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El cultivo de 11nfoc1tos de humanos ha sido ampliamente 

utilizado en la Get1ét1ca Tox1cológica para evaluar la actividad 

mutagénica de sustancias químicas y factores fisicos como la 

det.ectl!lr atier raciones cromosómicas <AC>, intercarnt:iios de 

crom•tidas hermanas <ICHI y micron~cleos <MNI ( 1, 4). Asimismc•, 

el cL1ltivo de l infc•cit.os se LIS• pat·a liil deterrnin•ción de 

mutaciones 

cuantificación de rnodificacic•nes en el .!Ql:!:!2 HGF'RT <2,::n. 

Est.e sist.erna t.arnbi4'n PLlede ser Llt.i l izado en la determina-

ciOn de la Cinétic• de Proliferación Celular CCPC) (5). Existen 

diferentes trabajos que rnL1est.ran los efect.c•s de diversos factores 

sobre la CPC. Tales estudic•s inclL1yen condiciones de cultivo (6-

11) , rnetodc•s de recolección de la sangre < 12, 

aquellos factores propios de cada donador: edad < 14), estad•::i 

nutric1onal <15>. e infe•:cic•nes <16). En dos investigaciones 

r••l izadas hace varios aPios, se encontró •=tL1e las fll1ct1.1acic•nes 

hormonales ocL1rridas durante el ciclo menstrual pL1edan inflLlir en 

la capacidad de los linfocitos para responder a la est.irnulación 

con fit.ohernaglut.inina <PHA> <17, 18). Uro•:• de el lc•s encc•nt.ró el 

rn:1mero máximo de li11focitos et1 metafase dw·ant.e lc•s días próxirn•:•s 

a la ovlllacio!wo y el rnínirnc• en lc•s primarc•s y 0.:1ltirnos días del 



ciclo menstrual ( 17)' segundo estudio ( 18) 

repo1·ta la mayor r~SPl~esta de los linfocitos a la estiml~laciOn 

con PHA en los primeros días del ciclo misma que disminuye 

conforme el ciclo menstrual avatiza. 

Hi 11 y Wc•l ff ( 19> al 

relativamente altas de estero1des sexuales encontt·aron que estas 

hcorrnonas no afectan la CF'(: de l inf•:•cit..o::os en cl1ltivo. 

El presente trabaJo tuvo como objetivo o:Jet..erminar el 

grade• de reprc•ductibi l idad de este sistema para medir la CPC: Y 

observat· la infll1encia de los cambios hcormonales ocl1rridc•s 

dLirante el ciclo mer1stn1al sobre la capacidad de respL1esta a la 

PHA de l it1foci t.os en cL1l ti ve• así como en su frecuencia de 

división. 

Los objetivos particulares de este estudio fueron: 

A - Caracterizar el intervalc• de la variabilidad temporal 

de la resp•.iesta a la estimulillci6n con PHA en 1 infocitos 

de diferentes ind1 viduos sar1os, cuanti ficánd•::ise el 

índice rnit6tico y la cin,t.ica de ¡:.roliferaci6n celular. 

Et - Determinar si exist.en o no diferencias significativas 

en la respl1est.a de los linfocitos de distintos 

donadores sar1os a la estimL1laci6n in Yi!<t:.Q con f'HA. 

C: - Determinar la infll1encia de las 

hormonales oc•.1rridas durante el ciclo menst.nuill en la 

capacidad de respuest..a a la estim1.1laci6n con PHA en 



INTRCIDUCCION 

El proceso de la formación de nl~evas céll~las se realiza 

a través de 8 acontecimientos: crecimi~nto, duplicación del ADN y 

división de las células madre¡ los cuales se integran en lo que 

comúnmente se def1t1e como ciclo celular. Podernos considerar al 

ciclo cell1lar como una secuencia ordenada de fenórnenos 

que llevan a lttia célula a dividirse y dar lugar a 2 células 

hijas. 

Las fases del ciclo celL1lar fllElt"C•n propl1est.as C•riginalmente 

por Howard y Pel•= en 1'3'53 <20> q1.üenes t.ornaron en clienta lc•s dos 

procesos más fácilmente reconocibles en las células cíclicas: la 

mitosis y la duplicación del ADN. 

Antes de que una célula pueda dividirse, por le• gerrer a 1 , 

debe duplicar Sll masa y todc•s los elernEintc•s ql1e contiene. Sóleo 

de esta forma es posible que las dos r~Eivas células hijas conten

·:.i•n todos los componentes qw!! necesitan para iniciar Sll propic• 

crecimiento despl1és de la divisié•n. La mayor parte del trabajo 

dlirante la ir1terfiilse. En llrl per í c•do limita do y rnllY concrete• de 

ésta, el ADN del núcleo cell1lar se dllPl i•=a, esta etapa recib-: el 

nombre de fase S <S = síntesis) del ciclo celular. 
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Otra fase concreta del ciclo es la división celular que 

incluye la división nuclear lcariocinesisl y la citopl,smica 

(cit.oc1nes1s> ql~e se produce a corit1t1uaciOn. Todo este período 

t·ec1be el nombre de fase M CM= mitótica). 

la etapa comprendida entrQ la fase M y el comienzo de la 

sintesis de ADN, ino;ilés Gap: 

separación), y el periodo comprendido entre el final de la 

síntesis de ADN y la mitosis siguiente, que recibe el nombre de 

fases G., y nc•rmalrner1t.e at•arca un 90 /; e• rnás del tiernpo 

total del ciclo celular (figura l) (21, 22)' además se ha 

r-eportado la e>:istencia de Lm PLmt.c• dentrc• del ciclo celular en 

el cual se dice que las c•l•-das se encL1ent.ran en un estado 

est.able de "reposo" y al qL1e se denominó Go 121, 23). 

Los di ferent.es tipos celL1lares tienen distintas necesidades 

de renovación, de rnodc• qL1e se dividen sólo en la rnedida en que SLl 

n~1merc• se pueda mantener al nivel qLie result.e ópt.imc• para el 

or9ariisrnc1 en conjunto. A consecuencia de ello, las 

aproximadamente 10 1 ~ células del CL1erpo hurnar10 se dividen ceot1 

frecL1encias rnuy diferentes. Al•;Lmas, como las fibras del músculo 

esqL1eléticc• y los eritrcocitc•s, no se dividen en absoluto 

despLiés de alcanzar la madurez. Otras células, como las 

epit.el iales q1.1e revisten las superficies internas y externas del 

CL1erpo, se dividen frecL1entement.e durante toda la vida del 

organismo. 
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La principal diferencia entre las células gue se dividen 

constantemente y las ql~e se dividen poco reside er1 el tiempo ql~e 

pasan en la fase ~~ de sl~ ciclo, algunas permanecen en G1 dl~t·ante 

días o it1cluso a~os. 

una célula pase desde el inicio de la fase S hasta la mitosis es 

c•:ins t.ant.e,. independientemente de la frecuencia de división <21, 

22). Diversos experimentos han demostrado plenamente 

existe Ltti pLuito, llamado punto de restricciót1 ó R, al final 

de la fase e;, a partir del cual, Lma vez sc•t•repasadc•, se 

completar• el resto del ciclo a wia velocidad independientemente 

de las condiciones externas 121, 24>. 

La frecuencia de división celular en los teJidos está 

cont.re•la.da por mecanismc•s mL1y finos (de los que aLm en la 

actualidad se sabe poco) a través de los cuales se mantendrá la 

proliferación sólc• cL1andc• ésta sea necesaria. Pc•r ejemple•, si en 

cualquier parte de nuestro cuerpo la piel SL1fre •.ma cortadw·a, en 

ese rnornent.e• !Ee desencaden11n una serie de prc•cesos c¡L1e condL1ci ri!<n 

a la restaw·aci6r1 del tejido deterioradc• sin •=!Lle la piel nL1eva 

crezca más allá de lo da~ado. Sin este tipo de control peor 

retro11limentaci6n o servocontrol, la morfofisiologia de un animal 

pluricell1lar se vería rápidamente destruida ya sea por •.ma 

excesiva división cellllar (cc•mo ocurre e1·1 el cáncer> o poi- la ne• 

sust.itL1cié•ti de las célLllas rnuert.as de los tejidc•s c¡L1e norrnalmer1te 

experimentan pérdidas contim1as de •=éll1las 

epit.eliosl. 
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En un intento pat·a explicar este fenómeno, se t1a propuesto 

una hipótesis que plantea la existencia de cierta proteína de 

•:iisF·aro, que por st4 itiestabilidad ha sido denominada 11 U11 <del 

•.mstable>, la cual alcanzaría l~na 

sufic1er1temente elevada, para que la célula pasat·a el punto de 

restricción R e iniciara su ciclo mitótico, sólo cuando fuera 

s1ntet.1zada 24). Además~ su 

disminuiríi< bruscamente durante la fase M, 

momento en ql1e la síntesis proteica es limitada y, awnentaría 

1'1ast.a el nivel mínimc• necesario dl1rant.e la fase r.=;,. [>e mc•dc• 

proteica general deberíi< retrasar la aclmulación de la proteína U 

alargando así la dw-aciO:•n de Cl1 y redl1ciendo la dliraci6n del 

ciclo de división celular. De hecho, c1.1ando las células se 

activan en· presencia de lH"I inhibidor de la síntesis prc•teica en 

concantra•=iones variables, sus tiempos de ciclo celular se 

alargan cc•nsiderableme.nte sin que se produzca ninguna alteración 

sustancial del tiempo necesario para atravesar las fases S, 

M. No obstante, la síntesis de esta proteína es una respuesta a 

la señal provista pc•r una serie de factores regulados por 

mecanisrnc•s no del f:.o:•d•:• c•:•nocid•:is y ql1e finalmenf:.e llevan al 

control de la proliferación celular. Es importante t.ener en 

clienta que las células detenidas en R no sólo dejan de 

sintetizar ADN y de dividirse sino que también dejan de 

crecer. Esto no significa •=!lle def:.en•;an por cornp l eto 1 a 
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bfosir1t.es1s de rñolén=l~la::., cor11=t·et.arnérite: }E(-de•;trada•=iót'l t'l•:•rrnal •=• 

recambio de las proteínas en una célula de mamífero es tan 

t~t1a célula cot1 ct·ecimiento detet11do ~t1 ~º sólo para 

proteica de aproximadamente una quinta parte de la velocidad que 

presenta la célula et1 G1 C23, 24J. 

3e han observado dos clases principales de fenómenos 

reg1.dados la 

proliferación1 

1) Activación de síntesis de ARN.- La célula debe activar 

la prc•d1.1cción de ARN y s1.1 maq1.1inaria de sínt.eis prot.eicEI para 

i ncrement.at· las tasas de producción de esas macrc~oléculas y 

enzimEls Q§ t:.o.Q)!'.Q así corn•:• rnantet1er las ya existe1·1tes en canti-

dades adecuadas. En una célula en Go, la tasa de degradación de 

prot.e í nas es i g1.1a 1 a 1 a tasa de síntesis así ·:i•.1e no hay gar1ar1c i a 

neta. En 1.ma cél1.1la en prc•liferación, la tasa de sínt.esis llega a 

a.ser cercEI de 3 veces rnás alta ·=!•.le la de degt·adación así ·~ue 

t.ier1e 1.ma ganancia net.a tal q1.1e las proteínas se d•JPl ican d1.1rante 

la división. También aparecen n1.1evc•s r ibosornas répidarnent.e 

desp•.1és de q1.1e la división celular es estirn1.1lada. 

fet16menos oc•.n-ren d•.wante las primeras hcwes desp1.iés de la 

estirnulación. 

2) Activación de la síntesis de ADN - Est.c• evidentemente 

requiere la disponibilidad de 1.m metabolismo adecuado para la 
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enzimas y otr~s proteít1as n~cesarias p~ra este proceso. Este 

poblaciones celulares. 

la proliferación celular se ha 

plo, 

las células cancerosas 1251. De lii< rnisrna manera se ha reportad<:• 

más recientemente 126, 271 la exist.er1cia de 9er1es < 11 arna deos 

ant. i oncc•9enes) CllYC•S prOdllCtO::•S l i mi t.at1 la división de ls.s 

células y en el momento en que sufren una mod1ficaci6n éstas se 

divideri incontro::olads.rnent.e. 

Pardee en SllS estudic•s con cél•.llas t.ransformads.s de 

di versos t.ipos de cáncer, p1·c.pone que e>üst.en lmO::•S cuantos 

fenómenc•s "!lle cont.rol<in a nivel gériico la proliferación celular. 

Sus ar:;Jume11t.os son: II después de la carcino•;iénesis, se ha 

observe.do "llle un ncunero pequeó';o de pasos escapan de la re9l1laciór1 

(30); Ill se t·1a11 detectado hasta el m•:•rnent.o alrededor de 50 

C•nccogenes independientes ( 251 ; y l I I) s~· lo unos Cllant.c•s rn i tó9enos 

han podidc• ser ampliamente c.sociados c•::tn la re•;iulación de la 

división celular (:)0). Así Sll hipótesis prcopone "!lle deben 



t:11.~scarse rnei=ani srnc1s b i '="~'-~ í rn i cos •=c•rnunes q1.~e cc1r1t.rc• 1 er1 _f=•_l~t~1t.1?_S_ 

r~gulator·1os especificos en el cf~lo de rept·oducciót1 cell~lar. 

conocemos factores capaces de desencadenar· la 

prcliferac1ón celular, a los cuales t1an llamado factores de 

crec1m1entc1; a su vez cada di~ se va relacionando cor1 mayor 

fuerza a los onco9enes como agentes gue modifican o permiteti la 

d1v1sión de las células. No obstante aún qL~edan por contestar 

pr~guntas claves para poder· descifr·ar el complejo fenórnet10 que 

conduce a una célula a la divis1~~. No sabernos: l cómo son 

regulados los factores de crecimi~nto ?, ¿ qué moléculas det1tro 

de las céllllas sc•n alteradas c1.iandc• w·1 fact.c•r de crecimientc• es 

adicionado e cuando wi encogen es modificado y activado ?, 

hacen esas moléculas para activar los pasos criticos a través de 

los cuales una célula debe pasar para duplicar sus componentes y 

prod1.1cir lma céll1la ? 

Los l ir1focitos q1.ie r1c• h11n sidc• estimllladc•s y, SllPl1est.amente 

las células de memoria también, son ejemplos de céli..1las n•:• 

cíclicas, er1 Go La 

est. im•.il ación de estas células las induce a ent.rar en ciclo 

y a pasar a través de G,, S, G:z y M. No ot:•stante '=!lle 

en las celulas no linf•:iides el c:oncepto de puntos de rest-ricción, 

'=!lle c•curren en varic•s est11dic•s del cicle• celulikr, está bien 



est.al:1 lec ido, re l at. i va mente hace poco que se han reconocido 

céllllas ·¡ como et1 B estimuladas pot· varios agentes (31>. 

'3i se e:,,:arnina la l iterat•.u-a acer•=a de la est.irnl1lación de 

los lit1focitos es fácil quedarse coti la impresión de que la 

Sin ernbargc•, se ha 

linfocitos CLafferty y cols 11980), citado en 31). Brevemente: un 

linf•:>citc• en G., necesita primerc• lW1a seí')al activad•:>ra C• de creci

rnientc• la cual calisa •=llle entre a 1::;,; esto es normalmente apc.rt.adc• 

por el antígeno. La célula podr• iniciar la síntesis de ADN sólo 

de proliferación t-c•ta l ment.e 

distinta, la c1.1a l p1.iede ser aportada de 

crecimiento no específicos. Almc¡l1e este modelo general puede ser 

lit i l i ZildO para explicar a grandes rasgos el proceso de 

et i ml1l11c i <!>ro tanto en linfocitos T come• B, serie.. 

convenie1·1te, PC•r slis m(1l t:.iples impl icacio11es tant.o te6r icas como 

pn\cti•=as, entender por separi!ldo los fenómenc.s <!lle cont.rolan 111 

prc•l i feraciór1 en cada subpoblac:ión. 

Desde lC•S primeros experimentos se sl19iri<!• ql1e la 

estirnl1lación de la prolifera•=ión por fitomit<!•genc•s CPHA o 

Conc:ar1avi11l ina-A ICc•n-A)) es lm proceso complejc•. Por ejemplo, 
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está bien est.ablecidc• qlle lc•s l infc•ci t.c•s, para sint.et.izat· ADN 

requieren varias horas de exposición a la lectina (30). Las 

expos1c1ones cortas promueven la blastogénes1s, pero las células 

regt·esan a su fase Go dentro de L~nas cuat1tas horas de5PlléS de 

~ .• y St·.epan:i, H.W. \l':'l/4) citado P•:•r 

::.< 1) • Incluso~ las dosis SL~praOpt1mas de Con-A, at~nqL~e inhiben la 

sít1tes1s de ADN, preparan a las células t pat·a llegar a S y las 

Asi, estos trabajos sugieren gue la 

sint.et.izar su ADN. 

Existen b~sicamente 2 modelos para tratar de entender el 

l~no de ellos postula 

< lL-::o en respuesta a la acción combinada del antígeno <o del 

mitógeno> y del factor derivado de macrófagos, la int.erleucina 1 

<IL-1). La IL-2 induce la sintesis del ADN en las células 

precursoras de 11n~ocitos ·r citot6x1cos CLyt 2- en el r~tónl, 

receptores a la lL-2. 

Un la 

est.imulac1ón de las células T elaborado por (Lafferty y cols 

( 1980) 

11 111 
<a> T--+ ;p 

11211 
(b) 

11 

la estimulación, 

11 111 

T 1 ---+ nT 1 

11211 



La reacc1on ·'ª' representa la estimulac16n de las celulas 1 

en reposo pot· la acción combinada del antigeno 1'1 11 lasoc1ado a l~ 

célulaJ y un co-estimulador 11 2 11 ~ el cllal es d~rivado de céllllas 

(.:J. lL-ll. Estas células setis1bilizadas (T 1 ) pasan 

pero l~ se~&l 11 2 11 es proporcionada por la IL-2 y esto da como 

1·esldtad•:• la prol1ferac1ó1·1 clonal <nT'). 

La conclusión importante de ltti buen número d.: est~dios es 

que los mitóg.:nos tradicionales como la PHA y la Con-A no son 

rn i tógenos ~ §§_, sine• mas bien inducen la pre•dl1cción de lWi 

facto1· de crecimiento fisiológic•:•. 

Er1 otras palabras, una lectina estiml1lante e• lm antígeno 

debe t.ener dos propiedades. Primero, debe inducir la expresión 

de recepte•res para IL-2 en las céll1las T qL1e van a responder, y 

debe prome•ver la secreción de IL-2 po1· las célldas qlH: 

1 a. prodllcen. Ambos procesos ocLwrer1 en Gi1, mientras que el pase• a 

través de S requiere el estímulo de la ll-2. La mayoría de las 

líneas de células T, a large• plazo reqllieren IL-2 exó9er1a para 

contin•.1ar s1.1 prol i fe1·•ciór1. Sin e.mbargc:o, 

tan sigtuficativo es lo anterior ir1 vive., 

a~n no es claro qué 

ya que existen hoy 

varie•s ejemplc•s de clonas de célldas T ir1dependientes de IL-2, 

los cL1ales crecen ~m respúest.a al antígeno:• sc•lamente y parece 

·:iue sintetizan sL1s propic•s fact.01·es de crecimiento (32). 
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Hay autores 1311 que proponen que la IL-2 actúa al 

la síntesis de ARN dl4rante G1 més que al promover la 

sintesis del ADN, ya que al9ur1os exper1met1tos ~1an demostrado que 

la PHA solamet1te cat~sa en algunos t1moc1tas su er1trada a Gl 

temprana 

ARNI. La adición de IL-2 exógena a esas célt41as provoca que 

pasen por G1 tardía y ent1·en a s. 

En concll1s1ón, la evidencia Sl19ie1·e •=llle la est.irnl1lación de 

lt1s células T pe•r ilntigene•s e• peor lectinas Pl1ede dividirse en dc•s 

•stadios. El prim~re• se caract.eriz11 por la expresión de 

receptores a IL-2 en rnernbrar1a de las céllllas T y la PO<i.t.erior 

producció1·1 de IL-2, en las células "'!lle respondiere•n; normalmoeo,nte 

s• re"!uiere el ar1tígeno específico y céll1las &ccesorias como el 

macrófago y representa la transición del estado Go a a 1 • El 

se9l1ndo incluye e. la IL-2, la cual prc•voca que las celule.s pasen 

a través de S. Aún no es claro cu~l es el papel que juega el 

antí-;ienc. en el control de esta se9w1da etapa y en los ciclos 

subsecl1entes. 

Si muchos de los factores que conducen a la activación y 

proliferación de los linfocitos T son a~n desconocidos, lo 

comprendido al respecto en linfocitos B es todavía menor; est.c• 

es reflejo de la falta de conocimiento sobre las 
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subPoblac1ones de ce1u1az B f~~ticiot1ales (81). Los 11nfocitos B 

rnás estL~d1ados tiat1 sido células de ratones de direr·ent.es capas 

ciac1on de tales poblaciones lintocit1cas. 

En estos modelos se han estudiado los efectos de d1ve1·sos 

agentes que activan la proliferación y diferenciaciót1 de los 

linfocitos B, y cuya acciOt1 t·equiet·e la interacción de ott·as 

totalmente independiente del linfocito T. 

en rat.c•nes las cél•.lias E:< er1tran en ciclo 18 hc•ras despLiés de la 

estimLil ación rni togénica •=•=•ti agentes •=•=•mo el L1 popol isacar id•:• 

(LPS), cc•mpletándc•se Lma división ca.ja 18 horas en presencia del 

Los blast.ocitos requieren ademas la presencia de éste 

El LPS induce que 

alrededor del 30 l. de las célulils B en el bilZ•:• se dividan y 

diferencien en células formadoras de anticuerpos IMelchers y cols 

(1980) citado poi· 31>. Los anticuerpos contra inmLttioglobulinas 

Canti-Igl pueden estirn•.dar a las célLilas B de la misma manera qLie 

el LPS. Sir1 embargo, los anti-Ig estimLilan a diferentes 

subpcoblacione.s de linfc•citc•s e indLKen sc•larnent.e la síntesis del 

ADN. En ambos casos se reqLüeren fa•=tores derivados de células T 

para la maduración de las células blasto en células formadoras de 

ar1ticLierpos. 
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Las baJas de anti-Ig y Con-A activan la 

tr~nsformac1ón bléstica de las células B pero no indt~cen la 

slntesis de su AUN. Esto implica qL~e los requet·imientos para 

activar las células B Cde Go a 6 1 ) son diferentes de aquellos que 

las ha•=en in1c1ar la síntesis de AL-'N <G, a SI C31 >. 

Algunos investigadores (33~ 34) han reportado también que 

la IL-2, un factor secretado por células T, actQa directamente 

IFCCB) Sin ernbat·gc•, algunc•s c•t.r•:•s (35) han mencicw1ado qlie el FC:CB 

y la IL-2 son completamente distintos. 

En lm esquema de activacié•n de céllilas B de ratón qlie 

propusieron Howard y Paul (36), mene i onan qlie 1 c•s anti - I 03 

estimulan a células B en Go para ent.rar a G1 tempr;11na, donde 

pueden t·espcw1der al estlm•.ilo dal FCCB el cual cor1dlice a las 

células a t.ransclwrir pot· G, dc•t1de ahc•ra reqliieren de c•trc• 

f acton la IL-1 secretada por los macrófagos, para entrar a la 

fase s Se SllPOne que la acción oje ambas ci tcicirias es 

mediada pc•r 1·eceptores especl f iccos, sin embargco, no hay evidencia 

a(m de Sll existencia. 

A partir de lc•s experimentos l levad•:>s a cabo pc•r Howard y 

Pele en 1953 120), se establecieron los primeros métodos 

confiables para entender la dinérnico. del ciclo celular. Cc•n 
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los avances técnicos disponibles se ha evoll~cionado 

cons1det·ablemente en el conoc1m1et1to de la c1n~t1ca celular y 

actl~almer1te existen L~na serie de métodos para su estudio que han 

~~no de los rnás Lttilizados es el marcaJe con isótopos 

1·adiactivos. Este método tiene la ventaja de permitirnos 

estudiar la cinética celular en poblaciones as1ncrónicas~ además 

de que puede aplicarse al estudio del ciclo celular ia YiYQ• Y• 

que ltt1a inyección del compuesto radiactivo es equivalente a un 

pulso en los cultivos celulares. La timidina tritiada es Lrno de 

los prec1 .. u-sores rad1acti vos de más amplia L1t.i 1 ización; t1•::> 

c•bstante SLi • .. iSC• ha sidc• criticado:• (37, 38) P•:>rqL1e ne• se toman en 

timidina intracelular no marcada, así como los cambios en la 

actividad de la enzima timidir1cinasa o de leos a•=arreadores de 

timidina en la membr•na celular. 

Otra forma de estudiar el ciclo celular fue introducida con 

el uso de la cit.c•flL1orometría ya sea simple C• de flujc•. Ambas 

t:•liscan principalment.e detectar las va1·ia•=iones en ca11tidad del 

ADN a lo largo del ciclo. De tal modo qLie lma c:é l Lll a en G 1 ti ene 

una •=antidad diploide de ADN o 2n, las que están en ~= y 

principios de M t.ienen 4n y las qL1e est.án en fase S tiene11 lma 

cant..idad intermedia, mayc•r de 2n perc• mene•r de 4n. Debide• a qL1e 

este tipo de est•..ldios son trar1sversales, la distribl1ción del ADN 

en lil pcoblación c:elL1lar se Pliede hacer rápida y adec:1..1i11darnent.e, se 
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detecta incluso la pérdida celular 139) , 

En 1973 La~t 1401, consigue marcar el ADN celular con wi 

la 5-Bromodesoxiuridina IBrdUI el cual al 

rn1crosci:ipii:1 las cromatidas hermanas de los ct-omosomas en 

meta fase. 1·:04 F'erry y Weol ff (41) 

desarrollaron una int1ovac1ót1 a la técnica at1terior, que consistió 

en teR1r con el colorante Giemsa después del tratamiento con el 

De esta manera las preparaciones pueden set· obser·-

vadas al micreosceopieo de campeo claro obt.eniendo leos mismcos 

reSlll tados, 

permaner1tes. 

pero se así obtetier preparaciones 

Orig1r1almer1t.e est.a técnica se utilizó para est.lldiar el 

fenomenco de intercambios de cromátidas her·manas; sin embargo, 

poce0 tiempo despllés varios alit.cores la llsaron paira examir1ar la 

cinét.ica proliferativa de diversas poblaciones cellilares tanto in 

Y.!YQ ce0mo .i!::o Y.itr9 142-44). De tal manera qL1e cuando lltla 

población celular crece en presencia de BrdU, las céll1l11s que han 

dupl icadco wia vez Sll ADN i1"1corporan el análogo en una de las 

hebras de la meolécula en ambas crcomátidas <sustitl1ción monofi-

lar). Despl1és de teñirse por fl•.io:wescencia más Giemsa, se 

cobserva al microscopio un patréon de coloración ot:oscurc• ero ambas 

cromátidas de todos los c1·omosornas <M-1 en la figura 2). Cuando 

las células han pasado por lltl seglmdco cicle• de dllPl icaciór1, llt"li!I 

cromátida de cada cromosoma ha inco:<rpo:wado en sus dos hebras el 
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Figura 2 .- Incorporación diferencial de BrdU. 

=BrdU 
t=:=:::J Timidina 



<sustitución b1filar), mientras la otra sólo lo lia 

més clat·a que la otra en todos los cromosomas metafés1cos <M-2 et1 

Finalmente cuando las células han duplicado su ADN 

tres veces o m~s, Pt·esentan ct·omosomas de dos tipos: 

crométi das Sllsti t.1.li das bi ti 1 ar mente ·:i•.1e pe•r 1 e• tant•:• se ven ambas 

claras al microscopio y, a•:iuellas go_¡e tienen llt"oa s•.istituída 

(obscura) y lttia bifilarmente sustituida y por lo 

tanto clara CM-3 en la figura 21. 

De esta forma, se puede evaluar en un cultivo el porcentaje 

d• céll1las •=llle se haro dividid•:• una, 

est.e• se p1.1eden calcular al9l1r1c•s índices q1.1e ne•s daro intcormación 

ac•rca de la historia duplicativa de .las poblaciones cell1lat·es. 

lvette y Tic& 1451 han prc•P•Jestc• lma fórm•.lla cc•n la "llle se 

calclila el índice de replicación II.R.) el cual es un pan~rnetre• 

que nos pl1ede dar 1.ma idea m•.iy precisa de la cinética de 

proliferación celular. Los rnismos a1.1ton:s han extendido el uso 

del I. R. para calcular el Tiempc• de i:.enerillción Prc•rnedic• ITGP 

tiempo desde que se agregó BrdU al cultivo/I,R.I. 

es necesario que por un lado 

la población celular recuperada no te119a excl1.1sivarnent.e células 

en prirnera división y peor c.t.rc• q1.1e la deterrninación de rnetafases 

en tercera división no se vea in=rernentada peor células ''llle se han 

dividido rnés de tres veces. 
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Eªi;t2t:!S~ '3!d§ eyig,·~§!J !.nfl~ir. áQºr.§ !s Q1o§~l.i;ª 9§ Et:2lif§r.ªa:iQn 

º-El'.:!!.§!!:.• 

En divet·sos trabajos se han estl~diada algunos de los 

fact.cwes tanto ambi@titales como aquellos propios de 

ql~e el medio de cultivo l~t1l1zado it1fluye sobre la 

duración del cicle• celL1lar- (CC) U:·>. 

retardar el ciclo cellllar C7, 

tal efe•=to <6>. 

8)' 

Los valor-es del pH tar1t.e• ir1t.ra corne• extracelular también 

afectan la proliferación de linfocitos en cultivo. Así., 

valores de pH extracelL1lar arrit•a de 6.8 se mantiene el 

crecirniento expor1enci11l y ademas se induce la proliferación de 

las celulas en Go, rnientras que si el pH extracelular se man-

tiet1e entre 6. 7 y 6.4, la tasa de división se reduce; por 

úl tirne•, si el pH t•aja más de 6.4, el crecimiento se inhibe casi 

por completo C9>. 

Pc·t· otro lado se ha observado qL1e cL1ando los lirofc•citos 

proliferan, frecuenteme11te el pH intracelular es más alcalino qL1e 

en aqL1el las cél•Jlas que se encL1ent.ran en repc•so 

<1982> citado por 10), 
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Las variaciot1es en la tempet·atura de Cl~lt1vo también 

afectan la dL,ración de1 ce, sobre todo ~1 ésta es menor de J~ uc, 

reducción que prodL~ce el alargamiento del e.e. (11>. 

Las cond1c1ones de colecta de la sat1gre infl~4yen en la 

proliferación de los linfocitos en cultivo, pot· ejemplo, s1 se 

obtiene la muestra durante la ma~ana, la proliferación de linfo-

durante el rned10 día o la noche 1121. De ig•.i<d fcorrna, 

anticoagulante es usado e1 acido etilendiaminotetraacético (EDTA> 

e• el cit.ratco ác1dco de dextrcosa <ACD), el ce se hao=e rnás 

prolo~;ado que en aquellas muestras tomadas con heparina 1131. 

Por lo que respecta a las variaciones en la cinética de 

proliferación de linfocitos en cultivo, producidas por factores 

prcopios de leos donadores, se ha detectildCo qlle ésta es rni!<s lenta 

en las personas viejas 0::¡1.1e en las jóvenes ( 141. El estadco 

nutricional de los donadcores también parece ser lm factcor qo.ie 

influye en la proliferación linfocitica 1151, 

condiciones de salud, ya q1.1e en per·sconas parc.sitc.das la CPC es 

más lent.c. que et1 leos individ•.1os sanos (161. Ccornco se mencionó 

ar1t.ericormet1t.e lc.s hormconas est.ercoides se>(Llc.les pueden c.fec:t.ar le. 

proliferación linfoc:it.ic:a. 

d• leos est.udicos real izc.dC•S al respec:t.o:o; se incluye inicic.lment.e 

una desc:ripci611 breve de estas hcor-monas y Sl1S efeo=t.cos biol6•3iccos 
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liposolubles que 

una estructura básica~ el c1clopentanop~rt1idrofenat1treno; de 

éstas~ los estróget1os y los pt·ogesté9et1os pat·ticipan en la 

los fenómenos biológicos que ocurren durante el 

ciclo met1strual. 

Los estrógenos recibieron tal nombre en 1929 Cl~ando Deisy y 

sus colaboradores (citados por 46) encontrat·ot1 gL~e los extractos 

de orina de muJeres embarazadas producían la entrada al 

o estro en hembras inmaduras de distintas especies. 

Los principales estrógenos producidos por la muJer son el 17B 

la estrona y el estriol. El primero de ellos es 

secretado por los ovarios mientras que la estrona y el 

se forman en el hi9ado a partir del estradiol o por conversión de 

la androstenod1ona y otros andrógenos en tejidos no endócrinos 

<47). 

En las muJeres normales, lc•s riiveles de 17B -estradic•l se 

elevan durante la fase folicular del ciclo menstrual a aproxima-

damente 2UU pg/ml, y declinan posteriormente <48). A pesar de 

''llle casi todo el 17 B -estrao::hol •:iue entra al t.cwrente san-3ldt1ec•, 

se une a proteínas como la la 9lc•t:••.1l ina 

acarreadot·a de andr69enos~ la cantidad libre se eleva y decae de 
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acuerdo con la cantidad total producida a lo largo del ciclo 

rnenstnial. Esta hormona libre junto con aquella que se une a 

cot1 menor af 1nidad~ producer1 los 

La progesterona en la muJer no embarazada se produce 

principalmente en el cuerpo lúteo, aunque la corteza Sl~prarrenal 

incrementa su sintesis dut·at1te la tase fol1culat· del ciclo meris-

tnial (48). Dln-ant.e la segtmda parte del cicle•, desp•.iés de la 

la progester·ona es la hormona sexL~al dominante ya que 

en promedio su concentraci~~ se eleva a rnás de 2ü ng por ml de 

plasma. 

Esta hormona es inactivada en el hígado y excretada en la 

cit"' i na.. En el tlibe• digest.ivc• también es ina•=tivada por complete• 

de modo c¡ue el ínicamente debe ser adrninü;t.rada peor inyección e• 

bien recurrir al producto sintético pregnenolona por vía oral el 

cual ne• se inactiva en el t.ract.c• digestive•. 

Uno de los efectos biológicos más interesantes de estas 

hormonas es la participación en la regtilación de lc•s ciclos 

reproductivos er1 los mami feros que en el hlimano recibe el nombre 

de ciclo menstrual (gr6fica 8). Al comienzo de cada ciclo lm 

m'.imerc• variable de folículos, qtie contienet1 cada tmo lH"I óv•.ilo, 

comienzan a desarrc•l larse en respuest.a a lma hc•rrncor1a llamada 

Hc•rmona Estimlilante del Fol iculc• <FSHl. Después de 5 6 6 días, 
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uno de ellos empieza a desarrollarse más rapidamente. Las 

células de la granulosa de este folículo se multipli¿~nc~, 

la influencia de otra hormotia adeno~i1pofisiaria: la luteinizante~ 

sititetizan 

estt·ogenos y los l1bet·an de una manera creciente. 

de éstos llega al méx1mo Jt~sto antes de la mitad de cada ciclo lo 

que estimula retroactivamente una liberación r'p1da y masiva de 

FSH y LH causantes de la ovulación. Cuando el tolíct~lo se rompe, 

el óvulo es expulsado a la cavidad abdominal cerca de la tt·ompa 

de Falcopio. La estruct~ra remanente del folículo sufre una 

t.ransfcorrnación metabólica <lutein1zación> cuya 

endócrina es la síntesis de progesterona, la CLlcd 

principal función la estimLilación del endornetrio:o •.iterinco. Las 

células de esta estructura producen estrógenos y progesterona por 

el resto del ciclo o durante mas tiempo si ocurre el embarazo. 

Si este no ocLfft·e, 

prodo.icción hormonal. 

el cuerpo amarillo degenera y cesa la 

Et1 el endometrico, la falta de estimulación 

con prcogest.ercona prcovoca que ero las arterias de esta est.rLictLH"a 

se produzca constricción, y los tejidos externos que éstas irri-

gan neo recib11n sangre y mueran; mient.ras tanteo se prcod•.lcen 

peque~as hemorragias en las arterias más profundas. 

de sangre y tejidos neo=rcosadcos en el intericor del útero estimula 

la contracción de los músculos uterinos y la expulsión de estas 

est.nict.o.iras hacia la vagina lo q1.ie fo::orma parte del fl•.Uco 

met1stniaol <49). 
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El punto de Partida de las investigaciones que relacionan 

a est.as hc•rrncinas cc1r1 ed sist.erna 2r1rn1.,nc1lé•9icc1 se basé• er1 las 

obs~rvac1ones hect1as por distintos científicos et1 las cuales se 

hacía resaltar una diferencia entre la respuesta inmunológica de 

las hembras con respecto a !a de los machos; 

hembras de distintas especies 2ncll1yet1do la humana, 

respt~esta celular y humoral mas elevada. Simulténeamet1te los 

datos clínicos mostraban que las rnuJeres eran rnés resistentes a 

wia variedad de infecciones. En a~os subsecuent~s se r~portó que 

las muJeres son més susceptibles a contraer enfermedades 

a•Jtoit·omlmes aperetitemente detoidc• a lWoa exagerada respl1est.a a 

autc•ant. í geroc•s < ::rn l • 

Existen varios trabajos 151-541 que tratan de explicar 

el papel que jlu1gan las hot·monas sexl1ales en la aparición y/e• 

a9rav1ornier1to de algunas enfermedades al1t.oinrol1nes come•: lllPllS 

eritematoso sistémico, 

tolde, et.e. 

t1roiditis autoinmune, artritis reuma-

Se ha encc•rot.radeo Cllle la c•ro:¡o.ddect.c•rnía real izada en ratones 

incrementa la protección corotra diversas enfermedadez causadas 

por vin1s <virllS de C:oxsac:kie Bl, baoct.erias CSt.reptc•cc•cusl, y 

hongos c•:•rno 1& candidiasis <50, 55-57> a la vez o:¡ue ca•Jsa un 

aumente• en la t.ransfc•rrnación de linfoblast.e•s en c•.1ltivc• (58,59) 

y acelera la rea•=cióro de rechazc• a itüet·tos de piel en ratones 

(60, 61). 
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Dl,rante el embat·azo se cot1sidera Gl'e las hot·monas este-

En p::i.rt i•:ula~· ]¡; 

(6.:::; 

et1 muJet·e~ dl1rante ~l pr·imer tt·1mezt.t·e del embar8=o laE Cl4a1eE se 

reestablecet1 a rangoE r1orm8les (70 ~ de 11t1foc1toE T y 30 h de 

l infoci teiE. B> de la vigésima ~emana. 

zadas, algutios de los Cl,ales son secretados incluso por el pr·opio 

sobt·e todo en roedores~ los 

64) se reporta qL1e los at11males ovariectomizadoE 

protección contra Lltia variedad de itifecciones~ así como utia mayor 

pr·edisposición a la indl,CCiót1 de ciertos t.l,mores. Mientras •:¡lle 

otros t·eportan que la ovariectomia deprime la t·espuesta hL1moral 

agentes infecciosos <50, 65). 

La naturaleza conflictiva de estos datos podría ser cotise-



Est.a es w·1a oje las principales fl1entes de variación en leos 

resultados de las itivestigaciones con hormotias en general. Eti 

algunos estudios se ha reportado que dosis bajas de estradiol, 

progest.eri:ir1a y testosterona causan efectos opuestos a los 

provocados por concent.raciones altas (66, 67> .. 

bl Edaoj: 

La edad de los individuos puede resultar crucial en expe-

rime~tos donde se realice una gonadectomia; por ejemplo, la 

orquidectornia llevada a cabo en etapas previas a la pubertad, es 

m~s efectiva que si se hace después de la maduracic~ sexual. 

tam-

bién debe tornarse en cuenta est.e factc•r ya '=!lle si se administran 

inmediatamente después del nacimiento tienen efectos mucho m~s 

pronlmciados er1 el sistema inm1.me •=!lle cuando se hace e11 animales 

destetados e• adl1 l tos (5(1). 

c) Via de administración: 

Se ha dem•:•strade• ql1e las horrneor1as en implantes tienen un 

rneJor efecto:• que las inyecciones repetidas (50). Recier1t.emente se 

ha preopuest.c• a la inyección directa de la hcorrnc•na en lma base de 

aceite come• la mejor feorma de adrninist1·aci6n debido a ql1e la 

concentraciC•r1 hormonal puede ser cc•ntrolada con mavc•r precisión. 
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d) Cor1versiLir1: 

Las hormonas sexuales rnascl,linas, como la testo~t~rona 

En ciertos trabajos se ha demostrado que los estrógenos~ 

igual que la pro9esterona, i,1hiben tanto la incorporaciót1 de 

t·1wnan•~S est. imi.11 ados cc•rr PHA, Con-A y PPD 158, 691. 

L•:1s datos i:•bter1idos al usar· •=c•r1•=iant.racic1r1es tiajas (IJ.01 a 

0.1 ug/rnl > 1nd1cet,-1 ql,e estas hc•rrnc•t"1as increrner1t.ar1 la ir1ccirpc1ra-

,:iór1 de t.1m1d1r1a t.rit.1ada et·1 11nfo,=it.•:•s est.irnt,la1j1:is cc•r1 F'PO, 

rnier1tras •"lll"" a cc•ncent..rac1cor1es rnilY•:we.s ( 1(• a 8U llg/rnl l el 

efecto es el cotitrario (69J. 

En otro trabajo 1591, en el cual se medió la respuesta 

humc•t·al en i infcoo=i tos est..irn1.liaojos •=c•rr ed mi tógenc• Pokeweed <F'WM>, 

se ha observado que a concentraciones fisiol091cas el estradiol 

estimula la acumulación de células secretoras de inmwloglobulinas 

(lgl y el pcorcent.aje de plasrnablast.c•s cc•n lg i1·1t.racit.copl~srnicas, 
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mientras que la testosterona se comporto de fcirma"inversa (591. 

En es tcis rn l sro1:•s es t.ud los- se p rc1~··:it1e --q1.~e.=- e-1-=0.:-e f-e-ct.o~--d~- --1-a_S_ -··1br-rñót1a-.s 

sexL1al es tal 

cot1 base eri el hect10 

de que al eliminar del cultivo estas ultimas células los efectos 

antes mencionados desaparecen. Estas obser·vac1or1es se ver1 

respaldadas con otras invest1gac1ones en las CLlales han sido 

demostr·ados r·ecEptores para hormonas sexuales en 11t1foticos T, en 

tanto que en linfocitos B no se han er1contrado (72>. 

Otros investigador·es han su9er1do qL~e la síntesis de 

prcost.a9landinas es Lm pase• impcort.a.nt.e para la apariciC•n de lc•s 

efectos. ir1•·1ibit.1:iric•s c¡..,1Jsad1;,s F•C•r las horrn•:ir1as sexLH:des, especi-

ficamente el Diet.i lest.i lbest.rc•l <I>ESI en las célldas Nt<, ya q1.1e 

al a9re•3arse Indc•meta•:ina y ácido aceti lsal i•:il ice• los 

cL1ltivos -ambos sL1presores de síntesis de prc•st.aglandinas- jLmtc• 

con el DES desaparece el efecto it1hif:'itori•::.. También se observó 

que al estar presentes las prostaglandinas en bajas concentra-

ciones, en vez de tener w·1 efect•:• sL1pres•::.r sobre 1 as cQ llll as Nf< 

éstas s• ven estimuladas <781. 
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El Cll!tivo de 11nfoc1tos se llevo a cab1~ de acllerdo cor1 la 

técnica de Moorl1ead y coJs., 

rnarrera: 

de cultivo RPMI 164U IGIBCU). fi cada cultivo se le ad1c1onarot1 

0.2 mi d~ fitohemaglut1nina <M1crolab> y 30 f9 de 5-bromodesox1L,-

colcemid <Microlabl. 

Al Cc•secha. 

m1nL1t.os a 1,200 1·prn (:JOux•;¡), se e.lirninó el sc•t•renadant.e y se dejó 

incubación a 87 ºC, se centr·ifL,garon dl,rante 8 min a 1,2Uú rpm 

('.~-IUOXg) y -:..a descart.ó el s1:ibt"er1adante dejár1d1:ise t'n vc1lurner1 i 0;11..4a! 

al del botón para resL,spender las células antes de agregar 7 ml 

de f1Jador, se deJaron las células reposar durante 20 min. Se 

repitió esta opet·ación hast~ observar que el botón se encontrara 

lo que generalmet1te ocurrió en el tercer 

carnbic1. La fijación se rnar1t.lNC• durante 24 h a 4 "'C. Al dí a 
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8 

s1Jspens ión 

peor la flama. 

B> Proceso de t1tición. 

laminillas, se procedió a te~1r coti 

m•s Giernsa derivada de la descrita por Perry y Wolff (381. 

consistió en introduc1t· las lam1n1llas eti una solución de t1n-

dor de fosfatos pH b.8 y cubreobjet0s; 

2 ~ de Giemsa-amot·t19t~ador fosfatos durante 4 a 8 

CI Analisis de Metafases. La cinética de la proliferación 

ce 11.11 ar· fue c~1ant i f i cada 100 primeras 

segunda y tercera o sucesiva división. El indice de replicación 

CIRI se determinó con la fórmula propuesta por Ivette y Tice 1451 

IR = 
it1d1ce m1tot1cc• t!M), 

eti ut1 total de 2,0úU céJt~Jas por cultivo. 

:)IJ 



dores de ntlestro laboratorio: 

1:.:: ¡ 

de los cuales se tomaron muestt·as cada semana dl~rante 

rnes. 

B> invest.igar el efecto iD YlifQ de 

sexuales en la pt·o11feración 11nfocitica, utilizamos sangre de 2 

individuos sanos ( 1 hombre y 1 rn•.uer> para real izar las cw·vas 

1·on 

sangre de 4 donadot·es <2 tiombres y 2 mujet·es). En ambos casos se 

t••.,scó ·:iue el •:tía de nauest.rec• cc1ir1cid1era c1:1r1 el prirner día de 

mer1st.r1.4a•=iór1 er1 las dor1ad1:1ras ya •=1t.4e es en ieste día •=l4C.r1d•:i la 

menor cantidad de estas hormonas esté circulando «;iráfica ::: l. 

En el e:;;t.1.1dic• !t:! ~ii.t:Q se L1tilizarc•n 17 B- E:;;tradicd <PM 

272. 37; Scherin·:i> y F'roge:;;ter•:•na <PM 314. 45; Sd·1erin9). Arnba:;; f•.1~ 

ron diluidas en et.ano! puro <Merck) en el rnc~ent.o de iniciar cada 

se agregaron a los cultivos 40 ul de las hormona:;; 
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. . ._;. ___ .. _.<·-_:.-_, __ -.-···-~- ;-:->.- ' 
para •:•bt.ener cada 1Jr1a de las ·siguiet-.1:.es· Cc•nc.ent.raciónes. fir1ales: 

Al 17 e -Estradio:d 1. 4? )" 11~1:-~~~!:1,'=~!~.;Li<ZL~d~~~o':'-'- 6. ll6 X 1 u- 1 'ºM; 
- '-~>;:~·le~:-~ ·f._'.<· 

10-"'M, 4~93°)i",lOj,\"'M~'i'y;~,7: •;:¡5 :>( 1l1-""M. Al 
·;:· __ ,.!·, º/-'.l··_:·· 

mismo tiempo ambas 

en las siguientes 

- :.'_,:·,• ::_:;;;: .. :·_..:.-~ 

i=·rc•pó'r·=i·e:;·r,~s---> ~o:,.{::{·~7:·a:~Es:t.;~ad i e' l /pr1:1gest.et·1:1r1a) : 

1) fase rnenst.rt~al 1. 4 7 2) 

X X 10-"'M; :)) 

4.41 x 10- 10M/7.95 x 10-e; el volumen final en el cual se agrega-

ron fi_~e en todos los casos 40 ul. 

ad1c1onaron 40 ul de etanol puro 1Merckl. 

se llevaron a cabo 2 hot·as después de iniciada la est1mulaci6n 

co::•r1 PHA. 

A los datos del est~dio lo~3itudinal con 

dot-iadot·es se les aplico ut1 análisis de variat1za mientras que 

8tudent con valores de p menores d~ U.025 y O.O~. 
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En la respliesta a la est.im•.dación iD y!!;,.t.:Q con F'HA existe 

una gran variabilidad entre ind1vid1Jos así como entre diferentes 

mL~estras de L~n mismo donador, lo cual se observa tanto en el l·.M. 

Sin embar·go, en la tabla 

I se puede ver que el promedio de los valores para ambos 

par~mett·os obtet11dos en cada individuo fue homogétieo etitre los 

donadores, excepto por la respuesta encontrada en L~no de ellos la 

CL~al tL~e estadisticamente d1fere~1te a la del t·esto del gt·upo. 

Tratand•:• de e:><:pl icar las var i acicir1es ind1vid•.iales 

se considero la influencia de los cambios hormonales 

ocurridos a lo largo del ciclo menstrual sobre la proliferación 

iinfocitic:a, Los nis•.iltados obtenidos tanto en el IM corno:; en la 

CPC: de las 6 o:lcor1adoras se anal izaron cc•ntra el dia rnenst.rlial en 

q•.~e se encot1trabar1 al mc•mento de tornar la muestra de sat'l•;lre, sin 

embat·go, neo se detectó ninglma cc•rrelación est.adísticarnent.e sig-

nificativa (9r6fic:as 3 y 41. Es importante hacer neotar que el 

cornpc•rtarnient.c• del donador núrnero ::;, en nliest.r·c· estlidic• es rnllY 

parecidc• a l•:-s reslllt.ados qlie se enc:c•nt.rar·on en 1972 (171 con 

este rnisrno individuo C9r6ficas 3 y 5 1. En los deonadores hombres 

t.arnbién se detectaron carnbieos en la resp•.iesta a lo lan;1c• del 

tiempo (9r6ficas 6 y 7 1 con intervaleos prc~edio de 0,024 ! 0.007 

a 0.046 t 0.005 y 1.96 t 0.10 a 2.49 t 0.13 para el IM y el IR 

respectivamente. 



TABLA 1 

IbNAOOR 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

PR()>1El)10 

CIIUICA DE PROLIFEMCION CELULM E INDICE MITOTICO 
EN 7 INDIVIDOOS SMOS. 

1A5(X.:_D.E.) 2A5(X.:_D.E,) 3A5 (X.:_D.E.) I.R. <X.:.D.U 

24 !. 7.4. 18.:.6.4 58 !. 9.7 2.3 !. 0.16 

21.:.7.6 19.:_7,6 60 !. 9.1 2.39.:.0.14 

20 !. 9.7 18.:_7,4 62 !. 9,6 2.43.:.0.17 

21!.9.9 15.:.3.2 fJ.1.:.13.2 2.39.:.0.39 

22!.ll.4 19.:_9,4 59.:.14.4 2.37 .:.0.23 

27 !. 9.2 20 .:.7 ,6 53 .:.14.3 2.25.:.0.23 
36 + 3 5* - 1 17 !.7 .4 47 :t:.16.5* 2.10.:.0.32* 

I.M. <X.:.D.U 

O, 0296.:. O , Oll 

0.0347.:.0.012 

0.0328.:_0,0ll 

o 10305!.o1018 

0.0306.:.0.014 

0,0260!.0.012 

0,0195.:.0.0ll* 

24.4 !. 5.2 18.:.1.5 57,6:!).4 2.32:.0.ll 0.0291.:.0.005 

" DIFERENCIA SIGNIFICATIVA CON RESPECTO AL PRc:nDIO P(0,05 

1A5: % DE CEWLAS EN SU PRIMERA DIVISION MITOTICA, 

'f-S: % DE CELULAS EN SU SEGUNDA DIVISION MITOTICA, 

-;,AS: % DE CELULAS EN SU TERCERA DIVISION MITOTICA, 

I ;'R.: INDICE DE REPLICACION, 

I ,M,: INDICE MITOTICO, 



Gráfica l. - Variaciones del Indice Mitótico a lo largo de 
o.os 3 meses (medio para 7 donadores J 

0.05 

o 

"' - 0.04 'o -
:E 

0.03 

~ 

"' 
'a 0.02 
e: 
~ 

0.01 

10 20 29 10 20 31 10 20 30 ... .., ..... _,, 
'V' V" 

Feb. 1988 Marzo. 1988 Abril. 1988 

Fecho de muestreo 



a 
u -'o -e 100 

,e: o ·-4n ·-> ·-'a 

•• ,,,, 
e: 

50 u 

4n 
a -::1 -'U 
u 

u 
'a 

a' 

- -
Gráfico 2.- Variaciones de la cinética de proliferación 

celular o lo largo de 3 meses ( media para 7 donadores) 
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Gráfica 3. - Variaciones del Índice mitótico a lo largo del ciclo 
menstrual ( 6 donad ores) 
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Gráfica 4.- Variaciones del Indice de replicación a lo largo del 
ciclo menstrual ( 6 donadores) 
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Gráfica 5. - Variaciones del Indice mitÓtico 
a lo largo del ciclo menstrual 
del donador@ hace 18 años 
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Gráfico 6.- Variaciones del Indice Mitótico 
en 3 donadores hombres 
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Gráfica 7.- Variaciones del Indice de Replicación 
en 3 donadores hombres. 
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ad1ciot1ados in ~!t~Q a !os linfocitos et1 concentt·ac1ones que 

menstt·ual <graf1ca 8>, se ~ncontró que arnba~ hormonas. 

en contacto con las células dl4rar1te 7ü horas it1h1b1eron la 

curiosamente no en la dosis m~s alta Cgr~ficas 9, 1 ll, 11 y 12). 

Mient.t·as ql4e a! ad1c1ot1arse simu!tét1eament.e !as dos •1ormonas a 

los cult.1v•:1s de 11r1fo•=1t.c1s, se: er1ccw1tró lU·1a inhibici~1n del IM cc•n 

las cc1r1•=ent.ra•=iones. horrnc1r1ales s1mi lar'es a las re9ist.radas 

durante las fases menstrual y pre-ovulatoria, 

cambios si•;ni ticativ•:is er1 est.e: parámet.r•:i cor1 la deis is ·::¡1.~e s1rn1..,ló 

Cabe se~alar gl4e los 

resultados mostr·at·or1 una mayor set1sibi!idad de las céll4las de 

mujer a estas hormonas y ~ún en la última concentración hubo l4n 

efecto s19nif1cativamente inhibitorio del lM lgrafica 141. 

En cuanto ~ la CPC en la gréfica 15 puede verse como ésta 

se hace mas let1t~ en cultivos que fueron tratados cot1 ambas 

t·11:.rrnonas en las c:•:•ncent.r-ac:ic•r1es s1rn11ares a las en•=c•ntradc-t.s 

efect.c1 s.i·;r1ificat.ivc1 en aq1_4éllos a lc•s c1.4ales se les a9ri:9ar•:•r1 

dosis similares a las encontradas en la fase preovulatoria del 

ciclo menstrual. No se observaron diferencias en relación al 

se>(O de los donador-es. 
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Gráfica 8.- Variaciones promedio del 17,8-Estradiol 
y la Progesterona en plasma de mujeres 
durante el ciclo menstrual. 
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Gráfico 9.- Efectos del estrodiol en el indice mitótico de linfocitos humanos 
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Gráfica 10.- Efectos de la progesterona en el Índice mitótico de linfocitos humanos 
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Gráfica 11. - Efectos del 17 j3- es tradiol en la cinética 
de proliferación de linfocitos humanos 
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Gráfico 12.- Efectos de la progestuona en lo cinético 
de Proliferación de linfocitos humanos 
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Gráfica 13. - Efectos de 17/3-Estradiol/ Progesterona en el Índice mitótico de 1 infocitos 
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Gráfica 13. - Efectos de 17/3·Estrodiol/ Progesterono en el (ndice mitótico de linfocitos 
humanos · 
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Gráfica 14.- Efectos de 17,8· Estradiol / Progesterona en el Indice Mitótico de 
Linfocitos Humanos 
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Gráfico 15.- Efectos de 17,B-Estrodiol I Progesterona en lo cinética 
de proliferoc1ón de linfocitos en hombres y mujeres 
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El anél1s1s de la cinética de proliferación celular y el 

rn1tót1co la variabi 11•:::la•:::I 

inter1nd1vidua1 e interrnuestral en la prol1ferac10n de linfocitos 

(7~i). 

los promedios tanto del IM cc~o de la CPC individuales 

respuesta fue estadlsticarnente diferente al resto. A este indi

viduo post.eri•:irrnet·1t.e se le dia·:w11:1st.1có t~na infe1=•=ión parasit.aria 

( Cot·o SD.ii\!!!Q§Q§ b:i§iQ.!J .. !;.J.fi\ Y §Ü!t:QJ.§ .!§!!!Qi§) , CC•nd i CÍ ón ''l 1.le PlldC• 

haber afe•=tadc• s•J •=apacidad de respo.iest.a al est.írn1.1lc• rnitc•génicc•. 

cinética de proliferación 11ntocít1ca més lenta ql'e los donadores 

En relación con la posible influencia de los cambios 

~1•:1rmot1ales c1curt·i·::1c1s !.n YiYQ durant.e el c1cl•:1 rnerist.r1Jal si:abt·e la 

CPC y el IM de r11.~est.ras dc1r1adc1ras1 ne• se er11=c•ntró alguna ci:irrela

ción estadlst.icarnent.e positiva. 

Es pr•:•t•able •:i1.1e debido a la inflo.ien•=ia de c•t.rc•s fact.r.:ores, 

sea dificil deser1traf'iar el efe•=t·c•in~i~Q ·:i•.le las h•:wrnc•nas 

sexuales tienen en la proliferación del linfocito. No obstante 

no.1estrc•s est.•.idic•s iD ~J.it:Q indican q•.ie tanto el 17 fl -Est.radic•l 



la progesterona tienen la capacidad de modificar la 

respuesta de los 11nfoc1tos a la estimL,lación m1togen1ca al 

retrasar la cinética de proliferación de estas células. 

Al trabajar con dosis de ambas hormonas similares a las 

detectadas durat1te el ciclo menstr~~al, 

la pri:igest.erc•na, pero no el estrad1ol~ la 

incorporaci6t1 de ~H-tim1dina, el pcircentaje de células vivas y el 

núrnerc1 de célL,las er1 rnet.afase en c1.tltivi:1s de lir1f1:11=it.c1s de 

hombre. Al adicionar s1multéneamente estas moléculas detectó 

efQctos parecidos a lc•s anteriores y pcistL,ló ·~'-'e la F•r•:i•;lest.erc1-

na es la hormona que tiene una influencia más directa sobre la 

En el 

est.lldic• '=!lle nosc1trc1s real izarnos se c•bserv6 ql1e t.ant.c• el est.ra

diol como la pro9est.erona modifican la proliferación celular 

inhibiendo la CPC y el IM de linfocitos de hombre y mujer, ya sea 

ql1e t1ayan sido a•:ü•=ionadas por separad•:> •::> sim•.dt.áneament.e. Le• 

anteric•r r1c•s indica '=!lle lc•s cambios c•bservadc•s en la CPC y el 

IM durante el ciclo menstrual pueden ser inducidos por la acción 

de ambas hormonas (gráficas 9 a 12). 

La mayor sensibilidad a la pro9esterona y el estradiol de 

linfocitos de mujer encontrada en lmc• de 

exper imer1t.os <sa-áfica 13>, puede ser explicada de la siguiente 

manera: lc•s l infc•ci tc•s de mluer al estar en cc•nt.act.c• previc• cc•r1 

sus propios est.r6•3enos p1.ieden tener •.m n1:1mero mayo:ot· de recepto::>res 
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de estas hormonas~ 

estas l1ormonas son mediados pot· la unión oe 

receptores específicos localizados en el c1t.oplasma y 1a post.e-

t1·anslocaciót1 del compleJo hot·mot1a-receptor al t1(~cleo aot1de 

la transcr1pc1on de información genética (4b, t.:=:>. 

Por otro lado et1 el linfocito ya l1an sido caracterizados recep-

tores para estradiol (72). Ademés se sabe qL~e la síntesis de 

nuevos t·eceptores puede ser estimulada por la acción de ciet·tos 

est.erc•ldes; poi· ejemplo, el 17 B -E:.stn11dicol est.irn1.lla en alglmas 

para progesterona <681. 

~s importante hacer notar qt~e tal efecto se observó sólo en 

el IM y no en la CPC; lo anterior nos puede lt1dicar que si bien 

el n~mero de célL~las que responden a estas hormonas es menor 

los hombt·es que en las rnuJer·es~ 

interact~an con estas moléct~las muestran el mismo compot·tamietito 

era su cinética de proliferación (·~1·áf1ca 14). 

A la fecha se han encontrado receptores para diverEas 

hot·rn1:•nas (peptidicas y est.erc•ides) :o t-ant.o en la membrana •=i:•rn1:1 en 

el ir1t.eric•r de células de •:liferent.es ó1·ga1·1c•s del sistema inrnLme. 

La b~squeda de tales recept.ores en el linfocito t1a sido de parti-

CLllat· interés: se ha encontrado qt~e la distribt~ción de est~s 

moléculas es diferente entre las subpoblaciories linfociticas et1 

:n 



las cuales pueden alterarse~tanto el número de receptores como la 

resF·i.testa a 1 as hc•rrnc•nas est.eri:•l des s.exua 1 es 1jespués de 1 a a•=t.i -

vaciot1 de estas células o dut·at1te enfermedades inmut1oló91cas y no 

inmunológicas <77). 

El efecto de las ~1ormonas estero1des sobre el sistema 

depende Lit 1 l i za•::la 

experimentalmente. F'cw e J emp le•, trabajos que han usado dosis 

altas de pro~esterona Y estradiol 110-• - 10-a MI reportan que no 

existe ning~n efecto de estas hormonas sobre la proliferación de 

lir1fc•c1t.c•s estirnL1ladc•s in Yi!<!:Q con F'HA, mientras que concentra-

cior1es mayores 110-... Ml inhiben SLI d1vis1on (19>. 

estudic•S se ha encc•nt.t·ado •=!Lle las dc•sis t•ajas de progesterona 

( 10- 7 Ml awner1tan la resPL1esta de lc•s l infocitc•s est.imL1ladc•s cc•n 

PPD más no la de los cultivos estimulados con PHA; concentra-

cic•nes cercc.nas al orden de 10-.. M tantc• de estradic•l corno de 

progestet·ona inhiben la inccorpot·ación de "'H-t.imidina en l i nfoci -

tos estimulados con PHA o PPD 169> Nuestros resultados muestran 

que las concentraciones fisiológicas de progesterona y estradiol 

110-~ M y 10-• 0 M respectivamente> inhiben la proliferación de 

los linfocitos en cultivo lgr•ficas 10 a 151. 

Los diferentes efectos que est.as hormonas pL1eder1 causar 

sot•re el sistema inmLme depen•::1en de la concentración et1 qL1e se 

adicionen, y este• parece ser •.m fenórnenc• general i zadc• de las 

honnc•nas seat1 esteroides e• no 1771. Así por ejemplo:- se sabe que 



dosis mayot·es activan receptores ql~e incrementan 

c1ones actúa sobre los receptores para insul1tia y ~st1mula la 

proliferación oe 11nfoc1tos T y B; por el contrario, dosis altas 

de esta hot·mona activan receptot·es para somatomedina C los 

it1hib1cion de la proliferación de estas 

cél1.das <77J. 

Algltt1os trabajos reportan que las dosis altas <10-~ - 10-~ 

M> de estradiol y diet.i lest.i lbestrol WES>, 

linfocitos y células HeLa específicamente entre las 

fases S Y G2; se propuso incluso l4n mecanismo de acción semejante 

al de la colchicina. un bloqt~eo de la metafase <19~ 

78). Recientemente se repot·to que el D~S se t4ne covalentemente 

al dominio cat·boxi-term1nal de la s-tt4bt~lltia y provoca at1ormal1-

dades en el aparato mitót1co en céll~las de hamster siric• en 

concentrac1ot1es del ot·det1 de 10-~ M <79, ~UJ; sin embargo~ no se 

han encontrado resultados semejantes con 178 -Estrad1ol. 

Los datos experimentales atlnados a lo anterior, 

a plantear que tanto el estr·ad1ol como la progesterona et1 dosis 

fisiológicas como las usadas en nuestro trabajo podrían estar 

actuando sobre receptores que inhiben la proliferación de los 

l infc•ci tc•s est.irn•.il ad•:•s in Yi~.!::Q cc•t"o PHA, mientras que en concen-
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traciones mayores <1u-~ - 10- 4 Ml estas moléculas son capaces de 

ut1irse a otra clase de estructut·as celulares como el c1toesquele-

to. Este alt1mo es uno de los mecanismos propuestos para expl1-

1=ar la a•=•=ión carcu-.i:19én1ca de la e::<pc1s1ción crót11ca a al91_n1•:•s 

estrógenos (79, 80). 

Las fluctuaciones en la CPC observadas en los linfocitos de 

comportamiento cíclico. Se sabe que eti los mamífet·c1s ocurren 

cambios periódicos significativos en la función de sus órganos y 

sistemas. Especialmente en los sistemas inmune y hematopoyético 

s• ha detectado cierta c1clicidad en la proliferación y función 

celulares durante diferentes horas del día (c1rcadianol, semanas 

<circasepta!l, meses (c1rcamensual> ó a~os Ccit·canual>; se ha 

encc•ntradc• C!Lle r":' sc•lc• carnt•ia el núrnerc• sine• la actividad de los 

lit·1focitc•s cir•=ular1tes •=1:imc• f1.w1c1ór1 del t..iernpc•, rn1:istrandc1 una 

respuesta ic YiiCQ distinta a la estirnulación rnitogénica (811. 

Est.c• PLlede ser detoidc• a cambios en las propcorcione:: de las dife

rent<!l!s subpoblaciot1es de linf•:•cit.os, dado ClLle 1"1ar1 sido repcortadas 

variacic•nes de la CPC ent.re linfocitc•s T de ayLida y T cit.otóxicos 

( 1(1, 731. 

El cultivo de linfocitos ha sido ut.ilizado recient.ernente 

corno 1..n-. sist.erna J=·ara la eval1Jac:i·~r1 de la CPC y li:1s cambios 

C•CLH"ridc•s en ella a consecL1er1cia de ccor1dic1ones pat.c•lógicas cornc• 

desnutrición y sindrornes cromosórnicos (15, 16, 821. 
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Nuestt·o estudio confit·mo que existe vat·iabilidad entre la cinéti-

ca de pro11ter~c1on de distintos individuos, as i cc•rno entre la 

fa les 

variaciones PL~eden ser resultado de la acción de Lln número inde-

te1·m1nado de factores entre los cuales se encuet1tr·at1 los cambios 

hormonales durante el ciclo menstr~ial. 

pudc1 observar a través de r1uestros resul tadc•s ·~1Je 1 as var i ac11:1t1es 

temporales entre distintos donadores sanos se mueven dentro de un 

i nt.er·va 1 e• fL1era de! c1.1al es pc•sible det-ect.ar alt.eracic•nes en la 

prc•liferaciór1 de lc•s linfc•cit.c•s prc•dL1cidas p•:•r rncodificaciones en 

las condiciones fisio!ó9icas normales. 
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