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IN~RODUCCION 

1.1 El c.alcio en 198 si.stemas bio16gicos 

El caloio es un catión divalente implicado en el desarro­
llo de-varios fen6menos biológicos y esencial p.ara el metab~ 
llsmo é.élular. 

La importancia fisiológica del calcio fuá l;'eeoriocida pri­
m:eramentepor Ringar (1882), pero no fuá hasta haoe aproxima 

.. .....-
damente 25 años (Heilbrunn, 1956) cuando .se empezó aestu--

diarsi:etemá~1camente el papel que juega e10a10io en los s!'. 
!res vivos. 

El calcio. actúa como modúlador o activa,dor de .IIlUchas enz!. 

mas como las A!Pasas, endonu~leasas, fosfodiesterasás, etc. 

(Kretsinger, 197.6); se enlaza a moléculas inVolucradaa en -... 
:funciones importantes de. los organismos, como las glicopro-.., 

teínasde la membrana plasmática responsables del.aadhesi6n 

y recollOcimientocelulares (cauldwell U!l.,l9'1J) y las-­

.pectinas ae la. pared celular de lasc'lulasV'~tetales (Burs-
trlfm;. 1%8), a las cuales confiere estabilidad .. 

El calcio centrola la actividad contráctildel.sistellJa 8:2-
tina-mosina en las célulasde1 másculo estriado (Hu,xley, --

191i); es. nec.e ¡;¡sri o pa:ra ~ª' polimerizaci6n <le las urddádes -
de tubu1il'laque forman lOfi1 microtúbul.o:s del, en.doesqueleto 
de ).ascélulas~ losneurotúbulos de los axOll,el;l nerviQsos, el 

huso mit6tico de las células en división, ete. (Wessells, --

1971). 

El .oaloio puede desplazarse a t:rav~s de las membranas bi2, 
lógicas y producir variaciones de su concentraci6n a uno y -
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otro lado de dichas membranas~ originando cambios de:permea.­

Ml1dad que S~ reflejen en el trans-p0rte de impulsoseléctl'! 
cos, p;;í.so de sustancias á tra,vés de las uniones intercelula­
res, etc. (Lowe:ttstein, 1970). 

La concentraci6n de oalcio libre en el citosol de casi to 
das las células euoarionteses de 10 .... 6 ' a 10-8 M, mientras _: 

que e~ el medio extraoelu1a:r es, de lo-3 M (Kretsinger, 1976). 

Este. relación es imports,nte por ejemplo, para la estabili,za­
oi6n y activación de enzimasextrace1ulares que no tienen a!2, 
tividad lítica dentro de los gránulos de secreci6n citoplá:s ':" 

, micos si,no hast,a que son vertidos al medioextr8celu1ar. Ad!. 

más se ha encontrado que la exocitosis está generalmente ac2, 
pIada a. un flujO de calcio (Douglas, 1975). 

AlgunOs est:fmulos producen variaCiones en la concentráci6n 
delcalc10 intr~celular hasta 'de 10-5 M,por lo que se han­
prepuesto, algunos modelos para explicar el tranaporte de ca! 

cioatravés de las membrarll:m. oelulares. :801'1,(1973) varió 
el modelotradic,ional. del transporte de calcio ea !tilos pasos" 

Jfi~.'la} y propuso un modelo en el que lahomaostasis c~lu­
lar del ca,loiO" 'Y su trans.portesol'loal'ltr~lados principe.lmen~ 
tapar las .rnitocol'ldrias C:f'lg. lb}; ea bas.a.en que ~stos orp­
nel.ospued&nacumular grand:e¡scantidades de calcio y en que . 

la membrana m,i tocondrial es al tamentepermeable al. cal.c10. -­
'1'tQ e.tác~IllPletamente claro e amo se regula e:1 flujo de cal--:-
oioa través lielé ._.brana. mi tocondri.ill pero se oree que.s 

" '- -'; --
ti implicado un gradie1:'lte de aniones y/o p.rotcnes (Lehnill€er, 
1974)~ . 

Fig.. la. El m()cdelo . 
de "dos pasas" 
para el transpo!:, 
te de oa101O'(to 
madodeBO'r1e, =-
1973). 
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1: 
H 

ca++(lO-6l\1l) 

citoplasma 
fluí do 

e xtrac e lular 

Fig. lb. .Modelo propuesto por Borla para lahomeostasis 
·Célul.¡;trdel calcio (tomado de Borla, 1973). 

ta eaP1eció.n~ de calcio. a través de la membrana :pl<;smáticá 
de las celul8sdemamíferb, es un .proces·oque no requiere ga~ 

t04e energía ya que 1;.iene un. coeficiente de temperetura. haje! 

yno'es sensibleainhibidores metabólicos y cor.diciónesana!!. 
rá'bioas (Whitneyy Stltherland. 1972 a).' la salida de calcio 
pare.1- contrario, es dependiente de energía y parece invólu""":' 

erar una bomba de calciio..Esto significa que los 'iónesde -"" 
c~cio nOéstándisti'ibuídos de a,cuerdoa sU potencil:~.l éleo~ .... 
troquímico a. través de lamel1brana plasmática (Rasmussen, 1.970). 

Ll!!. ca;p"f;ación de calcioenvesículasdereticul0 endo'Plásmi 

ca 'Se regula por la actividad de la Ai'Pasa dependiente de ca! 
0:10 ., magnesio, que es modulada a ep.v~z por la cOIlstituci6n 
lipídicá dé l~ membrana que rodeRa dicha enzima (14etcalfe ~ 

al., 1976) • ........ 
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1.2 El calcio y la divisi6n celular 

Todas las células durante su. desarrollo, duplican suin-­
•. 1'ormaci6n genética" sus componente.s moleculares y organelos 
por lo cuál pueden dar lugar a dos células potencial--
!!tenta id~nticas ala que 'les dié origen. 

:Analizar el papel que ;juega un elemento como el calcio en 
el proceso de ladivis:i.6n celular es interesa:t:'lte ya que pue­
de actuar a diferentes niveles. 

Una característica constante de la iniciación de la divi­
sión celular" es el incremento de la coneentraci6n intracelu .... ...-
larde calcio (Berridge., 1975). . Este'aUlllentode calcio .. está 
relacionado tanto con factores externos como ea le. p:resencia 
de sustancias mit6gEmas como con factore~ internos, ccmo es 
el cambi.o en Iaconcentl'e.ci6n intracelular de nucleótidos cí 

'. -"', - '. . '" ~ 

eli~osf .adenosina 3·5 f monofosfato o: ácido adenílico (A14Pc) 
y guanoaina 3 f 5 te monofosfato o ácido guan:!lico. (GMl?c) • 

. 1.2.1 LosnUcle6tidos c:!clicos 

El papel uniVersal .del AMPo como segur.do mensajerointra­
~el.tllar ha sido. ta.mpliamen'te eatudiado en diferentes sistemas 
(en:therl.and:. 1972; Pastan. 1972; Nathansol1 y Gl'eengard,1977; 
Boul."!le .!1 al., 1974) Y produj ointeréssl;tbre su posible ae-":,,, 

tuaeiÓD como unaseñald(e ladivisi6neelnlar tAbell y Ilona­

han,· 1973'~ 

:Rasm.ussen (1970 )desa:r:;"~ll~ la idea de que el calcio pue­

.a.e actuercomonnsegul')d()' 'mensajero en forma paralela a la 
acción del AM'Pé. E!;¡ta propos.l.ci6n se ve apoyada por el hecho 
de que la activación de la i'oa:fodiesterasa, enzima esencial-
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en el metabolismo de los nucleótidoscíclicos, depende de la 

preset1cia de uncOlpplejo calcio-proteina (Kakiuchi tl al •• -

1975) .. 

En algunos tipos celulares el AMPc inhibe la divisi6n mit,2, 

tica, mientras que en otros, las concentraciones altas de di­

cho nucle6t'ido se asocian. cOn una rápida proliferación. Estas 

observacion:es indican qUe el AMPc no es el regulador esencial . . 

la divisi6n celular, pero .hay evidencias ñeque parti.c~pa 

en lamodulaci6n del nivel intracelular de calcio de dos man~· 

ras diferentes,dependiendodel tipo celular de que se trate 

(Berridge, 1975); 
al En algunos casos las sustancias que incrementan el nivel 

intracelular deAMPc, aumentan indirectamente 18..concentráC16n 
iutracelular de calcio f. hasta alcanzar el nivel necesario pal'a 

qU9lile disp.are el mecaniS/Il(l de la divisi6n celular •. Esto se 10 
.'. . ..'-

gra a . través de dOs posibles mecani$~01iH eatim:ularulola libera 
. ei6nd'E! ea3,cioa1maeenado' en. pozas j.ntracelulare:s o estimulan­

dQé1infl~jodeoalc;o d'esdeel exterior celular.; 

b)Enofirostipos célularest el AMPc tiene el efecto contra 
.' . . . . . -

ri.o plf-esreduce e:lnivel . intracelular de· calcio, ya, sea il"~i-

'triendo .su captaei6na través de la membrana' plasmática o desa­

cÓpl.ando~l. mecanismorespol"'.sableque.remueft ealci,o de los r!. 

servoriosdel citoplasma. 

En ámbos· caSos un nivel al t.o de calcio puede esti:mular a Ta 

gUa;nilato ciclasa e incre.me:ntarel nivel de GI:!Pc •. 

. El .AMPo y el G[lÍl'c son nucleótidos regulatorios que: presen­

tancambiosinverso.f:! de <;loneentración, en e\1"el1toseel~lares 
erl 1.os que se: regulan p.rocesos op~estos o bidirecci.onales. E!. 
tas observaeiores sugerido gue el Al'1fPc y el GMPc funcio-­

nan en 'Una interrelación rec:(proca, lo cual se ha denot:rinado 
la: "hip6tesis del yin-yang" {Lehninger, 1916}. 
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L2.2 Variaciones de los nucleótídos y el calcio durante el 
ciclo celular 

'El proceso de crecimiento, duplicac.i6n de componentes· ce­
. lulares y divisi6n seco~óce como ciclo celular. 

En el eiclo celular de las células eucariontes, se.1lan r~ 
conocido dos etapas: 

a) lnterfaseo período· de crecimierl.to 
b) titosis .oJ?e:dodó en el que se lleva a cabo la división 

celular. 

La interfase puede. dividirse a su vez en tres etapas de-­

acuerdo con. los fen6menos. m.oleculares ocurri.dos: 

Pase G1 0. presintética, en 18. que sereaJ::iza la síntesis .;:, 

de proteínas constitutivas de. l;os.o.rganelos y enz,!. 
masnecesanas para la síntesis del ácidodesoxi-

, . .' ' . I 

rribonucle:íco (ADN). 

Fase 3 {) d$ ÉI.!n:te~sis de ADN en la que se duplica toda la 
in;fol"IlClción genética. 

o postsintética. en la que 
lar del ADN y fol'!'Itaciónde 

tótioó. 

existereaco"lOdo 1OO1ec~ 
las :fibras del huso mi-

t}uando las. cé1:ulas se encuentran en· e1imcio d~ 1a fase -

,S1' . hl que algul;lQS autores de.;rli>1Jlinan como~O o ;fase de transi 
;ei6n, laseélulas pueden seguir 'l1n(t de. dos caminOs ; pUeden-:-­

:iniciarW!1. nuevo c1:0.10 Q:f;! div~si6n (víal de la 2), .o -
J:>i.énpuedell comenzar su proceso diferenciación (vfa 11- de 
la.fig. 2). 

La hipótesis de Berridge (l975) supone q,ue la "deeisión~ 

éritre. éstas dos alternati.was depel'1dede la :conc.entraci6n in-­
tracelular de calcio. Un nivel alto de c.alcio'inducirá en la 
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célula el inicio de un nuevo ciclodediv:l.si6n, mientras que 
un l'livel bajo la llevará. hacia la.dif'ere!'lcieéión. 

rlel'V'io 
mU$culo 

linfocitos . } 
he atocHo. . .. 
g,l~. saliVales 

fi brohla,eto_}. 

diferenciae16n· 
. ·1 

·sEIALD! 

]')lVI6ION 

Fi.g. 2. Participación del calcio dure::ntela f'ase de transi-· 
oión del ciclo éelular (tomado de Berridge, 1975). 
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Aunque el proceso de diferenciación ea por lo general irr~ 

versible •. ciertaB células especializadas conservan su capa,ci­
dad para dividirse y pueden. volver a el'ltrar.al ciclo celular 

l:'~spondiendo la una señal de divisi6n~ que puede ser la preseg, 
pie <le una sustancia mi t6gena externa o un incremento espontá 

neo dél ... nivel intracelular. de calcio (vía In de la fig. 2). 

EJemp1qs de éste cas.o son lo¡; linfoci'i;oa., las células hí­
.gadót las células de las glandulas s~Úivales y1osfibroblas­

t9tl. 

Se consideran sustancias m:i,:Il'6gena.$1;odasaqiiellas capaces 
incrementar .1a captaoi~ri' decal!h.Q· y en corisec~encia esti­

\m~~arlaproÜfhaci6nce lular(~~k~;r:-~ 
~~ea1Ciose ve.aco:npafu¡tdo generálmeit\,te 

.tt!h:'tesis de: GMPC. 

1974); ~ate incremento 
por un aumento en la 

f:lrí:ediante las técnioas de cUltivo,. se pueden obtenergran-­
ii~~ cartida'des de células' en la misma 'fase, parlo que éste 
nÚ~todQes útil para estudilil' 1GS calIlhiosbioquímicos produc'i­

a.Q~.duÍ'anteel ciclo celular. Así por ejémpló,Zéilig yGol~ 
;~rg (.1977} en cúl tivos de células de hepatoma de rata~ encon. 
t:raron que el maximodeAMPo; y mínimo' de' G]lJ:Pc OClurre en la fa . 

1. 3 Los microtúbulos y los microfi1am~mtos durante la mi t2, 
sis. 

Al inicio de la mitosis. dur81"lte la profase, la cromatina 
se condensa en cuerpos compactos e indepe.ndiel'1tes· llamados -­
cromosomas, loaual permi te su distribución aqui tativa en 113.8. 

células hijas durante . etapas posteriores de' la mi tosia. 

j 
.1 
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Cada cromosoma está formado por dos cuerpos idénticos Il.!!. 
madoscromátidas hennanas, las cuales se unen el centro-
mero. distribuci6n de las croi::1átidas se realiza gracias 

a la intervención de unaestruatura proteica formada pór mi­
crotubulOs y microfilamentos, qUé es ,el aparato mi t6tieo qlie 
constada 3 partes principalmsntel 

-Qent:doloa: son dqs ouerposóilindricosformaños por 9 .... ~ 
. grupos de micro,ttibulos que SéaUpÜó.andurante la pro fase 

y dirigenlafÓrinaci6¡;:¡' del .huso;Uit6tico.' 
, ". - - -, - ~ " " '- -' - ",< ' 

-Huso mit6tico fes un sistema dem$"c;rotúbulos.qUétatrav:i.~si'l' ' 

la regiónnuo1ear" ,', Dur~nte lB.mei~t.ase"" .ctomosom~ ,~e 
. unen a l¡;.s fibrasd~l· hUso. a.~v~~,delcin~~ocorOt.en 
regióncentroméric adecada' c~omoso~.Y' Se ,~t;i!lJ~mlenun c_ 
~ismp plano. ,'Durarlte laan~~~e,~'l.~scroIaá~id~~Jlerm~as' 

'Sef1eparan, caa.a'U.."launidaa~n~t:il:Íra' del.ñ~s:O:j;hac'ia.lo!3 
polos opuestos dé1.~pªí-ato ~t6'f¡:iJh. ' , ';, ," .'. '. '" " 

;"bte:res:sol1>,ú.n, M.staIna de.,lJli~fot:itk10s 'cort~~·~is.puestos ' 
I:9:al~l~en'teaparurde ead~qnQ\~~lbséen~~IQ~ ·YCpJl&!.· ;" 
ta;n ,'2:1. aparato ntit9ticoeo.n la ll1é:mb.T~a p1asinltica. " ' 

Du.ra:nte la. telofase el aparato 1I11i.6tioo se d"B~~s9.1!lb1a y 

o Qurre car1ocines:!.s,es a.oir, se 'regenera l~envoitur$; a! 
rededorlie cáda grupo de cromó$omaspara. fónnar'.los moleos '1-

hijos y le: cromatina se dispersa dentro de e.llos~ (Dyson, 1916)' • 

. Exist,en evidencias de qlle las Uff...idades de tubu.linaquese 
polimerizan para formar el huso mitótico ,provie;nendel desen­
samble. del endoesqueleto que marítienela forma celular, 10 ~ 

'que explicaría el becho',de que durante 1amitosis la.s células 
ad~uierenca;racterfstioámeTlte la forma esférica. 

Las proteínas contráctiles aotina y miosina se encuentran 
en forma de filamentos entre los cromosoma.s y entre los polos 

/ 
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del huso y se les atribuye un papel primortlial en< elmovimieE, 

'-tode los crOmosomas durant.e la ánafase(Fp.ji\'\faray Pollard:, 

197&} • 

. La separación de las células hijas o citocinesis ocurreóa 
< sisieDll'rllt.ensincrohiacon cariocinee;i~y se de:beá la-= 

. ,fol"msC16.i'} de'Urianillo . contráctH de ndcro;t'il8!lI:en'ilOs ori.e!1ta­

dOIS pe'rifed~amente alazana ae constricc!j.ón celular (Lazar!. 
.. des y Revel,. 1979 ). 

La presencia de cationes divalentes, &s¡pecialmente calcio, 
. regula .la polimerización de las unidadés ale tubUlina qUe 'co~ 
tituyen. a los mi.crOtUbtl10s (Sch1iwa, 19761 así como el raca:!.. 
bio demiofibrillas (Reville ~ al. t 1976),. 

La formación del huso mi t6tico se inhiijeen pre.sencia de -

colcemid~9,uéesun compuesto qUé disminJlje la cantidad d&";"; 

unidades d~ tuWline. polimerizable (Slude:J, 1976). 

h 3 La sangre : medio natural de loa linfooitos . 

La sangre es aLmadio d.e tx:ansporte de 'los nutrierrtes des--· 

de el interatinohaeta: cada .uno de los tejidos; también trans­
porta lo.s· producto,sorgá!)icos de desecho ~acia los riñones y 

distr:i-buye1os gases r~spiratorios; asimi~mo, es elmedioeri 
el <1:\1$ se .desarrolla Ja llamada li'(:Ispuestal imnune én los orga~ 
nisínos vertebrados. 

La sangre es un tejidollropiamente dicho, que COl'Jsta de 3 
clases de elame;'tos :figur~dos, suspendidos en ul'Jasustancia 

intér~elular cÓrmAn llamalla plasma. 
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Los el$mentosfiguradll$ .ne la sangre son: l)plaquetas,­

las: oualés\ son fragtnél:1tos celulares involucrados en 'lacoagu­

lfiCi6.n de las·angre;2) eritrocitos-e, los cualesconstitu.Yen 
cer.ca; de la, mitad. dei volumen .totaldelt!tsangi'e: y sDrilos-..,. 
encargadÓs:de tran~portarel oxígeno; 3) leucoCitOst quecsóri. 
lósresponsables de la l:"eSpuestáin~ne y comprendt;nval:"iOs-

. tipoSe (j'E!lulareS. 

Los leueoei tos se clasifican en dos. g:r'Upo.s, de acuerdo con 
la presencia' o ausenci.a de gránulos en el oí toplasma, revela­
dos ,por téonicas especfficas de til')ci6n: 

á)granuloci tos, que~rupan a eosi:n6filos, bas6filos y he"!" 

;teráfiloa 
b) agranuloci tos, que agrupan a mononitos, macr6fagos y lin 

fooitos. 

El plasma está formado en sU mayor parte po:ragua y,contie 
I '. ".-,-

ne 'ademá~ io:pes inorgánicos, mOléculasorganicaspequeñas y ,... 
pre>te'Íhas (tabla 1). . 

Los.1.infocito$ constituyen del 25%a1 30% de los leucocitos 
' .•. ílÍid'im ee,rca de lO:m1cras de diámetro; 'prese1'ltan poco; pito-- . 

plasltl!3. el cualfórma un shillo' estreche alrededor del :núcleo, 
sient¡lo éste r$do1'ld,e~.do ,álgo excéntrico y por lo gener~pre­
,septauna ,muesea prod,ucida por el. cer:>trosoma (Ug .. 3).. La-

. eromatinase ,.encuentra en fOI1Il8. de grumos gruesos y se tiñe 

intensrunenteco'fl" ~o1.orantes básicos (Forteza, 1964). 
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"!abla 1. Composición del plasma 
df:l Dyson 1976}. 

Üino~cidos 

Urea 
Ae1do úr100 
Oarbohidratos 

G1uco~a 

Acides orgánicos 
Lactato 

Lipi~os 

Sales ÍJIOrgánicas 
1.6n bi-ca:rbonato O 
ión ri:ioruro 0.100-0. 
ió~ sodio 0.130-0. 
iOn potasio 0.0045 ~l¡ 
16nCcaleio 0.0050 ti 
1ón m.agnesio 0.0020 'l¡f 

Proteínas 
albúmina 55.0 
alfa .globulina 14~0 
beta g10·bu1ina 13.4 
fibrin" 4.0 
~.gl bulina •. 5 

humano ( tomado 

mg/lOO ml 

35-65 
'20-30 

2-6 

210-320 

11-27 
8-17 

385-675 
900 

5700.;..8000 

Los .io1"e8 

corstituyen 

de sólidos. 
al 8 .• 0 % 
sólidos. 

peso 

orgánicas peauefias 

Ye1 10 % del total 

la sat!gre c.o'l!Drerden dél 5.7 
y cerca del 7'5 % del total de 
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3 •• icro~afia 
cttritoplasma; go: aparato 1iI: mués 
c,a del núoleo ; mi: mi too o:tldria; mn; membra= 
na nuclear;m.v: mi.croVellosidadesde la mem 
l:Iranaplasmátics.; r' retículo endoplásmic07 
taumen to, 20,000 dJ.á.me tros ) ~ .. 

Todos les. l1nfoci tO'S que oi~lan en la sangre se derivan 
de células precursO'ras de la médula ósea. Cercads. la mitad 
de esos l:i.r,l;fdcitOS., las oé1ul.a.a T, há.n pasado a través ~~­
timo .. en <flU récorrldo por los tejidos;lós demas sedenomi~ 

" ....." é ~ , , - , , 

célu+aá B. Las. células T y B no se weden dietinguir morlo-
l6gi~amente, sin embargo, solo las B :yeu llroge.nie produoen 
sl'l:f¡icuerpos cuando. están en presenCia de sustanc:tas· extra.!. 
a.l>organismooant:!genos~ lo que .se cOl'locedentro del fen~ 

. ne<inmuno16~co oomo reswes1;ahumoral ¡las células T pueden 
matar a 'otras :e~lU1as tales como. las cancerosas y las de' te-­
;lidos trasplantados, a través de. la producción de sustanc.i:as 
tales como J:~linfoo inas :1 a· és tose le conoce ceme respuS!.. 
tacél~lar(Burnet, 1976.) .. 
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Se considera que el paso inicial de la il'.J!lUne -

ese1c.ontact¡) de los antígepos con los receptores de la su­

perficie de los lil"foci tos B (Le~r y Dizon, 19(3) pero se 
ha encontrado que es necesaria la coopera.ci6n entre las cél1!, 

lás B y T para la producción de la de los anticue~­

pos (Burnet, 1976; Coutinh0!t!&., 1975). 

Los linfocitos I por serur: tipo celular qUe dentro de sus 

funciones. normales.incluye pro1ifereciéincloneldespues-

de-sal' es ti mul 13.do s por la, de . un anngeno~ represe~ 

tan un buen siste!1lapara estudiar in vitro los eventos bio-
, ~", ' , ~ ---- • <' , 

químicos aue se .relacionan con el in;i:eio de la divisi6n cal!!, 
lar y su regulaci6n (Hadden et al., 1972) .. 

,,' '~- ' . 

/];as·lec:t:inas gonmuco'p.rote:(nas da altó peso molecular"de 
, " -'" ',-

rivadas principalmente de vegatalest .qu:a poseen. la e apac: idafi 
de. unirse. cQn lG:s re.siduos azuoarad¡os da la mem}jran3; plasmá­
tica ('Sh..a:ron, 1977} ": Varias Iectinas como la ¿oneanaval:bta 

A tcon Al, Y' la :fi:troliemaglut1nina (PRA) ·.·~.probl:¡.dosernd:~ 

gé~iéaa "para. loe linfocitOStP:rinc~~me1'itepa~~~~lI:os ·dt. 
rivadds délti!Ml (Kelly .. !!~., li971t ~ee.dman !!. & .• 1.915) .. 
LOs ltniooi'tosBa. otrOs 'm:it6:ien~aeomo }1qr. e.femp1o 

10$ ii:PoPQlisae.~idos :'jJaet:erianos ~LPS}' tht.son t 1;1"1'5) .. 

La.p~s:e extrae frijol Phaaeoluáv.uitgarls¡¡,sB e.1--
age~te !ÍI';tlilgénico mas có~nteu'tHiz.~o en 10$. estudios ..,. 

!n.vitro.¡!ie la prolifer~oi.6~.de los linfocitos, . por su alta 

efectividad: ysu rápidaréspuesta con respe<!to ao1¡.ros ant:t­
getlo.s· especific,cS (Whitney Y Sutherland, 1912b). 

'Despues de tr-anscurrida una hora en que las o~lulas 

encontao.to con una. concentración baja de PHA, la 

c~ón ea i rreversible ~ aunque 

I 



dos lavados, 'llierctras que la Con A se enlaza: mas debil~ente; 
se requieren cantidades menQré.s de PHA que de Cen A para obt2,. 
nerul1a estimuÚwlón máxima (Lindahl-KiessliTlg" 1972). . 

Alford·(1970) encontró que la. presencia en el medio de ca­

tioneS d:ívalerites, especialmente oa10i0, es esencial para que 
se lleve a cabo la,transformación de los linfoci.tos inducida 

porPHA"p~r9 Alfordno pudo d.istinguir éntred,Qs poaibleséas 
¡plieaciones,aunqué és"t.as no son mU;1;uamerte exclusivas: . 

lfque. los cationes divaJ:entes son esenciales para que se 

.. réalicé el metabolismo normal de todas las.c~lul~s, .inc1uyen 
doa .loalin:fóci toa, de tal manera que la~síntesis dem~; 
i:miibc1e·ra·en :e:usencia dedi.ehos . cati~mes- 0, 

. 21 que .. catiQnesd:i:val~ntes· juegan un papel especial en 
~ti~ooión • dei~s- ,Unfoei~OB po;t' PHA.' .. 

Novógrodsky (1974}.eneóntró qUEr eltrs:tB.11l±entádéi,crsii;u 

:f7i~&s·eori neur~bldas:a~ .• en~Úla 'qtte •. :l1~r~ .. el.4cido}s~áli .. 
•. :o~.\dEtl~ .!mp~rn¿t~ee11.tlai.':' y ~utiO:i~d. P()#S'4~tit1O:s:~ 
s:bioé .álns· cul tfior()s,.estimu:f.llll~spues~a ~!HA:i eQnA .. ' :.:: 
.}jarsith y~ron. flt~7a) ~r!co~t:>~ronque . ia presene±~:~PQ:1±ea 
. Uone;s ··.~e· . no .sohlm. t6g~noS:IwT . sí tniS.fflOS.. tam:bié~· es.iimul~ , 
lares:pÚie'sta'nken'~ra$ .étueJ;.aádioi6nde pfi¡lianiona~:·ia"in.Pri- . 

.. beri~ ... E;:ttGs' es:tudio~ demuestr~n. (flle Iao;arga 'superfiéial . ,de 

l:O$linf!Q.(lj;iio$ 'lito las il'!terfIe¡riones~ntre los.eom.ponerties :­

~a1/.$óni~l:iS: ~{6nicos del·n¡eli:io" S(lnimpo.rtahte~· páraque -
se d~se,rrolle mi titérheo de las lec til'Has. 

, . 

·10$,estlltUOs en la einé1lica de captación de calcio en li:!! 
focitosindiea;n que se tret.a un prQCBSo saturab1e, nedia-
do poruns. m.olécula. acarreadora o81gún otr,1 c ons ti tuyer.'te -

la menrbl"ana~ el cual enlaza calcio J evidel1cia.rdo 2lue es -
un fenómeno tipo de difusión facilitada (Whi tne~' y Suther 

. -. 
:kand, 1973 b). La PHA egtimula si¡;nificativalJiente la capta-
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ción'de calcio en dentro del minuto de 

de sa"turaei611. 

En todas los sistemas eil 'se requiere :la interacc:L6n -

,de un con un receptor superf':icial, ae, provoc:a un c~ 

bioca:n:formaciortal de proi;eína receptora, el cual inicia 

una de suceso.sen la membrana de los que resulta. la. -­

,trasloc;ación de cambios en el potencial de membrana" 

aeUv~ión de la /¡ldenilato cin.lasa. y otros eVentos q'Q:epost~ 

rior'l1e~te se traducir&n en una respuesta metabólica {De Ro,':'­
berlis, , De . ésta manera la PHA intera<:ltáaconlos re.,... 

c~litores de la super:f'icie de los linf'oei 'tos !I' JEelll",tl !:!_? 
3l'ag¡;te,t, ,1971) ,y se inicia la s:tZ!tesis de ADl!f, (Bernheim 

et~. ~ 1971t), d$' ABN~stable {MaZU!! 
4ery Manda1t ),. seincrementf1. la. captaci6n .~ aminoáei­

dos (WhitnéY Y,3u.therland, a} • varían los ,niveles de n!!, 

clei$'ti!4oscfclieos {Smith et al. t 1971 ay .19710.; .H:~ulden 

' .. ~.~2~72; .De BUbertis ~.~1974; (Joffel" ~~1., , ), -
aum~n~t:i1a .captacién de calcio (filwoed .. !.#. al •. , 1971..; Whitney 
y 5Jth~r:l$:!d~ , a y 1972 b) ete. y:,:rin~mentesel:'ealisa, 
ladiv,:~si6:n . quedando las c~lv.las 11i encandici:O-
nes ; ae::volv-er a sere.stimula.das. ,<: ' 
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AN'TECEDEN".rES y OBJE'TIVO 

LaiflIPQrtancia de la pre.sencia de calcio en los cultivos 

de Hnf'oci tos se ha "'isto a través de la utilización .de di­

ferent·es metodologías, con introducci6n de diferentes susta.::! 
cias: 

a)lncorporación de calcio radiactivo: le. l'HA origina en 
los linf·ocitos tmráJ)idoincremento en la acumuláCi6n intra­
celular ··d..e C'81.Ciq, hecho. que nO sucede· en otros tipos cielul!!, 

res ~:ao en troo1 tos tAllwoodet &~ ,1971). La curve. "" 
. de incurporac;iQnd.e 450a en presencia de PHA es similar a 'la 
de incorporacioo de i;imidina trUfada (Whitney ySUtherland, 

1972a)~ 

b ¡Agentes q~elantes: eI calcio y en genéral los cationes 

divf'\lentés pueden removerse delmei!io utilizando ag!e~tes eo­

m.o eitratQde sodio. EDTA,EGl'A. La$ cons1¡a,ntee de afini­

dad.ca.;tcio-q'Ue1anteestán bien deie.inadas lJ~Cierta.s.eO!!. 
dic~ón-eg constantes pero no peraltaS cuqu,nstahCiaeen que­

se: des'ariE>l:len lcs eultivcs~: es decir, 31°0:( pH variable a 
'través de los dias de 1neubaci6n. 

r el li4edio libre de calcio yma~esio; Uf'ord (1970) repGl'tó 

qUe! el ef'eeto dé' estos.d.,?s cationes es ~itivo,es de~ir,.en 
un'medio de.1l1etado de eationespor .EG'T'A.la adición: de cálcio 
restaura la réspae.E\i;Et en u.n75%mientras que el magnesio lo 
hace <aproXimadameI1i;~ en un 25~~c 

(i} lonliforos: s.on sustancias capaces de. intervenir en el -
transporte· de iones a través' de las membren2s celulares; 'Main.o 

!!. EJ.. (1974-) utilizaron el i01"'óforo A 23187 eme es 9specd:fi-· 

. ~. 

.1 
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COJlara di valentes, y' forma un com"p,lejo 

Dicho ;lO'!'l;óf'orQ inic ia en los linfod tos una serle 
" , , .. ~ 

" 

similares a los causados pOr la pero 

110 menor elel retículo y anormalidades 
mitocondrias y que se tradu<;!en el' un marcado efecto tóxico, ,es 
,decip, dismir.ución en la viabilidad celular. 

e) Suero: el suero humano tiene aproximadámente 2.7 mM de -

caléió y el de te,rr:era contiene 3.0 mt4:; en 

$ueronormal cel"ca del del total de calcio está iOl"izado 
(Whitney y Sutherland, 1972 b) mientras que el' resto se ha--

,erlazadoaprotceínas del suero, principi,lmente a la al~ 

mina. BreÍlnan ~ & .. (1975) el:.contrarOll que la tasa de ere""; 
éimientode los linfocitos se reduce cuando seoaltivan en ... 

un ,medio cón suerod;ial.izado (} eón suero tratado co:n,una 1'9-

sinaquelante d,e caldo y m agnesi'O. 

Cada uno de e13,1;06 métodos' ofrece diferenteaventajasy 8.2, . 

la la integración de todos ellos puede dar una idea global .. 

delefee to \ 'éI,el calcio en los cultivos de linfoci tO'a. És im­
POrtante nacer trotar que en 1:a mayor:Iad~ lós tral>ajosmetlc!o, 
nados únicament.e se cuantifica la fase S del ciclo celular~ 

. ."' 
, . , '. , 

En el presente trebajo el objetivofttéencontrar Ul"l medio 
que fuex"ia lomas sencillo posible y permitie&ean~izarel -
crecimientÓ de la pObláeión de linfodtos {fases S y l'l} a80-

cia.do adifer~Tltes supl!;1l'l'!er'1;os de calcio, bajo la hip6'tesis 

',de :,que la i~est.igaci6i'1d~·qeterrflinados .elementosha deha--
- '" ,< ',: " ,:_, '.r' .' : '. 

cers.e a base dé . cu1 tivésefl medica de compoíO'!icióncóntl'Qlada 

de que se SUPriman a volunt.adunos u otreselemer.toS (Ii''ta!: 

galef, 1977). 
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utilizada para el cultivo de línfoci­
Que es.un complejo mole~u18r cuya 

y medios nutrJ. 'tivas comercia;... 
sustancia €TI solución como: 

, -
efectos de 

en el oultivo, además de que se -

interacciones 91'1tre los elelllen-

En éste tra.bajo se a:n.aliza el desarrollo de la población -

de linfocitos en un medio de nutrie1"te[3 y suero, 9n­
un medio qUi¡! contiene20~ de suero fetal de t.ernerainactiva­

do Y~en solución isot61:lica con una concentraci6n de -calcio s~ 
mej.ante a la que contiel1e el suero. 

Aderilás se compara el efecto de diferentes co.ncéntraciones 

de calcio en medio carente de nutrientes ysu:ero, en.medio na 
.) --

tritivo, carente: de suero y en un medio a base de suero fetal 

de terrie'ra .ina.c:t;ivsdo. 
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MATERIALES Y METO DOS 

Se -hicieron diez cultives de lin:foci t.os humanos de sangre 

periférioa, sigui~rldo la microtécnica de Arakw y Spart:es 

. (1963) con variaámodificaciones. 

3.1 Siembra e incubación 

Se utiliz8l1.. frasees Úlpula de 100 Inl, estériles" Que contie 

nen5ml de .medie .TC-199 (Difao 54(77) al 20% de. su~ro fetal~ 
de ternera (GiOOe 614) .previamenteinactivade a 600. 0 durBl'lte 

30 minutos en bañe María. Se añaden 0 .. 02. mI de. una solúci6n 

,d.eglutamina 0.5% (Difco 5789),0.25 mI de. :fitohemaglutinina 
(Di1'co 05.28) ,100 U.I. de Te Penicir:bla y 100 )lgde es~repto-; 

mioina (J)ifco 585J4) y]ÓOU.l.d.e heparina (Abbott d~ 1000 U. 

l.). tri. cada frasee se siembran 0.30 mIde Sangre completa, 
e:xtriiída· a adultos varones. sanos conunajeril"...ga previ.amente 

hceparinizaali, mOmentos antes de la siembra. Los cultivos se 
:.. .' .1). 
ineubana 31c durante 12 .horas. 

3.1.2 V'ariaciones experiment'ales ;introducidas 8: la té.cnica b! 
·siea (tabla 2) . 

A} paraanaliza;r el 

t~a en el tiempo, se 

4.días, .es decir. al 

desaq,ol:to de la pOblación de lil'lfoc!, . 

. incubac{6n" Esto se hizo en 

cQsechas cada :?4 he.ras durante 

11'ls 24, 48; 72 Y 96 horas de -
medios diferentes: 

a) Sblu~i6:n' isotónica salina de r-'aCl O~9%(Abbott) 
sue.ro fe tal de ternera inac-. b} misma >solución con 20% de 

tivado por 

e.) misma soluc'i6n con 1. 4 mM de CaCl 2 



.... 21 -

B}Para compara.r el efectó de la presencia de. calcio se 

probaI;'on. difere:ntes caTltidades de una soluci6n madre esté­

ril de cloruro de calcio (CaC1 2 ) (Baker Analyzeq 1306) 

mM·para obtener distintas concentraciones finales en los -- , , , 

.:frascos de cultivo yse cos.ecihó a las 72 horas de incuba~ 

ción. Esto se. hizo en tres llledios diferentes: 
a} solUción .isotónica salina estéril dÉ! 1';aÓ¡O •. 9% 
b) .medio TC ... 199 

. c} solución isotónica de NaClc.on 5% de suero. fetal de 

ternera inactiva.do.Se utilizó ésta. concentraci6n ya 
que resultó ser la óptima para los fine·sd~l tra.bajo, 
después de una . prueba en que se ;utilizaron di.:fere:ptes 

concentraciones, de suero. 

Se prob61m:r~go de concentraoiones de CaC12desde 0.5 
hasta 10.0 mM'ya'que contiene cantidades cercanas a;t niv:el 

normal de calcio en la sangre, que es d:e 5m1.!: (tabla 1 } y. se 

comparó sieJltpt'e, eotllm C01'1t.I'ol carente de caldio .. 

. . ,. 

Tanto en A. com<> en B, los demás. elementos del.culi;ivo: 
. mi.t6ge.:no.· (PHAJ,anticoagu.lante (he;parina},gl:u;;8.;'Il.inaque -

es. un:f'a.éctorimpo,rtante· en el m:e·t . .aboli.sm.o nit~gelladó de';" 

las eálul'a!3 y antibióticos, se mantuvie'I':Qn.constantespor 

's&?indiS:pensa1:¡les para el desarrollo de l.osc~l tiTOs. :As! 
.nii.smo·se lÍlantuvieronconstantes el V'Qlúmen de los'eulUvos 

(5 m1 )ylatemperatur;:> (37°0). 

j 

1 
1 
1 
j 
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,TabÍa 2. Variaciones experimentales utilizadas en éste 
trahajo 

Cj:,TLTIV( VARIABLJ:: Na01 19 3FTI CIltCl2 TIEMPO 
0.9% 

371 ; Soltu:::f6n salina ,... -
, 372 Sueí'O + -

,. 
lSO !B8.j cone. calcio + -
;390 Diferentes conc. + -

calcio 
p9l 'Diferentes 'conc. + -

ealcio ,. 

395 Íliferentes catre. + -
calcio 

;, 402 " Di fe l;'en tes cone. - + 
cálcio en medio 
nub':!,:tivo 

.' 1 405 Diferentes conc. + -
lde : 

: . : 

suero 

406 " 
y , 

Conc~ .baja de suero + -
ce or;c ~ altas calcio 

407 Conc • baja de su!!,ro + -
cQnc. bajas, calcio. 

[. ", ; 

SFTISl,tero Íetaldeter;nera~inac1;i vad,o 

TC-J,.99 'Medio nutritivo 

(%) 
, 

.(mM) (h0I'al\! , 

- - 24,48, 
72".96 

2Q - !3' 48, 
72:9ú 

- 1.4 24,48 
,12:96 

- 0, 2.5 
" 

72 
5~ 10. 

- (;) , 2.5, 72 
5. 10. 

- O; 1';: 72 
5, 
lO. 

- Oi 2",5" 1~ 
5, 7~5, 

.. 10 
O, 1, - , 

72 
5, 10, 

15. 20 • 
5 O, 2.5, 72 

5:", 1.5, 
lO 

5 O, 0.5, 72-
1, ~ .. 5~ . 2. 

tiempo se ál numero' de horas en incubación 

, 
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3.2 Criterios de cuantificación 

La proliferación (lelular en ¡os cultivos se evaluó rnedi~ 

dos criterios, por lo.oue fué necesario dosllletod2. 
log1ás : análisis citogenético e incClrpóraci6nqeti:nidina t!'i 
tiada (timi dina 3H). 

3.2.1 Ánálisiscitogenético 

COnsiste en la observación directa del número de figuras .. ' 

mit6ticas en "pl'eparacionesfijas de los cultivos. A los. fr~ 

\lOS de.sili:pados para an.álisis citogenético~ sel~s agreg6 0 .. 05 
ml~e una· soluci6niie Colcemid (Ciba) de 2 )to/'!IÜ' ,3. llorasa.tl­
tes .de C'omenzal'.la co~echa. La cosechase realizó.Sé'gUn ia -r 

técnica propuesta por .Moorhead ét al. (1960): 
""~o - '. " " __ ' 

Al:t~l'm:inQ de la incuQación~el contenido de cada frasco 

dec.ul1¡ivQ se. homo€eneiz6 y se eent;rifu.g6 a l~O gduFañtel­
minuiros;sédesechó el sobre.nadarlt~y el paquete celular Sé te 
S\il.sIténd:i.6 .suavemel'lt~ en aguadestiladaestér:i.:1has·tacomp:1e;....:. 

.L .•• ' ,: : .. ,.. o .. ' .'. ······.i· 

t,ar 5 mI. ;¡:,ós tubCJs fue~onincu.Qados a 37 e durante 15 m:inu~ 
, tos,t.érmino de los cuáles secenmí"ugaron a 150.gduran .... 
. . te7. minutos 'Y l'lUeVBcmen t.e se desecM el so brenaq:ante; ... eip:a~­

quete ce1ttl,ar de e ada tubo ~e resuspecndió stiá;e~et>teel'l 5ml 

Ile fijad(¡r. ~~abóra.i:ib OOnmet~l-ácido ae€tic.o (3:1) Y se in. 
ciÚbaro:n atemPerartura a.mbiente dural'lte 15 minutos ~ Secen,:,; ... 

tr;i;í"ugarona150 g, durlmte 1 'mÍl'lutos, se d~secMel ~obrena­
d~te y. se. resuspendi6<:~1t5mlde í"ij~dor" ~e. repitió ella 
vado. has te .. qtte elpaqu~iÚt)~elul.ar estuvo 1; ore de ,héll1og1obi .... 
ney los tu.bos~edéjá~!p'24 horas en el congelador. . . 

Para, la obte:pcióndefiguras mitóti cas , se hici.eron· 263 

. preparaciol'les con el. contenido de cadau:node los tubos que 

. estuvieron 24 horas .en el oongeládor,siguiendó la téeni'ca -
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desecado al aire (Moorhead .!rt ~. t 1960). Posteriortllente­

. se tiñeron c01" una solución de. Giemsa-Lei8..'mlan-agua O:11:36} 

·durant::e20 minutos a temperatu;r-a ambiente; se enjuagaxon con 

agua de.stilada y alcohol. al 5Q%y se dejal;'o.l'L8eCar a tempe~ 

tura ambiente. Se realizaron untota'l de 98 preparaciones, 

pos tf!! riortllente fueron revisa.das 9.1 microscopio y se re--

gi,stró. el número total de profases, me.taf~est .anafases y t~ 
lo:f'ases encontradas en cada una. 

3.2.2 Incorporsci6J:1 de timidina. tritiada 

La 

mina 

lular,. 

de las 

timidina tri tiada es un precursor radiactivo de la ti­

se incorpora en el ADN durante lafál;!e S del ciclo c~ 

de tal manera que marca radiaetiV'amente los núcle,os 

que dup::J-ican su ADN durante el cultivo-• 

. A los :t;.rascos destinados a cuantificaci6n de la incorpot'!. 

. cip:ndetimidina tri tiada, se a,greg61.;4Cide timidina.tri-­

tiada fMeti;L-timidina, Í':ew Erlgland NuclearNEN po 21x,. activ!, . 
dauespec:tfiica 20 Oi/mM), horas antes iniciarla. cose:-

chao 

.La. cose.cha se l"eali.zó si&u,iendo lametodolog:lá memciomlda 
. . 

anteriormente~ suprimiendo el choque hipotónico. Una vez que 

los :Paque:t.es celulares estuvieron librea de hemoglobina~ !Se 

desecb6.el sobrenadaxlte y seagrege.ron5ml de ácido triclo­

roaeético (TC~) (Merck) fríO'. al 7%. Seqe~aron. ineubara 4°·' 

e durante una hQra. Terninap,a. ,ésta i~ubaci6nseeentrifug.! 
ron '8.~OOg durante. 10. mim1t6:&fse deseclió.el. sobrenadante y 

se les. agregó 5 mIde TCA:fríci. eadapaquete celular se re­
suspendi6 yse hizo ;paaara través d~ .unf;Utro de celulosa 
.ll1.;illipore de poro Q. 65)c ro dediámetrp; cada tubo seenjuag6 

. Con ot.ros 5ml. TeA frío, los .cuáles tg,mbién se filtraron. 
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Cada filtro se co19c6 en un vial de cortedor t agre-

gándole 0.4 mI de dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sig:na) al 

2% y incub6 a 60°C durante 30 minutos; después de ésta in 

cubación' viales se dejaron enfriar y se les agregaron 10 

mI de líquido de centelleo tipo Bray. 

Los viales se analizaron. en un Contador de Centelleo Líqui 
do Hewlett. Packard auto;nátioo, conec.tado a W".a terminal de -­

computadora, el cuál proporcion6 impreso e! registro de part! 

culas beta emi t:Ldas por la timidina tritiada contenida en los 

núcleos de las células, como cuantas por minuto (cpm). 

3..3 Análisis matemático 

Para asegurar el efecto de c.ualquier agente sobre un sis­

'tema, dicho efecto debe ser reproducible, por 10 oue se 

tea la necesidad de hace.r varías repeticiones y obtener así 
cónclusiones estadísticamente .válidas(Taylor y 1!:V"ans,. 19c73). 

Oon éste prop6sito se realizó cada cultivo iCor triplicado 

bajo las mismas condiciones yee obtuvo así, U!:'. valor promedio 

y u:rta .medida de la variabilidad intrínseca del sistema en c!, 

da tratBmiento. 

3.3~1 Oá1.culo de lasdes:l,ntegraciones por minuto 

Los datos proporcionadOS por el contador de centelleo pa-

ra cada uno de los de cultivo son: las cuert~spor -
minuto (cp;n) y una de la eficiencia del aparato~ El 

porc:entajed~ la a real del aparatO' se calcula p.e--

ri6dicamente ya que varía c.on el. tiempo. 

1 , 
. ~ 

¡ 
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A partir de las cuentas por minuto ( 
de e:ficienci8;" se calcu19 el mh!lero de por 

'ninuto (ñ:pm) para cada muestra, la fórmula: 

cpm X 100 
dpm "" 

~~, eficiencia 

3.3.2 Cálculo de la signi:ficanciaestadístioa de los resul­
tados 

Se obtuvo el valor promedio de las repeticiones para cada 

tratamiento, se calculó la desviación estándar,el error es­

tándar y el porcentaje del promedio. 

El promedio (i) es el punto respecto del oual la distribu­

e i ón es siTluhri o a. 

x = 
n 

La desviación estándar {s} es una medida de la v8'xiabilidad 

o dis::Persil'Sn \le los valores re&pecto del 'promedio. 

I,2:,<x-X}2 ," , 
,se = 'n-l cue:nd~ n <30 

El error estándar (sx) es desviaci6:nest,ándar de la di~ 
tribUc1ón de los valores promedios de n datos. 

s 

El porcentaje del promedid'(%i) se ce,loulal 
(si.} (100) 

CUando éste valor. 
estadísticallente no 

= 

donde: x: == dpm 

x 
del 40%, seccinsidara, un resultado 

(Ongay, 1978}. 
n= número de repeticiones 
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En 12.8 gráficas e se utilizerol" los valores -

porcentuales al control (% ControL). 
(i) (100) + (si) (100) 

% Control· = 
x control x control 

El ajuste de las curvas se hizo por el método de r!línimos 
cuadrados. 

3.3.3 Prue"Qa de lit" 

Fu~·ideada por William S. Gosset, quien utilizaba el seu­

dónimo de n Stlldetít1f
, en 1908. Se utiliza para: probe.r si dos 

medias muestrs.les diferentes o no, (;parker, 1.916). 

= 
13

2 
2: 

ñT 

Grados de libert~rl = 
nI + n 2 - 2 

Se aplicó esta p~eba para· comparar el compol'tamien:t;o de 

dosd:i;ferentea eultivoliJY para sabe:r si hab:íadi:ferencias ... 

s ignif'ieaMvaso no entre el control y los tratamientos ... -
da:tQsasí 10 ameritar<>ll. 

Microscopía electrónica· 

6e aplicó la téenic.sde microscopía. electránicapara tener 

ér:iteriomorf'ológico ycuali tati.vo del comportamiento de -

linfp.citos en cllltiVO, de acuerdo a la siguiente metodol2, 

Ss~sembraron 8 frascos de cul tivo de lir:foci tos· siguiendo 

. latéhrdcaalcabo de de ir:ctlbaci6n el -

co.ntenido de los frascos se y se. centrjfug6a800 
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rpm durante '7 minu1;os. Se desech6 el sobrenadante de los tu­

.bos y se proeeg.:i6a aislar los linfoci tos por la, técnica de -

Ficoll-paqu.e. CUando los paque1;es celulares estuvieron lim­

p.ios" s'e re suspendieron en 4 tubos de mícrofuga que o.o,nteníall 

glutaraldehído a13'% en buffér de fosfatos 0.1 rdpH '7.3, y se 
dej.arona 4?Cdurante2 .. 5 horas. Secentrifug~Oh a10 000 
rpmdurante 30 segundos, e desechó el glutara1.dehído y se les 

.E!g6~acarosa o. 25 M dejándolos toda la noche en refrigera­

oión. Se desech6 la sacárosa y se dejaron durante 2 horas con 
Os04rodeadosde hielo. Se quit6 eltetr6xido de osmio y se -
agreg6 sacaros~ 0.25 M dejál'dolo c.urallte Un minuto. Se desech6 

la. sacarosa. y se agregó alcohol al 30% el cuál se dej6 durante 

10 minutos enbáño de nielo, dicho alcol:lol .se eliminó y se re­

pitió el. pase. anterior con alcohol al 50. %, '7ú %, 95 % y fina! 

• me'f:rte eon aléúhol abspluto durante 15 minutos. Se p'as'aren los 
botones a viales con ale 01101 aba olu to y se dejaro.n .15 mimttos 

atempe:ratura ambierte en unaro'tadora. Se eliminé el alc<lllol 
y .se' les agregó 6xido de prO'p ile no dejando losvi8J.es 15 minu,­

tos en la roWdora a temperatura ambiepte; ésto se repitió llna 

vez más.. Sed~cantó el óxido. de propileno y ea. les agre.gó--
1 

epón-óxido {l;:U dej~ndoles toda la nQ.<lh,eel'l un,?.desecado:ra a 

tertl'peratura s.m:biente. Les botene.s se pasaron a cápsUlas de­

polimerización. y pes teriormente se cortaron .. 
Los cortes fueron observados ¡an. un micros.eopioéelEmtrónieo 

JEoL 100 Boperado a 60 KV Y con apertura de 100' en eloon­

densador. 
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RESULTADOS 

4.1 Desarrollo d~ población endifere!"tes medioa 

En elgultivo371 que cóntenía solución isotónica salina ~ 

(tabla se observ6 un decremerto en la .timidina tritiada in 
corpora;da conforme pas6 el tiempo, éo-mo lo muestra la pendie!l. 

te negativa de lacu1'Va en fi.gura 4; ésto se debió p.roba­

blamante ala muerte celular. 

Como se observa en lamismá figura, la adici6n de una con­

centración baj.a de calcio (1.4 mr.1 de Oa(12 ) probadE:. en el en! 

tivo ,evitó el de crelllent o de. la población y. el a.juste d~ 

la éurva eorrés.;pondiente a éste ou1 tivo mUestra uná pendiente 

.positiva. 

Con el fin de poder comparar ést:>s cultiv.os,.se escogi6 el 

.tercer d!a (12 horas dei!1cubaci6n) como el control para cada 

0.u1 tivo~ Exi.s:tendiferencias s:itF..ifieativasentrelos extre­
mos de las curvas, como se muestra en la tabla 4. 

Co,1l0 se9bserva en la tabla 3 ~ adici.ón de 1.4 mM de .. --

OaCl2 pX'ol;taGa. el'1. e17ultivo 380 nOe logró alcanzar lá respuesta 
queseprt>du,ce en presencia de suero retal de ternera (cultivo 

372}envaiores absolutos de dp.ín, aunque la concentración de -

calcio disociado es similar: .. 

qu.e conten:fa:ó solución. isot6nica 

s$lina y lalllisma solllci6n con 1.4 mM de CaC1 2 respectivnef'te t 

no se encontraron figur~ mi t6ticas e.n las preparaciones; sin 

eJ!l.bargp cuando sé utilizó la misma solución con 2O~de suero -
de ternera {cul tivo 372) hubo Ul'ia al tmproducciól'" d~ fi­
'ili tóticas hacia los últimos días de incubación (tabla 5). 

¡ 
j 
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Tabla 3. Resnl tadas de lail:'1corpore.cicón de 3H 
en los eul tivos 371, 372 y 380 realizados en 
sencHt de solución isotónica salina, misma 
con 20 de suero :fetal de .ternera y misma 
con l. mM de CaCl"resp~ctiva:nente.las 
cha.!:') serealizaron¿cada24 horas. 

h{JITIVO I1JCLT"$AOION 
"(horas) 

x (dpm) s 

371 24 500.87 95.87 
48 430.07 l38.07 

e 72 419.42 ll5.55 
9:6 ,388.18 44 .. 65 

372 24 464.79 5l.12 
48 3528.9T 400.28 

e 12 T3260.T1 412.49 
96 14085.59. 1393.46 

300 24 399.56 15.52 
48 455.98 210.13 

o '12 495.,4 124 .. 69 
96 556.51 151.70 

i '. 

, 

x promedio n= 3 
s desviS:ci6nestándar 

~' ~"'. " 

X porc~rttaje dei promedio 
% "Oonirol porcentaje del control 

e control: 

ex x ,tCont.ro:l 

55.35 11.-05 :l19.4±13.2 . . 
79.71 18.53 102.5~l9.0 
66.71 15.90 lOO.~.l5.9 

25.78 6 .. 64 92.52:6.1 

29.51 .6.35 3.510.22 
.231.1:0 7 .. 09 24. 6"t1. 7 
238.15 T .. 79 10Q.ot.1.8 -
804.51 5.71 106.:#.6.T 

8.96 2 •. ~4 + 80.6-1.8 
121~32 26.61 92.o±24.5 
71. 14.,3 lOO.o!l.4.; 
87.58 15~64 '112. :;±rr.7 



Figura 4. Efeoto . de una.c.onéent:t"a.ci6n b~;fa .decalcip (1.4mM 
da Ca:C1 2 } enmed~o ca.rente de nutrientes y suero, 
en f'unc:rón del t1e~J:lo. . 
.., Sol. isotónica. salina.teuJ.tivo,371) 
lIUIIIi l()O.O rf.¡ "" 419~4? dpm •. y == -:-0.35 x. + 120.9 

O 
Sol.isQtónica salina + .1.4 mM CaCl? (culo 38Q) 
100.0 %:. 495.54 dpm. y = 0.429 :xc -+ 70.49 
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T.abla 4. Valores de::p o.btenidos al 2plicar la prueba 
de t para comparar losresul tadoso,e la iE. 
corpora.ci6t:de timidina tri tiada éntre los 
cultivos 371 (realizado co!' solución laot6 
niéa salina) JI 380 (realizado en presencia 
de 1.4 mE,I de CaC12 ). Grados de Ü'Qertad= 
22. 

TI:EMPO DE INCUBAClm; 
(horas) 

24 
48 
72 
96 

VALOR DE t 
(0;.002 * 
;>0.1 

~O.l 

<0.01 '*' 
"* Dato estadíatica'llente significativo. a f<...0.05 

Tabla 5. Figuras. mi t6ticaa encontradas en el cultivo 
372~ realizado en presenciá de soluci6n iso 
tónica sa lina a120%de suero fetál de ter 
nera inactivado,cosechado a diferentes. --= 
tiell!pos de ~ncubación. 

lNCUBACIOr: r'RClfASES METAFASES ANAFASES TELOFASES TOT 
(harás) 

372 24 O " O O O .v 

48 7 .6 2 2 17 
72. U 106 19 17 203 

96 47 136 18 15 216 
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Cuando el suero está presente (cultivo 372) existe una "" 

estrecha relación e:r.tre >el número de y la incorpora-

ción de ti'llidina tri tiada, COf'lO se muestra arIa figura 

es.~ecirt a 24 horas de cnl tivoSé observa la in-
COrporaci6n de timidina tri tiada y no figuras mi t61;ioas 

en las preparaciol"es; entre las 48 y72 horas .de incubaci6n 

se disparan 8..'llbos macatlismos, ·10 que se· C0110ce.como fase ex 

pOfléncia,l del culti'To. A horas, el cultivo ya 

en la fase estacionaria y cesa el incremerto. 

Como se muestra. en la tabla 5~ el mayor número defiguraa 

mi tótic.as corresponde ~:I!l de meta:fases. corno ara de esperarse. 

despues del tratamiento con colcemid •. 

De acuerdo con éstos resultados, los siguieni;>es eu:1 tivQS .­

se cosecharon alas 72 horas de incubl!ción,pueseet el tiempo 

en que as .obtiene un buen rendimientd del cultivo y hay sufi­

., cientes :f~ras mi.tóticas anaU,zablas • 

. 4.2 Ef'ec·to de diferentes conoentraciones de calcio' 

Se prO'barondii'erentes concentracionEl!3 de CaCl2 (2~5!5:.0, 
7.5y· rru'íI}en cultivl)g que conte:rr!an stilució:n1 iSQtónica . 

'salitlS.Comu se .observa en la. tabla 6, éste se, 

.tió tres vece,s:(cultivQs 39ú, y 395) Y se encontró Un in­

cremento en la incoTporaci6n de timidina triti~a amedida-~ 
. que seaumefltóia dosis: de, CaO'1 2, .como lo mu,estra.lapendien­
tepósi tiva de la curva'(iorrespOl1diente. al cultivo 395 . en. la 

. . . 

figúra 6. Al la prueba de tpara c"mparar el control 
oarentede calció con cada uno de los trata'11ientos, se encuBE. 
t;r:i que. hay difarermias .sit,-pificativassólo sr< las dosis mas 
:al tas de' CáC12 . (tabla 1). 



Jne.Timidina ~H 
1 .. Con ira! 

100 

50 

. Compsraci6n porpentaje de la incorporaCión de 
timidina tri tiada y el número de :figuras mi tóticas 
en. fu:ociónde,l tiempo de incu.bación, oMenidos· en 
~l ou1 tivo 372 .re.~dizado en solución isotónica al 
20% de .. suero fetaJ,de ternera. 

O !nc~rporaci6n detimidina tritiada 
lOOt 0':.=260 .11dpm 

~ Número de mitosis 
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Tabla 6. Resultados de la incor¡:;oraciónde timidjn8 3H 
en los ()ultivos 390, 391 y 395 (solución ieo­
t6nic~ condiferentés concentraciones deCaC1.2 ) 
y 402 (medio Te 199 condif'er"mtes conc. de -
Oa012 ), cosechados a 72 horás· de incubación • 

~ULTIV{) CaC1 2 x (dpm) s s x 
(mm) 

390 0.0 205.59 15.43 8.91 
2.5 501.36 59.39 29.67 
5.0 1589.32 1900.25 1097.11 

.10 .. 0 1233.15 704.64 406,,82 

391 0.0 209.40 6.85 3.95 
2.5 314.00 98.77 69 ... 84 
5.0 368.59 183.62 129.84 

10.0 802.26 138.93 80.n 

395 0.0 360.24 39.02 22.52 

2.5 447.61 128.01 73.91 
5.0 469.68 106.58 61.53 

7.5 634.73 182.77 105.52 
10.0 626.2ti 157. 90.78 

•• 
"., 

402 0 .. 0 8Q389.89 26714.61; 15423.69 
2.5 ,9565.07 15098.55 ,8.717.15 
5.0 63t;i45.62 ~0262. 9611698.82 

7.5 64149.59· 2092.21 
10 .. 0 583:45. 9939.40 

. x valor promedio· n = 3: 
s desviación estándar 

s x . error estándar 

4672.04 

5738.55 

5~ i porcentaje del promedio 

%Control porcertaje del control .* Dato no válido estadistic3TIente 

...,.. 

7~,'i ·fi- Control 

4.33 100.oZ 4.3 
5.92 243~~ :14.4 

*69.03 773.0;:533.6 

32.99 ·599,,8::197.9 

1 .. 88 10O.oZ 1.9 
22.24 149.9± 33.4 
35.22 176.0:: 62.0 

9·99 
+. 

383.1- 38.3 

6.25 100.0± 6.2 
16.51 124.~ 20.5 

·13.10 1,30,,4:h70.1 

16.62 + 116.::1- 29.3 
'14.49 173.8! 25.2 

19.19 100.Q:t19.2 

l4~63 ,+ 
74.1-10.8 

18.38 79.2±· 14.'; 

7.28 79~8:: 5.8 
9 • .83 n.6! 7.1 

t 



Figura 6. Efecto de diferentes' concentr¡;tciones de ca,.lcio sobre 
el por~entaje de incorporaci6n de tintidina tri tiada, 
en d()~·m:edios di:stintos, á laS horas de incubacion. 
nnnmt Sol. ,isotónic.asalina (cultivo 395) 
lIIIlIWl 100~O % = 360.24 dpm y :::: 9.92 x + 97.90 

O Jliedio TC..,199 (enl tivo402) 
100.0 %= 80 389.89 dpm Y == -1.96 x + 90.96 
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~BJBlJOTECA .'"n,rQ Dl EQiIt~ 
VN.QI 

Ta,bla, '7. V.a1.ores depobtenidos al aplicar la prueba tie t 
par,¡:'l e Ol1lp ara,r los resultados delcQntrol con los 
de cadatratamie1'ltoenloscultivos 395 (reaJ.,iza 
do COn solució.n isot6nica salina) y 402 (realiza 

. <lo con medio Te 199h Gradós dé libertad::: 4. -

pULTIVO TRATAi'llTE1"TO VALOR DE jJ: . 
395 2.5 mJ\1de CaC1 2 >' 0.1 

5.0 mM de CaC1 2 /,0.1 

7.5 mM de CaC12 « 0.1 

10.0 mM: de CaC1 2 
'¿O.O; 

402 2.5 mM de Ca012 '')''0.1 

5.0 mM de CaC12 "70.1 

7.5 mM de OaCl2 . ::;>'0.1 

10..0 m'f<lIde CaC12 ;;>0.1 

.pes ·la probabilidad de equivocarse al' rechazar la Ro 
o Hipótesis nula, la cual propone que. no>he.y' .dif'erenciaS 
sigriif'icativas. entre 1és muestras. 

TablaS. Figu:ras mi tqticaseneoritradas en el .cul ti"o 402 
(realizado en presencia. de 1!ledio TO 199) en las 

diferentes concentraciones de Oa012 ,. a las 72 -­
ho~ de. incuba ci6n • 

... 

CULT1VO'Oad12 . PROFASESMETAFASES A'NAFASES .TELOFASES TOTAL 
(mM) . 

402 0.0 19 59 8 4 90 
2.; 85 221 34 24 364 
5.0 122 : 147 3 11 283 

7.5 103 417 44 16 580 
10.0 81 367 37 22 5ú7 



En les preparacícres obteridp.,s los cultivos cor solu--

ci6n isotóricasalina y difere"'tes éoncentraciones de calcio 

090, 391 y 395} no, sé encontraron figúr8s lal tótica.s. 

CuandOé?tá: pl'esentc,el medio nutritivo 1'C-l99 (cultivo -

402), la adici6:n de CaC12 disminuye aparentemente el nú,'1lero 

de dpm respecto al cort,rol como se puede observar en 1áta,--
, , . 

bIa 6, sine;'!lba.rgo, a.l ,s'plicar la. prueba. det para comparar 

el control col:" oRda uno de los trata'l1ientos resultó que no 

haydiferenciassignifica.tivas entre' ellos (tabla 7). 

En las preparaciones de .cultivo'402 realizado en presencia 

de medio nutritivo TC-199, si se obruvieroll figuras mit6ticás 
(tabla 8) ,correspondi,endo la mayoría a metafases, como ,éra 

de esPérarse·despues del 'tratamiento eon colcemid. 

La compara.ci6n de. dpm ynlS.mero de figuras mitóticas del _ .. 

enl tivodon .medl,o nutrí tivo (402) se muestra en l.a figura 7. 

No .eneta' ~ai-elaci6n dire,cta entre el aU!!lsnto del nl5:mero -
de mitosis ylaincorporación detimidina tri tiada. 

La presenCia de suero fetal de ternera se probó en el cm!. 
tivo 405 oyss eTlcontró que aún en paquefiaa proporciones fa:v~ 

rece la incorporación de timidina tritiada,como se muestra 

en la tabla 9. En las concentraciones mas' bajas de suero hay 

poca producción fl~ fif,FJ.lras mi t6ticas (tabla 10). 

L~ cómIJera.ción de la incorporación de timidina. tri ti ada Y. 

el nlS.mero·de mitosiapara cada dosis de su.ero se muestra en­

la figura 8 y se observa que Aay una estreoha relación entre 
la cantidad de suero y a~bos procesos. 



..... 

lnc..f;midino" 
~ tOlJkol 

.uo· 

o 

GOlllparaci6ri' ¡¡el poroenta.je de la ince.rporac.i6n f,le 
t.imidintitr:l'1:iiada y el número de figurs.s mi tÓcticas 
<íb1¡enidos é~n . .el· C'l11ti vo 402, reaE za~do en presencia 
Clemedio 1'0-199 diferantes COl1Centraciouel3 de -_ 
OaC12 , a1a612 deiincub2.ci6n. 

D· . Inc6rp9raci6nde timidina tri tiada 
. 100.0 % = 80 389.09 dpm 

E;Sl .. l"ümsro de mi tesis 
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Tabla 9. Resultado de la incorporación de timidina 3B: 
en el cultivo 405, realizado en presencia de 
diferentes Conce1"ltraéiones de suero fetal de 
te;r'nera inactivado y:cosechado a las 72.ho­
ras .de incubáoi6n • 

. 

puLTIVO SFll'(.%) x s s x % x % Control 
... 

. 

405 0.0 206.16 22.46 12.96 6.27 
. .+ 
100.0- 6.3 

1.0 223.79 62.37 36",00 16.09 108.2:t 17.4· 
5.0. 1315.46 366.80 211.77 16.10 

:+ .... 
636.~102.4 

10.0 10633.16 2273.43 1312.56 12.34 5142.7:!:634.8 
15.0 8672 •. 68 2216.93 1279.94 14.76 

..... + ..... 
. 4194.Ji-619.0 

20.0 . 8129 .• 69 2193.66 1266.51· 15.58 + .3931.9-612.5 

. SFT suero fetal deter:t;lera. inactivado 

Tabla 10. Figuras mitóticas encontradas en el cultivo 405 
reáliZado .oon dif'el'e:l!ltes concen~acionesde sue 
rof~ta+ de ternera in.aCtivado y cosechado a -= 

.. las 72 horas de incubación • 

. .. CULTIVO .S,FT(%) PROFASES ME'I'AFASES Al'JAJi'ASEST:P..LOFASES 'l'O'I'ÁL 
. 

405 9.0 o o o o o 
1.0 o o o {} o 
5.0 6 ° o o 6 

10.0 29 35 3 4 n 
15.0 41 45 5 6 97 
20.0 52\ 110 5 13 180 

<: . . . , 
sn Suer<> i'etal de ternera inac'tivado 



Inc. füni ¡Jfna~ H 
% {¡;¡l1rrO{ 

Figura 8~Comparaci6n delpo,rcentaje de le: ü,corpor!!icí6n de 
timidinátritiada Y. el 1')úmero de figuras. mi tóticas 
obtenid~s ,el cultivo.405, re~üiiadoen sQluC±ón 
is,ot6nicé, di:ferentesconcer.tracion.es de suero 
tíade:t:er:!"era y eÓl'Iecl:¡ado el las 72 ñoras deh1c. o Ineorporat::ión de ti:ltidina tri tiada 

1000·.0 ~ :. 206.7.6 dpm 

~ .1Mr.i;¿ro del ':IitOS:lS 

2,",0 

·/fINi/rl$ls 
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Coro" se muestra en la tabla 10, t.ode8 las figuras encon-­
tradas. en .la .co!1éentraci6n de 5% de suero fetal de. ternera 

fueron . profas~s mientras que el mayor 1'lÚ1"lero de fi~;uras m1-
tótic~se encontró en la mayor concentre.ci6l'lde suero (20%). 

La concéntración de 5% de suero fetal de ternera es crlt,t 
ca y~ qué determina el punto de sub:j.dade incorporación de­

timidinatri i;ia:da yes la mínima pltraqüe aparezO¡m figuras 
.. " . ~.' ..' 

¡l'd:tótieas en lasprepáraciones ,por lo qU.een los dos últimos 
. cultivos. (40ii y 4(7) se utiliz6como medio soluci6n. isot6irl. ... 
.• ca salina al 5% de suarofetal deternerainact:ivailo yse --
probaron 8 dosis de Cá01 2 en unr~odesde 0.5 hasta lOmM­

(tab;La 11). En éstascondi~i<messeencontró: que la lllEmOÍ'­

conQ~ntre.ci6ndecaC12 (0.5 mM) e~ lamas efeotivapara es'l;1 
. mular laincorporaci6n de timi4:ina tritiada. ' 

En iafigura 9 l!!e pue.deobservar que la presenoi~ de oal-' 
·ciotieñe dos efectos; estimulatO%'io aconoentracionesba;jas 
e i$i bftorioaconcéntraeiones .altas; tanto en 18. inoorpor.a 

·oión detimidinatri tiada como en el n¡Ímero de figura.s mit¿: 

ticas, los valores son siempre m~oresque el control,excep.; 

mando lllt incorpore,ci611 de "timidirta. tritiadaen la concentrA 
ci6n. mas al te de calcio • 

. . En la te.bla 12 se muestra el número de figuras mi t6ticaS . 

encontradas en cada dosis de caCl~; el n1Ímerototal eSlIlBYor 
a conc.entracionesal tas per.o al normalizarlos valorea de c!; 
da' cultivo respecto así< control" éste efecto no es. tan mar­
cadó.· Las' diferencias entre los oontroles. carentes de· Ca.C12 
se puad.deber a. diferencias en el rendimiento de los cul ti;" 

vos y/o a que el r.úmero it".icial de. células no rué estricta-"'­

mente controlado. 
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Tabl,a 11. Resul tadió$ de la incorporaci~n de, timidina 3U 
en los cultivos 406 y 407 realiza<Íosen pre-..;.. 
senciade 5~t de sUero fetal de terneráinacti 
vado y,diferentes concentraeion~s deCaC12, = 
cosechados alas 72 horas de incubación. 

,CUL'l'lVO' caC1 2 x (dpm) S 
", ' (mM) 

" 

406 0.0 12825.51 2927.22 

2.' 25669.64 7869 .. 10 
5.0 21464.26 3362.63 
7.5 14309 .. 93 6109.58 

10.0 10220.24 1632.13 

401 0.0 1453.19 127.34 
Q.5 10911.66 2375.83 
1.0 ,10244.17 4093.39 
1.5 864;1..35 1345.06 
2,.0 6134.97 1673.61 

x valor promedio 

s desviación estándar 

si 'errar estándar 
, ':r;. ipol'c:enta;fede1 promeo,~o 

" 

s x 

1690.03 
4543.23 
i941.41 
3527.37 
1154.09 

73.52 
1371.69 
2363.32 
776.57 
966.26 

% Controlpo:rcentaje del,éontrol 

, 

% x % Control 
. 

13.17 ¡OO. o±. 13 .. 2 
17.70 200.1Z 35.4 

9.04 167. 4Z1.5.1 
24.65 1l1.6± 27.5 
11 .. 29 .' + 79.7- 8.9 

5.06 lOO.ot 5 .. 1 
12.50 755.0t. 94.4 
2,3.07 

" + 
704 .. ~162.6 

8.99 594.6t53.4 
15.15 422.2't 66.5 



Soo 

• I"}' . ~1C¡ J.fJC. 1m/ama rr 
%c.cnko'· 

1 

Figura. 9. porcentaje d.e la ir,coTpor2(':!c.ón il,e ti-
midi1"..a el r.úoero ,de fif-U-ras initótice.s obte-
nidos en 406 y ·407. reBlizados en· so;luc:i6r. 
isot6nic8 con suero fe'talde ternera. y diferentes 
e or.centraci.ol1/?-s CaCl;" .a las 72 horas de incul,aci6r." 

O· lne. de titn:i dina ~r:ú.'llero de· '!:Ji tosls 
tritiada ~ 

Cult. 406: 2.5 a 10.0 mM: de 100.0% = 12F25 dym y 31 

Cult. 497: 0.5 a 2.0 mM de Oa01 2" 100.0% = 14~3 d:-m y 13 ',nLUSCIR 

\ 
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Tabla 1.2. Figuras mi t6ticase1'lcol'ltradas en los cultivos 
caD .. 5Jtde suero fetal de ternerainactívadQ y 
di:f.é .. re:rtes concentrac.iol'l.es. de caCl.2 (C.Ul.tiVOS 
40.6. Y 407) a las 72 horas de inoubación. 

UI:T"IVOCaC1 2 · PnoFASES 
• (lIlM) . .. 

!\¡¡ETAFASES .AN AJi'ASES TELOFASES TOTAL % 

0.0 9 19 1 2 31 100.0 
2.5 41 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 35 6 10 79 254;,8" 

0.0 6 6 O 1 13 10'0.0 
0.5 8 10 O 3 21 161.5 
1.0 11 19 3 4- 37 284.6 
1.5 13 1l. 1 2 27 207.7 
2.0 25 22 2 5 54 415~4 
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-. el anilisie oitogenéUco no se obseX'V'aron daños cromo­
s6m:i.oosen~ nil'lgUnt') de losoultiYos. 

,En la. fi&\U'a 10 S6 muestrannúoleos de linfooi tos. en dife­
rentes faSes del cialo.eelular (lOa ~terfase '9' lPb-lOi m1~ 
sis) encontrados en las preparaoiones fijas. 

En la. figura 11 se muestran micrografías e1eetr6nioasde -
los linfocitos a1~ 12 horas de·oultivo. 

Pig. lOa ~c1eo interfásico. 
mnJ membrana nuolear 
Q.C:. oromatina condensada 
8750 d1~etros 
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)lig. 1Gb. Pl'etu. t.lIlp~ 
c;l!'I.eromO<).,nu. 
8000 tl1_troa. 

J'ig.10c. Prtlfue tardia 
6375 diámetros 

l'ig. lOd" Metatase. 6750 dUmetres el centr6mero 
ch:crQmé:t1das hermanaa de 1('8 cromosomas 
hi:núcleo interfásico 
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,:Hg. lOe. Anafase tempraná. 82;0 diámetros. 

Hg. 10f~Anafase ,t8.rdía~ 9625dl&etros. 
ac: zona del:ani~lode constricci6n 
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Fig. lOg. Telofase temprana. 9625 diámetros. 

J'ig. 10h •. Te10fase tardia. 8000diámetroEn-

Fig. 101. Telofase t&:rdía. 9625 d~ámet.ros. 
lDl'U 'membrana: nuolear 
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Aapec'to(le un íiiit'oci to -in cul. tiTO" qu.e no -- 1 
ha sido re'tado antidnic ... n'te~ 7,000 di"e'trosO; I 
g: de Golgi' 111, I 111 tooondrla " 

, " Uf urópodo '11: lIIlEU5cadel núcleo , 

AspeatO de un linfocito en cultivo, queyai 
ha. , s1dO retado antigéniCáenta. 12,OOOdibetros.1 
1Il.: lIitooClndria "'s m1crQvellosidades de la ..... ,1 
'bramí.pl .... tlcanl miel" ' , ,1 

, J 



lPig.llc. 
...,. '! 

Jticrograf{a que muestra a u.n1infocitoen si " 
proe",odemito;sis •. , 9,600 diámetros 
es eo:r:-tes de cromosomas 
g: Aparato de G~lgimi: mi tocond.ria. 

,ra retíCUlo endopl&smico 
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DISCQSION 

Le. comparación de los cultivos 371 y 38Q realizs;dos el1un. 

medio compuesto a base de sodio, cloro, agua y en el caso del 

s.egundo ,calcio •. es p:r:Ue ba clara de q'f.;te .elealcio de al-. 
manera :(avorecs lsfal:'le .5 del ciclo celular. (fig. 5). 

Ha lllú.ydiséutida relación entre el·calcio yel ini 

oi.o de. la respuesta de .108 Unfoc! tos a la PHA .... 

Whi tney y Su therl.and (1973 á) repO'rtarptl que el caTci.o in-

.. 1'luye ·enel 1;ral:')sporte. de aminoácidos, ·eventoinIPortan~e en­

el ciclo celular, que se inicie la síntesis de proteinas 

algunas .de las cuáles senenZimas.indispebsables en ladupli­

cación deliDN, etc. 

Kay (1971) e~contró que la adición de EDTA inhibe el. enla­

cede. la PHAa lamembrane., perlo que racZonable pensar -

queel.calci\'.l influye el1.1a itlterac:ei6ndel mit6geno cok la -

superficie Celular. La ventaja de . que no Sf¡! -

requiere gasto deenerl:}ía metaból;Lcaporparte de Tos linfoc,!; . 

tQs para en~aza,r a .1a PHA; una ve Z U!lÍ .. da J?HA a la auperfi.,. 

cie belular, se puede incrementarla perme.!ib21idad a {¡ationes 

di.valentes ya otras. moléculas orgál'li~as peque.ñas. 

Dado que en los eul ti Vos 371 y 380 se utilizt$soluéi6n is.2, 
tónipa. salina que es un'mediO' carente de amino.ácidos, es mas 

. probable que secU1l1pla lapropoeiCión de Kay, es decir, que ..... ' 

es necesaria la presencie decáleiopara que la PHA se e:plap., 
a. losreceptor~s de la, auper:ficie celular yse inicie así 
re¡;¡:pues·ta, reflejad.a en un aumento. ,en la ineo:rporación de ti~ 
m:l,dina. tritiada aunque debido. a la carencia de recursos nutri 
tivos IlO se a la fase m por;te menos hasta las 96 horas 

e.ll que se estudi6. 
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Dado que en éste sistema no se llegó a la fase M como 10 

demuestra la.ausenc:ie de figuras .mi tóticas en las preparaci.2, 
.nes,seprobóun medio mas complejo, aún· en ausencia del me­
dio n.utritivoes decir, la oélulas se cultivaron en un medio 
que contení!'t solución iaot6nica salilla con 40% de suero fe-~ 
tal de te:rn~ra (oultivo 372) que es concentración de suere 
uti.lizada e.1'1 la técni.cabásica. 

Los resultados de dicho cultivo muestran támbien.un incr!, 

mento en la .. incorp<>ración de timidinatri tiadea medida que· 
transcurre el ti:empot pero·en este sistema las células si­
llegan a la .fase mi tó.tica del ciclo celular. 

A las 24 horas de incupaoiónhay un mínimo de incorpora .... -
ción de timidina tritiada y no se enéuentran mitosis en las 
preparaciones; a 113.1348 horas aumenta il'loorpora.ci6n y ya 
hay figurasmitóticas y entre las 72 y96 noras se encuentra 
el máXimo de in6orporación de tim¿"dinatritiada y mitosis-

\ 

(f:ig.5). Esto concJ.lerda con los trabajos de Aguilar (1977)7 

Ducolomb (1977) Y Onél:BY (1978) realizados co.n la técniéa bá­
sica, por 'lo Que se. eliminó .. 113. posibi1idad de haoer un cult! 
vo que con.tuviara finical1lentemedionutritivo suero' y co­
,seéhadó a diferentes tiamposda incuba'ción t ya que la curva 
de crecimiento de la población de linfocitos en estas condi­
ciones debe ser muy semejar.te a las mencionadas anteriormen­

te • 

. El incrementó· de ambOS mecanismos, s:ítites~s de .A.DN y div! 
si:6n celular en el· tis'11:po t se explica porque al principio -­
hay pocas células estimuladas. que c<>mienzan a entrar a la f.§;. 

se. S y postel'iorme.nte a la fase M; este rumero aumentarápi­
dalllaJ:1te e.11 forma exponencial , ya que cada vez hay mas célU­
las que están siguiendo el mismo proceso debido a que .e1 es-
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tfmulo sigue presente, he,sta que un :;'lomento en que la 

trasa de crecimiento de la poblací6n se abate y ésto puede -
deberse a alguna, o auna combinación ,de lal? siguientes cau­

saS: a) incapacidad intrínseca de las' células para seguirse 
dividiendobJ competencia por los re c·urs os , nutritivos e) a .... 

cumulac,ión de catabolitos anel medio d} degradaci6n o'inac 
" ,',,' " . , -

tivaci6n ,de la rrlolécu:U:I, estimuladore. (PHA), etc. por 10 que 

ba.jo éstas condicioríes~e cu1 Uva la pOblación decae 1'enta.., 

mente y desaparece hacia el 140. día deincubacüSn tOngay, 

1.978 ). 

La adición de cantidades conocidas de calcio a los cult! 

vos realizados con la técnica básicá, puede of:t:'ecer resul t;! 
dos :falsos debido a que no se conocen las interacciones de' 

dicho cat,16n con los componen'tes del medioydél suero, por 
ejemplo: preCipitación de. :fos:fatds,enlaoe,a. proteínaE!com~ 

la albúmina., etc·.adsl1lé.s de que tlmtO el medio como el sue,.. 
" " , . 

ro contienen una cierta cantidsa. inicial de calcio (1.2 y 3 

mM respectivamente)., 'por lo que enl?ste trabajo se probaron 

3me.dios di:ferentes para estudiar el efectO' de diferentes -

concentraciones de calcio: solución isotónica salina, medio 
nutritivo TC-199 y suero .:fetal de ternera 'inactiva.do.' 'En­

éstoS e:x::perimentos el tiempo dé incubación se mantuvo o :fijo 
(72 horas) ya que según los cultivos anter;io.res, el compar-:. 
tamientode las curvasen 'el tiempo es semejante, alcanzan­
do el má;x:imo de il1corporación y de mitosis entre las 72 y-

96 horas., 

.En los resultadas de éste tr?bajo se muestra que hubo d!' 
visión celulFlr únic&J1ente cua:rdo estuvo preseY1t.e el' :nedio -
nutritiyo (cultivo 402) o el suero (eul tivos 312 con 20 :'~ 

3FT. 405 con 5-20 ~.r; 3FT, 406 Y 407 cor. :5 ,.¿, SFT). 
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En los cultivo~ .:590, 391 y 395 que se hicieron 81'1 8USen­

dia demedio y;;le suero c'On diferentes suplementos deca.lcio, 

la r~spuest:a de incorporaciór. de tinidi!1a tri tiai:la es pobre 

cu.al'1titatiV'á~enterespecto a cuando están presentes el med:j.o 

" nutrí t.ivo y/er suero pero un sistema que ilustra bien -
la necesidad de calcio en.el medio que se inicie la sin 

tesis .de ADN,. ya que la respuesta aumenta a mayor concentra­

c i 6n deCa.C12 ~ 

·Erl.el cultivo 402 que contenía medionutri tivo TC-199, la 

a.dicí6nde CaCl? tuvo poco efecto en incorporación de ti-
midinatri t~ada -m:ientrasqué incrementó hasta seis Veces el 

nqmero de figurasmit6tic.as a concentraciones ál.tas. de oal-- . 

cio, como ISeobserva en la figura 7. 

,Esters resulta.do~ sugieren que se requieren d,íferentes ca?:! 
oentracionesde calcio estimular los mecanismos de in-­

corporadónde ti;~idina y división celular, que además son ~ 
v.entusrepr,el3.entativos de diferentes. fases deloicla celular: 
la incorporación tbiidina tri tiada es el hecho que marca -

la fase S mientra~ que la presencia de¡ figuras mi t6:1;icas mue!! 
la fase JI! ciclo celular Y éstos son procesos sepa.ra--

dos en 
Probable¡mente el ;nedioTC-199 contiene un nivel de sat.ura­

ciónde .caloio por arriba del cuál la tasa de síntesis de ADN 

ya no varia, pero que . no alcanza aún para que todas las eélu­

las que ya han pasado por la fase S lleguen a la fase M. 

Las curvas de iT1ccrporeción de ti'l1idinatritiada y número 

de células en mitosis desfasadas en el tiElmpo, es de-­
cir, el1 un medio nutritivo rico en calcio después de una divi 
... -

sió.n celular, las células hijase:npiezan a tomar calcio y SU~ 
t;anoias nutritivas del '"!lenio y cr.€lcen durante 1a fase 
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Cuando la concentración de calcio intracelular respecto -

.al volUmen eeluler llega a' un.cierto nivel, se dispara el n:I.!!. 
canismode . s:!nt;esis de ADN of'ase S perolas células siguen 

. tÓmando. calcio del medio o lit>erándolo dépO.zas intracelula­

l?eslJ:asta que llega a un nivel en.que Se inhibe La. síntesis 
de . ADN (:fase G2) yla célula está pre.párada pm entrar a lá 

1'a69.1I1 y dividirse. 

Esten:lodeloimplica que el calcio está .a:umentarHlo a tra-­

v~s del ciclo celular dado que la entrada de calcio' a la c~-. 
1ula.es de tipo. pasivo, y d.isminuye. al término de ciada :divi­

siónceh¡.lar, momento en que la célul.apuede ndecidir" si se 

di:ferencIa: . .0 divide, según 10 propuesto por BerridgEl (1975). 

Con base. en los resultados dEll cultivo 402 realizado con 

médió nutritivo y tomando ~n consideración que el suero'tie­
ne·una c.oncantl-aoió'n normal de calcio disociado, .se elinrln6 
l~ posibilidad hacer uncultivocbnsuero al 20% Y di:fe'-~ 
r~ptes' aportes de CaCI2 ; . se optó por prObar el efecto de coE, 
céntraciones menores de, suero, siendo líata una:forma de dis­
ntinuir la concentrac±6n inicial de oa10ioenlos eul tivos. 

tos medioade cultiv.o de tejido tradicionales .contienen -

1;-20% de suero desde que hist6ricament.e los investigadores. 
ei,lco1'l.traron. que ese rango' de concentración 'promovía rápida-­
m~nte el crecimiento de células encul ti¡vo. Existe el pro-­
biema de.que 1~co.'!\pos:i:ci6~del suero nO' está bien de:finida 
y desdeerpun.to de vista endocrino1ógioo. contiene hormonas 
y otros agentes no !:Lornl.onales que están presertesen cantid!, 

. '. des deaconocidas y que de alguna m'anera ayudan .a promover el 
bUen desarrolÍo de los cultivo.s (Char.ning, 1975). 

El suero humano normal contiene ciertas fracciones que -
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son capaces de estimular y otras que tienen la habilidad de 

inhibir la respuesta dé los linfocitos a laPRA y ConA, 
cuantificada como captación de timidina tri ti ada (abase, 

'1972}. 

FU principaJ. componente ,de la fraceipn inhibi toria es una 

alfa glic~>,prote!lla que puede enlazarse a las moléculas de 

leétina y disminuir así el núm\!!ro.de, moléculas capaee~,de - . 
inter'actuar con la supe rf'i cie de los l;lnfocitos (Ohase, ---
1972).. 

Gupta. y Good (1,977) .reportan que diferentes coneentr¡;¡.cio­

nas de alfa-:-f~toproteína,otra gUcoproteina presente en el 
suero :tetaJ. t i11hi1;leri la respuest,a de lbs linfoCi tO.sa la PEA. 

Estas evidencias eXplican ·por qué un exceso de suero:en"­

los cultivos resulta inhibitorio:" Bonilla e~!!. (1970) re.­
port8l;l que en; presencia de medio -Tú-199, a una concentráC±6n 
del 30 %d;esuerofetalde te mera ya no seobservroLfiguras 

. mi tótl.aás ~n las prepara6iories • 

AlprQbar diferentes concentraciones de suero (cultivo·-:--

4.05) má;.xin¡ainporporación de timidina tri 'tiiada se, obs.erv6 
.enlaconcentraci6n de 10 %, mientras que el mayor número <le 
mitosis se encontró en la concentración de 2.0 'fe de suero fe­
taJ. de ternera inactivado (lOmO se muestra en la figura 8. 

Como ya se mencionó anteriormente, se escogió la'concen-­
traeión de 5,¡; de suero fetal de teITera inactivado :par~ pr,2. 
bar vari!'Jl3 dosis de calcio ya que éste era un medio flmínimo" 
en .el que sepodia estudiar tanto la fase S como la fase M -
del ciclo celular y de haber algÚn cambio en la .respuesta ál 

agregar diferentes cantidades de calcio, dicho efecto se de-
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bería. ~.xelusivamente a la presencia de dicho catión. 

Es obvio que .también se hubiera podido encontrar e1. medio 
"minimo" abase de medio nutritivo TC-199 siguiendo.el mismo. 

procedimiento ,esdecir, probando el medio en. distintas con­

centraciones hasta encontrar la IlIín~IlIapara que se. dieran s:!, 

mul táneamente las .fases Sy M. pero como se ha visto el suero 

ti.sne qiertas oaracterísticas que hacen interesal1te el es tu­

dio de su comport.amient.o en los cultivOs de tejidos. 

En presencia de suero fetal de ternera al 5 % (cultivos -

406 Y 407) la máxima incorporación de timidinatri Uada se 

.encontr6en 1II.enorconcentraci6ndeCaC12 (0.5 mIlI) mientras 

qUe f.ll mayor nUmero de mitosisseobsen6en laconcentraci6n 

d~ 2 ml'llco1llose muestra en la figura 9. Estos rasul tado$ hu! 
vamenw concuerdan con la idea de q'llce se ~ecesitan diferentes 
umbrales de oa16io para ({uess .11.even a dabo las .. fases Sy M, 
süfndomayor . el de la· faseM • 

. .Es importante hacer notar que existen evidencias (Bernheim 

et&., 1978;R9gers ~al •• 1972) de. que granpartedélADN . 
sintetizado d:espués de· la estimulMi6nmito.gén1.ca, se:excreta 

al med10. JI de las células que entran .. a faseSmehos.del .40 ~ 

se dividen. Además el. t.amañode larespuests en la incorpora· 
. ,,' - :~ -
cióndetímidina .tritiadaencélulas estimUladas puede de1)en-
de~de cu~ l.~rgosea el. pulso detimidina? es deóir, de ~uan 
to UempQ6stuV() pre.l:!entE¡la molécula radiactiva en el euiu: 
vo anteade iniciar lea cosecha • 

. Tomando en cOflsideraci6n 'lue los eul tivos realizados en é~ 
ti!! trabaj.o no son s·il1cronizados es· decir, que 1'11} todas lasc2, 

lulas estáJ1. ep la misma feas del· cielo celular en el momento 
delasieIll:bra~ puesto que· algun!is pueden haber sielo retadas a.n 
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tigénicamente en el torrente sanguineo de los donadores, y.­

que la duración del ciclo celular de. las células . de mamífero. 
esa.proximadamente 20 horas~'se utili26 un pulso de h2, 
ras de timidina tri tiada. en todos los experimentos •. 

La mayoría de las células de mamífero en cultivo de teji­
dosBen incapaces de crecer en un me,dio que. conter>.ga. aminoá­

cidos, vi truninas y glucosa a meno.s que se les añada suero. 
Cada tipo celular requiere una. mezola esp~cífica 'de' hormonas 
y factores crecimiento para que se inicie la síntesis de 

ADN (Hayashi y Sato, 1976). Por ejemplo, la iniciación de­
la síntesis de AD'N en las células 3T3 sepueds controlar por 

laconcentra.ción de diferentes nutrientes (le bajo peso mole­
ouls.:I'presentéB en el medio y por factores del suero (Pau! 

et a1. ,1971). 
--'- e ' 

La limi taci6nde ciertos nutrientes tlreguladoresu &1'1el­

medio con.duce .a las ,células 8. pemanecer en la fase {lOÓ Gl 
del oi'olo celular. Hol.ley y, kiernan (1974) encontraron por 

el m~toQ.od~ micro·f'1uorometrfa que CUBIl ,dO' 1.as células }T3 -
sollsome.tidasa un exceso de suero y baja.:¡; eonoentraciones 
de aminoácidos, glucosa o i6n. :fosfato, SE¡ queda.nen el ini­

fase.G1 ylas:íntesi.s deADN se inicia hasta que 
concentraci6n d~l fact·or limitante se incremerrta. En un 

medio carente dI;.! a'NinoácidQs células .3T3 permaneeen en 
la fase Go yel paso hacia ,lafasa S sólo sel.ogre cuando -

. se aña¡len aiatina y glutant1na al medio,ind.icando que éstos 

dosa,minoácidcis son in4i~pensables para inicio de la dE. 
, tesis ,de ADN en éstas células • 

Paul y Wal ter (1975) encor.traron que las células fetales 
il.J.,¡;.<tUV de ra.taen un medio . libre de suero., pueden sinte­

,tizar ADN cuando se les, añade. una alta concentración: d.e ar-
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ginina. Cu.ando el medio cOntiene lJajos niveles dearg:i,nina 

no se induce, la 'Proliferación celular a .menos que el suero -
esté presente.. Estosresul t.ados sugieren que sn las células 

·fetalesde .hígap.ode rata loe factores de crec.iÍniento presen, 
tes en el suero estimulan la captación de argininl:t hasta que 
el nivel.intracelu1ar es suficiente para iniciar la $íntesis 
de AUN. 

Segdnl:os resul tadosde éste trabajo, 1.a incorporación d.e 

t:i,midina tritiada· en. los. Hnfoci Vos estimulados por PHA en "':' 
un mecü'ocarente demedio nutritivo y suero., aumenta cuando 
está presente el cálcio. Seria interesarrteaaber si la glu-. 

'tamina,que es un aminoácido que.se mantu:vo constan.té en to­
dos loacul tiYQs, es un factor 1:imi tante como lo ea jUnto c.o:p 
lac:J.stina para las células 3T3 oláargininapara l~hepa­
to.ci tos da rata, en el inicio dé la sin"f;esis de AUN. De ser 
ésto verdadero habría que. estud'iar l!jl .relaci6n entre. ·la pre-

. sencia.deglutamina CQn la de .ealóio. 

Latecnica d9 Jlt3:.croscopfaelectrónioa ss una. buena herra­

mienta. para detectár/cambiosmor:fol6g1~os de l:QflcélUlas de­
bidos a la presencia de diferentes elel'!lentos en ¡os cul tivos 
pór 1..0 . S'áríf:!. interesantl3 comparar el aspecto de ·los :lin-
1'001 tos cultivados en losdif'erentesmediqs" Asfpor e.jem­
pIo, .. seespeJ'ar!a ;Iapro4ucción deestru:ctu:r;3.s 8.U tp:fágicas 

enlas.celUlas carentes Cie re.cursos nutritivos, etc~ 
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CONCLUSIONES 

. Q) requieren diferentes coneentracionesde calciG para 

que se il'liciet!l1as:ítit~sis de ADN o fase S.y la división, mit! 
tica o fése M del ciclo . celular, en los linfocitos est:i,mula­

dos por PHA. 

bi En ulfa conne.ntraci6n baja de calcio. (h4 m}\! de CaCl'2)' 
en suero fetal de ternera inactivado al 20% y en medio n:t+tr.± 
tiYQ'1'C-199con .20% desl).érO fetal de ternera inactivado, el 
máximo l-ainco.rporaci.ón de timidinatri tiadá Se aloanza -
entre las 72Y96 horas de ineubacióna 37o.C. 

c) En un medio oár..c::.ntede nUtrient~s y suero, la.ineorpo­
ración. d.e timidina tritiada ;por las linfocitos estimulados -
;por PIlA es dependiente de la concentración de calcio en e'].'­
me,dio. 

d)Ladivisión mit6tica de los linfoeitosestimuládos;por 
PliI'ASo0lamente se realiza cu,anll'O está presente el su.eroyjo 
el me(lj,o tm:tritiv.oenlos eul tivos. 

el ettiil:ldo . eStá pr.esen1ie el medio l'lUtritivo !C}.-199, la -
Te::¡pues,tá Wi' la incorporaqión détimidiná tritiadapor lii'f-' 

fpéitos·es~imuJ.ad()s por FHA.,. es independiente de la.coneen­
t;r'a:ei';n ealeioenel m:ediomiéntras.que lá división mit! 
tiea se :f.'av;orece aoonoentrao;ionés altas oc 

í') La inoorporación -de timidina tri"tiada y el!1lÍmer~ de 
eélulae¡én mitios1s, sondep:endientesde la ooncentración .de 

. I 

suero fet.ál de ternera presente en el medio. 
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g r En u~a concentración nerí tica" de suero fetal de ter­

nera inactiYadc(5 'i~), la incorporación de timigir..&. tri tia­

da yel rúmero de células el' mitosis son dependientes de la 

concentración ae'Qalcio en el medio. 

h) El efecto del calcio sobre la divisionmi t6tica de -­
. los linfocitos humanos in vitro puede estar dado a diversos. 

, .', -,--
niveles: 

·enlac~ del agente "lit6geno a la·membrana plasmática 

permeabilidad de lamenibraíla plasm~tica 

activaciÓJ;l y re€tÜaci6:l'l dediversasenzimás 

regulación de nuole6tidosdclicos 

ensamble. de microtúbulos y microfilamentos 
. . 

regÚlació:n del furcionamieríto mitocondrial. 

interacción d.e lose1:ementos del medio 
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