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I. RESUMEN

Con base en ia relacién que existe entre el sistema in-
mune y las hormonas esteroides y los reportes del efecto de
éstas en cultivos de sangre periférica se utilizaron timocitos
aislados de conejo en cultivos. El objetivo fue conocer el
comportamiento de estas células .en presencia de
fitohemaghutinina, estradiol y de ambas sustancias juntas. Para
el control se determiné el comportamiento de la poblacién en
cultivo sin fitohemaglutinina (tratamiento A). Se probé el
efecto de la fitohemaglutinina (tratamiento B) al .0.1%, del
estradiol (tratamiento C) en una concentracién de 75 pg/ml y
de la fitohemaglutinina y la hormona juntas en las con-
centraciones antes mencionada (tratamiento D). Se evalué el
comportamiento de la poblacién mediante los parametros de
incorporacién de “H timidina, produccién de figuras mitéticas
y determinacién de viabilidad por exclusién de azul tripan. Se
cosechd dos horas después de la siembra (dia 0) y posterior-
mente cada veinticuatro horas.

En los cuatro tratamientos se encontré un aumento de in-
corporacién de 3H timidina en el dia 1 y posteriormente una
disminucién. En la mayorfa de los casos estos cambios son sig-
nificativos entre un tratamiento y otro, y entre los diferentes
dias de cultivo.

.- En el parametro de figuras mitéticas aumenté el niimero -
de éstas en los dfas 1 y 2 para el control y 3 y 6 para el
tratamiento con fitohemaglutinina. " En los tratamientos con -
“la_hormona s6lo se encontraron profases, no se registraron -
metafases y desde el dia 4 no se’ encontraron ﬁguras mltétlcas. _

. En cuanto ala v1ab111dad celular se encontro que el
nimero de células vivas disminuyé progresivamente en los
cuatro tratamientos. En: el tratamiento B, el mimero total de
células se mantuvo, pero no asi la viabilidad. En los
tratamientos con la hormona disminuy6 el nfimero total de
células, pero hubo una mayor proporciéon de células vivas.
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-En conclusién, la fitohemaglutinina y el estradiol influyen
en el comportamiento de timocitos aislados de conejo. La
fitohemaglutinina estimula la incorporacién desde el dia 2 y;
en los dias 3 y 6 la produccién de figuras mit6ticas, en cambio
reduce la viabilidad celular. El estradiol inhibe los
pardmetros de incorporacién de 3H timidina y la produccién
de figuras mitéticas, pero no afecta la viabilidad celular. Este
suprime el efecto de la fitohemaglutinira en la incorporacion
de timidina tritiada cuando se encuentran ambas sustancias

_juntas y solamente se observa el efecto combinado que es de

disminucién en el dia 1. En el parametro de viabilidad
celular se registraron efectos contrarios donde la hormona la
mantiene y la fitohemaglutinina la reduce. Cuando se en-
cuentran juntas se observa el efecto intermedio de ambas sus-
tancias.

nd




II. INTRODUCCION

Debido a la relacién que existe entre el sistema inmune y
las hormonas esteroides (Grossman, 1985) se probd el efecto
del estradiol en cultivos de timocitos de conejo. El estradiol
interviene en la regulacién de los ciclos reproductores de los
animales. Se determiné el comportamiento de estas células
en presencia y ausencia de una lectina, la fitohemaglutinina.
- Esta es una proteina que induce la diferenciacién y la divisién
~ de los linfocitos en cultivo los cuales ya estimulados entran a
la fase S del ciclo celular y posteriormente se dividen. Los
timocitos son células que provienen de linfocitos progenitores
unipotentes que se migran hacia el timo donde maduran. Este
es un 6rgano que forma parte del sistema linfoide.

A continuacién se discuten los conceptos de poblacién,

linfocitos, ciclo celular, lectinas y hormonas que son antece-
dentes necesarios para la elaboracién del presente trabajo.

1. Poblaciones

: Segiin Dobzhansky y colaboradores (1977) una poblac16n
.. esun conJunto de individuos de la misma especie que ocupan

~un-espacio - definido. . En los organismos unicelularés cada

" célula es un individuo. Se puede considerar a cada timocito
- como un-individuo y a su conjunto como ‘un modelo de una:

Y poblamon Esto perrmte el estudlo de algunas caractenstlcas k

'de las poblacmnes in vitro.-

Las poblac1ones son dmémicas. Cambian constante- °
~mente debido a la interaccién que existe entre los organismos
y el medio (Smith, 1980) donde hay factores como: la luz, la
temperatura, el pH y la presencia de nutrientes; que afectan
1a sobrevivencia, la tasa de reproduccién y el desarrollo en
~ forma directa o través de efectos sobre la capacidad de com-
‘petencia, la resistencia a enfermedades o al parasitismo
(Krebs, 1978). Carrel (1931) considera que las células de un
tejido estan en continuidad fisiolégica con su ambiente, con el
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cual forman un todo. Posteriormente Smith (1980) define a

una poblacién como un componente del ecosistema a través

del cual existe un flujo de energia y nutrientes. En un cultivo

celular hay un intercambio entre el medio y las células, El

primero proporciona nutrientes a las células y éstas, a su vez,

influyen en el medio al tomarlos y excretar metabolitos con lo -
que el medio cambia, lo cual repercute en el comportamiento

de las células y en el nimero de individuos.

1.1 Comportamiento Sy J
Las poblaciones se caracterizan por su densidad que es. el
nimero de orgamsmos que ocupa una unidad de espacio
definido. Este nimero se incrementa mediante la reproduc-

cibén y la inmigracién. Se reduce con la muerte y la emigracion.

Existen dos tipos de crecimiento en las poblaciones: el

_exponencial y el logistico. En el primer caso la poblacién

aumenta en forma geométrica. Cuando se introduce en un
medio ilimitado donde puede crecer hasta sobrepasar la
capacidad de carga del medio que es el nimero méximo de in-
dividuos que se puede mantener en un hdbitat dado. Al
llegar a este punto, la poblacién decrece abruptamente
debido a enfermedades, hambre o emigracién. Después de
esto, la poblacién se puede recuperar y mantener en un nivel

“bajo, volver a incrementar exponencialmente o extinguirse.
- Este tipo de crecimiento se caracteriza por una curva €n
~_forma de J. En el crecimiento logistico existe, en cambio,

un efecto negatlvo simult4dneo y dependiente del incremento

. de-individuos en la’ poblacién. Esta crece hasta llegar a la v
S ,_capamdad de carga. La curva que se obtiene en _d1ch0‘ T
- ‘crecmuento es de tipo So 51gm01deo (Smlth 1980) '

Ongay Larios (1978) con la utilizaci6n del parémetro de
incorporacién de timidina tritiada-reporta que la poblacién de -
linfocitos de sangre periférica de humano en cultivo crece
rdpidamente en los primeros. cuatro dias, presenta el maximo
entre los dias 4 y 5, y decrece hasta hacerse de casi cero enel
d1a 14 comportarmento que se asemeja al tipo loglstxco




Castro - Rodriguez (1983) estudi6 los pardmetros de in-
corporacién de timidina tritiada, produccién de figuras
mit6ticas y viabilidad celular en poblaciones de linfocitos de
sangre periférica de humano en cultivo durante quince dias.
Reporta que la poblacién en los dos primeros dias de in-
cubacién presenta una fase de adaptacién o fase lag; entre los
dias 3 y 5 se observa un crecimiento logaritmico, entre los
dias 5 y 9 el nimero de células pemanece constante y
posteriormente decrece. Al igual que en el caso anterior,
esta poblacién presenta un comportamiento de tipo logistico.
Con estos antecedentes se podria esperar un comportamiento
semejante de la poblacién en fitohemaglutinina utilizada en
este trabajo por tratarse de células linfoides bajo condiciones
semejantes de cultivo.

2. Linfocitos

En este trabajo se manejaron poblaciones de timocitos,
células originadas a partir de elementos del sistema inmune
llamados progenitores unipotentes de linfocitos.

El origen de los linfocitos T y B como el de otras células
sanguineas se puede rastrear desde el saco vitelino durante el
desarrollo embrionario.. A partir del saco vitelino, se dirigen
hacia el higado y la médula 6sea desde donde forman corrien-
tes de migracién hacia los otros 6rganos hematopoiéticos
donde se establecen como células pluripotentes que - se.

S duphcan y dan origen a los progenitores umpotemes de los

granulocitos y los. monocitos, de eritrocitos, de los
. megacariocitos y de los linfocitos. Los progenitores unipoten- .

“..»"’tes de estos tltimos se establecen en médula 6sea y dan-

- origen a linfocitos cuya diferenciacién en T y B depende del -
" 6rgano donde maduran. Los dos tipos se pueden distinguir
- bioquimicamente mediante marcadores de superficie (Ling y
Kay, 1975) (Fig. 1). ' '

Los linfocitos B alcanzan su madurez en 6rganos lin-
foides diferentes del timo. Este tipo es el que produce las in-
munoglobulinas {(Cline, - 1975) o0 anticuerpos después de
entrar en contacto con el antigeno, recibir sefiales que
provienen de linfocitos T, crecer, multiplicarse y diferenciarse




en céiulas plasmdéticas (Lerner y Dixon, 1973) (Laurence,
1985).

Los linfocitos T maduran en el timo que se localiza en el
mediastino anterior a los vasos principales del corazén. El
timo es un 6rgano bilobulado rodeado por una céipsula de
tejido conjuntivo que se extiende y forma septos que dividen
a los 16bulos en lobulillos. En cada lobulillo se distingue una
regién central o médula y una regién externa o corteza.  En
la corteza las células se encuentran més concentradas que en
la -médula. En la primera estdn presentes las células
_ progenitoras que proliferan y conforme maduran se dirigen
‘hacia la médula donde ya son inmunocompetentes (Kessel y
Kardon, 1979). El timo tiene una gran importancia en el
desarrollo de la respuesta inmune. Esto se observé en ex-
perimentos hechos con roedores timectomizados durante el
perfodo prenatal. En estos animales se observaron defectos
como la susceptibilidad a infecciones y 1la carencia de lin-
focitos T en la sangre, en los nédulos linféticos y en el bazo.
En adultos se vié que estos efectos no eran inmediatos, sino
‘que se manifestaban varios meses despues (Schulof y col,

1981)

El timo tiene influencia sobre otros 6rganos linfoides
mediante timosinas, productos de naturaleza polipeptidica
responsables del equilibrio- inmune que este 6rgano vierte a la
; sangre (Sell'y Miller, 1981) :

En el tlmo de los conejos se’ encuentran células de .
. memoria después de los cuatro meses de inmunizados y éstas
" 'aumentan conforme pasa- el tiempo (Richter y col., -~ 1986).
: Con esto la respuesta mrnune aese anngeno es mds réplda '

El timo es esenc1a1 para la maduracién normal de los hn- '

~ focitos T de todas las subclases existentes que incluyen a los

T4 y alos T8. Estos se distinguen por sus funciones, los mar-

cadores de membrana y la forma de reconocimiento del

antigeno. Entre los T4 estan los inductores y los ayudadores. .
Los primeros estimulan la difenciacién de los otros tipos de

linfocitos T a partir de un precursor. Los ayudadores son

necesarios para la respuesta de la mayoria de los hnfocu:os B

(Laurence 1985) (Marrack y Kappler 1986)




Los linfocitos T8 se clasifican en citotdxicos y supresores.
Los citotéxicos lisan la membrana plasmaética de células infec-
tadas o malignas. Los supresores detienen la respuesta in-
mune en proceso (Laurence, 1985).

En los organismos adultos los linfocitos migran de un
6rgano hematopoiético a otro a través de la sangre. Se
acumulan en procesos inflamatorios donde. presentan ac-
tividad inmunolégica (Cline, 1975).

3. Ciclo Celular

En los organismos existen tres tipos de células: las que
pasan continuamente por el ciclo celular como las células
epiteliales, las que una vez diferenciadas nunca se vuelven a
dividir como es el caso de las neuronas y las que entran a la
fase de sintesis (S) del ciclo celular s6lo bajo condiciones
especiales como son los linfocitos ante los antigenos.

La duracién del ciclo no sélo depende del tipo de célula,
sino también de las condiciones del medio como son el pH, la
temperatura, los nutrientes y demdas factores bidticos y
abiéticos. A lo largo del ciclo celular se registran cambios en
los niveles. de protefnas, AMPc, ARN y ADN (Ma21a, 1974)

o (f1g 2) (Hopkms 1978).

3 1 Interfase

. Toda célula que se d1v1de debe pasar por la fase S en. la
' cual se duplica el material genético. Mediante la incor-"

- poracién de de un precursor marcado en esta fase se pueden
~reconocer las otras dos fases: Gi1, comprendida entre el final

“de la mitosis y S; y Go, situada entre S y el inicio de la
mitosis. Esta tltima se reconoce por la condensacién de los -

- cromosomas. La duracién de cada una de las fases del ciclo
varia entre los diferentes tipos celulares, pero se sabe que en
la mayoria de las células de los mamiferos la fase S dura entre
seigs y ocho horas; la fase G2, entre ires y cinco horas y la fase
‘G1 varia desde unas cuantas horas hasta varias semanas.




Para los linfocitos de sangre periférica de humanos in vitro se
. reporta una duracién aproximada, de cuatro horas para Gy, de
nueve para S y de tres para G2 + mitosis (Betancourt y col.,
1978). Una célula diferenciada se encuentra en interfase en
la etapa que se conoce como G1 (Mazia, 1974).

3.2 Mitosis - -

Después de la interfase, la célula es capaz de dividirse.
Roger y colaboradores (1972) reportan que en presencia de
fitobemaglutinina entre el 70 y el 90% de los linfocitos de
humano se estimulan y sintetizan ADN. Entre el 35% y 90%
del material sintetizado se excreta al medio entre los dias 3 y
6 de cultivo. Soélamente menos del 40% de las células se
dividen. Por lo cual para conocer el niimero de linfocitos que
en condiciones de cultivo realmente se divide, es indispen-
sable registrar el nimero de figuras mit6ticas producidas.

Durante la mitosis una célula normal se divide y da
origen a dos células hijas con el mismo nimero cromosémico.
La condensacién y la localizacién de los cromosomas permite

‘reconocer cuatro fases. En la primera o profase, en el caso de
células de animales se observa la separacién de los dos juegos
- de centriolos hacia los polos de la célula, simultdneamente se
.. empieza a condensar la cromatina, a formar el huso y a
' ~'replegar la envoltura nuclear hacia la penfena "Al final de

" esta fase los cromosomas se observan nitidamente y el huso

- estd 'ya formado. A continuacién, = en metafase, los
~ cromosomas migran. hasta colocarse en la parte ecuatorial del.
huso. Esta fase se da por terminada cuando se observa el
- movimiento de las crométidas hacia polos. Esta etapa se con-
_oce como anafase. - Finalmente la telofase se puede describir
- como los sucesos de profase en reversa, con.la dispersién del

material nuclear y. la re\,onstltumén de la envoltura nuclear
(Mazia, 1953y 1961). ,




4 Lectinas

Los linfocitos en cultivo se estimulan mediante lectinas.
Esto permite el crecimiento, la divisién y la diferenciacién de
estas células y por lo tanto se utiliza como un modelo de la
respuesta inmune in vitro; ademéas de ser una herramienta
1util en el analisis citogenético.

Las lectinas se conocen desde principios de este siglo.
Estas son proteinas que se encuentran principalmente en plan-
tas. ‘Se combinan con los glucolipidos y las glucoproteinas de
la membrana celular. Por su habilidad para agrupar a los
eritrocitos y a los linfocitos se les lama hemaglutininas y por
~su origen a partir de plantas, especialmente de las
leguminosas, fitohemaglutininas como la que proviene de
Phaseolus vulgaris (PHA) la cual estd constituida por cuatro
subunidades unidas covalentemente. También se encuentran
en bacterias como Clostridum botulini y Haemophilus pertus-
sis; en hongos del género Amanita; en invertebrados como
Limulus y Homarus y vertebrados como en la anguila
" eléctrica 'y en los huevos de algunos peces y anfibios
(Kocourek, 1986) (Goldstein y Poretz, 1986).

Las lectinas tiene propiedades bioldgicas. Poseen

- capacidad mitogénica lo que ha permitido el estudio del
mecanismo por el cual un antigeno actiia sobre la superficie
- celular.. Lectinas como la PHA disparan la produccién de In-
: terleucma-Z (IL-2) por los linfocitos T. La IL-2 desencadena

‘el proceso de la respuesta inmune in vitro (Sharon, 1977).
" Otras lectinas como la concanavalina A inducen a la actividad
_de las células supresoras capaces de inhibir la funcién de los

- linfocitos Ty B en sangre de humano in vitro y en pacientes

- inmunodeficientes. Las lectinas se utilizan para el
reconocimiento de grupos sanguineos y para €l conocimiento
. de la superficie celular (Lis y Sharon, 1986)

Mediante el uso de lectmas Ranelletn y sus
colaboradores (1986) encontraron dos poblaciones - de
timocitos: una que responde a PHA y otra que no lo hace.
Papiernik y Jacobson en ese mismo afio encontraron que la
poblacién de timocitos de la médula de los lobulillos




responde a la Concanavalina A, en cambio la de la corteza no.

5. Hormonas y Sistema Inmune

Las hormonas son mensajeros quimicos que permiten la
comunicacién entre los diferentes 6rganos, regulan las ac-
tividades fisiol6gicas y metabélicas de los tejido. Son parte
del sistema neuroend6crino regulado por el hipotdlamo y su
retroalimentaciéon. El hipotidlamo secreta factores de
liberacién que llegan a la parte anterior de la pituitaria donde
provocan la liberacién de hormonas especificas (Lehninger,
1978).

Las hormonas peptidicas son hidrosolubles. Otras como
las hormonas esteroides son liposolubles. - Las hormonas
hidrosolubles se unen a receptores de superficie y producen
una senal intracelular a través de segundos mensajeros como
el AMPc (Sutherland, 1972). Las hormonas esteroides entran
a la célula por difusién simple al atravesar la membrana
celular. Se unen a su receptor en el citoplasma. Producen un
cambio conformacional en éste, penetran al niicleo donde
~ aumentan los sitios de iniciacién para la transcripcién (O’Mal-

ley y Schrader, 1976). En la mayoria de los casos la respuesta
- a hormonas esteroides se lleva a cabo en dos pasos: la repues-
ta primaria y la secundaria. Ia primaria es la induccién direc-

. ta de algunos genes especifices. Los productos de éstos. a su

-vez activan otros genes y producen una respuesta secundaria
- . que amplifica el efecto meal de la hormona (Alberts y col.,

o 1983).

Entre 1as hormonas ysteroldes estén 1as sexuales mas- B

L cuhnas o andrégenos, las femeninas ‘o estrégenos como el R
- estradiol y la progesterona; y-las secretadas por las glandulas

adrenales o corticoesteroides.. Su peso molecular es de al-
rededor de 300 daltones.  Su estructura bésica consta de un
ciclo pentano - perhidro fenantreno. Difieren entre si en la
'posicién de las dobles ligaduras y en los sustituyentes en el
carbono 17, lo cual trae consigo diferencias estructurales en
las que se basa el reconocimiento por el receptor. El precur-

sor de este tipo de hormonas es el colesterol (O’Malley y
~ Schrader, 1976). (Fig. 3)




Los estr6genos se producen en el foliculo en el ovario.
Intervienen en la regulacién del ciclo menstrual, los ciclos
estrales y la reproduccién. Conforme crece el foliculo secreta
estrogenos, principalmente estradiol que actfia sobre el
dtero. Estimula el crecimiento de las paredes y las glandulas
de éste y reduce la salida de la hormona foliculo-estimulante
de la pituitaria por retroalimentacion.

- Debido a que en este trabajo se utilizaron timocitos ais-
. lados-de conejos, cabe mencionar que estos animales presen-
“tan un ciclo estral no definido, aunque si depende de
variaciones estacionales y presentan un periodo de anestro
variable. Las hembras ovulan entre diez y trece horas
después del coito o después de la aplicacién de hormona
luteinizante o gonadotrépico- coriénica (Kraus y col., 1984)

. En estos organismos, el ovario no es la finica fuente de
estrégenos y progesterona, sino que el embrién antes de la
implantacién también produce esteroides. Estas hormonas in-
tervienen en la transformacién de mérula a blastocisto, en el
metabolismo del embrién antes y durante la implantacién
(Dickmany col., 1975).

, En los humanos el estradiol se encuentra en una con-
centracmn entre 25 y 250 pg / ml de sangre (Grobstem, 1979).

- En este trabajo se probo .el efecto de una hormona
esteroide, el estradiol, en los timocitos de conejo en cultivo
- debido a que este tipo de hormonas estan relacionadas ‘con el
.- sistema inmune. “Existe ‘evidencia de que las hormonas

esteroides intervienen en la regresién gradual que sufre el

“timo con la edad -Los estudios sobre la: involucién del timo
comenzaron ' desde = 1904 con Henderson (cxtado_ en
Greenstein y col., 1986). Ito y Hoshino en 1962 (citado en
Greenstein y col.,, 1986) observaron que el timo se reduce
durante el embarazo. Después de la lactancia regresa a su-
peso normal. Se observé la regeneracién del timo en ratas or-
quidioctomizadas hasta el punto de ser histolégicamente
idéntico y poseer la cantidad de linfocitos. del timo de los
animales jovenes. La aplicaciébn de testosterona inhibe la
regeneracién (Greenstein y col.,, 1986). .




La respuesta inmune en los humanos se reduce durante
el embarazo, aun bajo efecto de la fitohemaglutinina (Purtilo
y col., 1972) o de la presencia de microorganismos muy prob-
ablemente debido al equilibrio hormonal que existe durante .
la prefiez (Anderson, 1971) La progesterona y el estradiol .
ayudan a mantener el embarazo al reducir la respuesta in-
mune en ratones (Carter, 1976). Los estrégenos inhiben reac-
ciones de la piel. En ratas el tratamiento con progesterona
puede aumentar el tiempo de sobrevivencia de un transplante
y el tratamiento con progesterona y estradiol juntos la aumen-
tan en un treinta y tres por ciento. Ademés se propone que
las hormonas esteroides podrian utilizarse en terapia contra
ciertos tipos de cancer como la leucemia al provocar la
diferenciacién celular de monocitos a macréfagos vy
granulocitos (Sachs, 1986).

6. Antecedente del Trabajo

Ostrosky-Shejet (1972) encontr6 una variacién en el
nimero de mitosis de linfocitos en cultivo de sangre
periférica de mujer estimulados con PHA. ‘Esta variacién no
se encontré en células de hombres. Esto se debe a los cam-
bios de los niveles hormonales durante el ciclo menstrual. Se
. encontré que las mitosis eran muy pocas al principio del ciclo,
aumentaron en la parie intermedia de ésie y disminuyeron .
~hacia el final. Posteriormente Pefia-Rangel (1983) encontr6
- que a diferentes concentraciones de estradiol y progesterona,
1a respuesta en linfocitos de sangre perlﬁnca de hombre en, :
cultivo, .que -normalmentc -~ presenia una incorporaciénde”

‘1os - linfocitos de mujer en. cultivo a .lo largo del ciclo
menstrual donde al principio se registr6 una alta incor-
. poracién de timidina tritiada la cual descendi6 conforme
transcurri6 el ciclo hasta:llegar a los niveles m4s bajos. al final
- de éste ' oo 2

mdlna Lntlada constante, variaba de la misma manera. que :




| 7. Objetivos

Este trabajo se inscribe en la investigacién desarrollada
~ en el laboratorio, la cual tiene como finalidad a largo plazo el
conocimiento del comportamiento de algunas poblaciones
celulares en condiciones de cultivo; en este caso, timocitos
- aislados de conejo.

El objetivo fue la determinacién del comportamiento de
los timocitos de conejo en cultivo con PHA, con estradiol y
con ambas sustancias a dlferentes tiempos. :

8. Hipétesis

Con base en los antecedentes se esperaba un compor-
tamiento de la poblacién de timocitos con PHA semejante al
determinado para linfocitos de sangre penferlca de humano
in vitro y en la poblaci6én de timocitos con estradiol, una
" depresién en su respuesta.




aI. MATERIALES y METODOS

En este trabajo se tomaron en cuenta los pardmetros de:
inco6poracién de timidina tritiada, produccién de figuras
mit6ticas y determinaciéon de la viabilidad celular para co-
nocer el comportamiento de la poblacién de timocitos. Se
utiliz6 la técnica de cultivo de linfocitos que se dividié en dos
fases: aislamiento y siembra, y cosecha., Posteriormente se
hizo el de los andlisis de datos. Los cultivos realizados, el
-tratamiento que se les di6, el parametro cuantificado y el d{a
de cosecha se muestran en la Tabla I. Se utilizaron ocho co-
nejos para completar tres series de cultivos del dia 0 al 7 para
el control y para el tratamiento con PHA; y del 0 al 3 para los
tratamientos con el estradiol.

1. Cultivos de linfocitos
1.1 Aislamiento y Siembra

Se extrajo el timo de conejos (Oryctolagus cuniculus)
machos, raza Nueva Zelanda blanca. EIl timo se disgregé
sobre una laminilla de acero inoxidable con una espétula en 6-
ml .de medio "Lebowitz" (L--15) (Gibco). A continuacién se
filtr6 a través de una gasa estéril. Se determiné el niimero de
células obtenidas y de ahi se tomé una alicuota gue con-
~tuviera 1,500 x 10% que se completaron a 4 ml con L-15. Esto
se colocé sobre 3 ml de Ficoll-Paque (Pharmacia Fine Chemi-
cals).. Se centrifugé a 2,000 rpm (626.08 g) durante- 40

- minutos; al .cabo de los cuales se obtuvo'una banda de .

- timocitos contaminada por eritrocitos. Esta se colocé sobre

otros 3 ml de Ficoll-Paque. Se centrifugé de la manera antes
descrita y se obtuvo una banda de timocitos ya limpia. - Esta
se complet6 a 4 ml con L-15. Se lavé durante 10 minutos a
1,000 rpm (156.52 g). Finalmente se hizo un conteo de
células recuperadas para tener una densidad aproximada de 3
“x 10° timocitos/m! de medio TC-199 (Difco). ILa técnica de
cultivo se basa en una modificacién a la microtécnica de
Arakaki y Sparkes de 1963. En seguida se sembré 1 ml de la
suspensién celular en frascos d4mpula de 10 ml, a lo cual se




denomina cultivo. Para la mcorporacxén de timidina tritiada
se sembré por triplicado.

El medio se preparé de la siguiente manera: a cada 5 ml
de medio de cultivo TC-199 se agreg() 1 ml de suero fetal de
ternera (Difco) inactivado a 60°C durante 30 minutos, 2
gotas de heparina (Abbot 1,000 U.JI/ml), 2 gotas de
glutamina TC (Difco) y 2 gotas de antibiético (estreptomicina
'y penicilina) (Difco). Se probaron cuatrc tratamientos que se
denominaron A, B, Cy D. El A que se utiliz6 como control
contenia el medio original como se describe arriba. En el
tratamiento B al medio original se le agregé 0.0lml de
fitohemaglutinina M al 1% (Difco) para cada cultivo; en el
tratamiento C al medio original se le agregé estradiol 75 pg/
ml de medio y en el tratamiento D se le agregé al medio
original tanto fitohemaglutinina como estradiol en las con-
centraciones antes mencionadas.

Después de revisar las preparaciones para la obtencién
de figuras mitoticas de los tratamientos Cy D y no haber en-
ccontrado préicticamente material alguno desde el dia 4, se
decidi6 no medir incorporacién de timidina tritiada del dia 5
al 7 de esos tratamientos.

| . 1.2 Cosecha

. “Esta fase presenta variaciones segin el parametro de que v
.‘se trate. A contmuac16n se descrlbe el método utlhzado en-
5 cada €aso. : :

- 1.2.1 Incorporécién dé SH Timidiria

Previo a la fase de cosecha a los frascos de cultivo
utilizados para la determinacién de mcorporacu’)n de timidina
“tritiada, se les agregd 1 uCi de metil 3H timidina (New
England Nuclear 2 mCi/mmol) 17 horas antes de la cosecha
con excepcion de los que se cosecharon en el dia 0. A éstos
- se’les puso la timidina tritiada mmedntamente después de la
siembra. .




Después de la incubaci6én con timidina tritiada se pasé el
contenido de cada frasco 4mpula a un tubo de centifuga de

., pldstico de 15 ml. Se centrifugé a 1,000 rpm durante 10

minutos. Se retiré el sobrenadante hasta 0.5 ml. Se fij6 con
metanol (Baker) - 4cido acético (Baker) 3 : 1 v/v hasta com-
pletar 5 ml y se incub6 a temperatura ambiente durante 15
minutos. A continuacién se centrifugé de la misma manera.
Después se quit6 el sobrenadante hasta 0.3 ml, se resuspendi6
aftadiendo 4cido trlcloroacetlco (ATC) (Merck) al 10% hasta

-5 ml y se incubb a 40°C durante upa hora. Al cabo de ésta se
centrifugé a 2,000 rpm durante 10 minutos. Se retiré el
sobrenadante hasta 0.3 ml. Se agregé mds ATC hasta S mly
se resuspendié con pipeta. Esto se pasé a través de un filtro
(Millipore 0.65 um). Se agregaron otros 5 ml ATC para lavar
el tubo y la columna del filtro y se pasé a través del mismo
filtro el cual se colocé en un vial con 0.4 ml de dodecil sulfato
de sodio (Sl% ma) al 2%. Los viales se incubaron durante 30
“minutos a 60 C. Posteriormente se agregaron 5 ml de liquido
de Bray y se leyeron en un contador de centelleo liquido (TTi-
Carb 4530 Packard) durante 4 minutos.

' 1.22 Produccién de Figuras Mitéticas

Esta técnica se basa en una modificacién a la técnica de
Moorhead y colaboradores (1960). Para la obtencién de
figuras mitéticas se agregd al cultivo 0.05 ml de una solucién
de Colcemid (Ciba) al 2 ug/ml, dos horas antes de la cosecha

o y se incubé a 37°C. Se. pas6 el contenido del frasco 4mpula a

un .tubo de centrifuga de vidrio de 15 .ml. Se centrifugd a

1,000 rpm durante 10 minutos: Se retiré el sobrenadante .
~ . hasta tener la misma cantidad de éste que del botén. Se fijé

‘con metanol - 4cido acético 3 : 1 v/v, se afiadi6 hasta com-
p]etar 5 ml y se incubd a temperatura ambiente durante 15
minutos. “Se centrifug6 de la misma manera. Se volvié a
agregar fijador hasta 5 ml y se guardé en el congelador por lo
menos durante 24 horas al cabo de las cuales se hicieron
preparaciones por secado al aire y temperatura moderada. Se
tifieron con Giemsa (Sigma) - Leishman (Sigma) - H20 des-"
tilada 3 : 1 : 36 v/v/v. Finalmente se rewsaron en . su totalidad
para obtener el nimero de figuras nut(mfzﬁ y algunos de los




campos se fotografiaron en un microscopio Polivar Reichert
sobre pelicula Plus X de grano fino de Kodak.

1.2.3 Determinacién de la Viabilidad Celular

Se hizo mediante la exclusién de azul tripan, (Sigma) (al
5% en soluci6n salina al 85%) un colorante no vital, es decir
que las células vivas no toman estos colorantes, mientras que
las muertas si lo hacen (Kruse y Patterson, 1973). Se agregé
0:1 ml del colorante directamente al cultivo de donde se tomé
la muestra y se contaron en la cdmara de Neubauer tanto
células vivas como muertas (Mishell y Shiigi, 1980).

2. Tratamiento de los Datos

En el tratamiento de los datos se tomaron en cuenta
tanto las medidas centrales y de dispersion como pruebas
~ estadisticas de significancia. Para comparar el efecto de cada
- tratamiento en los diferentes dias se calcul6é el promedio y el
error estandar para cada tratamiento. Se expresé como por-
centaje del control que se consider6 como 100%.

2.1 Medldas Centrales y de Dlspersu‘)n

La medlda central utilizada fue la media antmétxca (X) '
. Como medidas de dispersi6n se aplicaron la varianza:(S°), la

desv1ac16n estdndar (S), el error estandar (E.S.) (Sokal y - ‘

- Rohlf,"1981) y el porcentaje de error (% E) que sirve para
. conocer la validez de los resultados obtenidos en este tipo“de
~cultivos. Se consideran vélidos cuando el porcentaje de error’
es menor del 40 % del promedio entre las repeticiones.
(Ongay - Larios, 1978) La férmula para obtener el porcen-
taje de error es la 51gmente

ES x 100
73 S —— |
' X




2.2 Pruebas de Significancia

Se utiliz6 la prueba de t de Gosset (Sokal y Rohlf, 1981),
conocida también como de student para comparar los
promedios y sus varianzas para determinar si existen diferen-
cias significativas.




IV. RESULTADOS
1. Incorporacién de 3H Timidina

Los resultados de las series de cultivos para el control
(A) y los tratamientos con PHA (B), con estradiol (C) y con
-ambas sustancias (D) se muestran en la tabla IIL.

- En el control se observa que en.la serie I, la incor-
poracion disminuye progresivamente. Las otras dos series
presentaron un comportamiento en el cual hubo un aumento
en la incorporacién en el dia 1 y posteriormente una reduc-
cién. A pesar de que presentan comportamientos semejantes,
los niveles de incorporacién de estas dos series son diferentes.
Aun dentro de una serie la incorporacién varia entre los
diferentes conejos.

La incorporacion en las series I y III del tratamiento con
PHA decrece abruptamente. En la serie II, en cambio, hay
un aumento en la incorporacién en el dia 1y posteriormente
disminuye de manera gradual.

En el tratamiento con estradiol existe un aumento de in-
corporacién en el dfa 1 en las tres series. Las series Iy IT del
tratamiento con PHA y estradiol presentan un comportamien-
 to semejante al anterior aunque la incorporacién en el dia 1 .

€S menor. En la serie III del tratamiento D hubo una chs—

m1nuc1on contmua enlai mcorporacmn.

o En la tabla 114 (Flg 4) se presentan los promedlos de los :
cultlvos de cada tratamiento. En el control se. observa un

aumento significativo (.00S>p>.001) en la incorporacién en S

el dfa 1. A partir del dfa 2 ésta se reduce. Para el tratamien-

to con la PHA hay un aumento no significativo en la incor- -
 poracién en el dia 1. A continuacién disminuye la incor-
poracién hasta el dia 4. Eneldias hay un aumento, pero
" ésteno es 51gmf1cat1vo. :

En los tratamientos con la hormona, sin y con PHA hay
un aumento significativo (p<.001) y (.005>p>.001) respec-
- tivamente en el dia 1. El difa 2 la incorporaci6n se reduce y.




en los dias 3 y 4 s6lo se registré radiactividad de fondo. Entre
todos los dias hubo diferencias significativas.

2. Produccién de Figuras Mitéticas

Cuando se revisaron las preparaciones se encontraron al-
gunas figuras mitéticas que eran diferentes de la generalidad
por su aspecto (Fig. 5). Estas se consideraron como figuras
mitdticas con efecto de goteo (eg) En el caso de profases
(peg), los cromosomas se veian aglomerados y muy conden-
sados. En las metafascs (meg) éstos sé encontraban pul-
verizados.

En el control (A) (Tabla IV) se observa un incremento
progresivo en el n[mero total de figuras encontradas en los
~dias 1 y 2. Posteriormente se redujo el nimero total de
figuras mit6ticas en los dias 3 y 4. En el dia 5 se duplic6 y en
los dias 6 y 7 se redujo otra vez. Las profases alcanzan su
méximo en el dia 3 y decrecen hasta encontrarse s6lo 17 en el
dia 7. Las metafases son pocas, en el dia 1 se reducen. En el
d{a 2 hubo un aumento. Después disminuyen de nuevo. El
niimero de peg presenta un comportamiento semejante al de
las profases pero proporcionalmente menor. Estas también
presentan su méaximo en el dia 2. Las meg aparecen desde el
.dia 4, el niimero aumenté exponencxalmente hastael diaSy
‘después se redujo progreswamente El nimero de anafases 'y
telofases encontradas fue minimo y se mantuvo bajo hasta el
s d1a 4, Postenormente éstas ya no'se encontraron.

En el tratarmento con, PHA (B) el mayor nimero total‘ o

de figuras mitéticas encontrado fue en el dia 0. En los dias 1
y 2 fue de.cerca de la mitad del dia 0. El dfa 3 hubo un

aumento aunque no alcanzé el niimero registrado en el dia 0.
Después de este dia bajé, hubo un ligero aumento en el dia 6

.y se encontr6 el minimo en el dia 7. El niimero de profases

fue mayor en el dia 0. Bajé en el dia 1, se increment6 de
‘nuevo en el dia 2. A partir del dia 3 se redujo hasta el dia 5
cuando llegé al minimo. En los dias 6 y 7 no se encontraron
profases. El nimero de metafases en este tratamiento
. también fue bajo y su méaximo se encontré en el dia 3. El
nimero de peg aument6 progresivamente del dia O hasta el




dfa 5 cuando se encuentran més y despues se redujo. Las meg
se encontraron a partir del dia 3 de manera irregular. En este
tratamiento s6lo se encontré una telofase en el dfa 0.

v En el tratamiento con la hormona (C) se encontré el

mayor nimero de figuras mit6ticas en el dia 0 y posterior-
mente disminuyé de manera gradual. No se encontraron
figuras mitéticas a partir del dia 4. El niimero de metafases
es escaso, s0lo se encontraron dos en el dia 0. Las peg se
registraron del dia 0 al 3 y las meg del 1 al 3. Solamente se ob-
servé una telofase en el dia 0 y otra en el 1.

En el tratamiento con PHA y estradiol (D), el mayor
ndimero de figuras mitdticas también se encontr6 en el dia 0.
A continuacién disminuyé progresivamente. Tampoco se en-
contraron figuras mitéticas a partir del dia 4. Se encontraron
dos metafases en el dia 0. Las peg se encontraron en los dias
0, 1y 2 en forma decreciente. No se encontraron otras figuras
mitéticas.

Al comparar €l control y el tratamiento con la PHA
(Fig. 6) se ve que el namero total de figuras mit6ticas
producido en este itimo es, en general, menor excepto en el
dia 3 y en los dias 4 y 6 donde el nimero total de figuras
*  mit6ticas es semejante en ambos tratamientos.

- . Los tratamientos con la hormona se comportaron de

. ‘manera semejante. En el dida 0 el mimero total de figuras
- mit6ticas regisiradas fue ligeramente mayor para el tratamien-
to que ademds tenia la lectina y a partlr del dia 1 el tratamien-
“‘to con la hormona siempre fue mayor. Ademis el nimero en-
" contrado Siempre fue menor que el del control yel tratam.len-

e ‘to con PHA.

3. Determinacién de Viabilidad Celular

En este parametro (Tabla V) se observa un compor-
tamiento muy irregular. En general la viabilidad y el niimero
de células en todos los tratamientos tiende a disminuir. Aun-
que en el tratamiento con PHA (B) se puede apreciar un




aumento en la viabilidad entre los dias 2 y'3 en las tres series
"y en dos de ellas un aumento en el dia 7.

Existen errores estdndar altos debido a que las células
formaban aglutinaciones especialmente en el tratamiento con
la PHA. Por lo tanto al colocar la muestra en el
hemocitémetro las células no quedaban distribuidas de
manera homogénea lo que dificult6 el conteo exacto.

4, Iritegracién de los Resultados

Los promedlos de cada tratamiento en porcentaje con
respecto al control (100 %) para cada pardmetro se presentan
en la tabla VII. En la figura 8 se presentan los tratamientos
con PHA, con estradiol y con ambas sustancias.

En el dia 0 el resultado del tratamiento con PHA es muy
semejante al countrol, en cambio el de los tratamientos con
estradiol y con PHA y estradiol son menores que el control
(p<.001). Entre los tratamientos con la hormona no existe
diferencia significativa.

La incorporacién de 3H timidina en el dia 1 del
tratamiento con PHA es menor que en el control
(.02>p>.01) En los tratamientos que contienen a la hor-
mona es progresivamente menor. Existe una diferencia entre

~.estos dos (.02>p>.01). Al tomar en cuenta las diferencias

que existen entre los tratamientos en este tiempo de cultivo
se aprecia el efecto inhibitorio de la lectina y de la hormona °
sobre los timocito por separado. Cuando estdn Juntas se suma -
el efecto mh1b1tor10 de cada una. ;

" En el dia 2, la PHA tiene un efecto estimulante debido a
. que hubo una incorporacién de timidina tritiada mayor que la

~del control (.01>p>.001). EI estradiol tuvo un efecto in-
hibitorio (p <.001). :

En el dia 3 también se observa el efecto estimulante de
la lectina (.01>p>.001). De nuevo se presenta el efecto in-
hibitorio del estradiol (p<.001) en los tratamientos con la
hormona. En el dia 4 el comportamiento de cada uno de los




tratamientos es muy semejante al observado en el dia 3. En
los dias 5, 6 y 7, a pesar de que en el control s6lo se registré
radiactividad de fondo, en el tratamiento con PHA se obtuvo
. una incorporacién significativa (p <.001).

Desde el dia 2 la lectina sola tiene un efecto estimulante
y la hormona uno inhibitorio en la incorporacién. En el
tratamiento con las dos sustancias juntas, el efecto de la hor-
mona predomina sobre el de la lectina, solamente en el dia 1
se aprecia el efecto conjunto de ambas sustancias.

En la produccion de figuras mit6ticas se observa que en
el dia 1 en el tratamiento con PHA el total de éstas es menor
que el en control y en los tratamientos con la hormona es aun
menor.

En el dia 1 para los tratamientos B y C se obtuvo una
quinta parte del nimero total de figuras mitéticas con respec-
to al control; y en el tratamiento D, solamente una décima
parte, lo que indica que el efecto tanto de la
fitohemaglutinina como el del estradiol en este tiempo es in-
hibitorio.

En el dia 2 en el tratamiento con PHA se produjo un
menor nimero de figuras mitéticas con respecto al control.
En los tratamientos con la hormona se obtuvo un minimo de

~figuras mitéticas.

"En el dia 3 en el tratamiento con PHA se registr6 un
‘niimero total de figuras mitéticas mayor que en-el control, lo
que muestra el efecto estimulante de la lectina.  En los

“tratamientos C y D se obtuvo un minimo de figuras mitéticas.

"En el dia 4 el nimero de figuras mitéticas en el
tratamiento con PHA y en el control es muy semejante. En
los dias 5 y 7 se obtuvo un nimero -menor de figuras
mitéticas. En el dia 6 fue ligeramente mayor.

En los dias 0, 1 y 2 tanto la PHA como el estradiol in-
-hiben la produccién de figuras mitéticas. Al encontrarase jun-
tas sinergizan. En los dias 3, 4 y 6 tienen un efecto contrario.
Cuando la lectina estd sola estimula, en cambio la hormona in-




hibe. En estos dias en el tratamiento con ambas sustancias,
el efecto de la hormona predomina.

Para viabilidad celular en el dia O, ésta es menor en el
tratamiento con PHA y en los tratamientos con la hormona es
mayor. En el dia 1 en el tratamiento con PHA el nimero
total de cilulas y la viabilidad son menores que el control. El
tratamiento con ¢l estradiol es muy semejante al control. En
el tratamiento con PHA y estradiol el nimero total de células
y la viabilidad son menores que el control aunque no hay
diferencia significativa entre los tratamientos con la hormona.

- El niimero total de células y la viabilidad en el dia 2 en el
tratamiento con PHA son menores que en el control. En el
tratamiento con la hormona el nfimero total de células es
menor que en el control, pero la viabilidad es mayor
(p<.001). En el tratamiento con ambas sustancias tanto el
nimero total de células como la viabilidad celular son
menores.

) En el dia 3 en el tratamiento con PHA el namero total
de células y la viabilidad son menores que en el control. En
el tratamiento con el estradiol el ntimero total de células es
semejante al del control y la viabilidad celular es casi del
doble (.1>p>.01). En el tratamiento con la lectina y la hor-
mona el namero total de células es menor que ¢l control y la
viabilidad celular es mayor (.1 >p>.01).

En el dia 4 el tratamiento con la lectina el mimero total
de células y la viabilidad son muy semejante al control. Los
tratamientos con la hormona son: en el numero total de
células semejantes al control, pero la viabilidad celular es
mayor. En los dias 5, 6 y 7 no hay d1ferenc1a significativa
entre el control y el tratamiento B.

En este pardmetro, en el tratamiento con la PHA el
.nimero total de células se mantuvo a lo largo de los dias de
cultivo no as{ la viabilidad. Si se toma en cuenta la propor-
cién de células vivas con respecto a las muertas se encuentra
que en los tratamientos con la hormona, ésta es mayor que en
el control. Existe un efecto de proteccién hacia las células.
En cambio, en el tratamiento con PHA, la viabilidad es
menor.




V. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se observa que
tanto la hormona como la lectina interactiian e influyen en el
crecimiento de la poblacion.

El hecho de encontrar en el pardmetro de incorporacién
de 3H tritiada y produccion de figuras mitéticas (Tabla VII)
un-efecto estimulante por parte de la lectina en timocitos de
conejo, coincide con lo reportado en la literatura para lin-
focitos de sangre periférica (Sharon, 1977), (Goldstein y
Poretz, 1986) y (Kocourek, 1986).

En humanos (Grossman, 1985), ratas (Greenstein y col.,
1986) y ratones (Carter, 1976) se reporta un efecto de in-
hibicién del sistema inmune in vivo debido al efecto de las
hormonas esteroides. En el presente trabajo se obtuvo este
mismo efecto en condiciones de -cultivo tanto para el
pardmetro de incorporacién de timidina tritiada como para la
produccién de figuras mitéticas.

En el tratamiento con ambas sustancias el efecto de la
hormona predomina sobre el de la PHA en el pardmetro de
incorporacion de timidina tritiada y a partir del dia 3, con el
parametro de produccién de figuras mitdticas. De nuevo esto
coindide con trabajos hechos con mujeres (Purtﬂo y col,

- 1972)

El encontrar que en los dias 0, 1 y 2 tanto la PH_A como
el estradiol inhiben la producc16n de figuras mitdticas y que al
" ‘encontrarase juntas sinergizan, se puede explicar como los
dias en que la poblacién de timocitos pasa por la fase de adap-
tacién al medio de cultivo previo a la estimulacién de la PHA
(Castro-Rodriguez) que en timocitos de conejo sucede en el
~.dia 2 de cultivo. La lectina y 1a hormona, en cambio, tienen
efectos opuestos en los dias 3, 4 y 6 en cultivo.

A las figuras mitéticas que presentaron un aspecto
diferente al convencional se les consideré como con efecto de
goteo. Este aspecto es semejante al que presentan células in-
fectadas con micoplasmas (Chen, 1977) aunque para asegurar
la presencia de estos organismos se tendrian que hacer




pruebas para su deteccién. También se plantea que este
aspecto se podria deber a una dosis o un tiempo mayor de ex-
posicién al Colcemid. Esto dltimo es poco probable debido a
que hubo figuras mit6ticas con un aspecto convencional.

El no encontrar figuras mitéticas a partir del dia 4 en los
tratamientos con el estradiol se podria atribuir al efecto in-
hibitorio de la hormona sobre la incorporacién en la fase S
del ciclo celular por lo cual las células no son capaces de
dividirse.

En el pardmetro de viabilidad celular, en el tratamiento
con la PHA el nimero total de células se mantuvo a lo largo
de los dias de cultivo no asi la viabilidad. Esto indica que la
PHA da como resultado la muerte de un mayor niimero de
células en cultivo.

Si se toma en cuenta la proporciéon de células vivas con
respecto a las muertas se encuentra que en los tratamientos
con la hormona, esta es mayor que en el control. Existe un
efecto de proteccién hacia las células. Esto es interesante, ya
que las hormonas inhiben la respuesta inmune durante el em-
barazo para la proteccién del feto (Carter, 1977), pero no ex-
iste evidencias de que las destruyan.

Entre los individuos de una poblacién existe una
variabilidad la cual se debe a su informacién genética y a su
respuesta hacia los factores del medio (Dobzhansnsky y col,,
. .1977) (Smith, 1980). Esta variabilidad se encontré (Tablas II
"y VI) en-las repuestas de los timocitos de los diferente co-
‘nejos. En la incorporacién de 3H timidina se observa que el
comportamiento decreciente en las series Iy III, pero los
‘niveles de incorporacién fueron de diferentes ordenes de mag-
nitud. Si se toma en cuenta que en la respuesta inmune inter-
vienen linfocitos moduladores y supresores los cuales regulan
este. proceso a través de la induccién de otros linfocitos
(Laurence, 1986) (Marrack y Kapler, 1986), que en etapas
avanzadas de la respuesta inmune el efecto de los linfocitos
supresores se hace inminente para detenerla (Jaret, 1986),
que existe la evidencia de lectinas las cuales estimulan la
proliferacién de linfocitos supresores en humanos como es el
caso de la Concanavalina A (Lis y Sharon, 1986) y que en la




incorporacién en el dia 1 de las series I y 1II hubo una in-
hibicién en lugar de una estimulacién como en la serie II; se
puede pensar que los conejos utilizados en las series 1 y III
presentaban algun tipo de infeccién que previamente desen-
cadené la respuesta inmumne y ésta ya estaba en etapas mas
avanzadas.

En un futuro se puede trabajar con conejos que tuvieran
diferentes tiempos de infeccién para comprobar si debido a
esto se pueden estimular diferentes poblaciones de linfocitos.

En el promedio de los cultivos del tratamiento con PHA
(Tablas III, IV y VI) se observa claramente la secuencia del
ciclo celular. Se registr6 un aumento en el nimero de figuras
mitdticas en los dias 2 y 3 como producto de la incorporacién
de la timidina tritiada captada en el dia 2. As{ mismo hubo
un aumento en la viabilidad celular y en el nimero total de
células en el dia 3. A pesar de que hubo un aumento no sig-
nificativo en la incorporacién en el dia 5, se registr6 un
aumento en la produccién de figuras mit6ticas en el dia 6 y un
aumento en el nimero total de células el dia 7. Esto
demuestra que se maniefestaron dos ciclos completos en el
tratamiento con PHA. Sin embargo este comportamiento no
se observé en los tratamientos con la hormona.

Aunque se puede concluir que la PHA y la hormona in-
fluyen en los timocitos de conejo, seria interesante conocer
donde se recibe la sefial de la sustancias, como se integran y
el nivel en el que actiian las hormonas mediante el uso de
precursores marcados y pruebas de d051s-respuesta tomando
en cuenta lo que sabe al respecto. :

La PHA se combina con galactosa o acetil galactosamina
" a nivel de membrana plasmatica (Goldstein y Poretz, 1986).
En cuanto a las hormonas esteroides todavia no se sabe con
certeza a que nivel actian. Miyata y Takaya (1984) reportan
que existen cambios a nivel de membrana plasmaética que
traen como consecuencia la formacidn de uniones celulares
entre macréfagos y entre éstos y linfocitos tras la aplicacién
de hormonas esteroides. Weisz y colaboradores (1986) repor-
tan la existencia de uno de los tres sitios de unién de los
receptores a estradiol en el ADN del timo de ternera. Este




receptor ademads presenta la misma afinidad que su homélogo
en el ADN de las células de tejido uterino. Weusten y
colaboradores (1986) encontraron sitios de unién a estradiol
en baja cantidad, pero de alta afinidad en timocitos de
humano. Por otro lado, (Sato et al, 1986) no encontraron
receptores en timocitos de ratémn, sino que en el tejido conjun-
tivo del timo.

Si se toman en cuenta los pardmetros utilizados en este
trabajo (Tabla VII), en los cuatro tratamientos se presenta un
crecimiento logistico al igual que en los trabajos reportados
por Ongay-Larios (1978) y Castro-Rodriguez (1983); pero a
diferencia de los linfocitos de sangre periférica de humano,
los timocitos de conejo presentan una fase de adaptacién o
perfodo lag més corto. En el control el periodo lag se en-
cuentra en el dia 0. El crecimiento exponencial es en el dfa 1
y 2. Posteriormente decrece. En el tratamiento con PHA se
observa un periodo lag hasta el dia 2. En el dia 3 crece y en el
dia 4 disminuye. A partir de este dia, se observa un crecimien-
to bajo pero constante. Aunque en el dia 5 hubo un ligero
aumento. En los tratamientos con el estradiol se observa que
hay un crecimiento exponencial registrado en el dia 1 y
posteriormente, una disminucién progresiva, pero la
poblacién se mantiene.

En este trabajo se encontré que la lectina tiene un efecto
-estimulante a partir del dia 2 en cultivo y que ambas sustan-
cias influyen el comportamiento de la poblacién por separado
'y juntas. Carter (1976) reporta que el estradiol y la
progesterona reducen la respuesta inrmune in vivo. Aquf se
encontré el mismo efecto del estradiol in vitro. Asi mismo
se abren otras posibilidades para continuar con el estudio de
la poblacién de timocitos de conejo en condiciones de cultivo -
y conocer la relacién entre el sistema inmune y hormonas
esteroides. o
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Tabla I. NUmero de cultivos de timocitos aislados de conejo para cada dia.

Tratamiento Pardmetro’ Dia

A (control) y

B (PHA) I 15 12 12 9
Vv 5 4 3 3
F 1 1 1 1

(estradiol) y

D (PHA + estradiol) . I 9 9 9 9 3
o 3 3. .3 3 1
F 1 1 1.1 1

incorporacidn de 3H timidina

determinacién de viabilidad celular

<
n

_produccién de figuras mitéticas
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Tabla 1I. Incorporacién de 3H timidina.

W EONOPROY Ow

OCONOWOOO OO WV

serie dia CapPaima(x) E.S. % E c.p.m.(x) . - E.S. % E
A (control) B (PHA)
1 0 7251.3 411.8 5.7 7558.3 1032.6 13.7
* 2902.5 51.5 1.8 2665.4 452.2 17.0
1 4140.7 1303.0 31.7 1870.7 296.2 15.8
2 225.9 100.7 44.6 245.0 117.3 47.7
3 148.3 58.0 39.1 63.4 18.8 29.7
bk 57.5 5.0 8.6 41.6 5.9 12.2
S* 47.1 4.1 8.7 51.9% 9.4 18.1
6 41.5 2.2 5.4 38.4 0.6 1.
7 46.0 1.4 3.0 46.9 4.7 10.
II 0 17418.8 2937.7 16.9 17241.7 1362.4 7
1 24694.7 : 2301.0 9.3 21576.8 2353.5 10.
2 8925.8 456.1 11.6 6790.9 641.0 9.
3 1146.4 79.0 6.9 2844 .0 45.5 . 1.
4 596.6. - 62.5 10.5 755.3 . 111.3. 14,
5. 263.8 . - 162.5.  23.7 970.6 . 63.8 6.
6. 87.3 3.8 4.4 585.3 - 99.9 17.
7 76.8 6.1 7.9 355.5 T 46.6 13.
D 55 0 C 4668.1 Lo BO7.0 17.2 - 10545 .6 . 685.4 -+ 61
* 6891.3 . . 1586.5  23.0 . 4286.7 - 372.0- 8.
1 6850.4 606.4 8.9 .7225.0 - - 1178.3 16.
*: 19177 .4 . : 1393.2 7.3 3990.9 . 700.3 17
2 45,3 6.4 14.0 - 6449 ; 12.9 19.
Lk - 1377 .3 ©219.0  15.9 61.8 - 2.0 . 0.
.3 36.6 2.8 7.8 66.3 - 11.0 16.
4 43.2 2.4 5.5 42.5 = 2.0 4,
5 - 43.5 0.8 1.8 38.5 1.7 4.
6 38.2 3.8 10.1 36.7 2.6 s
7 42.9 0.3 0.7 - 53.1 14.7 27.
* 40.4 4.7 11.7. - 38.7 3.3 8.



o

€ (estradiol) o ' ’ D (PHA + estradiol)

I 0 4710.8 S 179.4 3.8 3155.7 - 145.5 4.6
A 11509.9 - 165.0 4.0 5464.3 796.5 14.6
2 682.7 210.9 30.9 661.1 54.9 8.3
3 51.3 13.2 25.7 38.3 3.0 7.7
4 40.9 4.2 10.2 40.8 1.4 3.4
11 0 552.2 20.7 3.8 496.2 62.0 12.3
1 2448.4 150.9 6.2 1564.5 182.3 1.7
2 183.6 22.7 12.3 297.9 126.9 42.6
3 136.5 7.1 5.2 110.3 5.3 4.8
III 0 736.3 162.4 22.1 872.6 50.2 5.8
1 798.1 148.0 18.5 669.4 69.7 10.4
2 53.9 3.5 6.5 46.8 10.1 21.5
3 41.9 0.4 0.9 36.3 1.4 3.8

*Un conejo diferente en una misma serie.




Tabla III. Promedios de los cultivos de 3H timidina.

Dia CaPama(x) E.S. Z%Z E
A (control)
0 8450.1 1626.6 19.3
1 13715.8 2644.8 19.3
2 1530.1 560.0 36.5
3 443.8 178.7 40.2
4 232.4 1 92.1 39.6
S 118.1 40.7 34.4
6 55.7 8.1 14.5
7 52.3 S.1 9.8
B (PHA) »
0 8310.5 1788.2 21.5
1 8724.2 2624.2 30.1
2 1949.8 950.0 48.7
3 991.2 463.4 46.8
4 279.8 123.2 44 .0
5 353.7 155.4 43.9
6 220.2 95.8 43.5
7 123.5 41.7 33.8
C (estradiol)
0] 1999.8 ' 681.9 34.1
1 918.9 1671.4 34.0
2 306.7 113.7 - 37.1
3 . 76.6 15.7 . 20.5
4 40.9 R 4.2 10.2
. D (PHA + estradiol) s
0 ‘ ©."1508.1 S 418.2 27.7
1= 2566.1 - vl 77301 30.1
2 “335.3 o LL97.7Y 2902
3 61.6 .- L 12.3 -20.0
4

46.8 _ 2.4 5.3
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Tabla IV. Figuras mitdticas.

dia profases metafases = peg meg otras - total

A C(control)

0 8367 256 852 0 13 9488
1 9966 67 1075 0 12 11108
2 13698 240 1482 0 24 15444
3" 3267 11 168 0 7 3455
4 2550 19 233 199 1 3002
5 329 47 106 5520 0 6004
6 246 16 59 2262 0 2583
7 17 0 4 1228 0 1249
B (PHA) B
0 5658 19 : 69 0 1 5745
1 1893 9 466 0 0 2368
2 2628 71 365 0 0 3004
3 L7300 0 141 » 762 - 3720 0 5353
o 301- 59 2138 256 0 2754
5 102 85 . 104 2416 0 2707
6 0 9 0 3023 0 3132
7 0 -2 A 559 0 565
¢ (estradiol) ~ : _ o .
0 2493 2 430 0 1 2934
1 1651 0 167 2 1 1821
2 599 0 42 16 0 657
3 42 0 17 L 0 70
D (PHA + estradiol)
0 2880 2 640 0 0 3520
1 829 0, 253 0 0 1082
2 315 0 74 0 0 - 389
3 45 0 0 0 0 45
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Tabla V. Viabilidad celular (x 103).

Serie Dia Vivas E.S. muertas E.S. Total vivas E.Sa muertas E.S. Total
o & C(control) B (PHA)
I 0 1582 51 86 12 1668 380 31 54 13 434
* - 1500 97 662 69 2162 494 46 70 19 564
1 232 53 614 70 846 94 16 42 6 136
2 144 22 270 C 36 414 94 13 100 29 194
3 130 28 380 37 510 180 22 150 24 330
* 4 0 ] 354 41 354 0 o] 144 45 144
*5 8] 0 56 14 56 0 0 136 26 136
6 34 15 486 43 520 28 11 88 12 116
7 0 0 654 73 654 66 27 554 52 620
I1 o] 1800 72 30 8 1830 806 59 20 9 826
1 2084 144 486 64 2570 250 22 152 23 402
2 1076 80 788 41 1864 484 50 358 51 842
3 508 96 562 13 1070 432 - 63 517 69 949
4 210 44 316 57 526 360 24 722 48 1082
5 118 20 670 95 788 144 15 1058 58 1202
6 58 6 188 19 246 46 4 1026 27 1072
7 112 23 620 32 732 36 9 672 158 708
II1I 0 2544 123 204 52 2748 368 84 34 4 402
Lok 3640 114 82 14 3722 1640 9% 72 18 1712 -
1 1518 68 1226 37 1744 576 62 348 57 924
ik 2788 225 376 40 3164 824 52 82 14 906
2 420 47 11494 82 1914 152 4 296 24 448
x 1626 85 674 53 2300 832 124 . 152" 61 986
S 3 280 19 1102 116 1382 - 210, 26 - 410 78 620
4 132 17 1090 66 1222 182 .30 . 550 56 732 :
5 98 19 766 38 - 864 . b4 9 190 30 254
6 84 9 1218 36 1302 76 10 -798 40 857
7 54 10 1256 73 1310 102 10 738 48 . 840
*

44 12 930 73 974 40 13 538 69 578



I

C (estradiol) D (PHA + estradiol)

I 0 2376 37 - 321 44 2697 - 2004 19 129 24 2133
1 1266 48 571 32 1837 959 46 484 39 1443
2 956 78 381 73 1337 597 32 418 22 1078
3 725 32 477 57 1202 454 72 393 60 847
4 388 40 320 67 708 376 55 401 10 777
0 4582 74 72 5 4654 3195 71 99 6 3294
1 1348 58 110 31 1458 1138 57 96 18 1234
2 974 62 164 41 1138 710 62 50 10 760
3 547 70 325 59 872 51 29 292 35 343
11X 0 3421 79 108 27 3529 3380 52 31 7 3411
1 2602 24 311 8 2913 2111 66 202 65 2313
2 1007 29 431 7 1438 954 32 345 80 1299
3 620 71 535 39 1155 413 15 314 16 727

*0tro conejo dentro de una serie.




Tabla VI. Promedio de Los cubtivos para la determinacidn de viabilidad celular

(x 103)..
dia vivas E. S. muertas E. S. total
A (control)
0 2213 401 213 116 2426
1 1655 541 425 82 2081
2 816 333 806 254 1623
3 306 110 681 217 987
4 114 61 587 252 701
5 72 36 497 222 569
6 - 59 14 643 319 702
7 52 23 865 148 917
B (PHAD v
0 738 239 50 10 788
1 436 164 156 68 592
2 391 170 226 60 617
3 274 79 359 109 633
4 180 104 472 171 653
5 69 47 461 299 531
6 S0 14 , 637 282 687
7 61 15 625 48 686
C (estradiol)
0 3460 637 167 78 3627
1 1739 432 331 133 2069
2 979 149 325 82 1304
3 631 52 INA) 63 1076
4 388 40 320 67 708

(PHA + estradiol)

D

0 2860 431 .86 . 29 . 2945
1 1403 358 261 116 1663 -
2 754 105 o292 120 1046
3 ... 306 - 127 . 333 31 793
4. 376 - 55 - 401 10 7T
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Fig. 7. Viabilidad celular para el control (A) y los tratamientos con PHA (B), estradiol (C) y con
' ambas sustancias (D).



'Tabla VII. Datos en porcentaje con respecto al control (A)

Pardmetro '
I T v

Dia Tratamiento' cpm E S ZE vivas E S muertas E S total -
0 A 100.0 19.3 19.3  100.0 91.2 16.6 8.8 3.4 100.0
B 98.4 21.2  21.5 60.6 30.4 9.9. 2.1 0.4 32.5
C 23.7 8.1 34.1 30.9 142.6 26.3 6.9 3.2 149.5
D 17.8 5.0 27.7 37.1  117.9 17.8 4.1 1.2 121.5
1 A 100.0 19.6- 19.6 100.0 79.6 26.0 20.4 4.0 100.0
B 63.6 19.1 30.1 21.3 21.0 7.9 7.5 3.3 28.4
C 35.9 12.2  34.0 17.3 83.6 20.8 15.9 6.4 99.5
D 18.7 5.6 30.1 9.7 67.4 17.2 12.5 5.6 79.9
2 A 100.0 36.5 36.5 100.0 50.3 20.5 47.7 15.7 100.0
B 127.2 62.0 48.7 19.5 24.1 10.5 14.0 3.7 38.1
C 20.0 1.4 37.1 4.3 60.3 9.2 20.0 5.1 80.4
D 21.9 6.3 29.2 2.5 4L6.4 6.5 18.0 7.8 64.4
3 A 100.0 40.2 = 40.2 100.0 31.0 11.3 69.0 22.0 100.0
. B 223.3 104.4 46.8 154.9 27.8 8.1 36.4 11.0 64.2
C 17.6 3.5  20.0 2.0 63.9 5.2 45,1 - 6.3 109.0
' D 13,9 2.8 20.0 1.3 46.6 3.0 33.7 3.1 80.4
4 A 100.0 37.6 - '37.6 100.0. 16.3 8.8 83.7 36.0 100.0
" B ©120.4  53.0 44.0 -101.8 25.8 14.8 67.4 24.5 93.2
c’ 717.6 1:8 = '10.2 0 55.4 5.7 - 45,7 9.6 101.1
D 20.1 0.6 5.3 0 53.7 7.9 57.2 0.1 110.9
5 A 100.0 34.4 34.4 100.0 12.7 6.4 87.4 3.9 100.0
‘ B 299.5 131.6 " 34.4 45.1 12.3 2.3 81.0 52.5 93,3

C _ _ . -0 - o _ o o
-6 A 100.0. -14.5 14.5 100.0 8.4 2.1 91.7 45.4 100.0
L B 395,3 172.0 43.5 117.4 7.1 2.0 90.8 40.2 97.7

C _ _ _ 0 _ _ - .

D B — "0 _ _ - _
7 A 100.0 J.0 Yoo luu.u Se7 2.5 94.3 i6.1  100.0
. B 234.6 80.1 33.8 45 .2 6.7 1.7 68.2 5.2 74.8

C _ _ ' 0 . _ - _

D
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