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INTRODUCCION 

IDs linfocitos humanos 

Loa linfocitos son las cAlulas que participan en -­

forma e9encial en la respuesta inmune y est&n representados -

b&eica.mente por dos tipos: loa linfocitos e y loa T. 

LOS linfocitos B se originan en la bolsa de Fabricio 

de loa p&jaros y en la m8dula 6aea de loa maml~eroa. Estas -

c•lula• aon las ~eaponsable• de la inmunidad humoral, las que 

a trav6a de un proceso de maduraci6n, en el cual intervienen 

los linfocitos T, se tranaforman en c•1u1aa plaamlticaa pro-~ 

ductoraa de anticuerpos. 

Con respecto al origen de loa linfocitos T, si bien 

las c6lulaa precursoras de estos se originan en la m6dula 

6aea, es necesario q~e las mismas emigren al timo, en donde -

por un proceso de dif erenciaci6n se hacen funcionalmente com­

petentes. Estos linfocitos T son los responsables de ~a inmg 

nidad celular y ademls regulan la producci6n de anticuerpos -

de las c6lulas B. 

Los lintocitos T y B presentan a su vez, subpobla-­

ciones celulares. Las sUbpoblaciones de linfocitos T humanos, 

que son los de interAs para el presente trabajo, fueron iden­

tificadas y aisladas por primera vez por varios grupos de in-
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vestigadores. Todos ellos aprovecharon la capacidad de los 

receptores de superficie celular, de aceptar la parte Fe de 

la IgG o bien la parte Fe de la IgM (1,2,3,4), por ello se -

clasificaron en c6lulas TB y Tp. respectivamente. Posterior­

mente se determin6 que las c6lulas Tl presentan funci6n de -

aupresi6n y las c6lulas Tp. funci6n de ayuda, en la prolifer~ 

ci6n o diferenciaci6n de los linfocitos B (S). 

Los estudios realizados por K8hler y Milstein en -

1975 (6), sobre el control gen6tico de la producci6n de inm~ 

noglobulinas, sentaron las bases para obtener anticuerpos m2 

noclonales, que han resultado de gran utilidad para identif! 

car y separar, especlficamente, a las subpoblaciones de lin­

focitos Ten humanos (7,B,9,10). Las subpoblaciones as! ob­

tenidas, a partir de sangre perif6rica, se han denominado cg 

mo c6lulas T4+ y TB+J la relaci6n que guardan estas c6lulas 

en dicho tejido es de 2il (11). Recientemente la nomenclatg 

ra de estas c6lulas se ha cambiado (12): a las c6lulas T4+ 

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

Dichas subpoblaciones de c6lulas T no solamente d! 

fiaren en sus marcadores de superficie, sino tambiAn presen­

tan funciones ~fectoras __ espec.!ficas dentro de la cooperaci6n 

celular. Dentro de las c6lulas CD4+ existen las inductoras 

y las de ayuda, y dentro de las coa+ las supresoras y las 

citot6xicas (7). Ambas poblaciones celulares son capaces de 

identificar a los ant!genoa a trav6s de sus receptores y en 
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presencia de mol~culas codificada~ en el Complejo Mayor de -

Histocompatibilidad (13,14). Las CD4+ requieren de las de -

clase II, las cuales se encuentran principalmente en'los ma­

cr6fagos y en las cdlulas B y las CDS+ requieren de las de -

clase I que se encuentran en todas las células som4ticas. 

Las c6lulas C04+ y CDS+, separadas por anticuerpos 

monoclonales y analiza.das con microscopt.a el.ectr6nica, mues­

tran caracter!sticas morfom6tricas semejantes (15). Sin em­

bargo, en un estudio m&s reciente se encontr6 que las c~lu-­

las CDS+ contienen mayor cantidad de citoplasma, de aparato 

de Golgi y de mitocondrias que las c6l.ulas CD4+ (16); s_uqi-­

riAndose que esta desigualdad podr!a estar relacionada con -

las diferencias funcionales entre esas poblaciones celulares. 

En algunas· enfermedades irununol6gicas se han obse~ 

vado anormalidades en la proporci6n y/o en las funciones de 

las subpoblaciones de c6lulas T (17,18,19)ª Estos cambios -

permiten que las separaciones de las subpoblaciones de c6lu­

lae T y el anSlisis de las interacciones de esas c~lulas ayg 

den a profundizar en el conocimiento de la fisiopatolog!a de 

ese tipo de enfermedades. 

Intercambio de crom&tidas hermanas 

Un fen6meno que se ha observado en los cromosomas 

de las c6lulas de los organismos eucariotes ha sido el inte~ 
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cambio de crom&tidas hermanas (ICH}r los cuales son intercam 

bios simltricos de fragmentos cromos6micos entre las cromlt! 

das de un mismo tromosoma, que se ponen en evidencia'despu6s· 

·de dos ciclos de divisi6n celular, mediante la t6cnica de -­

tinci6n diferencial con 5-brornodeoxiuridina (BrdU) • 

La t6cnica de tinci6n diferencial, se basa en que 

una de las cromltidas incorpora en ambas hebras de la doble 

-cadena de ADN el análogo de base BrdU en lugar de la timina. 

En consecuencia, al teñir posteriormente los cromosomas con 

Giemaa esa crom&tida presenta una coloraci6n ~llida, mientras 

que la otra crom&tida, que solamente tiene substituida una -

de las hebras del ADN con BrdU presenta una coloraci6n obs­

cura, tal como puede observarse en la figura l. 

Se ha postulado como mecanismo molecular de este -

fen6meno a la fot6iisis del ADN en la cromStida disubstitu1-

da, seguida de la extracciOn del ADN degradado (20,21). En­

tre las fuentes de luz artificial y natural que se han exam! 

'nado, para lograr la fot6lisis, la luz negra con una longi-­

tud de onda de 355 nm y la luz solar han resultado las 6pti­

mas (20). La t~cnica de tinci6n diferencial, necesita ade-­

mls del reactivo de Hoechst-33258, el cual sensibiliza al ADN 

unido a la BrdU e incrementa su fotOlisis. 

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

mos eucariotes pueden ser espont4neos, esto ha sido sugerido 



Figura l. Metafase de segunda divisi6n (una crom4tida -
clara y la otra obscura) en 1a que se pueden 
apreciar los intercambios de crom&tidas herm~ 
nas. 
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por el hecho de que existe una frecuencia constante de ICH -

con bajas concentraciones de BrdU (22) y tambiAn porque en -

ciclos celulares diferentes se presenta el mismo nllmero de -

ICH1 esto Gltimo ha sido obaervadO mediante la tGcnic~ de 

ICH de tres tonos (23). Tambi6n la espontaneidad de los ICH 

ha sido sugerido por loa rearregloa topol6gicoa de la dupli­

caci6n de cromoaomaa en anillos (24). 

El fen6meno de ICH lo obaerv6 por primera vez Taylor 

en 1958, en las cAlulaa de ratees de Bellevalia romana, me-­

diante el uao de timidina tritiada y autorradiograf!a (25). 

Sin embargo, la tAcnica no ofrecía la suficiente reaoluci6n -

para visualizar loa ICH en cromosomas superpuestos o cua~do -

eatoa eran demasiado pequeño•. 

En 1967 Huang, al investigar el efecto de algunos -

carcin6genos, viru9 y an4logoa de baaea sobre la• c6lulas em­

brionaria• de Rattua natalenaia, observ6 que la BrdU ocaaio-­

nalmente teñ!a en forma diferente a laa crom&tidas hermanas -

(26). Posteriormente Zakharov y Egolina, en líneas celulares 

de hamster chino, determinaron que la tinci6n diferencial se 

observaba en c~lulas que estuvieron durante dos fases S en 

presencia de BrdU (27). En 1973 Latt, usando la BrdU y el cg 

lorante fluorescente Hoechst-33258 mostr6, de una forma m&s -

evidente, la tinci6n diferencial sobre las crom4tidaa herma-­

nas en cromosomas humanos (28). Un año despu6a Perry y Wolff 
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modificaron la técnica de Latt, agregando ademas el coloran-

te Giemaa, lo cual permiti6 examinar los cromosomas al micrgs 

copio de luz en forma permanente (29). Esta Oltima ~~cnica 

•• la'.m&a comunmente utilizada·en la Actualidad. 
--~ 

AOn cuando el significado biol6gico de loe ICH no 

•• conoce totalmente, •• piensa que pueden estar relaciona--

doa con proceaos de reparaci6n del ADH, recombinaci6n aomlt,! 

-ca, ••r conaecuencia de un error en la replicaci6n normal --

del ADN o tambi8n deberae a alguno• proceaoa de amplificaci6n 

o diveraificaci6n de gen•• (30,31,32). Debid~ a que lo• ra­

yoa X y alguna• droga• como la bleomicina producen aberracig 

nea cromoe&nicaa pero no ICH, y que droga• como la mitomici­

na e inducen ICH a doaia que no inducen aberraciones, se ha 

considerado que el mecanismo molecular de esos dos procesos 

••diferente (33,34,35). 

En cultivo• de linfocitos de in~ividuos no expues­

to• el nGmero basal de lo• ICH por c8lulas var!a qeneralmente 

de O a 16. Dicha frecuencia puede alcanzar valorea de 300 -

ICH por c6lula en linfocitos expuestos a etilmetanosulfonato, 

provenientes de pacientes con s!ndrome de Bloom (36). No se 

sabe todavla, ai dicho ndmero es el l!mite del sistema de 

detecci6n o del ntlmero de sitios en el cual los ICH se presen 

tan. 
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Los ICH se observan tanto en cultivos •in vitro• -

como •1n vivo• aunque en estos Gltimos, la frecuencia es 

siempre menor que en los primeros (37,38,39). Esto puede 

· ·estar dado por diferencias en las concentraciones de BrdU 

uaadas, ya que se ha demostrado (22,40) que esa substancia -

induce por si misma ICH. Algunas drogas, como la ciclofosf~ 

mida, son capacea de inducir ICH solamente •1n vivo•, lo que 

ha puesto de manifiesto la importancia del metabolismo de -­

eaaa drogas sobre la frecuencia de ICH. Esto fue demostrado 

ademas al observar que cuando la droga mencionada se aplica 

•1n vitre• en presencia de 69 (fracci6n microsomal de un ho­

mogenado de hígado de rata) ea 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 

el primero y el Qltimo presentan la mlxima y mtnima frecuen­

cia respectivamente (42). 

La edad de las c6lulaa en cultivo o la de loe 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 c6lulas m4s viejas no ·difieren en la frecuencia compara-­

das con cAlulas m4s j6venea, cuando ambos tipos celulares· se 

exponen a agentes qutmicos inductores de ICH, laa c6lulas mla 

viejas muestran una frecuencia menor, lo que se ha tratado de 
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explicar como resultado de una disminuci6n en la capacidad -

de reparaci6n del ADN de estas Ultimas (43). 

El origen.celular tambi6n puede afectar a la fre-­

cuencia de loa ICH. Se ha observado que las c61ulas que prg_ 

vienen del intestino o de los n6dulos linfáticos muestran -­

mas ICH (44) y las de la m6dula 6sea menos que otros tejidos 

(451. 

AGn cuando la frecuencia de ICH no se modifica al 

suplementar los medios de cultivo con diferentes sueros, ta­

lea como, fetal de ternera, humano AB y aut6logo1 dicha fre­

cuencia al varia al utilizar diferentes medios de cultivo -­

(46), habi6ndose dado como una posible explicaci6n las dife­

rencias en la concentraci6n de timidina en dichos medios. 

Otro factor que afecta la frecuencia es la expoai­

ci6n de los cultivos de linfocitos a los Mycoplasmaa fermen­

tans y aalivarium. Con el primero el efecto depende de la -

cantidad del in6culo y con el segundo aQn los in6culoa pequ.!. 

ños inducen un aumento aiqnificativo 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 tambiAn entre indi­

viduo• (42,48). Sin embargo, esas dos 6ltimas observaciones 
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no han sido siempre corroboradas (49,50). 

Las condiciones tales como el tabaquismo, el sexo 

y la raza, aün en la actualidad estSn en controversia con 

respecto a si alteran o no la frecuencia de ICH (51,521. 

Existen varios agentes reconocidos como inductores 

de ICH, a continuaci6n se mencionan algunos de ellosa 

a) Agentes a1quilantes, como la mitomicina e, etilme­

tanosulfonato y mostaza nitrogenada, entre otros 

(53,54,55). 

bl Productores de d1meroa de pirimidinas, como la luz 

ultravio1eta C55). 

e) An4loqos de bases como la Br- y cl-dU (56). 

d) Colorantes que se unen al ADN como·el Hoechat-

33258, que en asoc1aci6n cop la BrdU tienen un 

efecto sin6rqico (57). Ademas, otroa colorantes -

que se intercalan en el ADN, como la naranja de -­

acridina y mostaza de quinacrina (58). 

e) Diversos plaguicidas aqr!colas como el maiati6n, -

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

f) Agentes diversos, como virus y radicales libres -­

que atacan al ADN (SS). 

El anllisis de la frecuencia de los ICH ha mostr~ 



11 

do ser un indicador muy sensible del efecto mutag~nico en -­

cromosomas humanos, debido a esto se utiliza actualmente co­

mo un sistema de prueba para detectar el daño provocado por 

diversos agentes qu!micos (62). En es0 sentido la frecuen-­

cia de ICH se presenta como una prueba cl!nica Gtil para el 

monitoreo de diversas drogas utilizadas en los pacientes con 

c&ncer (63,64,65,66,67), ya que se ha encontrado, que algunos 

pacientes bajo tratamiento quimioter&pico por c4ncer, est&n 

· en riesgo de desarrollar en forma posterior otro tipo de ne.e_ 

plasia diferente a aquella por la cual se les di6 el trata-­

miento (68,69,70). Tambi6n la frecuencia de·ICH ofrece un -

m8todo predictivo para la elecci6n del agente quimioter4pico 

mis apropiado en las neoplasias humanas (71). 

Algunos inyestigadores han encontrado que las cAlu 

las de la mddula 6sea de pacientee con leucemia aguda no tr.!, 

tadoa muestran una frecuencia muy baja de ICH (72). En otros 

estudios se encontr6 que existe una frecuencia alta de ICH -

en las cAlulas de pacientes con enfermedad de Hodgkin y lin­

foma no-Hodgkin, tanto directa.mente en linfocitos de sangre 

perifdrica, como en l!neas celulares (73,74). Hasta ahora, 

ninguna de esas observaciones han podido ser comprobadas si.!, 

tem4ticamente ni en esos tipos de c4ncer ni en otros (75,76, 

77). Sin embargo, llama la atenci6n que las cAlulas de pa-­

cientes con clncer tienen una sensibilidad elevada a la in--

ducci6n de ICH al ser expuestas a carcin6genoa qutmicos (78). 
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Adem4a tambi'n se ha observado lo mismo en c6lulas transfor­

madas por carcin6genos qu1micoe o virus oncog6nicos, habi6n­

dose sugerido una asociaci6n entre los cambios celulares y el 

estado de malignidad celular (79). Tal vez una de las expl! 

cacionea a laa anteriores discrepancias sea que muchas veces 

no se utilizan los controles id6neos ni se estudian los ti-­

poa celularea directa.mente involucrados en el proceso neopl! 

aico, ademla de la posible influencia de condiciones tales -

·como infeccione• bacterianas o virales (80). 

En enfermedades autoinmunea como el lupua eritmu.­

toao aiat'8iico tambi8n ae ha encontrado una frecuencia alta 

de ICH en loa linfocito• (81,82). Loa paciente• con eata en 
feZ'ltedad, preaentan una gran aenaibilidad de la piel a la 

luz ultravioleta. ~· eatudioa realizados con fibroblaetos 

de piel de algunos ~•cientes con lup'\11 eritematoso aistdmico, 

no mostraron aumento en la frecuencia de ICB. No obstante, 

no se descarta la pasibilidad de que exista un defecto en el 

sistema de reparaci6n del ADN en loa fibroblaatoa de estos -

individuo• (82J. 

Exiaten algunas enfermedades hereditarias en laa -

cuales el anllisis de la frecuencia de loa ICU airve de apo­

yo diaqn6atico. Entre ellas puede citarse, el síndrome de -

Bloom en el cual existe un gran aumento en la frecuencia es­

pontanea de ICH (83) y tambidn en pacientes con xeroderma --
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pigmentoso, en los que se ha encontrado que los ICH inducidos 

por la luz ultravioleta o por agentes qu!micos es mayor que 

en controles (84,85). 

Entre los grupos cromos6micos A y o, 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 

e•perada por tamaño de cromosoma (86,87). Ademas dichos ICH 

. no 1e distribuyen de manera homogAnea a lo largo de los cro­

moaoma1, ya que se ha observado, que la mayor!a se localizan 

en las regiones medias de los brazos cromos6micoa, en cambio 

en las regiones centrom6ricas y en las de heterocromatina C 

1e caracterizan por contener un nllmero escaso de ICH (87,88). 

Mediante las t~cnicas de bandas G y O se ha podido 

demostrar que existen en los cromosomas zonas preferencialea 

donde se producen lOs ICH y que son las bandas G negativas y 

la interfase entre las bandas G negativas y positivas (89,90), 

es decir, la interfase entre el AON de replicaci6n temprana y 

tard!a, este Oltimo rico en adenina y timina (9l)a Con la -­

t,cnica de bandas e, en la que se ponen de manifiesto las zo­

nas con heterocromatina constitutiva, de replicaci6n tard!a, 

se ha encontrado que la mayor!a de los ICH de la regi6n peri­

centrom,rica se presentan en la interfase heterocromatina-eu­

cromatina (92,93,94)ª Existe entonces una similitud entre -

las observaciones realizadas con todas las t'cnicas mencion~ 
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das, en lo que se refiere a la probabilidad que tienen los -

ICH de situarse en la interfase entre el ADN de replicaci6n 

temprana y tardta. 

Algunos investigadores han sugerido que las subpo­

blaciones de linfocitos humanos puedan diferir en la sensib! 

lidad al daño de su ADN y en la frecuencia de ICH (95,96,97). 

Esas diferencias podr!an explicar loa dos tipos de variacio­

nes observadas en loa estudios citogendticos en loa cuales -

se utiliza eata t•cnicas 

a) La variacien interindividual. 

b) La variaci~n intercelular en un mismo individuo. 

Algunos estudios han analizado los ICH en poblaci2 

nea de linfocitos T y e, ·encontrando que los linfocitos T -­

muestran una frecuencia significativamente mayor que loa lin 

focitos B (98,99,100). sin embargo debido a que la fitohem.!_ 

glutinina (PHA), la lectina mas empleada en las t~cnicas ci­

togendticas, estimula preferentemente a los linfocitos T en 

cultivos de corto tiempo (101,102), podrta pensarse que las 

cdlulas que contribuyen en mayor proporci6n a las variaciones 

ante• descritas, estar!an dentro 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. El 
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tiempo del ciclo de la mayoría de las líneas celulares en -­

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

AGn cuando se han realizado muchos estudios para -

analizar y tratar de caracterizar los mecanismos que contro­

lan la proliferaci6n celular, todav!a en la actualidad nin9!! 

no de los meca~ismos que regulan ei tiempo del ciclo celular 

se conoce completamente. El avance logrado hasta la fecha -

se ha dado por dos formas de estudio (103,10'.4): 

a) El aislamiento de mutantes sensibles a la temperat,!!_ 

ra, que son bloqueadas en puntos especlficos del e,! 

clo celular. Aunque este aislamiento es difícil, -

lo es más la completa caracterizaci6n.de las c6lulas 

mutantes. Otras formas que han sido de utilidad en 

el conocimiento de la regulaci6n del ciclo celular 

son los estudios de los efectos producidos por dro-­

gas que inhiben en forma especifica los procesos big 

qutmicos del mismo. 

b) El an4lisis de las diferencias entre las cAlulas no.!. 

males y las transformadas tambiAn sugiere cuales son 

los pasos bioqutmicos más importantes para la regul~ 

ci6n del ciclo celular. Hay que mencionar tambidn -

aqut el estudio de los factores que estimulan la prg 

liferaci6n de las cálulas en reposo. 
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' Los primeros eventos que se producen en los linfo-·· 

citos al ser inducidos a proliferar por medio de mit69enos -

se han clasi~~cado en (lOS,106,107,lOB,109)i 

l) Eventos que se producen de segundos a minutos, tales 

como: cambio en el flujo de cationes monovalentes, 

activ~ci6n de la fosfolipasa A2, s!ntesis y recambio 

de l!pidos, metabolismo del 4cido araquid6nico, flu-

jo de calcio, cambios en los nucle6tidos c!clicos, 

fosforilaci6n de protelnas, activaci6n de la eatera­

sa de serina e incremento en la tasa de transporte 

de moléculas pequeñas a través de la membrana. 

2) Eventos que se producen en horas, tales comoz acele­

ra'ci6n de la s!ntesis de protetna, de ARN y de poli.!, 

minas, cambios en el metabolismo de los carbohidra-­

tos, transformaci6n bl4stica. 

3) Eventos que se producen en d!as, como la s!ntesis de 

AON. 

En 1953, Howard y Pele descubrieron que la s!nte-­

sis del ADN entre dos divisiones celulares consecutivas no -

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

se denominaron como fases G1 y G2 (110). Tiempo deapuda 
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Lajtha descubri6 que exist1an c~lulas que no se divid1an, s.! 

no que estaban en reposo (111). Este estado se conoce como 

.fase Go.Y aOn hoy es objeto. de discusi6n e1 que realmente -­

exista (112). 

En la actualidad, para estudiar al ciclo celular, 

Aste se divide en la forma que se óbserva en la figura 2. 

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

los siguientes (103,104): 

Fase Go• Se considera como una fase de reposo, en don­

de el contenido de ARN es ~ajo1 este conteni­

do se incrementa cuando la c6lula se induce 

a proliferar. Algunos estudios han mostrado 

que los niveles de calmodulina (la principal 

prote!na que capta al calcio en las c~lulas -

no musculares y que regula a varias enzimas -

intracelulares sensibles a1 calcio) se incre­

mentan cuando la c~lula entra a G0 , mientras 

que dichos niveles disminuyen cuando la c6lu-

1a es inducida a proliferar y sale de dicha -­

fase para entrar a G1 (107). 

Fase G1• Las variaciones de tiempo observadas en el e! 

clo ce1ular entre diferente.e tipos ce1ulares, 

se debe principalmente a esta fase, ya que --

1as restantes tienen un tiempo relativamente 



Go 
© ~t~ © le e tina+ IL-1 · ~ T., Antr'leno + IL-1 

G1 IL-2 © 

M s 

Figura 2. Esquema que describe el control del ciclo 
celular en las c6lulaa T (140). La c6lula 
T en reposo (G9 ) se activa por medio de -

, cualquiera de J.aa señales (l) y pasa a la 
fase G¡, para despuAa por intermedio de -
IL-2 (señal (2)) inducir la síntesis de -
ADN. 

18 
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constante. En esta fase como en la anterior 

se sintetizan las cinco hiatonas constituyen­

.tes de la cromatina, pero en ml.nima cantidad 

(113). También en esta fase del ciclo celular 

los linfocitos T activados incrementan sus ª.!! 

ti.geno& de diferenciaci6n CD3, CD4 y CDB, ast 

.como los de la clase I del Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad pero no se conoce el sig­

nificado de este incremento (114). En lo• 1! 

mitea de esta faae con la precedente, nueva-­

mente se incrementan loa niveles de calftlodul! 

na, consider&ndoae que esta protel.na ea impo.;_ 

tante en la regulaci6n de la al.nteais de ADN 

(107). Parece ser, que loa eventos cruciales 

que controlan la regulaci6n del crecimiento -

celular ocurren en esta fase. 

Los eventos principales en 6ata, son la sl.nt!!, 

sis de ADN y de histonaa, loa cuales se real! 

zan en aproximadamente 6 a e h. El primer -­

evento se realiza simult&neamente en diferen­

te_a crC?,mos~~~~. y segmentos de un mismo cromo­

soma. Cada segmento o unidad de replicaci6n 

se conoce como replic6n. Esta fase se puede 

dividir en 3 subestadioa; 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 prl 

meros subestadios se replican las bandas G ne­

ga~~y~s, m~entras que las G positivas se repl! 

can en el ültimo subestadio. El segundo even­

to, o sea, la s!ntesis de histonas se sabe que 

esta acoplada a la síntesis de ADN (115). De.!. 

de hace tiempo se conoce que las histonas, son 

prote!nas de gran importancia para el empaque­

tamiento del AON (116). 

Fase G2 El tiempo de duraci6n de ~ata es de 2 a 6 h, 

en ella la c6lula se prepara para la mitosis -

por lo cual se produce una gran condensaci6n 

cromosOmica. En 6sta fase del ciclo celular 

loa linfocitos T activados, incrementan en su -

superficie celular los ant!genos clase II del -

Complejo Mayor de Histocompatibilidad, ignor4n­

dose su significado (114). 

Mitosis. En esta fase se realiza la divisi6n celular y 

tiene un tiempo de duraci6n de aproximadamente 

ª' 

1 h. Esta fase se inicia cuando los cromoso-­

mas pueden ser observados al microscopio de luzy 

por fines pr4cticos se clasifica eni 

En la Profase la c6lula tiende a adoptar una 

forma esf6rica y aumenta su refringencia y vi.!. 
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cosidad. Los nucleolos desaparecen, 1os cen-­

trio1os emigran hacia los polos celu1ares, los 

cromosomas se observan como delgados filamen-­

toe y la membrana nuclear se desintegra. 

La Prometafase se caracteriza por la desinteg_!.a 

ci6n de la membrana nuclear. Durante 6ata fa­

se lo• cromosomas se dirigen hacia el ecuador 

del aparato mit6tico y en el centr6mero de ca­

da cromosoma se desarrolla el cinetocoro. En 

la fase anterior y en ~ata continua, la conden­

saci6n cromos6mica. 

La Metafase se inicia con la llégada de loa CLO 

mosomae al plano ecuatorial, alcanzando aqul -

su mlxima condensaci6n y se orientan a lo lar­

go de su eje en ángulo recto a los polos. En 

las preparaciones citogendticas, los cromo•o-­

mas se observan en 6sta fase con la ayuda de -

1a colchicina, la cual inhibe la formaci6n del 

huso acrom!tico. 

En. la Anafase se produce la separaci6n de loa 

centr6meros y las crom&tidas de cada cromosoma 

emigrari en sentido opuesto hacia los polos. 

La Telofase comienza cuando los cromosomas 11~ 

gan a los polos, los cromosomas empiezan a de-
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sespiralizarse, desaparecen los cinetocoros. 

La membrana nuclear se reconstituye, el huso 

degenera y reaparecen loa nucleoloa. 

ua c1toc1nea1a es propiamente la divisi6n ce­

lular, la cual se produce en el centro celu-­

lar, dando consecuentemente doa c8lulaa hijas. 

El tiempo del ciclo celular depende de diverso• fa~ 

tore•1 •• ha encontrado, por ejemplo, que el medio de cultivo 

utiliaado influya sobre su duraci6n (117). Con el suero fe-­

tal en particular, lo• resultados han sido contradictorios, -

en algunos trabajos •• muestra que alarga el tiempo del ciclo 

celular (118 1 1~9) y en otros, que no tiene ningGn efecto (117). 

Loa valorea del pH tanto intra como extracelular t~m 

biln afectan la duraci6n del ciclo. Aal, con valorea entre -

7.2 y 6.B de ~H extracelular ae mantiene el crecimiento expo­

nencial y adem&s ae induce la proliferaci6n de laa c6lulaa en 

reposo. Si el pH extracelular se mantiene entre 6.7 y 6.4, -

la taaa de crecimiento se reduce y por último con valorea de 

pH menores que 6.3 se inhibe casi por completo el crecimiento 

celular (120). 

Con respecto al pH intracelular, ae obaerv6 que en 

los linfocitos de r&pida proliferaci6n eae pH ea mi• alcalino 

que en los que se encuentran en reposo (121). Posteriormente 
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se constató que el pH en las fases Go, G1 y G2 es de 7.2 y en 

la fase Ses de 7.4 (122). 

La du~aci6n __ del ciclo celular no afecta a la fre-­

cuencia de los ICH (SO), pero el nt1mero de aberraciones cro­

mos6micas estructurales, es marcadamente m4s alta en metafa­

ses de primera divisi6n. As!, la estimaci6n más apropiada -

de las aberraciones cromos6micas en los estudios que detec-­

. tan daño clastog~nico debe ser analizado en metafases de pr! 

mera divisi6n "in vitre• (123). 

Los estudios sobre la duraci6n del ciclo celular -

en un mismo individuo, a quien se tomaron muestras consecuti 

vas con intervalos de tiempo de algunas semanas, mostraron -

que existen diferencias en la duraci6n del mismo (48). 

Las c6lulaa leuc6micas de pacientes sin tratamien­

to muestran un tiempo de ciclo celular m&s largo que los con­

troles (72,76,124). Los agentes alquilantes, loa plaguicidas 

y la mayor!a de las drogas citostáticas utilizadas en los pa­

cientes con cáncer aumentan la duraci6n 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 cin6tica de proliferaci6n celular 
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m4s rápida que los linfocitos T. 

Los objetivos del presente trabajo fueron, primero 

investigar la posible contribuci6n de algunas subpoblaciones 

de linfocitos T, en particular las CD4+ y coa+, en la varia­

ci6n de las frecuencias de ICH observada en linfocitos huma­

nos. El aegun~o objetivo fue determinar el ciclo celular en 

esas mismas subpoblacionea, todo con el prop6aito de adquirir 

un mejor conocimiento del comportamiento de dichas subpobla­

ciones celulares. 
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MATERIAL Y METODOS 

Se seleccionaron .cuatro individuos j6venes y sanos 

del sexo masculino, cuyo promedio de edad fue de 28.B años -

(rango de 27 a 30 años), ya que en individuos de edad avanz~ 

da existe una disminuci6n en el no.mero de las c~lulas CDS+ -

(125,126). Como requisito indispensable para ingresar en el 

estudio, los individuos seleccionados no deb!an estar expue~ 

tos a aqentes reconocidos como inductores de ICH. 

A. Obtenci~n de las muestra• 

De cada individuo se extrajeron 120 ml de sangre -

~perif6rica con jeringa heparinizada, bajo condiciones adecu~ 

das de esterilidad. 

B. Separaci6n de las c6lulas 

La separaci6n de las c6lulas, que se describe a -­

continuaci6n, est4 basada en t6cnicas comunicadas previamen­

te (17,127). 

Cada muestra sanguínea fue diluida con un volumen -· 

igual de soluci6n salina fisiol69ica (SSF) y colocada sobre -

Ficoll/Hypaque (F/H) de una densidad de 1.077 9/ml, se centr! 

fu96 a 2500 rpm por 20 min y a continuaci6n, las cfilulas mon2 
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nucleares (CMN) se obtuvieron de la fase intermedia del gra­

diente. Las CMN as! obtenidas fueron lavadas en tres ocasi.2 

nes con SSF y centrifugadas a 1200 rpm por 15 min. Posteri.E,r 

mente se determin6 la viabilidad celular en una al!cuota, en 

presencia de azul tripano y con la ayuda de un microscopio -

de luz directa. 

Las c6lulas T se obtuvieron a partir de las CHN1 

para ello, estas Qltimas fueron incubadas toda la noche a --

4ºC con 9l6bulos rojos de carnero al 4\ (GRC), para lograr -

la formaci6n de·ro•etas. Al dla siguiente, esta mezcla fue -

reauapendida en frlo, colocada sobre F/H y centrifugada a 

2500 rpm por 20 min a 4°C. Las rosetas, que contentan cAl~ 

las T fueron recuperadas del fondo del gradiente y lavadas -

una vez en la forma antes descrita. A continuaci6n, ae efeB 

.tu6 la lisis de loa GRC con cloruro de amonio 0.831 y se re.!. 

liz6 otro lavado para determinar nuevamente la viabilidad -

celular. 

Los macr6fagoa (M/0) fueron obtenido•, a partir de 

las cGlulas no-T (CNT) que permanecieron en la fase interme­

dia del qradiente de F/H, en la forma sic¡uientea 

Laa CNT a una concentraci6n de 5 x 106 por ml se -

resuapendieron en medio RPMI 1640 y 201 de suero fetal de 

ternera, en una caja de Petri, incubandose inmediatamente a 
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37°C, con 5% de C02 y humedd, durante una hora. Al tArmino 

de ese tiempo, las cAlulas no-adherentes fueron succionadas 

con una pipeta Pasteur y eliminadas del estudio. LaS cAlu-­

las adherentes (M/0) se obtuvieron rasp4ndolas con una esp4-

tula de caucho, para luego lavarlas una vez en la forma aco}!_ 

tWDbrada y evaluar finalmente su viabilidad. 

Los M/0 se utilizaron en todos los cultivos, para 

·lograr una respuesta 6ptima de los linfocitos1 ya que esta -

demostrado que la presencia de dichas cllulas mejora la res­

puesta de proliferaci6n de los linfocitos, tanto en la reac­

ci6n de leucocitos mixto• (MLR)_ (128) como en la exposici6n 

a mit6qenoa (129). 

A partir de las cllulas T se obtuvieron las subpo­

blaciones CD4+ y CDS+ por aelecci6n negativa con anticuerpos 

monoclonales OKT4 y OXTB (Ortho Pharmaceutical Corp., Rari-­

tan, NJ) y complemento (C'). 

Las cGlulas T se dividieron en tres alícuotas, ca­

da una de ellas fue centrifugada a 1200 rpm por 10 min, se -

les retir6 el sobrenadante y despuds a una alícuota se le -­

agreg6. e1. anticuerpo monoclonal OKT4, a la siguiente el OKTB 

y a la Oltima SSF. Las cdlulas contenidas en la alícuota no 

expuesta a los anticuerpos monoclonales, sirvieron de compa­

rac16n y fueron denominadas en el presente trabajo como cdl~ 
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1as T totales (Tt). Las tres al!cuotas de cálulas T, proce-

aadas tal como acaba de describirse, fueron incubadas en hi.!. 

lo, por 30 min. A continuaci6n se realiz6 en cada una un 1~ 

··vado con SSF a 4ªC e inmediatamente se les agreg6 el e• de -

conejo diluido 1:4 con medio de cultivo. En esas condiciones 

se incub6 nuevamente a 37°C tambi6n por 30 min. Finalmente, 

las c4lulas fueron lavadas con SSF y se determin6 la viabil! 

dad celular. 

c. Procedimientos para los cultivos celulares 

De cada individuo y para cada poblaci6n celular e~ 

tudiada ae realizaron cultivos en la forma siguientes 

Se •embraron por duplicado para cada intervalo ho-­

rario, 1 x 106 c6lulaa en un volumen final de l ml con medio 

RPMI 1640 conteniendo 10• de suero fetal de ternera, antibi~ 

ticoa, SO ~l de PHA-M, 10• de M/0 y BrdU a una concentraci6n 

fina~ de 15. 5 µM. Loa cultivo• fueron incubado• a 37º e en 

una atm6afera de s• de co2 y humedad controlada, en la obscg 

ridad. 

D! Procedimientos citosen6ticoa 

Laa mueatraa de cada cultivo celular Lueron coae-­

chad.•• a partir de laa 54 h ha•ta las 102 h, con intervalo• 

conaecut~voa de 12 h. A cada uno de ello• ae lea a9reg6 
• 



29 

100 pl de una so1uci6n de colchicina de 0.2 mg/ml una hora y 

media antes de completar el tiempo estipulado. Las c~lulas -

fueron cosechadas por centrifugaci6n,· para luego resuspender­

las en KCl 0.075 M por 20 min y posteriormente fijarse· en me­

tanol/4cido acático glacial (3:1) por 30 min. Despu~s de dos 

lavados con el mismo tipo de fijador, las preparaciones se CQ 

locaron en portaobjetos 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 solo observador. 

Las preparaciones cromos6micas se trataron para la -

tinc16n diferencial de las crom&tidas, por la tdcnica FPG de 

Perry y Wolff (29), con m!nimas modificaciones. Las lamini-­

llas con las preparaciones cromos6micas fueron puestas en con 

tacto con una soluci6n 0.5 ~g/ml de Hoechst 33258 durante 20 

min y luego lavadas con agua corriente. Las laminillas fue-­

ron 1110ntadas con buffer de Sorensen pff 6.8, para inmediatame.!!. 

te despuds exponerlas a la luz negra durante 2 h. Luego, se 

lavaron con agua corriente, se secaron y por Qltimo, se tiñe­

ron con colorante Giemsa, en una proporci6n de 1 a 10 en 

buffer Sorensen, durante 75 segundos. 

Para determinar la frecuencia de ICH se contaron 

los intercambios en 50 metafases de cada poblaci6n celular 
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¡>ar individuo. Obteniendose de esta manera el nllmero de ICH 

por cAlula y el promedio por poblaci6n y por individuo. 

Para determinar la cin~tica 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 divisi6n de cada intervalo horario. La clasificaci6n 

de dichas metafases fue de acu
1
erdo a su patr6n de tinci6n: m~ 

·tafaae de primera divisi6n cuando ambas cromltidas se observ_! 

ron de color obscuro¡ metafase de segunda divisi6n cuando una 

crom4tida se teñ!a obscuro y la otra p&lida1· metafaae de ter­

cera o subsecuentes divisiones cuando un cuarto o menos de sus 

crom4tidas se teñtan de obscuro, tales como puede observarse 

en la figura 3. 

E. MAtodos estad!sticos 

El c&lculo del tamaño de la muestra estuvo basado -

en detectar una diferencia m!nima de 3 ICH entre las poblacio 

nea celulares estudiadas, con niveles alfa de 0.01 y beta de 

O.OS. Ese mismo nivel alfa fue utilizado en las demSs prue-­

bas estad!sticas. 

De cada poblaci6n celular en cada individuo se obty 

vo el valor promedio (i) y la desviaci6n estandar (s) de loa 

ICH por cAlula. La comparaci6n de esos X se realiz6 mediante 

la prueba P de 2 vlaa. 
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Figura 3. Metafase de primera divisi6n (arr! 
ba). Metafase de segunda divisi6n 
(en medio) y metafase de tercera -
divisi6n (abajo). 
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Todas las distribuciones de frecuencias de ICH/c'­

lula se compa~aron con la te6rica de Poisson mediante la pr,!!e 

ba de bondad de ajuste de x2. 

Las distribuciones de ICH/c6lula de las distintas 

poblaciones estudiadas, se compararon con una prueba de x2 -

para varias mu,stras. 

Para determinar la duraci6n del ciclo celular se -

consideraron las siguientes variables: 

1) Los promedios de las proporciones de metafasea 

correspondientes a primera, eequnda, tercera y 

subsecuentes divisiones •1n vitre• de loa 4 in­

dividuos. 

2) Cambios promedios de aproximadamente un 30 a 501 

en la proporci6n de primera, segunda, tercera y 

subsecuentes divisiones •in vitre•. 

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

diferentes tiempos de cultivo considerados. 
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RESULTADOS 

En la tabla l se presentan los datos correspondie~ 

tes a la frecuencia de !CH/célula, observados en las distin­

tas poblaciones de linfocitos estudiados. Los promedios y -

desviaciones estandar observados fueron muy semejantes tanto 

entre invididuos como entre poblaciones. De la misma manera 

los promedios y desviaciones estandar ponderados de las cél~ 

las CD4+, CDS+ y Tt fueron muy similares, 6.54 ± 2.82, 

6.SS ± 2.78 y 6.70 .:t 2.73 !CH/célula respectivamente. El 

análisis estad1stico mediante la prueba F de 2 v1as, no mos­

tr6 diferencia significativa (F2-6 ~ 0.20 y FJ-6 = 2.49 

p >O.OS), entre poblaciones e individuos. 

En la figu~a 4 se muestran las distribuciones de -

frecuencias encontradas, de acuerdo al nll.mero de ICH/cálula 

en las 200 metafases analizadas, de las diferentes subpobla­

ciones de linfocitos de los 4 individuos estudiados (barras 

negras). A partir de estos datos se obtuvieron las distrib~ 

ciones te6ricas esperadas para una distribuci6n de Poisson -

(barras blancas), para realizar la prueba de bondad de ajus­

te de x2. La dnica poblaci6n celular que mostr6 diferencia 

si9nif icativa fue la poblaci6n de linfocitos CD4+ txf2 ~ 
41.289 p < 0.01). Esta diferencia es principalmente a expe~ 

sas de un exceso de linfocitos con un mayor nt1mero de 

ICH/célula, en particular en los intervalos correspondientes 

a 14, 15 y 16 ICH/célula. En efecto el 54% del valor de la 



TABLA l. FRECUENCIA DE ICH/CELULA EN SUBPOBLACIONES DB 

LI\IFOCITOS T Y T-TOTALES EN LOS INDIVIDUOS 
ESTUDIADOS 

TIPO DB LINFOCITOS 

INDIVIDUO CD4+ coa+ Tt 
;¡ • ;¡ • ;¡ • 

l 6.76 :!: 3.09 6.90 :!: 2.79 S.98 .:!: l.97 

2 6.18 :!: 2.68 6.14 :!: 2.89 6.46 :!: 2.43 

3 6. 36 ;!: 2.82 6.24 ± 2.73 &.so :!: 3.05 

4 6: 86 :!: 2.60 6,92 :!: 2.59 7.56 :!: 3.06 

TOTAL 6. 54 :!: 2.82 &.ss :t 2.78 6.70 :!: 2. 73 
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Figura 4. Distribuciones de frecuencias do ICH observa 
das ( • ) y las te6ricas esperadas ( CI ) para. 
una diatribuci6n de Poisaon en linfocitos 
CD4+, CDB+ y Tt. 
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x2 es aportado por las diferencias en los intervalos mencio-

nadas. 

Como, puede_ .verse en la misma figura 4, en las 3 

distribuciones observadas (barras negras) se presenta una 

brusca catda en el ntlmero de c6lulas con 9 ICH/c6lula en las 

poblaciones de linfocitos CD4+ y CDS+. Este mismo fen6meno 

ocurre en los linfocitos Tt, pero en las c6lulas con 8 ICH. 

· Sin embargo, solo dos de las distribuciones, las de las pobl~ 

cione• de linfocito• CD4+ y Tt, muestran una marcada eleva-­

ci6n del ndmero de cdlulaa en el siguiente intervalo de las 

respectivas distribuciones. Este comportamiento sugiere una 

tendencia a distribuciones bimodalea en el ndmero de ICH/c6-

lula en dichas poblaciones. 

Como el prop6sito de analizar posibles diferencias 

entre las distintas· distribuciones de frecuencias de las tres 

poblaciones, se utiliz6 la prueba de x2 para varias muestras. 

El resultado de la misma (X~2 = 32.799 p >O.OS) no mostr6 

diferencias significativas. 

En la tabla 2, se presentan los datos de las fre-­

cuencias de metafases correspondientes a primeras, segundas; 

terceras y subsecuentes divisiones •in vitro• observados en 

las diferentes poblaciones e individuos estudiados. El ana-

lisia general de los datos de esta tabla, muestra variaciones 

interindividuales en las proporciones de los tres tipos de -



TABLA 2. FRECUENCIAS DE lª, 2ª y Jª O SUBSECUENTES DIVISIONES "IN VITRO• OBSERVADAS EN 

LAS DIFERENTES 'POBLACIONES E INDIVIDUOS 

TIEMPO DE CULTIVO (h) 

TIPO DE INDIVIDUOS 54 66 78 90 102 
LINFOCITOS lª 2ª 3ª lª 2ª 3ª lª 2• 3• lª 2• 3• lª 2• 3• 

l 91 9 o 53 41 6 38 45 17 29 52 19 33 43 24 

CD4+ 2 100 o o 67 30 3 52 45 3 33 42 25 NO 
3 98 2 o 89 11 o 66 33 l 35 S9 6 12 61 27 
4 61 37 2 54 42 4 37 56 7 27 60 13 18 Sl 31 

l NO 64 27 9 S9 28 13 12 30 S8 17 20 63 

CDS+ 2 99 l o 34 61 s 22 52 26 26 38 36 15 36 49 
3 99 l o 31 68 l 23 50 27 9 60 31 9 3S S6 
4 62 37 l 42 41 17 36 44 20 27 S2 21 30 41 29 

l S9 35 ·6 . S7 32 11 Sl 29 20 26 28 46 22 35 43 

Tt 2 100 o o so 49 l 31 53. 16 20 40 40 19 34 47 
3 82 18 o 87 13 o 4S S4 l 23 64 .13 27 48 2S 

• SS 41 4 3S S4 11 30 SS lS 23 49 28 19 42 39 

NO • No determinado por falta de crecimiento 

... ... 
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metafaae de las c6lulas CD4+, CDS+ y Tt en cada uno de los -

intervalos de.tiempo de cultivo. 

Un anAli~is mis.detallado de lo anterior muestra -

que a 54 h pr&cticamente ea igual las proporciones de prime­

ra• y segundas divisiones en las c6lulas CD4+ y CDB+ en todos 

loa individuos, aQn cuando en el individuo 4 existe una mayor 

proporci6n de segundas divisiones. Sin embargo, esta apare.!!. 

·te activaci6n temprana de esas c61ulas en dicho individuo, no 

se mantiene en los tiempos posteriores de cultivo. Las c6lu­

laa Tt muestran en 3 de loa 4 individuos (1,3,4) a 54 h, una 

1UAyor proporci6n de segundas y terceras divisiones que las -­

dos poblaciones mencionadas previamente. 

En la figura S, se presentan loa datos correspondi~n 

tea al promedio de las proporciones de primeras, segundas, -­

terceras y subsecuentes divisiones •in vitro• de los 4 indiv! 

duoa estudiados. Como puede observarse en la misma, a 54 h -

las c61ulaa CD4+ y coa+ presentan un patr6n similar de respu~a 

ta, en cambio las Tt muestran una mayor proporci6n de metafa­

aes en su sequnda y tercera divisi6n. A 66 h de cultivo se -

observa una mayor proporci6n de sequndaa y terceras divisiones 

en.iaa c61ulaa CDS+ que en las CD4+. A 7S h existe una pro-­

porci6n menor de primeras, similar de segundas y mayor canti­

dad de terceras divisiones en las CDS+ que en las CD4+. Este 

mismo fen6meno se mantiene a 90 y 102 h de cultivo, con la Q~i 
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54 66 78 90 102 

'l'iefnpO de cultivo (h) 

Fiqura s. Proporci6n de meta.fases de primera ( • ) , segunda ( •) y tercera y sub-... 
secuentea (O) divioiones de las células co4+ i1zquierda.), CD9+ fen me-­
dial y Tt !derecha)' en cultivo "in vitro". 
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ca variación de que el ntlmero de segundas divisiones como B.!!. 

r!a lógico esperar, es menor en las cAlulaa CDB+ que en las 

CD4+. 

De acuerdo con los resultados mencionados, la dur,!. 

ci6n del ciclo celular para las cAlulas CDS+ se estim6 en -­

aproximadament~ 12 h y el de laa crit+ en apro::imadamente 24 h. 

En relación a los dato• correspondient~a a loa lin­

focitos Tt, llama la atenci6n que con excepci6n de loa culti­

vos a 54 h, en todos los dem4s, las proporciones de primeras, 

segundas, terceras y subsecuentes divieionea, corresponden 

aproximadamente al promedio de lo observado en laa c6lulaa 

CD4+ y CDS+. Si bien es dif!cil calcular la duración del ci­

clo celular en loa linfocitos Tt, este se eatim6 en un punto 

intermedio entre las otras dos observaciones de c6lulas estu­

diada& J o sea de aproximadamente 18 h. 
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DISCUSION 

Los resultados muestran que en individuos no expu~s 

tos a agentes que dañan el ADN, las c6lulas CD4+, coa+ y Tt 

presentan una frecuencia muy semejante de Intercambio de cr2 

mltidas Hermanas. Sin embargo, el hallazgo de un agrupamie~ 

to de cdlulas con mayor nllmero de ICH en el extremo derecho 

de la distribuci6n de frecuencia de los linfocitos CD4+ (fi­

gura 4), sugiere que dentro de esta subpoblaci6n podrta exi~ 

tir un subtipo celular con una mayor sensibilidad a la form~ 

ci6n y/o inducci6n de ICH. 

La tendencia a la bimodalidad descrita en las dis­

tribuciones de frecuencia de las c~lulas CD4+ y CDS+ (figura 

4), puede interpretarse como otra manifestaci6n de heterqge-

neidad en la formaci6n de ICH por las c6lulas de estas subP2 

blaciones. En otras palabras, dentro de las CD4+ algunos de 

los subtipos celulares preponderantes de ayuda o inducci6n, 

podr!an ser.los responsables cada uno de ellos de algunos de 

loa modos observados en la diatribuci6n. Esto mismo podr!a 

ser valido para los subtipos supresor y citot6xico presentes 

en las CDS+. 

En conclusi6n, los resultados obtenidos sugieren -

que la variaci6n intercelular en el ndmero de ICH(cAlula, pg 

dr!a en parte explicarse por la evidente heterogeneidad pro-
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pia de las subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CDS+. Esta -

heterogeneidad observada en el·presente trabajo, con la cual 

se intenta explicar parte de la variaci6n intercelular de -­

ICH, podr1a· estar fundamentada en una diferente sensibilidad 

de los subtipos de las c~lulas CD4+ y COB+ ante factores que 

favorecen la formaci6n de ICH. 

Si bien los prop6sitos del presente estudio no han 

sido el determinar los posibles factores propios de cada suB; 

poblaci6n responsables de la variabilidad observada, tal vez 

los mismos puedan estar relacionados con aquellos vinculados a 

las diferencias entre los linfocitos T y B, tales como la -­

-magnitud de la reserva de timidina y la capacidad de repara­

ci6n por escisi6n de estas cfilulas postulada previamente --

( 100). 

Existen algunas enfermedades tales como la leuce-­

mia de c6lulas T del adulto, la leucemia de c~lulas peludas 

y el s!ndrome de inmunodeficiencia adquirida, en las cuales 

las cfilulas CD4+ son la poblaci6n blanco de los virus linfo~ 

tr6ficos de c6lulas T humanas (HTLV) I, II, III respectiva-­

mente· (130,131,132). Tal vez esto se debe a que esa pobla-­

ci6n celular presenta, en forma natural, una mayor seneibil.! 

dad que las CDS+, no solamente a ciertos virus, sino tambidn 

al daño inducido por diferentes agentes qu!micoe o f!sicos -

sobre su ADN. · Incluso en algunas 11neas tumorales, que po--
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drtan considerarse como c~lulas homog~neas, existen subpobl~ 

cienes celulares con diferente sensibilidad al daño inducido 

por agentes qutmicos (133), lo que podr!a explicar, ia resi~ 

tencia de algunas neoplasias al tratamiento quimioterlpico. 

Todas esas observaciones apoyar!an las consideraciones en el 

sentido de que dentro de loe linfocitos C04+ y CDS+ puedan -

existir subtipos celulares, con una diferente sensibilidad a 

factores capaces de inducir l:CH, responsables tal vez de la b.! 

'modalidad observada en la frecuencia de ICH/c~lula. 

Con respecto al ciclo celular se observ6, que en -

las condiciones de cultivo del presente trabajo, las c~lulas 

CD4+ presentan un ciclo celular con una duraci6n de aproxim~ 

damente 10 a 12 h m4s largo que las coa+. 

La simi1itud en las proporciones de metafases de -

primeras y segundas divisiones a 54 h en los linfocitos CD4+ 

y CDS+ sugieren que el inicio de la fase de proliferaci6n en 

'dichos linfocitos es muy parecida. Sin embargo, en este mi~ 

mo' intervalo horario, los linfocitos Tt mostraron una mayor 

proporci6n de segundas y terceras divisiones, lo cual sugiere 

que estos linfocitos presentan una fase de estimulo y/o pro­

liferaci6n mas corta que las otras dos poblaciones. Tal vez 

esto se deba a posibles inter~cciones entre las subpoblacio­

nes que constituyen las cdlulas Tt. La duraci6n del ciclo -

celular de los linfocitos Tt en un punto intermedio a la es-
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timada para las cálulas CD4+ y CDS+, resulta 16gica si se -­

tiene presente que los linfocitos Tt corresponden fundamen--

talmente a una mezcla de cfilulas CD4+ y COB+. 

Independientemente de la simultaneidad o no en el -

inicio de la proliferaci6n de los diferentes tipos celulares 

estudiados, la duraci6n del ciclo celular en cada una de las 

mismas es diferente y constante. 

Las variaciones interindividuales en las proporcio­

nes de los tres tipos de rnetafases de las cfilulas C04+, CDS+ 

y Tt en cada uno de los intervalos horarios, puede deberse a 

dos factores: a) a una real variaci6n interindividual y b) a 

factores inherentes a las condiciones de cultivo. 

El hecho de que el ciclo celular sea m4s lento en -

las c~lulas CD4+ puede ser el resultado de una interacci6n --

con las c6lulas inductoras de supresi6n que forman parte de -

las mismas CD4+ (134,135). Este tipo celular puede identifi­

carse con el anticuerpo monoclonal OKT17 (136), o el WR16 

(137). M4s aOn, algunas c6lulas CD4+ pueden transformarse en 

poblaciones con fenotipo CDS+ y adoptar la funci6n supresora 

(138,139) la cual puede contribuir a retardar el ciclo celu--.. - ' -
lar. 

Se ha considerado que la estimulaci6n de las c6lu-­

las T por ant!geno o mit6geno, se puede dividir en dos esta-
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d!os (140), los cuales se presentan en forma esquemStica en 

la figura 2: 

En el primero el mit6geno o antígeno y la interle~ 

cina l (IL-1) producida por los M/0 (141,142), inducen a los 

linfocitos T a pasar de su periodo Go, a un periodo inicial 

de activaci6n Gl. 

El segundo involucra a la interleucina 2 (IL-2), -

producida preferentemente por la subpoblaci6n celular CD4+, 

(143,144,145). La IL-2 permite a los linfocitos T continuar 

a trav6s de la fase S del ciclo celular y para ejercer su -­

efecto depende de su concentraci6n, de la densidad de su re­

ceptor y de la duraci6n en la interacci6n receptor-intcrleu­

cina (146), 

El ciclo celular más corto de las cAlulas CDS+, oB 
servado en el presente trabajo, puede ser explicado desde 

varios puntos de vista. Por una parte, las c6lulae CDB+, r~s 

panden preferentemente a la IL-2 (143,1441 y adem4e, el re-­

captor de asta interleucina se expresa r4pidamente (147). -­

Por otra parte, algunas c6lulas COB+ son capaces de transfo~ 

maree en CD4+ (138,1481, debido a esto podr!a existir una -­

cantidad mayor de IL-2 disponible que la producida normalme~ 

te por las CDB+. Por Gltimo, debido a la funci6n de contra­

supresi6n de las c4lulas CDS+, las CD4+ ejercen una funci6n 
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de ayuda (149) m4s intensa que la normal y de esta manera 

tambi~n se incrementa la concentraci6n de IL-2 en los culti-

vos. 

El hecho de encontrar metafases de primera divi-­

si6n en los Gltimos intervalos horarios, muestra qué aGn en 

las c6lulas CD1+ y CDS+ existen tiPoa celulares con una res­

puesta muy lenta a la estimulaci6n con PHA, tal como se ha -

observado en cultivos celulares con sangre total (49,S0,117, 

118,119). 

En conclusi6n, los resultados del presente trabajo 

muestran a 

a) Que las subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CDS+ 

difieren marcadamente en la duraci6n de su ciclo 

celular. 

b) Que dentro de las c6lulaa CD4+ y CDS+ Se observa 

una evidente heterogeneidad en la frecuencia de 

ICH/c6lula. 

De acuerdo con los hallazgos mencionados, seria -­

conveniente discriminar con mayor preciai6n, si los resulta­

dos obtenidos en la duraci6n del ciclo celular en cada una -

las aubpoblacioneS estudiadas, ea la resultante de ciclos -­

~iferentes de loa aubtip·os celulares que las integran. Para 
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confirmar esta posibilidad serla necesario estudiar por sep~ 

rada las c~lulas de ayuda, inductoras, supresoras y citot6x1 

cae •.. De la_ misma manera, con el prop6sito de determinar si 

existe en realidad subtipos celulares m6s sensibles a la in­

ducci6n de ICH dentro de las subpoblaciones de linfocitos -­

CD4+ y CDS+, serla recomendable hacer estudios de expos~ci6n 

de los diferentes subtipos celulares mencionados a agentes -

4ue inducen ICH. 
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