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FLANTEAMIENTD DEL ESTUDLL:

El cultive de linmfocitos de humancs ha  =ido ampliamente

utilizado en la lcoldaica para evaluar la  actividad

mutagénica de s y factores fisicos como la
tradiacidng =2 ka mozbrado que ez un sistema  adecuado para
detectar aberracionses cromosémicas (AC), irtercanbiozs de
crométidaz hermarmas (ICH) v micronGcleoz (MN) (1.4), Azimismo,
el cultivo de linfocitos =e uza para la deterninaciden de

mutaciones somdticas pFuntuales  en humanos & btravés de la

cuartificacidn de modificaciconez en =l locuz HGFRT (2.3).

Egte cistema también pusds zZer utilizado en la determina-
cién de la Cinéticae de Froliferacidn Celular (CPD) (5). Existen
diferentas trabzxjoz que muestran los efectas de dive#sos factores
sobre la CPC, Tales estudics incluyen condicicn=s de cultive (6-
11), metodoz de recoleccidr de la sanmgre (12, 13 asi  <como
aquelloz factorez propics de cada donador: edad (14), eztado
nutricilonal (15), e infecciorez (1€}, En doz  investigaciones
realizadas hace vario= afos, sz encontrd que las fluctuacioneé
hormonales ccurrides durante el ciclo menstrual puedan influir en
l& capacidad de los linfocitos para responder a la estimalacién
cori fitohenaalutinina (FHA)Y (17, 13). Ui de elloz encortrd el
numere maximo de linfocitos en metafaze durarnte los dias proximos

a la ovulacidr y el minina & los primercs v Gltines dias del



c1cla merztrual (17), mientras que 2]  szayndo estudic (18)
reporta la  mayor respuesta de loz linfocitos a la eztimulacion
zon PHA  en loz primercs diaz del ciclo mizma que  dizminuys

conformne 21l ciclo menstrual avanza.

Recientemnerts, Hill Y Walff (19 &l uzar dazsis
relativamente altaz de esteroldes sexyales encontraron que  estas

harmonaz o afectan la CFC de limfocitos en cultivo.

El prezente trabajo tuvo coms otjebtivo Jetermirnar el
arado de reproductitbilidad de este cistema para medir 1x CPC vy
observar la influencia de los cambios hormonales  ocurridos
durante el ciclo menstrual sobre la capacidad de rezpuesta a la
PHA de linfocitos en cultivo asi como en su  frecuencia de

divizién.,

Los cbjetivos particulares de ezte estudic fueron:

A - Caracterizar el intervalo de la varisbilidad temporal
de la respuesta & la estimulacidn con PHA en linfocitos

de diferertes irdividuosz sanos, cuantificandosze el
indice mitético v la cinttica de proliferacién celular.

B - Determinar si existen o no diferencias csighificativas

er la respuesta de loz linmfocitos de diztintos

L]
1

Determinar la influencia de las fluctuaciones
harmonales ocurridas durante el ciclo menstrual en  la

capacidad de respuecsta a la estimulacidn con PHA en



linfocitos de varias donadsras sanas.

INTRODUICCTON

cEluls realiza

[ 8

El procezc de la farmnacién de musva

n
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& travéz de 3 acontecimientos:  crecimiento, Jduplicaciin del ADN
divizidn de las células madre; loz cuales ze integran en lo que
comunmente =2 define como ciclo celular. Fodemoz conziderar &l
cicle celular cama UnE&  secushcia ordenads de ferndmearnos
e llevar a wurma adlula a dividirEe y dar lugar a 2 células

tiijas.

Las fages del ciclo celular fusron propuestaz ariginalmerte
por Howard y Felc en 1953 (20) quieres tomaron en cuenta los  dos
procasos més facilmemte reccnocibiles en las células ciclicas: la

mitozis y la duplicacién del ADN,

Artes de que una célula pueda dividirse, por lo general,
debe duplicar su masza Yy todoz loz =lementos que contiene, Sélo
de esta forma es pocible que las dos nusvas células hijas conten-
qar  todos  los componentes que recesitan para iniciar zu  propio
crecimiento después de la divisidm. La mavor parte del trabajo
recesario para la preparacidén del ciclo celular se producs
durante la interfacze. En urn pericdo limitado v muy concreto de
é=ta, el ADN del maclec celular s= duplica, esta =tapa recibe el

rombre de faze S (S = zintesziz) del ciclo celular.



Ltra  fase concreta del cicle es ila d£915ién"ce1u1ar que
inzluye la divizidn naclear (Carioccinezis) vy, la’ citopléismnica
(citociresiz) qQue =& produce & contilinuaci ér. Todo este pericdo
ez b =1 vz de fase M (M = mitdtaica). edan por 1o
tant.o, la etapa Conprendlida entre la fase My el conmienzo Jde  la
zintazis  de ADN, que recibe el mombre de H, (del inzlézs Gap:
zeparacidn), Yy ell Fariodd comprendide entre &l final de 1a
sintesis de ADN v la mitoziz siguiente, qué recibe =1 rombre de
Gz, Por comgsiquienta, la interface estd compuecsta par sucesivas
fases Gi, S y Gz, vy normalmernte abarca uv 20 % o maz del tiempo
total del ciclo celular (figura 1) (21, 22), ademds se ha
repartade  la existencia de un punto dertro del ciclo celular en
el cual se dice que las células se encuentran en un  estado

stable de "reposc”" y al que se denomind Go (21, 23).

Loz diferentez tipos celularez tienen distintas necesidades
de rencvagidn, de modo que s=e dividen =élo en la medida en que su
tumera e pueda  manterer al nivel que rezulte dptimn para el
arganizmnc er canjunta, A consecuericia de ello, lazs
aproximadamente 102 célulaz del cuerpo humarna ze dividen com

frecuenciaz muy diferentez. Algunas, como laz fibras del musculo

esquielético Yy los eritrocitos, ro ze dividaer en absoluto
despues de alcamzar la madures. Otras células, como laz
epiteliales que revisten las superficies internas vy externas del
cuerpc, =e dividen frecusntemente durante toda la vida del

arganisme,
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La principal diferencia entre las c&lulas gque = dividen
constartensnte vy laz que ze dividern poco reside em o2l tiempos que
Fazar e la faze Hy de su cicla, alaurnazs permarecen en 3, durante
dias o incluss afos, Er cambia, =l Liempo necezaric para que
Lung —¢lula pase dezde el inicic de la faze S hasta la miteosizs ez

-

constante, indeperdientemnsnte de  la frecuesncia de divieidn (21,

22) . Mivarzos exparinentos  harm  demcstrade plenanents que
axizte wum  punto, 1lamads punto de restriccide & R, al final
de la fagse Gi & partir del cual. uma vez scbrepasado, =e

completard el resto del ciclo a una velocidad  independientemsmnts

de las condiciores extermnaz (21, 24).

s

La frecuencia de diviziém celular en 1oz tejidos asté
contralada fEor  mecaniismos muy finos (de los que aun en la
actualidad =& =sabe poco) a través de los cuales =2 mantendrd la
Froliferacidn sélo cuando ésta sea recesaria. For ejenpla, i en
cualquier parte de nuestro cuerpo la piel sufre una cortadura, et
ase momento se decencadenan una serie de progeszos que conduciran
a la restauracién del tejido deteriorado zin que la piel nueva
crezca més allad de lo daRado. Sin este tipo de control por
retroalimantacién o servocontraol, la morfofisicologia de wun animal
éluricelular cse veria rapidanente destruida va sea por wura
excesiva divisidn celular (como ocurre emn =1 cércer) o por la no
sustitucidr de las células muertas de los tejidos que rormalnente
experimantan pérdidas continuaz de células  (tales como loz

epitelios).

o



Eri umn 1ntento para sxplicar e=ste fendmeno, se ha propussto

ura  hipdtesis  que plantea la exizstercia de cisrta protei;a de
dispara, que  por sy imectabilidad ha zido demomninads "Uv (del
imglés umstable) la sl alcarzaria wria corcartrac1dn

suficientaenerntse wlevada, para Tue la c2lula pazara el purnto de
restriccidr R 2 indciara su cicle mitético, sdlo  cuando fusra

immtetizada ol relativa  rapidez (23, Z24) ., Ademas. AR

w

oncentracidn dizmiruiria bruszcamente durante la fa=se M,
mamzhto  2n Que la gintegis proteica 23z limitada v, aumentaria
hasta 2! nivel mimimg necesario durante la fase Ga. De modo
que cualguier hechio que redujera la velocidad de la sintesis
proteica gereral deberia retrasar la acumulacidn de la proteina LU
alargando  acsi la duracidn de 53 y reduciendo la duracidn del
cicle de divisidn celular. De hecho, rcuando las células cse
activar en presencia de un inhibidor de la sintesic proteica en
concantraciones variablez, sug tiempos de ciclo celular s=
alargar considerablemente zin que se produzca nitgura alteracidn
sustancial del tiempo recesario para atravesar laz fases S, Gz o

M. Ne obstante, la sintecsis de esta proteina es una respuesta a

la zefal proavista por unak zerie de factorez reguladoas por
macanicnos o del  todo corocidoz y que finalmente llevan  al

contral de la proliferacién cealular. Ez impartarte tener en
cuenta que las células detenidaz = R na sdlo dejan  de
sintetizar ADN vy de dividirse sinag que tanbién dejan de

crecer, Esto o =ignifica Aue detergan por complete la



biozintesis de moléculas, consret

o

martes  Ta degradacidn normnal o
recambic  de laz proteinaz oen . wna  oelula de mamifero ez tan
elevada Jue, uwna celula corm cracimients deterido 8n Go =4l para
matterer tal eztado debe  preszentar wna velocidad de zintasis
proteica de aprosimadanehte una quinta parte de la velocidad  gue

presemta la ciiuwla an Gy (23, 24).

ferdmnato

1
[

Se  har obzervado dos clazes pritcapales d

reaulados cuatidy una cElula s mueve del  "reposa” & la

Froliferacidr:

1) Activacide de zintesi=z de ARN.- La célula debe activar
la produccidn de ARN y =u magquitiaria de sinteis proteica para
incrementar laz tasaz de produccidn de esas macromoléculas v
enzimas de hnove asi coms manbenasr laz ya exizstertez an canti-
dades adecusdas. Ern una célula ern He, la tasa de degradacidn de
proteinaz es iaual a la tasa de sintesis asi que ro hay gahancia

rneta. En una célula en praliferacidn, la tasa de sirtesic llega a

"

aser cerca de 3 veces mnads alta que la de deqradacidn azi  Que

tierne una garnancias reta tal que las proteinas e duplican durante

la divisién. También aparecen nuevos ribosomaz répidanaents
 despues de gque la divisidn celular es estimulada. Todoz estos

fendmeros ocurren durante las primeras horeas degpuds de  la

estimulacidn.

2) Activacidn de la zintezis de ADN - Esto evidentemente

requiere la disponibilidad de un metabolismo adecuado para la



:éroduccimﬁ de - precursores del ADN vy uyha  cantidad  adecuada  de

anzimas v otras proteinas necesarias patra 2ste proceso. Este

i

acontecimierta <= clave para la reaulacidn del cracimisnte de las

pobilacianzs celulares.

La mavoria de lo que abhora se zabe acercs de log  factores

Quie reaular la proliferacids celular =sa bia arzartr &do.,
curicsamente, e estudios con células cancerosss. zi por eien
plo, hoy =ze conoce la exishbersia de gerezs 1lamados  protao-

CHICCVRET &S, Que al zer modificados en su estructura  cambia =Sy
exprezidei y provacan la proliferacidn excasiva caracteristica de
laz células cancerosas (285). De lx miswna manera ze ha reportado
nas  recientamente (24, 27) la existencia de g=rez  (llamados
antioncogenez) cuyos productos limitan la divigidrn de las
células v =1 el momento en que sufren una madificacién éstas  se

dividern incontraladamente,

Fardee (23), en sus estudicz corm células transformadas de
diversos tipoge de cancer, proporne qua axisten wros  cuantos

tendmerzs que controlan & nivel gérico la proliferacidn celular.
Sus  argumantos son: 1) después de la carcinoadrnesis, se ha
abservado que ur hunerc pequerc de pasos &scapan de la regsulacidn

(30); II) =se han detectado hasta &l momente  alrededor de SU
chcageres independientes (25)3 y 1II) sélo unos cuantos mitdgenos
hanrn podidae ser ampliamente ascociadoz oo la reaulaciéon de 1a

divisidr celular (30). Asi su hipbtesiz proporme que  debien



buzcarse mecanisnos bioquim1c05' controlen

regulatorioz especiflcos

Akor & corocenss factares. capaces de  desepcadsmnar 1a
praoliferacidrn celular, a loz cuales han llamado factores  de
cracimlanto & = veI Cada Jdia == va ralaciornando Cob REyor
fluerza a loz oncogsres cono aasnbes que modifilicar o permiten 1a
divisidn de las células. Noo obstante aun uedat por conbestar
Fresuntas clavez para roder descifrar 2l ocomplejo ferndmeno ques
conduce & wha calula & la divisidn. No  satemcos: & cdme som
reaulados 1oz factores de crecimiento 2, & qué moléculas  demtro
de laz células sonm alteradas cuando unm factor de crecimiento ez
adicionads o cuando wh oncogern es modificado vy activado 7, dodma
lacern esac moléculaz para activar loz pazos criticos & btravés de
log cualez una célula debs pazsar para duplicar sus componentes y

producir una célula 7

Ceontreal del cicle celular en linfociteos estimuladoz.

Loz linfocitas que ro han cido estimulados v, supuestanente
las caelulas de memoria tambian, son ejemplos de células no
ciclicas, en Go (conciderado comoe una etapa de  “reposo™).  La
estimulacidn de esztaz células las induce & entrar =n ciclo
mitético, Yy & pasar a través de G,, S, Gz v M. No cbstarte que
en las célulag no linfoides =l concepto de puntos de restriccidn,

que oacurren en varios estadios del cicloe celular, esta bien

Ed

purtos
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m

“equiers varia horas de exposicidn a la  le

T1orgs  Ccortas promueven la blastogenesa

U fasze B dentro de unaE cuant

alimirmar la lazctima (ol l, Y, ¥y Shepard, H.W.,

Irsiuza, laz dosiz zupradptimnazs de Con-A,

Zimtez1lz de ADN, prepatar & laz odjulaz

astimula para entrar e 5. Asi =zto

Tactavaczidn"  de los linfocitoz fno

intetizat =4 ADN,

]

Ex1ster, bédsicaments 2 modelos para trahba

=t =

%z

prozezo de sstimulacidn linfozitos T [Rtal

e loz T de ayuda (Lyt &7 er @l ratdém) produc

(1L- uesta & la accidr combanada de

i toger) del factor derivado de macrdfago

14

(IL-1). La IL-2 1rnguce

Frecur=zoraz de lipfozitos T

la cuales han =ido  actaivad

w

a
P

receptores & la 1L~

i altermative (de =fFalam

model o

ecstimylacidn de laz células T elaborades por

(19380) citado por 31) propome que la estima

celula moms Lyt 2-, =& dax en

lllll
T ————p T2
II2II

)

11

Fara

sintetizar

ctina (3 .

(1'374) =itado pabk

auue irbiiben 1a

t de  entendsr

da ello: postuls

er irterleaucira 2

Q2P

FiQ

1 amti (o del

la interlegsine 1

en lazs otlulaz

ratde),

1tz Fara
(Lafferty v

lazide, tan



La reaccion (&) represerta lux estinulacide o2 las celulas 70
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célula) vy oun co-sstinuladoe Y20, el cual == derivado de cé&lulas
ACCREOrias, (23, IL-1), Estazs cé&lulas saensibilizadas (T) pasan
& (b)) domdse nusvamente 2l misne antigence 21" especifico actla,
peroe la  seral "2V ez proporcionada por la IL-2 vy esto da como

resultads la rproliferacidn Slonal (0T2),

La conclusidr importante de um buern tdnero de estudics es
que loas mitdasroz tradicionales coma la FHA vy la Con-A na  som
mitédgercos per ge&, sSine mds bien inducer la produyccidrn de e

factor de crecimiento fisioldgico.

Ern otras palabras, una lectina estimulante ¢ un  antigenc
dabe terer dos proriedades. Prim=ro, debe inducir la expreasidn
de receptores para IL-2 en las células T gue van & responder, v
dezspud=z, debe promover la zecrecidn de IL-2 por lazs células qus
la produceri. Amboz procescos acurrean en Gy, miertraz que &l pasc a
travée de S requiere el estimulo de la IL-Z. L.a mayoria de laz
lireas de células T, a largo plazo requieren IL-2 exdgens para

continuar su proliferaciér. Sin embargo, atn no &3 clarc qué

tan significativo es lo anterior in viva, vya que existen hoy

varios sjamnplozs de clonas de célulazs T independientes de  IL-2,
loe cuale=z crecen en respussta al antigernco solamente vy parece

que sintetizan sus propics factores de crecimiento (32).



Hay autorezs (31) aque praporen 9ue la IL-2 actda ai
contralar la zinteziz de ARN durante 33 méz que al promover  la
zimbezis d2l ADM, va qus alaunos sxperinsntos han demostrado que
la FHA solamente  causa en alauros Limccitoz sy entrada & G
tamprana (Que g2 caracteriza por Qn nivel bajo de  sintesiz  de
ARN) . La  adicidrn de IL-2 exdasna & @zas célulazs  provoca que

pasel por Ey tardia y entren a S.

Er corclusion, la evidencia sualiere que la estimulacidn de
las células T par antigercs ¢ por lectinas puede dividirze sn dos
ecstadios, El primera se caracteriza por la expresidn  de
receptorez & IL-Z erm membrara de laz células T vy la posterior
produccidn de IL-Z, en laz célulaz qus recpordiercam:  rarmalmeante
ca requiere &l arntigero specifico v células accesorias como el
ma=rédfaan y reprecenta la transicidn del estado Go a . El
seggndo inciuys & la IL-2, la cual provoca que las célulaz pasen
& travéz de S, AU no es claro cual es el papel que Jueaa el
antigenc an el control de esta seqgundas stapa v e los ciclos

subzecusntes.

S=fRales para la activacidn y proliferaci¢n de linfocitoz E.

Si muchoz de los factores qQue conducen a la  activacidrm vy

proliferacidn de  loes linfocitos T son ain  desconcocidos, 1a

1]

conprendida al respecto en linfozitos B 2z todavia  menors esto

quizé 2z reflajo dz la falta de cornozimisttoe =obtrers laz

13



subpoblaciones  de celulas B funciamales (310, Loz limfocitos B

i

maz  estudiar barn 2190 celulas de ratones de dirtTerentes  C2pa

que arcluyean aquellos que acarrean aeres que atectan la diferen-

ciacidrn de taleszs poblaciomes linfociticas.

modzloz =e har estudizsdn los
agertez que activan la proliferacidén vy difersnciacider de  las
linvfocitoz B, v cuya accidn requiere la interaccidn de  otras
subrotlaciones de  linfocitos asi come factores cuys accidn s
totalmente independiente del linfocaito T. Se ha encontrado qua
er ratorss las cé&lulas B srtrarn emn ciclo 18 horaz después de la
estimulaciédr mitogénica ocon agentes como =1 Lipopoalizacarida

(LPS), completédndose una divisidrn cada 18 horas ern presemncia del

mitégenc. Los blastocitoz requieren ademds la Fresercia de éste
durante G: para entrar al siguiente ciclo. El LFS induce Aqus

alredaedor del 30 % de las célulazs B =2n el bazo sa dividan vy
diferencien en células formadaoras de anticuerpos (Melchers vy cole
(1930) citado por 31), Los anticuerpos contra inmunoglobulinas

(anti-Ia) pueder eztimular a laz célulaz B de la mizma maretrs qus
el LPS, Sin  embargo, loz anti-Ia estimulan & diferentes

subpoblaciones de linfocitos e inducer scolamente la zintezis del
ADN, En ambos cazos se requieran factores derivadoz de células T
patra la maduracidén de laz células blasto en célulaz formadoras de

anticuerros,

14



Laz  dosiz - bajas. - de anti-Iaiy. Cam-A L activan la
tramsformaciden  blastica  de  las. cglulaz B perc . ho. inducen - la
sintesiz  de =u ADN. Ecto implica que 1oz requerimientos para

activar las czlulaz B (de Go & ;) zon diferentes de agusllos gue

laz hacer 1miciar la zinmtesziz de ADN (EH, & &) (21).

Alguros investigadores (33, 34) han reportado tanbisn [ue
laa IL-2, wum factor secretado por célulaz T, actla directamente
sobre las células B como un factor de crecimiento de cilulazs B
{(FCLR) Sir embargo, algunes otros (35) kan menciovado que =1 FOCR

y la IL-2 san conpletaments distintos.

En  un  esquema de activacidn de células B de ratdn  Qque
propusisron Howatd vy Faul (36), mencionan que los anti-Ia
stimulan a células B en Go para entrar a G temprans, donde
puedery razponder al estimulo dal FLCR el cual comduce a lasz
células a transcurrir por G donde ahora  requieren de otro
factor: la 1L-1 secretada por los macrdfalos, para entrar & la

mbazs citacinaz es

o

fase S, Se supohe que la accidrn  Jde
mediada por teceptorez especificos, =it embarac, 1o hay evidencia

aun de =u exiztencia.

A partir de loz exprerimentoz llevados a cabo por Howard vy
Pelc em 1953 (20), ze establecieron los primeros métcdos

confiablles para entender la dindmica del ciclo celular. Can



digponibles

&) corozimlento de la

matondos

detetrmninar la

e =llos, mas utilizados

e

g

radiactivos, Ezste  mébodo tiems la vent

estudiar la cirdtica celular en poblaciones

de que pusde aplicarses &l estudic del ciclo

i

que  uha inyaeccidn del compussto radiactivo ez

pUlzo en los cultivos celylares, La timidina

log  precursores radiactivaos de més  anplia

obstarnte su uso he sido criticado (37, 33)

cyenta  las  alteraciores que puede sufrir la

timidina intracelular ro marcada. asi cono

actividad de=

timidirnea en la membrana celular.

Qtra forma de estudiar el ciclo celular

el uso de la citofluocrometria ya =sea

detactar las variacio

De tal
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ADN & lo larac del ciclo.
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detecta ircluzo la pérdida celular (29,

Erv 1973 Latt (40), coanzigus  marcar el ADN calular com un

armdloao  de taimidinad la S-Bramadezsoxiuridima (Brdi) 2l cual  al

unirze cewt el fluorocrans Hoschst 33258 permitid diferenciar  al
Mmicroscopia laz cromatidaz hermatazs de 1o Cramosomnas Ela]
metafase. Fozteriornente, £y 1974 Ferry v Walff (41)

dezartrol laran una irrevacién a la tdcrica antestior, que consistid
erc tedfir com el colorante Giemnza deseudz del tratamiento con el
Flusracr mo, Dz =sta nanera laz praparacionas puedsan e abessr-
vadaz al microzcopia de campo claro obteriende las  mismos
resultadez, pers ca loara aszi obterar preparaéionea

Fermnanentes.

Originalmerte e&szta técnica ze utilizd para estudiar el
fenamens de intercambics de craomdtidas hermanas; sin embarac,
pocc  tiempo después varios autores la uzaron para  examirar la

cineética proliferativa de diversas rohlaciones celulares tanto i

i<

ive como  in vitra (42-44). De tal mwmanera que cuando una
poblaciérn celular crece en presencia de Brdld, laz células que han
duplicado uha vez su ADN imcorporan &l analogo er ura de las
letras de la molécula en ambas cromatidas (sustitucidn monofi-
lar). Dezpués de teRirsze por flucorezcencia masz Giem=za, ==
obeerva &l microscopio un patrénm de coloracidn obecura en  ambas
cromatidaz de todos los cromosomaz (M-1 en la figura 2). Cuando
las célulacs han pazada por un segundc ciclo de duplicacidn, una

cromatida de cada cromasoma ha incorpoarado en sus dos hebras el
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ahaloan (susztitusidn bifilar), mizntrazs  la obra 2dlo 1o ks
echo 2n una. Er &l microscorio 2e ve entonces una cromatlda
&= clara gus la otra en tedos los cromozonas metafidsicos (M-8 an
la fiaura 2). Finmalmente cuando laz céelulazs han duplicado =ua ADN

thez veo2s o mAZ,  Presertar cronescmnas g dos Lipoz: corn anbas

b
[0

cromatidaz =sustituidazs bitilarnents que por lo tanta s ver anb

claras =l wicrascopla v, ajusllas que  Lispen unma sustituid

o

menofilarmente  (obscura) vy unma bifilarmente zustituida vy por lo

tarto clara (M-2 en la fiauwra 2).

D ezta forma, se puede evaluar en un cultive &l porcertaje
de celulaz que ze harn dividido una, dos vy tres o mas vecasy con
este  ze pueder calcular algurcs irdices que nos dar infarmacidn
acerca de la historia duplicativa de laz pobklaciones calulatres,
Ivette vy Tice (45) har propuesta unea férmula con la Qque ce
calcula el indice de replicacidn (I.R.,) el cual es un paramatro
que hnos puede dar wna idea muy precica de la cinética de
proliferacidr celular. Los mizmos autores han extendido el uso
del I.R. para calcular el Tiempo de Gereracidn Fromedico (TGF =
tiampe dezdz que s= azregd Brdl al cultive/l.R.). Sirn embarac,
para que este calculo zea precico, ez necesario que por wun lado
la poblacidon celular recuperada no tenga exclusivamerte células
en primera divigidn vy por otro que la determinacidn de metafazes
en tercera divizidn no se vea incrementada por células que se han

dividido mnéz de tres veces.

1z



El diverscs trabzjos e han eztudiada alaaros de las

factore tarte  ambientalez  comno aguezllezs praopics de cada

]

donador, que puedanm produci cabbicoz en la CPUY 22 ha encontrado,
par ejenplo, aQue el medio de cultive utilizado influys zobre 1a
duraciérn gzl cicle celular (CC) (&). Ern algunos trabajoz se  ka
trepottado Aue  la prezencia de zuera =n los cultives plieds
retardar el ciclo celular (7, &), aunque er atro rio se encoantrd

tal efecto (6).

Loz valores del pH tanto intra come extracelular tambidn
afectarn 1l& proliferacidn de linfocitoz en cultivo, Azi, can
valores de pH extracelular arriba de 6.8 se mantiene el
cracimienta exporencial v ademas se induce la proliferacion de
las celulas en Go, mientraz que i el FH extracelular ce mar-
tiene entre &L.7 vy 6.4, la tasa de divieidn ze reduce; por
tltino, si el pH baja mas de 6.4, el crecimiento se inhibe casi

por completo (9).

Foar otro lado se ha observado que cuande loe  linfocitos
proliferan, frecuentemente el pH intracelular es ma= alcalino que
ern aquellaz célulaz que se encuerntran en reposco (Gerzson, D.F.

(1932) citade por 10),



Laz wvariaciores et la temperatura de cultive tanbiden
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afectarn la duracidn det CO, =zobre todo [= R

reduccidhn que produce =l alargamienbo del

o

Laz condiciones de colects de la sangre influyen em 1

fproliferacider de tos lLinfocitos en cultivo, por e@jdenepic, s1 s

il

cbtierns la muestra durante 1a& mafana., la proliferacidn de linfo-
cltos  de Mumarnoz es mas rapida que S1 la vemopuhcide 22 realiza
durante el medico dia o la tozhe (12). Da iqual forma, =1 como
anticoasulante =z ysadao él &cido etilendiamitotetraacidtico (ELTA)
o el citrato &dcido de dextrosa (ACD), el CC se klace mas

Proloradoe que en aquellaz musstras tomnadas con heparina (13).

Por 1o que respacta & las variaciconezs en la cirdgtica de

proliferacié4dn de linfocitos en cultivo, producidas por factore

il

propios de los donadares, ze ha detectado que ésta ez m&s  lemta
&1 lac personas viejas aque &n laz jovenes  (14). El aestado
nutricional de los dongdores tambiérn parece ser un factor que
influye en la proliferacidn linfocitica (15), al iqual que  la=z

condiciconez de salud, y& que e personas parasitadazs la CPC es
md=z lenta que en los individuoz zanoz (16). Camo == menciord

arntericormente las hormonaz esteroidez sexuales pueden afectar la
proliferacion linfocitica, A continuacidn ze desglosan  alaunos
da los estudics realizados al respecto;  ze incluye inicixlnente
una descripcidén breve de estaszs hormonas y sus efectoz bialégicos

mas relevantes.



E=zte tipa de  hornornas o noléculaz lipozolubleszs que

filenen uwn precursor en contr: 2]l colesteral, con el oque compartes

uria  estructura bBAszica, &l ciclopentaccopsrbidrofesnantremco: de
astas, Loz y leoz progsstégernc:  participan en la

Fegylacidrn de  loz ferndmencos blaldaicos que courest durante =1

ciclo merstrual .

L

n
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shtdaeros recibieron tal nombre e 1929 cusnds [weizy vy

sus colaboradorez (Citadoz por 46) shconbtraron que 1oz extractos
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e orina  de muleres enbarazadas produciear la ermbread

it

repraductor o eztre en hemtras inmaduras o diztinta

w
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Los principales estrégenc: producides por la mulsr son =1 178 -
estradiol, Ia sshrona vy el =strial. El primera de =llos es
zecratade  por los ovaricos mientraz que la eztrorna v =1 estricl
e forman ern =1 higado a partir del estradiol o por conversidr de
la androstercdiona vy otros andrégencos en tejidoz ne  enddorincs

(47) .

En las mulerses normales, loes miveles de 178 -sstradiol se
=levarn durante la fase folicular dsl ciclo menztrual a  aproxima-
damente 200 pg/ml; y declinarn poztericormente (48). A pesar de
que casi todo el 17 g ~estradiol que entra al torrente  Sanguinec,
-3 ure &  proteinas conc 1 a -alcbulina o la glaobwl i

acarreadora de arndréasros, la carmtidad libre ze aleva y daecas d

hg

[
—



aowerds con la cantidad total producida & 1o larao dael  ciclao
menstrual. Ezta twrmora libre junto corn aquella que = une &
otraszs proteinas core mersr afinidad, producen los afectos

biiocldgicos detl estradicl durante el ciclo merstrual (49),

La progesteroma en la mujer  mo embarazada se  produce
principalments en el cuerpo latec, aurque la corbtezs suprarrenal
ircrensnta =u sinteszis durante la fage folicular del cicla mens-
ftrual (48) ., Durarnte la zegurda parte del ciclo, después de la
ovulacidr, la prodssteroma sc la hornona sexual domihante‘ya que
en promedic su concentracide ce eleva & mads de 22U rg por ml  de

rlasmna.

Esta hormona ez inactivada en el higado y excretada en la
orita. En el tubc digestiva tambigrn ez inactivada por  completc
de mode que clinicamente debke zer adninistrada sor inyeccidn o
bien recurrir al producto sintético preanenclona por via oral el

cual no == inactiva en el tracto digestive.

Uro de loe efectoz biclédgicos méz interezantezs de egtazs
Formonas es  la participacién en la reaulacidn de lasz ciclos
reproductivos  en loz mamifercz que =n =1 humaro recibwe &l nombrs
dg ciclo menstrual {(grafica &). Al comierzo de cada ciclo un
numerc  variable de foliculos, Qque contiermn cada wumo un dvulo,
comienzan a desarvcllarse en respuesta a wuna hormona  1lamada

Hormona Estimulante del Folicule (FSH). Después de § & 6 dias,

I\
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urns  de e2llos empisza & dezarvollarss

celulazs d

id

la granuloza de este fuliculo‘
la influencia d2 obra bormona adenchipofisiaria: la - luteinizante,
(LH) azi como factores intrinsecos Jdel proplo Gvario, sintetizaﬂ

estrdgers vy Lof liberan de una maners creciente. La secrecidn

—
[=]

de estoz llega &l maximo Justo ante:s de la mitad de cada cicla
Quz estinula retroactivamente una liberacidn rédpida y naziva  de
FSH v LH cauzarntes de la cvulacidrn. Cuande =21 folicuwlo s= romnpe,

el dvulo es expulzads a la cavidad abdominal cerca de la  Lbromnga

de Falopio, La estructura remarents del  foliculo sufre uma
trransformacidn metabdlica  (luteinizacidn) cuya COREECUErzl &

erdiacring es la sintesiz de progesterona, la cual tiens  Comno

0]

principal funcidn la sestimulacican del endometric  uterino. Laz
célylaz de esta ezstructura producer estrégenc:s v progestercorna por
el resto del ciclo o durante mas tienmpo i ocurre al  embatrazo.
Si este no ocurre, el cuerFo amarillc deqerera y cesa la
produccidn hormornal. Er el endometric, la falta de estimulacidn
corn progesterana provoca Que e las arterias de esta estructura
se produzca constricgidn, y los tejidoz externcos qQue éstas irri-
Qar no recib@n  sanare vy mueran: mientraz  tanto se  producen
pequefias hemorragiaz en las artarias mds profundas. La prasencia
de sanare vy tejidos necrozados en el intericor del Gterc estimula

stas

14

la contraccidn de loz muzculeos wterinos v la expulsidn de
estructuras hacia la vagina lo que forma parte del flujo

menshrdal (49) .
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. E) purhe de partida de laz investigaciones que raelacicnan

& estaz hormoras  con el zistema itmunolégica =e  basd  en las
absarvaziores  heckazs por distiphoz cientifiooz er las cuales se

hacia tesaltar una diferencia emtre la rezpussta trnurncoldgica de
laz  hembraz  con respecto & la de los machoss  an gensral las
Fiemtzras de distintaz especies 1ncluyendos la bumare, terian  un&
respussta celular vy humoral mas  s=levada, Simulténeamste loz

datoz  clinicos mostrabarn que laz nmuisres sraon n&as rezigtentes

w

uma variedad de infecciones. EM aifos subsecuaentes ss reportd qus

14

las mujerez son mMas  susceptibles & contraer enfermnedades

autoirmunes aparentemerte debids & uma exadsrads  respussta a

autoantiasnoz (50).

Existern varios trabajos (S51-54) que tratan de explicar
] papel que juegar las hormomaz sexualez en la aparicion y/o
agravamierte de algunas enfermedadez autoirmunes como: lupus
eritamatosy sistémico, tiroiditic autoinmunse, artritics reuma-

toide, etc.

Se ha encontrado que la arquidectomia realizada ern ratones
iqcrementa la proteccidn contra diversas enfermaedades causadas
por viruz (virus de Coxsackie B), bacteriaz (Streptococus), vy
hongoz come la candidiaziz (50, 95-97) a la vez Que causa un
aumerto e la transformacidn de linfoblastos ern cultiva (58,59)
y acelera la reazcidn Jde rechazo a injertos de pi=el =1 ratones

(60, 61).



Dur=amts 21 embarazo == owmsidera que: 1&z - bormnonsz . ezhe-

caUzar um Sierte arado )l de LR ST IR [ AR Ry

Fara pravemr &l rechazo Jdel feto, Er particular la

ls afectsds, 1rzlizs =2 ha reportado

s Selular

la 1rmverzider de laz proporcioeies de linfocitos circulants

iy

in
id

= mujares durantes =21 pramer trimestrs dsl embarazo laz cuales

by

& rarr3cE mormalez (70 N ds linfocitoz T oy 3000M de

11

linfocitos B de la vigazins =e=mana. Tambidgn == ha

izt

1

propuesto (54, £3) gue aparts de laz hormonas sesdales Pt

otros factore:s gue CRUZEN Inmunczuprezidn en las mujsr =mbatra-

zadaz, algurcs de loz cuale irpzluzs por =l propio

For 1o que 32 refisre a loz estudioz realizados in vive =n
arinalez de  ewperimsntacildn, zabre  tods em rosdores, [t
resyltados som Jdificiles de irtergretar. En alaurozs trabajoz (596,
&4 za  pPeportzx que 1oz animalez ovarisctomizados  tismer mayor
proteczidn contra una variedad de infecciormss, azi Somd WhE Mayor
predizpozicidrs 3 la induccidrn de cisrtos tunores. Miertrazs ques

ctros reportan gue la avarisctomiz  deprime la respussta bumoral

o+
[N

& kMetercartigeros (SO0, £4) y abras inves acicrees o encuenhrar

=ficiente contra

que la

La ratutraless conflictiva de estos datos podria zer comzse-

=uercia de distintss variables:



&) Dosziz:

Esta ez ura o principales fuentezs de variacidm en laosz

1]

bt
S

"

resdultadoz dz  laz irvestigaciores con hormonaz en g9=neral.  En
progesterona y testosterona cauwsan efectos opuestosz & los

provacados por concertracionss altas (66, £€7) .,

b) Edad:

La edad d= los individuos puede resultar crucial en expe-
rimertos dorde  se realice una gonadectomias PO 2Jaenplo, la
orquidectonia llevada a cabo en etapaz previas a la pubertad, ez
m&s efactiva que =1 e hace Jdespuds de la maduracidn sexual.

uales, tam-

A
o

Cuatide e administrarn exdaenanente las bornonas ses
tiérn dJdabe tomarse ern cusnta este factor yva que =i ge admimistran
irmediatanente después del nacimiento tieren efectos nucho mis
pronunciados et @l siztema inmune gus cuando se hace e aninales

destatados o adultas (S0,

c) Via de administracidén:
Se ha demcstrado que laz hormoriaz en implantes tienen un
mejor efecta gqua laz iryecciones repetidas (S0). Recientemente se

ha  propuesto & la inyeccidn directa de la hormonas ern uta bate de
aceite come la mejor forma de admninistracidn debide a aque 1la

concerntracidm hormonal pueds ser controlada con mayor precisidn,

‘26



d) Corversises

Laz hormonas  =exudales masculinas, comnmd la testostarona

i+
o
i
o
w
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1

plisder  Eer  convertidas  oen laz hembraz o en 2=
te)1d0s adiposo, muscular, bPepdtico, asi comn 2n la placenta voen

Loz machos en las glandulazs suprarraenales (632,

CEn cilertos trabajos e ha demostrado gque 1os

[

st Qenos,
&l iaual qQua la progssterons, inkiben tanto la incorpocracidn de
timidina tritiada comno la transformacidn blastica de  linfocitos
humarss sstimdlados cote FHA,  Con-A y FPPL (53, &%), Sim enbarago,

otros estudics no han confilrmado este techo (70, 71),

Loz datos cbhhemidozs al wusar comcentracicores bajas (.01 &
.1 uas/ml) indicar que estas hormanas lncremsttan la incorpors-
cidrm de timidina tritiada 2n linfoosito=  gztimaladess com PRI,
miermtras qQus & CorcsRtraslores maysrses (10 xS0 uasml) el

afecto &= el contraric (69).

Er otro trabsic (59), en el cual == medid la  respussta
Humoral e linfositoz eztimuladoz corn el mitdgeno Pokawsed (FWM),
se e cheervado que & concentracionszs fisioldgicazs =1 estradicl
estimaly la acumulacidn de célulazs secretoras de inmuroglaobul inas

{i1g) y el porcertaje de pla=mablaszstos corr 19 intracitoplésmicas,

-
<



miertya

FErFmonaz
&= biesn

2l hechio

respaldadaz oo otras  investigacionez =n las cualez  han zi1do
demostrados receptores para bornonas zexualez en linfoticos T, oan

tanto que en linfocitos B o 52 han encantrado (72).

Dtroz  investigadores han sugsrido que la sintesis  de

rroztaalandinaz ez wum pazo inportante para la aparicidn de  los

T

factoz inmbibitorics causados ror las hormonas sexuales, especi-
ficamerte el Dietileztilbestral (DES) en laz células NE, va qus
al agresarss Indometacina y Acide acetilsalicilico & los
cultivos  -ambog suprezorez de zintezis de prostaglandinas- juntco
cot &l DES desaparece el efecto inhibitorio. También se obzervd
que &l eztar preszentez laz prostaglandinazs e bajaz corncertra-
ciohez, e vez de ternsr un efaecto supresor sobre las celulas NK

éstaz sSe& ven estimuladaz (73).



MATERIAL Y METODUS :

El cultiQe de limtocitos =ze lleve a cabo 3 acusrdo oo La
tdonica  de  Moorbead vy oools., (74) modificada o= la ziauisnte
marvzra: Se senbrd ssregre bepsrinizada (0.5 ml) o=n & oml de e
e oultivo REML 16400 (FIBCOY. A cada cultivo =2 le adicionaron
0.2 ml de fitohemaalutinine (Miorolab) y 30 /m de S-beomodesosiu-
ridima (Siams) . Se ircubaton & 37 ° en la oscuridad,  duarante 72

e, poz horas  antes  de la cozecha se  adicionaran &0 w3l d

d

colcanid (Microlat).

A} LCosscha. Lios  cultivozs se  cantrifugaron  duracte 8
minutos & 1,200 rem (20Uxa), =2 elimind 2l zcbrenadante v ze dejd
un volumen de é&zte igual &l del paluete celular: se agitaraon
suavemnente vy €2 agredaron 7 ml de KO (0,075 M) ze rezsuspendieron
cor ayuwda e o aglteador vértex. Despuss de 30 mirnutos o
tmcubEzidn & 37 M0, za centrifugaron durarte B omin & 1,200 remn
CAOXg) vy == descartd el sobrenadante dejdrndoze un volumen igual
al  del botsn pars resuzpendsr las células amtezs de agreaar 7 ml
de  fi1jador, zw delaror las celulas reposar durarbe 20 mir. Sz

repitid ezta operacidh hazta observar qus &l botdédn s encontrarg

limpio de aritrocitos, 1o que asheralmetts oourrid en =1 bercer
cambiic. La fijacidn ze marmtuve duranmte 24 b & 4 °C, Al dia

sigquierte s& tealizarar laz preparaciones despuds de cerbrifugar

o

3
o0



TueEparsidn,

por 1z flama..

BE)  Procesao de bimcidng

laminillaz, == adid & beidir ocote

na

]

Giamza derivada dz la descrita por Pérry yoWal T (mEy, Ezta
cormzizhid ern introduwsit las lamimillaz en una solucidn de tin-

tura de Hoechzt 33258 durante 30 ninutos,  despud lavarorm con

n
w
i

]

amua corrilents y o se secaron al aire, e cubrisrom con anortlauas

u

dor de fasfatos pH 6.8 v cubrecbjetoz: e expuziercn a luz rnears
durante 2 a Z.5 horaz vy fimalmentsz  fuerom  tefidoezs cor ung

saluzidrm &l 2 % de Gienmsa-amartiauzador fozfatoz durambte 4 a &

mitwtozs Yy e slimind e aexcezo de colarantas corn agua corristte,

) Anadiziz de Metafazes. La cimégticy oz la proliferacidn
e lular fLiz cuantificada =t laz tan Erimeras cElulas
consscutivas, == Jdetermind el rmdnero de metafazss en primara,
ceaunda Y tercera o sucesiva Jdivizidn, El irndice de refplicacidn
(IR) sz deteripirmd con la férmula propussta por Ivette v Tice (45)

IR = 1 (1®w) 4+ Z2(2ew) 4 2 (Qe=) /100, Azimizms, =se determivd &1

iredice mitatico (I, Pt contes del manera c&iulas e metafase

=roun total de 2,000 células par Cuitavao,



DUNADURES:

tJdlu 1 viveo za obtuvisran MuEstiras ds 7 dora-

labooratorio: & nulerses (edad: Jih, 7 #
medizn + LoEG) vy 1 bhonbre (2 2Rozh: 2l ez traes 2e pFeslizd sens-

Falmente & Lo larao de 3 meszes durarte la madand. Foazterloarmetits,

e 1ncluyetrar bambisn 2 D odonadores homkres tedades! 12y 2u
HFPOE) de Loz cuales =2 tomaron muestras cada zemnans durante 1
% .

B)  Fara investigsa el efecto in vitre de  laz  hornonas

©

exuales am la proliferacién linfocitica, utilizamos samare de 2

individuo san>s (1 hombre v | mujer? para reslizar laz  curvas

lﬂ

doziz resfpugeszta de cada hormora; misntras que ouatdo 2e adicions-
ron  las proporcicones de ambaz bormonas zimultansanente,  Se WS
garndte de 4 donadores (2 hombres vy 2 majerez).  En oanboz Cazoz ==
bgscd que el dia d2 muestreo coincidiera con el primer  dia  de

merstrdacidt 2 las dormadaras ya que =S e este dia cuardo la

mencor cantidad de estasz bhormonas e2std circudlands (grafica & ).

Hormznas

Erm &l e=ztudic i vitro e utilizaran 17 B- Estradicl (FM
#72.373 Schering) y Frogeszterona (FM 314, 45; Schering). Ambas fue
rory diluidas en etancl pura (Merck) en el momentoe de iniciar cada

experimentot =Se  agregaron a los cultives 40 wl de laz hormonas

X
=



para obtener cada urna de

AY-17.B ~Estradicol 1,47 :

N (TS Wi RV P

o
©
|;:
it
u
o
o
0
o
-
o
W

SeoiumEn, Al
_néimulténeamente

et laz  siguientes ‘Estradicl/rrogesterona) :

1) faze menstrual 1.47 10 1§M/ﬁ.0ﬁ; o faze pra-
aovulatoria [N » 10712/, 5 wWoo10-®my X)) fase  lotea

F.41 % 10729M/7,.95 w0 107y 2] volumen fimal en =] cual ze aarega-
ror fue  en todos 1oz cazoz 40 ul, oomo Comtral pesativoe se
adiciomaror 40wl de etarcl puro (Merck). Todos los tratamientos

g2 llevaron & cabo 2 horas despuds de indciada la estamulacide

A les datoz del estudic lomgitudinal con diztintos
donadotres se 12z aplicd un andlicsiz de varianza mientbras que

las rezultades de loz estudiczs in vikre con hormonas eztercldes

m

B2 analizaron estadisticamente por medio de la pruebsa "t d

Studett =om valarez de p o mermores de 0,025 vy 0, 05,

-
a2z



"RESULTADOS

Ern  la tezpuesta a la estimulacide in vitre con FHA  existe
una  aran variabilidgad antre indl?iauozraéi come entrs dilferentes
muzztras de unomisnoe danadﬁr, 1q cuﬁl.se sbserva tanbo 2 el LM,
(araftica 1) coamo an la ﬁHEi(érafi:éwi). Siv o embatan, an la tabla
I =& puede ver aqus el promedic de ‘los valores rpara anbos

parametroz obteridos  en cada imdividuo fus Rhomnogénes sntrs 1o

g

donadores, excepto por la respugsta encontrada en uno de 2110z la

cual fue estadizticaments diferente a la del resto del arupo.

u

Tratando de explicar la= variaciornes individuxle
observadas, sz considerd la influencia de los cambios hormoralas
courridog a lo largo del ciclo menstrual sobre la prolifaracidm
linfocitica, Loz rezultados obtenidoz tanto 2n 2l IM como an la
CFPC de las & domadorazs se analizarorn contra el dia menstrual en
qQue == encontraban al momento de tomar la muestra ds sanare,  sin

gmbargo, o se detectd minguns corvrelacidn estadizticamente sia-
mificativa (graficaz 3 vy 4). Es importants hacer hotar que el
camportaniente del donador nrumera S en nuestro eztudic &= mnuy
patracide & los rezultadoz que s= encontraron en 1972 (17)  con
este nismo individuo (graficas 3 v T ). En loz donadores hombres
tambiérr £  detectaron cambios en la respuesta & 1o largce  del
tiempoe (graficas & y 7 ) con intervaloz promedic de 0,024 + 0,007

a HN46 + 0,005 v 1,96 + 010 a 2.4% + D13 para el IM vy el IR

rezpectivaments.

a3



TABLA 1 CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR E INDICE MITQTICO
EN 7 INDIVIDUOS SANOS.

DONADOR ISE+DE)  2SX+DE) 3PSX+D.E) LRE+DE) 1M X+DE)
1 W74 1864 58 + 9,7 2.3+0.16 0,029:0,011

2 21+7.6 19+7.6 60 + 9.1 2.39+0.14  0,0347+0,012

3 20+ 9,7 18+7.4 62 + 9,6 243+0,17  0.0328+0,011

4 21 +9.9 15+3.2 B4 +13.2 239+0,33  0,0305+0,013

5 2+11.4 19+9.4 59+ 14,4 2.37+0,25  0,0306+0,04

6 27 +9.2 20+7.6 53+ 14,3 2.25+0.25  0,0260+0,012

7 36 + 35" 17+7.4 47+16,5" 2.10+0,32%  0,0195:0,011"
ProMEDIO M4+ 5.2 18+1.5 57.645.4 2,32+0,11  0,0291+0,005

* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA CON RESPECTO AL PRoMeDIO  P<0.05

1AS; 7 DE CELULAS EN SU PRIMERA DIVISION MITOTICA,
2%S: 7 DE CELULAS EN SU SEGUNDA DIVISION MITOTICA.
3AS, % DE CELULAS EN SU TERCERA DIVISION MITOTICA,
[iR.: INDICE DE REPLICACION,

I.M.: Inpice mitoTIco,



Mitdtico

Indice

Grdfica I.- Variaciones del Indice Mitotico a lo

largo de
0.06 3 meses (media para 7 donadores)
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% de Célul'as en 32 division mitdtica

100

o
L~

Grdfica 2.- Variaciones de la cinética de proliferacidn
celular a lo largo de 3 meses ( media para 7 donadores)
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totico

Indice

Grdfica 3.- Variaciones del indice mitdtico a lo largo del ciclo
menstrual (6 donadores)
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Replicacion

de

Indice

Grdfica 4.- Variaciones del Indice de replicacion a lo largo del
ciclo menstrual ( 6 donadores
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Metafases

( X 1000)

Grdfica 5.- Variaciones del Indice mitdtico
a lo largo del ciclo menstrual
del donador(5) hace 18 afios

L

1 1 11 i
I-¥  VI-IX X-XIV XV XVI-XXIX

Dia del ciclo menstrugl

Tomado de Ostrosky, P. {1972) (17)



Mitotico

Indice

Grdfica 6.- Variaciones def Indice Mitdtico
en 3 donadores hombres
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Grafica 7.- Variaciones del Indice de Replicacion
en 3 donadores hombres.
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Al =v 3 diml‘y la Frogesterong

adiciornadss 1 b = llnfhr to P COonCentr &T1orEs QU

tratarcey  de zaimular & las ercontradazs em 3 purtoz osl ciclo
,

menstrual (arafica 8, 0 =e encontrd que ambaz Bormonas. al estar

el contacto cotv las célulaz duyrarnte 70 horas  inbiibaeron la

proliferacidn retardands la CPC =m0 laz doziz méas balas, pero
curiocsamernte mo én las dosi= maz alta (graticaz 9. 1u, 11 v 12).
Mientraz Sue &l adicionarse simultinsanente las dos borponas &
log cultaivos de linfocitoz, =& encontrd wia 1nhibicidn d=l IM con

laz concentraziones  hormonales  saimilares & la

[

regaizstradas
durante las fazes menztrusl v o pre-ovalatoria,  pero e hubo
cambioz =ignificativos & este pardmetro oo la dozis que sinuld
U punto de la faze ldbes (grafica 13). Cabe zafalar que los
tesyltadoz  mostrarar una maysr =ansibilidad de las célulaz  de
mujer & estas hornonss y adan en la Gltima concentracidn babo ue

fecto zianmificativamaente imhibiteorias del 1M (grafics 14).

1]

Er cuarto & la CRC em la grafica 195 pusdz verse como édzta
se hazse maz  lentx er cultivezs que fusror  tratadoz  con anbaz

hsrmonaz er laz coatwzentracione=z =imllares = laz ernzantradas

dJurante las fazez manstrual y 1dteas; o se  detectd el et
efecte zianificativo ern aquilloz a loz cuales ze  lez  aqarsgaron

dozgiz =imilarez a las shcontradaz en la faze praecovulatoria del
ciclo menstrual. N =2 obzervaron diferenciaz e relacidn  al

sexo de los domadores,



Grdfica 8.- Variaciones promedio del 17/3-Estradiol
y la Progesterona en plasma de mujeres
durante el ciclo menstrual.
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Hormonas en plasma

1 1 1 1 J

0 5 10 5 20 25 28 DIAS

Tomado de Edwards, R.G. (1980] (48)



Grafica 9.- Efectos del estradiol en el indice mitético de linfocitos humanos
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Grdfica 10.- Efectos de la progesterona en el indice mitotico de linfocitos humanos
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Grdfica 11.- Efectos del 173 - estradiol en la cinética
de proliferacion de linfocitos humanos
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Grdfica 12- Efectos de la progesterona en la cinética

de Proliferacion de linfocitos humanos
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Mitatico

Indice

Grdfica 13.— Efectos de 173-Estradiol/ Progesterona en el indice mitotico de linfocitos

004

003

0.02

0.0l

humanos
¥ p<0.025
n=6
147X 10710 6.06 X 10710 44110710 [M]
0.0 1.59 X 10~8 795X10°8

Concentracion

Hormonal



Grdfica 13.— Efectos de 17/3-Estradiol/ Progesterona en el indice mitotico de linfocitos

humanos
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Mitdatico

Indice
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Grdfica 14.- Efectos de 173 Estradiol / Progesterona en el Indice Mitdtico de

- Linfocitos Humanos
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s o s s, ot [ Jrimserenis

Grdfica 15.- Efectos de 178~ Estradiol / Progesterona en la cinética

% de células en 32 division mitotica
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El andliziz de la cimdtica de proliferacidr celular vy el
irdaoe wltdtioo parmitid [l =T o= P la variabilidad
interindividual e ivtermuzstral en la proliferacide de linfocitos
e2stimulados in vikro con PHA, reportada por obros (75, Sim

mba g, loz  promedicz tanto del IM como de la CP2 individualez

1

mostraron bomogereidad,  excepto &m oo de laz domadares cuyva
respuesta fue estadisticamente difererte al resto, A este indi-

viduo posteriormente se la digamosticd una inf

(zorm Entamceba hystolitica v Giardia lambiz), condicidn aue pudo

haber afectado zu capacidad de respussta al estimulo mitogénico,
Exizten datos que apovarn ezta cbservaciden, ya qQue ze ha

erncontrads qQue alaunoz pacientez reuracisticercosas tiernen  una

cingtica de proliferacion linfocitica mas lenta que los donadores

Ert relacidrn corv la pogsible  influsrmcia de loz  cambicos
hormonales ocurrides it vive durante 2l ciclo menstrusl sobre la
CPC v @l IM de rmuestraz dornadoraz, no se asrmcontrd alauna correla-

—idtt estadisticamente pozitivea.

Ez probable que debido a la influsrmcia de otroz  factorsesz,
zex dificil dezentrafar =1 efecto in vive Que  las  hormonazs
sexualaes Lieramn 2n la proliferacidn del linfocito. N abstants

nuestroz eztudios in vitro indicam Que tanto &1 17 B -Estradiol



ZOmo la progezterona tisgnen la  capacidad de modificar la
respuesta de Loz linfocitos & la  sztinuiacidln mitoagmica &l

retrazar la cindtica de proliferacidn de ezstaz cilulas.

n

Al frabajar con doziz de anbaz hormoras o simtlarezs & la
detwectadaz durante =l ciclo menstrual, Psila Rangel.(lai arcontied
Qe la Pprogaestaronz, Fero mo el ezgradlol, irhibe 1x
irzarporacidn de *H-timidina, =1 porcentaje de células vivas vy el
ramerc de  cé&lulazs e metafaze en cultives de liwmfocitos de
homkire. Al  adicionar simulténeansnte eztaz moléculas detectd
efectoz parecidoz a loz amteriores vy postuld que la progesterc-
na e la hormons que tiernse una influencias mdzs directa sobre la
carpacidad de respussta de los linfocitos ante la PHA. En el
estudic que nosotros realizamcs se cobservd que tanto el estra-
diel como la progesterona moadifican la proliferacidn celular
irhibierdo la CPC vy el IM de linfocitaos de hambre vy mujer, ya cea
que  havan €ido adiciormadas por separado o zimdl tédneamente. Lo
antericor nos indica qQue los cambiics cbs=rvades en la CPC y el

IM durante el ciclo menstrual pueden ser 1nducidos por la acoidn

de amba=s hormonaz (graficas 9 a 12).

La mayor sensibilidad a la progesterona v ] estradiol de
los linfocitos de mujer encontrads en uno de rgestros
expeatinertos (ar&fica 13), puede zer explicada ds lx  ziauiarnte
manera: los linfocitoes de mujer al estar en contacto previco  com

sSUs Propios estrédasnos pueder ternzr un numsro mayor de receptores

w
i+



dizponibles v o por 1o arto Fesporder nas intenszanznte a2l efecto
de sstaz Farinonxs, ya Qe por e lado e plenza qus Loz ersctos

de  estas  bhormobas Sot mediador Eor la welae ge la  bBormomna &

receptores  especifilcos localizad 2t =l Clhoplazma vy ta

cezidrn del compleio bornona-recsptor al raclen goreds

irduwse  fa branscripcian de imformacidn geeetlca [ 1- 4,
Potr ofra lado e 2l limfocito va ke 21d0 caracterizados  recefp-
tores para ectradiol (72). Ademaz e cabe que la sinmteziz  de
riueyos  Feceptores pusede cer estimglada por la accidn de  ciertos
estercoidez:  fpor ejenmrlo, =1 17 B-Eztradical estimuela en  algumas
cklulas la produccidn de receptores tanto patra estrdgencos Comns

steroma (88).

n
ar
o
s
2
il
1]

Ez importante hacer motar que tal efecto 22 chzervd sdla zm
=l IMy no en la CFCs lo amterior tozs pusds ardicar gue =i bisa
]l manero de célulazs que responder & estas harnonas €3 merncr en
loz bombrez que en lazs muyeres, aguellas c&lulas gue =235
1nbEractoian  cor estas noléculas muestrarn el mismno coinpesrtamlerto
2 s cindstica de proliferacicon (arafica 14).

A la fecha z& khan encontrado receptores para diverzas

heormonas (peptidicas v e2stercides),  tambo en la membrans comne en

m
n

el intericor de célul de diferentes drgancz: del zistema  innune,
La buwsqueds de tales receptores an 2l linfocito ba sido de parti-
cular  interds: Se  ha encontrado que la distribacidn de  aestas

mol&culas et diferente ertre laz subpoblaciornes linfociticas  en



las cualez pusdaen alterarse: receptores coms la

t

-ezpuezta & lag hormonas estercidss sexuals:s despugs de la acti-
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El efectc de  las hormorazs estercoldes  sobre el

1 ldeal oo deparichs macho de  la concentracidn utilizada
experimentalmnente. - Por  ejemplc, trabajoz que banm uzado dosis

altas de prog

i

sterona v estradiol (107 - 1072 v) reportar Que NG
existe ninadr efecto de estaz hormonas =obre la proliferacidm de
linfocitesz estimulades in vitro corm PHA, wmisntrazs que concentra-
ciones  mayores (107 M) inhibet su division (19). Er  otros
eztudicz =& ha erncontrads que laz doziz bajas de  progesterona
(10~7 M) aumentan la respueszta de los linfocitoz estimulados  con
PFD més no la de leoz cultivoz estimulados con PHA; corcentra-
ciones cercanaz al orden de 10-* M tarto de estradicl comoe de
progesterara inhkiben la incorporacidén de PH-timidina en linfoci-
tos  estimulados con PHR o PPD (6%) Nuesztros resultados muestran
aue lazs corcentracicnes fisioldaicazs de progestercna v o estradiol
(10=% M y 10°2° M rezspectivamente) inhitern la proliferacidn de

1os linfocitos en cultive (graficas 10 a 15).

Laos diferentes efectos que estaz hormonas pueden Causar
zobre el zistema irmure dependen de la concentracidn en que e
adicicren, vy esta parece ser un fendmenc azneralizads de las

hormonas s=zan estercides o no (77).  Asi For 2jemplo, se sabe qus

A
&



Epbores.

AVEUN T PO g P

Greclrhibitoria deloS1SLena  INmUnE mLEntras qus

Qe medlan s

dosiz  mayores  acstivan Fecepbores que incrementan la

iffUnol &31ca. Se =abe tambaen que la inEdllng @ bagaz concentras

i
m

cilokez  achuas sobre loz recepborss para ansuling y o oestimula o la
proliferacian gz linfocitos T v By por 2] contrario, dozis alias

[ -] zta  bornona activar receptores para somatonedinas O 1os

g

Suales  provocan upna Inhibicieon de la praoliferacide de estaz

0]
~
~
.

ezlula

Alautoz  trabajos reportan Que laz doesis altas (L0 -~ 1g-%
M) e estradiol v dietilestilbestrol (DES), detishen el ciclo

celular de linfocitoz v célulazs Hela especificamerte entre  las

fazez S vy Gzy ze propuso incluss un mecanlsno de accidn semsjante

al de la colohlcina, == decir, ur Blogquzo de la metafaze (19,
a3 ., Reciertenernts s reportd que el DE urre covalertansrnte

al dominio carboxi-terminal de la g-tubwilima vy provoca aremnali-
dadez en el aparata mitético en c&lulas de kamster  zirio en
corcentraciorpzs Gl orderr de 10-= M (79, Hil)r o z2in embaras, o =52

bar emcotitrads resultados semnejanbtes con 178 -Estradiol.

Loz datos experimentales aunado:s a 1o arteriar, roz 1llevan
& plantéar gz tarto el eztradicl coms la progesteroma 2ne dozis
fizicldaicas como  las uEada=s en nuestro trabajo podriat estar
actuatdo  zobre  receptores que inhiber la proliferacidss de 1oz

linfacitazs eztimulados in vitro com PHA, mientraz que en corncen-

ESTA TESIS %9 DEgg
SAUR DE Li GsLidTECA

(A




tracicnes  mayores (1UT% - {0-9 ) zztaz moléculaz son capaces de

uhiree a obtra claze dz egstructuraszs celuylaresz comn el ci1tossquels-
to. Ezte altime sz e de 1oz nmecamismnos propusstos para expli-

car la aozsidn carcinegenica de la exposicidn orédmica  a  algunos

astrédaencos (79, S0),

Laz fluckuacicres en la CPD cbservadaz en los lipfocitos de
lcmbres  pusdern  deberzse a obtros factores gue tambidén bergarn s
comportanismto ciclico, Se  =zabe que =i los mami feraz  acurten
cambiocs periddicos sianificativos en la funcion de sus draanos vy
sickemnas. Espzcialmnerte an laz zistemaz irmune y hemnatopovético
se ha detectads cierta ciclicidad e la proliferacidn v furcidn
celulares durante diferentez horaz Jdel dia (circadianc), zemanzs
(circazeptal), meses (circamensual) & afos (Circanual)s se  ha
encontrado que ro zolo cambia &l ramerc sine la actividad de  los
linfocitos circulantez como funciden del tiempo, mostrando  wuna
respuesta i vitro distinta & la estinulacidn mitogénica (21).
Ezta puede =er debido a cambics er laz proporcionez de las dife-
rentas zubpoblaciomes de linfocitoz., dado que har zido reportadacs

variaciones de la CPC entre linfocitos T de ayuda v T citotdxiceos

(14, 73).

El cultive de limfociteos ha sido utilizade recientemerte
coma un sistema para la evaluacidm de la CPC y  los  cambios
acurridos  en ella & comzecuencia de condiciomes patoldaicaz come

parazitosis, desnubricidm v sindromes cromozémicos (15, 16, 82).



Nugstro estudic confirmd qu= existe variabkilidad entre la cinéti-
ca de proaliteracidr de di1stintozs irdividuos, azi coano ertre 1a
detectada 2l fuestras difsrentes de unm nismo  dornador. Talesz
variacicnes pusdsen =er resultade de la scciér de oun ranero dnde-

terminada  de factores entre los cuales =2 encuentran los cambkios

uw

harmornales durarte 2l ciclo menstrual. No obstante.  también ze

puda obzervar & travéas de tuestros resultados gue las variacliones

Id

tenporales entra dizstintos donadores canoz =& muever derntro de uan

intervale fuera del cual ez posible detectar alteraciconez en la

U}

proliferacidm de loz linfocitos producidaz por modificaciomes en

las condicicres fisioldgicaz normales.
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