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INTRODUCCION

S 1.1 El caleio en los sistemas bioldgicos

El calcio es un catién divalente implicado en‘el desarro-
: 110 de»varlos fenémenos blcléglcos ¥ esencial para el metahbo
‘ 1ismo eelular.

La 1mportancla f131016g10a del 031016 fue reconocaﬁa PTi-

*meramente ‘por Rlnger (1882}, pere no fud hasta hace aproxima

ﬂaﬂente 25 afios {ﬂellbrunn, 1956} cuando se empezd a2 estum= -

“d1ar smstemé§icamente al papel que juega el caleic en 103 se

:res Vlvos.

El calczc actua como modulador o actxvadar de muchas snzi
mas como las ATPasas, endonucleasas, fcsfoaaesterasas, ete.

{Kretsznger, 1976), se enlaza a8 moléeulas invelucrsdas en —-,‘
‘jfunclanes 1mportantes de log organismos, como les  Elicopro=-—

teinas de la membrana plasmétlca responsables de "la aéheszén

¥ reconaczmlento celulares (cauldweil et al., 1973} ¥ las —

‘pectlnas de la parad ecelular de las celulas vegetales {Burs—
trﬁm, «1%8}, a las cuales confisre establla,d_a&

B caic:o centrola la activlﬁad contréctll del sistema ac
tzna»miaszna.ea lss células del misculo estrzado {Buxley, —
1975), es. necesarlo para la polxmsrzzacién de’ 1as wriidades -
‘de tubulina gue ‘forman a 103 microtibulos ﬁel endoesqueieto

. de les eelulas, los ﬁeurstubalos de los axomes rerviogos, el
© - huso m;tétmca de les células en lelslén, efc. (Wessells, —

1971}.

El calcic puede desplszarse a través de las membranas big

18gicas y producir varisciones de su corcentrzcién a umo y ~



otro lado de dichas membranas; originando cambins de’permea-k:

»h;lidaﬂ gue se refleaar en el transpnr%e de impulsos eléetrz

cos, paso de ‘sustenciss & trevés de les uniones 1ntercelula~

v,res, ete. {Lowemstein, 1970).

La eoﬁcentracién de caleio libre sn el citosol de casi to
das las célules eucariocntes es de J.{Ir""‘s‘za,,liif'8 M, mientras ——
qae en el medio extracelular es de 16” (Kret31nger, 19761},
Fsta reiéciﬁn es importante por ejemplo, para la estebilize-

cién y activacién de enzimas extracelulsres gque no tienen ag
. tividad litica dentro de los grinulos de seereelén cltaplés~
“micos sino hasta gue son vertidos 21 medio extracelular. ade

mis se ha encontrado gue la exocitosis estd ganeralmenxe aco

V plada a un flujo de csleio (Douglas, 1%?5}.

Algunos estimulos proauceﬂ.varxaczones en 13 concentracibn

- del caleio 1ntracelu1ar hasta de 10”7 =5 ¥, por lo que se han -

prepuesﬁo algunos modelas para explicar el traﬂsporte de cal

cio & través &e las membranas celvlares. Berle (1973} varié

el made}e«traﬁzczonal del transporte de cslecio an *dog pasos”
(f1g. Ta)y ¥ propuso un modelo en el que la. hﬂmeastasza celu— '
1ar &el calc104y‘su transpﬂrte»sop ccrtralades prlncipaimen—
“te por las mitocendrias (fig. lb}, se basa en que éatos arga

7neIas pueden acumular granées cantzéades de calczo y en que
' 1a membrana mitneopdrzal es altamente permeabie al ealcia. -

Iq esté,eamplatamente claro como se regula el flugo de aal—n‘j

 eio 8- trsves de & nanbrana matueondrlai §er0 se. cree qua es

4 implieado un gradlente de an;ones yfo yratenes {Leﬁnznger,
1974}.

Fig. la. ¥l modelo
de "dog pasos™ ’

pera el transpor fluje ++ flujo
te de calcio {to ‘ zasive re POLIVO -
i&;gg)de Bcrle’ - - citonlasns '




Fk, %{’
af*(10"3ﬁ) o . CE*+(lQ"6M) . ; . si ga™t
o ' ip citoplasma- ||
flulﬁc
extracelular

Flg. lb. Modelo nrOpuesto por Borle para la homeostasas j
celular ‘del cclclo {tomade de Borle, 10?3}. A

ﬁa'oaptECién de caTcio a través de Ia‘membrana piasmética

de las celulas Ge mamlfero, es un proceso gue ne reguiere g8y
b0 de energla ya gire tiene un coeflclente de temperatura hajo

y nc es serszbie a 1n21b1aores metabéllcos v cordlelores anae

fréblcas (Whltney ¥ autherland, 1972 ale 1a ‘salida de celeio
‘l'pmf*e‘i contrarlo, es. depeﬁdlente de- en&rgla ¥ parece 1nv01u-‘

. erar una bombe de caiclo. Bsto s1gn1f1ca,que Tos 1ores de
\ calclo o estén d:strlbuldns de gcuerdo a su potenclal elec~~

~f*troqaim1eo 2 traves de la membrana plasmética (Rasmussen, 19?0).

, La captaclén de calecio en ves:en“as de “eticulo endonlasm* o
co ‘se regula por la activided” ée 1la éﬂPasa depend:ente de eal -

eio y magnESlo, que es ma&ulada a su VQz por lz ¢covstitucidn

: ﬁlipidace de la membrana gue, rodes a 6zcha enzima {Metcalfe et

“81., 1Q76)o . ' - | ) p

Ry
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1.2 "El calcio y la divisién celular
- Todas las eélulas durante su desarrollo, ﬁuplxcau su it

;fermaclén genét1ca, sus comporentes molecnlares ¥ crganelcs
por lo ¢uél pueden dar luger a dos células hijas potenclal-—

o mente 1dénx1cas a la gque les dié origen.‘

' Aﬂalizar el papel que‘juega\un eleménto como el caleio en
el procesa &e 1a dl?lsién celular eg 1nteresante ¥a que pue=-
de actuar a dlferentes niveles. -

Una caracteristica corstente de la iniciscidn de la divi-
,sién celular, es el incremento de la concentracidn intracelu
~ lar de calcio (Berridgs, 1975). Este*ﬁumento ae caleio, esté
‘ ‘«relanlonado tanto con.factores externos como eg 1& presencmaA

- de austancias mitégenas como con factore§ lnternos, como es

el camhxo en la concen%racién intracelular de nucleétidcs cf -

cllcas, adenoslna 35¢ monofesfato o éeido adenilico. {(AMPc) |
¥ g083931ﬁa 35t monofosfato o éci&o guanillco {Gﬁ?c).

f1.2.1 ,LcsVnacleétidos efelicos

‘El peapel universal del AMPc como segundo mensajerc infré—

—celular ha sido ampliamente estudzaﬁo en’ diferentes sistenas
{Sutherlanﬁ 1972; Pagtan, 1972, Nathanson y Greengard, 19?7,
Buurne et al., 1974} ¥ prcaugo interéds sobre su pe«zble aCw~

'tuactén como una seﬁal ‘de la ﬁlVlSléﬁ eelular (ﬁbell y ﬁona-

B lhan, 1973)

Rasmussen (1970) desarr 114 le idea de gue el caleio pueu
. de adtuar: camo un seguréov’mensagero en forms paralela & la
: accaﬁn del aﬁyc “Beta prapaszclén se ve apoyada por el hecho
L de que la actlvaclén de la fosfodiesterass, enzima esenclal -
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fren el metaboliSma de los rmucledtidos ciclicos, depernde de 1z
pre%ernla de un complejo calclo»protelna‘(Kakluchl et aley =

1975)

En alguros tipos celulares el AMPc inhibe la divisién mit§

',,tzca, mlentras aue an otros, las concentraciones altes de di-
" cho nucledtido se asocian con una réplda prollferaclén‘ Egtas

‘observa01ones indican que el AMPc no es el regvlador esencial
de la divisién celular,’ perc hay. evzdenenas de que participa
en lz modulacidn del nivel intracelular de E81010 de dosg mane -
- ras dlferentes, deperdzeﬂdo del tzpo celular‘de cque se trate

‘ (Berra&ge, 1975):

a) En algunos eages los ‘sustancias que incrementan el nlvel
1ntrace}ular de AMPQ, aumantan 1ndlrectamente 1a concertraci&n
V‘intracelular de ealcioy, hasta aleanzar el nzvel necesario para
fque se dzspure el mecanismo de 1a divisién celular. Esto se lo
gra @ travea de dog. pasihles mecanismos: estxmulan@o la libera
’eaén de calclo almaeenade en, pozas 1atracelulares o~est1mulaﬂ~

fﬂ%&a el 1pflajo ée calelo ‘desde el exterlor eelular.;

b) En otros- tlpas celularas, el AMP& tlene el efecto contra
=rle pues reﬁuce el nxvel intracelular ds. calcmo, ya sea 1nhi»~
baendo»su captaslén a través de la membrana plasmétxca o desa-
'(< cog1ando ‘el mecanismo responsable .que remueve calcxo de los re’

’”~ servarxas &el éitoglasma.

En ambus cEs0s un. nzvel alto de ealeio puede estzmular e 1a ’

i:gaanllatc czclasa e 1ncramentar el nivel ‘de GHPc.

v EE ﬁMPc y el GifPe son nucleota&os ragulatorlss gue nresen—
%an cambios - 1nverqoa de ccncentracxén, en eventos celulares
k;en los gue se regulan procesns opuesuos o bidireccionales. Es
tas ebservaelores han sugermﬁo aue el AMPc ¥ el GMPc funciom-
. nan en. una.lntnrrelaeaén reclnroca, 1o cual se ha &evau1raao

. la_”hxpéteszs del yin~yang® {lehninger, 1976},

L
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'1 2 2 Varisciones de 1os nucledtidos ¥ e? ealeic durarte el
V ‘cicle celular

; El proceso de crecimiento, dupllcaclén de eomponentes ce—
ﬁuWaxes ¥y dzvzs:éﬂ se conace como 01610 celular,

Pn el ﬂiélo,celglar de las células sucariontes, se han re-

. conocido dos etapas:

a) Interfase o perioﬁo‘éé erecimisnto
b} Hitosis o perzoﬁa en el gue se 11eva a ‘cabo la divisidn
. gelular.

V La 1nterfase puede dividirse a su vez en tres etapas de -~
?acuerdo con 1os fenémenos moleculares ocurrlaos.
' ‘Fase Gl preslntétlca, en 1a que se realiza 1a sintesis =
de prote1nas censtztutlvas de los organeloa ¥y enzi -
- mas necesarlas ‘para la sintesls del deido &esox1—~“
rr:boxueleico (ADN}.
Fase S o de sinteslﬁ de ADN en la que se duplzca toda la
"1pfvrmaelon genetlca. .
 Page GQ o pest31ntet1ca en la que exzste reaeeﬂmﬁo malecu‘
1ar del ADF ¥ formaczop ﬁe 1las fibras &el husa mi-
tético. f « o

- Guando las»celulas se encuentran en el 1nzelo &e 1z fase -

:ﬁgfgl, le que . algunos autorea ﬁenominan COmMo . GO o fase de trans:,

eidn, las’ celulas.nueden seguir un& de. dos. caminos~ pueﬁen —

"”v1n1c1ar un nueve czclo de lelszon {via I de la flg, 2}, O -

hlen pueden comenzar su praceso ae dlferenclaclén (vza IT de.

?7; la fig. 2).

Ia h196t9319 de Berrzdge (1975) supone gue Ia “deezslén”
antre estas dos altervatlvas deperde de la conaertr3016n in--
ﬁraeelu;gr,de caleio. Un nivel alto de calcio- inducird en la
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~ 'céluls el inicio de un nuevo ciclo de divisibn, mientras que
" un nivel bajo la llevard hacia la diferenciscién,

nervio
. 'miiaculo

thepatocitos
“telénd, saliveales

o lznfocatcfs o } ,

‘E‘rﬁbfchla,sto- }s

‘diferenciacién

, L sl oe

. PIVISION

} ae L
trmieié’n\

d:wie:.éﬂ

. F:tg.? Partlclpacaon del calele durente la fase ée trangi-
c:xé*n del eiclo celular {tomado de Berridge, 19‘75)
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&ungue el proceso de diferenciacidn es por. lo general dirre

 vers1b1e, clertas eédlulas especializadas congervan su capac1-
dad para d1v1d1rse ¥ pueden volver 'a emtrar.al’ cielo celular
responﬁlenda a una sefial de lelsién, que puede ser la presen
c:a de una sustancza mztégena extarna o un lncremento esnvnta

: nec del, rnivel 1rtrace1h1ar Ge. calclo (vla 11T de 1z fig. 2)

. P ‘~Ejemnlos de &ste caso son los llnfocatas, las celulas del hi-

§ ~'fa ,{ idga&o, las células de 1las glan&ulas sallvalas ¥ los f;brnblas-

: t‘s. c

e 00931deran sustavczas mltégenaa'toaaﬁ aguellas capaces
.4 ncremeptar la captaclén de -calé en,conseouenc1a ggtie
V5m ar la’ prelaferacaon celular (Par ar, 19?4), gste 1nsremente
’ raleio se ve acenpaﬂa&o generaim 'é por'un aumento en 1a
'eSJS de: GﬁPc. . - :

- Iedzante las tecnlaas de cultmvo, ae pueden obtensr gran-——
TVdes camtldaﬁes da células en la misma fase, por lo aue éste

Agtodo es dtil para estudlar log eamb1os b1oqu1m1cos produci-
&urante el ¢ielo celular. sl por e;emnlo, Feilig y- Gold
rg (19??) en pultivos de células de heya%ema de rata, encon

~V?se Gye

1 2.3 los micrntubulos ¥ 1os micprofilanentos durante la mitg

sis.

Al inIClO &e la mlteels, durente la profase, 1la cromatlﬂa

células hijas durante las etapas posteriores de la mitosis.

'trarcv que el méxzmo de AMP@ ¥ minlmm de GMPc ocurre en la fg

S se condensa en cuerpos. compactos e 1ﬁdepené19ﬂtes 1lamados -
P s .°  cromosomas, lo cual permite su distribucidn eguitetiva en las



g -

tada cromosoma esté formado por dos cuerpos idénticos lla
mados cromidtides hermanas, las cuales se unen por el centré-
mero. La distribucién de las cromdtides se realiza gracies -

‘a ia intervencidn de uha’estrudtura ?rateica’formaéa poYr mi-

cretubulos y mlcrefxlamentos, que es el aparato mltétlco que
consta &e 3 partes pr1n01palﬁ3nte: , s J 
' ~Gentrlolos. gon aos cuerpcs cllin&rzcos fcrmaﬁos por, 9 -

grupas e mlcrctﬁbulos que se:&u (;can durante la,profase L

¥y uirlger lz farmaclon del huso m 6tlco. G et
-Bhso mlﬁétxco.kes un smatems de rﬂtﬁbulos que atravié a

Durante iz telofase el aparato mit&tiao se éesensambla Y.

: ocnrre 1a carioe:nesis, es decir, se ‘regensra. la envoltnraval"
redador de cada grupo de eromusomas para formar les nﬁcleoa -
vhiaas ¥ la cromatina -1 dlspersa ﬁentrﬁ de ellcsx (Byson, 1976}.

‘Existen avidencias de gue las unidades de tubulina‘qué"Se »
: pallmerlzan para formar el huso mitétaeo provaenen del desen-‘
samble del endoesqueleto que mantlene ‘1a forma celular, 10 =—
‘que. expllcaria el hech_"de que ﬁnrante la mitosis las células’

’ adouieren ga:acterzst1gamgmte la forma esférica,

Las proteinas contréctiles sctina ¥ miosina se encuentran
en forma de filementos entre los cromosomas y entre los polos.
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del huso y se les- atrabuye un papel primorﬁlal en el movialen‘

i'wto de los cromosomas durante ia arafase (Fuglwara y‘Pollard,
o 1976).

La separaclon &e 1as células hijas o cztae1n331s ocurre cajg
. 8i. siempre en sincrenia con ls earzaclnesis ¥ se debe & la -

, farmaénén,ée un anlllc contréet11 de mlcrofllamentos orleatap

aes perlferlcameﬂte a la zong. de constrzccién celular {LazariV,

des v Hevel, 1979).

La preséneia de cationes divalentes, eépecialmente caléib,,‘
s regula,la pollmerlzacién de las unidadés de tubullna que eong -
tituyen a log m&crotﬁbulos {Schliwa, 1976} asi como el recamf

bic de mioflbrlllas {Rev111& et al., 19?6).

La formac&én.del husc mltétlco se inhxhe en presencla de -

. eolcemld, que es un campuesto gue ﬁlsmlnnye la cantidad ée —m
'vunidades ée tubullna pellmerizable (Sluder, 1976}.

1.3 ;a\sangrgz-medio'natural de los ligchit08~

La - s&ngre as el medla de transporte de las nutrlentes dege-
’,de el intestlra hasta cada.uro de los teg;ﬁos, tamblén trans—,\

'porta dos- preductos orgénices &e desecho hacxa los r:ﬁcnes ¥

dlstrlbuye los gases resplratorzos, aszmismo, es el medio ern
fel que se ﬂesarrolla la 1lamada respuesta inmuns en los orga-‘

. nlsmos vertebrados.

La sargre o8’ un te31&0 propaameﬁte dacho, que conste de 3
© clases de elemehtOS flgurados, suspendzaoa en una anstannla
"1vtar¢e1u13r camﬁn llemadsa plasma.

ST
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Tos elemebtos flguradas de la sangre son: 13- plaquetas,‘—- .
las cuales*son fragmentos celulares involucrados en la caagu—'

laczén de’ la sangre, 2} erltr001t03" los cuales coastltuyen

' ‘eerca de 1la: mlta& del volumen tetal ‘de 18 sangre ¥ son. 1os —~V

':Vencargados de ﬁransportar el ongeno, 33, leueocltes, aueAson

log responsables de. la respuesta 1vmune v, ecmpranﬁen varios - -

,"txpOS«celulares.

‘Losg 1euébcitds se clasifican en dos grupos de acuerde con
gf]la presencla o ausenciz de grénul@s en el c1toplasma, revalae
dcs por téenicas especifzcas de tlnclén' ‘

a} granu1001tes, gie agrupan a eoslpéfllcs, bagéleos g hev
Ateréfllos - :
' b} agranulocntos, cue sgTUDPEN a.monccitos, macrofagos Y lan
foeltos. : ’

El plasma esté formado en su mayor parte por agua ¥, contle
"Pne aﬁemés 10nes 1norgénlcos, moleculas orgénlcas paque?as ¥y -

protelnas (tabla 1).,

 Los. lmnfeeltos constltuyen del 257&1 30 de los leuCOcitos

’“L ggmi&en,cerca de 10 mieras de &1ametrs, presentan gaco c1t0~—'
}plasma el cual forma un anlllo estrecho’ alrededor del nuclea,*
~*slenao este redordcaﬂo, algo excentrico ¥ per Lo general pre- :

B sen%a,una muesca producida por el eertrasom& (ilg. 3).V 18 e

'cromatlna se encuevtra en forma ﬁe grumas gruesos y se tzﬁe
,1ntensamente ‘eomn alorantes baslcos {Forteza, 1964),

I
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“Tabla 1. }cqaposieién de1 plasms sanguinec humsno (tomado

..~ dz Dysom 1976).
CONSTITUYENTR | . mg/100 ml
mhinodcides | L3565
Urea . o QQf3Q
Acido tirico , 26
Carbohidratos : ~ 210-320 H
. CGlucosa . ' . 65-90 R
- Acidos’ organlcos : ‘ o 11e27
. -Lactato : _ i 8~17 S
, Llplﬂos ' . - . ‘ 385-675 s ‘ ‘3
~ Sales inorgénicas 900 - oy
. '3én bicarbonato 0.024-0.030 M. . S o -
ién eloruro. .- D.100-C.110 W °
ién-godio 0.130-0,150 ¥
1én potasioc 0.0045 - Mo ' o o
i6n caleio ~ ° 0.0050 - M : ) ' o
ién magnesio . 0.0020C oW o ' ‘
‘?T@teinas o ‘ V ‘ 5700<-8000
© albimina o - 55.0 % ‘
alfe globulina . 14,0 %
beta globulina 13.4 %
: ;‘fzbrrnogeno B ‘ 4,0 4
: (gana glchulinaV © 135 %

) Los 10&99 *pargeh?cas ¥y lss moléeulss orgidnicas pea&e%gsm
corstlﬁuve% el 1 % del neéo del picsma ¥ el 10 % del total
“de sallaos.' las rro¢91n“* :
-0 % del neca del plzama

Vlﬁ sergre comvrenden dél 5.7
v cerca del 75 % del total de

‘sélides.
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H;crografia electrénica de un 1infocito

3 citoplasma; g: aparato de Golgi; m: mueg
c~ del micleo; mis mitocondria; mn: membra-
CnE nuclear; mvs microvellosidedes de la mem
?rana plasmética; ri reticulo an&uplésmieo.
aumanto: 20 000 dlémetroa}.

Todos los 1infocitos que cmrculan en la sangre . se derivaa'

de celulas precursoras de la médula 633&. Cerca de: la nitad
de esos- linfoe tos, las células Ty ham @asaﬁo & trawés ﬁel -

ﬁftimern sukreeorrido por los te;mdoa, 1og &emés se denominsav

edlulas B. las. células Ty B.no se’ pueﬁen ﬁ:stznga:r morf&-

'légzcamente, sin embarge, golo las By su,progenie proﬁucen .
,,antze rpos cuanda estén en presancia de sns%ancias extraﬁas’
‘al organismo ° antigenes, lo que se canooe ‘@antro dal fsn
*amunolég:ca comno respuesta hnmaral‘ 1&3 eélulas T pue&anA
:Wmatar a ‘otras célules tales como las cencerosss y las de te-

jiﬁos trasglanta&os, & través de la produccidn de sustenezas

; tales cemo las linfaclnas ¥y a ésto se le conoce como respues
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S¢ considera gue el paso inicial de la respuesta irmune -
"‘ies el contac?a de los artlgenos con los recepﬁores de la su~-
perficie de los 11vf0c1tes B {(Lerner y Dixon, 1973) pero se
. ha encentraéq que(es necessria la cooperacidén entre 1&s,celg
‘lsg By T pera la produccién de la meyoria de los anticuer——
-pos (Burnet, 1976; Cowtinho et sl., 1975).

Tos linfacitss, por gser un tipo celular gue deniro de sus
‘ funclanes normales mncluye 1a prolmferacaén clonsl despues -
» de ser estlﬂuledes por 1la preqencla,de un antlgeno, repreoen .
|\ tap un buen s1stema pars estudiar in vitre los evehtos bio—
Y ‘OﬁlmICOS que se relacionay con el inicio de lsa &1v1316nAcelu~
, lar y su regulaclén (Hadden et al., 19?2).

Bas leet:nas son mucaproteinas de alto pese maleeular, &e .
rivadaa priﬁclpalmente &e veg&tale&, qﬁe-peseen 1& eapacmdj&
o de unlrse»can los res:&uos azucara&os d& la. membrana,plasmé-
tlca tsharOﬁ, 1977}, Varias lectinas como la’ coneanavalzﬁa .
, qng};y la fitohemaglutinina (PHA) hen 'pro‘,baﬂ’sq ser mit
‘/_g53ﬂcas‘gaxa les,llnfacxﬁaa! grinaipa&mente pare aau_llos de
‘“frzwa&as del . fimo (Kelly e% Bley 19775 Preedmen et &1., 1375}.
N ‘; acmtes B responden a otros mztffenaa,eema oL eiemyia
les511p9§elzsaaér1dea ba@terxarﬁs ELPS) {watsen, 19?5}¢ s

La. Pﬁi se~ex%rae dé&*?ri;el Phasenlﬁé‘vaigafis ¥ 33'31 ;-*’
‘age t& mCthénlca mas camunmﬁﬁte &%1115._6 enrles estnﬁ;os -
in vltra'ﬁe 1a prcleeracién de los 1lnfac1tos, p&r a1 alta
;u3,jefect1vzda& ¥ su répids respaesﬁa,cen resgecte a otros anti-
"l’genns especifices (thtvey ¥ Suﬁherlaﬁd 19?? v},

Despues de transaurr:da una hora en que Ias células estan\
en contacto con una ﬂoncantra310n paja de THi, la estlmula-'
o elén ‘es irreversible, sungue 1aa celulas se sonetan a repetl
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‘des 1avados, @1ertra@ que la Con A se enlazs mas debilmante
-1 requleren cantidades menares de’ PHA gue de Con A para obte
ner una esﬁamulacléﬁ maxmma CLlndaal—Kxessllﬂg, 19?2}

Alford {19?0) encontré que la ﬂresencaa an el medio de C '
tlenes divalentes, espec1almente ca?clo, es esen01a1 pcra que -

\',por ?EA, pero Alferd no pudo dlstangulr entre dos poslbles ex
‘;pliaaczones, aungue éstas ne sor mutuamerte exeluszvas*'
f 1¥ que os eaﬁlenea divalentes son esenclales para oue ‘s8’
‘;\realxce el metabolnsmc normal de todas las celulas, 1neluyen
“do & log’ lznfocmtas, de tal manera-gque la 51ntnszs de &D& se
“znﬁzbgeranen aﬂsencma.&e &1chos c&tzenes a‘
‘ gue Ios eatlanes &1?&13&%&3 guegan nr'pa@el especial en
aclon ée 105»13nf001§08 per ?H&. _” '

' raapuesta,mzanﬁras qne Ia<a&1e16n de paizar;enes,la }nﬁl—: 1

‘ 539 Estﬂs~es%uﬁxos ﬁamunstran guie la carga superfma;&l ée
. _os }1niacztas y/a las 1ﬁteraeclones evtre los campanen%es -
" 68¢16&190@ ¥ anlénzcos del:

lsé dessrrelle e

&10, son’ zmpartantes para que -
ecto mxtfgenleo de las 1ecﬁ2nas.vA‘

; ' ‘1-f:rs;slaz,esméms en 1a’ciiné~ezca s ¢captacién de celcio en lin
- 7<;foéitﬁs dindican que se trata de un proceso saturable; redig-
‘ do por unaz molfcula acarreaaera o alcun otro ceﬂstltuvente -
“de-la membrana, el cual erlaza calcxo, evmﬁencmﬁrua que g -
un’ Tendmero del tipo de dmfuszén faciliteda (Whltney ¥ Sutag?
‘land, 1973 b). la PHA estimala significativemerte la cepta~

U
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- eidn de calcio en linfoeitos, dertro del primer mimuto de ex

posiciém, exhibisndo taﬁbiéﬁ uns ginética ﬁe,saturaniéh.

En todas 106 s:Lstemas en gue se requiere la 1rteracc:¢.:’m -
S de uv 11ganao con un reeep“bor superfieial, se provocs un cam
" bio co:nfomacwnal de 1 proteina receptoras, el cual nmcla
-una serie ‘de’ sucesos en da mem’i}rana de los gue resultz 1a —-—

‘ ‘traslocaelén de mr&es, cambios en el jpotenczal de *nemb:wna,
ae%mvac;én de la a&ap:dato ciclesa ¥y Qtros eventos ‘gue poste

: momsm;e se ‘braduczra:n en una. respues‘ba 'ne*habélma {De RO~ .

*'bertls, 10’?6} De &sta manera la PHA 3.ni:eractﬁa con los. re—

. eep‘tores de la suverficie e los linf foeitos T (Kelly et ale, ©

19‘?7, E’aguet, 719?7 }y ¥ se iniciae la s:{nteszs ﬁe ADN (Bemheam
- et 2l., 1978; Weinsteir et al., 1974), de ARN gstable (Mazum
V &er ¥ Manﬂal, 19‘?5}, se. 1ncreme*nta 1z eaptaca.én ﬁ;lzev aminoéci—

: das £¥m.tney ¥ Sutherland 1973 ajy varn’.fm los nxveles de nu -
‘ cleé‘nﬁw efclicos {Smth et al., 1971 °a ¥ 1971 b3 Eaﬁ&en et

:}al., 19725 De Rubertis et al., 1974; Coffey gt al., 39??3a -
aumen a’.la cap’bacl(m de’ calezo {Allwaecﬁ aft al., 19?‘1, &‘éhz'taey
¥ S’utheriemﬁ 19:‘?2 a y 1972 b} etc. ¥ fanalmente se reallsa
‘,1a dl 1sa.i’m celular, guedando las’ celulas hmas en cma&:.cm’—»
volver a ser estlmulaﬁas.

L
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| ANTECEDENTES Y OBJETIVO

La importanciz de la gresenbia.ﬁe celeio en los cultivoes
_de linfocitos se ha visto a través de la mtilizacidn de di-
- ferentes metoﬁnzogias, con 1r%roﬁuc01ér ds &1ferentea sustan
~c1as.,

: "a}“1n00r§9reci5n de caldio radisctive: ls PHA bfigina an

- .los linfocitos un rapxds irncremento en 1z acumulacaén intra-
- eelular de calelo, hecho gue 1O sucede en otras txpos celula
ires aomo/les eratroclﬁos (Allwaod et al., 19?1). La curva <
vlﬁe 1mc0rpﬁracién de ¢5Ca en mresencma de PHA es szm;lar a la
de 1ncarporacia§ e flmlﬁlﬂa trltlaﬁa (Whltney ¥ S&therland

~19?2 a},

. b} Agentes maelantas. el caleio ¥y en genera; 1os eationes
"ézvalentes puaden removerse del mefic utalﬁzando agertea co-
mo el aztrata de sodio, EB“A, EGT4. las eonstantes de aflnaw
~dad calczowquelante estan bien determana&as para clertas -con

1ﬁzcumes cgnstantes pero no para 1as carcurstanc1as en.Qne -"

7sa ﬁesarrellan 103 cult1vas, es decir, 37% ¥ yﬂ'varaable a
. través ﬂe los ﬂias de incuhaczén.

c) Meﬁla libre ﬂe calcio y magnesios: Alfard;(lﬁ?ﬂ) reportsd

aus el efecto de estos dos catiares es a&ltivo, es &eczr, an
un. medlo denletaﬁo ﬁe cat1enes por EGTA la adicién de calcla
"resta&re 1ls resvuest& en un 75% mientras que el magnealo 1o
kaha¢e aprexmmaﬁamente en un 25%%

é} Ianéforos. son sustanﬁzas capaces de 1nterven1r en el -
”‘transparte de iomes a trovés de las mesmbrepss celulares) HMaino

et al. {1974) utilizaron el ionéford A 23187 que es especifi-

g T ciiomen, by Al
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‘co‘ﬁara'catidﬁes éivalahtes ¥ forma un complejo 11poselab1e.
BlchQ 10nafor¢ iniecia en los linfocitos uns serie de eventos

~7,szﬂ11ares a los causados por la PHA, parm produce un desarrn~'

Ilo- menor del retlculo andoplasmatmco y snormelidades ern 1as

mltecondrlaa, que se traducen en un mercado efaeto téxzco, es

‘declr, 1qm1ra01an en ia vxab131dad celular,

 .3)‘S¢erQ: el suero. humano tiene aproximadamente 2s7 ni de -
:caféio y el suere fetzl de terrera contiene 3.0 m¥; en el —-

.,fsuer& normal cerca del 53% del total de éalcie“ésté iorizads
,(Whltney ¥ %utherland 1972 b) mientras gue el resto se haw—
,1la eviazado a protexnas del suero, prlwclpalmente a la alhﬁ
miha. Brennan gt ‘al..(1975) ercontraron que la tasa«dekcre-

 ~ci§ientb'dé‘IOS'lithCiics se reduce cusndo se cultivan en -
Vun medxe con suero” dlalzzaﬁa o con suerc tratade;eon ung re~
‘sina guelarte de caleio ¥ magnesza.

Pada uno. de astos metodes ofrece a1fereﬂtes veﬁta;as ¥ so, .

ko la 1ntegraclon de todos: ellcs puede dor ung idea glubal -
del efﬁcte del calcla en los eultlvos de: llmfﬁcatﬁs. b im—

purtan%e aacer rotar que en 1la magoria ée los»trabagas menezo

nad&s nnlcamenze se euart1f1ca 1a fase S del eiclo celular.

g‘Enﬁel prasénte tréhajo,el ohjativo fué‘enebptrgf uﬂAéedio
_que. fuera lo ‘mes sencillo posible y permitiese gna:_gzar el -
cre31miento de 1= poblac?an de 11nfccltos {fsses S y “} 2GO~
1,c1ado a 61ferentea suplamer%os de calclo, ba;o 1a théteszs
<:de que 1a 1nvest1gacvén ée éatermlmaéss elementos ke de ha-—
‘cerse a baae de evltlvaa eﬂ medics ﬁe compasxcsén contralada
'Vde los. que se suprzman & voluntad ‘unos u otres elementos (ﬁar
gazef, 1977).
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Bn la Bdownica bégica utilizeda para el cultivo de linfoeis -
tos, se incluyen suero, gue s up complejo moleculsr cuya conm

‘posicidn no estd vien definida, y medios rutritivos comercige

les gue coniienen ﬁiversas sustapeia en sslueién éamo°'a‘inaé

czaos, vztamlnasg sales 1rorganlcesg nucledtidos, aﬁucares, -
eic. @n éstas conﬁlczenes es é1f1011 evaluar loz efectos de

:caéa,uno ‘de los componentes en el oultivo, ademis de gue se ~-

descorocen todas las posibles interacciones entre los elemen—
- tos del mismo cultive.

n dste trebajo.se araliza el deéarrollo de: 1a poblacidy -

ée l1hf001tos en un medioc carente Ge nutrleﬂtes ¥ suero, en —-

un medlo oue contxene 20% de suero Tetal de ternera 1nact1va—
- do " y en. soluczén 1sot6nzoa ¢on wna cmncentraclan de calclo se
?megante a- la aue eontipme el SUETO.

ﬁdemas se compara el efecto de &1ferentes concentraclones
e calclo en medio carente de nutrientes ¥ suero, en nedio mu
‘,tr1t1v0 carente de suero y en un medio & base de suerc fetal
'ée terner? 1nsct1vade.

=
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MATERIALES Y METODOS

, Se hlcleron diez cultlvos de linfocitos humanos de sangre
'periférlca, sxgulenao ia mlcrotecnica de ﬁrakakl ¥y Sparkes
,(1953) con varias modzflcaciones.

S.I”Siggbré\e‘incubaciéﬂ

ﬂ3;1.i'Téchiea‘Bésica

- Se utlllzan frascos émpula de 100 ml, esterxles, aue cantie

men. 5 ml de meﬁzo TC~199 ileco 5477) el 20 % de suero fetal
"de ternera (Glbco 614) prevzamente insctivado a 6000 durante
.30 mlnutes ‘en bafio Maria. 'Se gftaden O. 02 ml de una selucién
 de glutamzna 0. 5% (Difeo 5789), 0. 25 ml de; fztohemaglutxnan
s ‘(leco 0528), 100 U.I. . ‘de: TC Penlclllna ¥ 100)&g de. estrepto~‘
"micina (Difco 5854) 3*300 Y. I. de heparzna (Abbutt de 1000 e
U¢.).‘ Eh cada frasco se. saembran,ﬁ.30 ml de sangre oompleta,'
.extraida a aﬂultos varores sanos car una Jerlaga prev1amenﬁe
 sheparln1zada, wementoa antes de la siembra. Las cuitlvos se -
;iacuban a 3? c ﬁursmﬁe T2 horas.

. 3 1.2 ?arzaelones exnerxmentales Jntrodu01das g 1a técnlca ba
‘sica: {tabla 2] . L

A} Para anallzar el desarrclle de la poblacidn de llﬁfocx
'_;tea en 8l tlenpc, se Flnieron cosechas caﬁa 24 haras durante

4.aias, es decir, 3 flnallzar las 24, 48, 72 y 96 huras da -

" - ineubacién. Esto se. hizo er’ tres medlos diferentes:

&) solus;én isotonlca sallva esterll de ¥all 0,9% (Abbatt)

b} misna soluc16n con 20 % de. suero fetal de terrera 1nae— g

tivado por caler ,
¢) misma solucién con 1.4 mii de CaCl,

o b ook, i € s A,

e e
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B) Para comparar el efects de lm presercisz; de caleio se
probaror dlferentes cantidades de una soluclén madre esté-
Corilt de clorurc de calcio (CaClz} {Raker Analyzea 1306} 125
g para obﬁener distzntas concentraciones f1nales en log -
"frasccs fe cultivo ¥ se cosech$ g las 72 horas de 1ncuba—-
cidn.  Esto se hizo en tres medios diferentes:
) soluclén 1sotonlca salira esterll ds Facl 0 9%
b)) medio TC-199 »
Se} scluclén igotdnica de Nall' con 5% de- suero fetal de
‘ ternera insctivado. Se ntlllzo esta concertracaén ya
que resultd ser la éptima parsa 1os flnes del traba;c,

[ -cancentraeaones de suero.,

© Se probé ur rango de cencentr301ones de CaClg &es&e 0.5
“hagta 10.0 mi- ya que covtlene eantldades tercamas al nlvel ’

‘niormal de calcio en la sangre, que es de Smil {tabla 1) y se
comgaré szempre con un contrcl ﬁareﬁte de calclo,

. Tanﬁc en A como en B, los demés elementcs del. cultlva:
‘7\‘$1ﬁégeno (PH&}, anticoagulante (heparzna}, glutam;na que -
k“g'es un fastor 1mportante en el metabolismo nztrcgeraﬁa de -
. flas eélulas ¥y antlbletlcas, se mantuvxeron,corstantes por »
"}ser 1n&xspensables pare el desarrolla de los cultzvos. A51

, Mmlsmo se mantuvzeron ccnstaﬁtcs el vnlnmen,ée los eultlves
- j€5 ml) y 1a temperatura (3? ¢l.

éespués de ura,prueba en que se utllzzaron &iferentes*



Tabla'z. ?araaelones experimentales utllazadas en dste

trabage

 VARIABLE

Tall

| 70-199) SFIT
0.9% 1

(#)

03612

) émM)

TIEMPO |
Hhoras )

o

|selucidn selina

Fa12  jsuero

124,148,

‘ 33@1 o ;géga ‘gﬁanc. cals:‘ibo

1 72,96

24,48 -

- ‘?2!96

‘mferentes coNna.
calcla -

3 2053
~10. |

T2

“Bzferepﬁes eénc.
o jealcio” ‘

2’5," i
;104 }

7?

" IDiferentes conc.
Jealeio

;. 2*5,

72

|biferentes conc.-

cgicio en medic

; é;5;‘
745,j

T2

‘1nufr1t1vo

i 5 10,0

 4951

onc, baja de suero

'bcavc. altaSuealcio

7Cop¢, baja de. suero |
 jeonc. bagas 0&1010

T

'SFTT Suero fetal de. ‘*teme?r‘a

TC—I?? ﬁedlc nutrmtlvo
dl tiempc se refzere a1l rdmeroc de horas en incubacidn

‘factivado

bt o et o

o b



3.2 Criteriqskde,cuantificacién

La preliferaciéﬁ celular’@n’los cultivos se evalud mediag
‘te dos criterios, por 1o gue fué meceserio seguir Gos metodg.
logfas: anflisis citogenético e incdrporacidén de timidina tri
' tiads (timidina SH). ’ ‘

3.2,1 &néiisia eitogendtico

Copsiste en la observaelén directa del numero de fzguras s

mxt&tzcas en’ preparac:wnes f}.gas de tos cultlvaa. Ales fras
¢os destmna&es pers andlisis citogendtico, se les agregé 0.05‘

“ml - &e una - solucxéﬂ de Colcemid {Ciba) de Q*Mgfml, 3~horas an-
“tes. ﬂe eamenzar la cogechsa.  ba ceaecha ‘se real1zé segﬁn la -

"tecrina prnpuesta pnr ﬁoorheaﬁ et al, {(1960)7 -
&L térmxna de 1a 1ncubac1én, el contanzdo &e cada frasca -

&e c&ltzve se homogenezzé ¥y se centrlfugé a 150 .g. durunte ?-u

‘mlnutos, ge éesecho el sohranaﬁartn ¥ el paauete celular se. rs
f susyeﬂﬁ1é suavamevte en agua destllada estérll,hasta cample-
 ter 5 mls Los %ubas faeron 1ncuba&os a 377 C gurante 15 &1nu—
: f:os,' al témmo de les cu&es se cenmfugarcn 2 150 g duran-‘

i%te T mlnutos ¥ nuevamente se deseehé el sobrenaﬁan%e* el pa~» ‘
'v'quete celular de cada tubo se’ resusp&ndlé saavemenie en 5 mlf'

. ée fzga&or elaborade oon,metanolaécldn aceﬁlco {3: 1) ¥ se- 1n}‘

. eubarﬁn-a tamperatura ambzante durante 15 mmnutos.‘ 3& cen—ﬁ?

' tr1fugar¢n & 150 g durante T mlnutos, se &eaeehé el sobrenaw‘
"Vdante ¥ se. resuspendlé ‘ 'Efml &e flaaﬁor._ Se. reﬁatlé el Xa
eelular estuvo llbre de hemoslobl-ﬁ
*fna y las tubcs 88 ﬁaga wn«24 horas en el congelaﬁor. . ’

}vaéo hast* que gl paqu

Para iz ohtencien de Tiguras m1t6tlcas, se hlcleron 2 6 3
"preparac;ones con el contenzdo de cada vno de ‘los tubes que
‘1'estuvieron 24 horag en el congelad&r, sigulendg 1& tecrxca -

o dn e et A R P
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e ‘secado al aire (ioorhead gt gl., 1960). Posteriormente -
‘se . tlﬁﬁron cor una solucidn de, Glemsa~Lelshmar—agua (3: 1 36}
»durarte 20 m1nutos a tempsratura ambiente; se enjuagaror con
agua uestzlada y alcohol al 50% 'y se &egaron gecar a tempera
tura amb1erte, Se realizaron un tetal de 98 preperaciones,
A que posterzormente fugron rev1sadas al mlcroscoplo ¥y se re—-

‘glstré el mimero total ds nrofases, metafases, anafases y te o

:lofases ercontra&as en cada uns.

 3.2.2 Incorporacién de timidine tritiads

La tlmlélna tritiads es un precursor radlastlvo de la ti-

{mlna ¥ se 1ncorpora en el ADN durante la fase S del eiclo g
lular, de tal mamers que marca rad;&ctm?amente los nncleos -

‘de las eelulas gque duplican sw ADN durante ‘al cult;v&.

A los frascos destlvaéos a cuantzficacléﬂ de iz’ inccrpora '

fclén de tlmlalna trltxa&a, se sgregd. 1,&01 ‘de timidina . trie—

- txa&a (Metllutlmldlna, Tew “nglan& Nuclear NEK 0. 27%,. actxvif
néaé especifﬁca 20 lemm}, 15 horas antes de inielar 1a cose~

cha. - o . s : ~

' La edsecha se reualizd siguiendo lazmeﬁééblogia'meﬁcioné&é'

anteriérmente, suprimiendc el chogne‘hipeténieé. Una vez que

/'los paquetes celulares estuv1eren libres de hemcgloblna, se.

1&esech6 ‘el sobrenadente ¥ se sgregzron 5 ml de acida tricla«f

roacetlcc (PCA) (Herck} frio al 7%. Se de&arom 1neub@r a 4°

",VC durante uma hqra., Termlna&a,esta 1ncabaclén se eentrzfuga

ron & 600 g ‘durante’ 10 mlﬁu mWae &eseché el sobrenaéante ¥
‘se les agregé 5 ml. ae oA fric., Gada pauuete celular se Te-

"suspendié y se hlZC pasar ‘a trawes de un filtro de celulosa

'mallzpore de poro 0.65A4m de dzametre cada tubo se enxuagé

Ceon etras 5 ml de oL frio, 105 euéles tamblen se fmltraron.‘

P S R N
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| Czda pameW filtro se colocé en un wvigzl de cartsaor, sgre—
géndole 0,4 mi de dodecil sawfato de godio (SDS) (S¢gna) al .
2% y. ge inoubd = &0° ¢ durante 30 mimitos; despuds de dsta in
, cﬁba&iénﬁlgs viales se dejaron enfriar y se les agregaron 10
.. ml de liquido de centelleo tipo Bray. '

Tos Viaies_se anglizeron en un Contador de Centelleo Iigqui

do Hewlett Packard sutomdtico, comectado a una terminal de ~--

computaéora, el cuél prﬁporc;uné impreso el registro de parti

culas’ beta emitidas por la timidina tritiasda contenléa en los
miclecs de las eelulas, como cuentas por minuto {epm).

‘3;3~Anélieis matemitico

Pars asagurar‘el efecto de eualquier agente sobre un gige

tenma, ﬁlcho efecto desbe ser. reproducmble, por lo oue se plan o

ter lao neees1aad de haeer varias repetlczores ¥ ocbtener asi.

L cancluszomes estadzstlcamente vélidag fTaylor &'Fvana, 1973}.

‘@Bn éS%é yregésita se realiz$ cada cuitivo ror triﬁlicadn

: baao las mismas. eovﬁxczenes ¥ se obtuve esi un valor premedlo'

¥ una medida de la varzah1liaaﬁ 1rtrinseca del szstema en ca
da tratsmzerta. ' ‘

34341 'Gélcqlo de las desirtegraciones por minuto

Los datos preporcionados por el cantador'&eVcenteilea'paw :
‘ra cada uno de los frascos de cultzvo son: las cumertas por -

f«mzpute {cpm} ¥ una medmda de 1a eflclen01a del amarato. Bl
pereeﬁta e de Iz eflclencla,real del anarata se caleuls pe—-
A rzéﬁlcaﬁeﬁ*e y& gue variz con el. tignpo.
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A partlr de las cuentas por minuto {cpm) ¥ el porcertaje
de eflclenei@, se ealould el nimero de desintegracicres por
. minuﬁo‘(dpm),para cada muestra, segin la férmula:

cpmb(x 100

dpm = - .
% eficiencia

33, 2 gédleculo e la 31gn1f103301a estadlstlca de los resul-
tados

— Se bbtu#o‘el velor promedio de lasArepeticiones pars aada

: trataﬁiénte, se calculd la desviacidn esidndar, el error es—
' tépﬁar ¥ el percentage del promedio.

B promedmo {X) es el punto respecto del cual la ﬂlstrmbuu
.cxén es 51matrzca.
zx

X o= .
. n

La degv1aczén estandar (s} es una meéaéa de la varlablllﬁad

Y ézsyers:éﬁ ae les valcres reapect& &el prsmed;e'

~cuendo n <30

El ‘error estandar (sX) es la desv1aclon estan&ar &e 1a dzs‘
”tribucldn de los valores promedios de n dates.
v ] ; s .

El porcentaae del ?romeal‘ifﬁé} se caleulas

. (s%) (100)
AF = ——
X

) ‘Cuando éste valor excede del 404, se censzdnra un resultado
- sstadisticanente no vélide (Gngay, 1678},

‘donde: x = dpm n = mimero de rﬁnetlclanes

. BX =

e it

e i, o o 1
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T laes gréficas e histogrsmas se uiilizeron los valores —
QGrOeﬁuh les resnecto al conirel (% Control).

(%) (1@0} o+ (sX)  (200)
% Control = - - .
. % qontrol % cortrel

El ajuste de. lsg curves se hizo por el nétodo de minimos
cugdradog.,

3.3.3 Pruebs ﬁe”t"’

Fud--idesds por William S. Gosset, quien. utilizaba gl seu-
‘dépimo ds’"Studeﬁt“,'en 1908. Se utlllza para prober si dés
" giedies miestreles sor dlferentes o no, {Parker, 1976).

%rades de 11bertad =
ni + n, - 2.

. Se aplleé esta prueba para camparar el comportamlertc de
T‘dos élferemtes eultzvos ¥ pare saber Bi habga Giferencias -
sxgnlfzcatavas 0. NG ertre el contrcl ¥ 105 tratamlentas i

V,cuan&o 1@@ ﬁatas esi lo ameritaron. j ‘

k.f?3;4f Eiqﬁoscopia electrénica~

Be apllcé 1= tecnlca de mlcr@seopia electranlea para tener

«?ﬁiun craterlo mcrfﬁlégzco y‘cualltaﬁlvo del cemportamiento de -

‘;109 llnfocltas en cultlva, de ac;erﬁa & 1la szgulente metadol@

Sa sembrar@n 8 frasccs de chltzve de linfocitos siguiendo.
‘la tébpzca bésica; sl cabe de lzs 72 horas de ircubacidn el -

?V,~Gontgniéb:de 1os frascos se homogeneizd v se céntfifugé a 8OOV
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i:‘rpm éuraﬁte 7 mlnutos. Se deseché el gsobrenadsnte de los tu-
©bos y se’ proceaié & aislar los linfocitos por la téerica de -
1; Fxcoll-paque. Cuando los - paguetes celulsres estuvieron lim-
‘  plos, se resuspenﬁlerﬁn en 4 tubos de microfugs que contenisn
‘glutaraléehzdo al 39 JenAbuffer de fosfatos 0.1 % pF T3y ¥ e
,deaaron a 4 ¢ dursnte 2.5 horas, Se centrifugaron a 10 000
- rpm durante 30 segundos, se dezechd el glutaraldshidd ¥ se les
';agregé sacarosa 0.25 W degéndolos toda 1a‘noohe en refrigera—

‘clén., Se desechdé la szcarosa ¥y se de jaron &urapte 2 horaa con

"OSO4 rodeados de hielo. Se aulté el tetréxido de osmic y se -

agregé sacarosa 0.25 M dewarﬂolo durante un mirato. Se desechd

~1a saemrasa ¥ se agregé alcohol a1 30% el cudl se dejé durante
_f 10 mlnutos en baflo de hielo, dicho sleshol se elimind y se re-
< pitié el pase anterior con slcchol al 50 4, 70 %, 95 % ¥ fiﬁal‘_

':menxe con alcohol sbsolute ﬁurante i5 m:nutos. Se¢ pasaron log
ey boﬁones & v1ales con alcohsi abscluts ¥ se dejaron 15 minutns

a te&peratura;ambaente eri una rotadora. Se elimird el slechol

t' ¥ se les sgregd Sxido de propileno de jando los vizles 15 minu-
i tog en la rotedora a temperaturs ambiente; ésto se repitié una
i vez mas. Se- decanté el éxido de prepileno ¥ se les agregb ~-
: epém—éx1da {3: 1) ﬁejandelos toda 1z noche en une desecaﬂara a
'\temneratura smbierte. Los botones se paﬁaron a eépﬁmlaa de -
:Vf psllmerxzaclén po$teruermente se cortaran,

- Los eoites fueron dbserva&as en un mlcrasceple electréulen‘

‘ JEGL 190 B eperaﬂe a 60 KV y con aperﬁura &e 190}& en el cone—

densaﬁor.
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RESULTADOS
1.1 De#arrolle de la pecblecidén en diferentes medios

En el cultivo 371 que contenfa solucién isoténica salina -
(tabla 3) se observé un &ecremerto en 12 timidina tritiada in
‘carpcra&a carforwe pasé el taempo, como lo muestra la penalen
te negatlva de 1a curva en la figure 4; dsto se debid preb3~m -
'blemepte z la muerte celular.

Como' se observe en la misma figura, la adicién de una con—
eentracmﬁn ba;a de calecic (1,4 ni de CaClz) probade en el cul
tzve 380 evité el decremeﬂto de 1z poblaczén y el ajuste de
‘la,curva cerrespondlente a este eultivo muestra una penélente
:poaltlva.

Con el fln.de poéer conperar éstos eu1t1vos, se escogié el

nmtercer dia {72 horas de 3vcuhaczén) como el control pars cada
: 'cuitlvo. Exzsten diferencias szgnaficatlvas antre 103 extre—
: Lmae ée las curvas, como se muestra en. la tabla 4.

» B ‘cdﬁo se cbserva en la tebla 3, le aélcmén de 1.4 mM de -
"03312 grobada en el cultive 380 no-logrd alcanzar 1z respuesta R

“Ague se produce en presencla &e suero fetal de ternera (cﬁltxvo
wj3?21 en- vaiores abgolutes de. dpm, auﬂque 1z cavcentraelén de -~
,calalo élsacla&o ‘es Slﬂilar.

'jﬁn’io£<pniiivcs'§?ipy 380 que contenian solucién isoténica
- gslina y Iaumisma éolﬁciém con 1.4 mM de CaCl, :espectivamerte,
no- se encontraron figurss mitéticas en las preparaciones; sin
embargo cusndo seé atillzé la misma solucidn ecr 20% de suero -
. fetal de terners - (cultzvo 372} hube ure alta vroéncclér de fi~
' gures mitéticas bacxa log dltimog diss de,zncubac1én (tabla %),
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' Tabla 3.

& 30 -

Rasultados de 1a 1ncorpcrac1on de timidinra
en los cultivos 371, 372 ¥ 380 realizados en pre -

3y

sencis de solueidn Isotdnice sallna, misma s0l.
con 20 % de suero Fetal de Zernera ¥y misma sol.

con 1.4 mm de *"af‘lc3 respectivamente., Ias cose—
kc?es se realizaronTcada 24 horas.
uazwzve INCUBACIOF X (dpm) s 5% %%  9Control
' - (horas) e : S
{3 24 500.87 . 95.87  55.35 11.05 119.4%13.2
| 48 430.07 138,07 79.71 18.53 102.5%19.0 |
¢ 72 419.42 - 115.55 66,71 15.90 .100.0¥15.9 |
96 388.18 44,65 25.78  6.64 92.5%6.1 |
372 24 464,79 51.12 © 20,51 6.35  3.5%0.22 |
- 48 3528.91 . 400.28 231.10  7.09  24.6%1.7
¢ 720 13260.11 412.49 238,15 1.79 100.0t1.8
96 - 14085.59. 1393.46 804,51 5.71 106.36.1 |
380 24 - 399.56  15.52 = 8.96 2.24 B80.6%1.8 |
S48 455.98 210,13 .121.32 26.61  92,0%24.5
S @ ¥2 . 495.54 124,69 71.99 14.53 100.0%14.5 )
.- 96 556.51 151.70 B87.56 15.64 112.3%17.7|
gi,fpromedlo n= 3
sa‘desv1aclén‘eaténdar
o a§?~errﬂr estérdar ,
"; % .pnrcenta;e del promedio
% Gontrcl porcentaae del control
© _cbntral '
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Plgura 4. Efeotc de una ccneentraclén ba;a de calca.o (1 4mL§
’ de” £aCl,) en medio carente &e matrientes ¥ suero,
- en f&ncgén del ’ezempo.

Sol. 1satém.ca salina Qeulatz.vo 3?1}

100.0 % = 419,42 dpm. ¥ = -0.35 x + 120.9

‘Sol. isotérmica salina + 1.4 mi C=Cl, {cul. 380)
‘100055-49554&1)31. y-0429x§?049 ;
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4. Valores de # ocbtenidos al splicar la prueba
, de 1 para comparar los resultados de la in
* . corparac1ér ‘de timidina tritiads entre los
~eultivos 371 {realiszado cor SOlVClén 1sot6
ni¢z salira) ¥ 380 (reallzads en pressneis
de l 4 mi de Cafl }. Grados &e lzbertad
\ ,22 ; ‘ L
e TIEMPD b= EFCUBﬁCIQF o VALGR*DE’;é
- (haras) o . ;‘
o  L0.002 - %
48 > 0.1
72 ' 0.1
{ 96 - £0.01 ) ¥

# Dato estad{sticamente significativo a pL0.05

Tab1a1,5. Flguras mltétlcas encontradas’ er el cultivc

- 372, realizado er presencis de solucidn iso
3t6nlca s lina al 20% de suerc fetal de ter
rera inactivado, cogechado a dlferentes e
tlempos de 3ncubaclon.

jCULTIVO INCUBACISW PRCFASES‘ mEmAFasESi ANAFASES TELQFAsEs,@sraiﬁ

thnras) ‘
1372 28 o 0 o o
\ 48 ?‘ . 6 2 2 AT
72 61 - 106 19 7 203

96 - 47 . 136 18 15 216
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Cuando el suero estd presente {cultive 372) existe unz -
estrecha r814016n ertre el nimero d&e ﬂltOSls J la lncorporaw
slén de tlnldlna trltlada, cOMo se mueatva er la flgura 5g =
es &e01r, a-las 24 horas de cultivo se observa la ﬂlmlma it
‘ corperaelén de ulmlwlﬂa tritiada v »no hay f;guras,mlﬁétleas
‘ en las preparacao"es, e”tre las 48 y 72 horas de inquacién,
se dlsyaran ambos mecarlsmos, do que se conece como fase az
‘ponenomal del cultlvc. 4 lag 96 harag,rel'cultivdlyg'esté’

en la fasn esteciorarla ¥ cess el 1ncremer%o.

Come se muestra en ls tabla 5, el meyor nﬁméro de figuras’

mltétlcas ocrrespop&e al de metafases como, era ﬁe ‘egperarse .
‘ ,despaes &el tratamiento con cclcemlu.

De acuerﬁo con estcs resultadcs, los slg&lertes cultlves -
se: caseeharon 2 lzs 72 horas de 1reubaozén, puas e el tlempo”
‘:Deﬁ gue se cbtiere un buen rendlﬁzer%a del cul%avo ¥ hay‘suflw

1clentes flguras mltétlcas anallzablas. ‘

4.2 Efecto de éiferentes ccncsﬁtracicnes~ée‘aalcia'j"

Se prnbaror diferentes covcentraczoaes de Gaﬂl (2.5, §.Q,~

7 5 ¥ 10,0 nm#) en cnltivos aue conteﬁian caluﬁ}év*isctéplca

‘sallna. Como se obaserva en la tabla 6, este snsﬁema se repi~
‘tid tres veces {eultlv&s 390, 391 ¥ 395} ¥ se encortré un in-
;cremerto en 1o 1ncorporaclon de tlﬂzdlna tritzaﬁa 2 meﬁiéa -

‘«aue se aumenté 1z &Csls'ﬂﬁ CaCiz, ecomo 1o myestra. la pen&len~

te gasltrwa de le eurva ee'respordlente al cultive 395 en la

i“_ufagura 6, él an1lcar la prueba de t pars camparar el control

‘earente: de cslczo con cada uno de . los tratemientos, se encuen
~tra gue hay ézfer&rc1as sxgrlfzcatlvas soln en las dOSlS nes
altas de caCl, (tabla 7).

i k. Aih e n
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T Figura 5,. COmparaclén del. per&entage as la. mcorpora015n de

: L timifdine tritiafs y el mirerc de figurss mitéticas
‘en fupcitn del tiempo de incubacién, obtenides en .
el omltivo 3?2 realizadoe en solucidn 1sot6nma al,
1 20% - de suerc fetal, de 'bernera. .

[:1 Incorporam,ér de ‘timidina tritiada
100,0 %= 13 260.11 apm

i\xﬁmerm d.e wrtos:zs
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- Tabla 6.

-

35,5

 Resultados de la incorporacién de timidina 3/H :

en log cultivos 390, 391 y 395 {solucidn iso-

ténica con diferentes’ coricentraciones. de Call
¥ 402 (medio TC 199 con diferentes cone, de -
CaCl ), cosechados a las 72 herss de 1ncubaclon.v

o)

—

- puinve caca,

[ SO

b3 {dpm) s 8 X %% % Control
T mn? o o R
| 390 0.0 205.5%  15.43  8.91 4.33 100.0% 4.3
2,5 501,36 59.39  29.67  5.92  243.9% 14.4
5.0 1589.32 1900.25 1097.11 *59.03 773.0%533.6
10,0 1233.15  704.64 406,82 32,99 599.8%197.9 |
391 . 0.0 . - 209.40 6.85 3.95  1.88 1200.0% 1.9
© 2.5 314,00 98.77  69.84 22.24 149.9%33.4 |
5.0 368,59 - 183.62 129.84 35.22 176.0% 62,0
10,0 802.26 138,93 . 80.21 -9.99 383.1% 38,3 |
395 0.0 360.24 39,02 22,52 6.25 100.0f 6.2 |
. 2.5 447.61 128,01 73.91 16,51 124.2% 20.5 |
5.0 469.68 106,58 61,53 13,10 130,4%170.1
7.5 634,73 182,77  105.52 16.62 176.2% 29.3 |
10,0 626.26 -157.23  90.78 ‘14.49 173.8% 25.2
402 0.0 80389.89 26714.6L 15423.69 10.19 -100.0% 19,2
. 2.5 59565.07 15098.55 8717.15 14.63 74.1% 10.8
5.0 63645.62 20262.96 11698.82 18.38 T9.2% 14.5
7.5 64149.59 £092.21 4672.04 7.28 79.8% 5.8
10.0 58345.75 9939.40 5738.55 9.83 72.6% 7.1
. ¥ valor promedior n = 3
s desviacién esténdar
s X error esténdar
‘%Qﬁ‘ porcentaje del promedio
%, Sontrol porcertsie del eovtrol

% Dato no vélido estadistlcaﬂewta (OngaJ 19?“}
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Efec’co de dlferentes comenvﬁr&cmones de calem scbre
el porcevta3e dg incorporacién de timidina trltlada,
_en dos medios- dlstlntos,ba4las 72 huras de- 1ncuba01or.‘

ﬁwmm sol.ﬂlsotonlca lgalina’ (cu1t1vo 395)

* HIg

100,0 f 360 24 dpm .y = 9.92 x + 97a90

Fedio TC-199 {cultive 402) R
100 O % = 80 KSQ.ug dpm ¥ = =1.96 x + 90.96
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Tabla 7. Vslores depobienidos al eplicer la prueba de T
' para comparar los resultades del control con los
“de eada tratsmiento en los cultivos 395 (realiza;

‘do con solucidn isotbnica salina) y 402 (realizg
&0 con meilo{ec 1999 Grados de llber'l:sad = 4,

feozrzve TRAQA%IEWTO‘ \ ' vator DE A 3

'«wjf,‘@Bmdaﬁﬂg © > 0.1
5.0 mi de CaCl, 7 0.1
7.5 mil de CaCl, £0.1

10.0 mi de CaCl, - £0.05
402 2.5 mM de CaCl, > 0.1
S 5.0 m¥ de’ea612 0.

7.5 m¥ de Call, C>0.d
- 10,0 m&! de Caf}l o 70.1

7& es la prnbabzl:xﬁad de equwacarse al Techazar 1 Ho
.0 Hipbtesis mla, lz. cuval propone gue No! hay dlferenc:\.as :
smzfleatw&s enire las mues‘bras

~ Tabla 8. Figuras mitéticas encontradas en el eultive 402
: . A{realizado en presencia de medio TC 199} en las
diferentes concentrgciones de, Gaﬂlz, a las T2 =

: hora.s de incuba clén. R

- ﬂnzwxvo 03012 ‘PRQFaSES VETAPASES AVATASES TELOPASES TOTAL
1 @
o402 0.0 19 59 8 4 90
‘ 2,5 85 21 34 24 364
5.0 - 122 147 3 S 11 283
7.5 103 . 47 a4 16 580
10.0 81 367 - o2 507
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“  Bn les preparacicres obteridss de los cultivos cor solu—-
. ¢ién isotdrica saline y diferertes concentraciones de calcio
;(390 391 ¥ 395} no se eﬁcortraron figurss . nitéticas.

- Cuando esté gresertp el medio vutrltzvo 70~-199 (eultivo -
- 402}, la adlc:ﬁn de CaCl -disminuye aparartemerte el nimero
'de dpm respacto al cortrﬁl como se puede observar en la tg-—
;bla 6, sin eﬂbargo, 21 aplicur la prueba de .t pars comparar
el control oo czda uno de los. tratamlentos resulté que no
ghay ﬁlferenczas 51gn1fzcat1vas entre ellos (tab‘a The

: En‘las preparacioneé‘ﬁe cuitivo‘AOﬁ realizado'en presencia

de me&io nutrltlvo TC—199, al se obtuv1eror flguras mltétlcas
'f(tabla 8), eorreagordlanﬁo: 1a‘mayor{a a netafases, eomo ‘era
ae;esperarse,despues,ﬁel tratamlento‘con,colcem1ﬁ ‘

V‘ﬁ La. cemparacléﬂ de. &pm ¥ mimero de figuras nitéiicas del ~--
“eultivo - car meﬁmc nutritivo (402). se muestra enAla f;gura To
"No existe una relaczén directa entre el aumento del n&mero -
'de mitosis y 1s. 1ncorporac1én de tlmiﬁlna trltlada.

: La‘presancia de susro fgtal de teruera~se probS en el cul
tivo 405 v se encontrd gue z¢n en pequefias pf@@orbiohes favo
rsce la 1rcorpcraclop de timidire tritiada, ‘como seé muestra
en lz tabla g, n 1as conceptraclonea nag bajss de suero hay
“poca pro&ucclén ée flﬁuras mltétlcas (tabla 10).

“Im Cﬁﬂpﬁracién &é 13 incorporacién de ﬁimidina tritisds ¥
‘nimero de m1toszs pare ceda dosis de suero se muestra en -

]
;_4

1a flgura 8 y se observa gue hay una estrecha‘relaciun entra

. la cantidad de siere y smbos procesos.
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(‘omparaclérv lel: porcen ege de’ 1a 1ncorporaclén de

~4imidina tritisda ¥ el minmero de figurss mitéticas

"« obtenidos £
de medio TG——199 ¥ difemﬂ‘bes cohcentraciones de -—
_Caﬁl y @ -las ?2 hores de incubscibn. g

I-cultivo 402, reslizado en pregencia

Incomoramén de” tz*‘ud:ma tritisda
lDO 0 % = B0 389, 69 dpm :

?*ﬁmerc; de mxtasms
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?abla ‘g, Resultado de la 1nearporac10r de tlmldlna 3H
en el cultive 405, reazlizado en presencia de
diferentes concentreciores de suero fetzl de-

- terpers inactivado y« ccsecha&c a las. ?2 ho-
ras de incubacidn. ~

s X

K

% Control

405 0.0 206.76

1.0 223.79

10,0 10633.16

20.0. 8129.69

5.0 1315.46

15,0 8672.68

25,46

62,37

366,80
2273.43
: 22316:932

2193.66

12.96 .
36,00 .

211,77

1312.56
1279.94
1266.51

6.27

16,10

12.34
14.76

"15 58

100,05 6.3 |
1082t a7,
. 636.2%102,4 |
5142.7%634.8 |
4194,62619.0
3933,92512.5:

. SFT suero fetal ﬁe ternera 1naetrvado

Tabla 10. Fﬁguras mitétices encontradas en el cultivw 405
- reslizade con diferentes concentraciones -de sue
- ro fetdl de ternera inactivado y cosechado a -
. lms 72 heras de 1ncubaelén. :

- |oULeIvO SPT(%) PROPASES METAFASES ANAFASES TSLOFASES TOTAL

{405 0.0 0

1.0 0
5.0 . 6
10,0 29
15.0 a1
20.0 e

0
0
0
35
45
110

T W OO

[> O w I I

13

o ©

71
a7
180

S?TVSuéroifetal de ternera‘inacfivado
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Como se muestra en la tabla 10, todes las figurss encon--

- tredas en la concentracién de 5% de suerc fetal de ternera

fuerbn'prefasés ﬂien%ras que el mayor mimerc de figuras mi~

\tétzc B enccrtré en la mayor cencentraclér ‘de suero (20”}

La cancentraclén de 5% de suero ‘fetal de ternera es critl

’ ca ya oug determlna el punto de sublda de 1ncorporac16n de -

tmmidlna trxtlggg ¥ es 1z minima para que aparezcan,fmguras
matéﬁzeaa en las preparaclones, Ppor 1o que en los dos ultlmoa

fcultzvos (406 ¥y 407) 8e utilizé como medio soluclén 1set6niw,'
"103 sallna al 5% de suero fetal de, “ternera 1pactxvado ¥ ge. wim
' ;probaron 8 dOSlS de Ga012 enAun.rango desde 0‘5<hasta TOmM. ~
‘g(tabla 11}, En éstas condiclonea se encontré que la menor -
comchntraczén de’ Ca012 (0 5 mﬂ) es la mas: efectlva para. esti )
'mular la 1ncorporaezén de txmlﬁina trltlada. »,vV SR

'Eh,ia figura 9 se puede obaervar que la préaaneié ds cal~

‘eio tlena dos efactos. estimulatnrzo a corncentraciones bagas4
e inhibitorio a coneentraclones altas, tanto en la 1ncorperav,
cidn de- timiding trltlada como en el numero de figuras mlté— '
 t1cas, los valores son aiempre magares que el control, excep

tuande la 1ncorporsc;én de. tmmldlna tritaada en la ccneentra%
cidn mas alta ‘de caleio,

S En 1z tebla 12 se nmuestra el rﬁmera de figoras mztétlcas

,'encoﬁtradaa en cada dosis de Ca012 el mimero total es- ‘mayor .

1 concertracches albas pera al normalazar los valores de ca

féa cultlva respecto a su control;. esta efecto no es tan mars .

ca&o. Las: dlferevczas entre los cantroles carentas de 03012

se pusdendeber g diferencias en el renalmlerto da log culti-

vos ¥/0 & que el ninero inicial ae'celulas no fué estricta—-—
mente cortrolado.
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o Tabla 11 Resultados de la 1ncorrorac16n de timidina 3H

en los eultivos 406 y 40? realizados en pre-- |
sencia de 5% de suero fetal de ternera inacti
wado ¥ diferentes concentracionss de (all,, = .
cosechados a zas ?2 horas’ de 1ncubacxén. '

cgzmivdycabig” x (dpm)

(i)

s.;{,,

ey

:%‘contfoig

"vgdﬁL'

0.0 12825.51
2.5 25669.64

5.0 21464.26
7.5 14309.93

10,0 10220.24

2927.23

7869.10
3362.63
109,58
1632.13

1690.03
4543.23
1941.41
3527.37

1154,09

13.17

17.70
9.04
24,65

11.29

100,0% 13,2

‘2@0.12‘35.4"
C167.4% 15.1

111,62 27.5

| a7 o0
‘ 9.5 10971.66

- 1453,19

. 1.0 10244.17

1.5 §641.35

2.0 6134.97

127.34
. 2375.83
11345.06
1673.61

73.52
2363.32’

776,57

' §66.26

5.06

12.50
23.07

8.99

15.75

100,05 5.1

755.0% 94.4
704.9%162.6
594.6% 53.4

| 422,75 66.5
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;é :‘ Tabla_ 12. Piguras mitéticas encontradas er los cultivos

! “eon 5%-de suero fetal de termera inmciivade y
' ‘ - difereértes conceniracienes de CaCl, (cultivos
L 406 y 407) a las 72 horss de ircubBciénm.

| Afi~73U£TI?Q"%&C%§‘?ROFASESfMETAFﬁSES ANARASES TELOPASES TOTAL %
T 2T ST R T

406 0.0 9 19 1 2. 31 10040
2.5 4 62 12 13 128  412.9.
5.0 37 .69 9 7 122 393.5°

7.5 23 78 10 7 118  380.6
10.0 28 3% 6 - 10 79 254.8.

13 100.0
2L 161.5
37 . 284.6
27 207.7
54 415.4

07 00 6 6
0.5 0 8 10
1.0 1 19

1.5 13 11

2.0 25 22

N WO
B
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CEn el anélisis eitcgenético no se ebaewarcn daﬁos CYOMom

"sémieos ‘en niﬁguno de los cultivos.

En- 3.a fig\zra 10 se muestran miclees de 1infccl‘tos en dife~

: jrentss fases del ¢iclo calular ( 10a interfase y lcb-:m; mito

sia) empntraéos en las preparaciones figas.

En la fzgura 11 se nmea‘hran mierograf:fs.a electrénlcas de ~

los 1infocitos & lag 72 horas de cultivo.

mg. 10:-1 Mcleo interfésmo.
S ‘mns membrsna nuclear

% 1 eromatina condensada
750 didmetros




! . ) o “’4?-?

?ig. 1@3. ?refasa tenprana . ?ige 1ﬁa, ?rafaae tardia
S 4 ~ ers eromocentre . ‘ , 3?5 ézémetros
i o 80@0 éiﬁmetr&a,

Fig IOﬁ, Eetafase.; 6750 dzémetros
.. ey centrémero
‘ ‘cht cromdtidas hermenas de los cromosomas
. o ni “micleo in%erfésico




Fig. 10e..

Anafese temprans. 8250 didmetros.

Fig. IOf. ‘Anafase - tardia. 9625 didmetros.
‘act zona del ‘anillo de constricc:én
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Fig., 10i,

Telofase tardfe. 9625 @

nns -membrana nuclear

iémetrés .
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‘hg. 3,1a. Asgeeto de un 1infosito en cultivo, que no

- ha gido reta&o mtig&nicmn‘ta. 7,000 diémetros.]
: - -mis mitocondria
do m: maea del mielee .
Aspwto &e un linfoeito an caltive, que
‘he sido retadc antigénicamente. 12,3053 diémtras.?
: \1 mis mitocondria mvs: &icrovellosi&aéea de la mem-.
‘ hmms plmﬁtics ‘a3 micleo j
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! §Eig. 1lic. Hierograﬁa que mestra 8 un. 11nfocito ‘en el

LD L © proceso de mitosis. 9,600 diémetros S
" es cortes de ceromosomas -

g3 Aparato de Golgi mis mztoccnﬂria B

T3 retieula endeplésm:.co , L e
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 DISCUSION

; La eonparaclén de log cultivos 37L ¥ 380 reallzaaos en-un
‘\~meﬂ10 compuesto a2 base de . smodic, cloro, agus ¥ en el caso éolf
‘segunda,bpalplq,,es una prueba clara de que el ealcio de ‘al-
v‘guha,mené%a favprecé,ZQIfaae 5‘dez'cialc ceiularogffng 5)e

' Ha sido muy dxqcutwﬁa 1a relsezcn antre sl GalClO y el 3ni
010 de la respuesta de . los linfTocitos a la PHA. -
Yhitney ¥ autherland (1973 a) repcrtaron que el caleio in-
;‘gfluye ‘en el tramsnorte ae am1n0a01uos, evento 1mportarte en -
- el eiclo: celulsr, para que se inicie la sintesls ée prateinas
V algunas de las cuales son enzxmas 1nﬂzspensables en 1a &upll-f
"‘ca01én del ADN, ete. \

Kay (1971} encontro gue la adlclén de EDTA 1nh1be el, eniart
' ce de la PHA 2 1a membrana, por o que ‘es razanable pensar —
'due el calczo 1nflﬂye en_1la 1nteracc16n del mltégeno con la -
saperflcae celular. La ventaje, de éste mcéela ‘es gue ro se —
Vreculere gasto ds erergla metabdlica por parte ée los’ llﬁfeci*
' tos para enlazar & Ya PHAj una vez unida la PHA a la superf1~
fcie celular, se pueae 1ncremevtar ia permeablllda& a catlaﬁea
davalertes y a otras moléculas orgénlcas pequenas.

Dsdb quejen los cultivos 371‘3]38&,39 utilizé/solueién isg:’
ténice salina que es un medic carente de aminoécidos, es mas
'prdbable cue se Chﬂplp lz preposlczén de Kay, es decxr, que -
es necesarma 1a presenc1a de cdaleio para que Ila PHA se enlace
a los receptores de la superfucne celular y ‘se irieie asi ila

respuesta,’ refle1ada en.un,aumento en la 1rcorp0raclop de i
‘miding tritiada sungue debido a 15 ‘edrencis ﬁe TreCursos’ nutrz
$ives no se 1iega & 1a fese W porklo menos hosta ;as 96 horas -
én>que éefestudié. ' '
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Dado que en 8ste gistems no se llegd & ls fase M como 10
'demuestra ia aaseﬂ01a de flgurds mltotlcas ew 1as prepara01o_
nes, se prcbé un med1o mas complego, sdn en ausemeza del me-

CoTddio nutr:tlvc es decir, 18 cédlulas se cultlvarsn en un medza'

aue contenia soluclén igotérlca salzna con 20% de suero fe--:
tal de ternera (cultive 372) gue es 1a concertraclén de euero
»utlllzada en la tecnaca bas;ca. )

Los resultaﬁos de dicho culitivo muestran Yambier ur 1ncre
~Lmente en 1& 1ncornoraclon aa timidina trltlaéa a8 medida que -

i,trarscurre el tzempc, pero en éste 31stema las celulas Si =
llegan a la fase mltétlca del czclo celular‘«,

A 1as 24 horas de incubacién hay un minlmo de 1ncor§ara-—
c1én de tlmidlna tritiada y no. se eneuentran mltosls en las
. preparac1ones,‘a lasg 48 horas aumeﬁta la 1rcorporac16r y ya
E hay flguras mltotlcas b'a entre 1as ?2 y-96 horas se- encuentra
el méximo de incorporacidén. de tzm&ﬁmna tritiada y mitosis --
{flg. 5)‘; Esto ‘concuerda ccn,los trabajos de Aguilar {1977},
Ducolomh (197?) ¥ Ongay (1978) realazauos con Is tecnlca B~
sieca, por lo gue se. e11m1n6 la posibilidad de hacer un. eulti

L vo que con‘cuv:t,era dnicamente medio mtritivoe gir suero y co~-

v,sechada a. dlferentes tiempon de 1ncubaclér, ya que la curva .

de creCLm;ento de Ia- poblaclon de linfocitos en estas condi-

’ 01ones &ebe ser may semegarte 2 las mencionadas anter:ormen—'
t@. )

Coo ER irneremento’ de ambss mecarzsmos, sznteszs de ADN y divi
:!smén celular en el’ tlenpo, se expllca porque al pr1r01plo ~—"
€ hay pocas celulas estlmuladas que comienzan a evtrar a 1a fa
‘'s& 3.y posterzormehte a la fase M, este rumero aunerts rap1~
damente en forma exponencial, ya gue cada vez hay mas célu—
las que esﬁan szgulendo el mismo pr@eeso debido = que el es-
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timulc sigue presente, hesita que 11ega un momento en aue la,

‘tasa de crecimiento de la poblacidn se ahate ¥ Ssto puede -
deberse a algunz. o a una combinacidn de lag 31gulentes eau~
- sas: a) incapacidad intrinseca de las células para saguirse
«dlvzdlendo Bl campetencla por los recursos nutrltzvos c) =2

cumulac16ﬁ de cataha11tas en el medlo a) &egradaclén 0 1nac’

tlvaclév de la noldcula estlmuladora (PHA}, ete. por lo. _que
bajo eotas ccndlclones ‘de cult:vo la pohlaclén decae lenta~
'mente ¥ aeaqnarece hacia el 1&0. dia de 1ncubaC°on {Ongay,;
1978)

La sdicién de céntidades eonocidas de caleio a los culti
- vos raallzados con 1la tecnzca bisies, pueae ofrecer resnlta
dos falsOS debido a qae no se conocen las. 1nteracclones de.

dicho catidn con los eomponentes 3@1 meﬁlo ¥ Gel suero, por

,eaemplo~ preczpltacién.de fosfatos, enlace & proteanas como- .

- la- albumlna, ete. ademids de que tanto el medio como el sue-
ro contienen una cierta cantzdad 1n101a1 de balclo (1 2733
mM respectlvamente}, por lo gue en ésie trabagc se probaron
3 medios diferentes para estudiar el efecto de diferentes —

' GOﬂoertraczenes de 0&1010. selucmén 1satonlca salina, medio

rutritive TC~199 ¥y suero fetal de ternera 1nact1vaa0. o
eqtcs expsrlmentcs el tiempo de 1ncubec10n,sa mantuvo fijo

(?2 horas) ¥a que segun Ios eultivos an tevzeres, el compor—k,

tamiento. de las curvas en el tiempo es semejante, alcanzan-—

do el méximo de 1heorporaelén y'de mitosis enire las T2 y -

: 95 hcras,A

Brr los resultados de éstektrabajo sé magetra cue hubo a3 -

visién celular Urnicszmente cusrdo estuvo presente al medio -
‘mutritivo {pulti?a 402) o el suero {cultivos 372 con 20 %
SFT, 405 con 5-20 ¢ sm‘, 406 y 407 con 5 % SFI).
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: En los cultzvos 390, 391 ¥ 395 que se hicieron en zusen——
cla de ﬁeﬁlo ¥y de suerc cev diferentes suplementos de ealeio,
: 1a Tes nuesta de 1ncorporaczor de timidina- tritislda es pobre;

o cuantltatzvaﬂerte respecto a cuando estén presentes el medio

;'nutrltlvo y/o el suero reroc es. un 31stema que 1lustra bien -
f‘la necesldaﬁ de ca1010 en el medio para gque se lﬂlele la sin
‘tesls de ADN, ya que s respuesta/aumenta a major concentran
¢idn; de CaCZ

En el‘cultivo>402 que conteria. medio‘hutritivo TC-19¢9, la
‘adlclen de 0a019 tuve poco efecto en . la 1ncorporac1on de ti-
ml&lna trltlada/mientras que 1ncrementé hasta seis veces el '
. ndmero de flguras mltétzeas a coneentraclones altas de gale—
c:o, como se caserva.en la flgura T

Estos resultaﬁss sugleren que se requzeren dlferentes con
centraciones de calclo nara gstimlar los meeaﬁlsmos de 13?*
‘eorpcraclov de t1ﬂ1dlna 'y divisidn celular, que aﬁemés son. e
- ventos represeptatlvos de dlzerertes fases del ciclo celular~
1s 1ncorporac10n de’ timidina trltlada es el heeho que marcs -
la faae 3 mlentras gue la presencia de figuras mltétlcas mueg
tra la fase M del czclo eelular y éstos son procesos separa—-—
- dos en el tlumpo.\

' Probablemente el medio TC-199 contiene un nivel de satura-
cidn de ecaleio por arrlna del cudl 1a tasa de sintesis ﬁe ADNW
va. no varia, perc ‘que no alcanza ain para que todas las célu-
las;que'ya,han pasado por la fase § lleguer a la fase M.

Las curvas de incorperscidn de timidina tritiade y mimero
de células en nitosis eétéﬁadesfasaéés:en el tiempo, es de——
cir, ep un medio mutritivo rico en calcio después de una divi'
sidn éelulaf; las célules hijas}empiezén’a tomar calcio ¥ SUS.

. tanciss nutritivas del medio y crecen durante la fase Gl; —
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Cuando la concentracidén de calcio 1ntrace1ular respecto -
al ?cluman celular llega a un cierto nivel, se dispera el mg
canismo de. ainteslg de ADN o fzge S perc las célulsas slauen

'témando calcla del medic [ 11baréndclo de ‘pozas 1rtracelula—'

. res hasta gus llega a un nivel en que ge 1nh1be la sintesis
da ADN {fase 32) ¥ la celula esté prenarada para entrar a ls
 fase M y ﬁlVldlrse. - ‘

Este moﬁelo lmplica que el calelo esté aumentande a tra»-
vés del 01010 celular dado gque la entrada de caleio. a.la cé~.
lula es de tlpo pasivo, ¥ dismznuye al termlno Ge cada dxv1-
*slon celular, momerto en que la,célula puede “decmdmr" 81 s6

»'dzferepeia o se lelﬁa, segﬁn 1o prcpueste por Berrldge (1975).

Gun base en dog resultados ﬂel cultl?o 402 reallzaéo con
medlo nutrltxve g tomando en cons1aerac10n.que el auero tie—
bf»A' ne- una conceﬂtraclér normal de: calcio dls@c;ado, ze ellmzné
o «1a poszbllléaa de hacer un cultlvo gon suero el 20% y dife-~
rertes aportes de Caﬁlz,,se opté por prﬁbar gl efeoto ﬁe eon
céntrac1ones menores de suero, siendo eata una fnrma de &is- R

i‘minu1r la cencentracmén l?lCl&l ée calelo ‘'en los cultlvos.

'LOSkmedios de cultivb‘de'tegido tradiciengles contienen -
-A15—20 % de suero desde gue histéricamente los investigadores
V{eﬁcantrar&n que ese rengo - de eoneentraexon promavia.réplda~—
‘Vmente el cr931maanto de células en cultlvo._ Existe el PLO=~—
\blema de loue 1a cowp031016n del suero no estd bien definida
¥ desde el” punto de vista endocrlnﬁléglcc contiene hormonss
¥y otros agentes no Hormonales gue estén nresevtes en cahtlda

" des. desccﬂoczdas ¥ gue de alguna manera syudsn s promover el
buen &esarrollo de les cultivos (Channing, 1975}.

El suerc humano noermsl contiene ciertas fracciones gue -
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50N capaces de estimular y otres gque tienen la habilidad'&e 
"1nh1b1r'la respuesta.de los llnfn¢1tos a 1la PHA y Cop Ay =
‘cuantificads como captaclén de tlmldlna trltlaﬁa (Chase,<-»
1972}, ‘

3043 principéi cdmpanénte de 1a fraceidn iphibitoria es una

" alfa glleﬂproteina que . puede enlazarse a las moleculas de -

lectins y'diamanulr asi el nﬁmere de mnleculas capaees &e -
~'1nteractuar comn la Superf101e de lcs l;nfocztcs (Ohase, —

1972).<

Gupte y Good (1977} reportah que diferentes concentracio-
neg de’ aifarfetoproteina, otra glleuprotelna prﬁsente en el -

"averv fetal, 1nh1ben la resnaesta de. lcs 11nfee1tos 8 la PHAt

o Estas ev&denelas axplican poxr aue un exceso de suaro, en
-log eultivss resulta inhibitorio, Banllla et al. (19?0) re-
~nortan aue en; presenela de medlc~@0~199, a una’ ooncentra01én
" del 30 % de suerc fetal de ternera ¥e no se abservan f1guras
’mltotlcaa en las preparaelones.‘ ' Lo

Al prqhar dlferentea concentracaones de suero (cultzva —
- 405} 1a ‘méxima 1ncorperaclen de t1m1d1na tritiada se. nbservé
S en la cancentraelén de 10 % mlentras que el mayor numero de

B mltaazs se encantro en la concentraclén de 20 % de suero fe-

‘tal de ternera inactivado eomo se miestra en la flgura 8.

Como ya Se menciond antéfiormente, se escogié la concen—-
traclén de 5 ¢ de suero fetal. de terrera 1nact1vado paré Te
bar varies dosis de calcio ya que éste era un medio "minimo*
en ol gue se podia estudiar tanto la fase S como la fase ¥ -
del clclo celular y de haber algﬁn cambzo en la regpuesta al
agregar diferentes cantldades ae calclo, dlcho efecio se dew
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 berfa exclusivamente a la preéevcia.éé dicho catidn.

. e

Es 9hv1o que también se hublera podldc encsntrar el medio
'“minimo“ & base &e medioc nutrztivo Tc—lgg 31guienﬁo el mlsmo 
prﬂcedlmlentn, es decir, probando el medlc en. azst;vt&s con-
» centraelones hasta encgntrar la minima ‘para gue se dieran sz
\~mu1téneamente 1&3 fases S y ¥ pero como se ha v1sto el suers
'thene clertas caracterzstlcas gue haceﬁ.lnteresante el estu~
) dlo de sy comportamaento en 103 cultlvas de tejidos.

En preseﬁcia\de suerc fetal de terners 8l 5 % (cultives‘w,
: 406 y 4&7) la méxima 1ncorperac10n de tlmldlna tritiada se -
;:enoantré en la menor ‘concentracidn de Ca012 {0.5 mm) m;entras
gue el mayor nnmero da m1t031s Se observd en la cencentraanénr
o de 2 mM como se muestra en la figura 9. FEstos resultados e
‘vamente ccﬁcaerdan con la 1dea de. aua se necesitan 1Ferentes‘
'umbralea de calclo para aue se lleven 2 cabo las: fases s y’M,
'51eﬂdo mayor el de la fase M.

‘Es importente hacer notar que existen svidencias (Bernheinm .
et al., 19?8- Rogers et al., 1972} -de. que gran parte del ADE
31ntet12aﬁg despues de. la est:mulacaén mitogénica, se axcreta,‘
Coal medlo ¥ de las células aue entran a fase S menos del 40 %
 ae dnvmden. Ademés el tamafio de ia - respuesta en 1& ineorporg

clén de tim1d1na trltlaﬂa en células estzmnlaﬁas puede &epenp‘ :

der de cuan largo sea el pulso ée tlmldlna, es declr, de cuanr
,te trempo estuvo presente la maleeula ra&lactzva en el cultlm‘
Vo antes de 1n1c19r la coaecha. ‘

.Tdmandp’en‘consiﬂeracién gue los cultivos reglizados eﬁvég
. te‘trabaqunorson sineronizados es decir, gue no todas las ef
" lulas estén ep la misme Tmse del eiclo celular en el momento
de la siembra puesto gue algunss pueder haber side retadas an




tigdnicamente en el torrente sangulneo &e ios 6opaaores, ¥y~

que la durscidn del ciclo celulsr de 1as ‘céluias de manlfero:,
es aproxxmaaaﬂerte de 20 horas, se utllazé un pulso de 15 ho
ras de t:mldlne tritieda en todos los. experlme“tos.“

~La mayoria de lses células de mamifero en cultivo de teji-
dos son incapeces de erecer en un medio que contenga. aminod—
cidos, vitemines y glucose a menos que se les affada suero.

'Pa&a tlpo celular reguiere una mezclaAeapec1flca de hormomas':
'y factares de cre01m1epto para gue se 1n1cle 1la sintesis de .
“ADE (Hayash1 ¥ SatO, 1976). Por ejemplo, 1a iriciscidn de -

la gintesis de ADN en las células 373 se nue&e controlar por
1=z concsntreczon de diferentes nutrientes de bajo peso mole~
cular presen 1tels en el medio y per facteres del sueroc (Paul

Ny et al., 1971).

“

VLaylimitaciéﬁ de eiertos nutrientes "reguladores™ en el —

,;meﬂic’COnéuce & las células a. permanecer en la fase Gy I3 Gy
‘V&el cmclo celular. Holley y Kiernan (1974) encontraron por ‘
: el metc&o de mlcrcfluerometr1a~que cuando las celulas 313 -

son sumetldas 2 un exceso ‘de’ suere ¥ bagas eoncentraczcnes

e aminoénadoa, glucose o ién foefato, se aue&an en el 1nx~

cio de la fase G1 ¥ la sintesis de ADF se inicia hasta que

da concentrac1ér del faetar llmltanta se 1ncrementa. En~unk
 med1o careﬁte de a&zn@aei&os Tas celulas 3T3 permanscen en

la fase 30 y el raso hacia la fage 5 aflo se Togra. cuando -

‘se zBaden czstln& ¥ glutamlna al ma&lc, indicando que estos
- des 3ﬂluaéc1das son. 1nalspensahles para el inicio de la sin
Atesas de AB% en éstas. célalas.

Paul y walter (1975) encortraron que las cédlulaz fetales
e haga&a de rata en un medio, libre de suero, pueden sinte-
t;zar ADN cusndo se les, affade una alta,concantra01én de ar-



..6()..

~iﬁina,’ cuando el medlo contlene bajos n:veles de avgxnlna
- no se induce. la proliferacidn celulsr & menos gue el guero -
esté presente. Bstos resultadas sugieren gue en 1as células
‘»fetales de higada ‘de rata los factores de creczmlento presen
tes en gl suero estlmulan da captaclén de argsnlna has%a que
. el ﬂlvel 1ntrace1u1ar es sufzc1eﬁie para inieier la sin%eszs
-~ de ADN.

Segﬁn Jdos resultados de éste trabago, la incorycrac:on de
timlixna tritiada en las 11nf001tas estlmulaﬁos por PHA en -
un medio carevte de medzo rutritive ¥ suero, sumenta cuando
estd presente el calclo.§ berza interesanis saber si le glu—

: {tamana, gue es un am1n0éc1dc que se mentuvo ccrstante en t&—
(aos log cultxvos, eg un factor llm}tante cono 1o PS zunto eon. .
la c:stlna para las celulas 373 o 1a arginina para. las hepa— o

“tocitos de rete, en el inicio de 1a sintesis de ADN. De ser

esto vardadero habria que . estud&ar la relac:én entre 1& prem
"1sencla de glutam1na oonAla de calexo. ‘

la’ tecniea de mlcroseopia electrénica es una huena herra-

: mlenta para detectar camblus morfcléglcos ﬁe las gélulas de— )

) hlé&s a 1a presen01a de dxferentes elemgﬂtos en los eultivoa

. per 1o e _seria 1nteresante comparar el aspecto de: lﬂs 1zn~7

 focitos cultivados en los diferentes medios.  Asf por ejem—
'\'plo, se:- egperarxa Ia pro&acclén de estructnras autoféglcas
en las aelulaa carentes &e recursos nutrltx?os, e%e.
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CONCLUS TONES

a} Se requleren dzferentes concentraclones ﬁe CalCIG para
aue se 1ﬂzclaala sintesis de aDﬂ o fase 5.7 1la d1v1316n mitd
%ica o fase ﬁ del eciclo . celular, en los lznfoeltos estlmu1a~_

dos por PHR. ‘ : : )

b) En una ecncertraclén baja de ca101o {1. 4 mM de CaClg),
. en suero fetal de ternera inactivadg al 20% ¥ en ‘medio nutrx
$ivo TC~199 cbn 264 de suero fetal de ternera 1nact1vaﬁo, el
méxzma de 1z 1ncorporacion de t1m1d1na trltlaég se alcanza -

o entre 1as 72 ¥ 96 horas de 1neuhacz§n a 37° C.

) En,un,medao oarante de nutrientes ¥ suero, la ‘incorpo~
raclsn‘de tlmadina tritiada por. ios lznfocltos est&mulados -

‘7,pcr Pﬂg\es depenélente de 1a eonceﬂtracién de. ealcla en el -

- m ed10*"‘ : .

o ay La dzvxsion mltétzea de 103 11nfaeltos estinulados por
ki‘PHA solamente ge resliza cuanﬁv estd presente ‘el suero y/o
4 "Uel medlo nutrltlvn enxlos eultivos.

e} Guando asté presente el medio- natrit1vo~rc—199, la -
B respuesta en iz 1ncar@oraclén de %amldlna trltlaéa por 1iv
" fucltos esﬁxmulad@s yor PH&, s in&ependlente de iz cercenv ]
l“treclén &e calclo en el madlo mlentras que 1a dzvzslon mlté

17tica se favor@ce a eoncentraelones altasf '

£ la 1neorporae16n ée tzmzézﬁa tritiada ¥ el ﬂ&mero de
Cedlilag en m;@ocla, son depaﬂﬁzentes de la coneentracaén de
‘lsuere fetal de ternera preserte en el medio.
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g£)Y En ura concentracidn veritica® de suero fetal de ter=
‘nera insctiveds (5 ©), la incorporseién dévtinidirs tritia~
’ﬁa ¥y el rumero de celulas er m1t051s son &enenaiemtes dp 1a
cuncentraclon ae calcaa en el wedzo.

h) Bl eféeto del ealeio scbre‘la divisién‘mitéﬁica de ~—-
“los llnf0¢1tos humanOS in thro pueae estar dado a‘dlversos“
‘nlveles' ( )

“enlace del agente mitdgeno = la membrana plasmaﬁzca
permeabilidad de la membrana plasmética
activagiﬁn ¥ regulaCién‘de divérsas‘enzimas
regulacién de huclé6tidosicic1ic0s
 ensamb1e de. wlcrﬁtubulcs ¥ mlcroleamentos
‘“regulaclon del furclonaﬁlento mztocondrlal‘
»1nteraec1on de lesvelementos»del medio
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