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I '~ RESUMEN

Entre los derivados de las amidinas se encuentran moléculas
que presentan el ién amidinium cuya caracteristica es la de tener
resohancia entre los dos grupos aminos que est&n unidos al datomo
de carbono, el que puede estar unido directamente a un radical
alquilico como en las amidinas o a través de un grupo imino para
formar las alquilguanidinas; este grupo presenta propiedades que
lo hacen objeto de estudio tanto por sus caracteristicas
fisicoquimicas, como por la presencia y efectos de substancias con
grupo guanidino en los organismos, ya sea en forma natural, como
agentes terapéuticos o en experimentacién. La octilguanidina (8G)
es una alquilmonoguanidina que se ha utilizado para explorar sus
efectos principalmente en los sistemas enzimiticos que dependen de
iones metdlices en las membranas de diversos sistemas blolégicos.

Debido a que los linfocitos presentan proliferacién clonal
después de ser estimulados por antigenos, representan un buen
modelo para el estudio de los fenémenos relacionados con la
Qivisidn celular; y a que la fitohemaglutinina (PHA) es una lectina
que puede interaccionar con grupos de carbohidratos presentes en
las membranas Yy es capaz de estimular a los linfocitos en cultive
e inducirlos a gue se dividan, mediante la interaccién de la PHA
con su probable receptor a nivel de membrana; se considera la
posibilidad de gue la 8G interaccione a nivel de la membrana
celular de los linfocitos en cultivo y esto modifique la afinidad
de los probables receptores a la PHA, de lo que dependeria en un
momento dado, la induccién de la divisién celular de log linfocitos
de humano para el tipo de cultivo utilizado en este trabajo.

Se realizaron 16 experimentos con 3 muestras para cada
tratamiento, con base en la microtécnica de Arakaki y Sparkes
modificada con sangre de humano periférica completa incubada a 37
¢ durante 72 horas; los experimentos se efectuaron con las
siguientes variantes: sangre completa sin PHA ni 8G para la
observacién de la proliferacién celular sin estimulacién
(experimento piloto); 8G a dosis de 19, 56 y 190 uM al momento de
la siembra, con y sin PHA y con y sin chogue hipoténico para saber
si a estas concentraciones la 8G interviene en la respuesta
mitogénica y determinar si la presencia de la PHA y el empleo del
choque hipoténico son necesarios para la induccién y observacién,
respectivamente, de figuras mitoticas (experimentos preliminares)
; 8G en concentraciones de 0.19 hasta 13 uM, con PHA a la siemhra,
para obtener una curva dosis-respuesta por medio del anilisis
citogendtico directo (experimentos dosis-respuesta) ; las mismas
dosis de 8G utilizadas anteriormente, pero sin PHA, para saber si
su presencia es necesaria para la induccién de la proliferacién
celular ain cuando a estas concentraciones de 8G se produzca algGn
tipo de respuesta {(experimento sin PHA); las concentraciones de 86
empleadas para la .obtencién de la curva dosis-respuesta para
evaluar la respuesta de los 1linfocitos por medic de 1la
incorporacién de timidina tritiada (experimentos dosis-respuesta
con timidina); 1.9 uM de 8G a diferentes tiempos de agregacién y
PHA al momento de la siembra, para averiguar si la adicién de la
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8G a diferentes tiempos modifica el comportamiento de 1la PHA
(experimento efecto de la 8G a diferentes tiempos); y PHA a
diferentes tiempos de agregacién con 1.9 uM de 8G al momento de la
siembra para saber si la adicién de la 86 antes de la PHA, modifica
la respuesta de la PHA agregada a diferentes tiempos de agregacién
después de la siembra (experimento efecto de la PHA a diferentes
tiempos).

Para la evaluacién de los resultados se utilizaron los
criterios del anflisis citogenético directo y la incorporacién de
timidina tritiada; el tratamiento estadistico de los datos
consistié en obtener el valor promedio de las repeticiones para
cada tratamiento, determinar la desviacidén estdndard, el error
estdndard y el porcentaje del promedio con respecto al control, el
cual se utilizé para la elaboraciédn de las tablas e histogramas
correspondientes. :

En el experimento piloto no se observaron figuras mitéticas,
por lo que se consider6 que la presencia de inductores mitogénicos
es necesarja para la divisién celular de los linfocitos de humano
para este tipo de cultivo. En los experimentos preliminares se
observé que a concentraciones mayores de 19 uM de BG no hubo
figuras mitéticas, a concentraciones de 5.6 y 1.9 uM hubo figuras
mitdticas en 71.7 y 114.3% respectivamente, por lo que estas
concentraciones se consideran dentro del intervalo adecuado para
producir algGn tipo de respuesta observable y la PHA y el choque
hipoténico son neccesarios para la induccién y obtencién de figuras
mitéticas respectivamente.

Los resultados obtenidos en los experimentos dosis-respuesta,
sugieren dos tipos de comportamiento en la curva obtenida, uno con
dosis de 0.56 a 1.9 uM de 86 que presenta mayor porcentaje de
figuras mitéticas gue su control, y otro con dosis de 5.6 a 19 uM
que presenta menor porcentaje de figuras que el control; en 1la
revisién de las figuras mitdticas se observd un mayor porcentaje
de anafases a la concentracién de 9.5 uM de 8G; en el anflisis
citogenético directo no se observaron aberraciones cromosémicas,
tal vez debido al empleo de colcemid.

Con relacién al experimento sin PHA no se observaron figuras
mit6ticas, por lo que se puede decir gue la 8G por si sola no tiene
efecto de induccién sobre la divisién celular para este tipo de
cultivos. En los experimentos dosis-respuesta con timidina, se
observé un perfil parecido al obtenido en los experimentos con
dosis de 8G similares para figuras mitéticas, aunque al comparar
los datos de este grupe con timidina contra su control, todos estén
por debajo del mismo. Los resultados obtenidos en el experimento:
efecto de la 8G a diferentes tiempos, indican en general una
respuesta por debajo de su control; la 8G agregada a los 45 y 60
minutos después de la siembra, para incorporacién de timidina
tritiada y fiquras mitéticas respectivamente, mostraron una menor
influencia sobre la respuesta de los linfocitos que en las demés
condiciones experimentales utilizadas. Para el experimento: efecto
de la.PHA a diferentes tiempos de agregacién se encontrd que la PHA
al momento de la siembra y a los 45 minutos después de la misma,
para figuras mitéticas, produjeron mayor nidmero de figuras con
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relacién a los demés tiempos de agregacién; la PHA agregada a los
15 minutos después de la siembra, para incorporacién de timidina
tritiada, mostrd menor actividad inductora que en las demés
condiciones experimentales utilizadas.

Los resultados es estos 2 Gltimos experimentos muestran en
general, una respuesta por debajo de sus respectivos controles; se
desconoce la causa de estos comportamientos en ambos experimentos.

Se - considera la posibilidad de que en funcién de 1la
concentracién de 8G, se modifigue la permeabilidad de la membrana
celular, lo cual podria facilitar o dificultar la interaccién de
la PHA con su posible receptor para formar el complejo: PHA~
receptor, el cual iniciaria los fenémenos biogquimicos a nivel de
membrana que conducen a la divisién celular de los linfocitos de
humano en este tipo de cultivo. Asimismo, se hacen consideraciones
tedricas sobre otros posibles mecanismos y se sugieren algunas
ideas para la continuacién de este trabajo.



I1I INTRODUCCION
a) DERIVADOS. DE LAS AMIDINAS

Los derivados de las amidinas poseen un grupo bdsico fuerte
gue corresponde al ién anmidinium (Fig.1) el que presenta la
caracteristica de tener resonancia entre los dos grupos aminos que
estan unidos al 4&tomo de carbono:

2
R-C

LA

NH
B

. +
NH2

figura 1

En donde R es un radical alguilico unido al ién amidinium y
dicho radical puede estar unido directamente como en las amidinas
mds comunes a través de un Atomo de oxigeno como en alguilisoureas,
de un &tomo de azufre que constituyen las alguilisotioureas o de
un grupo imino el cual forma las alquilguanidinas. (Fastier, 1962).

Debido a su carga positiva los iones amidinium son atraidos
por los grupos cargados negativamente, y en medios fisiolégicos,
no sélo por aniones pequefios sino tambien por los grupos aniénicos
de macromoléculas como por ejemplo: grupos carboxil y fosfato de
proteinas; sin embargo, puesto gue el ion amidinium estd sujeto a
una interaccién constante por parte de otras moléculas, la duracién
del contacto entre el ion amidinium. y algan anién parece ser de
corta duracién a menos que la atraccién electrostética entre ambos
sea complementada por otro tipo de unién (Fastier, 1962).

En los derivados de las amidinas, como en la acetamida y sus
homdloges, en los cuales sdélo una cadena de hidrocarburos se une
al grupo amidina, es poco probable gue cualguier unién fuerte
diferente del enlace idnico reforzado se forme entre el anién y el
catién, sin embargo, los enlaces del tipo de Van der Walls se
podrian formar entre los &tomos del catién y los del anién. La
atraccidn de Van der Walls entre moléculas puede ser substancial
siempre y cuando ambas sean grandes y una buena proporcién de los
dtomos de los dos grupos gque participan en la unidén, puedan
acercarse (Fastier, 1962).

De lo citado anteriomente, se podria suponer gque un i6én
amidinium con una cadena larga de hidrocarburos se unirfa mis
fuertemente a un receptor aniénico, gque a uno con una cadena mas
corta; aunque esta no es la Gnica forma en la que la longitud de
la cadena pudiera afectar la actividad farmacolSgica (Fastier,
1962) . :



Independientemente de si el sitio de accién de esta molécula
es sobre 1la superficie celular o dentro de la cé&lula, la
concentracién en el sitio de accion parece ser diferente de la que
se encuentre en el medio que rodea a la célula. Una explicacién
detallada de é&ste fenfmeno ha sgido dada por Ferguson en 1939
(citado por Fastier, 1962}, quien introdujo el término blofase para
distinguir la fase en la gue la molécula ejerce su accién, de la
fase en la que la concentracidn es medida normalmente, por ejemplo:
sangre, aire inhalado o solucién Ringér circundante en un &rgano
aislado (Fastier, 1962).

Algunos solutos se concentran en una capa superficial,
geheralmente son substancias gue tienen menos afinidad por el aqua,
tales solutos hidréfobos tienden a ser expulsados de la fase acuosa
y a entrar en fases en las que haya moléculas no polares, sin
embarge, este proceso puede ser inhibido por efecte de 1la
temperatura. La actividad termodindmica o potencial quimico de un
soluto es una medida de su tendencia a escapar de la fase en la que
se encuentre y mientras mds cercano esté a su saturacién, mayor
serd el potencial quimico del solute (Fastier, 1962).

En 1939 Ferguson (citado por Fastier, 1962) mostré que la
intensidad de los efectos farmacolégicos de ciertos tipos de
substancias pueden predecirse con un grado considerable de
exactitud a partir de la estimacidén de sus potenciales quimicos
bajo las condiciones experimentales empleadas, y parece ser gue en
tales casos, una substancia puede ser mids potente gue otra, no
necesariamente debido a que es més efectiva en el sitio de accién,
sino porque se puede lograr una mayor concentracién en la biofase,
para una concentracién molar dada en la fase en la gque se
administrd (Fastier, 1962).

Se podria suponer que la longitud de la cadena alquilica unida
al ion amidinium afectara su actividad farmacolbgica en el sentido
de que un homdlogo mayor tuviera una distribucién diferente en la
fase que sirve de vehiculo y la biofase, con respecto a un homdlogo
mis pequefioc, sin embargo, cuando la longitud de la cadena se
incrementa muche, se alcanza un estado en el gue la solubilidad en
el agua es tan poca, gue pocas moléculas pueden llegar al sitio de
accién por lo que no pueden producir un efecto muy grande (Fastier,
1962) .

No ‘es f&cil saber si los cambios estructurales tienen
influencia en la actividad debido a que modifican la distribucién
de la molécula entre la fase que sirve de vehiculo y la biofase o
a que modifican su afinidad por los receptores; para esto se tienen
que considerar otros factores tales como saber si la molecula puede
hacer contacto rdpidamente con los receptores bajo las condiciones
experimentalmente empleadas (Bevan, 1960; Fastier,1952; Holmes et
al 1951; Paton, 1961. Citados por Fastier,1962) y si la molecula
es capaz de unirse al receptor de manera gue las fuerzas de Van
der Walls se constituyan en una unién mis fuerte. Todavia no se
conoce una respesta categdrica (Fastier, 1962).



b) ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS GUANIDINAS

Entre los derivados de las amidinas se encuentran las
guanidinas, este grupo presenta propiedades que las hacen objeto
de estudio tanto por sus caracteristicas quimicas como por los
efectos de substancias con grupos guahidino en los organismos, ya
sea en forma natural o en experimentacidn.

Log primeros indicies de la especificidad biolégica de las
guanidinas se hicleron aparentes en les estudios realizades por
Baumann en 1876 (citado por Davidoff, 1973) quien observd que la
guanidina inyectada en ranas produjo espasmos ténicos extensores,
asi como contracciones musculares perifaricas, que fueron abolidas
por curare,

Fuhner en 1906 {(citado por Davidoff, 1973} hizo notar la
similitud de los afectos mencionados por Baumann, con los
producides por leos metales alcalinos univalentes en la
excitabilidad neuro-muscular, ademis, posteriormente observd que
la accidn tanto de la guanidina come la de los iones metdlicos
alcalinos fué antagonizada por calcio, La importancia de lo
anterior fué la introduccién de la idea de que las guanidinas y sus
darivados podian interactuar especificamente con sitios receptores
bioldgicos a icnes metdlicos.

Hesse y Taubmann en 1929 (citado por Davidaff, 1973)
realizaron estudios sobre la aceidén de las biguanidas y sus
derivados en el metabolismo de los gldcidos. Shapiro et al en 1959
(citado por Davidoff, 1973) hicieron notar la actividad
hipoglicémica y su toxicidad relativamente baja al experimentar
con biguanidas de cadenas laterales hidré&fobas grandes y encontrar
variacién en la potencia hipoglicémica de diferentes compuestos N-
alquilbiguanidas; las estructuras de cadenas de corta longitud, 1
a 3 carbonos, mostraron actividad hipoglicémica moderada; con 5 a
6 carbonos, actividad elevada al méximo y con 10 o mis, caida de
la actividad hasta cero. En estos experimentos es evidente 1la
importancia de la longitud de la cadena lateral.

Estas relaciones entre 1la egatructura y la funcién dentro de
las series de moléculas N-alguil ne son dnicas de las biguanidas,
datos similares se han descrito en detalle para compuestos N-
alquilisotioureas y 1los efectos que producen en el sistema
cardiovascular (Davidoff, 1573}.

Al igual gue el i6n amidinium de las amidinas, la molécula de
guanidina tiene un ién guanidinium que presenta resonancia (Fig.
2).

NH2
H2N~- C’/
~N

NH2

figura 2



Cuando la molécula de guanidina esti en estado neutro (Fig.3)
los grupos aminos unidos al &tomo de carbono impiden que haya
condiciones favorables para la resonancia (Wheland, 1955 citado
por Fastier, 1962). Consecuentemente,la ionizacidén de la guanidina
es dificil de evitar (Fastier, 1962).

_ NH
H2 N-C F
™ NH2

figura 3

La fuerza ibnica es poco afectada por la metilacién (Angyal
y Warburton, 1951; Neivelt et al 1951 citados por Fastier, 1962).

La guanidina es una base orginica fuerte con un pka de cerca
de 12.5 (Davidoff, 1973), lo gue significa que es una hase casi tan
fuerte como el hidréxido de sodio (Fastier, 1962), por lo tanto,
a un pH fisiolégico, con excepcién de una pequefia fraccién, la cual
no presenta carga, casi todas las moléculas de guanidina en
solucién existen como moleculas cargadas positivamente (Davidoff,
1973) .

Una caracteristica es la simetrfa de la molécula protonada,
la cual proporciona estabilidad; la substitucién de nitrégeno
destruye la simetria, de aguf la tendencia a recobrar la forma
simétrica, lo que produce que en los derivados en donde ha habido
substitucién se formen compuestos de alta energia, por ejemplo: por
fosfato en la creatina-fosfato. Otras caracteristicas importantes
son el tamafio y la forma: es una molécula plana con distancias de
13.2 nm entre las uniones del carbono central y cada nitrégenoc,
gque es lo gue probablemente hace al i6n guanidinium tan pegquefio
como- los iones sodio y potasio hidratados (Dav;doff, 1973} .

La disposicién de los tres grupos aminos unidos al &tomo de
carbono permiten una amplia gama de unién con otros tipos de
moléculas que dan como consecuencia una gran variedad de moléculas
mids o menos complejas que  intervienen en diversos procescs
biolégicos.

Con respecto a la influencia de grupos substituyentes, las
observaciones con bloqueadores adrenérgicos parecidos al bretylium
y guanetidina implican que los requerimientos estructurales para
la actividad .en 1la porcién final de la molécula cargada
positivamente, no son absolutos. Al mismo tiempo, estos estudios
enfatizan la importancia de la porcién hidrofébica no cargada de
los derivados de guanidina (Davidoff, 1373).



En estudios con axén nervioso, la adicién de un grupo alquil
al. 16n gquanidinium elimina 1la capacidad de mantener la
excitabilidad eléctrica en ausencia de sodio (Davidoff, 1973).

Las guanidinas alquil-substituidas como la N-amilguanidina
manifestaron efectos opuestos; estos compuestos hicieron que las
fibras nerviosas se volvieran inexitables mds répidamente por la
sola remocién de sodio y retardaron y redujeron notablemente la

- actividad restauradora de la guanidina y el sodio. La arginina, con
el mismo nGmero de carbonos en la cadena que el derivado N-amil,
pero con un grupo carboxilo altamente polar en la porcién final
opuesta del ién guanidinium fue inerte en lo que se refiere a los
efectos sobre la actividad eléctrica (Davidoff, 1973).

La molécula de guanidina tiene un amplio espectro de accién
debido a que presenta actividad come molécula con resonancia o como
molécula disociable; por su tamaifo y propiedades anfifflicas puede
introducirse en medios hidrofébicos o hidrofilicos y porque se
puede unir a diferentes tipos de moleculas de manera temporal o
permanente y modificar las caracteristicas de las moléculas a las
gue se mantiene unidas; presenta modificaciones en su actividad
fisicoquimica que depende de 193 grupos substituyentes y de la
longitud de la cadena lateral. Lo anterior de. como resultado que
los organismos presenten entre sus constituyentes y utilicen en
diferentes procesos metabélicos, gran variedad de compuestos con
grupos guanidino o con derivados de las guanidinas.

c) PRESENCIA Y EFECTO DE GUANIDINAS Y SUBSTANCIAS
DERIVADAS EN LOS ORGANISMOS

. Se han encontrado compuestos con grupo guanidino y derivados
de las guanidinas en diversas entidades biolégicas como integrantes
del metabolismo de manera natural (Lehninger, 1976) como por
ejemplo:

Guanina: base ptrica integrante del ARN y el ADN,

Guanosin 5’ monofosfato o GMP: nucledtido precursor en la
biosintesis de guanina.

Guanosin 5’ difosfato o GDP: nucledtido precursor en la
biosintesis de guanina; interviene en la reaccién de desacilacién
de suceinil Co A cuyos productos son succinato, GTP + acetil Co A;
acarreador especifico de azlcares en varias reaccicnes de
transferencia enzimética de azticares, en diferentes microorganismos
y tejidos de vegetales y de animales.

Guanosin 5/ trifosfato o GTP: nucle6tido precursor en la
biosintesis de guanina; como reactante para transformar A&cide
inosinico en 4cido adenilsuccinico en la bilosintesis de ATP;
interviene
en la activacién de &cidos grasos; en la gluconeogénesis y como
fuente de energia en la sintesis de proteinas en ribosomas.

Guanosin 3‘-5'monofosfato ciclico o GMP : mensajero
intracelular, nucledtido ciclico regulador gue funciona en relacidn
reciproca con AMP.

Guanosin 5/ difosfato, 3’ difosfato y guanosin 5/ trifosfatn,
34 trifosfato: nucledtidos ciclicos gque participan en “la
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transcripecién génica en bacterias.

Arginina y creatina: aminoicidoes.

Acido guanidin-acético: precursor de creatina.

Guanilato ciclasa: epzima gue cataliza la reaccidén de
conversién de GTP en GMP .

Guanina fosforibosil transferasa: enzima que convierte la
guanina libre en GMP para volverse a utilizar durante 1la
biosintesis de acidos nucléicos.

Guanina y metil-guanina: catabolitos encontrados en sangre Yy
orina como productos del metabolismo.

Urea: catabholito producto del metabolismo protéico encontrado
en sangre, linfa y orina.

La molécula de guanidina también se ha utilizado como
herramienta en investigacidén (Fastier, 1962) para estudiar sus
efectos en los sistemas biolégicos siguientes

Sistema cardiovascular: accidn vasoconstrictora y aumento de
presidn sanguinea en concentraciones de 100 mg/Kg en perros y gatos
anestesiados.

Sistema nervioso central: produccidén de espasmos ténicos
extensores en ranas, ademds de tirantez fibrilar; lo que fue
atribuide por Gergens y Baumann en 1876 (citado por Fastier, 1962),
a la accion periférica de la guanidina. Otro sitio de accidén de
esta molécula en 21 sistema nervioso, fue demostrade por Sato
(citado por Fastier, 1962) quien observd que en presencia de
guanidina, los impulsos aferentes desde las terminales nerviosas
en la piel de la rana son iniciados espontdneamente. Tambien se
aprecidé estimulacién antidrémica de 1los nervios sensoriales
correspondientes como resultado de una reverberacién de descargas
desde esas terminales.

MGsculo liso: ingremento de  tonicidad muscular a
concentraciones de 1 mi o mayores, en intestino de conejo.

Msculo estriado: ~aumento de la contraccidén muscular vy
fibrilacién a concentraciones de 2 a 5 mM. Amplifica la accidn de
la acetilcolina por aumento del potencial de la placa neuromuscular
al incrementar la liberacién de acetilcolina en anfibios.

Con relacidén al metabolismo, en dosis muy grandes dismunuye
la concentracién de glucosa sanguinea en animales experimentales;
la hipoglicemia puede ser lo suficientemente severa como para
producir cenvulsiones. El inicio de las convulsiones después de
una dosis de guanidina puede ser retardado, pero no evitado, por
administracién de glucosa. En conejos disminuye la hiperglicemia
ptoducida por glucosa o adrenalina, sin embargo, en muchas
ocasiones produce hiperglicenmia 1n1c1almente (Fastier, 1962}.

Puesto que los efectos de hiperglicemia no se observan
enanimales a los que se les ha extirpado la médula de las gldndulas
suprarrenales, se supone que la guanidina tiene la habilidad de
hacer que se libere adrenalina In Vivo. En perros envenenados con
guanidina, previene.el almacenamiento de glucdgeno, la pérdida de
glucégeno de misculos e higado parece ser el efecto primario; la
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degeneracién de grasas en el higado es otro rasgo del
envenenamiento por gquanidina (Fastier, 1962).

El principal efecto de la guanidina en la utilizacién de
carbohidratos es la interferencia con los procesos oxidativos en
los tejidos, lo que ocasiona una acumulacién anormal de d&cido
lictico en la sangre. El contenido de 4cido citrico en el suero
tambien se incrementa y puede ser de 5 a 10 veces superior al valor
normal, después de dosis téxicas de gquanidina. La acumulacién de
metabolitos tales como citratos, podrian reducir la concentracién
de calcio en sangre y otros tejidos, lo que explica por que bajo
algunas, pero no en todas las condiciones experimentales, la
toxicidad de la guanidina puede ser evitada notablemente por calcio
(Fastier, 1962).

Un disminucién significativa en la incorporacién de oxigeno
en tejidos aislados de cerebro, higado y mGsculo pueden producirse
a concentraciones de 5 mM de guanidina. Se encontrd que en
preparaciones de rebanadas de cerebro de rata, una concentracién
de 1 mM predujo una inactivacién completa pero reversible del
efecto Pasteur, lo gue indica que en presencia de guanidina, un
organismo tiene menor capacidad de conservar carbohidratos para ser
utilizados en el metabolismo aerobio (Dickens, 1939 citado por
Fastier, 1962). Tambien se han reportado efectos de inhibicién en
la duplicacidn en poliovirus ( Lwoff, 1966} (Davidoff, 1973).

Asi mismo, compuestos derivados de la guanidina se han
utilizado con fines experimentales como por. ejemplo:

Fenilbiguanida: en estudios de depresién de reflejos
(Davidoff, 1973).

Fenetilguanidina: como antiarritmico (Davidoff, 1973).

Fenetilbiguanida: en estudios de inhibicién en mitocondrias
y activacién de fibrinolisis (Davidoff, 1973).

Amilorida: bloqueo de transporte en membrana y blogueo
ganglionar; en la vejiga del sapo inhibe el transporte de sodio de
manera no competitiva (Davidoff, 1973).

Tetrodoxina: inhibicidn de membranas excitables eléctricamente
por blogueo de movimientos de sodio (Davidoff,1973).

Decametilendiguanida: inhibicién de diamine oxidasa y como-
agente antitripanosé@mico (Davidoff, 1973).

Guanetidina: blogueador adrenérgico; en la vejiga del sapo
estimula el transporte de sodic (Fastier, 1962},

Hidrocloruro de guanidina: desnaturalizacién de ribonucleasas
A y T1 y su dependencia con el pH en la estabilidad conformacional
(Pace et al, 1930). Disociacién y agregacién de D-gliceraldehido-
3-fosfato desidrogenasa (Liang et al, 1990). Desnaturalizacién de
lisezima y ribonucleasa A y efectos comnpetitivos con polioles
(Gekko e Ito, 1990).

Guanil-5-imidodifosfato: estudio de receptores cinina B2 .y
regulacién de nucleétidos de guanina (Fredrik Leeb-Lundberg y
Mathis, 1990).

N-metil=N=-nitro-N-nitrosoguanidina: inductor de dafic al ADN
y por este hecho, estimulador de la sintesis de poli ADP-ribosa en
-linfocitos normales de humano (Sims et al, 1982).
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La molécula de guanidina, asi come algunos de sus derivados
han sido empleados como agentes terapéuticos (Davidoff, 1973}.

Guanidina: en botulisme y miastenia gravie., Guanetidina: en
hipertensién arterial. Fenetilbiguanida: en diabetes y trombosis.
amilorida: como diurético. Cloroguanida-pirimetamida: en malaria.
clorofenil-isopropil biguanida: en malaria y Decametilendiguanida
en la diabetes.

d) OCTILGUANIDINA

La octilguanidina (8G) es una N-alquilmopnoguanidina que se
puede sintetizar a partir de octilamina y cianamida; método por el
cual se puede obteper tanto marcada radioactivamente como sin
marca, generalmente no se obtiene completamente pura ya gue junto
con cada 2 moléculas de octilguanidina hay 1 sulfate, de agqui que
se utilice como octilguanidina~sulfato (Salmdén et al, 19%76). Su
estructura quimica es la siguiente:

NH -2
2 +80

4

i
&
B

T
4
™

N
H NH

O

como molé&cula en resonancia

H H

en estado neutre como molécnla ionizable

b + -2
-N-CZ” H 2 + SO
" wHa

-
TP

El peso molecular de la octilguanidina es de 172 y de 440 para
2 moléculas de octilguanidina y 1 sulfato.

La octilguanidina se ha utilizado para explorar las funcionesg
de diversos sistemas bioldgicos; en estos estudios se observa gue
afecta las funciones de los sistemas enzimdticos que dependen de
iones met&licos como el transporte de sodio y potasio gque. es
sensible a guanidina en mitocondrias (Goémez-Puyou et al, 1973} en
el que la octilguanidina es inhibidor de la fosforilacién oxidativa
en el sitio T en la witocondria, con succinato como substrato, el
cual bloquea la incorporacién de oxigeno estimulada por sodio y la
liberacién de. potasio inducida por sodio. Esto indica que 1a
mitocondria tiene un sistema sensible a guanidina que interviene
en la translocacién de sodio y potasio.
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Los estudios con guanidinas en el transporte de potasio en
levaduras (Pefia, 1973) en donde la octilguanidina inhibe el
transporte de potasio de modo competitivo pero sin alterar 1la
extrusién de protones.

Mecanismo de accién de alquilguanidinas en la fosforilacién
oxidativa en mitocondria (Papa et al, 1975) en donde 1la
octilguanidina actta directamente en el complejo ATPasa y la unién
en el sitio de accién es reciprocamente excluyente con la unién de
oligomicina.

Inhibicién de la H+ ATPasa de la membrana plasmitica de
levaduras (Olivera, 1990), quien menciona que la inhibicién
observada fue mayor al incrementarse la longitud de la cadena
asociada y por lo mismo los compuestos mas hidrofébicos tuvieron
mayor efecto sobre la enzima, asi mismo, observéd gque la inhibicién
inducida por las guanidinas fue 1lineal con respecto a su
concentracién; y que la H+ATPasa mostrd menor afinidad por 1la
octilguanidina cuando se determind la inhibicién a un pH bajo.

e) CULTIVO DE SANGRE PERIFERICA

El cultivo de sangre periférica es una herramienta
experimental utilizada en la investigacién de fendmenos
inmunolégicos, genéticos y citol6gicos principalmente, debido a que
entre sus constituyentes tiene a estirpes celulares directamente
relacionadas con la respuesta inmune, a la relativa facilidad con
que se pueden obtener datos cariotipicos y de anormalidades
genéticas, asi como el estudio de caracteristicas y fenémenos
citolégicos. Estas estirpes celulares corresponden a 1los
leucocitos los cuales son una de las bases del sistema inmune y
para llevar a cabo adecuadamente sus funciones, deben estar en
continuo movimiento a través de todo el organismo; por o que son
de las primeras células que tienen contacto con agentes extrafios
Yy en general con los cambios internos y ambientales que afectan a
un organismo,

Los leucocitos se clasifican en dos grupoes de acuerdo a la
presencia o ausencia de gréanulos en el citoplasma, revelados por
técnicas espacificas de tinecién: granulocitos, gque agrupan a
eosindfilos, bas6filos y neutro6filos; agranulocitos, que agrupan
a monocitos, macré6fagos y linfocitos (Dyson, 1976).

Los linfocitos en el humano constituyen alrededor del 20% de
la poblacién de leucocitos y miden, en promedio, aproximadamente
10 micras de di&metro (Dyson, 1976), presentan orgénulos .
escasamente desarrollados como mitocondrias, reticulo endopléasnico,
aparato de Golgi, un centriolo y ribosomas dispersos en el
citoplasma (Ling y Kay, 1975), el cual se encuentra rodeando al
nicleo que se localiza cerca del centro de la célula y que puede
ser de forma redondeada o irregular, con una muesca producida por
el centrosoma; la cromatina se encuentra en forma de grumos y se
tife intensamente con colerantes bésicos (Forteza, 1964).

Todos los linfocitos que circulan en la sangre se derivan de
células indiferenciadas que se encuentran en la médula ésea; se
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clasifican en linfocitos T y linfocitos B. Las células T también
conocidas como timo dependientes, han circulado a través del timo
durante su diferenciacién y pueden eliminar a otros tipos celulares
como son las células cancerosas y las de tejidos transplantados,
lo gque se conoce genéricamente como respuesta inmune celular.

Los linfocitos T actian en coordinacién con los linfocitos B
conocidos tambien como timo independientes, los cuales circulan en
las aves durante su diferenciacién a través de la bursa de
fabricius y se supone que en reptiles y mamiferos hay sitios
equivalentes a la bursa de fabricius de las aves, aunque estos
lugares no se han determinado con exactitud. Los linfocitos B
producen anticuerpos cuando est&n en contacto y han sido
estimulados por antigenos a lo que se conoce como respuesta inmune
humoral (Burnet, 1976a).

El primer paso esencial en la respuesta inmune humoral es el
contacto entre los antigenos y los receptores de superficie de los
linfocitos B, este contacto puede ser auxiliado por interaccién del
antigeno con los macréfagos y linfocitos T, dicho contacto medifica
la expresién de los genes del linfocito B, lo que origina una serie
de fendmenos gque dan como resultado que la célula se divida, se
diferencie y produzca anticuerpos contra el antigeno gque la
estimulé (Lerner y Dixon, 1973).

Burnet (1976b), y Coutinho et al (1975), mencionan g ue es
necesaria la cooperacién de los linfocitos T y los macréfagos con
los linfocitos B, para que éstos alcancen el &ptimo de produccién
de anticuerpos en la mayoria de los casos.

En los sistemas que requieren de la interaccién entre un
ligande y un receptor a nivel de superficie se induce un cambio
conformacional en el receptor, como consecuencia de esta
interaccién se desencadena una serie de fenémenos a nivel de
membrana tales como translocacidén de iones, alteraciones en el
potencial de membrana, activacién de los sistemas adenilato y
guanilato ciclasa y otros cambios gue posteriormente se traduciran
en una respuesta metabdlica (De Robertis, 1976).

De esta manera la fitchemaglutinina (PHA) o algunos de los
agentes mitogénicos que Oppenheim describié en 1968 (Lucas, 1971),
se combinarian con un sitio receptor en la membrana celular de los
linfocitos (Faquet, 1977); estos cambios primarios incluyen un
aparente incremento en la permeabilidad celular (Quastel y Kaplan,
1968 citado por Lucas, 1971}, disminucién de los depbsitos
intracelulares de nucleétidos de uridina (Lucas, 1967 en Lucas,
1971), incremento en la sintesis de fosfolipidos (Kay, 1967 citado
por Lucas, 1971), incremento en la captacién de aminodcidos
(Whitney y Sutherland, 1973), variacién en 1los niveles de
nucledtidos ciclicos (Smith et al, 1971; Hadden et al, 1972; De
Rubertis et al, 1974), aumento en la captacién de calcio (Allwood
et al, 1971; Whitney y Sutherland, 1972a y 1972b), sintesis de ARN
estable (Mazumder y Mandal, 1975) e inicio de la sintesis de ADN
(Weinstein et al, 1974), que da como resultado final que los
linfocitos se d1v1dan y las células hijas resultantes queden en
condiciones de ser estimuladas huevamente.

" Nowell en 1960, describié gue una lectina, la
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fitohemaglutinina (PHA), la cual se extrae del frijol comGn
Phaseolus vulgaris, es capaz de estimular a los linfocitos en
cultivo e 1inducirlos a que se dividan. Las lectinas son
mucoproteinas de alto peso molecular, derivadas generalmente de
los vegetales, que tienen la capacidad de interactuar con grupos
de carbohidratos presentes en las membranas (Sharon, 1977). La PHA
es uno de los agentes mitogénicos més comunmente utilizados en los
estudios de proliferacidn de linfocitos in vitro por su alta
efectividad y su répida respuesta con respecto a otros mitégenos
especificos (Whitney y Sutherland, 1972b).

La PHA se une a los linfocitos y después de una hora en el
cultivo, en concentraciones normales de células y PHA, 1la
estimulacidn es irreversible aunque las células se laven repetidas
veces, ademds de requerirse concentraciones de PHA menores que con
otros mitégenos para obtener un maximo de estimulaciébn (Lindahl
Kiessling, 1972).

Se ha encontrado gue algunas gluccoproteinas contenidas en el
suerc normal interfieren con 1la respuesta in vitro de los
linfocitos a la PHA y Concanavalina A; tambien se ha encontrado que
la presencia de compuestos policatiénicos incrementa la respuesta
de los linfocitos a los mitégenos, y en contraste con esto, los
compuestos polianiénicos inhiben dicha respuesta (Larsen y Heron,
1978) . Asimismo, los cationes divalentes como el calcio, en medio
carente de nutrientes y suero, inducen a la incorporacién de
timidina tritiada por los linfocitos estimulados con PHA de modo
dependiente a la concentracién de calcioc en el medic (Ponce, 1979).
Se ha reportado que los linfocitos B son capaces de responder a la
PHA cuando ésta estd unida a un substrato insoluble (sephadex) o
a Concanavalina A cuando &sta se encuentra unida covalentemente a
cajas de Petri de plastico., Sin embargo, algunos absorbentes
insolubles parecen activar las células B en mayor grado alin cuando
sean tratados con proteinas inertes més que con mitégenos, lo que
suguiere que esta forma de activacién puede no ser estrictamente
inducida por mitégenos especificos (Ling y Kay, 1975). Cuando los
linfocitos de humano son estimulados con PHA, el incremento en la
sintesis de ADN es precedido por un aumento en la poli ADP-ribosa
polimerasa; asimismo, se sabe que al haber rompimiento en 1las
bandas de ADN por agentes quimjicos como la N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina hay elevacién de la sintesis de poli ADP-ribosa;
se encontré que en ambos procesos hay proteinas que actfian como
aceptoras para la ribosilacién del ADP, en particular una proteina
de 62 K daltones en el proceso de dafio al ADN, y otra proteina de
96 K daltones en la estimulacidn por PHA; y en ambos fenémenos la
ribosilacién del ADP de algunas histonas pueden estar implicadas
en las modificaciones de la estructura cromatinica necesaria para
el acceso de las enzimas tanto para la reparacién como para la
duplicacién del ADN en donde la poli ADp-ribosa parece intervenir
de manera importante (Surowy y Berger, 1983).
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Debido a que los linfocitos son estirpes celulares gue entre
sus funciones normales presentan la de la proliferacién cleonal
después de ser estimulados por antigenos, representan un buen
modelo para el estudio in vitro de los procesos bioguimicos
relacionados con la iniciacién de la divisién celular (Hadden et
al, 1972). Asimismo, Mazumder y Mandal en 1975, mencionan que los
linfocitos de sangre periférica de humanc en cultivos estimulados
por PHA, proporcionan un sistema interesante para el estudio de la
regulacién de la divisién celular.
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III PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

con base en algunas caracteristicas de la molécula de
octilguanidina como son: tamafo, peso molecular, propiedades
anfifflicas que le permiten introducirse en medios hidréfobos e
hidréfilos y su actividad como molécula disociable o en resonancia;
se considera la posibilidad de gue la octilguanidina incremente
o disminuya la accién de la PHA como inductora de la divisién
celular en los linfocitos de humano en cultive debido a la posible
interaccién de 1la octilguanidina con fosfolipidos y sistemas de
transporte de iones de la membrana celular, lo que puede modificar
la permeabilidad de dicha membrana, y debido a la alteracién en la
permeabilidad ocasionar cambios conformacionales en los probables
receptores a la PHA; lo anteior facilitarfia o dificultaria la
interaceién PHA-receptor, en funcién de la dosis de 8G, 1o
gue podria determinar la activacién de los fenémenos bioquimicos
a nivel de membrana que conducen a la induccién de la divisién
celular en los linfocitos. '
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IV MATERIALES Y METODOS

Esta seccién sa divide en los siguientes incisos: 1)Siembra
2)Cosecha 3)Variantes en los Experimentos 4)Andlisis Cltogenético
Directo S)Incorporacién de Timidina Tritiada 6)Tratamiento
Estadistico de los Datos.

1) Siembra

Los cultivos de sangre periférica se realizaron segin la
microtécnica de Arakaki y Sparkes (1963) wmodificada: 0.3 ml de
sangre de humano periférica completa, del mismoc donador, adulto,
varén, sano; extraida con jeringa previamente heparinizada momentos
antes de la siembra, se colocaron en frascos Ampula estériles de
100 ml de capacidad gue contenfian: 5 ml de medio de cultivo TC-199
{(Difco 5477) mezclado con suero fetal de ternera (Gibco 614} al 20%
previamente inactivado por calor a 60 C durante 30 minutos, 0.25
ml de PHA M (Difco 0528), 0,10 ml de penicilina-estreptomicina
(Difco 5854) equivalentes a 1060 U I de penicilina y 1000 ug de
astreptomicina, 300 U I de heparina (Abbott de 1000 U I} ¥ 0.10 ml
de glutamina al 5% (Difco 5789). Los cultivos
se incubaron a 37 C durante 72 horas.

bDurante la incubacién se realizaron dos variantes debido a que
se utilizaron dos criterios para la obtenciédn de resultados, que
son el anflisis cite genético directo y la incorporacidn de
timidina tritiada; en la primera variante se agregé 0.05 ml de una
solucidén de colcemid (Ciba 001641) a una concentracidén de 2 ug/ml
a las 69 horas y se volvieron a incubar a 37 ¢ durante 3 horas
hasta cumplir las 72 horas; a la segunda variente se le agregd un
pulso de 1 uci de timidina tritiada (3H-metil-timidina, New England
Nuclear NEN 0.27 X, con actividad especifica de 2 Ci/mM) a las 57
horas, reincubéndeose a 37 ¢ durante 15 horas mids para tener un
total de 72 horas.

2) Cosecha

Se realizd segin la técnica de Moorhead et al (1960)
modificada: al finalizar las 72 horas de incubacién, el contenido
de cada frasco de cultivo, fue resuspendido suavemente con pipeta
Pasteur, transferido a un tubo de centrifuga y centrifugado a 800
rpm durante ? minutos, se desechd el sobrenadante y el paquete
celular se resuspendid en agua destilada estéril hasta completar
5 ml para dar a las células un chogue hipoténico, los tubos fueron
incubados a 37 ¢ durante 15 wminutos, posteriormente se
centrifugaron a 800 rpm durante 7 minutos =se desechd el
sobrenadante; el paquete celular se fijd con 5 ml de metanol-dcido
acético, 3:1 v/v, se incubaron a temperatura ambiente durante 15
minutos, se centrifugaron a 800 rpm durante 7 minutos, se deseché
el sobrenadante y se volvid a resuspender en fijador. Este proceso
se rvepitié hasta que el paquete celular estuviera 1libre de
hemoglobina; una vez conseguido esto permanecieron en fijador por
24 horas en el congelador. Posteriormente se siguié la técnica de
secado al aire de Moorhead et al (1960), se cobtuvieron entre 2 y
3 preparaciones por cada tubo cosechado, las cuales se sometieron
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a tincién con una solucién de Giemsa-Leishman-agua (3:1:36, v/v/Vv)
por 20 minutos a temperatura ambiente antes de ser revisadas en su
totalidad con sistemas de microscopia éptica de campo claro y en
algunos casos de contraste de fases.

Para los cultivos que contenian timidina tritiada, la cosecha
se efectud de la siguiente manera: los paguetes celulares no
sufrieron chogue hipoténico y una vez que estuvieron 1libres de
hemoglobina, se desechd el sobrenadante y se agregd &cido
tricloroacético (TCA) (Merchk 6348250) frio al 7% hasta 5 ml; se
dejaron a 4 € durante 1 hora, concluido este perfedo se
centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos, se desechd el
sobrenadante y se agregé TCA frio al 7% hasta 5 ml; cada paquete
celular se resuspendid y se pasé a través de un f£iltro de celulosa
Millipore de 0.65 um de didmetro; cada tubo se enjuagd con 5 ml de
TCA frio al 7% los cuales se hicieron pasar a través del mismo
filtre; cada filtro se deposité en un vial al gue se le agregaron
0.4 ml de dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma L5750) al 2%, se
incub&é a 60 C durante 30 minutos; posteriormente se agregaron 10
ml de liguido de centelleo tipo Bray a cada vial para ser
analizados por un contador de centelleo liquido.

3} variantes en los Experimentos.

Para cada experimento hubo 3 repeticiones por tratamiento.

Inicialmente se realizd 1 experimento sin PHA ni 8G para la
obervacién de la proliferacién celular por medio del andlisis
citogenético directo sin estimulacién; el que se denominar4:
experimento piloto.

A continuacidn se efectuaron 3 experimentos a los que se les
agregd al momento de la siembra, 0.2 ml de 86 en concentraciocnes
de 0.1, 0.3 v 1 mg/ml para tener una concentracién final en los
cultivos de 19, 56 y 190 uM respectivamente; en estos experimentos
se utilizaron dos condiciones: con y sin PHA y con y sin choque
hipoténico para saber si a estas concentraciones la 8G interviene
en la respuesta mitogénica y determinar la influencia de la
presencia de la PHA y el choque hipoténico; aqui solamente se
utilizé el criterio del andlisis citogenético directo. A este grupo
se le denominard: experimentos prellmlnares.

Posteriormente se hizo una serie de 5 experimentos a los gque
se les agregdé al momento de la siembra, PHA y 0.2 ml de 8G en
concentraciones de 0.001, 0.003, 0.005, 0,01, 0.03, 0.05 y 0.07
mg/ml que corresponde a una concentracién final en los cultivos de
0.19, 0.56, 0.95, 1.9, 5.6, 9.5 y 13 uM respectivamente, para
obtener una curva dosis-respuesta. En los 4 primeros experimentos
solamente se utilizé el criterio del andlisis citogenético directo;
el experimento #5 se hizo en condiciones similares a los anteriores
pero ademds del lote de frascos para el anilisis citogenético
directo, se hizo otro lote para la incorporacién de timidina
tritiada. A esta serie se le denominar&: experimentos dosis-
respuesta.

‘En otro experimentc se agregaron a la siembra, las mismas
concentraciones de B8G que se utilizaron para los experimentos
dosis-respuesta, pero no se le agregd PHA con el objeto de saber
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sl su presencia es necesaria para la induccién de la proliferacién
celular aGn cuando las concentraciones de 8G sean las gque producen
alglin tipo de respuesta; en este experimento sdlo se utilizé el
criterio del andlisis citogenético directo. A esto se le
denominari: experimento sin PHA,

A continuacién se efectuaron ¢ experlmentcs con las
concentracicnes de 8G utilizadas en el experimento dosis-respuesta,
pero se utilizé la incorporacién de timidina tritiada como criterio
para evaluar la respuesta de los linfocitos a la 8G. A éstos se les
denominard: experimentos de dosis-respuesta con timidina.

Posteriormente se realizaron 2 experimentos: el primero
consistié en agregar 1.9 uM de 8G al momento de la siembra y a los
15, 30, 45 y 60 minutos después de la siembra respectivamente, en
diferentes frascos de cultivo, con la dosis usual de PHA agregada
a la siembra para saber si la 8G tiene algin efecto cuando se
aplica después de la PHA; éste se denominard: experimento del
efecto de la 8G a difercntes tiempos de agregacién,

Al segundo experimento se 1le agregd 0.25 ml de PHA a la
siembra y a los 15, 30, 45 y 60 minutos y a las 24 y 48 horas
después de la siembra respectivamente, en diferentes frascos de
cultivo, con la dosis de 1.9 uM de 8G agregada a la siembra para
saber si la PHA actQa al ser aplicada después de lag8G. A esto se
le denominari: experimento del efecto de la PHA a diferentes
tiempos de agregaci6én. En ambos experimentos se utilizaron los
criterios de anilisis citogenético directo e incorporacién de
timidina tritiada.

4) Andlisis Citogenético Directo.

Se efectud en todas las preparaciones obtenidas de 1los
cultivos de sangre periférica completa, la revisién de cada una de
las preparaciones se hizo siguiendo el método de "micra a micra"
el cual consiste en colocar la preparacidn en la platina del
microscopio y correr dicha platina hasta los topes horizontal y
vertical de manera que el campo Optico observado sea una de las
esquinas de la prepararacién, se sugiere que siempre sea la misma,
por ejemplo la superior izquierda; sin mover el tornillo horizontal
se revisa la preparacién hacia abajo y una vez alcanzado el borde
inferjor del portaobjetos se corre horizontalmente un campo 6ptico,
se toma como referencia alguna sefal que se encuentre en el limite
del campe -anteriormente visto, con el objeto de evitar que se
vuelva a registrar el material ya revisado o de dejar espacios sin
observar; de este modo se revisa toda la preparacién y se anotan
los datos pertinentes.

La revisién se hizo en un microscopio Olympus de campo claro
Y en uno Zeiss de contraste de fases, ambos con platinas méviles
graduadas, en donde se registraron por medio de los nonios de las
platinas o por plantillas el total de mitosis encontradas en cada
preparacién; y a su vez, cada una de las figuras mitéticas
encontradas, fue analizada con respecto a: nimero de cromosomas,
fase de la mitosis en que se encontraba, ¥y si presentaba
aberraciones cromosémicas. . :
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Todas las preparaciones fueron codificadas en clave Yy
revisadas a '"ciegas" o sea sin saber gue preparacién correspondia
a ‘gue tratamiento. Posteriormente se veia a que tratamiento
correspondia cada clave, se reunieron los datos obtenidos, se
procedié a calcular la significancia estadistica y a elaborar las
tablas e histogramas correspondientes.

5) Incorporacién de Timidina Tritiada.

Los viales de los cultivos que contenian timidina tritiada,
fueron analizados durante 2 ciclos de 4 minutos cada uno por un
contador de centelleo 1liguido Packard Tri Carb modelo 2425
automatico el cual proporciond, entre otros datos, el registro de
particulas beta .emitidas, como cuentas por minuto (cpm), por ld
timidina tritiada incorporada en los &cidos nucléicos de las
células, asi como la eficiencia del aparato.

Con los datos proporcionados por el contader de centelleo
liquido, cpm y % de eficiencia, el cual se determina periédicamente
ya gque variec c¢on el tiempo; se calcula el numero. de
desintegraciones por minuto (dpm) para cada muestra. Las dpm
proporcionan una apreciacidén mas fiel con respecto a la cantidad
de isétopo incorporado. -

cdlculo de dpm:

cpm X 100

% eficiencia

Con las dpm obtenidas por tratamlento para cada experxmento
se procedid a su evaluacién, de la misma forma que para. los datos
obtenidos del andlisis citogenético directo.

6) Tratamiento Estadistico de los Datos:

Se -obtuvo el valor promedio de las repeticiones para cada
tratamiento, se determiné la desviacién estindard, el error
estandard y el porcentaje del promedio. Cuande &ste valor es mayor
del 40% se rechaza el resultado por exceder la variabilidad propia
del sistema (Ongay, 1978); se utlilizé el porcentaje. del control
para la elaboracidén de los histogramas, en los gue se presentan los
resultados del andlisis citogenético directo conjuntamente con los
de incorporacién de timidina tritiada.
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V  RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron 16 experimentos en total; en el primero de estos
denominado experimento piloto no se observaron figuras mitoticas
por lo que se considero que en ausencia de inductores mitogenicos,
en este caso PHA, los linfocitos de humano en este tipo de cultive
no se dividen.

Al efectuar el analisis de los datos obtenides en los
experimentos preliminares, se observo gue a concentraciones mayores
de 19 uM de 8G no hubo figuras mitoticas, a concentraciones de 5.6
y 1.9 uM de B8G hubo figuras. mitoticas en 71.7 y 114.3%
respectivamente con relacion a su control, con PHA y aplicacion de
choque hipotonico. Con base en estos resultados se considero gue
las concentraciones de 5.6 y 1.9 uM de 8G estan dentro del
intervalo adecuado para preoducir algun tipo de respuesta observable
en los cultivoes; y gue la presencia de PHA v 21 empleo de chogue
hipotonico son necesarios para la induccion y cobtencion de figuras
mitoticas respectivamente.

Tabla # 1 (apendice),

Los resultados obtenidos en la serie de
experimentos:dosis-respuesta, tabla # 2 {(apéndice} la que sirvio
de base para elaborar los cuadros-resumen # 1 y & 2, indican que
a una concentracion de 0.19 uM de 8G se registro una actividad
mitotica del 5% por debajo de su control y a concentracicnes de
0.56, 0.95 y 1.9 uM de 8G se obtuvo un mayor numero de figuras
mitoticas en 6, 25 y 35% respectivamente con relacion a su control;
a concentraciones de 5.6, 9.5, 13 y 19 uM se observoe disminucion
en ‘el numero de figuras mitoticas en un 64, 87, 93 y 100%
respectivamente con relacion a su control (histograma £ 1).

Estos resultados sugieren dos tipos de comportamiento en la
curva dosis~-respuesta, uno con dosis de 0.56 a 1.9 uM de 8G que
presenta mayor porcentaje de figuras mitoticas que su control, y
otro con dosis de 5.6 a 19 uM de 8G gue presenta. menor porcentaje
de - figuras mitoticas gque su control., Esta diferencia se ha
interpretado de la siqguiente manera: en ambos casos la B8G
interacciona con los fosfolipidos de la membrana celular debido a
sus caracteristicas anfifilicas y de tamaflo y peso molecular; como
resultado de esta interaccion puede haber modificaciones en la
permeabilidad de la membrana por cambios en la fluidez y el
potencial electroguimico,que serian dependientes de la
concentracion de 8G, estas modifijcaciones en la permeabilidad a su
vez, pueden inducir cambios conformacionales en los probables
receptores a la PHA y estos camblos permitir o impedir la
interaccion con la PHA, lo que podria determinar, mediante 1la
activacion de estos fenomenos bioquimicos a nivel de membrana, la
induccion de la division celular. .
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CUADRO~-RESUMEN # 1

£FECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE BG CON RELACION AL NUMERO DE
FIGURAS MITAOTICAS OBSERVADAS EN LOS EXPERIMENTOS: DOSIS-RESPUESTA.

{8G umM)
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HISTOGRAMA 1
Efecto de la 8G en distintas concentraciones sobre los linfocitos de
humano tanto en el nimero de mitosis como en {a Incorporacitn de
Timidina Tritiada (3H T imidina) expresado en porcentaje del promedio
’ relacién al control
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Al efectuar la revisidn de las figuras mitoticas se registro
el porcentaje de las diferentes fases de la mitosis en las que se
encontraban estas f{iguras. Los resultados se muestran en la tabla
# 3 (apendice) en donde se cbservo como dato sobresaliente que a
la concentracion de 9.5 uM de 8G hubo mayor porcentaje de anafases,
7.89, con relacion a las demas concentraciones de 8G utilizadas,
las cuales fueron de 13, 5.6, 1.9, 0.95, 0.56 y 0.19 uM de 8G con
porcentajes de 0, 0.43, 1.23, 0.39, 1.90 y 2.40 respectivamente,
asi como para su control gque fue de 2.35%, La posible
interpretacion de lo observado es que la concentracion de 9.5 uM
de 8G influya en la detencion de las figuras en esa fase del
proceso mitotico porgque no se observaron telofases. A la
concentracion de 5.6 uM de 86 se observé con claridad el efecto de
colcemid, al encontrarse el 98.28% de figuras en metafase, 0.43%
en anafase y 0 en telofase.

Tambien se realizd el andlisis citogenético directo para
averiguar si las diferentes concentraciones de 8G o bien las
técnicas de cultivo y cosecha producian aberraciones cromosémicas
observables, en ninguno de los casos se encontraron estas. Como
en todos los experimentos se utilizé colecemid tal vez esto
dificulté 1la deteccién de las aberraciones en el andlisis
citogenético directo, que pudieran haber sido jnducidas por la 8G;
para averiguar 1lo anterior hubiera sido conveniente hacer
experimentos sin colcemid; aunque esta no necesariamente evita la
observacion de aberraciones cromosémicas.

Con relacién al experimento: sin PHA, no se ohservaron figuras
mitéticas por lo que se considerd que la presencia de la PHA es
necesaria para la induccion de la proliferacién celular de los
linfocitos de humano en este tipo de cultivo; aun cuando haya 8G
a las concentraciones en las que se observa respuesta; por lo que
se puede decir que la 8G por si sola no tiene efecto inductor sobre
la divisijon celular en este tipo de cultives.

En los experimentos de dosis-respuesta con timidina, se
ohservd un perfil parecido, en cuanto a los dos tipos de
comportamienta, a lo obtenido en los experimentos’ de
dosis-respuesta para nimero de figuras mitéticas con las mismas
concentraciones de BG utilizadas en ambos grupos de experimentos
(histograma # 1), aungue al comparar los datos de este grupo contra
su contrel, todos estan por debajo del mismo. Los datos obtenidos
se presentan en la tabla # 4 (apéndice). ’ -
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Para el experimento: efecto de la 8G a diferentes tiempos de
agregacion, se obtuvieron los siguientes resultados: para tiempos
de agregacion de 8G-~1.9 uM a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos despues de
la siembra, se observoe un menor nimero de figuras mitéticas de
68.4, 62.8, 74.5, 75. 6 y 50 % respectivamente con relacion a su
control; y para la incorporacion de timidina tritiada, con los
mismos tiempos de agregacién, un 66.6,.73.7, 64.3, 56.4 Y 63.7 %
por debajo de su control. Los datos obtenidos se muestran en la
tabla # 5 (apéndice) para numero de figuras mitéticas y en la tabla
# 6 (apéndice) para incorporacién de timidina tritiada, las que
sirvieron de hase para elaborar el histograma # 2; en donde se
ohservé en general una respuesta por debajo de su control, como
datos principales se aprecid que la 8G a los 45 y 60 minutos de
agregada despues de la siembra, para incorporacidon de timidina
tritiada y figuras mitéticas respectivamente, tuvo menor efecto de
interferencia sobre el complejo PHA-receptor que en las demas
condiciones experimentales utilizadas, lo gque podria indicar gque
una vez que la PHA interactua con su probable receptor, las
posibles modificaciones a nivel de membrana producidas por la 8G
influyen menos sobre la induccidén de la proliferacién celular.
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Porcentaje dst control

- HISTOGRAMA 2
Efecto de la 8G [1.9 yM] a diferentes tiempos de
agregacion despuds de la siembra, en todos los casos
se afiadié PHA a la dosis habitual al momento de
iniciar el cultivo
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Los resultados obtenidos en el experimento: efecto de la PHA
a diferentes tiempos de agregacitn, tabla # 7 (apéndice) para
figuras mitéticas y tabla # 8 (apéndice) para incorporacibén de
timidina tritiada, que se utilizaron para la elaboracion del
histograma # 3, indican gue para tiempos de agreqgacién de la PHA,
despues de la siembra, de 0, 15, 30, 45 y 60 minutos y 24 y 48
horas, hubo un menor n@mero de figuras mitéticas de 14.6, §8.2,
45.5, 29.1, 45.5, 98.2 y 99.1 % respectivamente con relacion a su
control, y para la incorporacion de timidina tritiada, con los
mismos tiempos de agregacién, un 51.8, 66.7, 60.1, 44.5, 98.2 ¥y
99.1 % respectivamente por debajo de su control. Como datos
relevantes, se observd que la PHA agregada al momento de la siembra
vy a los 45 minutos despues de la misma, para figuras mitéticas,
fueron los que produjeron mayor nimero de estas figuras con
relacion a los demds tiempos de agregacién de la PHA;. en cuanto a
la incerporacién de timidina tritiada, la PHA agregada a los 15
minutos despues de la siembra mostré menor actividad inductora que
en las demés condiciones experimentales.

Los resultados ahteriores muestran en general, una respuesta
por debajo del control, al igual que en e) experimento: efecto de
la 8G a diferentes tiempos de agrecgacién. Se desconoce la causa de
los comportamientos por debajo de sus respectives controles en
ambos experimentos.
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HISTOGRAMA 3

Efeclo de la PHA (0.25 mi) agregada a diferentes tiempos después de la
siembra, en todas fas condiciones experimentales se afiadid la 8G [uM]
al iniciar el cultivo
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Como comentarios generales se considera posible que la 86G
modifique la permeabilidad de la membrana celular y en funcién de
la concentracién de 8G ser el tipo de modificacién, por ejemplo:
mayor o menor fluidez, hiperpolarizacioén o despolarizacidn; y ésto
provocay camblos conformacionales en los probables receptores a la
PHA que faciliten o dificulten gue se establezca el complejo PHA-
receptor, el cual iniciaria los fendmenos biogquimicos a nivel de
membrana que conducen a la divisién celular de los linfocitos de
humano en este tipo de cultivo.

Sin embargo, la interpretacidn anterior no necesariamente
puede ser la tGnica forma en que actie la 8G, pues cabe la
posibilidad de que sucedan los siguientes fenémenos:

1.~ Que haya interaccidn entre la PHA y la 8G en el medio de
cultivo y con relacidén a la concentracién de 86 sucedan dos cosas:
a) el complejo PHA-receptor es inactive y sdlo la PHA actlie sobre
los linfocitos; b) en funcién de la concentracidn de 8G seria el
tipo de complejo PHA-receptor que se forme, el cual podria
interactuar con los linfocitos o permanecer inactivo en . el medio
de cultivo.

2.,- Que la 8G entre a la célula y desde su interior,
modifique, de acuerdo con la concentracidén de 8G, el gradiente
electroquimico de la membrana celular y/o interaccione con los
niveles de nuclebtidos ciclicos intracelulares, sistemas adenilato
y guanilato ciclasa, lo que podria dar como resultado una respuesta
diferente del probable receptor a la PHA.

Es evidente gue en este trabajo se presentan. resultados
preliminares que en un momento dado estéan sujetos a modificaciones,
debido a que no se cuenta con el nimero de datos suficientes como
para ser considerados definitivos, pero se considera que atGn con
estos resultados iniciales, se puede visualizar la importancia de
intestigar los efectos de moléculas tan versatiles como la 8G en
los fenémenos de la divisién celular,
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VI CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

"1.- Para las condiciones experimentales utilizadas se comprobd
que: Los linfocitos de humano no proliferan por si solos; y que la
PHA y el chogue hipoténico son necesarios para la induccién y
observacién, respectivamente, de figuras mitéticas.

2.~ Se obtuvo una curva dosis-respuesta con dosis de 8G que
estédn dentro del intervalo para producir respuestas observables con
relacién a la proliferacién celular,

3.~ La 8G por si sola no es inductora de la divisién celular.

4.,- A lag concentraciones utilizadas en este trabajo, la 8G
no parece producir aberraciones cromosémicas observables.

A continuacién se sugieren algunas ideas que posiblemente
contribuyan a la obtencién de nuevos datos para conocer el o los
efectos de la 8G sobre los linfocitos de humano en cultivos de este
tipo y en un momento dado el o los probables mecanismos:

1,- Obtencién de datos con concentraciones de 8G menores de
0.19 uM y de concentraciones intermedias a las utillzadas, para
completar la curva de dosis-respuesta.

2.~ Rastreo de la 8G y PHA con elementos. radiactivos
(autorradiografia secuenciada para averiguar el sitio de accién de
la 8G vy 81 en un momento dado interacciona directamente con la PHA.

N 3.- Obtencién de cultivoes de 1linfocitos aislades 'y

sincronizacién de los mismos, para comparar el efecto de la 8G con
el obtenido en los linfocitos con sangre completa.
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TABLA # 1

UTILIZACION DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE BG, PRESENCIA DE PHA
Y EMPLEO DE CHOQUE HIPOTONICO PARA LA OBTENCION DE FIGURAS
MITOTICAS.

FIGURAS MITOTICAS CONDICIGNES
{8G puM) OBSERVADAS

0 5 S7EHA Cf CHOQUE
HIPOTONICO

] T STEHA &/ CHOGUE
KIPOTONICO

130 ) S7DiA CfCHOQUE
HIPOTONICO

190 0 C/PHA S/CHOQUE
HIPOTONICO

C/PHA C/CHOQUE

C/PHA S/CHOQUE

CONTROL 0 HIPOTONICO
3 ) S/PAA  CON
190 0 S/PHA
56 a S/PHA
19 0 S/PHA  CHOQUE
150 0 C/PHA
56 0 C/PHA
19 6 ¢/PHA
CONTROL 612 C/PHA  HIPOTONICO
7 G S/PHA . CON
19 0 §/PHA
5.6 o S/PHA
1.9 0 S/PHA  CHOQUE
19 o C/PHA :
5.6 256 ¢/ PHA %%%

1.9 408 C/PHA

CONTROL 157 ,..Mc”“.%\% ﬁﬁ\@&%ﬁ

a8



TABLA # 2

EFECTO DE LA 8G A A DIFERENTES CONCENTRACIONES EN PRESENCIA DE
PHA CON RELACION AL NUMERQ DE FIGURAS MITOTICAS OBSERVADAS.

FIGURAS MITOTICAS

[86 pM] OBSERVADAS
13 7
9.5 32
5.6 92
1.5 417
0.95 433
0.56 303
0.19 374
CONTROL 260
13 2
9.5 38
5.6 31
1.9 4188
0.95 512
0.56 473
0.19 458
CONTROL 333
13 5 +
9.5 26+
5.6 162 +
1.9 13
0.95 13
0.56 24 +
0.19 6
CONTROL 8
13 7+
9.5 25 +
5.6 26 +
1.9 27
0.95 20
0.56 CONTAMINADOC
0.19 13
CONTROL 17
13 50
9.5 as
5.6 42
1.9 74
0.95 29
0.56 23
0.19 26
CONTROL 139

- . Rrirgrmp ot et gt sy G opmiey
-+ DATO ESTADISTICAMENTE RECHAZADO

a0.



TABLA # 3

PORCENTAJE DE LAS FASES DE LA MITOSIS CON RELACION A LAS
8G UTILIZADAS.

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

[8G puM]  PROFASE  METAFASE ANAFASE TELOFASE “TOTALES
13 0 100 o 0 100
9,5 5.23 86.88 7.89 0 160
5.6 1.29 98,28 0.43 o 108
1.9 4.50 92.43 1.23 1.84 100
0.43 2.54 95.12 0.39 1.95 100
0.56 2.60 94.23 1.90 1.27 100
0.19 1.49 93.02 2.40 1.09 ‘100

CONTROL 2.85 91.75 2.35 2.95 100

a1



TABLA # 4

RESPUESTA DE LOS LINFOCITOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 8C MEDIANTE LA
INCORPORACION DE TiMIDINA TRITIADA.

{86 uM]  xDF DESVIACION ERROR x % CLSVIACION ERRQR
ESTANDAR ESTANDAR CONTRO’ CONTRCL LRSTANDAR ESTANDAR % x
19 ©88.57 151,012 87.18 3.8 - ——— -+
13 1034.56 73.08 62.19 18.94 14.51 6.27 & 44 30.5
4471.12 a87.36 570.05 10.07
630.75 268.34 189.75 35.90
9.5 2103.75 644,98 372.28 38.52 29,17 13.98 8.07 27.866
4386.11  1986.63 1146.98 13.10 29.:7
5.6 2764 .43 713.98 412.21 50.62 37.7¢ 18,27 12.92 34.27
1299.40 663.19 386,386 26.78
1866,85 411.74 291.15 106.27
1,9 €785.90 1961.40 1132.41 124,45 79,43 42,26 231,13 26,60
13317.80 2544.57 1471 .42 39,77
8506.35 1378.23 795.72 «7.23
1731.30 251.30 177.70Q 98.58
0,95 4347.00 1114.26 643.32 79.50
15919.48 1158.74 699,00 47.56 75.84 21.08 10.34 13,90
13966.52 6221.74 3592.12 77.55
3116.91 199,49 115.17 57.07
0.56 16960.58 4796.98 2769.54 %0.65 53.86 4,54 3.21 5.%5
246.85 14.07 9.95 14.05
0.19 3121.1}) 284,73 170.16 57.18%
12324.81 1859.76 1073.73 36.81 44,51 24,48 12.24  27.49
12608.14 3136.28 1810.73 70.01
1756.70 28.00 19.80 11.96
CONTROL 5460.60 1654.99 955,51 37.20 .
33485.02 3954.73 2283.26 228.13 100 97,68 36,84 138.94
18008.59 910.21 525,51 122.69

+ UN SOLO DATO
LAS CONCENTARACIONES QUE PRESENTAN MENOR NUMERO DE DATOS SON DEBIDO A QUE AL

HACER LA PRUEBA DE VALIDEZ ESTADISTICA
RESULTADOS OBTENIDOS, ESTOS EXCEDIERON EL 40R% CONSIDERADO POR QONCAY {1978)

{PORCENTAJE DEL PROMEDIO)

DE  LOS

. PARA

SER TOMADOS COMO VALIDOS ESTARDISTICAMENTE PARA ESTE TIPO DE SISTEMA EXPERIMEMNTAL
POR LO CUAL FUERON DESECHADOS.



MITOSIS OBSERVADAS CON LA ADMINISTRACION DE 8G

TABLA # 5

[1.9 uM]

A

DIFERENTES TIEMPOS DESPUES DE LA SIEMBRA;EN TODOS LOS CASOS, LA PHA
SE AGREGO ‘AL MOMENTO DE LA SIEMBRA.

FIGURAS TIEMPO DE AGREGACION
MITOTICAS % CONTROL DE 8G (1.9 uM] DESPUES
OBSERVADAS DE LA SIEMBRA
: ’ (EN MINUTOS)
31 31.63 o]
37 37.25 15
25 25.51 30
24 24,48 45
49 50.00 60
28 100 CONTROL




INCORPORACION DE TIMIDINA- TRITIADA CON DIFERENTES TIEMPOS DE AGREGACION DE 8G (1.9 uM])
DESPUES DE LA SIEMBRA. LA PHA SE AGREGO, EN TODOS LOS CASOS, A LA SIEMBRA.

TABLA # 6

(TIEMPO DESVIACION ERROR % %X % DESVIACION ERROR
EN %DPM ESTANDAR ESTANDAR CONTROL CONTROL ESTANDAR ESTANDAR % X
MINUTOS)
36,32
o 8488.4  1231.94  71.1.26 27.84  33.43 4.85 2.80 8.37
35.82
26.60
15 6695.3  2443.33  1410.66 35.87  26.37 9.62 5.56 21.08
16.63
33,30
30 9081.1  2299.11  1327.39 38.27 35.76 9.05 5.23 14.62
25.72
S1.14
45 11092.5 1836.97  1060.58 36.69  43.68 7.24 4.18 9.56
43.22 '
43.58
-60 9225.1  1451.87 838.24 15.05  36.33 5.72 3.30 9.08
31.36
T42.71
CONTROL 25389.9 10452.28 6034.63  60.57 100 41.17 23.77 .23.77

96.70

aq



TABLA # 7

MITOSIS ENCONTRADAS AL AGREGAR PHA (0.25 ML) A DIFERENTES TIEMPOS
DESPUES DE LA SIEMBRA EN TODOS LOS CASCS; - EXPERIMENTALES SE
ADMINISTRO 8G {1.9 pM] DURANTE LA SIEMBRA.

FIGURRS PliA AGREGADA
MITOTICAS - % CONTROL TIEMPO DESPUES
OBSERVADAS DE LA SIEMBRA
47 85.45 0
23 41.81 157
38 54,54 30¢
39 70.99 45¢
30 54.54 ' 607
1 1.81 24 HORAS
o 0 48 HORAS
55 100 CONTROL S/8G

q5:



TABLA 7 8

INCORPORACION DE TIKIDINA TRITIADA A DIFERENTES TIEMPOS DL AGREGACION DE PHA DESPUES DE

LA SIEMBRA; EXCEPTQ EN EL CONTROL, EN

HOMENTO DE LA SIEMBRA.

LAS DEMAS COHPICIONES SE ADICIONO 8G (1.9 wuM] AL

PHA
AGREGADA
j: 1 TIEMPO % DPM  DESVIACION ERROR 13 % ¥ DESVIACION ERROR T
{1.9 uR) DESPUES DE ESTANDAR ESTANDAR CONTROL COHTROL ESTANDAR ESTANDAR
LA SIEMBRN
A LA 59.44
SIEMBRA o 7454.67 1518.95 8B8.51 44.80 d48.22 9.96 5.75 11.9
40.43
36.61
" 15¢ 5151.80 579.9] 334.82 29.24 13.32 3.75 2,16 6.48
34.12
34.17
L 0/ 6174.26 874.62 504.96 45.77  19.94 5.66 3.27 8.18
39.5%
59.51
" 45¢ B8634.47 828.56 478.37 49,75 55.91 5.36 3.09 5.52
58.47
43.43
" 60° 6660.82 682.86 194,25 45,77  41.09 4.42 2,55 5.91
58.47 .
1.74
" 24 HORAS 12B4.57 21.31 12.31 1.99 1.84 .13 0.08 4.34
1.78
1.07
" 48 HORAS 146.59 18.77 10.84 0.22 n.94 0.12 .07 T.44
.83
CONTROL 92.97
o 15457.16 4325.11 2497.10 76.20 100 27.%8 16.15 16.15

130.82

a6
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