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1) RESUMEN ~

l.a Adenosineg es un nucledsido intermedisrio en ls  rutsz
de dedradacion ¥ sintesis de los nucledtidos raOricos,
Varios autores rerFortan RUE este nucledsido en
concentraciones micromolares imride lz blastodénesis en
célules linfoides de variass esrecies cultivadss 1in vitro
(Fox w Kellewr 1978, Se desconoce el mecsnismo que sroduce
este efectos

Ern este trabzdo se estudias el comrortemiento de los
gsrlenocitoss los timecitoe w los linfocitos de sensgre
reriférice de rets in vitro bedo el efecto de la Adenosins
refledede en lg incorrorscidn de timidinme tritiasdzs iz
viabilidads 1z rresenciez de naoeleos con condensscion
eromosdmicar lg cusntificecidn de AN u rroteines.

Se obhserve gue lg Adenosinsg con un intervalo de
concentraciones aue wva de 2,3 s 50 pM no modifica el
comrortamiento de las célulass linfoides de rate ocue se
encuentran en  la Tase § del ciclo celulsr a lag 2 hores de
incubacidn, Ie la misme manerazy uns concentracian de SpM de
Adencsing no  tiene ningdn efecto en los esrlenocitos ¢ oen
los timoeitos de esste esrecie & 2 4 w24 hores de
incubacidn 21 estudizrlos con los serémetros znteriormente
mencionsdos.

!

Se discuten 2lgumos meesnismos rarsz tretsr de  swxeli
gats falte de efecte ror rarte de lz Adenosineg en
celulas linfoides de ratsz in vitro.

3
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P, 2

IIy IMNTRODUCCIOH
h) CELULAS LINFOIDES

.33 célulss libres aue se encuentran entre lss tramas
del estroma de ls médula dseas rerresentan todas lzs etaras
de le madurscidn de eritrocitos ¢ lewcocitos. Ern la fisgurs
1 se observaen eclas eteras (Modificado de Clines 197537 4 de
Metcalfr 1984}, 8Se cree pue s rartir de uns céluls originsl
se fTorman 2 ¢flulas llawmadas uniroltente w rlurirpotente. La
rrimeras da origen & lss células linfoides con su subsecusnte
diferenciacidn. For otra sartes lz cdéluls rlurirotente
grigine 8 las olres célulss sangdulness.

5 o@elulss linfoides se  locslizen denbtro de  1og
5 de l& red de fibrass reticulsres de los tedidos
oo como ror edemrlo el bazor el timo.w los sSenglios
COsF ern g#1 tedido sandulneo ¢ en la méduls dses.

lLes célulss linfoides interactuzsn en  los drgancs
linfoides w» en los demds tedidos con los antigsenoss aue han
zido llevados 2 eses dreass vig 13 sendgre o lz linfTs. [ie
esta manere . las célulss estimuyladss rueden sroliferar v
diferencizsrse.

Er e figure 2 se pueden observar las vies de migracidén
te s célules linfoides (Tomade de Clines 19753, Este
migsracidn es de sums imrortanciaz sn el desarrollo =2 en el
mentenimiento del sistemz inmune normal. '

Fars los rFrordsitos de este trabeJo unicamente se
menclionaran slsunzs  de lazs srincirasles caracteristicses de
leg codlulazs: linfoides utilizadas.

Linfocitos de sangre rerifTéricaz.- Actuzlmente se srerts
la éexistencis de dos tiros de linfocitos en este tedido. &
resar de aue los dos rrobablemente se deriven de un mismo
PrecUTser en 1z méduls dueas les caracteristicas aue
ryesenlsrn ne son las mismas.,

Los linfocitos B migran & ls sandre reriférice sin
Fasar  por el timo w tienen la ceracidaed de diferencizrse eon
welulas rlaswes despuds de urm estimulo sntigfédnico. Eastas
Ultimezs son la fuente rrincirsl de inmunoslobulinzs.

For otra ssrtey los linfocitos T o timocitos estén
involucradns oIy @l reconocimiento antigénicoe w  las
rescciones celulsres inmunes. Estos linfocitos deriven del
timp  w mor lo tenlo zon derendientes de este drdsano rere su
deserrcello completo (Climes 1975¢ Ling w Kaws 1975,
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o



U FAG, 5

Timocitos.~ En el timo existe upma dran cantidsd de
linfocitos llazmedos timocitosy distribuidos en ls cortéeza w
en lg méduls de cade lobulillao.

l.os timocitos aue se encuentran en la cortexa rresentan
urig Zran rroliferscion. Lz velocided de divisidn de esias
cdlulssy también llsmadas linfoblastos Tr» es magor en el
recién nacido v disminuge conforme el 2nimal crece.

l.os timocitos locslizesdos en 1l méduls cle carda
lebulilio 500 célulazs madurass ani 5] vitelven
inmunocomretentes. Cads timocito madure rosee sS4 PPOFILB
roblacion homdloge con recestores en la surerificie de 1z
memnbrans caraz de unirse 2 un antidgeno determinado.

Mormalmente en el timoe no hews célulss rlasmas como
tempoco coélulss de memoriz eue son las  aue resronden
reridamente 2 la resraricidan de algdn antideno (Clines 1975%
Kessel v Kaerdons 19797,

Earlenocitos.~ Los linfocitos aue se encuentran en el
pezor  Frincirelmente en lz rulrs bhlances reciben €l nombre
de esrlenccitos. Estass c¢élulzs rertenscen 8 un  dHruro
heterogéneo de linfocites B w T aque inclugen linfocitos no
estimuladoss linfoblastoss células rslasmz w célulss de
memorie. )

fsly en lss zonss de transicidn entre ls rulre rods wu
la rsulrs bDlance llsmads zonz marginmzal existen esslenocitas
nue interactusan con  snbtigenos = oon macrdfedos. gtros
garlenocitos cue se sncuentren en los centros dserminasles de
los nddulos esplénicos rresenten unz gran eroliferacion. En
2l estrome eselénico de ls rulrz rods se pueden localizar
eelulss rlasme (Kessel w Esvrdons 19793,

By CICLO CELULAR

Fl lsrso de tiemro conmrrendido entre ls formscidn de lsz
cdlulas mediante lg divigidn de wuna céluls maedres v su
divigiodn rare formar dos cédlulas hidas recibe el nombre de
ciclo celular. Es rues uns unidad furndamentzl de tiemro =
nivel celulsr puesto gue define el ciclo de widas de  ls
celulas (Mitehison, 19717,

Fl ciclo celular comerende esencizlmente dos rerfodosi
la interfese »w el reriodo de divisidn. Este dliimo consiste
en dos Frocesos secuencialesd la divisidn nuclesr o mitosis
¥ la divisidn rcitorlasmétice o citocinmesis (Mitchisons 19713
filherts w ecol.s 1983). :

Gon la a=uds de las t{técnices de sutorradiosrafiazy
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Howard w Fele en 1953 definieron cuatro fases sucesivas en
gl cicla celulsr (Maziay 19743, En la figura 3 se muestran
estes fases, Desruds de la fese My oue consiste en lsa
mitosis » en la citocinesiss la coéluls hiJde comienza 12
interfase de un nuwevo ciclo. Le interfase comienzs con la
fase G1 en laz cual se reanuds leg piosintesis aue duranite 12
mitosis sresentd uns actividsed mum lents. Ls fase B emrlieze
corn la sintesis de AN w2 terming cusndo se lleva &8 csbo  su
durliceciton. La siguiente fosse es le G2 gue terming al
comenzar la mitosis., Finalmentes lz2 céluls entre en la fase
M Durante este fase - 1os cromosomas durlicsdos se condensan
2 50 visibles en el microscorio de  luz  {(Alberits 9w col.ys
19832,

Los cédlulas de un ordganismo  sucarionte sze dividen 2
velecidades muw diferentss. El intervslo de los ciclos
celulares pstudiados vari de 2130 horas & 100 dis ¢ més.
Sinm ewnbhzargos en  la maxoris de les celulss zsnimales u
vefeteles el ciclo celular se lleve a cabo en un dis o menos
(Meszisgy 1¥747 fAlberts w col.r 1%83).

- Mitehison (1971) mencionz aeue en célulss tiricas de
amifero 1la fase I durs entre 4 = B horass o incluso mas
tiemro., Le durlicecidn de los cromosomss se lleve & cabo
erntre & w7 horas. La fese G2 toms de ¥ =z % horss w le M
arroximadamente 1 hora.

tetancourt w colsboradores (1978) rerortan aue 2l ciclo
celuler del linfocito de humano in vitro ess en rromedios de
16 boras ¢ la duracidn de lss Teces es de 4 hmf 2% OFATE 81? ?
nores rare B ow 3 horss rare G24H.

lLa diferencis rrinciral entre ipe ecélulzs aue =se
dividen raridzmente ¥ lss aue 1o nacen lentamentes sstribe
e 2 larse de ltiempo aue rFermanezcean en l1s fase Bl del

ciolo celular. bees  oelulss  oue se dividen lentsmente
rermnEnecen en la e Bl ror diss o ror efios. For el
contraviaos el ftiewmro oue toms & ung céluls durlicar su
gernome v  entrar en mitosis es notsblemente constante
(W*t nisons 1971 Mazrias 19745 Ferdese 9w ocolez 1978+
Sliberts v coler 1HBIY., '

Exigte lz evidenciz de un runto débil de control en la
faze GZv EBe ng rercrtzdo eue hedo cieritzs condicionesy ror
eJdemrlo 1z adicidn de zlsunss  drosgsss lgs odlulzs son
detenidss en este fase (Hitchisons 1971F Ferdee 2w col.s

197R: Mustafin w Volkovs 19827,

r



E! Perfodo entre ia fase M y el inicio de la S se denomina G
y el periodo enire el tinal de lo sintesis de ADN y la siguiente

fase M es llamodo Gz { tomado de Alberts y col., 1983).

.

Figura 3 Fases del ciclo celular.
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Fab. ¢

libre se pncuentra en concentraciones reguefiss en le msxoris
e lse eéllilas  (Lebhningers 198275 ¥ ne sido detectzds
srincirelmnente en el fluido extracelulsry en el rlasmes ¥ rOT
lo tanto en el medio de cultivo o en el medico de rerfusidn
de las cdélulas (Fox = Kellews 1978).

METAROLIGHMDO EN CELULAS DE MAMIFERD
Transrorte

Este comruesto suede entrar 2 le céluls medisnte uno o
varios mecanismos de traznsrorie con caracteristicas  de

difusidn Tarcilitsada. Farece ser aue en eritrocites ¢
ledcocitos gxiste up  ararresdor simrle  que resitle el
transrorie de los nucledsidos sdricos « ririmidicos. Er

células npuclesdss la Ke del tramseorte de 18 Adz wvariz de 4
& 42 puh {(Fox = Rellewy 19787,

Durante las feses de crecimpiento de la células @l
transrorte de lz ﬁda zl 1sual aue ol de varios sminocdcidassy
o campis (Fardee v cols 19787,

La figura 5 muestra laz serie de rescciones invoelucradss
e el metebolismo de la Ade (Hodificado de Forx v Kellews
IR7FE w de Frednolme 19827,

Formecidny degredscidn v utilizaecidn

& fids ruede Tormsrse dentro de lg célule & rartiv oel
de la B-zdemnosilhomocisteina. El1 AMP intrescelulser o
sforiledo ror une S -nucleotidese o ror fTosfasles
cificaes {(Resgeoidn 9 Fig, SGis Oire fuente de Ada
intrazcelular ls PTOEOTCLIOn: iz dedradacidn de ia
B-gdenosilhomocizsteinsg & Ade v homocistelns. e nidrdlisis
s castelizeds por 12 S-agdenosilhomocisteins fiidrolasss
(Resccidn 2y Fig. 5. Hinn embardor sedgdn Fox v Kellew
(1?78)y Ferece ser Gue in  ¥iv peJdo  condiciones normales
Pradcmina le wvieg de degradecidn, Lod mismos sutores
men ignar e B sRca k o atan is
;0:i¢nnmuf1dhﬂan agnrletemente haesis
'-u GrYico w o oen ¢ aszta incsins @

sey oue li fde es removides de  lazsz  oédlulss  rFor
gdirects 2l medio estrecelualsrs mediante 1l
dfntnhzz de nucledtidos de adenings o ror 1z desgrsdacidan 3
los  sroductos rdricos fineles (Snueder » col.yr 19743 Fou
RKellewy 1978, En el srimer caesor s¢ sgbe gue se linpers Ad
en el wmioccardic debido 8 la Talts de oxisenc ern el rulmdns
are vesrupsltz @ la nhiroMis slveolsr ¥ en el nihdsdo
srobezblemente como fuents de rurinss (Fox u Kellews 19787,
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Ada-

Fluido

| o ®TITITTITR ca
R

il
T s \ i

w\;} S- Adenosiimetioning
(iﬁ(@ o l| - arp” @
%ﬁ\ﬁ ’ S~ Adenosilthomocisteina

2 . »
>\ 7 __—» Adenina
Ada &— — AMP,

Citoplasma Homocisteina ATP ADP
T’ 8 \_/
: ; 4
l » ...
Inosing : ;I'L AMP
. 10 ~—p»d ADP
I MP
v $
Hipoxantina ADP d ATP
: | Iu ‘ l
v
Xantina Sintesis ATP » Acidos
pirica 2 nucleicos
6 de novo
v

Acido darico AMP¢

‘Ovd

0l
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s

ar

sve la mintesise de nucledtidoss s fAde 823 foﬁfgrilaﬁc
=or 12 Al & AMP (Resccidn By Fisg. 7. H pesar de que la
enzimz es udbicuas rresents la  actividad més s8lts en el
pigados Dbero 9w dHandlios linfédticos (Fox w Kellews 19782,
Feters ¢ colaborsdores (1982s) rerortan ung actividad mesor
de estes enzime en esrlenccitos aue en timocitos » linfocitos
de sansre reriférice de rate (Taois 13.

.
i
=

Tanls 1. Actividsades de le zdernocsing cinsss (AC) ¢ de la
adenosing desaninzsz (ADAY en linfocitos de rats. Los lin-
fooitos de sangre rperiférics son de adultos los timocitos
¢ los esrlenocitos de esnimeles de 40 diss de edad.

wltedos muestran el ervor esidndard) .

21 AllA Frororcidn
(rmol/hv/ms eroteine) Altn/al%
linfocitos de
sgnEre reriférics 26742 2: 938720 111
timocitos g2t49 2275713874 SO0 253
paplenocitos 424125 352651448 1314

“primentos,
v 1982871

Le ade es degradsds s inesins ror la  enzims  AUA
{Regooidn 3 Fisgs. 3. En humenos se he visto gue rare gue
=g lileve & cebo el funciopzmiento celulsr normels se
recuiere  de  uns actlvza@d Srlims de este enzims rueslo que
una defipiencia en elle ecte relscionsds con wun  incremento
e le concentracidn intrecelular de nuleredtidos de adeninz.
For otrs rarter gl incremento en ls asctivided de estz encims
=3 relacions can un  decremento en la concentracidon
intraceluler de estos nuweledtidos {Fox » Rellews 19783,

En estudios hechos en nifios recidén nscidoss CETUOE s
OOTTresosy retes w ratoress Peters ¥ rcolsboredores (19828
cricusntren pue le sctivided de 1z AN ez mador en timocitos
aue  en linfocitos de sangre seriférics. e gsiss popgcies
2l cerdo w el borreso rresentan le mawer sctivided de dgiche
enzime en los esrlencocitose En el casbello sror el contrarios
1z asctivided de le Alld en todas las coédlulss linfoides s 1l
mEs DeJda.

Le table 1 sresents loz resultados obtenides raor eszlos
sutores sl wmedir ls zotivided de 1o enzime en timoclboss
H

ezrlenocitos w limforitos de szngre revifédrice de rata. lLas

i o A e b

[ET—
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sotividades de las enzimas en timocitos w esrlonocibos se

midieron en Teltas de 40 dise de edsd, Sin embarsgos los=
mismos autores (1982c¢) miden la sctividad de AD4 en

esrlenpcitos w timocitos de rete de diferentes edsdes g
encuentran eude la sctividsd de ests enzims siemrre €% mavar
e 1oz timocitos.

Fere obtener mds informacidn del metzbolismo de lz Adas
los mismos sutores csleulen lzs rFrororciones de  las
gotividedes de la ADS w de 1z AL de timocitoss esplenocitos
g4 linfocitos de sandre reriférice de variass esrecies de
mamiferos. En le mavoris de ellssy loz timociitos rFresentan

i magor P?OFQTCléﬂ de  ALA/AL. Segdn los  sutores  lo
sntericr indics oue estss céluless son més carsces aue los

ocitaa o linfocitos de sendgre revifeéricer de desaminar

sz fday de este menere se  previeme lg  scumulszcidn del

gdsidos » no se reriurbs laz rroliferacidn celulsr. L3

g 1 rresenta lss rrororciones ADASAL  cobtenides en los
imentos con les odlulss mencionsdas de rata.

La Adz ruede tembién ser dedradadz hzstz adeninas ror lz
adenoceing fosforilass (Reesceidn 7y Fig. 53, 8in embsrdgo:s
gunaue la reseoidn e  observe en fracciones orudss  dge
FTEFETRCIONEBS tisularesy en Freraraciones altesmente
rurificades no se ve tal sctividaed (Fox 2 Kellews 197873,

Foe

m.

(%

s lagi
Le wutilizecidn de lz Adey es decir su  conversidén 2
nuoledtidos o &  inpsins derende de las sctividades
relatives de la AllA o de ls ﬁﬁ fFox v Rellews 19781, Estas
gnzimes  eresentan diferentes sfinidades en el metzbolismo

del pucledsido. La Bmode ls ADA es de 40 pM mientrss aue la

de la AC es de I pH (Mertinez Veldez w col.s 19BZ20.

Sriwder w colsboradores (1976)s chservan QueE an
linfacitos de  humane estimulados con PHA&ry la vis Frrincirsl
err el metasboliswo de lz Ade con concentrsciones menores de
S 25 la fosforilacidn a AMFP y mientras aue &
concentracionegs matw cﬂe* rredoming la deﬂa”An“”aém g ingsins.

5 smhardor o e estimuladosy rredomine 1z
i %) a1 L intervalo de
2E0uM.

tiwoocitos Jde ralez s concenlreciones meswores de  SOuM
e i las welocidsd de dezaminecidn os 10 veoes mswor 2 1z
gde fosforilecidn (Snuder w Lubkewy 1982,

Verios sulores observen nue el metebolismo de la  Ads

cambia durante 1 sroliferzcidn celuler, Fischer w
caleboradores (L978) rerorian unm increEmento de  puBve  vooes
ey le  eetivided eepecifics de lz 406 dursnte la maduarooidn
de monooitos g meordfageos de sandgre reriférics en humanos.

s,
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Ern linfocitos de humeno estimulsdos con miftdsenoc 1.
setivided de ls Ald suments custro veces entre las 24 9 la
40 horss de incubacidn (Fox w Rellews 1978). Snuder
colaboradores (1976 observaen oue leg sctividad de lz misms
enzime disminuve pesroximadamente en 55% g lse 72 hores de
incubscidény mientras nue el valor de la sctivided de la AC
No Ccempia.

w m e

En sandre reriférice de rata in vivos Martinez Valdez w
colaboradores (1982 observan un zumento en los nucledtidos
de asdenina 3l sdministirer 2 los snimeles uns dosis de Ads de
100 mg g, Seddn gllos este incremento se debe
rrincirslmente 3 ls accitn de ls AL més aue g - la
deseminecidn del comrpuesto.

lemente obtro  tiro he regulacidn de gste
consists en su slmascenamiento mediante su anldn e
en el clltorizeme de la cvélula,

Ueland z Gsebyd (1979 rerortsn el sirsre de ls Adz  rFaorv

la  S-—agdenosilhomocisteiness en el higador el rifidny 1a
cortezs sdrenaly el gOteror vl midsculo ssquelético ¥ cardiaco
de la rata =% de otros memiferos. Ue estos drganoss el
higsdo precentd un gtrere mavor. Sesdn Ueland (1983) este
union es imrovtente en le redulscidn de 1z sctivided de este
EUEZimE LD viVoe

Belloni »  colsboradores {19841} rerFortan  en célulaa
sislades de nigesdo de ratas la existencia de unz FOZ8
irttracelular de Ade unide 2 ung  proteine. Eztos sulores
mencionan  aue rrobaplemente ls rroteineg & ls cuel se ume wl

}

mucledsido ses ls enzimes S-pdenosilihomeociszteinze hidrolase.
Egle rpozi rerresents srrodimedsmente el 70X de lz Ada totsl

medidqa o2n el niﬂﬂﬁo intacto. Lo anterior es de dHran
imrortanciea FLE G gdads is ubricuidsd de ests enzims
sropablemente este situscidn existe tembidn a@rn obtros

tedidos.

EFECTOR EN EL %ETﬁhﬁLISﬁB DE CELULAE LIHFOIRES

Yariocs esutores rerorisn oue ls Ada impide e
stodénesis  en nélulss linfoides estimulades con PHa. El
npcanismne ror medio del cusl el nucledsido  sroduce  este

' { ze  desConoTE. Sin  embzargos S8 FTOPORERN VET1og

vosibilidaedes entre las cusles 5 & encuentrant Uns
inhipicidn en la bivogintesis de ririmidiness une disminucidn
ernn 1os mivelss de TesTorribosil sircfosfataos un  sumento en
los niveles de #AMPe  » uneg inhibicidn de las metilsciones
derendientes de lg S-adenosilmetionineg metilirznsferass (Fox

T e a e
w Rellews 19782,

e

A continuescibdn se rresentaen elduncs rerortes sobre los
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efectos de la Hde en celulss ’1n?01def de yvarizs esrecles u
sy rosible mecanismo de 300idn.

Urno de loz efecitos mds notables de lz édes es su
toxicidad en Iss células de memiferc en cultivo en
concentraciones gue van de 1 @ 1:90&pﬁy ¥ @ue se incrementa
con intibidores de la  Ald (Fox ¢ KRellews 1978). OGreen 4
Chan (Welberg w2 col.es 19795) rerorien ls muerte de célulss
linfoides in vitro en rresenciz de 1 2 10mM de Ada.

Snzder 9w colazboradores (197487 tembidn rerorian aue los
linfocitos dde sangre reriférice de humsno estimulados con
mitéseno e incubados con J0uM de Adas rresentan un 40X de
muyerte celulsr cusndo se afisde coformicineg:s un inhibidor de
la Ald.  Ademésy observan un decremento #n el rorcentade de
vrensformaesidn i dunteo con oun 5% de innibicion en
is in&mrwusd&i&h e timiding Lritiada. Ests nDaJde
incorroracidn  e:  un refledo de une disminucidn en  la

sintesis de Scidozs nuoldicos (Fox »w Kellewy 1578, Badn lss
mizmaa condiciones: rere en linfocitos no estimuledosy los
asutores enedentren inhibicidn e&n lg  incorroTacidn del

srecursor radiscltiver auncue no £2 observe muerte celular.

Frecuentemente lg toxicidsd de ls Ade se scomrafs de
1 eal
£,

El

U@ dnhipdicidn en lg zsintesis de nove de ririmidinzs. Las
#ltes concentraciones de Ade bloauean la sintesis de novo de
FUTLNEE E rlrimidinsss mediente un decremento en  ls
farmacion de fosforribesil sirofosfato {(Cerson uw Geegmillers
19763, Ests disminudcidn oourre cua;da gl ftasforo inorddnicc
2w un Tactor timitamte. Fueshto 2l fosfoarribonil
#lrofosfato pe un sustreto esencisl sintesis

= L& nE ovo
de surinass 2 pirimidinesy interviene en las vias de Tescale
e las su?ir 5 = 2n la sintesis de nucledtidos e
geeremento en ls concentrecidn celuler  de ezte compueeto
ruede  tener efectos metsbpdlicos rrofundos {(Fox ¢ Kellews
19787,

Felers = colzborsdores {19820) encuentren in vitre une
! AR
inhibicidn en lg intorroracitn ﬁe timidineg tritizdse en
concentraciones me PR :
Qatlmuﬂadaa e
P@meex4vamﬁnt@
marcadn &
IinTocitos
Demdauue &
sirotostetor g & horves de ;ucuoau;éﬁ
MOras.

'

e fido de 50 0w ‘ﬁp“ en  linfooitos
Farif Los ode Ddm:

2
e

LR

El dncremento de lg sotivided de  la Ala durante la
tramsTormscidn celular inmune srorForcions une evidencis
indirects de lsg im?a’xar cig de la dedradacion de  lz  Ade.
Deds  wver @3 néc vidente gue loz efectos taxicos de sste
nuecledsido rusdan egtar relacionsdos con ls inhibicidn de le

Bt
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respuests del sistems inmune (Foux =2 Kellews 172780,

Wolbers ¢ colaborzdores (1975) opserven aue 1z Ade  an
concentraciones micromolaresy rcauss un incremento del AMPe

ern linfocitos del exudado reritonesl de raton i 1
linfocitos de humamos 2l mismo tiemro aque haw unz inhibicidn
e 1ls citotoxicidsd wmedisds ror los  linfocitos. Ests

inhibicidn desararece cusndo las concentraciones de AMFe
alecenzan cierto valor critico. Con estas observaciones los
autores concluven oque rropeblemente el efecto inhibidor de
ls Ade sobre le citotoxigidad mediadas ror los linfocitoss es
redulads via  un sumento en la concentracidn de AMFeo en los
linforitos efectores. Ademdss mencionsn aue este efecto de
e  Ads ruede contribuir &8 lzg felte de resruyests del sistema
inmune zsocizada con lg deficiencis de la ala.

fenser (1975) ftaombién observe un incremento en el AWFc
de timocitos intactos de ratdn a2 concentraciones de fide de 2

& 1@0pﬁ. Este incremento ea significetivo desde un minuto =

manimo  sntre diezx «w  veinte minutos. Como este pfecto
tembhidn ocurre en  membranas rlasmaticas gisladas de

timocitoss concluge aue 1 incremento del AMFe se dehe
rrimncirelmente 8 l2 estimulzcidn de ls gdenilste ciclsszss ¢
seloe rarcislmente & la conversidn de 1z Ads en aMFo.

Cede wer 9 mniu evidente el wrarel de lz Ades como
mediador ;ﬂur””G¢Ulmf invelucrsds en los procesaos e
comunicscidn celular,

Recientemente se ha observado aue lz Ade es
influir & 1l adeni
g inhibicidn. La existenciz de recertores en lz membrans
celular (Fid, 5 sg agrous rrincirelmente en dos hechos. L&
maworis de loz efeclius de aat nuclefsido no son Innibidos
sor drogazs aude bloodesn su incorsroracion celulars »w muchsas
veces el efecto de le Ade ruede ser mimetizado cusndo se une
g rolimercos imrevmeables (Fredholm: 19825,

5 garaz e
ilzto ciclaese zl caussr su estimulecidn o

Lesi todos los tiros celulasres roseen recertores &0 le
fides.  Eetos ban sido clasificedos con bese en intervalos sfov
craen de pg teucan de cisrtos sgonistss. Asis los recertores
51 .o Ri o son inhibidores W se csrscterizen ror temer @ los

istaesn LmNé~feni1iﬁmwrapiladﬁnaaime x

sclobeniladenosine rotentes aife 1l sdenasing

eiilcavbodemida. tetos receplores  rveguisren =273 &4
Tuncionamsients  wune wmoldéculs con 1l bhese rdrics intzeis.
Mientres ues wor el contraric los recerlores A2 o FRa  soan
sitios goliveadores aue Fresentan a la gdencsins
ﬁ’wmtilcarbaxamida coma un ggonists wés rotente nue los  dos
ETLBETOS Estos recertores  seneralmente reguiersn lo
Fresencia de une moléeuls con le  riboza intacta FETE ser
acti,wi::¢ be oree  oue  gstos recerbtore rusden bampbidn
tfluis en ls wembraneg celulsr 2l asorir tarzlas cig  caloic.

Hhrnat, e i
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(Fredgiocimy L9825 Fetons 198437,

A

Fredholm «» Sendberd rerortan aue en le scumulacidn de

AMPFe  en timocitos de rats w de cobagor el tiro de recerptor
involucrado es el A2 (Fredholms 198275,

Sendberd {19831} opserva Lif incremento ern la
rroliferacidn de timocitos de cobavo incubados entre 20 ¢ 25
noras en rresencis de Ala.,  For rirs rartes cuasndo solamente
se  agresfa EHNA 81 medio de culitivoy hay inhibicidn en ls

roliferscidn celular. [ste efecto no se modifice adn el
agfiedir inhibidores del traznsrorte celuler de nucledsidos.

Este sultor susiere aue la fida  endégens ¥ - la ADAs
Se

regulan leg  proliferscidn de oélulss en cultivoe estin s54
hirdlesis este bslance entre 109 dos comruestos LOﬂt,ulu el
nivel de AMPo intrecelular mediante un recertor de Ads en ls
surerficie de los timocitos. La enzims gstimula la
sroliferscidn &8l disminuir los niveles de Ade extrecelular:
ror el contrarios la EHHA dinhibe la rroliferscidgn =1

sumentar los niveles extracelulares del nucledsido.

Todeos los efectos mencionados anteriormente rerresentan

sdlo  zlsgsunaes  de las zociones de la Ads. Este comruesto es
ceares de causer efectos srofundos en diferentes tiros
celulares.

For = Kellew (1978) hzscen ung excelente revisién de los
efectos aue cause este nucledside en ecélules linfolides = no
Linfoides. En éster zdemés de los efectos =8 menciconsdos:
Lambian SE inoluvent = sumento e lz
S-agdencsilhomocisteineg: la inhibicidn de i1z rroteing cinssgs
le  reduccidn de la “iﬁt@ﬁl% de duresy el incremente en los
miveles de 4TF v  détTk: 1z glterscidgn de 1l morfolosis
celulary la estimulascidn de ls secrecidn hormonals la
inhibicidn de lg lirpdlisisy le rotencizecidn de l1s liperzcidn
de  histezmine: el incremento de slucdgeno en el nhidzdos v sy
efecto como vascodilatsdor.

0y PROPOSITO DE ESBTE TRADAJD

Con bese en los sntecedentes mencionsdoss 5@ decidid
reellizer el siguiente trsbsdo ravrs bLratar ity OO G
cs el comrortemiento de lzs 1 Tim ar rats i
vitro bado el gfectn de la Adends de aue no existen
Lrabados rublicedos = rTESRPEC

Las condiciones rars el cultiveo de estas océlulss  se
arn los datug cotenidos de los experimentos rezlizados
laborstoric il tretar de estehlecer ocomo ez el
tamiento  do = i e retz en ocubtivos 1o
GoQue =8 nie EMEs condicianes Gue

o o o sin
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se  nabien wuwtilizaede 2] investidar el comrortemiento de los
linfocitos O sangre reviférice de humano = lo rerortazdo en
la litersturas en relaeidn a3l cultive de linfocitos de este
roedor {(Mishell w Shiigis 19803, Asiy lo srimero que s5e€
ghservd fue uns felte de estimulacidén en la eproliferacidn de
gstas células 8l incubzarlas durante 72 horzs con el mitddgeno
inesrecifico FHA.

S realizeron otros exrerimentos con esrlenocitosy
timocitos w  linfocitos de sangre periférice de rats. Lo
usaran diferentes medioss unos con suero de bovine v  otros
can suero  de  rata. Se incubaron de 1 8 10 diessz 9 los
resultadoss en cuanto 3 la estimulsacidn con FPHAs  siguieron
siendc negativos

Far otre rarier rarzlelsmente 3 estos  exrerimentos  se

enicontrd  aue sl cultiver esrlenccitos = timocitos de raldn
sin mitédenoy pusto aue tamroco habis estimulscidn con 1z

FHGr  dursnte ftiemros corlos de 2y 4y & w 24 horas de
incubsceidny hetdls up méximo de  incorrporscitn de timidine
tritisde & lass 2 horssy lz cusl disminusis con el transcurso
gdel tiemro {(datoz no mostradosi.

S  degidid entonces heacer Lin wrerimento con
ewplwnocitaz de  rvatz baJdo las mismas condicionesrs W G
obheseryd g2l misno rabrdn oue se presentabs en el raldn.

Tamidn & tiemros cortos » bDedo lss mismegs condicliones:
s  reslizaron srerimentos con esrlenocitos v timocitos de
rate & los aue se sdredd diferentes concentresciones de Ads.
S comproRd  gue  oon concentraciones aue varisharn de 187 &
12 300pM del npucledszide hebkdle inbibicidn en le  incorrorecidn
gher ErECUTS0OT redizctive haeste de un 90X {datos no

Fuwsto aue estas concentraciones de Ads resultaron ser
demssiado 2liasy e decidid utilizer dpoesiz més recuefss. Ba
vecurrld & la literasture rars  estehlecer el intervale de
concentraciones nas adecusdo. Faw = Kellew (1978) rerortan
wuae e Ke del Lrapseorte : e Ade en pélulss nucleadas
i s enzimes imrlicedss diréctsmente en
fo tienegn unz Km ode 40pM  en el
g la Al {Mevtinez Valdez 2 col.es
deridld wtilizer 2.5y Gy 10y 25 0w
e ;Jtnwzer a2l comportswiento de lssz céluls
Tinfoides de  rats sin wibdgsena 2 Liemros cortos e
ineunacidn.

12
=4
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I1I) MATERIALES Y METODOS

AY ORTENCION Y SIEMBRA DE CELULAS LINFOIDES DE RATA

Se uytilizaron ratss Wistar machos (Rattus norvesicuys)
de 200 dr srroximadamenter las cusles se sacerificaron roOT
deceritacidn. La sangre seriférica se recolectd en tubos de
centrifugs con embude nerarinizado en une atmésfers estéril
g inmedistemente se razd 8 uns Jerindgas herparinizads.

Les odlulzs de ls médulsa Sses ze obtuvieron de ls tiocias

w o dal ﬁe misre.  Se invectd medico TC-19% (Difcod) en la rorcidn
terminal de ceds hueso rare extreer le maduls. Las Qéldlda
¢ disrersaron 31 resarlas vaeries veces rov le s2uds con
Buuda de la Jeringa (Mishell w Shiigi: 19807,

El bazo v el timo se colocsron en uns csads de Fetrl con
medio TC-1%9% sobre uns leminills de acero inowxideble. Con
la azudzs de uns esrdtuls se macerd el tedido rare disrersar

Y

los esplenocitos v los timocitos (Colowick =u Kaelans 19793,

Las susrensiones de esrlenocitosy timocitos © células
ge méduls dsez se centrifusgaron a3 12000 vrem por 10 min. Ge

dgsecnd el sobremsdante ¢ lss cﬂlu1“5 5 TE;U:FGhtiLYQH 81
solucidn lissgdors de Erlbr0C1t {Fefe Rensel: 1983}y se
incubaron 9 min s E7° (. Desrpuds  de enLrsFu iarles  se
desecnd el sobrensdante w gl botdn se resudsrendid en medio
TC-199 & 37°C.  Se tomd wume zlicuots rare contar les celules

21 una cémare de Neubsuer. La Qiabjlidad siemrre fTue mador
gl 20 % 21 hacer la rruebe de exqolusidén con azul  triranc
{(Sigme) 0,5 X en solucidn szlins al G.8% % (Phillirss 19733F.
El cultivo de les células linfoides se realiz é
ane  modif 1c;c1ﬁr g la técomica de arskesbl ¢ Srark
Sg sembraron arroximadamente IX10° oé¢lulzs linfoide {
linfocitos je sansre comrlets en frescos fmrulszs de 10 mls en
I wml de medio comruesto ror 80Y de medioc To-19% 20%  de
suero fetal de ternersg (Bibeo) rreviemente insctivado i

al o & &40°C
durente 30 mins S80 ph de glutemines (Difcoods 160 U de 7L
Freniciline »w 100 ps de estreslomicineg (Difecery Junto con 300

U de nersrinz {(Abbott). Ern oslsunos cultivos se *Qr'“d FHa M
{(ODifecorsy mitédgeno inesrecificors en ung cormcentraoion D4
mEsmle Las diferentes concentrsciones de  Ads
srepavraron en medio TC-199 » ze sdredaron en e
la siembira.

fodess las determinaciones se Rhicieron FOT triwlicadory

S KB S o < Ak v s 25
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menos  en el ceso de ls  wviepilidsds ern  donde el ervoar
esténdard se obtuvo de la suma de cinco cuadros en un
hemocitémetro convencional.

By PARAMETROS FARA ESTUDIAR EL COMPORTAMIENTO DE LAS
CELULAS EN CULTIVO

Fars determinar el comrortamiento de las células
linfoides bado el efecte de 13 Ads se utilizaron cinco
rarémelros.

1 Viaspilidad, Se utilizd ls rruebs del szul trirano
anteriormente mencionads ¥ las células =e contaron en un
nemocitdmetro.

2y Incorroracitn de timidins tritisdsa. Se tomd  como
criterioc de sintesis de ADN. Se adrezd 1 pli de timidineg
tritisdse {HNew England NHuclesrs Net 0278 sctividad

garecifice de 2 Ci/mM7 a cada frasco 2 horas asntes de 1ls
cosecha, despuds del reriocdo de incubacidne las célulss se

sedimentarcn Far centrifudacidng se fideron en &cido
acético-metanol {Ezlker) en prororcitn 1313 N AY u e

rreciritaron lss nucleorroteinas con écido tricloracético
AMerck) 21 7 % frio. L Traceidn insoluble se recolectd en
filtros (Milliroredde 0.465 pm de roro. Se afiazdid ¢.4 wl de
une solucidén de dodecilsulfeto de sodio (Sisgmsl sl 24 =2 se
incuid 30 minutos 8 &0°C. A cada vial se afisdieron S ml de
Eraw comg  lilaeuido e centellec. Se determingd iz
ragicactividaed de cadez muestre en orm en un contador de
centelles liauido {(FPackard). '

Xy Macleos con condensscidn oromosdmics. Con este
eriteric  se  rPuede  pDservaer 2 las vélulazs aue estdn en ls
fese M del cicle celuler. A gada Trasco se sfiedid .09 wml
de une solucidn de Colcemid (Cibs) de 2 p2/mly 2 horas antes
deg ls cosecha, 2% célulass & fidaron en doido
geético-metanol 113 vw/v. Les prerarasciones se hicieron con
la técnice de secedo 21 zire {(Humazsons 1979 v  +tincian  con

une  solueidn Giliemse-Leishmen—-asfus {(Sigma) an FroFrorcidn
1134 wiv v o se oDserveron ! microscorio de luz Frars ontn'
los ndcleos con condensaciones ocromosdmicas.

5

4 Cuantificescidn de AN, Se utiiizd une modifilicecidn

de  ls Tﬁnmica colorimétrice de Burton (195687 Lags odiules
contenides ern  30¢ pl se condgelsron & ~70 % C u ne

descanqe¢aron 2 temperaturz ambiente 2 veces. Se centrifudgd
gl contenido & 105000 =y el boltdn se reaJspendiﬁ e acido
Frerclarico  {(RBzker) 2.9 H » se incubd & 4°C ror 30 minutos.
El materizl se volvid a centrifugsr = el botdn se  hidrolizd
g %0®C en 4cido rerclérico 0.% N duraznte 15 minutos. e
a#vesd el yresctivo de Burton aue contione 20 wl de  =solucidan

=

de  difenilemineg -1.% 2 de difenilaming (Bzker) llevados =

Aty s i

S s i
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100 ml con fcido scético dlacisl = 1.9 ml de dcido sulfdrico
concentrado (Bahker)s o 0.1 ml de una solucion  de
aretgldenido (Merchk) a2l 2% en esgus destiladas.

Los tubos se inmcubsaron de 17 8 20 horas 2 temrerasturs
ambpiente en 1z obscuridsd., Se midid la sbsorbancia en un
esrectrofotdmetro {Beckmanry modelo 353 a8 600 nm. Los
valores obtenidos se comrararon con los de la curvs
esténdard 13 cual se obtuvo con 2,5y 10y 12,5 w 20 pg/ml de
AN en &cido rerclérico 0.5 N a8 partir de unz solucidn de
ADN (Sigma) de 200 pg/ml.

533 Cusntificascidén de rroteinass. Se deltermind el
contenido de rroteinas seddn una modificacidn 8 le técnics
de Lowry 3 colsboradores (19510, Las celulas contenidas en
500 pl se lavaron 3 veces con solucidn salinsg al 0.8B3 Z. bDe
afiadieron 4 ml de 1z solucidn *C* de Lowrg ror ocads
mililitro de la susrencidn de célulzs en solucidn salinag ~la
solucidn "C" se obiiene con la soluvidén "A* (24 Na,Clyw 0.4d
NaelH en 100 ml de Hy0) ¢ 2 ml de ls solucidn *B* {(rartes
iguales de CuSOpSH,0 81 14X v tertrato de sodic v rotssio el
2e7%) Las células se incubzron 10 minutos 2 temperatura

ambientes se  agredd 0.9 ml del reactivo e Fengl

{(Folin-Cicaelteur Sigma) 1 H 4 se incubd 30 minutos s
temreratura ambiente. Las muestras se leseron en el
gsrectrofotdmetro a 460 nm.

-l.a absorbanciz obienide se comrard con los valores de
is rcurve estindard,. Este curva se obtuvo g rartiv de unsz
splucidn aue contiene 1 ws/ml de zlhdmine de huevo {(Sidmal.
Se hnicieron diluciones con esta solucidn sgars tener 25y 50
73 0w 100 pg/ml de proteins. Los tubos se rrocesaron con la
solucitn *C°F de Lowry » el reactivo de Fenol de lz misma
meners gue los exrerimentales,

C) ANALISIS ESTADISTICO

Leg rruebz estadicstice utilizads en este trabado es 1z
de "t dada & cenocer ror Bosset con el seuddnimo de
Student. Con ests #ruebs se comraran les mediss v las
desvizciones normales de sruros de deatos » se debermine si
entre estos pardmetros las diferenciss son estadisticamente
slgnificastivas (Spkael w Rohlfs 19812, El caso en el aue se
arlice este rruebe es la comraracidn entre las medias de dos
muestras FPETE saber si  embss rrovienen de la misms
rablacidn.

Fare muestrzs isuzsles:s la fTaéarmule wtilizeda es  la
siguientet

[

[P pR——
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Ki ~Xa

87 +5%
N

donde

P
B

media de la muestra 1
media de la muestra 2
tamafio de 13 muestrs
varianzse de la muestra 1
varisnza de las muestra 2

w =z x|
SR
Bonon

#

El valor gue se obtierne de "t° Junmto con los grados de
libertad se tbusce en ls tebls de distribucidn {(Rohlf 4
Goksls 17813, La g aci obtenida rerresents l=z
srobebilidad de gque l&g diferencie entre laz muestras
considerades sea debids 31 szar.

Uno de los reeuisitos sara srlicsr ests rruebs es  cue
ia VETIBENIE de les tos muestras no difiera
significetivamente., Esto se ruede saber mediante la rruebs
de "F*, Este valor se obtiene con lg siduiente formulal

2
5y
F o=
H
con ls condicidn de aque
s¥ » 8%

con esto
For i

8i el valor obtenido excede a2l de 1z tzblzs entonces la
diferencie es significativa,
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IV RESULTADOS g

A) BOSIS RESFUESTA A LA ADNENOSINA

ESFLENOCITOSs TIMOCITOS, LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICQ
Y CELULAS DE LA MEDULA OSEA DE RATA

Ern los ewrerimentos de dosis resruestazy se decidid
utilizar solsmente 1s incorroracidén de timidine tritiada
como rarémetro rara estudisr el comrartamiento de las
célules linfoides de rate incubadass rPOr 2 horas.

Err 1a tz2hlz 2 v en lz fTigurz & se ocpservaen los
resultados del efecto de varisg dosis de Adas (2.9 s 10y 20
v 50 pMd  sobre la  incorrorsclidn del  redioisdtoro ern
esrlenccitos. al hacer la rruebs de *1* s encuentre oue
les diferenciss de cads dosis con resrecto &1l control no son
significaetivas.,

Las dosis de Ade anteriormente mencionadss itambidén se
sroharon en timocitos bado lz2s mismes condiciones. Lz tabls
2 v 1z figura 7 muestran estos resuliados. e 1z wmisms
mzneras no hubo diferencies significativas entre las dosis
con resrecto 2l control,

Err el caso de los linfocitos de ssndgre periférice se
utilizd wns dosis més bhade de Adae 1,205 pM ¢ no se rrobd lea
de 50 pM. Le tebls 2 v le fidgurs B muestran los resultzdos.

El gnélisis estadistico no myestra diferenciasz
significativaes de las diversas dosis con resrecto al
control.

i.ee dosis que se fFrobasron en esrlenocitos oy ern

timoeocitos tambidén se wutilizasron en ecélulzs de la méduls
dses. La tebls 2 2 ls figure 2 muestram los resultisdos.,
Corn leas dosis de 2.3+ 10 w 25 pM de Ades las diferenciass no
s significstivas con resrectoc 2l control. Sin  embaEr8os
con 5 pM (PX0.02) w9 50 pM (FU0.02) del nucledsidos les
diferencies si son gignificalives con resrecto 3l controal.

EY EFECTO DE LA ADENOEBINA (5.0 pM) & TIEMPOS CORTOS EN
EGPLENOCITOS Y TIMOCITOE DE RATA

Con los datos obtenidos con SpM de Adz en les célulss
de la médulz dsez de rater se decidid entonces trabaJder con
esta dosis en las célulss linfoides de ratz « wutilizars
gdemds de la incorporacidn de timidina tritisds:s otros
rarametros rare estudiar el comrortemiento de esetzs  células
g diferentes tiemros de incubacidn.

PP

S



Lo de veriss dosis de ﬁ gnosing sobre 18
de timidine tritiada o eperlenoritoss:s bLimo-
coitos de zensgre reriférics de rate ingubados

Jes son sromedios de dos s cuatro exrerimen-

(Los rorcunis
tos cede uny ror trirlicedos se muestras el evror estén-
dard. Entre raréntesis srarece el ndmero de exrerimentos?.

(33

wod e 1 con bt ool
fpgenosine linfocitos de
(pittd esrlenccitos timocitos sgngre reriférica
G000 . 100,012,203 100.,0%11.003) 100,012,204
1423 ——— Siai - - 108,C0313.6(27
2,30 Bé.5E11.34(370 7.7+ 2,003} 135.4+ 1,900
5.00 80,7229.14(3) 78.0F 6.403) 103‘84 $.1C(3
1C .40 B2.1¥22.2(3) 8 4.4603) 113.9% &6.4(33
C25.00 92.1120.8(3) 89.0 % 6.4(3; 98.35 +°0.?{“J
S0.00 107,78 9,603 P, 210,903 em———

pp—

(I
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25 50 100 25.00 ' 50.0
ADENOSINA (u M)

Efecto de varias dosis de Adenosina sobre la
incorporacion de timidina tritiada en esplenocifos
de rata incubados por 2 horas.

(Los porcentajes son promedios de tres experimentos,
cada uno por triplicado, se muestra el error estandar ).
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Figura 7 Efecto de varias. dosis de Adenosina sobre la
incor poracidn de timidina tfritiada en timocitos de
rata incubados por 2 horas.

(Los porcentajes son promedios de tres experimentos
cada uno por triplicado; se muestra el error estandar).
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Figura 8 Efecto de varias dosis de Adenosina sobre Ila

incorporacion de timidina tritiada en linfocitos
de sangre periferica de rata incubados por 2

horas.

( Los porcentajes son promedios de dos a cuatro
experimentos, cada uno por triplicado, se muestra

el error estdndar. El nimero de experimentos
aparece entre parentesis).
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Table 3. Efecto de varizsz dosis de Adenosins sobre
la incorroracidn de timidinae tritiade en célulzs
de lz médulzs dses de ratz incubadas ror 2 horss.
(Fromedios de un eurerimento sor btrirlicasdod se
muuestra el error esténdard}.

Adenosina

(puh? % del control
0.0 160.0 4.4
2.5 B2.5 2.1
S0 B3.0*% 2.0

1¢.90 101.,0%10.1

25.0 BB. 81 6.0
90.0 78,31 3.4

B R e B e St ot B Mas
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Figura 9 Efecto de varias dosis de Adenosina sobre la

incorporacion de timidina tritiada en celulas de
la medula osea de rata incubadas por 2 horas.

(Promedios de un experimento por triplicado, se
muestra el error estdndar ).
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La tebla 4 muestrz el efecto de este dosis de Adae en la
incorroracién de timidins tritisde de esrlenocitos. Los
resultzdos se muestran como corFm  totazles 4w como cPm FOT
célula. l.ea fTigure 10 rresentz solamente las crm totsles,
LLa pruebas de *t' no mostrd diferenciaes significetives enitre
el control w» lzs células tratadas. 8in embardos existen
diferenciss significativas (F>0.001) entre lzs horss de
incubscidén de los controlesy ror wune rerte w lzs de los
tratados: ror olras rarte. Ademsdss se observae comp  se
esrerabas un méximo de incorrorscidn de timidine tritiads &
las 2 horas de incubacidny 18 cusl disminuzge con el
transcurso del tiemro.

lLe tebla O 9 1z fidure 11 muestrasn lz viabilided de los
gsrlenpeitos 2 diferentes horss de incubacidns en rresencia
de 3 pM de Ada. Se ruede obszervar a les 4 w 5 las 24 horas
de  incdbzacidn ung dismindeidn Zredusgl de les células vives.
Les diferenciss no son significetivas entre gl control ¢ las
tratadesy excerto 8 lzs 4 hores donde se observay en las
células vivasy una diferenciz muw significetive (PLG.0G17.,

La table & rresents los resuliasdos de la cuasntificacidn
de ADN en pg totsles ¥ en rpg por céluls. Unicamente se
graficaron los rrimeros datos de ADN toitsles en la fTidgursa
12 86le naw diferencizs significativas 2 les 2 hores de
incubseidn entre el control w el tratedo (FL0.2070. s
mismo se observa un méximo de ADN en el control s les
norssy mientras nue en el itratade este rico e 3 la
horasy

[N IR o

&
3

La %abla 7w le fidgurs 13 muestran los resultsdos de 1z
cuegntificscion de rroteinss en pg totales v err rd roOr
gélula, No se observs efecto algunc &h los tratados con Adse
con  resrecto 2l control., En la drafice aue rresents los edg
de rroteina rpor céluls se observe un méximo 28 las 4 horass

sin  embardor en ls dréfice de pg de rroteinz totales este

méximo no s tan evidente.

Las sorcentades de ndelens con ¢ sin condensacion
promosémics se rFresenten en lz tablas 8 = en la fTidgurs 14.

En relscidn 2 los ndecleos con condensacidn coromosémics
sglemente hew diferencizs significetives (F20.02) & las 0 u
# laz £ horas entre los controles ¢ los tratzdos. En los

ndelecss aue npno sresentsn condensaclién cromosdmics también
naw diferencize significetives & las 2 4 w 24 horas
(Px0.02s FR0O.02 w F20.01) entre los controles »w los tratados
con Ada. Farece ser gue hay un lisero aumento en el nfimero
de  los ndeleos sin condensasdidn cromosdmics de los tratados
con Ada en relacidn 2 los controles a sartir de lss 4 horas
de  dngubacidn. Al mismo tiemros el rorcentade de nhicleos
con condensacidn cromosdmice tiende 2 dismiouir en los 2
GTUPOE .
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Tabla 4. Efecto de la Adenosine (35 pH) sobre le
incorroracidn de timidine tritisds en esrlenocitos
de rets incubados rpor diferentes horas.

{Fromedios de un exrerimento ror trirlicadod se
mitestra el error esténdard).

Hre de
incybascidn caontrol tratadas
oF m
O 289,99+ 854.5 léd. 64+ 22.4
2 298B16.6 t 4246.7 2:574.4 t 117.5
4\ 1?60506 f 1{3399 '194?951 ¥ 123>3
24 34f4 + .6 31,3 + 047
crm/cel X 107
0 1.16 £ 0,22 0.72 + 0.10
2 12,37 + 1,90 11:.91 + 0,54
4 B.73 ¥ 0,56 7:18 2 0,40
24 .20 + 0.0 .17 + 0.0
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Figura 10 Efecto de la Adenosina (5uM) sobre la -

incorporacion de timidina tritiada en

esplenocitos de rata incubados por diferentes
horas. -

S=s5in Adenosina C=con Adenosinag

(Promedios de un experimento por triplicado,
se muestra el error estdndar).
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Tabla 5. Efecto de la& Adenosina (3 pM) sobre
1z viagbilidad de esrlenocitos de rats incuba~

dpe por diferentes

{atos de un

noras,s
sxrerimento.

El ervror esténdard
se obtuve de la sums de cinco cuadros
nemocitdmetro convencionaslld.

FaG.

Hrs de de células X 10°
incubzacidn VivEs muertes totel
contr ol
Q 2.1%8 +r ¢.1164 0.304 ¥ 0.019 2,802
2 2:.106 + 0,168 0,134 * 0.025 2240
4 1.6086 + 0,043 0,232 + 4,010 1.838
24 1+166 t 06.053 0.522 1 0.044 1.688
ratasados
O 2.060 % 0,108 0,262 ¥ 0,035 2.322
2 2:000 ¢ 0.091 0,162 1 0.030 2.1482
4 1900 + 0.076 D160 F 0,025 2+ 060
24 1.272 % 0,115 0,532 F 0.04% 1.804

32



x 108

NUMERO OE CELULAS
1

PAG.
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24

HORAS DE INCUBACION

-

Figura 1l Efecto de la Adenosina (54 M) sobre la
' viabilidad de esplenocitos de rata incubados
- por diferentes horas.

S$= sin Adenosina ,

Células vivas

C=con Adenosinag

Celulas muertas

{Se muestra el error estdndar de la suma de
cinco cuadros en un hemocitometiro gonvencionall.
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Table é. Efecto de la Adenosinza (5 pM) en el contenido de
AN en esrlenocitos de rats incubsdos ror diferentes hrs.
{Fromedios de un exrerimento rFror itrirlicados se muestirs
el error esténdardl.

AN
Hre de He rd/oel
incubzeidn control tretados control tratados
4] 24,3 + 4.4 40.4 + B.é 13.72 & 1.8 1i7.4 3.7
Z 47.8 t 9,1 21.1 % 3.1 21.3 t 4.1 2.7 t 1.4
4 32.1 + 9.5 216t 5.9 17:.5% + 5,2 10.5 + 2.9
24 23,3 2140.7 24,9 t 2.8 12.8 2 &.3 13,8 + 1.0

PRSP
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‘Figura 12 Efecto de la Adenosina (54 M) en
el contenido de ADN en esplenocitos
de rata incubados por diferentes horas.

S= sin Adenosina, C= con Adenosina

{ Promedios de un experimento por triplicado;
se muestra el error estdndar).
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Tabla 7. Efecto de 1z Adenosing (3 pH) en las rro-
teings de esrlenocitos de rats incupados rovy dife-
rentes horas.

{Fromedios de un experimento ror triplicadod se
muestra 21 error esténdard).

Froteinss

Hrs de
incubacidn control tratados
g
Q 141,79 + 11.:¢8 1217 & 14.8
2 07,8 r 1241 119,13t 4.7
4 140.%9 + 2.5 1446,2 t 11.8
24 PF«L 0 4.2 QL7 T 11,0
rg/oel
4] S86:7 * 4.6 S2.4 % 4.4
2 48,0 1 5.4 SHel 0t 2.1
4 76.7 1 5.2 71.0 F 5.4
24 7.8 ¥ 2.5 53.46 t &.1

B et S i
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CONTENIDO DE PROTEINAS (pg/cel)
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~
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CONTENIDO DE PROTEINAS («g)
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Figura I3 Efecto de la Adenosina {54 M) en el contenido de
m§ proteinas en esplenocitos de rata incubados

a diferentes horas.

S= sin Adenosing

; C=con Adenosing

{ Promedios de un experimento por triplicodo, se

muestra el error estdndar).
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Tabla B, Efecto de la Adenosina (3 pM) en le con-

densacian cromosétmics en log ndcleos de esslenocitos
de rste incubsdos ror diferentes horsse

{tatos de un exrerimentio ror Lriplicedos se muestra
@l error esténdard) .

% de Ndcleos

Hrs de con condensacidn sin condensacidn  dudosos

incupacidn Cronostnics Cromtsdmics

control

0 4,11 3.1 gg.0% 5.1 7.9t 4,7
P .5t 1,4 0.4 1 10.3 211+ 3.8
4 4,9 23,0 BEZ:.8 +10.2 11.241.%
24 0.5 % 0.5 gho2 2 14,3 14:.3 1 3.0
Lt raetados
§ 2.2t 7.8 gz.8+% 14,7 G.0% 2.8
2 223 0.7 Bi1.9 2 12:.4 1.7+ 4,7
4 1.7 20,9 PET. L BT 4.5 0.6
24 g.4 Y 0,4 7.0 %t G.5 286 1.4
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Le mismae dosis de Ade (5 pﬁ} se agrlicd tswmbidn en
Aimocitos Da.Jdo las miemas condiciones. Sin  embardo:
unicamente se cuasntificd 1z incorrorecidn  de timidine
tritiadas la viabilided ¢ el comntenido de sroteinss.

Los resultados de la incorroracidn de timidins tritiads
se muestran en la tabls 9 como cem totsles ¢ cem rovr célulayd

ern la fisurs 15 soloc ararecen les corFm  totsles rues &l

graficaer cem ror célulz se observa el mismo comrortamiento.

S6lo hsw diferemcias significstivas wrarz la bhors 9
entre el control w el tratado (FP>0.001), For otrs rartesr se
observa el mismo comroritemiento aue Fresentiaron los
gsrlenocitos  con un maximno de  incorsoracidn de Limidins

3

tritiade 2 lass 2 horas.

La visbhilidaed de 1oz timocitos exruestios 3 la Ads =
muestra en 1z table 10 w en ls figura 1lé6. A las 0w 2 1ls
24 heorase haw diferencizs significastives en lzs células
vivesr entre el control w 8l tratado (Fr0.001y FP:0.010.

Durasnte lss rrimerzs 4 horas de incubacidn se wmenliene
g roblaeitn de timoritos vivoss & lazs 24 horss disminuze
significastivemente.

Er la tazblae 11 ze presente el efecto de la fide csobre
las rroteines de los timocitos. Los datos se exeresen en g
toteles ¥ en rg ror céluls v en le fidgura 17 como  pd
toteles. @A lzs 0 horas new diferencies sisnificstivas entre
el control ¢ 1 tLretado (Fr0.001)ry en les demds horss no  se
oheserva ningdn efecto.

S5e observas rOr otra rariter ung tendencisz g mentensr la
misma cantidad de proteinss durznte lzs erimerss 4 boras de
incubacidny como en el gcasc de los esrlenccitoss desruds
gsta centidad disminuse. El contenido de rroteines en =g
ror céluls en los timocitos es  mucho menor Que enn l1os
parlenccitos (Fig, 1)y en sldunos casos mas del 504,

0y DOEIS RESPUESTA A& LA ADENOSINA EN TIMOCITOS DE CONEJG

flepido 5 wue los resultasdos oblenidos con las célulass
tinfoides de rate eranm sracticsmente nedgativos: se decidid
utilizer timocitos de conedo rare saber si les condiciones
del medic de cultivo eran  las  adecusdes pars  aue el
nucledsido modificers la sroliferascidn celular. Fuesto aue
¢ste era el rFrimer . ewreviments con célules linfoides de
conedo en el laboretorios se sdgredds PHA 2l medio de  cultive
rare  seber si en este sistema el mitddgeno estimulsbe 1z
rroliferzcién celular. se célules se incubaron ror 2y 24 y
72 hores v lag cohcentreciones de Ade fueron lz3s mismss aue
e wtilizeron con lss odlulazse linfoides de retz.

(IO



Tabla 9. Efecto de le Adencsine (3 pM sobire

la imcoreroracidn
citos de rate
{Fromedios de

de timiding tritisds
incubados rov diferentes horas.

en timo-

un exrerimento ror trirlicsdod
se muestres el error estindsvrdl.

Hre og
incupscitn control tratados
R )
4] 262,10} g3 148.2 + 29.5
2 45178.3 t 213.3 4:968.,0 T BG4, 8
4 25139.46 % 7H9. 3 1vy875,7 * 48%9.4
24 36,3 ¢ 2.9 8.0 ¢t L0
- R Y A T
OFmS e A LG
{ 1,49 + 0,05 0.8 ¢ 0.17
2 24,18 + 1,23 27:39 ¥ 4.44
£ 1i.17 + 2.48 .73 + 2.7]1
24 G.a48 Y G.04 0,39 r 0,01
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Figura 15 Efecto de la Adenosina (54M) sobre la
incorporacion de timidina tritiada en

timocitos de rata incubados a diferentes
horas.

S= sin Adenosina, C= con Adenosina

(Promedios de un experimento por triplicado,
'se muestra el error estdndar}.
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Tabla 10, Efecto de ls Adenosinag (5 pM) en ls

viapilidad de timocitos de rate incubsados #orn
diferentes horas.

{liatos de un exrerimento. E1 error esténdard
s obtuveo de ls sums de cinco cudasdros en un
hemocitometro convencionslil.

Hrs de No., de células X 10%
incubacidn vivas myertas total

c oot ro l

G 1.894 ¥ 0,044 0.060 F G.007 1,784
2 Tedbbé T 0,045 G. 062 F 0,014 1.728
4 1.824 + §,062 D.,092 r 0,020 1.914
24 G.508 + 0,044 Q.276  0.014 0,784
tret e do s
4] 1.318 + 0.034 0,174 t G030 1,692
2 i.718 ¥ C.0BY 0.096 t 0,014 1.814
4 1,464 ¢ 0,133 G.140 t 0.014 1.80G4
24 0.8692 F 0.044 G270 * 0,033 Q.942
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s

Efecto de la adenosing (S/a M) en la viabilidad

de timocitos de rata incubados por diferentes
horas.

S=sin Adenosina, C=con Adenosina

Celutas vivas , Celulas muertas

{Se muestra el error estdndar de la suma de cinco
cuadros en un hemocitdmetro convencional)
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Teble 11. Efescto de ls Adenosing (3 pM) en el
contenido de las sroteinss de timocitos de rats
incubados ror diferentes horas.

{Fromedios de un exrerimento ror trirlicados se
muestras el error esténdardl}.

Frotelnas

Hrs de pe rE/cel
incubacidan control tratados control tratados
0 3.7 H.7 33.4 t 3.8 7.5 3,3 1%.7 t 2.2
2 41.4 % 3,3 45,7 * 5.5 23.%9 1 1,9 2%.2 t 3.0
4 2.7 10,2 58.7 * 4,9 27,5 * 5.3 2.5 r 2.7
24 POAY 2.7 1Z2.4 Y 2.9 2.8 * 3.4 12.8 1t 3.0
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CONTENIDO DE PROTEINAS (/ag)

Figura
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Efecto de la  Adenosina (5 « M) en el
contenido de las proteinas en timocitos
de rata incubados a diferentes horas.

S= sin Adenosing, C=con Adenosing

(Promedios de un experimento por triplicado,
se muestra el error estdndar).
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Se observa en lg table 12 w en la fidurs 18 &8 lss 2
horas de incubacién: aue en lz dosis de 2.5pﬁ de Adsr las
diferenciass son significetives con resrecto a8l control
{(F20.03) v 1o son a8dn més en las demsds dosis (P<0.001). A
las 24 horas de dincubscitns también 5e encontraron
diferenciazs significaetivas en todas las dosis wutilizsdas
(FP>0.001)% asuncue enn lz tablas 12 <se observa aue los
rromediocos de las crm son demssisdo badosrs casi se ruede
gsegyurar que es 1la radicactividad de fondo. For otra raries
a2 1lss 72 thoras de incubscién no se observaron diferenciss
significativas con resrecto 2l controly salvo en la dosis de
SOuM  (F20.05). Sin embardor también en este caso es la
radioasctividad de fondo. '

. ba inmhibhicidn en la incorrorecidn del radicisdtoro s
las 2 nhoras es tiricae de uns dosis resruests de relacién
directamente erororcionals es decir al sumentar la dosis de
fidder masgor es el efecto inbibitorio. A las 24 horas rorv
ptra raeriey todae lase dosie wuwtilizedass del nucledsido
inniben con la misme intensidad.

Con el obJdeto de COMFETAET mEs facilmente los
resultadosy se hizo ung Hrafica aue resume los dsalos
ohtenidos en todos los exrerimentos de dosis resruestz. En
le figurs 1% se muestira el efecto de las diversas dosis de
Ada  sobre le incorroracidn  de timidins tritiads &0
esplenocitosy timocitoss linfocitos de sandgre rervriféricas
celulas de lz médulas ésez de rate v timocitos de conedo
incubados ror 2 horas. Los valores de las célulss linfoides
de ratz se encuentran zlrededor del 100%: mientras ques los
datos de 1los timocitos de conedo wmuestran una colars
inhibicidn sobre la incorrorscidn de timidins tritisds.
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Tabla 12. Efecto de varias dosis de Adencsinzg sobre
la incorrorecién de timidine tritisde en timocitos
de coneJdo estimulados con PHA incubados & diferen-
tes tiemros.

{(Fromedios de un exrerimento ror trirlicados se
auestra el error esténdard).

CFm
Adenosins nre de incubscidn

{pH) 2 24 72

245 26,0 Y T32.7 - 78,8 t 16.1

50 289,0 £ 10.9 86.8 ¢t 15.0 4.2 3 + 8
16.0 356,88 + 3B.6 78.% & 15.5 6654 ¥ 4.5
25,0 163,46 t 12.0 £9.7 ¢ 1.8 78.7 t 8,4
0.0 79.1 % 2+ 3 8.9 t 8.4 t

b&. 0 2.8

e
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3 Horas de
incubacion
L+ BE-3 2
X = 24
a=72
2 ’
«
]
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¢
by oy ; g
O~ f T T T - T 8 ' T
0 2550 100 : 25.0 , 50.0
f-}DENOSINA (/QM)
Figura 18 Efecto de varias dosis de Adenosina sobre la

incorporacion de timidina tritiada en timocitos
de conejo estimulados con PHA e incubados ¢
diferentes tiempos.

{ Promedios de un experimento por triplicado, ‘se
t
muestra. el error estandar. En los puntos donde no

se muestra el error es que €ste es despreciablel.
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Efe,cw de varias dosis de Adenosina sobre

la incorporacion

Figura 19

de timiding fritiada en:

@l timocitos,

[ esplenocitos,

linfocitos de sangre periférica,

e

osea de ratag

L4

L

I4

elulas de la medula

[] v timocitos de conejo incubados por 2 horas.

barras. Cada experimento

de los controles fueron

4.6 % en el menor y de 24.1 % en el mayor ),

(El nimero de experimentos aparece arriba de los

de

,

ios errores estandar

se hizo por triplicado ¥y



Yoy DISCUBION Y CONCLUSIOHRES

Fs necesario nacer noter oue lss roblaciones celulares

estudisdas 2 través del criterio de incorsroracidn  de
timidineg tritisds corresronden 2 zgauellas células aue estén
eri lg fase § del ciclo celular (Fisg. e Es decirs con

este rardmetro no se ruede observar el efecto del nucledsido
sphre  lss célulss oue estén en lss faeses Gly G2 o My sobre
tado cuando se treshasde 8 tiemros cortos de incubacidn.

Ademasry o5 mug rFrobable gue estzs células en fase § w8
esteban sintetizendo AIDN in vivos fues como se recordaré
este fase durs de 6 &8 8 hores (Mitchisons 1271) »w gl efeclo
del  nucledsidoe ze wiagid & les 2 horzs de incubpascidn. Lo
gnterior ruede zer rosinle puesto wue alsgunos zulores nan
demostrade ocue 31 fTinal de lg fese G1 existe el llamado
=unto de restriceidn: despuds del cusl le céluls entrs 2 18

fepse 8 « gontindgs 1z divisgidn celulszre sin imeortar las
condiciones externss (FPardee o ocoler 19785 Alberts v ool
1983,

Eg interesante cobservar aue las dosis de ads wtilizadss

o tienen ningdn efecto soore la incorrorecidn de timidins
tritisde en esrlenccitoss timocitos w linfocitos de  ssngre
roeritéerice de rete (Table 2 Fidgs., by 7 = 82, e hecho se
gerevarisn  obtener resultaedos diferentes puesto cue  si
tomamos e cuents las zctividades de les enzimas
directemente relscicnades con lg dedgradscidn del rucledsidos
s@ddn Felers w  egolaborzdores {(1982a)s  enconiramos @0

timocitos unas acltividad menor de 1l A0 w unza zctividad mavor
de 1z AA en relzecidn 2 las actividades en linfoceitos de
sangre reriférice » en esrlenocitos de ratz {(Tebhls 1 @ Fig

3. For lo tante le rprororcion ADA/AT es mucho mexor en loas
timocitos aue en las otras cdlulsas.

For otre rartery se descarts s rosibilidsd de Qe is
fAda hublese sido desradads ror las enzimss eue se encuentran
en el medic de cultivor rrovenientes del sueroc fetzl de
=

LETHETES . Fuesy sdemnsds de aeue el suero se insctiwvs
srevismenter en obros exeeripentos aue ¢ realizaron  con
célules de  la méduls dses de rate (Tetls X Fig, Y w ooon
timocitos de conedo {(Tablse 12y Fig, 18 bsdo las mismas
condiciones se  cblisme un efecto inhibidor del nucledsidoe
suabre la 1ﬁﬁ6??8?ﬁﬁ;éﬂ de timiding Lritieds.

Se =sbe oug lz Ads ruede influir en 1z sctividsed de g
egdenilato ciglasa 31 caussr un efecto  inhibpidor o
estimulsdor & través de recertores aesrecificos  en iz

memorans celular (Fig, 5y, En concentraciones micvamolares
s@ ha visto aue el nucledsideo esroduce un 2fecto inhibidor
sobre  li citobtoxicidad wedieds =or las lirnfocitos:s &l
aumentar los niveles de &aMPe (Wolbers 2 coalss 19757,
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Somne no se midieron  los npiveles de  AMFe o en eslas
célulasy no se ruede saber si la Ade tiene alsguna influencis
sobre  le edenilstoe cicless. $i de aldguns msners el
nucledsido modifice los niveles de AMFey éstos no son
suficientes rars inhibir o estimuler 1z incorrorzeidn  de
timidineg tritiads en estas células.

Al no observer ningdn efecto en estas cdlulas
linfoidesy se decidid rrobar 1l3s wmismas dosis de Adz en
célulass de la médulas dsea de rats. En este caso &1 haw un
efects inhibidor en ls incorroracidn del radioisdtoro con 5
g S0uM del nucledsido (Table 3y Fig., %), Este efecto no se
observa en las dosis 2.5y 10 @ 25uM. Sin embardos las
rélulazs aue rresentan tzl efecto se encuentran en  una

roblecidn muw heterodéness ruest aue esta comruestias rov
gvritrocitos ¢ leucocitos en difersnles etsres de madurscidn
(Fisg, 17 For estae razidn es més rrobsble aue el efecto de

inhipicidn ses sohre diferentes tiros celulzres, & resser de
patoy es interessnte surgner aue el efecto de lz Ade ses
rrobeblemente sobre las célulass blasto aue estan en las fTaese
8 del eciclo celular. Este es unp dato interesante rues son
las dnices oélulss linfoides de ests esrecie en donde hnss un
efectos sin embardgos serie necesarioc hacer maés rerelticiones
rare obptener més datos aue rermiten confirmar gl efecto.

Fesultz tasmbién interesante aque las dosis 10 = Qﬁpﬁ 1o
sresentan nangdn efecto significeztivos mientras  aue una
dosise més recuefiz (GpM) si lo rresente. Se  rodris  suroner
e este dosis ses la més sdecusds rars que ls Ads ederzs su
influerncie sebhre los recertores de lz membiranz en estas
calulss, For el contrarios les dosis 10 w 25pM rodrian
sgturer & log recerlores & imredir cuslauier efecto rosible.
El efecto de 13 desis SOUM es miés fécil de entender: rues si
gnservamos en ls figure ¥ los rromedios de las dos dosis gue
le preceden (10 w 25uM)ry encontramos una disminucidn sradual
de ls incorrorecidn del radioisdtoror a resar de oue estas
dopeiszs ne  eresentsn diferencise significastives con resrecto
gl control.
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ido no tiene efecto sobre l& wvisbilidad de
z  a giferentes tiswros {(Yablae 39 Fig. 1i:.
incubecion s obseryve un sumento  en los
sivos tretados con Ade en relacidn &1 control.
pheserye en estos  dltimos  un mdmero  mazor  de
s muerhos oue 80 los trataedos.  Sin enbasrdgo: Conc
selo resultedos de  un gxFerimento o unicamente
rerresentsn  un sumento en  lasz  células de un 18%: seris
necessrio reretir el exrerimento con 2l obJelo de tener mas
glementos de  Juicic. Tambrién, se ruede obhserver duneg
disminucidn de las células tratedes 2 nmo 2 través del tiemso
aue concuerds  con la disminucidén de lg incorroarecion de
1

timidine htritiasde (Taopls 4 Fis. 197,

,,
)
oy
3 [
W MY e DY
“3
[T
523
L
L

-
£
3




FaG.

o

Les diferencias obtenidss en la cusntificacidn de ADN
entre el control ¥ los tretzdos en los esrlencocitos no son
significativass szlvo 3 las 2 horas de incubacidn (Taebla by

Fig. 1275 la inhibicidn eg muy sidnificetiva rFrues
rerresente un S56% resrecto 8l control. Sin embargo’ seria

conveniente repetir 1z cuzntificacidn de AIN ror lo menos
dos veces rars tener 18 seduridad de aue reaslmente se trats
de un efecto de inhibicidn.

Mientras que el contenido de las sroteineas en rg  FOT
réluls de los esrlenocitos asuments 2 las 4 horzs de
incubacidn (Taehla 7+ Fid. 133y hay uneg disminucidn en 1z
incorroracion de timidina tritizsds (Fig. 16G)+. Farece ser
aue #or a2ld8una razéony tal ver wor lezs nuevas condiciones del
medios el cantenido de eroteines aumentar 2l menos en los
tiemros en aue se cusntificdy & lss 4 hores de cultivo.
Feroy rers roder estar sesuros de este aumentos de nuevo se
tendrian que hacer més rerelticiones del exrerimento.

En la tasble 8 v en la Tisure 14 se observes FOT LS
sartes un ligero asumento en los ndcleos sin condensecldn
cromosémica de los esrlenocitos tratados con Ade en relacidon
g2 los coniroles & rartir de las 4 horss de incubacidnd o
01T otrasy une disminucidn en el rorcentade de ndcleos

condensados a través del tiemrn., Sin  embardoy aserla
srviesdedo suraner que le Ads modifice la wmitosis en las
celulas Qe COoOmLenzan esta fazses & oFesIT. de aue

stadisticemente existen diferencizs significativasst adémis

dg aue el rorcentade  de ndeleos dudosos exeoede en muchos
S0 ]

lﬂ

2l de los ndcleos con condensacidn cromosdmics

]

[ I'!

Como la Ade en concentracidn - SuM no rrovocd  ningdn
efecto & tiemros cortos de incubecidn en esrlenccitos de
ratar salvo el efecto de inhibicidn en lz concentracion  de
AON 2 les 2 horss de  incubacidns se decidid aue no ers
necessrio hacer mas rereticiones de los rarémetros srlicados
en estas cédlulas.

El siguiente raso consistid en wutilizer lzs mismas
condiciones rero ool timocitos de rata. Solemente sae
estudid el comrortamiento de estas células & través de 1ls
incorroracion de  timidineg tritiadas la wviesbilided = 1=z

antificaidn de rroteinas.

Los resultedos de lz incorroracién de timidinag tritisde
{Tabla 95 Fig. 1537 en el comrovrtemiento de los timocitos en
Tase § ‘medisnte la incorroracidn del radigisdtoro F
diferentes horss de incubscidns nos recuerds exsctamente lo

pcurrido con logs esrlenocitos (Fig. 103, Er los timocitos

a incorroracidn es magor aue en los erlenccitaos puesy como
zg recordaraés en l& cortezs del timo exiszte unz dran
rroliferacidn. A rFessr de que estadisticemente existe une
diferencis significative & les O horass si S8 CGhOSeTrva

=
B

o
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figura 15 la incorrorecliin es muy Dads coms rars tomar en
cuentz este diferencis. Uneg ver més se rveafirms io
encontredo en los exrerimentos de dosis resrpuests (Fisg. 2
con SpM del nucledsido 8 las 2 horas de incubscidny  en el
sentido de gue la fds no madifice el comrortamiento de los
timocitos ern la fese 8.

Ery cuanto a8 la viabilidad (Tabls 10s Fig, 146y 1las
diferenciass encontradss en los timocitos no rerresentan un
rorcentasde considerasblesr 8l iduzl aue enn el caso de los
esrlenocitos. Ademé&ss s3] tomar en cuents aue se tratzs de un
snlo exrerimento seria necesario hacer més rerelticiones rara
phtener dstos conclusentes.

Contraric 3 lo sucedido en los esrlengoitoss el
contenidoe de las frrotelinss en los timocitos {Tevla 1ls Fisg.
i7) rresents diferenciegse significetivas = se (¢ hiorss  de
incubseidn,. La ads 21 rarecer afects el contenido de las
rroteinss en un S1% con resrecto &l control. Bin embarHos
dqesde lgs 2 horss hey une recureracian de los timocitos
tratedos con el nucledsidos. En reslidad ¢ hores rerpresente

arroximadamente 10 minutos de incubascidn 2 temreraturs

ambienter desde el momento en que se siempran w hasts cue s
cosechsan. lL.e razdén estribe en sue en 2l mismo cultivos &
alaunps frazscos se les adgredgs la timidineg tritiads » dessuéds
e rrocede 5 reaglizsr la cosechs, Be ignore la maneres en le
cuel le Ads causs estes inhibicidny si rezlmente 1o esy  Pues
son datos de un solo exrerimentos. Sin embargors como fue el
drico efecto cbservado con leos 3 rarvémetros wubtilizsdos en
galts cdlulssr se decidid no rerelir més exrerimentos.

Erm el case de loe timocitos de coneda

{(Tabla . 12y Fisz.
18y &1 efecto srovocasdo ror ls  Ads  zsedurs  aue  las
condiciones wlilizades en ] oculitive e las células
linfoides de rate son las sdecusdsss puUugs S8 oDRSETVE
claremente une inhibicidn en la rroliferacion celular, Sin
enRargors no se descarts la ides de aus rrobablemente 1z PHA
newe influido sobre estos resultados:y FUES BUnQUe el

mitdgeno no  haws modificedo la rproliferascidén celular no
significe wue no hagse srovocado obros cambios  en los
Limocitos.

PFrobeblemente el efecto de lg aAde sobre los timocitos
del conedo 8 debe & ung dismingeildn en ls Tormecidn de
fosforribosil sirofosfetos con 1o cuwel se inhibe 15 sintesis
de novo de ririmidinss. Lo  enterior se &roze con lo

rerortado  ror Feters 9 col. (198203 e linfocitos
estipulados the nuREnG by de cabsllo. Estos &sutores

encuentran aue el efecto inhibidor del nucledsidos sobre 1ls
concentracidn reletive de fTosforribosil sirofosfator es muw
marcado 2 tiemros cortos de culbtivo, Seriz mug  interesente

Frosesill can  los  exrerimentos  de Bds o en linfocitos de

CONeds pars trzter de determimasr e ] mecanismo  de  wmestls

Ry

ke
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inhinicidn.

Fz interesante tampiédn el hecho de aeue 1z FPHA no
estimule lz2 rroliferscidn de las células linfoides de raetla o
de ratén in vitror ruesto ocue se trats de un Frotente
mitéadgeno inesrecifico. En otros esrerimentos llevados s
cabo en el laborstorio con timocitos de conedo sstimulsdos
carn  FHA {(dstos no mostrados)r: se encuentra aue si haw una
estimulacidn en la rroliferacidn celular & 188 24 4 38 las 48
foras de cultivo.

febria surponer gue lz rroximidad filodenétics de las
células linfoides entre la rete w el ratén dé como resultiado
un comrortamiento similer bado las mismes condiciones del
cultiva, For el contrarios en esrecies més sledasdss
filogsenétivamente que el ratdnm v la ratas or edemslc el
caballo ¥ el cerdos el comeortezmientoc de lag celulss
linfoides in vitro ruede ser muw diferente bsdo lss mismas
COnYgiIciones. funaue  los  linfocitos de estes esreclies
rresentaen wuns  setividgad muw bads de ls  AlGs incluso
comrarable & lz gue sresentan racientes con deficlencias en
"psts enzimay a8l cultivar linfocitos de ssnsre reviférica de
estos enimsles con concentreciones micromolares de Adar
- Feters v col. (19833 encuentren una marcaede inmbhibicidén en
leg incorporacidn de timidineg tritisde en 21 ceso de los
linfocitos de ceghellod mientres aquer on los linfocitos del
CErgo  hew  dyna marcadae estimulaceidn. e hnecho: £1 nNos
hasamos en el disgrams de l2 evolucidn en los memiferos
rrorFuestd ror Vslentine (1978)s rrobablemente sl cerdo » el
caetpello tienen tante rroximidad fTilogendtice como la rata =
el conedo. ’

Results rues evidenle aue lz Ade en concentraciones que
van de 2.3 2 G0pM no reresentas ningdn efectio sobre los
gsrlenocitoss los timocitos w  los linforcitos de sandgre
reriférice de raete en fase 5 2 lsgs 2 horass de incubazcidn
(Fig. 19)s  como  tamrocos  GpH de Ade no wodifice el
comrortamiento de loszs esslenocitos w de los timococitos de
ests esrecie @& diferentes horas de incubscidns can  l1a
excercidn del contenido de AN en los ezelenocitos 2 lss 2
naras de incubacidn w el contenido de rrofeinss en timocitos
& las 0 horss. Con 1l selvedad de cue ecios datos rroviensn
de un solo exrerimento.

A resar de oue rrobaeblemente lzs células linfoides se
formen 2 raritir de uns misma cdélulz originel (Fis, 1ys las

varacteristicas aue rresentan son muyy diferentes. Sin

Embarsos 8l menos en este trabzdo aueds rclaro  gue el
comrortamiento de estas célulsss 2 travds de los rardmetlros

4

utilizedosry Trente 2 las Ads es el mismo.

Los detos obtenidos revrmiten reflexioner acerce de los
mecanismos involucrados en el destine de l1s Adser asi como de
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i cerscteristicss de la membrane celular en las coélulas
linfoides de rates aque ruedan condicioner estos efectos.

S5e itraterd de snelizzr lo aue rrobablemente le habxris
sucredido 21 nucledsido de haber entrado 31 interior celular
mediante a2lgdn secanismo de difusidrn facilitade. i se
poserve lg fiduras 5y el metabolismo de la Ade ruede seduir 4
vizs., Fuede ser dedgradsds 2 eadeninag ror la asdencsine
fonsforilase {(Keaccidn 7))y zin  embardoy no se cuentas con
datos de la literaturs aue arouen dichs viar ademsbés de aque
ests enzima no ha sido estasblecida (Fox » Kellews 1778). EI1
nucledsido rudo ser desdradado 2 inosineg ror la ALA (Rezcoidn
3y o fosforilsde a3 AMF ror la AC (Reaccidn Bly reETO SE
suroner de scuerdo 2 lo reroriado en lig literstura (Felers g
col.r 19823y gue lze scotividedes de esztss enzimas en 1lss
diverses célulzs linfoides de rete son muwr diferentess ocon
lo cusl probeblemente se habris rroducido un efecto distinto
reflededo ern los diversos rarémetros utilizados. Finslmente
AR 58 saie g1 is fda fue transformadsa k=
S—-adenosilhnomocisteins con la S-adenousilnomocisteins
nidrolsss {(Resccidn 2 ror la viz de sintesisy de ser epsto
cierto se hubiese scumulsado 1l S-edenosilhomocistelins:s la
cusl ez un rotente inhibidor de las reacciones de 1

metiltransferzge (Fox w Kellewme 19785, Se excluge la
rosibilidad de aue ls S—adencsilhomocisteins hidrolasas hess
atraredo 8 ls Adesr rues se sahe que 1 paro rresents  uns

centidad mwinima de 12 enzimss comparadse con los sltos
riveles encontrados en otros tedidoss rFor edemrlors Bn el
hidado de ratdén se caslcula aque es de 1CpuM. De hecho lz
hahilidad aue rresentzsn los tedidos pare atrersr 8 0 le  Ads
coincide con  los niveles deg lz S-adenosilhomocistelin:z
hidrolese (Uelsandy 19837,

Con los rardmetros estudizdos results muw rrobesble aue
o hubo une inhibicidn en lz biosintesis de ririmidinas ni
une disminucidn en los niveles de fTosforrvibosil sirofosfetios
rues 12 sintecis de AIN 2 el contenido del mismo rno se vid
afectado.

Btro mecanismo de sccidn del nucledsido gue se rresente
5 discusion es  su influencie & través de recertores en la
membrene celulsr sobre los niveles de AMPos. Cfon los  datos
obtenidezs no se sabe 21 lg Ads moditTicéd los niveles de AMPeos
2in embeardgor: nos inclinamos g suroner aude  probabhlemente no
naxw  una roblacidn de recertores suficientemente adecusds
szre auer con esss concentrsciones de Adsy se rroduzcs slsdn
efecto.

e ninsuna masners se ruede decir aue este trabado se ha

concluido. Felts adn ror demostrar los mecznismoz oue
intervienen en ls fTelts de efecto mor rarvrte de lz Ade sobre
legs célulss linfoideszs de ratze PFParz 1o cuszls zeria de gran

utilidad saber aue efecito ederce la Ads en los niveles e

waw
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AMPo  en  estes célules. Medir la scotividad de las enzimas
directamente relsciomadas con la degradacién del hucledsido.
Utilizer inhibidores de 1la ADA in viiro w comrarar estos
resultasdos entre los diferentes tiros de células linfoides.
Serazrar los linfocitos de las demés célulss de 1z médule
fsea de rata = reretir el exrerimentoc de dosis resruestis.
Medir los niveles de fosforribosil rirofosfatc con
diferentes concentraciones de Ads en cultivos in vitro.
Hacer exrerimentos in vive indectando 2 las ratas el

nucledsido 9w medir los rarémetros utilizados en este
trebado. Adredar Ade marcasds 8l medioc de cultivos con 1p

rual se trateris de comprobasr =i el nucledsido entre 3l
interior celulsr.

El estudio de les célules linfoides de rata 1in vitro
oaJdoe el efecto de lz Ade results ser un modelo de gran
ytilidad rugs rermites rFor edemplor hecer gomearacionss  oon
atroz modelos de célules linfoides de otrzs especies rara
trater de esteplecer los wmecanimsa de  soeridn de esle
nucledsido 25l como conocer mds sobre el sistoems inmune.

Tambhién este modelo ruyede ser de dgran interés #ars
trater de comprender 1 rosible rparel de ls Ada como,
regulzdor asocisdo con las inmunodeficiencias aue Fresentan
los racientes debides 8 la susencia de ADA. Ademés de que
se encuentre gue los linfocitos de estos sacientes resronden
raobremente & lg sdicidn de mitdsenos (Zimmerman ¥ col.s
19831 ¢ en este trazbado se ohserva gue lzs células linfoides
de rats iﬁ vitre mo resronden @ las FHA.
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adenosing cinesa
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adenosineg desaminasas
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difosfeto de adenosins
mponofosTato de sdenosins
monofosfato de gdenosina ciclico
trifosfato de adenocsins
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fitonemeglutinins

revoluciones ror minuto



	Portada 
	Índice 
	I. Resumen 
	II. Introducción 
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados 
	V. Discusión y Conclusiones 
	VI. Bibliografía 
	VII. Abreviaturas 

