
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTO NOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE CIENCIAS 

DEPARTAMENTO DE BIOlDGrA 

EFECTO DE lA ADENOSINA EN CELUlAS 
LINFOIDES DE RATA IN VITRO 

TESIS QUE PARA OBTENER El TITULO 
DE BIOlDGO 

PRESENTA 

MARIA GUADALUPE DELGADILLO REYNOSO 

MARZO DE 1985 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



mis padres 
Eva hl Rodolfo 

mis hermanos 
Eduardo Rodolfol Pable ~ Patricia 



Jcsós Manuel León Ctzares por su valiosa dirección ~ 

estimulo 

Maria Teresa PcKa RanSel por su asuda s sus opiniones 



El presente trabajo se realizÓ bajo la dirección de 
Jesús Manuel León Cézares, en el laboratorio de Biolo~ia 
Celular del Departamento de Bioener~ética del Centro de 
Investi~aciones en Fisiolo~ia Celular de la Universidad 
Nacional Autónoma de México. 



A 

EFECTO DE LA ADENOSINA EN CELULAS LINFOIDES DE F:f.!¡TA IN I)IlF:D 

INDICE 

HESUMEN .. . 
11) INTRODUCCION. 

111) 

A) Células linfoides • 

In Ciclo Cell.llar 

C) Adenosina • 

-Metabolismo en células de mamífero • 
-Efectos en el metabolismo de células 

linfoides ...... + 

D) ProPósito de este trabajo • 

MATERIALES Y METODOS • 

A) Obtención y siembra de células linfoides 
de rata + 

Bl Parámetros para estudiar el comportamiento 
de las células en cultivo • 

-Viabilidad • .. .. 
-IncorporaciÓn de timidina tritiada • 
-Nócleos con condensación cromosómica • 
-Cuantificación de ADN. • 
-Cuantificación de protelnas. 

el Análisis estadístico. 

IV) ¡:;:ESULHiDOS 

Al Dosis respuesta a la Adenosina. 

-Esplenocitos, timocitosf linfocitos de 
sangre periférica ~ células de la 
médula ósea de rata 

página 

1 

'1 .:.. 

r) 
.:.. 

t:.:' 
~.t 

8 

9 

13 

16 

18 

18 

19 

.. :1.9 
19 
19 
19 
20 

20 

"'''] "' .. ~ 

22 



V) 

VI) 

VIl) 

B) Efecto de la Adenosina (5~M) a tiempos 
cortos en esplenocitos w timocitos de 
rata + + 

C) Dosis respuesta a la A~enosina en 
timocitos de conejo. 

DISCUSION y CONCLUSIONES • 

BIBLIOGRAFIA • 

ABREVIATURAS • 

¡"AG, I T 
. ,1, 

22 

+ 40 

51 

58 



T> RESUMEN 

La Adeno~ina es un nucleósido intermediario en la ruta 
de deSradación w sintesis de los nucleótidos póricos, 
Varios autores reportan Bue este nucleósido en 
concentraciones micromolares impide la blastosénesis en 
células linfoides de varias especies cultivadas in vitro 
(Fax w Kellew, 1978). Se desconoce el mecanismo Gue produce 
este efecto. 

En este trabajo se estudia el comportamiento de los 
esplenocitos, los timocitos w los linfocitos de sansre 
periférica de rata in vitro baje) el efecto de la ?p::Seno':>ina 
refleJedo en la incorporación de timidina tritiada, la 
viabilidad, la presencia de nócleos con condensación 
cromosómica, la cuantificaciÓn de ADN 8 proteínas. 

S~2 c)bserVB Que la Adenosina con un 
concent 1'.sc iones QUE:' va de 2+5 a 50 ~M 
COllu"'ortalll i ento de las células linfoides de 
encuentr2m en la fase S del ciclo celular a 

intervalo 
no modifica 
rata Bue 

las ., horas "-

de 
el 
se 
de 

incubación. De la misma manera, una concentración de 5~M de 
Adenosina no tiene ninSón e to en los esplenocitos w en 
los timocitos de esta especie a 2, 4 8 24 horas de 
incubación al estudiarlos con los parámetros anteriormente 
mene i onaldos" 

Se discuten alSunos mecanismos para tratar de explicar 
esta falta de efecto por parte de la Adenosina en las 
células linfoides de rata in 
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II) nnnODUCC I m! 

A) CELULAS LINFOIDES 

Las células libres Gue se encuentran entre las tramas 
del estroma de la médula ósea, representan todas las etapas 
de la maduración de eritrocitos y leucocitos. En la fisura 
1 se observan estas etapas (Modificado de Cline, 1975; y de 
Metcalf, 1984). Se cree Gue a partir de una célula oiiSinal 
se forman 2 células llamadas unipotente y pluripotehte. La 
primera da oriSen a las células linfoides con su subsecuente 
diferenciación. Por otra parte, la célula pluripotente 
oriSina a las otras células sanSuineas. 

Las células linfoides se localizan dentro de los 
espacios de la red de fibras reticulares de los tejidos 
linféticos como por ejemplo el bazo. el timo_y los sanslios 
linf~H.icíJS; en el tejido sanSuineo y en la médula ósea. 

Las células linfoides interactuan en los órSanos 
linfoides y en los demés tejidos con los antiSenos, Gue han 
sido llevados a esas éreas via la sanSre o la linfa. De 
esta manera las células estimuladas pueden proliferar y 

diferenciarse. 

En la fiSura 2 se pueden observar las vías de miSración 
de las células linfoides (Tomado de Cline, 1975). Esta 
miSración es de suma importancia en el desarrollo y en el 
mantenimiento del sistema inmune normal. 

Para los propósitos de este trabajo unicamente se 
mencionarén al~unas de las principales caracteristicas de 
las células linfoides utilizadas. 

Linfocitos de sanSre periférica.- Actualmente se acepta 
la ~xistencia de dos tipos d~ linfocitos en este tejido. A 
pesar de Gue 105 dos probablemente se derivan de Un mismo 
precursor en la médula Óseay las caracteristicas aue 
presentan no son las mismas. 

Los linfocitos B mi~ran a la sanSre periférica sin 
pasar por el timo ~ tienen la capacidad de diferenciarse en 
cólulas plasma después de un estimulo antisénico. Estas 
últimas son la fuente principal de inmuno~lobulinas. 

Por otra parte, los linfocitos T o timocitos est¿n 
involucrados en el reconocimiento antisónico y 

reacciones celulares inmunes. Estos linfocitos derivan 
timo w por 10 tanto son dependientes de este Ór~6no para 
desarrollo completo (Cline, 1975; Lin~ ~ Ka~, 1975), 

del 
su 
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Los líneas punteados significan que el mecanismo responsable de 
esa migración se desconoce; ( tomado de Cline ,1975 L 

Figura 2 Vías de migración de los linfocitos. 
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Timocitos.- En el timo existe una gran cantidad de 
linfocitos llellledos timocitos, distribuidos en la cort'eza y 
en la médula de cada lobulillo. 

Los timocitos ~ue se encuentran en la corteza presentan 
una Sran proliferación. La velocidad de división de estas 
células, también llamadas linfoblastos T, es mayor en el 
recién nacido w disminuye conforme el animal crece. 

Los timocitos localizados en la médula de cada 
lobulillo son células maduras, ahi se vuelven 
inmunocoffipetentes. Cada timocito maduro posee su propia 
población homólosa con receptores en la superificie de la 
membrana capaz de unirse a un antiseno determinado. 

Normalmen~e en el timo no hay células plasma, como 
tampoco células de memoria ~ue son las Que responden 
rapidamente a la reaparición de alsón antiseno (Cline, 1975; 
Kessel w Ka~don, 1979). 

Esplenocitos.- Los linfocitos Que se encuentran en el 
bazo, principalmente en la pulpa blanca, reciben el nombre 
de esplenocitos. Estas células pertenecen a un grupo 
heteroSéneo de linfocitos B y T Que incluyen linfocitos no 
estimulados, linfoblastos, células plasma y células de 
Illemoria. 

Asi, en las zonas de transición entre la pulpa roja y 
la pulpa blanca llamada zona mareinal existen esplenocitos 
Que interactuan con antisenos y con macrófagos. Otros 
esplenocitos Que se encuentran en los centros Serminales de 
los nódulos esplénicos presentan una Sran proliferación. En 
el estroma esplénico de l~ pulpa roja se pueden localizar 
células plasma (Kessel y Kardon. 1979). 

Bl CICLO CELULAR 

El lapso de tiempo comprendido entre la formación de la 
célula, mediante la división de una célula madre, y su 
divisiÓn para formar dos células hijas recibe el nombre de 
ciclo celular. Es pues una unidad fundamental de tiempo a 
nivel celular puesto Gue define el ciclo de vida de la 
célula (Mitchisoh, 1971). 

El ciclo celul~r comprende esencialmente dos_ períodos! 
la interfase y el periodo de división. Este último consiste 
en dos procesos secuenciales: la división nuclear o mitosis 
y la división citoplasmética o citocinesis CMitchison, 1971; 
Alberts w col., 1983). 

Con la ayuda de las técnicas de autorradioSrafia. 
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Howard s Pele en 1953, definieron cuatro fases sucesivas en 
el ciclo celul¡r (Hazia. 1974). En la fisura 3 se muestran 
estas fases. Después de la fase M, Que consiste en la 
mitosis s en la citocinesis, la célula hija comienza la 
interfase de. un nuevo ciclo. La interfase comienza con la 
fase 81 en la cual se reanuda la biosintesis Que durante la 
mitosis present6 una actividad muy lenta. La fase S empieza 
con la síntesis de ADN w termina cuando se lleva a cabo su 
duplicación. La sisuiente fase es la 62 Gue termina al 
comenzar la mitosis. Finalmente, la célula entra en la fase 
H. Durante esta fase los cromosomas duplicados se condensan 
s son visibles en el microscopio de luz (Alberts y col •• 
1983). 

Les células de un orSaniimo eucarionte se dividen a 
velocidades mus diferentes. El intervalo de los ciclos 
celulares estudiados varia de 2:30 horas a 100 días o más. 
Sin embarso, en la masoría de las células animales s 
vesetales el ciclo celular se lleva a cabo en un dia o menos 
(Mazia, 1974; Alberts y col.~ 1983), 

Mitchison (1971) menciona Que en células tipicas de 
mamífero la fase 61 dura entre 6 y 8 horas, o incluso m¿s 
tiempo. La duplicación de los cromosomas se lleva a cabo 
entre 6 y 7 horas. La fase G2 toma de 3 a 5 horas y la M 
aproximadamente 1 hora. 

Betancourt y colaboradores .!1978) reportan Que el ciclo 
celular del linfocito de humano in vitro es, en promedior de 
16 horas s la duraciÓn de las fases es de 4 horas para 61, 9 
horas para S s 3 horas para G2+H. 

La diferencia principal entre las células Gue se 
dividen rapidamente y las Gue lo hacen lentamente. estriba 
8n el lapso de tiempo Gue permanezcan en la fase 61 del 
ciclo celular. Las células Que se dividen lentamente 
permanecen en l~ fase G1 por dias o por a~os. Por el 
contrario. 
Senoma y 

tMitchison, 

el tiempo Que toma 
entrar en mitosis es 

1971; Hazia, 1974; 
Alberts s col •• 1983), 

una célula duplicar su 
notablemente constante 

Pardee y col., 1978, 

Existe la evidencia de un punto débil de control en la 
fase G2. Se ha reportado Que bajo ciertas condiciones. por 
ejemplo la adici6n de algunas drogas, las células son 
detenidas en esta fase (Mitchison. 1971' Pardee y col.~ 

Muste?in y Volkov, 1982). 



El Período entre la fase M y el inicio de la S se denomino GI 
y el período entre el final de lo síntesis de ADN y la siguiente 

fase M es t lomado Gz ( tomado de Al berts y col., 1983), 

Figura 3 Fases del ciclo celular. 
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No se sabe con exactitud lo Gue determina Gue una 
célula empieze otro ciclo celular. ~Alsunos experimentos han 
demostrado Gue existe un punto al final de la fase G1, 
llamado punto de restricción o R9 después del cual la célula 
continóa hasta la .divisiÓn celular' a su velocidad normal, 
sin importar las condiciones externas (Pardee y col., 1978; 
Alberts y col., 1983). 

C) ADENOSIN{~ 

La Ada fue descubierta a finales del sislo pasado. En 
1929, Drupw w Szent-Gw8rSy son los primeros en reportar los 
efectos farmacolósicos de los nucleótidos de adenina. En 
relación a la Ada, mencionan Gue este nucleósido bloGuea la 
ccnducciÓn aurícula-ventricular, produce fibrilación 
auricular, baja la presión arterial, provoca vasodilataciÓn 
coronaria y sistémica al aumentar el flujo coronario, 
disminuye la movilidad intestinal, el flujo renal e induce 
el sueMo (ChaSoya de Sénchezr 1984). AMos despuésJ Berne 
(1963) propone a la Ada como reSulador del flujo sanSuineo 
coronario. En 19729 Giblett y colaboradores encuentran Gue 
una deficiencia de la enzima ADA en el hombre se asocia con 
deficiencias severas del sistema inmune (Fax y Kelley~ 
1978). 

La Ada forma parta de los ribonucleósidos póricos, los 
cuales poseen D-ribosB como componente slucosilado (FiSo 
4) Contiene dos anillos Gue corresponden a la base y a la 

En su conformaciÓn m¿s estable ~5tos anillos 
f l'lTian enti'", si. un i¡nsulo recto, al situar al hidro~úlo 
muy próximo al ¿tomo de nitróSeno 3 (Lehninser, 1982). 

Fisura 4. Adenosina (9-B-D-ribofuranosiladenina). 
(Tomado de Lehninser, 1982). 

Este compuesto 25 intermediario en 13 
dcsradación y síntesis de los nucleótidos púricos. 
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libre se encuentra en concentraciones peGue~as en la ma~oria 
de las célGlas (Lehninger, 1982), ~ ha sido detectada 
principalmente en el fluido extracelular, en el plasma ~ por 
lo tanto en el medio de cultivo o en el medio de perfusión 
de las célula~ (Fox y Kelley, 1978). 

METABOLISMO EN CELULAS DE MAMIFERO 

T f'anspo rte 

Este compuesto puede entrar a la célula mediante uno o 
varios mecanismos de transporte con caracteristicas de 
difusión facilitada. Parece ser Gue en eritrocitos y 
leucocitos existe un acarreador simple Gue resula el 
transporte de los nucleÓsidos PÓricos y pirimldicos. En 
células nucleadas la Km del transporte de la Ada varia de 4 
a 42 ~M (Fax y Kelley, 1978). 

Durante las fases de crecimiento de la 
transporte de la Ada, al igual Gue el de varios 
no cambia (Pardee y col •• 1978). 

célula, el 
aminoácidos, 

La fiSura 5 muestra la serie de reacciones involucradas 
en el metabolismo de la Ada (Modificado de Fox y Kelley, 
1978 y de Fredholm, 1982). 

FormaciÓn, desradaciÓn y utilización 

La Ada puede formarse dentro de la célula a partir del 
AMP o de la S-adenosilhomocistelna. El AMP intracelular es 
desfcsforilado por una 5'-nucleotidasa o por fosfatasas 
inespec1ficas (Reacción 9, Fis. 5). Otra fuente de Ada 
:i.iltr'act:d!Jli.'H' la proporciona la deSradaciÓn de l¡;! 
S-adenosilhomocisteina a Ada y homocisteina. La hidrólisis 
es catalizada por la S-adenosilhomocisteina hidrolasa 
(ReacciÓn 2, Fig, 5). Sin embargo, se~ón Fox w Kellew 
(19'18)y parece ser ffilJe LQ ~ bajo condiciones normales 
predomina la via de degradación. Los mismos autores 
menCionan Que en h1~ado de rata s ratón la 
S-adenosilhomocisteina es desradada casi completamente hasta 
¿cido Órico s en cerebro y riMón hasta inosina e 
Í1 i p o ~< a r¡ t i rl a v 

PE: r'c'Cf:: 
1 i bE' r'¿;c i ón 
<;;1.ntesis de 

se Que la Ada es removida de las 
directa al medio extracelular, 

nucleótidos de adenina, o por la 

células 
fl'¡edi ante 

degradacion 

FOT-

I -, c 

los productos póricos finales (Snwder w col., 1976; Fox y 
Kelles, 1978). En el primer caso. se sabe Gue Se libera Ada 
en el miocardio debido a la falta de oxiseno en el p~lmón9 
en respuesta a la hipoxia alveolar ~ en el higado 
probablemente como fuente de purinas (Fox y Kellew, 1978). 



ri~ur2 5. Metabolismo de la Adenosina CAda). El diaSrama 
muestra las vias de desr~daciOn y de formación de la 
Adenosina dentro de la célula. La Adenosina puede también 
transportarse hacia adentro o hacia afuera de la célula o 
ejercer su efecto a través de receptores en la membrana 
plasmática. 
metionina 

Las enzimas en estas vías son: 1, S-adenosil
metiltransferasa; 2, S-adenosilhomocisteina 

hidrolssa; 3, adenosina desaminasa; 4, purina nucleósido 
foforilasa; 5 y 6, xantina oxidasa; 7, adenosina 
fosforilssa (no establecida); 8, adenosina tinasa; 9, 
5'-nucleotidssa y fosfatasa inespeclfica; 10, adenilato 
cinass~ 11, nucleósido difosfocinasa; 12, adenilato ci-

Mecanismos de transporte, 13. 
(Modificado de Fax y Kelley, 1978; y de Fredholm, 1982). 
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Para la s1ntesis de nucleótidos. la Ada es fosforilada 
A 

por la AC a AMP (Reacción 8, Fie. 5). A pesar de Gue la 
enzima es ubicua, presenta la actividad mas alta en el 
hisado, bazo y sanslios linféticos (Fox y KelleY7 1978). 
Peters y colaboradores (1982a) reportan una actividad mayor 
de esta enzima en esplenocitos Gue en timocitos y linfocitos 
de sanere periférica de rata (Tabla 1). 

Tabla 1. Actividades de la adenosina cinasa CAC) y de la 
adenosina desaminasa (ADA) en linfocitos de rata. Los lin
focitos de sanSre periférica son de adult01 los timocitos 
y los esplenocitos de animales de 40 dias de edad. 
(Los resultados muestran el error est¿ndard). 

linfocitos de 
sanSre periférica 
tirr!ocitos 
,,;,o;p 1 enoc i tos 

AC ADA 
Cnmol/hr/mS proteína) 

367! 
82!4~1 

424!25 

2,938±720 
23,757!3876 

3 ,,265! 468 

tRcsultados de otros experimentos. 
(Tomado de Peters y coi., 1~82a). 

Proporción 
~íDAI (~C* 

li!. 1 
600:!:253 

13:!:4 

La Ada es degradada a inosina por la enzima ADA 
(Reacción 3, FiS. 5). En humanos se ha visto Gue para Gue 
se lleve a cabo el funcionamiento celular normal, se 
reGuiere de una actividad óptima de esta enzima puesto Gue 
una deficiencia en ella esta relacionada con un incremento 
en la concentración intracelular de nulceótidos de adenina. 
Por otra parte, el incremento en la actividad de esta enzima 
se relaciona con un decremento en la concentración 
intracelular de estos nucleótidos (Fox ~ Kelles, 1978). 

En estudios hechos en niMos recién nacidos, cerdos 
borreSos, ratas ~ ratones, Peters s colaboradores (1982a) 
cllcuentri:3n G!.le la acti\lidE~d de la (-:l[l{.¡ e 'E. ll'la'::!or en t.iriíocitos. 
out? I':-)[¡ linfocitos de ';¡¡,ansre periférica. De estas e:;;,pecie~; 

el cerdo s el borreSo presentan la mayor actividad de dicha 
enzima en los esplenocitos. En el caballo por el contrario, 
la actividad de la ADA en todas las células linfoides es la 
nI ¿ s b ¿, j a • 

La tabla 1 presenta los resultados obtenidos por estos 
medir la actividad de la enzima en timocitos. 

esplenocitos s linfocitos de san~re periférica de rala. Las 



~ctividades de las enzimas en timocitos s esplenocitos se 
midieron en ~atas de 40 dlas de edad. Sin embarSo, los 
mismos autores (1982c) miden la actividad de ADA en 
esplenocitos ~ timocitos de rata de diferentes edades ~ 
encuentran G~e la actividad de esta enzima siempre es ma~or 
en los timocitos. 

Para obtener más información del metabolismo de la Ada, 
los mismos autores calculan las proporciones de las 
actividades de la ADA ~ de la AC de timocitos, es?lenocitos 
~ linfocitos de sanSre periférica de varias especies de 
mamíferos. En la mayoría de ellas, los timocitos presentan 
la ma~or proporción de ADA/AC. Ses6n los autores lo 
anterior indica Que estas células son rnés capaces Gue los 
esplenocitos o linfocitos de sanSre periférica, de desaminar 
3 la Ada, de esta manera se previene la acumulación del 
nucleósido ~ no se perturba la proliferación celular. La 
tabla 1 presenta las proporciones ADA/AC obtenidas en los 
experimentos con las células mencionadas de rata. 

La Ada puede también ser deSradada hasta adenina por la 
adenosina fosforilas8 (Reacción 7, Fis. 5). Sin embarSo, 
aunGue la reacción se observe en fracciones crudas de 
preparaciones tisulares, en preparaciones altamente 

1978). purificadas no se ve tal actividad (Fox y Kelley, 

La utilización de la Ada, es decir su conversión a 
nucleOtidos o a inosina, depende de las actividades 
relativas de la ADA o de la AC (Fax y Kellew, 1978). Estas 
erlzimas presentan diferentes afinidades en el metabolismo 
del nucleósi La Km de la ADA es de 40 ~M mientras Gue la 
de la AC es de 5 ~M (Martinez Valdez w col., 1982). 

Snwder ~ colaboradores (1976), observan Gue en 
linfocitos de humano estimulados con PHA, la vis principal 
en el metabolismo de la Ada con concentraciones m~nores de 
5~M es la fosforilación a AMP, mientras mue a 
concenlr@cione5 masores predomina la desaminaciOn a in05ina. 
Sin embargo, e~ linfocitos no estimulados. predomina la 

dl,~'l e ü n~? u e =:- to un intervalo de 
concentraciones de ~da de 0.5 a 250~M. 

a concentraciones 
Ada, la velocidad de .:; 1", 

.1 t,..1 vece mayor 
50¡..¡M 
a 12: 

de fosforilaciÓn (Sn~der y Lukey, 1982>, 

Varios autores observan Que el metabolismo 
cambia durante la proliferación celular. 
col~boradores (1976) reportan un incremento de 
on la actividad eSP0~ifica de la ADA durante 
de m nocitos a macrófaSos de sanSre periférica 

de la (ida 
Fischer w 

1 a fll a t;,!;,-i r';;; ció n 
en hlJtllanos. 
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En linfocitos de humano estimulados con mitógeno la 
actividad de la ADA aumenta cuatro veces entre las 24 y las 
60 horas de incubaciÓn (Fax y KelleY, 1978). Snyder y 
colaboradores (1976) observan Que la actividad de la misma 
enzima disminuye aproximadamente en 55% a las 72 horas de 
incuba~iÓn, mientras Que el valor de la actividad de la AC 
no calId:d a + 

En sangre periférica de rata iD ~f Martinez Valdez y 
colaboradores (1982) observan un aumento en los nucleótidos 
de adenina al administrar a los animales una dosis de Ada de 
100 mg/kg. Segón ellos este incremento se debe 
principalmente a la acciÓn de la AC m¿s Que a la 
desaminación del compuesto. 

Probablemente tro ipo de regulaciÓn de este 
nucleÓsido consista en su 
proteinas en el citoplasma 

almacenamiento mediante 
de la célula. 

su IJnión ,:¡ 

Ueland y Saeb_ (1979) reportan el atrape de la Ada por 
la S-adenosilhomocisteinasa en el higado, el riNón, la 
corteza adrenal, el ótero. el mósculo eSQuelético y cardiaco 
de la rata y de otros mamiferos. De estos órganos, el 
hígado presentó un atrape mayor. Segón Ueland (1983) esta 
unión es importante en la resulaciÓn de la actividad de esta 

Belloni y colaboradores (1984) reportan en células 
aisladas de hiSado de rata, la existencia de una poza 
intracelular de Ada unida a una proteína. Estos autores 
mencionan Gue probablemente la proteína a la cual se une 1 
nucleósido sea la enzima S-adenosilhomocistefna hidrolasa. 
Esta poza representa aproximadamente el 75% de la Ada total 
medida en el MiSado intacto. Lo anterior es de gran 
importancia pues dada la ubicuidad de esta enzima 
probablemente esta situación existe también en otros 
tt,:~j idos" 

EFECTOS EN EL METABOLISMO DE CELULAS LINFOIDES 

Varios autores reportan Due 
blastogénesis en células linfoides 

la Ada 
estirliuladas 

mecanismo por medio del cual el nucleósido 

ilH'id 
con F'Hf\. El 

efecto se desconoce. Sin embargo, se pro onen varIas 
iCJ·;;:i.bilid¿:;:des f2ntre las cualE's SE' enCl..lent.ran! una 
inhibición en la b:i.D!dntesis de pi rirllidinas, !Jna disminuciÓn 
en los niveles de fosforribosil pirofosfato un aumento en 
los niv21es de AMPc s una inhibición de las metilaciones 
dependientes de la S-adenosilmetionina metiltransferasa <Fax 

A continuación sq presentan algunos reportes sobre los 
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efectos de la Ada en células linfoides de varias especies ~ 

su posible mecanismo de acción. -

Uno de los efectos más notables de la Ada es su 
toxicidad en las células de mamifero en cultivo en 
concentraciones aue van de 1 a 1,OOO~M, y aue se incrementa 
con inhibidores de la ADA (Fox y Kelley, 1978). Green y 
Chan CWolberS y col.f 1975) reportan la muerte de células 
linfoides in vitro en presencia de 1 a 10mM de Ada. 

Sn~der y colaboradores (1976) también reportan aue los 
linfocitos de sanSre periférica de humano estimulados con 
mitóSeno e incubados con 50~M de Ada, presentan un 65% de 
muerte celular cuando se anade coformicina, un inhibidor de 
la ADA. Ademé , observan un decremento en el porcentaje de 
transformación blastoide Junto con un 95% de inhibición en 
l3 incor ración oe tiruidins tritiada. Esta baja 
incorporación es un reflejo de una disminución en la 
s1ntesis de ácidos nucléicos (Fox ~ Kelle~, 1978). BaJb las 
mismas condicionesp pero en linfocitos no estimulados. los 
autores encuentran inhibición en la incorporación del 
precursor radiactivo. aunaue no se observa muerte celular. 

Frecuentemente la toxicidad de la Ada se acampana de 
una inhibición en la síntesis novo de pirimidinas. Las ............. 
21tas concentraciones de Ada bloauean la síntesis de de 
purinas y pirimidinss~ median un decremento en la 
formación de fo~forribosil pirofosfato (Csrson y See~miller, 

1976). Esta disminución ocurre cuando el fósforo inorSénico 
es un factor limitante. Puesto Gue el fosfor~ibo 1 
pil'ofosfato es un sustrato esencial para la síntesis 
de purinas y pirimidinss. interviene en 
de las purinas ~ en la síntesis 
decremento en la concentración celular 

las vías de 
de nucleótidos, un 

de este compuesto 
puede tener efectos metabólicos profundos (Fox y Kelley, 
1978). 

Peters y colaboradbres (1982b) encuentran in vitro una 
inhibición en la in~orporación de timidina tritiada en 
concentraciones mayores de Ada d 50 y 10~M en linfocitos 
estimulados de sanSre perifórica de humano y de caballo 
rcspocLivamente. nucle6sido s 
ffiilfcado a tiempos cortos de incubación. 

1 foci as de caballc con o sin mitó~enoJ 

Ji minusc mts la concentración relativa 
pirofosfator a 3 horas de incubación Que a 
hora • 

Por ejemplo. en 
50 ~M de Ad 

de fosforribosil 
48 Q 

El incremento de la actividad de la ADA durante la 
transformación celular inmune proporciona una evidencia 
inJi ecta de la importancia de la degradación de la Ada. 
e da VE es mas Evidente Gue los efectos tóxicos de este 
nucleósido puedan estar relacionados con la inhibición de la 
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respuesta del sistema inmune (Fax s Kelles, 1978). 

WolberS y colaboradores (1975) observan Que la Ada en 
concentraciones micromolares, causa un incremento del AMPc 
en linfocitos del exudado peritoneal de ratOn s en 
linfocitos de humano, al mismo tiempo aue has una inhibición 
en la citotoxicidad mediada por los linfocitos. Esta 
inhibición desaparece cuando las concentraciones de AMPc 
alcanzan cierto valor critico. Con estas observaciones los 
autores concluwen Gue probablemente el efecto inhibidor de 
la Ada sobre la citotoxicidad mediada por los linfocitos, es 
regulada via un aumento en la concentración de AMPc en los 
linfocitos efectores. Además, mencionan Gue este efecto de 
la Ada puede contribuir a la falta de respuesta del sistema 
inmune asociada con la deficiencia de la ADA. 

Zensef (1975) también observa un incremento en el AMPc 
de timocitos intactos de ratón a concentraciones de Ada de 2 
a 100~M. Este incremento es sisnificativo desde un minuto s 
m¿ximo entre diez s veinte minutos. Como este efecto 
también ocurre en membranas plasméticas aisladas de 
timocitos. concluye Gue el incremento del AMPc se debe 
principalmente a la estimulación de la adenilato ciclasa y 
5010 parcialmente a la conversión de la Ada en AMPc. 

Cada vez es més evidente el papel 
mediador intracelular involucrada en 
comunicación celular. 

de la Ada como 
los procesos de 

Recientemente se ha observado Que la Ada es capaz de 
influir a la adenilato ciclasa al causar su estimulación o 
su inhibición. La existencia de receptores en la membrana 
celular CFig+ 5) se apo~a principalmente en dos hechos. La 
masería de los efectos de este nucleósido no son inhibidos 
por droSas aue bloGuean su incorporación celular. ~ muchas 
veces el efecto de la Ada puede ser mimetizado cuando se une 
a polímeros impermeables (Fredholm, 1982). 

Casi todos los tipos celulares poseen receptores a la 
{i(\¡;;+ Es.t.c)s r:ar1 'sido e asifica·dos con base eri interval";os For 
e den de potencia de ciertos a~onistas. Asi, los re~eptores 
ti () Ri 
a ~.; e n i s t a s 

son inhibidores y se caracterizan por tener a 105 

L-N6-fenilisopropiladenosina ~ 
N ¿ .... e i. e 1 o i t }~ i 1.:.3 den o 'S. i n 2~ potentes. Gue 

Estos receptores reGuieren para su 
f u r I e ion (3 In i e n t. () fJ n <3 ni cil é e el 1 a con 1 a b a s e p 1:1 r í c a i ro t a c t a • 
Mientras Que, por el contrario los receptores A2 o Ra son 
sitios activadores Gue presentan a la adenosina 
5'-etilcarboxamida como un agonista más potente Gue los dos 
~pimeros. Estos receptores Seneralmente remuieren la 
pre~encia de una molécula con la 

Se cree Que estos 
influir en la membrana celular al 

r' i (losa intacta para ser 
receptores pueden 

abrir canales de 
también 
calcio. 
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( F r e el (1 ü:l ni y 1? í3 2 F F'aton, 1?84). 

Fredholru s Sandber~ reportan Que en la acumulaciÓn de 
AMPc en tiruocitos de rata s de cobaso, el tipo de receptor 
involucrado es el A2 (Fredholmf 1982). 

SandberS (1983) observa un incremento en la 
proliferación de timocitos de cobayo incubados entre 20 y 25 
horas en presencia .de ADA. Por ptra parte, cuando solamente 
se aSreSa EHNA al medio de cultivo, hay inhibiciÓn en la 
proliferaciÓn celular. Este ~fecto no se modifica aÓn al 
a~adir inhibidores del transporte celular de nucleÓsidos. 

Este autor susiere Que la Ada endósena s la ADA, 
la proliferaciÓn de células en cultivo. BesrJn S·1j 

hipótesis este balance entre los dos compuestos controla el 
nivel de AMPc intracelular mediante un receptor de Ada en la 
superficie de los timocitos. La enzima estimula la 
proliferación al disminuir 105 niveles de Ada extracelular; 
por el contrario, la EHNA inhibe la proliferación al 
aumentar los niveles extracelulares del nucleÓsido. 

Todos los efectos mencionados anteriormente representan 
sólo algunas de las acciones de la Ada. Este compuesto es 
capaz de causar efectos profundos en diferentes tipos 
celulare·::;. 

Fox s Kelley (1978) hacen una excelente revisiÓn de los 
efectos Que causa este nucleósido en células linfoides s no 
linfoides .• 
taHibión 

En 6stas además de los 
SEí irlcltJ~!f~n! 

E'fectos. '~a ¡llene i onados, 
8 3. a u ¡Y¡ e n t. o de 1 B 

S-adenosilhomocist.eina, la inhibición oe la proteína einasa, 
la reducción de la síntesis de ureB, el incremento en los 
niveles de ATP s dATP, la alteración de la morfolosia 
celulsry la estimulación de la secreC10n hormonal, la 
inhibiciÓn de la lipólisis, la potenciaciÓn de la liberaciÓn 
de histamina, el incremento de glucógeno en el hiSado, s su 
e f e c t o c o IT¡ ü vas o d i 1 a t a d o l' • 

D) PROPOSITO DE ESTE TRABAJO 

CCln baSE:' en los antecedentes. merlcion¿:dos.:i 
realiz2r el siguiente trabajo para tratar de establecer como 
es el comportamiento de las c61ulas 
vitro bajo el efecto de la Ada. 
trabajos publicados al respecto. 

Las condiciones para el cultivo de estas células se 
b B ~:; cm '" n los el a t () s o b ten ido s de 1. o s e>: P E' r i !Ti E' n t o s r e a 1 iza d o s 
en el laboratorio. Al tratar de establecer como es el 
comportamiento de los esplenocitos de rata en cutivos lo 
primero Que se hizo fue emplear las mismas condiciones Que 
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se habian utilizado al investigar el comportamiento de los 
lInfocitos 6e sangre periférica de humano ~ lo reportado en 
la literatura, en relación al cultivo de linfocitos de este 
roedor CMishell w Shiisi, 1980), Así. lo primero Gue se 
observó fue una falta de estimulación en la proliferación de 
estas células al incubarlas durante 72 horas con el mitógeno 
inespecífico PHA. 

Se realizaron otros experimentos con esplenocitos, 
timocitos w linfocitos de sangre periférica de rata. Se 
usaron diferentes medios. unos con suero de bovino w otros 
con suero de rata. Se incubaron de 1 a 15 dias w los 
resultados, en cuanto a la estimulación con PHA9 siguieron 
siendo negativos. 

Por otra parte, paralelamente a estos experimentos se 
encontró Gue al cultivar esplenocitos y timocitos de ratón 
sin mitósenor pusto Gue tampoco habia estimulación con la 
PHA, durante tiempos cortos de 2, 4, 6 y 24 horas de 
incubación, habia un máximo de incorporación de timidina 
tritiada a 1 2 horas~ la cual disminuaia co~ el transcurso 
del tiempo (datos no mostrados). 

Se decidió 
esplenocitos de 
observó'el mismo 

entonces 
rata bajo 

hacer un 
las mismas 

patrón Gue se presentaba 

eNPerimento 
condiciones, 

f:m el rat.ón. 

con 
~ se 

También B tiempos cortos y bajo las mismas condiciones. 
se realizaron experimentos con esplenocitos y timocitos de 
pata ¡~ los GlJe se asreg{, difer~!ntes concentraciones qe tlda. 
Se comprobó GIJe con concentraciones Gue variabah de 187 a 
11500~M del nucleósido había inhibición en la incor~oración 
del precursor radiactivo hasta de un 90% (datos no 

Pu~sto GIJe estas concentraciones de Ada resultaron ser 
demasiado altas, se decidió utilizar dosis más peoueKas. Se 
¡'(2cul"'f'ió a la literatura para establecer el intervalo de 
concentraciones més adecuado. Fox y Kelley (1978) reportan 

<.1 e ]. ':;' 1'; lil (h,:':!. t r '"' n s F' (;) T' t E' de], e; ~l d a e n e é 1 u 1 a s n u e 1 e a d a s 
',,' ~'1, ele' /1 i; 42¡,;f'¡. La:; en:;:imi:::!:; 1mpl icada':; di rect.amente en 
}, ;:1 ,j :;:, g r' a d ~; c':i (,) n ;, i (,], :"1 u ~: 1 e él ';3 :i d o t i e f'I E' n u n a J{ ff¡ d e 4 O JJ M e n e 1 
case de la ADA s de 5~M para la AC (Martinez Valdez y col., 
1982'. De estarnanera S0 decidi6 utilizar 2.5~ 5, 10, 25 w 

0/..1 df1 flda 
li,idüides tit? 

incubación. 

~Jr3 estudiar el comportamiento de 
r a t a ~; 1 n Hl i t. Ó ~,:.~ t::'~ f i C) a t. i e rn [J o S 

las células 
ca T'tos de 
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111) MATERIALES Y METODOS 

A) OBTENCION y SIEMBRA DE CELULAS LINFOIDES DE RATA 

Se utilizaron ratas Wistar machos (Rattus norVegicY5) 
de 200 gr aproximadamente, las cuales se sacrificaron por 
decapitación. La sangre periférica se recolectó en tubos de 
centrifuga con embudo heparinizado en una atmósfera estéril 
e inmediatamente se pasÓ a una Jeringa heparinizada. 

Las células de la médula ósea se obtuvieron de la tibia 
s del femur. Se insectó medio TC-199 (Difco) en la porción 
terminal de cada hueso para extraer la médula. Las células 
se disF-'ersaron varias veces por la aguja con 
asuda de la Jeringa CMishell s Shiigi, 1980). 

El bazo s el timo se colocaron en una caja de Petri con 
medio TC-199 sobre una laminilla de acero inoxidable. Con 
la asuda de una esp¿tula se maceró el tejido para dispersar 
los esplenocitos s los timocitos (Colowick s Kaplan, 1979). 

de 
Las suspensiones de esplenocitos. timocitos 

médula ósea se centrifugaron a 1,000 rpm por 
o 

10 
cél'ulas 

ITlin. SE~ 

desechÓ el sobrenadante s las células se resuspcndieron en 
'301 uc i ón lis,adora 
incub¿:Y'on 5 min a ·'.'i7 o 

~. I 

eritr'ocitos (F'e¡"ía 
f' 
\~ . s€-: 

el sobl'enadante s 
Después de centrifusarlas se 

el botón se resuspendi6 en medio 
TC-199 a 37·C. ,Se tomó una al1cuota para contar las células 
en una c¿mara de Neubauer. La ~1abilidad siempre fue mayor 
al 90 % al hacerla prueba de exclusión con azul tripano 
(SiSma) 0.5 % en solución salina al 0.85 % (Phillipsv 1973). 

El cultivo de las células linfoides se realizó segÚn 
una modificaciÓn a la técnica de Arakaki s Spsrkes (1963). 
Se sembraron aproximadamente 3Xl~células linfoides s 015Xl~ 
linfocitos de sangre completa en frascos émpula de 10 mI, en 
1 mI de medio compuesto por 80% de medio TC-199, 20% de 
suero fetal de ternera (Gibco) previamente inactivado 8 60·C 
durante 30 min, 680 pM de slutamin2 eDifco), 100 U de Te 
penicilina s 100 ps de estreptomicina eDifco), Junto con 300 
U de hepsrina (Abbott). En alSunos cultivos se aSreSó PHA M 
(Difco), mitóSeno inespec1fico, en una concentraciÓn de 0.4 
lTi~~/ml. Las diferente!:, conc(~ntracione=" dE' Ad;;" (Sigma) ':-,1:-' 

prepararon en medio TC-199 s se aSresaron en el momento de 
la sierribra. 

Todas las determinaciones se hicieron por triplicadoy 



menos en el caso de la 
'" est.ándard se obt.uvo de la 

hemocitómetro convencional. 

viabilidad, (0n 

suma de cinco 
don el e e 1 e r- r- o ¡' 

cuadros en un 

B) PARAMETROS_ PARA ESTUDIAR EL COMPORTAMIENTO DE LAS 
[ELULAS EN CULTIVO 

Para determinar el comportamiento de las células 
linfoides bajo el efecto de la Ada se utilizaron cinco 
parámetros. 

1) Viabilidad. Se utilizÓ la prueba del azul tripona 
anteriormente mencionada y 

helTloci t.Ómetro. 
las células se contaron en un 

2) Incorporación de timidina tritiada. Se tomó como 
criterio de sintesis de ADN. Se a~reSó 1 ~Ci de timidina 
tritiada (New EnSland Nuclear, Net 027A, actividad 
especifica de 2 Ci/mM) a cada frasco 2 horas antes de la 
cosecha. Después del periodo de incubación, las células se 
sedimentaron por centrifuSación, se fijaron en ácido 
acét.ico-metanol (Baker) en proporción 1:3 vlv y se 
precipitaron las nucleoproteinas con ácido tricloracét.ico 
<Merck) al 7 ~~ fria. La fracciÓn insoluble se recolect.Ó en 
filtros (Millipore)de 0.65 ~m de POfO. 

una solución de dodecilsulfato de sodio 
incubó 30 minutos a 60°C. A cada vial 
Bras como liauido de centelleo. 
radioactividad de cada muestra en 
centelleo liauido (Packard). 

Se af'iadió 0.4 mI 
(SiSmi:d al 2% ':;l 

se a~adieron 5 mi 
Se determinó 

cpm en un contador 

3) Nócleos con condensación cromosOmlca. Con este 
criterio se puede observar a las células Que estén en la 
fase M del ciclo celular. A cada frasco se anadió 0.05 mi 
de una soluciÓn de Colcemid (Ciba) de 2 ~~/ml, 2 horas antes 
de la cosecha. Las células se fijaron en ácido 
acético-metanol 1:3 v/v. Las preparaciones se hicieron con 
la técnica de secado al aire (Humason, 1979) s tinción con 
una soluciÓn Giemsa-Leishman-aSua (SiSma) 
3:1:36 v/v s se observaron al microscopio de 
los nócleos con condensaciones cromosómicas. 

en proF-orción 
luz par-a contar 

4) Cuantificación de ADN. Se utilizó una modificaci6n 
oe la técnica colorimét.rica dé Burton (1956). Las célul~s 
contenidas en 500 ~l se conSelaron a -70 o C s se 
desconSelaron a temperatura ambiente 2 veces. Se centrifuSó 
el contenido a 10,000 Sf el botón se resuspendió en ácido 
perclórico (Baker) 0.5 N s se incubó a 4°[ por 30 minutos. 
El material se volvió a centrifuSar s el botón se hidrolizÓ 
a 90& e en ácido perclÓrico 0.5 N durante 15 minutos. Se 
aSresÓ el reactivo de Burton Que contiene 20 mI de solución 
de difenilamina -1.5 S de difenilamina (Baker) llevados a 
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100 mI con écido acético ~lacial y 1.5 mI de ¿cido sulfúrico 
concentrado (Baker)~ y 0.1 mI de una solución de 
acetaldehido (Merck) al 2% en aSua destilada. 

Los tubos se incubaron de 17 a 20 horas a temperatura 
ambiente en la obscuridad. Se midió la absorbancia en un 
espectrofotómetro (Beckman, modelo 35) a 600 nm. Los 
valores obtenidos se compararon con los de la curva 
esténdard la cual se obtuvo con 2.5, 10, 12.5 y 25 ~S/ml de 
ADN en ácido perclórico 0.5 N a partir de una solución de 
ADN (SiSma) de .200 ~s/ml. 

S) Cuantificación de proteínas. Se determinó el 
contenido de proteinas seSún una modificación a la técnica 
de Lowrw w colaboradores (1951). Las células contenidas en 
500 ~l se lavaron 3 veces con solución salina al 0.85 %. Se 
a~adieron 4 mI de la solución ·C· de Lowrw por cada 
mililitro de la suspención de células en solución salina -la 
solución ·C· se obtiene con la solución "A" (2s NaaC~ w O.4s 
NaOH en 100 mI de H~O) w 2 mi de la solución "B" (partes 
iguales de CuS~·5H~O al 1% w tartrato de sodio y potasio al 
2.7%). Las células se incubaron 10 minutos a temperatura 
ambiente, se aSresó 0.5 mI del reactivo de Fenal 
(Folin-Cicalteu, Sisma) 1 N y se incubó 30 minutos a 
temperatura ambiente. Las muestras se leyeron en el 
espectrofotómetro a 660 nm. 

"La absorbancia obtenida se comparÓ con los valores de 
la curva estándard. Esta curva se obtuvo a partir de una 
soluciÓn Gue contiene 1 mS/ml de albúmina de huevo (Sigma). 
Se hicieron diluciones con esta solución para tener , 50. 
75 y 100 ~s/ml de proteinat Los tubos se procesaron con la 
solución "e' de Lowrw w el reactivo Fenol de la misma 
manera Gue los experimentales. 

C) ANALISIS ESTADISTICO 

La prueba estadistica utilizada en este trabajo es la 
de -t" dada a conocer por Gosset con el seud6nimo de 
Student. Con esta prueba se comparan las mediasw las 
desviaciones normales de Srupos de datos w se determina si 
entre estos parámetros las diferencias son estadisticamente 
sisnificativas (Sokal w Rohlf, 1981). El caso en el Gue se 
aplica esta prueba es la comparaciÓn entre las medias de dos 
muestras para saber si ambas provienen de la misma 
población. 

Para muestras iguales, 
siSuiente: 

la fórmula utilizada es la 



donde 

x, .- X .... 
t, ::: ;:::=:;:::::;:::. 

Sao + <:.'2-I .... ;&. 

N 

~::: media de la muestra 1 
X~::: media de la muestra 2 
N = tama"o de la muestra 
st= varianza de la muestra 1 
Si= varianza de la muestra 2 
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El valor aue se obtiene de Ita Junto con los _radas de 
libertad se busca en la tabla de distribución (Rohlf 8 

Sokal, 1981). La ·P· as1 obtenida representa la 
probabilidad de Gue la diferencia entre las muestras 
consideradas sea debida al azar. 

Uno de los reauisitos para aplicar esta prueba es aue 
la varianza de las dos muestras no difiera 
sisnificativamente. Esto se puede saber mediante la prueba 
de "FI. Este valor se obtiene con la siSuiente fórmula: 

s:l. , 
F =--

con la condición de aue 

con esto 

F > 1 

Si el valor obtenido excede al de la tabla entonces la 
diferencia es siSnificativa. 
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IV) RESULTADOS 

A) DOSIS RESPUESTA A LA ADENOSINA 

ESPLENOCITOS, TIMOCITOS, LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA 
y CELULAS DE LA MEDULA OSEA DE RATA 

En los experimentos de dosis respuesta, se decidió 
utilizar solamente la incorporación de timidina tritiada 
como parémetro para estudiar el comportamiento de las 
células linfoides de rata incubadas por 2 horas. 

En la tabla 2 ~ en la fiSura 6 se observan los 
resultados del efecto de varias dosis de Ada (2.5, 5, 10, 25 
~ 50 ~M) sobre la incorporación del radiois6topo en 
esplenocitos. Al hacer la prueba de "ta se encuentra Gue 
las diferencias de cada dosis con respecto al control rlo son 
sisnificativas. 

Las dosis de Ada anteriormente mencionadas también se 
probaron en timocitos bajo las mismas condiciones. La tabla 
2 w la fiSura 7 muestran estos resultados. De la misma 
manera, no hubo diferencias sisnificativas entre las dosis 
con respecto al control. 

En el caso de los linfocitos desansre periférica se 
utilizó una dosis més baja de Ada 1.25 ~M ~ no se probó la 
de 50 ~M. La tabla 2 ~ la fiSura 8 muestran los resultados. 
El anélisis estadístico no muestra diferencias 
sisnificativas de las diversas dosis con respecto al 
control. 

Las dosis Gue se probaron en esplenocitos ~ en 
tiffiocitos taffibién se utilizaron en células de la ffiédula 
ósea. La tabla 3 ~ la fiSura 9 muestran los resultados. 
Con las dosis de 2.5, 10 y 25 ~M de Ada, las diferencias no 
son siSnificativas con respecto al control. Sin embarso, 
con 5 pM (P)0.02) ~ 50 pM (P(0.02) del nucle6sido, las 
diferencias si son significativas con respecto al control. 

B) EFECTO DE LA ADENOSINA (5.0 ~M) A TIEMPOS CORTOS EN 
ESPLENOCITOS y TIMOCITOS DE RATA 

Con los datos obtenidos con 5~M de Ada en las células 
de la médula ósea de rata, se decidió entonces trabajar con 
esta dosis en las células linfoides de rata ~ utilizar, 
además de la incorporación de timidina tritiada, otros 
parámetros para estudiar el comportamiento de estas células 
a diferentes tiempos de incubación. 
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Tablm 2. Ef0Cto de varias dosis de Adenosina sobre la 
i n e o I' l~' QY' a e i (, n de t i 111 i d i n a tri tia d a e n e s pIe n o c i t o s, ti m o'" 
citos ~ linfocitos de sanSre periférica de rata incubados 
F,.CtT' 2 ho r'as t· 

(Los porc~ ajes son promedios de dos a cuatro experimen
tos cada uno por triplicado; se muestra el error est¿n~ 
dardo Entre paréntesis aparece el n6mero de experimentos). 

f\denos i lí2 

(~M) esplenocitos 

0.00 100.0:!12.2(3) 
1.25 
2.::~O 

5+00 
lG.OO 
25.00 
50.00 

86.5:!:11.3(3) 
80.7:!"29.U3) 
S2.1!22.2(3) 
92.1:20.8(3) 

:!.O;}.~1:! 9.6(3) 

con t ro], 

linfocitos de 
timocitos sanSre periférica 

100.0!11.0(3) 100.0!12.2(4) 

89.7.t 2.0(3) 
78.5!. 6.4(3) 
89.8:!: 4.6(3) 
89.0! 6.4(3) 
93.2:t10.9(3) 

10S.0!13.6(2) 
135.4:t 1.9(2) 
103.S! 9.1(3) 
113.9:!: 6.4(3) 
98.5:t20.7(2) 
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! 

50.0 

Figura 6 Efecto de varias dosis de Adenosina sobre la 
incorporación de timidina trttiada en esplenocitos 
de rata incubados por 2 horas. 

{Lo·s porcentajes son promedios de tres experimentos, 

cada uno por tri plicado~ se muestra el error estóndar L 
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Figuro 7 Efecto de varios· dosis de Adenosina sobre fa 
incor poración de timidina' tritiada en timocitos de 
rato incubados por 2 horas. 

{Los porce n tojes son promedios de tres experimentos 

coda uno por triplicado; se muestro el error estándar J. 

50.0 
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Figura 8 Efecto de varias dosis de Adenosina sobre la 
incorporación de timidina tri fiada en linfocifos 
de sangre periférica de rata incubados por 2 

hora s. 

Los porcentajes son promedios de dos a cuatro 
experimentos, cada uno por triplicado; se muestro 

el error estándar. El número de experimentos 

a po rece entre paréntes is l. 
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Tabla 3. Efecto de varias dosis de Adenosina sobre 
la incorporaciÓn de timidina tritiada en células 
de la médula Ósea de rata incubadas por 2 horas. 
<Promedios de un experimento por triplicado; se 
muestra el error est¿ndard). 

Adenosina 
(~M) 

0.0 

5.0 
10.0 
2:'.:;'0 
50.0 

%del control 

100. O ± 4.6 
89.5 :t2.1 
83.0:!: 2+0 

10L0±10.l. 
88.5! 6.0 
78.3 ± 3+4 
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Figura 9 
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Efecto de varias dosis de Adenosina sobre la 
incorporación de timidina fritiada en células de 

la médula ósea de rata i ncu bodas por 2 horas. 

(Promedios de un experimento por triplicado; se 
muestro el error estándar). 
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La tabla 4 muestra el efecto de esta dosis de Ada en la 
1ncorporación de timidina tritiada de esplenocitos. Los 
resultados se muestran como cpm totales y como cpm por 
célula. La fi~ura 10 presenta solamente las cpm totales. 
La prueba de .It· no mostró diferencias si~nificativas entre 
el control y las células tratadas. Sin embarSo, existen 
diferencias si.nificativas (P)O.OOl) entre las horas de 
incubación de los controles, por una parte y las de los 
tratados, por otra parte. Además, se observa como se 
esperaba, un máximo de incorporación de timidina tritiada a 
las 2 horas de incubación, la cual disminuye con el 
transcurso del tiempo. 

La tabla 5 y la fi.ura 11 muestran la viabilidad de los 
esplenocitos a diferentes horas de incubación. en presencia 
de 5 ~M de Ada. Se puede observar a las 4 y a las 24 horas 
de incubación una disminución Sradual de las células vivas. 
Las diferencias no son significativas entre el control y las 
tratadas, excepto a las 4 horas donde se observa, en las 
células vivas, una diferencia muy sisnificativa (P<O.OOl). 

La tabla 6 presenta los resultados de la cuantificación 
de ADN en ~S totales y en pS por célula. Unicamente se 
sraficaron los primeros datos de ADN totales en la fiSura 
12. Sólo hay diferencias siSnificativas a las 2 horas de 
incubación entre el control y el tratado (P<O.20). As! 
mismo se observa un máximo de ADN en el control a las 2 
horasf mientras Gue en el tratado este pico es alas O 
horast 

La abla 7 y la fiSura 13 muestran los resultados de la 
cuantificación de proteínas en ~s totales ~ e~ pS por 
célula. No se observa efecto al~un6 los tratados con Ada 
con respecto al control. En la Sréfica Gue presenta los pS 
de proteína por célula se observa un máximo a las 4 horas; 
sin embargo, en la sréfica de ~s de proteina totales este 
máximo no es tan evidente. 

Los porcentajes de nÚcleos con ~ sin condensación 
cromosómica se presentan en la tabla 8 ~ en la fisura 14. 
En relación a los núcleos con condensación cromosómica 
solamente ha~ diferencias siSnificativas (P)O.02) a las O ~ 
a las 2 horas entre los controles y los tratados. En los 
nÚcleos Gue no presentan condensación cromosómica también 
ha~ diferencias siSnificativas a las 2, 4 ~ 24 horas 
(P}O.02, P>O.02 ~ P}O.Ol) entre los controles ~ los tratados 
con Ada. Parece ser Que ha~ un liSero aumento en el nÚmero 
de los nÚcleos sin condensatión cromosómica de los tratados 
con Ada en relación a los controles a partir de las 4 horas 
de incubación. Al mismo tiempo, el porcentaje de núcleos 
con condensación cromosómica tiende a disminuir en los 2 
grupos. 
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Tabla 4. Efecto de la Adenosina (5 ~M) sobre la 
incorporación de timidina tritiada en esplenocitos 
de rata incubados por diferentes horas. 
(Promedios de un experimento por triplicado. se 
muestra el error esténdard). 

Hrs de 
incubación 

O 
') ... 
4 

24 

o 
2 
4 

24 

control 

c P 

289.9 + - 54.5 
2,816.6 ± 426.7 
b 605.6 + 103.9 

34.4 + 0.6 -
cpm/cel 

1.16 + 0.22 
12.57 .¡. 1.90 
8.73 + 0.56 
0.20 + 0.0 

tratadas 

!Ti 

166.6 + - 22.4 
2,574.4 :!: 117.5 
1,479.1 :!: 123.3 

31.3 + 0.4··· 

X 10-4 

0.72 + 0.10 
11. 91 + 0.54 
7.18 + 0.60 
0.17 + 0.0 -
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Figura 10 Efecto de la Adenosina (5/-,M) sobre la . 
incorporación de timidino tritioda en 
esple noc itos de roto in'cubodos por diferentes 
·horas. 
s = sin Adenosina C=con Adenosina 

(Pro~edios de un experimento por triplicado.; 
se muestra el error estándar). 
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Tabla 5. Efecto de la Adenosina <5 ~M) sobre 
la viabilidad de esplenocitos de rata incuba
dos por diferentes horas. 
Cnatos de un experimento. El error esténdard 
se obtuvo de la suma de cinco cuadros en un 
hemocitómetro convencional). 
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H T'S de 
incubación vivas 

No. de células X 10" 
muertas total 

c 

O 2.198 + 0.116 -
2 2.106 + 0.108 -
l.) 1.606 + 0.043 

24 1.166 + 0.053 

t 

O 2.060 ::!: 0.108 
2 2.000 ± 0.091 
4 1.900 + 0.076 

24 1.272 + 0.115 -

o n t 

0.304 + 
0.134 + 
0.232 + 
O. ~¡22 + 

r a t él 

0.262 ± 
0.162 ± 
0.160 ::!: 
0.532 + -

í Q 

0.019 
0.025 
0.010 
0.044 

d o s 

0.035 
0.030 
0.025 
0.049 

2.502 
2.240 
1.838 
1.688 

2.162 
2.060 
1.804 
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C 

C 

4 24 
DE I NCUBACION 

F ¡guro 1I Efecto de lo Ade nos i no (5 ¡# M ) sobre lo 
viabilidad de esplenocitos de roto incubados 
por diferentes horas. 

s= sin Adenosina I 

O C,élulas vivas I 

C = con A denosi na 

Célu las muertas 

(Se muestra el er ror estánda r de la suma de 
cinco cu adros en un hemocitómet ro convencional). 
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Tabla 6. Efecto de la AdenosinaC5 ~M) en el contenido de 
ADN en esplenocitos de rata incubados por diferentes hrs. 
(Promedios de un experimento por triplicado; se muestra 
el error esténdard). 

AIIN 
HT's de ~s ps/cel 

incubación control tl'atados control tratados 

O 34.3 ± 4.4 40.4 ! 8. '67'7:'. 13.7 :! l..8 17.4 :! 3.7 
--:; 47.8 ± 9.1 21.1 ± 3.1 21.3 + 4.1 9.7 ± 1.4 "-

r\ 32.1 ± -9 t 5 21+6 ± 5.9 17.5 ! .". "). 10.5 1; 2.9 ., .J+&.-. 

24 23.3 110.7 24.9 + 2.8 13.8 ± 6.3 13.8 ± 1.5 
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Figuro .12 E fecto de lo Ade nos i no (5 p M) en 
el contenido de ADN en esplenocitos 
de rota incubodos por diferentes horos. 

S = sin Adenosina I C = con Adenosino 

{~romedios de un experimento por triplicado; 
se muestra el error estd'ndar L 
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Tabla 7. Efecto de la Adenosina (5 pM) en las pro
teinas de esplenocitos de rata incubados por dife
rentes horas. 
(F'rómedios de un experimento por triplicado; se 
muestra el error est¿ndard). 

Hrs de 
incubaciÓn 

o 

4 
24 

o 
r) 
..:.. 

4 
24 

~''C'-

~\~'x .-, } 

Proteínas 

control tratados 

p'i.! 

141.9 + 11.6 121.7 + 14.8 
107+5 ± 12.1 119.1 ± 4.7 
140.9 .. 9.5 146.2 .. 11.5 

97.1 + 4.2 96.7 +- 11.(i 

ps/cel 

56.7 + 4.6 52.4 '! 6.4 
48.0 ± 5.4 55.1 ± 2.1 
76.7 ± 5.2 71.0 ± 5.6 
57.5 ± ") c:-

.... t~ 53.6 ± 6.1 
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Figuro 13 Efecto de lo Adenosina (5p. M) en el contenido de 
las proteínas en esplenocitos de roto incubados 
a diferentes horas. 

S= si nAde nosina C= con Adenosina 

(Promedios de un experimento por triplicado~ se 
muestra el error estóndar L 
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Tabla 8. Efecto de la Adenosina (5 pM) en la con
tiensaciÓn croffiosómica en los nÓcleos de esplenocitos 
de rata incubados por diferentes horas." 
(Datos de un experimento por triplicado; se muestra 
el error esténdard). 

Hrs de 
incubaciÓn 

o 
'O) 
.<.. 

24 

o 

1{ 

24 

% de Nócleos 
con condensación sin condensación dudosos 

e l' o III o !; Ó m i e a 

4.1±3.1 
8.5! 1.6 
4.9 ~ 2.0 
0.5 ± 0.5 

r) "7 
~t-....J t 0.9 
1.7 ± 0.9 
0.4 .¡. 0.4 

c rOIliO!:¡,óm i e a 

e o n t r o 1 

88.0 ! 5.1 
70.4 + - 10.3 
8"X o """, .. u t"10.2 
81:.- ""1 

~*'.:.. ± 14.3 

t r a t a d o s 

82.8 ± 14.7 
81.9 ± 12.4 
':13.8 :t 
97.0 :t 

8 -7 . ,. 

7.9'¡"4.7 
21.1 + 3 .. 8 
11.2 + 1.9 
14.3t3+0 

5. O :t 2 .. 8 
15.7 ± 4.7 
4.5 ± 0.6 
2 t tt .¡. 1.4 -
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La misma dosis de Ada (5 pM) se aplicó también en 
~imocitos bajo las mismas condiciones. Sin embarSo, 
unicamente se cuantificó la incorporación de timidina 
tritiada, la viabilidad w el contenido de proteinas. 

Los resultados de la incorporación de timidina tritiada 
se muestran en la tabla 9 como cP~ totales w cpm por célula; 
en la figura 15 solo aparecen las cpm totales pues al 
graficar cpm por célula se observa el mismo comportamiento. 

SÓl~ haw diferencias significativas para la hora O 
entre el control w el tratado (P>O.OOl). Por otra parte, se 
observa el mismo comportamiento Que presentaron los 
esplenocitos con un méximo de incorporación de timidina 
tritiada a las 2 horas. 

La viabilidad de los timocitos expuestos a la Ada se 
muestra en la tabla 10 w en la fiSura 16. A las O w a las 
24 horas haw diferencias significativas en las células 
vivas, entre el control w el tratado (P>O.001. P>O.Ol). 

Durante las primeras 4 horas de incubación se mantiene 
la población de timocitos vivos, a las 24 horas disminuwe 
siSnificativamente. 

En la tabla 11 se presenta el efecto de la Ada sobre 
las proteínas de los timocitos. Los datos se expresan en ~s 
totales w en pS por célula w en la figura 17 como ~s 

totales. A las O horas haw diferencias sisnificativas entre 
el control w el tratado <P>O.OOl), en las demés horas no se 
observa ninSón efecto. 

Se observa, por otra parte, una tendencia a mantener la 
misma cantidad de proteínas durante las primeras 4 horas de 
incubación, como en el caso de los esplenocitos, después 
esta cantidad disminuye. El contenido de proteínas en P:3 
por célula en los timocitos es mucho menor Que en los 
esplenocitos (Fis. 13), en alSunos casos m¿s del 50%. 

C) DOSIS RESPUESTA A LA ADENOSINA EN TIMOCITOS DE CONEJO 

Debido a Que los resultados obtenidos con las células 
linfoides de rata eran practicamente nesativos, se decidió 
utilizar timoci os de conejo para saber si las condi~iones 
del medio de cGltivo eran las adecuadas para Que el 
n~cleósido modificara la proliferación celular. Puesto Gue 
éste era el primer experimento con células linfoides de 
conejo en el 1aben'atorio, se asre~~ó PHA al medio de c 1.J1tivo 
para saber si en este sistema el mitóseno estimulaba la 
proliferaci6n celular. Las células se incubaron por 2, 24 y 

horas y las concentraciones de Ada fueron las mismas Gue 
se utilizaron con las células linfoidas de rata. 



Tabla 9. Efecto de la Adenosina (5 ~M) sobre 
la incorporaci6n de timidina tritiada en timo
citos de rata incubados por diferentes horas. 
(Promedios de un experimento por triplicado; 

se muestra el error esténdard). 

Hrs de 
i ncub.¡;~c i 6n control tratados 

e P ¡¡¡ 

1:::' 262.1 ! 8 "1 ..... 148.2 -+ "')Q 
k.. .. y ... J 

4 
24 

o 
,') 

"-

1{ 

24 

4 d78. 3 
2d39.6 

36.3 

1.49 
24.18 
11.17 
0.46 

± 
± 
+ 

+ -
± 
± 
± 

213.3 4,968.0 ± 804.$ 
47,,,,, " 

I ..J • .:l 1,575.7 + 489.4 
"'1 o 
L + J 38 + () + 1 +:5 

cpml ce 1 X 10.14 

0.05 0.88 + 0+ 1 ~1 
1.23 27.39 ± 4.44 
2.48 8.73 ± 2.?1 
0.04 0.39 ! 0.01 
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Figura 15 Efecto de la Adenosina (5P.M) sobre la 
incorporación de timidina tritiada en 
timocitos de rata incubados a diferentes 
horas. 

s= sín Adenosina, C = con Adenosina 

(Promedios de un experimento por triplicado; 
'se muestro el error estóndar'. 



Tabla 10. Efecto de la Adenosina (5 ~M) en la 
viabilidad de timocitos de rata incubados por 
diferentes horas. 
(Datos de un experimento. El error esttndard 
se obtuvo de la suma de cinco cuadros en un 
hemocitOmetro convencional). 

HI's de 
incubación 

o 

24 

o 
'O) 

"" 
4 

24 

No. de 
vivas 

1.694 + 0.0·~4 -
1-.666 + 0.045 
1.824 + 0.062 
0.508 ! 0.044 

t 

1.518 .., 0.034 
1.718 + 0.089 
1.664 ± 0.133 
0.692 + 0.044 -

céll,llas X 10" 
I'Iluertas total 

c o n t r o ]. 

0.060 + 0.007 lt754 -
0.062 ± 0.014 1.728 
0.092 + 0.020 1. 916 
0.276 + 0.014 0.784 

r ;;; t a ti o (' ::> 

0.174 + 0.030 1.Mi2 
0.096 + 0.014 1.814 
0.140 t 0.014 1.804 
0.270 + 0.033 0.962 -
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Figura 16 Efecto de la adenosina (5.;" M) en la viabilidad 
de timocitos de rata ¡ncu bados por diferentes 
horas. 

S:: sin Adenosina I C:: con Adenosina 
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(Se muestra el error estóndar de la sumo de cinco 
cuadros en un hemocitómetro convencional) 



Tabla 11. Efecto de la Adenosina (5 pM) en el 
contenido de las protelnas de timocitos de rata 
incubados por diferentes horas. 
(Promedios de un experimento por triplicado, se 
muestra el error esténdard). 

Proteínas. 

Hrs de jJs ps/cel 

F'AG.4;;: 

incubación control tratados control tratados 

O 65.7 1: 5.7 33.4 ± 3.8 37; .5 ! 3.3 19.7 ± ~ .... \ 
~i<¿ ., 41.4 + 3.3 45.7 + 5.5 23.9 + 1.9 ~,C" .r'\ .¡. 3.0 ... - - ¿.J+¿ 

-4 52.7 ± 10.2 58.7 ± 4.9 27.5 ± 5.3 t:' 
• ,J ± r} "1 

A- .. ¡ 

24 í .7 ± '1 "1 12.4 :t -1 o 9.8 ± 3.4 12.8 ± 3.0 F 4... ... , :;.. t I 
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Figuro 17 Efecto de lo Adenosina (5""," M) en el 
conte n ido de los prote ínas en timoci tos 
de roto incubados o diferentes horas. 

s= sin Adenosina, e:: con Adenosina 

( Promedios de un experimento por triplicado; 
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Se observa en la tabla 12 w en la fiSura 18 a las 2 
ha ras de i ncub¡:~c i Ón, Glje en 1 a dos í s de 2. 5pM de Ada, 1 as 
diferencias son sisnificativas con respecto al control 
(P<0.05) ~ lo son aOn más en las demás dosis CP<O.OOl). A 
las 24 horas de incubaciÓn, también se encontraron 
diferencias siSnificativas en todas l¿s dosis utilizadas 
(P)O.OOl); aunGue en la tabla 12 se observa Gue los 
promedios de las cpm son demasiado bajos, casi se puede 
aseSurar Gue es la radioactividad de fondo. Por otra parte, 
a las 72 horas de incubaciÓn no se observaron diferencias 
siSnificativas con respecto al control, salvo en la dosis de 
50~M (P<O.OS). Sin embargo, también en este caso es la 
radioactividad de fondo • 

.. La inhibiciÓn en la incorporación del radioisótopo a 
las 2 horas es tipica de una dosis respuesta de relación 
directamente proporcional, es decir al aumentar la dosis de 
Ada, ma~or es el efecto inhibitorio. A las 24 horas por 
otra parte, todas las dosis utilizadas del nucleósido 
inhiben con la misma intensidad. 

Con el objeto de comparar más facilmente los 
resultados~ se hizo una gréfica Gue resume los datos 
obtenidos en todos los experimentos de dosis respuesta. En 
la fiSura 19 se muestra el efecto de las diversas dosis de 
Ada sobre la incorporación de timidina tritiada en 
esplenocitos7 timocitos, linfocitos de sanSre periférica, 
células de la médula Ósea de rata ~ timocitos de conejo 
incubados por 2 horas. Los valores de las células linfoides 
de rata se encuentran alrededor'del 100%, mientras Gue, los 
datos de los timocitos de conejo muestran una clara 
inhibición sobre la incorporación de timidina tritiada. 



Tabla 12. Efecto de varias dosis de Adenosina sobre 
la incorporaci6n de timidina tritiada en timocitos 
de conejo estimulados con PHA incubados a diferen
tes tiempos. 
(Promedios de un experimento por triplicado; se 
muestra el error esténdard). 

CPll! 

Adenosina hrs de incubclC::ión 
(tJM> 2 "l}¡ ,;....., 72 

0.0 2,093.8 .. 503.3 361+9 + 39.6 91.8 .. 
,... 1::' 
:L+'-o$ 626.0 ± 72.7 78.8 ! 
5.0 289.0 ± 10.9 80.8 ! 15.0 66.2 ± 

10.0 356.8 + 38.ó 78.9 + 15.5 6ó~4 + 
25.0 163.6 .. 12.0 69.7 t 1.8 78.7 + 
:;:iO.O 79.1 ± 12+3 83.'1 ± 8.4 66.0 ± 

8.8 
16+1 
4.8 
6 .. 5 
8.4 
2.8 
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Figura 18 Efecto de va das dosis de Adenosina sobre la 
incorporación de timidina tritiada en timocitos 
de conejo estimulados con PHA e incubados a 
diferentes tiempos. 

(Promedios de un experimento por tri plicodo ~ 'se 
muestra. el error estóndar. En los puntos donde no 
se muestra el error es que éste es desp~eciQbleL 
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50.0 

(El número de experimentos o parece or ri bo de los bolrros. Codo experimento 
se hizo por triplicado y los errores estándar de los controles fueron de 

4.6 % en el menor 'i de 24: I % en el mayor ). 
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V DISCUSION y CONCLUSIONES 

Es necesario hacer notar Gue las poblaciones celulares 
estudiadas ~ través del criterio de incorporación de 
timidina tritiada corresponden a aGuellas células Gue estén 
en la fase S del ciclo celular (Fig. 3). Es decir, con 
este parémetro no se puede observar el efecto del nucleÓsido 
sobre las células Gue estén en las fases Gl, G2 o M, sobre 
todo cuando se trabaja a tiempos cortos de incubación. 

Ademés' es muy probable Gue estas células en fase S ya 
estaban sintetizando ADN in vivo, pues como se recordaré - -esta fase dura de 6 a 8 horas CMitchison, 1971) y el efectd 
del nucleósido se midió a las 2 horas de incubaciÓn. Lo 
anterior puede ser posible puesto Gue alsunos autores han 
demostrado Gue al final de la fase Gl existe el llamado 
punto de restricción, después del cual la célula entra a la 
fase S w continóa la divisiÓn celular sin importar las 
condiciones externas (Pardee y col.r 1978; 
1983) • 

Es interesante observar Gue las dosis de Ada utilizadas 
no tienen ninSón efecto sobre la incorporación de timidina 
tritiada en esplenocitos, timocitos y linfocitos de sanSre 
pcriférica de rata (Tabla 2, Fiss. 6~ 7 y 8). De hecho se 
esperarlan obtener resultados diferentes puesto Gue si 
tomamos en cuenta las actividades de las enzImas 
directamente relacionadas con la deSradación del nucleósido. 
5e~Ón Peters ~ colaboradores (1982a), encontramos en 
timocitos una actividad menor de la AC y una actividad masor 
de la ADA en relación a las actividades en linfocitos de 
sanSre periférica ~ en esplenocitos de rata (Tabla 1 s Fis 
5). Por 10 tanto la proporción ADA/AC es mucho mayor en 105 

timocitos Gue en las otras células. 

Por otra partef se descarta la posibilidad de Que la 
Ada hubiese,sido deSradada por las enzimas Gue se encuentran 
en el medio de cultivo, provenientes del suero fetal de 
ternera. Pues, adem~s de Que el suero se inactiva 
previamente. en otros experimentos Que se realizaron con 
células de la médula ósea de rata (Tabla 3, riSo 9) y con 
timocitos de conejo (Tabla 12, Fis. 18) bajo las mismas 
condiciones, se obtiene un efecto inhibidor del nucleósido 
sobre la incorporación de timidina tritiada. 

Se sabe Que la Ada puede influir en la actividad de la 
adenilato ciclasa al causar un efecto inhibidor o 
estimulador a través de receptores especificas en la 
membrana celular (Fis. 5). En concentraciones micromolares 
58 ha visto Gue el nucleÓsido produce un efecto inhibidor 
sobre la citotoxicidad mediada por 105 linfocitos, al 
aumentar los niveles de AMPc (Wolbers s col •• 1975). 
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Como no se midieron lo~ niveles de AMPc en estas 
células, no se puede saber sr la Ada tiene alSuna influencia 
sobre la adenilato ciclasa. Si de al~una manera el 
nucleósido modifica los niveles de AMPc, éstos no son 
suficientes para inhibir o estimular la incorporación de 
timidina tritiada en estas células. 

Al no observar nin~ón efecto en estas células 
linfoides, se decidió probar las mismas dosis de Ada en 
células de la médula ósea de rata. En este caso si haw un 
efecto inhibidor en la incorporación del radioisótopo con 5 
y 50~M del nucleósido (Tabla 3, Fi~. 9). Este efecto no se 
observa en las dosis 2.5, 10 y 25rM. Sin embarso, las 
células Que presentan tal efecto se encuentran en una 
poblaci6n muy heterogénea, pu~sto Gue esta compuesta por 
eritrocitos y leucocitos en diferentes etapas de maduraci6n 
(Fis. 1). Por esta razÓn es mAs probable Gue el efecto de 
inhibición sea sobre diferentes tipos celulares. A pesar de 
esto, es interesante suponer Gue el efecto de la Ada sea 
probablemente sobre las células blasto Gue estan en la fase 
5 del ciclo celular. Este es un dato interesante pues son 
las 6nicas células linfoides de esta especie en donde hay un 
efecto; sin embar~o, seria necesario hacer más repeticiones 
pUfa obtener más datos Gue permitan confirmar el efecto. 

Resulta también interesante Gue las dosis 10 y 25~M no 
presentan ninsún efecto sisnificativo. mientras Gue una 
dosis más peGue~a (5~M) si lo presente. podria suponer 
Que esta dosis sea la més adecuada para Gue la Ada ejerza su 
influencia sobre los receptores de la membrana en estas 
células. Por el contrarioJ las dosis 10 y 25~M podr1an 
saturar a los receptores e impedir cualGuier efecto posible. 
El efecto de la dosis 50~M es más fácil de entender, pues si 
observamos en la fiSura 9 los promedios de las dos dosis Gue 
la preceden Cl0 y 25~M), encontramos una disminución Sradual 
de la incorporación del radiois6topo; a pesar de Gue estas 
dosis no presentan diferencias siSnificativas con respecto 
al control. 

los 
El nucleósido 
esplenocitos 

no tie~e efecto sob~e 
a diferentes tiempos 

la viabilidad de 
(Tabla 5, Fia. 11). 
un aumento en los 
relación al control. 

A las 4 horas de incubación se observa 
2splenocitos vivos tratados con Ada en 
Tambi6n se observa en estos últimos un nÚmero ffia~or de 
esplanocitos muertos Gue en los tratados. Sin embarSo, como 
son 5610 resultados de un experimento s unicamente 
representan un aumento en las células de un 18%, seria 
necesario repetir el experimento con el objeto de tener más 
elementos de Juicio. También, se puede observar una 
disminución las células tratadas y no a través del tiempo 
Que concuerda con la disminución de la incorporaciÓn de 
timidina tritiada (Tabla 4. Fis. 10). 
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Las diferencias obtenidas en la cuantificación de ADN 
entre el control y los tratadas en las esplenocitos na son 
siSnificativas, salva a las 2 horas de incubaciÓn (Tabla 6, 
Fis. 12); la inhibición es muy siSnificativa pues 
representa un 56% respecto al control. Sin embarga; seria 
conveniente repetir la cuantificaciÓn de ADN par 10 menas 
das veces para tener la seguridad de Que realmente se trata 
de un efecto de inhibiciÓn. 

Mientras Que el contenida de las proteinas 
célula de las esplenocitos aumenta a las 

en pS 
4 horas 

incubación (Tabla 7, Fis. 13), hay una disminución en 
incorporación de timidina tritiada (Fis. 10). Parece 

por 
de 
la 

ser 
Que par alSuna razón, tal vez par las nuevas condiciones del 
medio, el contenida de proteínas aumenta, al menos en los 
tiempos en Que se cuantificÓ, a las 4 horas de cultivo. 
Pero, para poder estar seSuros de este aumento, de nuevo se 
tendrían Que hacer més repeticiones del experimento. 

En la tabla 8 y en la fiSura 14 se observa; par una 
parte, un liSero aumento en los nÚcleos sin condensación 
cromosómica de los esplenocitos tratados con Ada en relación 
a los controles a partir de las 4 horas de incubación; s 
por otra, una disminución en el porcentaje de núcleos 
condensados a través del tiempo, Sin embargo. seria 
arriesSado suponer Que la Ada modifica la mitosis en las 
células Que comienzan esta fase, a pesar de Que 
estadisticamente existan diferencias significativas; adémés 
de Que el porcentaje de núcleos dudosos excede en muchos 
casos al de los núcleos con condensaciÓn cromosómica. 

Como la Ada en concentración 5~M no provocÓ ningÚn 
efecto a tiempos cortos de incubaciÓn en esplenocitos de 
rata, salvo el efecto de inhibición en la concent¡'ación de 
ADN a las 2 horas de incubación, se decidió Bue no era 
necesario hacer més repeticiones de las parémetros aplicadas 
en estas células. 

El siSuiente paso consistió en utilizar las mismas 
condiciones pera con timocitos de rata. Solamente se 
estudió el comportamiento de estas células a través de la 
incorporación de timidina tritiada, la viabilidad s la 
cuantificaión de proteínas. 

Los resultadas de la incorpora~ión de timidina tritiada 
(Tabla 9, Fis. 15) ~n el comportamiento de los timocitos en 
fase S mediante la incorporación del radioisótopo a 
diferentes horas de incubación, nos recuerda exactamente lo 
ocurrido can los esplenocitos (Fis. 10). En los timocitos 
la incorporación es mayor oue en los eplenocitos pues, como 
se recordaré, en la corteza del timo existe una gran 
proliferación. A pesar de Que estadísticamente existe una 
diferencia si~nificativa a las O horas, si se observa la 



PAG. 54 

fiSura 15, la incorporación es muy baja como para tomar en 
cuenta esta d1ferencia. Una vez más se reafirma lo 
encontrado en los experimentos de dosis respuesta (Fis. 7) 
con 5pM del nucleósido a las 2 horas de incubación, en el 
sentido de Que la Ada no modifica el comportamiento de los 
timocitos en la fase S. 

En cuanto a la viabilidad (Tabla 10, Fis. 16), las 
diferencias encontradas en los timocitos no representan un 
porcentaje considerable, al iSual Gue en el caso de los 
esplenocitos. Además, al tomar en cuenta Gue se trata de un 
solo experimento seria necesario hacer más repeticiones para 
obtener datos concluyentes. 

Contrario a 10 sucedido en los esplenocitos, el 
contenido de las prote1nas en los timocitos (Tabla 11, FiS. 
17) presenta diferencias sisnificativas a las O horas de 
incubación. La Ada al parecer afecta el contenido de las 
proteínas en un 51% con respecto al control. Sin embarso, 
desde las 2 horas hay una recuperación de los timocitos 
tratados con el nucleósido. En realidad O horas representa 
aproximadamente 10 minutos de incubación a temperatura 
ambiente, desde el momento en Gue se siembran y hasta Gue sé 

cosechan. La razón estriba en Gue en el mismo cultivo, a 
alSunos frascos se les asresa la timidina tritiada y después 
se procede a realiza~ la cosecha. Se iSnora la manera en la 
cual la Ada causa esta inhibiciÓn, si realmente 10 es, pues 
son datos de un solo experimento. Sin embarso, como fue el 
Ónico efecto observado con los 3 parámetros utilizados en 
esta células, se decidió no repetir más experimentos. 

En el caso de los timocitos de conejo (Tabla 12, FiS. 
18), el efecto provocado por la Ada aseSura Que las 
condiciones utilizadas en el cultivo de las células 
linfoides de rata son las adecuadas. pues se observa 
claramente una inhibición en la proliferaciÓn celular. Sin 
embarso, no se descarta la idea de Que probablemente la PHA 
haya influi~o sobre estos resultados, pues aunQue el 
mitóseno no haya modificado la proliferación celular no 
sisnifica Gue no haya provocado otros cambios en los 
timocitos. 

Probablemente el efecto de la Ada sobre los timocitos 
del conejo se debe a una disminuciÓn en la formación de 
fosforribosil pirofosfato. con 10 cual se inhibe la sintesis 
de novo de pirimidinas. Lo anterior se apoya con lo - -reportado por Peters y col. (1982b) en linfocitos 
estimulados de humano y de caballo. Estos autores 
encuentran Gue el efecto inhibidor del nucleósido, sobre la 
concentración relativa de fosforribosil pirofosfato, as mu~ 
marcado a tiempos cortos de cultivo. 
pfoseeuir con los experimentos de 
conejo para tratar de determinar 

Seria muY interesante 
Ada en linfocitos de 

el mecanismo de esta 
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inhibición. 

Es interesante también el hecho de Gue la PHA no 
estimule la proliferaciÓn de las células linfoides de rata ~ 
de ratón in vitro, puesto Gue se trata de un potente 
mitóseno inespecífico. En otros e~{perimentos llevados a 
cabo en el laboratorio con timocitos de conejo estimulados 
con PHA (datas no mostrados), se encuentra Gue si ha~ una 
estimulación en la proliferaCión celular a las 24 ~ a las 48 
horas de cultivo. 

Cabria suponer Gue la proximidad filosenética de las 
células linfoides· entre la rata ~ el ratón dé coma resultado 
un comportamiento similar baja las mismas condiciones del 
cultivo. Por el contrario~ en especies més alejadas 
filogenéticamente Que el ratón ~ la rata, par ejemplo el 
caballa ~ el cerda, el comportamiento de las células 
linfoides in vitro puede ser mu~ diferente bajo lss mismas 
condiciones. AunGue las linfocitos de estas especies 
presentan una actividad mu~ baja de la ADA, incluso 
comparable a la Gue presentan pacientes con deficiencias en 
esta enzima, al cultivar linfocitos de sangre periférica de 
estos animales con concentraciones micromolares de Ada, 
Peters ~ col. (1983) encuentran una marcada inhibición en 
la incorporación de timidina tritiada en el caso de los 
linfocitos de caballo; mientras Gue. en los linfocitos del 
cerdo has una marcada estimulaciÓn. De hecho, si nos 
basamos en el dia.ram~ de la evolución en los mamiferos 
propuest~ por Valentine (1978)~ probablemente el cerdo s el 
caballo tienen tanta proximidad filoeenética como la rata s 
el conejo. 

Resulta pues evidente Gue la Ada en concentraciones Gue 
van de 2.5 a 50~M no presenta ningÚn efecto sobre los 
esplenocitosJ los timocitos y 105 linfocitos de sanere 
periférica de rata en fase S a las 2 horas de incubación 
(Fia. 19), como tampoco, 5~M de Ada no modifica el 
comportamiento de los esplenocitos s de los timocitos de 
esta especie a diferentes horas de incubación, con la 
excepción del contenido de ADN en los esplenocitos a las 2 
horas de incubación ~ el contenido de protefnas en timocito5 
a las O horas. Con la salvedad de Gue estos datos provienen 
de un solo experimento. 

A pesar de Gue probablemente las células linfoides se 
forman a partir de una misma célula original (Fig, 1), las 
caracteristicas Gue presentan son mus diferentes. Sin 
embarso, al menos en este trabajo Gueda claro Gue el 
comportamiento de estas células' a través de los parémetros 
utilizadas, frente a la Ada es el mismo. 

Los datos obtenidos permiten reflexionar acerca de 105 

mecanismos involucrados en el destino de la Ada, as1 como de 
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las caracter1sticas de la membrana celular en las células 
linfoides de rata mue puedan condicionar estos efectos. 

Se trataré de analizar lo mue probablemente le habría 
sucedido al nucleósido de haber entrado al interior celular 
mediante alSón mecanismo de difusión facilitada. Si se 
observa la fiSura 5, el metabolismo de la Ada puede sesuir 4 
vfas. Puede ser deSradada a adenina por la adenosina 
fosforilasa (Reacción 7); sin embarSo, no se cuenta con 
datos de la literatura Gue apOBen dicha via, ademés de Gue 
esta enzima no ha sido establecida .(Fox y Kelley, 1978). El 
nucleósido pudo ser deSradado a inosina por la ADA (Reacción 
3) o fosforilado a AHP por la AC (Reacción 8), pero se 
supone, de acuerdo a lo reportado en la literatura (Peters y 
col., 1982a), Gue las actividades de estas enzimas en las 
diversas células linfoides de rata son muy diferentes, con 
lo cual probablemente se habria producido un efecto distinto 
reflejado en los diversos parámetros utilizados. Finalmente 
no se sabe si la Ada fue transformada a 
S-adenosilhomocisteina con la S adenosilhomocistefna 
hidrolasa (Reacción 2) por la via de síntesis, de ser esto 
cierto se hubiese acumulado la S-adenosilhomocisteina, la 
cual es un potente inhibidor de las reacciones de la 
metiltransferasa (Fax y Kelley, 1978). Se excluye la 
posibilidad de Gue la S-adenosilhomocisteina hidrolasa haya 
atrapado a la Ada, pues se sabe gue el bazo presenta una 
cantidad minima de la enzima, comparada con los altos 
niveles encontrados en otros tejidos' por ejemplo, en el 
hiSado de ratón se calcula Gue es de 10~M. De hecho la 
habilidad gue presentan los tejidos para atrapar a la Ada 
coincide con los niveles de la S-adenosilhomocisteina 
hidralasa (Ueland, 1983). 

Con los parámetros estudiados resulta muy probable aue 
no hubo una inhibición en la biosintesis de pirimidinas ni 
una disminución en los niveles de fosforribosil pirofosfato, 
pues la sintesis de ADN y el contenido del mismo no se viO 
afectado. 

Otro mecanismo de acción del nucleósido Gue se presenta 
a discusión es su influencia a través de receptores en la 
membrana celula~ sobre los niveles de AMPc. Con los datos 
obtenidos no se sabe si la Ada modificó los niveles de AMPc; 
sin embarso, nos inclinamos a suponer Gue probablemente no 
hay una población de receptores suficientemente adecuada 
para Gue, con esas concentraciones de Ada, se produzca ~lsÓn 
efecto. 

De ninsuna manera se puede decir Gue este trabajo se ha 
concluido. Falta aón por demostrar los mecanismos Gue 
intervienen en la falta de efecto por parte de la Ada sobre 
las células linfoides de rata. Para lo cual, seria de sran 
utilidid saber Gue ecto ejerce la Ada en los niveles de 
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AMPc en estas células. Medir la actividad de las enzimas 
directamente relacionadas con la deSradaci6n del ~ucle6sido. 
Utilizar inhibidores de la ADA l!:!. vitro \:l cOlllparar estos 
resultados entre los diferentes tipos de células linfoides. 
Separar los linfocitos de las demás células de la médula 
ósea de rata s repetir el experimento de dosis respuesta. 
Medir los niveles de fosforribosil pirofosfato con 
diferent.s concentraciones de Ada en cultivos in vitro. 
Hacer e~':PIiHilllentos in iliE. in'::fectando a las ratas el 
nucle6sido s medir los parémetrosutilizados en este 
trabajo. AsreSar Ada marcada al medio de cultivo, con lo 
cual se trataria de comprobar si el nucleósido entra al 
interior celular. 

El estudio de las células linfoides de rata in 
bajo el efecto de la Ada resulta ser un modelo de Sran 
utilidad pues permite. por eJemplo' hacer comparaciones con 
otros modelos de células linfoides de otras especies para 
tratar de establecer 105 mecanimso de acción de este 
nucle6sido asi como conocer más sobre el sistema inmune. 

También este modelo puede ser de Sran interés para 
tratar de comprender el posible papel de la Ada como, 
resulador asociado con las inmunodeficiencias Gue presentan 
los pacientes debidas a la ausencia de ADA. Adern¿s de Gue 
se encuentra Gue los linfocitos de estos pacientes responden 
pobremente a la adici6n de mit6senos (Zimmerman s col., 
1983) 8 en este trabajo se observa Gue las células linfoides 
de rata in vitro no responden a la PHA. 
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VII) ABREVIATURAS 

AC, adenosina clnasa 
Ada, 
ADA, 
ADN, 
ADPF 
AMP, 
AMPc, 
ATP, 
c?m, 
dADP, 
dATP, 
EHNA, 
IMP, 
M, 
N, 
nm, 
PHA, 

adenosina 
adenosina des ami nasa 
ácido desoxirribonucléico 
difosfato de adenosina 
monofosfato de adenosina 
monofosfato de adenosina cíclico 
trifosfato de adenosina 
cuentas por minuto 
difosfato de desoxiadenosina 
tri fosfato de desoxiadenosina 
eritro-9-(2-hidroxi-2~nonil)adenina 

ácido inosinico 
molaridad 
normalidad 
nanómetros 
fitohemaslutinina 
revoluciones por minuto 
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