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I. INTRODUCCION.

a) Comunicacién.

La capacidad de comunicacién, es una propiedad funda--
mental de los seres vivos, que les permite mantenerse en con
tacto e interactuar con el medio que les rodea, mediante un-
flujo de informacidén bidireccional. ,

Shannon en 1948 (Tomado de Pierce, 1972), propuso un es
quema ‘de comunicacién- universal, que consta de una fuente de
informacidn, capaz de transmitir un mensaje, el cual es pro-
cesado por un transmisor que envia la sefial .a través de un:-
canal hacia un receptor, dando este Gltimo después de inter-
pretarlo, una respuesta. ) , '

Este patrdon puede adaptarse a todos los-niveles de com-
plejidad en los sistemas‘bioldgicos, dando como resultado un
cambio en el comportamiento del destinatario, que en conse--
cuencia pasa a ser fuente de. informacidn. '

En el desarrollo del presente'trabajo,'es de interés -
particular, la comunicacidn a nivel celular. : -

*Este nivel de comunicacidn se ha agrupado en tres cla--
ses: genética, metabdlica y nerviosa (Stent, 1972).

La comunicacidn genética depende de la informacidn alma
cenada en una determinada secuencia de nucledtidos, que for-
man a la molé&cula de ADN, que posteriormente se replica, o -
se transcribe y traduce. E1 flujo de este tipo de informa---
cién a lo largo de.la historia del planeta, trae como conse-
cuencia la continuidad, diversidad y evolucidh de los seres |
vivos.

La comunicacidn metabdlica consiste en la liberacién de

mensajeros quimicos, generalmente denominados hormonas, a -
“partir de una célula secretora, los cuales viajan entre di--
versas poblaciones celulares hasta hacer contacto con una de
céldulas blanco, modificando de alguna manera su metabolismo.
| En este caso, el flujo de informacidn, por una parte --
controla el desarrollo normal de los organismos multicelula-
res, al dar instrucciones sobre la forma y momento de dife--
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renciacién en diversos tipos de células y por otrb.}ado,‘ig
terviene en los procesos de homeostasis, que le permiten al
organismo mantenerse en un estado de equilibrio dimamico, -
como respuesta a.los cambios que ocurren en el medio ambien
te. |

La comunicacidén nerviosa depende de las sefiales eléc--
tricas generadas por las neuronas, originadas por estimulos
fisicos o_qﬁimicos, que por lo general liberan como conse--
cuencia, neurotransmisores a través de las terminales ner--
viosas, los cuales pueden mediar desde la contraccién muscu
~lar hasta el control de los patrones de conducta.

Sin embargo al estudiar estos tipos de comunicacidn, -
se observa que existe una relacibn mﬁy estrecha entre la --
clasificada como metabdélica y la nerviosa. Un ejemplo claro
es el hecho de que las hormonas secretadas por la mé&dula a-
drenal cuya parte interna contiehe gran cantidad de tejido
nervioso y la parte externa, tejido mesodérmico, produce 1la
epinefrina y la norepinefrina con estructuras muy similares
entre si. La primera estimula la sintesis de glucdgeno en -
varios tejidos y 1la segunda tiene accidn sobre diversas pax
tes del sistema nervioso simpdtico, de tal manera que estas
sustancias ademids de actuar como hormonas, funcionan como -
neurotransmisores en ciertas uniones nerviosas (Luria, 1975),
7 Asi puede considerarse que un mecanismo de comunica---
cidn empleado normalmente entre células nerviosas o entre -
células nerviosas y musculares; se ha adaptado a la accidn
hormonal, en donde una sefial nerviosa modula el funciona---.
miento de una glandula. Ambos mecanismos relacionados y -
coordinados en la liberacidén de hormonas y neurotransmiso--
res, muy antiguos desde el punto de vista evolutivo, dejan
claro que es méds conveniente clasificarlos como un solo sis
tema de comunicacidén, la comunicacidn neurohumoral (0'Ma---
lley y Schrader, 1976). |

Sin embargo, considerando el funcionamiento del siste-
ma inmune, en donde el contacto de un antigeno con el recep
tor de superficie de un linfocito, es 1la sefilal que inicia -




el desencadenamiento de la_r?spuesfa inmune; Le6n-Cizares -
(1980), propone otra clasificacibn: comunicacién genética, -
comunicacidén neurchumoral yscomunicacién inmune.

Para los fines del presente trabajo, los tres sistemas
de comunicacién estéan. involucrados, pero la comunicacién neu

rohumoral e inmune son las de mayor peso.

b) Sistema enddcrino

" El1 funcionamiento del sistema enddécrino involucra -
tres etapas de interaccién hormona-célula blanco, bajo la ac
tividad del hipotdlamo, modulada por estimulos transmitidos
por el sistema nervioso. El esquema general sobre dicha orga
nizacidn se presenta en la figura 1.

Las hormonas, sustancias que se producen en pequefias -
cantldades, secretadas por diversas glandulas y que actian -
como mensajeros quimicos, son llevadas por la sangre a dis--
tintos 6rganos blanco, donde regulah,una enorme variedad de
actividades fisioldgicas y metabdlicas. Las cé&lulas blanco -
de una ‘hormona poseen receptores especificos de naturaleza -
protéica, capaces de reconocerla. Los receptores de las hor--
monas hidrosolubles se localizan en la membrana celular a di
ferencia de 1los reééptores de las hormonas liposolubles, que’
estan localizados en el citoplasma. La unidn de la hormona a
su receptor, provoca la formacidén de un mensajero intracelu-
lar que posteriormente .estimula o inhibe la actividad de la
célula blanco, generalmente, el mensajero intracelular es un
nucledtido ciclico (AMPC y/o GMPC), en el caso de las ho rmo -
nas liposolubles, el complejo receptor-hormona, es considera
do el'mensajero intracelular.

-Hormonas esteroides.

En particular, las hormonas esteroides, tiene una es--
tructura com@n, el ciclopentano perhidrofenantreno. Las dife
rencias entre los varios esteroides, estan dadas por el pa--
trén de enlaces quimicos dentro de los anillos y por 1la natu
raleza y orientacidén de los grupos laterales unidos a estos.
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Sus similitudes estructurales estadn dadas por su origen, ya
que todas son sintetizadas a partir del mismo precursor, el
colesterol. Las. f6rmulas de algunas de estas hormonas se ==
muestran en la. figura 2. ' ‘
Existen varios grupos de este tipo de hormonas.
1. Los estrbgenos u hormonas sexuales femeninas como --
e1317/9é$tradiol y la estrona.
2. Los andr6genos u hormonas sexuales masculinas como -
.la testosterona y dihidrotestosterona.
3. Las hormonas progestacionales como la progesterona._
4. Las hormonas de la corteza adrénal como el cortisol,
la aldosterona y la corticosterona. ;
~En particular, el primer y tercer grupo son los de inte
rés ‘en el pfesente trabajo.

i Por 1o general, durante el desarrollo embrionario y -
postnatal iﬁmediato, las hormonas sexuales influyen directa-
mente sobre la diferenciacidén sexual del sistema nervioso, -
esto es, sobre el patrdon de conexiones nerviosas y la organi
zacién de los circuitos en ciertas partes del cerebro. En or
ganismos adultos, los esteroides secretados por los ovarios
‘y los testiculds, estimulan por un lado la conducta sexual,
actuando sobre las células nerviosas del cerebro, y por otra
parte, actfian sobre tejidos asociados con funciones sexuales
en las hembras, sobre la vagina, el Gtero, los oviductos y -
las glandulas mamarias y en los machos, sobre la vesicula se
minal y la préstata (McEwen, 1976).

~-Ciclo menstrual.

.

Uno de los aspectos mas interesantes de la funcidn de
los esteroides, es la regulacién del ciclo sexual en las hem
bras de muchas especies de mamiferos.

" En el humano, dicho ciclo tiene una duracién.promedio -
de 28 dias, se presenta a pértir de la pubertad, finaliza -
con la menopausia y se interrumpe durante la prefiez.

Al inicio de cada ciclo, un cierto ntmero de 6vulos den
tro de los foliculos ovaricos, empiezan a madurar y general-

mente s6lo uno completa el desarrollo. Los foliculos aumen--
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tan en tamafio y ntmero de células, durante la primera etapa-/
del ciclo, bajo la accién de la FSH y durante este crecimien
to, las células secretan determinados niveles de estrdgenoss
ﬁales como el eétradiol, que actfia sobre el Qitero y la pitui
taria, estableciéndose con esta Giltima, un mecanismo de re--
troalimentacidn, de tal manera queAla\pituitaria reduce 14 -
liberacién de FSH. En el Gtero, actfia estimulando el creci--
miento del endometrio. ’

Conforme transcurre el ciclo y el folitulo sigue aumen-
tando su tamafio, la liberacién de FSH'disminuye y son ahora
los niveles de la LH, los que predominan. Dicha hormona com-
pleta la maduracién del dvulo y provoca el rompimiento del -
foliculo, permitiendo la salida del Svulo que desciende por
una de las trompas de Falopio.: En consecuéncia, las cé&lulas
del foliculo cambian su expresidén génica y constituyen el -
cuerpo* 1iteo que secreta progesterona, la cual controla la -
proliferacién de las células del endometrio y en caso de que .
haya fecundacidén, favorece la interaccién del fitero con las
células del blastocisto, llevidndose a cabo la implantacién.
Dicho cuerpo lfiteo deja de funcionar si es que no hay fecun-
- dacidén o implantacidén, el évulo degenera y un nuevo nlmero -
de foliculos empiezan a crecer. El cambio en los niveles de
estradiol y progesterona trae como consecuencia la degenera-
cién de una gran cantidad de c€lulas del endometrio y su des
prendimiento, es decir la menstruacién (Grobstein, 1979).

Si el 6vulo fue fecundado, experimenta una serie de cam
bios con divisiones sucesivas, formando primero una mdérula y
posteriormente un blastocisto, que'se implanta en las pare--
des del Gtero, si las condiciones medioambientales son favo-
‘rables para'eilo. La capa de células mé&s externa del embridén
en desarrollq, llamada cdérion, conforme prolifera, prbduce -
grandes cantidades de una hormona semejante a la progestero-
na, la GCH, la cual previene el desprendimiento de gran par-
te del endometrio y por lo tanto permite la implantacidén y -
el desarrollo del embrién (Grobstein, 1979).




-Mecanismo de accidn de estrbgenos y progesterona.

Sobfe la forma de accidén de la progesterona y los es--
trégenos, se ha demostrado (Stormshgk, 1981), que entran por
difusién pasiva a la célula blanco y se unen a un receptor -
citopldsmico de naturaleza protéiga, con el cual forman un -
complejo y asi viajan hacia el interior del nfticleo, en donde
interacttan con la cromatina. , '

Karlson- en 1964 (citado en O'Malley y Schrader, 1976),
propuso que elvcomplejo hormona-receptor realiza un papel si
milar.al de 1los inducteres en las bacterias, al combinarse -
con proteinas represoras, de acuerdo al modelo de Jacob y Mo
nod (1961), sobre, los mecanismos de regulac1on genlca y la -
sintesis de‘proteinas.

Debido a la complejidad de las cé&lulas eucariontés, los
esteroides se acoplan a receptores citoplédsmicos de naturale

za protéica y de esta manera tienen un efecto regulador so-
bre los genes, cuando el complejo se une a determinados si-

tios especificos localizados en una fraccidén de las protei--
nas no histdonicas (0'Malley y Schrader, 1976). En consecuen-
cia se desencadena una serie de eventos de transcripcidén y -
traduccién que traen como resultado una respuesta caracteris
tica, cuya magnitud, parece estar relacionada con la concen-
tracidn intracelular de receptores que pueae variar dentro -
del mismo tipo celular y no es fija para los diferentes drga
. nos blanco, sino que puede cambiar dependiendo de algunos --
factores como el tiempo de vida del individuo, el estado £i-
sioldgico y afin por la presencia de ciertas hormonas (Robel,
et al. 1981). | '
Parece ser que los estrdgenos no sb6lo estimulan la sin-
tesis de sus propios receptores, sino también de los recepto
res a la progesterona, ademis que esta actlia cooperativamen-
te con los estrbgenos a ciertos niveles y de una manera anta
gonista en otras concentraciones flslologlcas (Robel, gg al.
1981). '

Oka y Schimke (1969), en estudios realizados en pollos,
demostraron, que la progesterona administrada simultaneamen-




te con lps estrdgenos, inhibe la accidén de estos Gltimos so-
bre el aumento en la produccién de la lisozima, sugiriendo -
que la progesterona impide los procesos de diferenciacidn de
las células epiteliales del oviducto, provocada por el trata
miento con los estrégenos. Asi mismo, 0'Malley (1974), demos
trd qﬁe la progesterona estad involucrada en la induccidn de
la sintesis de una proteina, la-avidina, en oviductos trata-
dos con estrdgenos.

Otros resultados-, obtenidos por Cox y Sauerwéin (1970),
indican que en ausencia de estrbogenos, en pollos de 8 sema--
nas, la progesterona provoca la diferenciacidn de las célu--
las del oviducto, después de dos dias de tratamiento con la
hormona y obﬁérvan gran cantidad de cambios morfoldgicos ta-
les como un atmento en el nGmero de mitocondrias, mientras -
qué el aparato de Golgi y el reticulo endoplédsmico se vuel--
ven muy prominentes. '

Pareceria que el efecto inhibidor de la progesterona,'-
en presencia de estrdgenos a nivel celular, es debido a que
dispara algunos cambios bioquimicos y morfolégicos, en un --
cierto porcentaje de la poblacidn, que reduce asi el nfimero
de células susceptibles a los estrégenos. -

Es evidente que existe una influencia de ambas hormonas
sobre la proliferacidén celular en varios tejidos, sin embar-
go el mecanismo molecular se desconoce. La prbduccién de di-
ferentes especies de ARN, en el niicleo de las cé&lulas blanco

sugiere que regulan la sintesis de proteinas, ejerciendo un

efecto primario sobre la transcripcién de- los genes.
En algunos trabajos, se han encontrado ciertas eviden--
cias en donde al parecer, los niveles de mensajeros secunda-

"rios, AMPC y GMP&, resultan afectados por la accidn de los -

estrbogenos y la progesterona. La administracidn del 1@B<es--
tradiol, provoca un ligero aumento en los niveles de AMPC en
el Gtero de la rata, sugiriendo que esta molécula juega un -
papel importante en la respuesta celular, pero como .un efec-
to secundario mas que primario (Kissel, et al. 1970). Por o-

tro lado, la progesterona produce una estimulacién en la ac-
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tividad de la adenilato ciclasa, enzima que fégula la conver
sidén de ATP en AMPC, en oviducto de pollo (Rosenfeld y 0'Ma-
lley, 1970).

c¢) Ciclo celular.

Uno de los principales eventos en el ciclo celular,
consiste en duplicar todos los componentes celulares, en don
de la parte fundamental y por tanto la responsable de la con
servacion y potencialidad de cada tipo de célula, es la re--
plicacidén de la molécula de ADN, seguida de una divisién qﬁe
los distribuye a las.céluias‘hijas. , ’

Dicho ciclo se divide convencionalmente en cuatro fases
1lamadas’G13'S, G2 y M, en donde las tres primeras se defi--
nen con base en las diferentes moléculas sintetizadas en ca-
da una de ellas y en la cuarta se lleva a cabd la divisidn -
celular (Lerner y Dixon, 1973). ‘

A las células que responden a estos eventos se les cono
ce como células ciclicas, caracteristicas de tejidos epite--
liales como el de la piel y el sistema que forma la sangre,
en donde la produccidn de nuevas.c€lulas, esta modulada de -
tal manera que se compensa la pérdida contfnua de células en
ve jecidas. '

Existen también células denominadas no ciclicas, que se
caracterizan por detenerse en una fase 1llamada Gy éstas ini
cian su diferenciacidn y por lo tanto no ocurre un evento --
posterior de sintesis, ni divisidén (Mazia, 1974), tal es el
caso de las células del sistema nervioso y muscular, las cua
les cesan de reproaucirse y l1llevan a cabo su diferenciacién.

Sin embargo, dentro de las c€lulas no ciclicas, se en--
cuentran algunos tipos celulares que se detienen durante ---
tiempo indefinido en la fase G, pero que bajo ciettas condi
ciones medio ambientales, son capaces de entrar a la fase G1

y posteriormente a la divisidon celular, como es el caso de -
los linfocitos, las células principales en la respuesta inmu
ne, el proceso por el cual un organismo responde a su medio
y en donde al parecer, el contacto con un antigeno, puede f“
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ser el evento que desencadena 1la entrada a la fase G1 (Ler--~
ner y Dixon, 1973).

Este evento puede darse en forma natural en las reaccio
nes de inmunidad, o de una manera artificial,al cultivarse -
en elilaboratorio, sometiéndolas a la accidn de ciertas glu-
lcoproteinas, en su mayoria de origen vegetal, como son las -
lectinas y en especial la fitohemaglutinina (PHA), que act@a
como antigeno inespecifico in vitro (Sharon, 1977). ‘ -

d) Linfocitos.

Behring y Kitazato, eh'1890A(citado en Jerne, 1973),
descubrieron la existencia de los anticuerpos yvfuelhasfa --
1960, que se determind su estructura. En 1950 no se pensaba
que los linfocitos formaran parte del sistema inmune y fue -
10 afios mds tarde que se probd su participacidén en la res---
puesta inmune.

| La gran mayoria de la poblaciéﬂ de linfoéitos, son los
llamados linfocitos pequefios, cé€lulas esféricas que miden a-
proximadamente 19/4m de.diémetrp y se dice que estidn es esta
do quiescente. Las c&lulas descendientes de un linfocito pe-

quefio, constituyen una clona. En 1957, Burnet (citado en Je£'

ne, 1973), postuld que los anticuerpos producidos por un 1lin
~focito y por 1as células de su clona, son moléculas idénti--
cas. Las cé&lulas de cada clona, estan destinadas a expfesar
genes que codifican regiones variables particulares de las -
cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas. En estado
quiescente, un 1infdcitq pequefio produce una cantidad minima
de estas moléculas, las cuales se distribuyen sobre la super
ficie de la membrana celular, constituyendo sus receptores,
capaces de reconocer determinadas moléculas, los antigenos.
El que un linfocito sea estimulado al hacer contacto --
con un antigeno, depende de varias condiciones, como son su

concentracién, el grado de especificidad con los sitios re--

ceptores, la forma en la que se presentan y -la ausencia o --
presencia de otros linfocitos que ayudan o suprimen la res--

- puesta.

/
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Un linfocito estimulado tiene dos térfas, al dividirse
y diferenciarse da como consecuencia una célula plasma, a--
daptada exclusivamente a la sintesis y secrecibn de anti---
cuerpos especificos y una célula de memoria, la cual conti--
ntia circulando a través del torrente sanguineo, llevando so-
bre la superficie como receptor, la misma inmunoglobulina --
que la producida por la célula plasma. 4 |

Todos los linfocitos que circulan por los diferentes te
jidos, descienden de c&lulas precursoras de la médula Ssea.
Aproximadamente'la-mitad de la poblacidén, son c&lulas T, las
cuales 'han pasado a través del timo durante su recorrido, la
otra mitad, las c&lulas B, no sufren la influencia del timo
Yy son estas Gltimas y su progenie, las Gnicas que secretan -
anticuerpos. ﬁas cé€lulas T tienen la capacidad de destruir o
tras cé&lulas Como.las cancerosas y las de tejidos transplan-
~tados con haptenos extrafios. Estas células también pueden --
producir sustancias tdxicas, citotoxinas, que al ser verti--
das al medio, son capaces de neutralizar a los agentes ektrg
flos que originaron su produccién (Jerne, 1973).

Estas c&lulas pueden obtenerse de diversos 6rganos ta--
les como nddulos linfaticos, bazo, timo, amigdalas, apéndice
vermiforme y médula 6sea, bien sea en fragmentos o en.una --
suspensidn celular y ademis, a partir de sangre periférica
(Ling y Kay, 1975). ' i - . .

Ostrosky-Shejet (1972), al estudiar la influencia del -
medio ambiente sobre una poblacidén de linfocitos de sangre -
periférica de humano, mediante la té€cnica de cultivo de teji
dos, encontrd una variacién en la estimulacidn de linfocitos
de mujer, por la PHA, utilizando como criterio, la produc---
cidn de figuras mitéticas. Realizd cultivos de sangre perifé
rica 'de -una donadora,en varios dias durante diferentes ci---.
clos menstruales y observd una variacién ciclica con maximos

en produccién de figuras mitdéticas, en los dias 8, 11, 15,.
20 y 22 y minimos en los dias. 1, 6, 9, 12, 16 y 23. Dicha va
riacién se atribuyd a una posible influencia de los niveles
de hormonas esteroides cohtenido; en las muestras, durante -




el ciclo menstrual, con un méaximo de estimulacidén cercano al
{ : . . .
periodo de ovulacién, y un minimo en los primeros y ltimos

dias del ciclo. ,
Al tomar en cuenta lo anterior y con base en los antece

dentes mencionados, se plantel el presente trabajo, con el -
objeto de obtener mas elementos de juicio acerca de la in---
~fluencia de los factores ambientales, como las hormonas este
roides presentes‘en las muestras, sobre la capacidad de res-
puesta a la PHA, de los linfocitos de humano en cultivo.




II. MATERIALES Y METODOS.

a) Obtencidn de linfocitos y siembra.

Se tomaron muestras de 5 ml de sangre periférica de
los donadores, con una jeringa humedecida con una solucién
de heparina de 1,000 UI/ml, y cada cultivo se realizd segflin
~una modificacidén a la microté&cnica de Arakaki y Sparkes ---
(1963). Se utilizaron frascos ampula de 10 ml, con 1 ml de
medio completo, formado por un 80% de medio TC-199 (Difco -
5477),_20% de suero fetal de ternera (Gibco 614), previamen
te inactivado a 60°C durante 30 ﬁin, glutamina (Difco 5789}
al 0.5%, 100 unidades de TC penicilina y 1OQ/ug de estrepto .
micina (Difco 5854), 300 unidades de heparina (Abbott 3979)
y 6 gotag d¢ sangre equivalentes 'a 0.3 ml. A cada frasco se
le afiadié como mitégeno, 0.016 mg/ml de PHA (Difco 0528).
Paralelamente se realizaron los controles correspondientes.

b) Parametros para determinar el crecimiento de la po-

blacidn celular.

Existen varios paradmetros para determinar el compor
tamiento de poblaciones celulares. En este trabajo se utili
zaron tres, los cuales se describen a continuacidn:

1. Incorporacién de °H-Timidina. Este criterio da un -
indice de actividad de las células que duplicaﬁ su

ADN durante el periodo final de incubacion.

2. Conteo de figuras mitéticas. Consiste en la observa
cidn de preparac{ones fijas hechas a partir de los
cultivos sometidos a la accién de la Colcemid, la -
cual actfia como mitostatico, y por lo tanto detiene
en metafase a las células que han entrado a la divi
sién celular.

. 3. Conteo.de células vivas. Se utilizd el método de ex
| clusidén con azul tripan, el cual se basa en la pro-
piedad que tienen las células vivas de no permitir
la acumulacidn del colorante, a diferencia de las -

c&lulas muertas, que quedan tefiidas de azul (Phi---




11lips, 1973).

Nimero de figuras mitdticas. A cada frasco para ser u-
tilizado bajo este criterio, se le agregaron, 3 horas antes
de la cosecha, 6.05 ml de una solucién de %/Lg/ml de Colce-
mid (Ciba 001641). Al término de las 72 horas de incubacidn
el contenido de cada frasco se cosech6 mediante la técnica
de Moorhead (1960), que consiste en agitarlo y pasarlo a un
tubo de centrifuga, centrifugando durante 10 min a 800 Tpm.
Se desechd el sobrenadante y el precipitado se resuspendid
suavemente en agua destilada estéril a 37°C durante 15 min,

~al término de los cuales se centrifugd a 800 rpm durante 10

min, se retird el sobrenadante nuevamente y el botdn se re-
suspendié en fijador a base de metanol-dcido. acético (Baker
9070 y 9507), en proporcidén 3:1, hasta 5 ml, incubindose --
Iuego a temperatgra ambiente durante 15 min.
Posteriormente se centrifugd a 800 rpm durante 10 min,
se desechd el sobrenadante y se repitid el paso anterior 3
veces mas, ahora sin incubar, de tal forma que el botén ---
quedé libre de hemoglobina y restos celulares. Los tubos se
' deJaron 24 horas en congelac16n y luego se procedid a hacer
dos preparaciones de cada tubo mediante la técnica de seca-
~do al aire y tincidén con una solucidn de Giemsa-Leishman-a-
-gua (Sigma 972 y 746), en proporcidn 3:1:36, durante 20 min
Flnalmente se enjuagd con agua destilada y- alcohol al SOa,A
deJandonecar.las preparaciones a temperatura ambiente. Se
procedid a observar al microscopio y contar el nGmero total

1

de flguras mitdticas en metafase, por frasco.
‘Incorporacién de 3H Timidina. Se agregd 0.1 ml equiva-
lente a l/LCi de °H-Timidina por frasco (Nelengland Nu-#--
clear Net 027 A, actividad especifica de 2.0 Ci/mM), 15 ho-
ras antes de la cosecha. Al término del periodo de incuba--

cién, se hizo lo que se menciond en la cosecha, suprimiendo
el choque hipotdnico y después de la segunda fijacién se de

seché el sobrenadante y se agregd TCA (Merck 807), frio y -
al 7%, hasta 5 ml, dejandose en incubacidn a 4 OC durante 1

hora. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugdé a --- |
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2,000 rpm durante 10 min, se deseché el sobrenadante-y el -
botén se resuspendié'en 5 ml de TCA frio, haciéndose pasar

el contenido del tubo a través de un filtro M}llipore con -
poros de 0.654m de didmetro, se agregd igual volumen de --
TCA y se repitid el procedimiento. E1 filtro se colocd en -
un vial de contador agregindosele 0.4 ml de SDS (Sigma) al

2% & se incub6 durante 30 min a 60°C. Se le afiadieron 10 ml
de Bray como liquido de centelleo para poder registrar las

particulaS/B_ emitidas por el elemento radiactivo, incorpo-
rado al ADN de las cé€lulas que entraron a fase S, como cpm.
E1l aparato de registro fue un contador de centelleo liquido
Packard automdtico, modelo 2425. Una vez obtenidas las cpm

y el porcentaje de ef1c1enc1a del contador, con base en. el

estandar externo, se calculo el ntmero de dpm, con el obje-
to de conocer .la rad1act1v1dad real. La formula'utilizada -
para el cilculo, fue la 51gu1ente. 5

dpm = cpm X 100
eficiencia ‘ ; :

Conteo ég‘céiulas'Vivas; Se hizo un conteo en el momen
to de la siembra y otro después del periodo de incubacién.
La técnica consisti6 en centrifugar el contenido del frasco
durante 10 min a 1,000 rpm, se desechd el_sobrenadante Yy se

‘resuspendié el botén en 5 ml de solucidn lisadora de eritro
citos, preparada con 4.5 g de cloruro de amonio (Mallin----
crodt, 3384) y 1 g de THAM (Sigma), aforado a 500 ml con a-
gua destilada y ajustando el pH a 7.3 con HCl concentrado.

Se incubd el tubo durante 5 min a 37°C y se repitid el lava
do dos veces mas. Finalmente se cenfrifugé a 1,000 rpm du-=
rante 10 min y el botdn se resuspendid en solucién salina -
al 0.85% a 37° C, hasta 1 ml, de esta suspensién se tomaron

0.9 ml y se le agregaron 0.1 ml de azul tripan (Sigﬁa 468)

al 0.5% en solucidn salina al 0.85%. Una vez resuspendida -
esta solucidn, se llend una cidmara del hemocitémetro y se -
contaron los linfocitos sin tefiir, en los 5 cuadros conven-
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cionales. Después'se hizo lo mismo en la otra cidmara. E1l nf
mero total de células contadas en los 10 cuadros, correspon
de al ntmero de células por mm3, de tal forma que multipli-
cado por 1,000, se tiene el nimero de células por ml.

c) Cultivos con ,sangre periférica de mujer.

En la ﬁrimera etapa se realizaron 3 cultivos de san
gre periférica por donadora, en los dias 5, 14 y 23 de sus
correspondientes ciclos menstruales, con un total de cuatro
individuos. _

'Se determinaron esos dias, con el objeto de observar -
el comportamiento de los linfocitos ante la PHA, a partir -
de uga muestra de sangre obtenida en un dia cercano al pe--
Tiode de ovulacidén (a mitad del:.ciclo.menstrual, dia 14), -
en donde los ndveles de estradiol son los mas elevados du--
ranté’el ciclo y a ﬁértir de dos muestras de sangre obteni-
das con intervalos de 9 dfias, antes y después del dia 14 --
(dias 5 y 23), ademds de que el dia 5 coincide con los mini
mos niveles de estradiol y el dia 23, con los maximos nive-
les de progesterona. br _

Se .sembraron 10 frascos por cultivo, distribuyéndose -

de la siguiente manera:

3 fcos. para-incorporaéién de
‘ 34-Timidina. ’
5 fcos. C/PHA 1 fco. para produccidn de figu

1Q fTaSCOS y ras mitdticas. -

5 fcos. S/PHA _
‘ 1 fco. para conteo de células

vivas.
Todos los frascos se incubaron a 37°C durante 72 horas

d) Cultivos con sangre periférica de vardn.

" En la segunda etapa de desarrollo del presente tra-
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Y

bajo, se hicieron cultivos con sangre periférica de 5 varo-
nes en diferentes dias. El1 ntimero de cultivos por donador,

fue de 2 en dos personas y 3 en los restantes. Se sembraron
3 frascos con PHA por cultivo, se utilizé solamente el cri-

terio de incorporacién de SH-Timidina.

e) Cultivos con sangre periférica de vardn, tratados -

con estradiol y/o progesterona. r

En la tercera y Giltima etapa de este trabajo, se hi
cieron cultivos con sangré periférica de vardén, a los que -
se les afiadié diferentes concentraciones de estradiol y/o -
progesterona. Se sembrd un total de 15 frascos por trata---
miento, de los cuales 5 se cosecharon a las 24 horas, 5 a -

- 14s 72 horas y 5 a las 120 horas de incubacidn, utilizando-

se en su interpretacidén los tres criterios ya mencionados.
Todos los frascos contenian PHA.

Los tratamientos fueron selecciornados de la siguiente
manera, con el fin de simular los niveles de dichas hormo--
nas, correspondientes a los reportados para los dias 5, 14
y 23 del ciclo menstrual. '

Hormona " Concentracién (ng/ml)

- 0.00

| . 0.05
Estradiol 0.10

0.25

0.00

: . 1.57
Prpgestgrona | : 214

12.56

0.00/0.00

Estradiol y , 0.05/1.57
progesterona. 0.10/3.14
0.10/12.56




f) Analisis estadistico.

Para tratar de dar mas apoyo y facilitar la inter--
pretacidén de los datos, se realizaron algunos tratamientos
estadisticos basados en el analisis de varianza, desarrolla
do por Fisher (citado eén Sokal, 1969), que permite saber si
dos o mas medias muestrales, pudieron haberse obtenido de -
poblaciones con la misma media paramétrica, con respecto a
una variable dada, para poder determinar si estas medias di
fieren una de otra-en tal magnitud que se debe suponer, que
corresponden a diferentes poblaciones.

~Ahora, si se quiere hacer una pruebé para ver si el re
sultado de un tratamiento es significativamente diferente -
con respecto a otro, se utiliza la distribucién de F,  toman
do en cuenta las varianzas (Sz), para cada variable, median
te la siguiente relacién:

en donde S%-y Sg tiene ny y m, grados de iibertad Y sSu va+<-

lor dependera de las magnitudes relativas entre ellas.

Es necesario hacer una comparacién con los valores de
F dados en las tablas de Fisher para los diferentes grados
de libertad considerados y de esta manera saber si los valo
res obtenidos son o no significativos. Ademads al comparar -
los valores de F de los grupos, se puede determinar que tra
tamieﬁtos tienen mayor efecto (Heath, 1977). '

Se hicieron diferentes tratamientos en los anilisis de
varianza ya que en los cultivos utilizados para determinar
incorporacién de 5H-Timidina se hicieron por triplicado y -
en los utilizados para contar nfimero de células viables y -
nGmero de figuras mitdéticas, no hay tales. Ademads hay expe-
rimentos en los que se incluyen mds de dos variables, por e
jemplo en los experimentos con sangre periférica de diferen
tes donadoras que abarca muestras de varios dias del ciclo




)

menstrual, con y sin PHA. o

Se hicieron, ademas, ajustes de rectas por el método de
minimos cuadrados, anotidndose la correspondiente eguacidn,
el coeficiente de correlacidn y el valor de ji-cuadrada pa-
ra cada ajuste. L A

v




III. RESULTADOS Y DISCUSION.
/

Los resultados obtenidos a partir de los cultivos sin
PHA, de sangre periférica de las cuatro donadoras, en cuan-
to a incorporacién de 3H-Timidina, representaron menos del
1%, con relacién a la ﬂncorporaciGn total del precursor ra-
diactivo, al compararlos con los de los cultivos con mitdge
no, lo que equivale solamente a la radiactividad de fondo.
En cuanto al nGmero de figuras mitSticas, no se observd nin
guna en 1los cultivos control. ,

Los datos obtenidos a partir de los cultivos con PHA,
con base en el criterio de incotrporacidn de SH—Timidina, se
presentan en la figura'l. En cuantoial andlisis de estos, =
se observa un mismo comportamientd en tres de las cuatro do
nadoras, es decir un maximo de incofporacién dek precﬁrsor
radiéctivo, en el dia 5 del ciclo menstrual, un valor inter
medio para el dia 14 y un mihimo a finales del ciclo. En el
caso de la donadora 1b, los valores de DPM para los dias 5
y 14, tomando en cuenta sﬁs correspondienfes errores tipi--
cos,.caen dentro del mismo rango, de tal manera que pueden
considerarse sin diferencias significativas.

Muy probablemente debido a la experiencia inmunoldgica
de cada donadora, que puede traducitse en una capacidad di-
ferente de respuesta al mit6geno en cultivo, los valores de
DPM obtenidos para el mismo dia, son muy variables, por lo
que se decidi6é expresarlos como porcentajes, considerando -
como 100% el promedio de DPM por dia para los cuatro indivi
duos y de esta manera observar mas claramente las diferen--
cias en sintesis de ADN por individuo y las semejanzas por
dia en diferentes donadoras. En la tabla 1 y figura 2, se -
nota muy claramente como disminuye 1a proporcién.de células
'susceptibles a ser estimuladas y entrar a fase S, conforme
transcurre el ciclo menstrual. El coeficiente de correla---
cién es de -0.97 y la ecuacién de 1la recta correspondiente

es y = -4,3x + 160.7.




r

. Figura 1. Incorporacidn de 3HvTimidina por 1los linfocitos -
de sangre periférica de cuatro donadoras: l1a, 1b, 1c y 1d -
respectivamente, en los dfias 5, 14 y 23 de sus correspon---

dientes ciclos menstruales.
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Tabla 1. Porcentaje de incorporacién de SH-Timidina de DPM,
obtenido a partir de los cultivos con sangre periférica ‘de
cuatro donadoras, en diferentes dias del ciclo menstrual y
a los que se les aplicé un andlisis de varianza de dos va--
riables .por ‘triplicaao. '




Factor B Factor A X f Es
i
1a 1b T1c 1d
142 .1 126.6 191.6 186.3
5 127.3 80. 7 123.2 114. 4" 133.3 7 9.4
121.1 125. 1 154.2 107. 4
123.8 113.7 113.7 142.7
14 118.3 101. 4 128.0 48 111.4 7 9.7
103.3 153.9 131.5 142.7
69.7 47.9 14.6 94.7
23 35.7 91.4 20.9 61.9 55.3 © 13.2
58.7 59.3 22.4 86.5
Analisis de varianza: .
Fuente de variacidn G.L. - S.C. M.C.
Subgrupos 11 51666.3 4696.9
A 3 0 0
B ‘ 2 38894.2 19447.1
A X B 6 12772.1 2128.7
Dentro de los subgpos. 24 ~17288.5 720.4
Total 35 : 68954. 8
F, A =0
Ft 0.05(3,24) = 3:07
F, B = 26.99% F, (AXB) = 2.9%
Fy 0.05(2,24) ~ 5.4 , o Fye 0.05(6,24) ~ 25
Factor A = individuos

dias del ciclo menstrual

Factor B




Figura 2. Promedio del porcentaje de incorporacidn de 3H-Ti_
"midina por los linfocitos, considerando los valores de las

cuatro donadoras en diferentes dfas del ciclo menstrual. La

ecuacidn de la recta es y = -4.3x ¥ 160.7 y el coeficiente

de correlacidon es r = -0.97.
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" Con los resultados obtenidos en cuanto al criterio de
ntimerd de figuras mitdticas, que se muestran en la tabla 2
y en la figura 3, es evidente la disminucidn en el nGmero -
de estas conforme avanza el ciclo y el andlisis estadistico
muestra qﬁe es significativo (F = 42.2, p = 0.05), con res-
pecto al tiempo, contrario a lo que se observa con relacidn
a las diferencias entre individuos, pues este valor no es -
. significativo (F = 4.2, p = 0.05).

Con el conteo de cé&lulas vivas, se registraron varios
resultados interesantes. Es necesario aclarar que los valo-
res presentados en la tabla 3 corresponden al pdrcentaje de
células vivas, obtenidos al considerar el nfmero de células
sembradas como el 100% y con respecto a este, la diferehcia
con el ntimero de células registradas después del periodo de
-1ncubac1on.. “En ésta parte si estan incluidos los valores -
encontrados en los tratamientos sin PHA, pues resulta impor
tante observar cémpven los cultivos sin mitégénd, hay un ng'
mero mayor de células después de 72 horas de incubacidn, -~
con respecto al nGmero de células sembradas en los dias 5 y
en dos de los casos en los dias 14 y 23 del ciclo, aunque -
siempre los valores estan por debajo de los .de los cultivos
expuestos a la PHA.'Sin embargo sé nota cébmo la capacidad -
de crecimiento de la poblacidn, disminuye conforme avanza -
el ciclo menstrual, llegando a ser menor que el ntimero sem-
brado. -

- Se puede pregunté; porqué si hay un incremento en.el -
ntmero de células, no hay incorporacidén de 3H-Timidina en -
los cultivos sin PHA. Es importante sefalar que el inicio -
de la sintesis de ADN en un linfocito, depende de factores
tales como la intensidad de 1la sefial que reciba, que a su -
vez depende de la naturaleza'y el nGmero de moléculas del -
' mltogeno, unidas a sus receptores de superficie.

" En el caso de la. PHA, la mixima sintesis de ADN en cul
‘tivos de linfocitos corresponde a las 72 horas despuds de a
 fiadir el mitégeno (SBren, 1973), aunque ya a las 48 horas -
hay una considerable proporcidn de células que han iniciado




Tabla 2. NGmero de‘figﬁras mitbéticas obtenido a partir de -
los cultivos de linfocitos con sangre periférica de mujer,
en diferentes dias del ciclo menstrual. A los resultados se

les aplicd un an2lisis de varianza de dos variables sin ré-.
plicas. '




Factor B Factor A X f Es
1a 1b 1c 1d
5 544 380 272 385 395.3 T 56.0
14 329 251 215 349 286.0 * 31.7
23 88 54 32 69 60.8 © 11.8
" Analisis de varianza:
Fuente de variacidon G.L. S.C. M.C
A 3 34887.0 11629.0
B 232751.2 116375.6
Error . 6 - 16534. 8 2755. 8
F, A= 4.2
Fe 0.05(¢3,6) = 6:6
-~ ‘ .
F, B = 42.4%
Fe 0.05¢2,6) = 7-26
Factor A = individuos

dias del ciclo menstrual.

1t

Factor B




Figura 3. Promedio del ntGmero de figuras mitdéticas obteni--
das de los cultivos de cuatro donadoras, en los dias 5, 14
'y 23 de sus correspondientes ciclos menstruales. La ecua---
cidon de la recta es y = -18.6x f 507.5 y el coeficiente de

correlacidn es r = -0.98.

-
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‘Tabla 3. Porcentaje de células vivas, a partir de los culti
vos de linfocitos con sangre periférica de mujer, en dife--
rentes dias del ciclo Ihenst,rUal, con y sin PHA, en donde se
aplicd un analisis de varianza de tres variables sin répli-

cas.




Factor C “Factor B
5 ; 14 23
143.7 140.7 97.7
186.2 196.9 76.0
C/PHA Factor A
293.6 192. 4 109.0
142.9 98.4 116.1
194.1 * 35.4 157.1 % 23.4 99.7 * 3§
110.5 90.9 94.4
197.1 147.9 68.3
S/PHA : _ Factor A
269.7 153.5 113.0
103.9 78.2 113.6
170.3 * 39.4 117.6 * 19.3 97.3 T 10.7
Anéiisis de varianza:
Fuente de variacion G.L. S.C. M.C.
AXB 6 21541.2 3590.2
A X C 3 97.6 32.5
B X C 2 1387.4 840.0
‘A XBXC 6 686.7 114.5
F, A X B = 31.4% -
Ft 0.05(6,6) = > 8
F, AXC< 1 F, BX C= 7.3%
Ft 0.05(3,6) = ©:© - Fro.os(2,6) = 7-2
Factor A = individuos
Factor B = dias del ciclo ménstrual

tratamientos

Factor C=




dicha sintesis (Aguilarv Santamaria, 1977).

Es probable que 1la gran mayoria de proteinas que conte
nia el suero, sean sefiales suficientes para desencadenar la
respuesta de algunas poblaciones de linfocitos (Bonilla-Nu-
fiez, 1970) y sea la proliferacién de estas, la causa del in
cremento observado en el ntmero de células. Probablemente -
la mayoria de las cé€lulas estimuladas de esta manera, han =
terminado la fase S y se encuentran en la fase G2 o princi-
pios de la M, al momento de afiadir el precursor radiactivo
Yy es por eso que no se detecta incorporacidn. _ )

Los resultados con el andlisis de varianza, muestran -
que no hay diferencias significativas cuando se compara el
~porcentaJe de células vivas entre individuos por tratamien- A

- dto, lo que equlvale a decir que los linfocitos de las cua—-3‘ f

%f tro donadoras responden de manera muy similar bajo las m1s-’ '

" ‘“mas condiciones de cultivo (F<1, p = 0.05). En cambio si &
hay diferencias significativas cuando se cohpara,el nGmero

de cédlulas vivas entre diferentes dias del ciclo y ademds --
juega un papel importanté el tratamiento (F-=_7Q3, p =0.05)

En 1la figuré 4, se muestra el cOmpbrtamiénto de los -~
linfocitos, en cuanto al nGmero de células ‘vivas, con los -
resultados de las cuatro donadoras y se nota como disminuye
1a,pobléc16n conforme transcurre el ciclo menstrual, obte--
niéndose valores mas altos por dfa en los cultivos con PHA,
ya que aqui se supone‘qué'se esta sumando el efecto de este
mitdgeno, con el probable efecto antigénico de otros facto-
res presentes en elﬁmedio; que producen los valores de la -
recta sin PHA. \

De los datos obtenidos con los varones (taBla 4-y figu
ra 5), las cifras de DPM resultantes de los promedios para
cada individuo, "son muy diferentes, por lo tanto, al igual
que lo que se hizo con los resultados de los cultivos de --

'1as donadoras, se considerd este promedlo como 100% y se ob
tuvo el porcentaje correspondiente para cada cultlvo (figu-
ra 6). No se obtuvo un promedio por dia considerando los -
datos a partir de los cinco donadores, porque no correspon-

,‘35?




Figura 4..Porcehtaje promedio del nGmero de células vivas a -

partir de los cultivos de cuatro donadoras, en los dias 5, --
14 y 23 del ciclo menstrual, C/PHA (e) y:S/PHA (a). Las ecug-
ciones de las rectas y sus coeficientes de correlacidn son:
C/PHA y'=-5.2x % 223.7 , r = -0.99 ; S/PHA y = -4.1x + 185.2
r = -0.97..
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Tabla 4. Incorporacidn de SH-Timidina por los linfocitos es-
timulados con PHA;, a partir de sangre periférica de cinco do

nadores.




- 6¢

Donador

Dia en que se to
mo la muestra.
190478
280478

011079
Q91079
171079

090281
- 160381
010681

~ 220681
260681

180881
071281
" 080282

DPM X I Et/cultivo

49548.6
52427.4

"31396. 4
34676.0
36596.3

125103.3
109153.3
- 106810.8.

69471.7
64884. 8

34984.8
29709.6
35934.6

4244.9
8839. 1

2605.3
4314.2"
879.3

14067.7
2700.2
14302. 8

11097. 4
15129.9

5713.9
4901.7

651.9 .

DPM X I Et/culti
- vos® realizados

50988.0 * 1439.4

34222.9

113689. 1
67178.3

33542.7

-+

+

1518.1

5747.0

2293.4

1936.5

o

97.2

. 102.8

91.7
101.3
106.9

110.0
96.0
'94.0

103.4
96.6

105.2

. 89.3

105.6
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anador

Dia en que se to
mo la muestra.

190478
280478

011079
Q91079
171079

090281
160381
010681

- 220681
260681

180881
071281
7080282

DPM X

+

49548.6
52427.4

'31396.4
34676.0
36596.3

125103. 3
109153. 3

1 106810. 8.

69471.7
64884, 8

34984, 8
29709.6
35934.6

- Et/cultivq

+
<+

TR P+

t4+ 1+

14+ 1+ +

4244.9
8839.1

2605.3

4314.2" 34222.9 *

879.3

_14067.7 .
2700.2 113689. 1
14302. 8 i

11097. 4

15125, 9 67178.3
5713.9
4901.7 33542, 7
651.9 .

+

+

DPM X ¥ Et/culti
vos® realizados

50988.0 T 1439.4

1518.1

5747.0

2293.4

1936.5

o

97.2

. 102.8

91.7
101. 3
106.9

110.0
96.0
'94.0
103.4

96.6

105.2
89.73
105.6
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. . Figura 5. Incorporacién de SH-Timidina en DPM * Et, a partir
. : . S
de los cultivos con sangre periférica de cinco yarones, en -

diferentes fechas.




. .x
. 6L012i ; . 189092
620160
610110 — | 189022
_ oo | T
o (o]
& - o
T ©  liseolo
H 182091
— 182060
{ { | o_ [ I
3 4 .. |
. . » - »
a _ < 8.$082 H rmmomo ,
— 182120
0. T T ¥ ; I _ I -
0

x=DIA EN QUE SE TOMO LA MUESTRA

~ y=DPM (X1073)




4

Ly -

-7 o ' 4

Figura 6. Porcentaje de incorporaéién de SH«Timidina~a‘par—

tir de los cultivos con sangre periférica de 5 donadores: -
A (¢), B (4), C (0), D () vy E (O). La ecuacién de la recta
es y = 1.3x ¥+ 104.7 y el coeficiente de correlacidn es --»-
r = -0.67.
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den los dias en queAse tomaron las muestras de sangre de 1los
diferentes individuos, sin embargo no parece necesario ya --
que hay diferencias minimas entre los cultivos por donador,

con lo que se muestra pricticamente que no hay diferencias -
en estimulacidn de los'linfocitos'enllos varones , con la PHA-

‘respecto al tiempo considerado, lo cual se hace muy evidente

en la figura en donde se muestra el porcentaje de DPM por -~
cultivo, durante los diferentes meses del afio y en donde 1la
recta trazada que corresponde al promedio mensual, es casi -
paralela con respecto al eje de las x, es decir con una pen-
diente cercana a cero y un valor de correlacién de -0.67, en
comparacidén al valor de la pendiente de -4.3 obtenida en la -
gféfica de las mujeres y con un indice de correlacidn de —7}
de -0.97. - SRR
Este hecho era de esperarse al no haber en los varones:
cambios tan marcados. en los niveles de las hormonas esteroi-
des circulantes tales como la testosterona y dihidrotestoste ...
rona, de tal forma que los linfocitos cultivados en cual----

quier tiempo, son capaces de responder a la PHA.

Sin -embargo Dionigi et al (1973), presentan algunas evi
dencias que se contraponen a esto. Basindose en observacio--
nes de transformacidén blastogénica asi como incorporacidén de
SH—Timidina por linfocitos de individuos sanos, estimulados
con PHA, encuentran que'la respuesta no es constante y que -
hay una disminucién de esta a intervalos periddicos que'van—
rian entre 5 y 35 dias aunque no .da una explicacién sobre --
las posibles causas y sdlo sugieren que los niveles hormona-
les pueden tener alguna relacién, pero sin mencionar algu--
nas hormonas como responsables.

De nuestros datos con 5 varones, no encontramos tales -
diferencias ni entre dias, ni entre meses, sino que las res-

puestas permanecen casi constantes.

Con los resultados mostrados hasta el momento, parece e
vidente la influencia de los niveles hormonale$ durante el -
ciclo menstrual, sobre la estimulacidn de linfocitos de mu--
jer cultivados, pues los tres parametros utilizados producen




diferencias significativas centre los dias del ciclo mens----
trual considerados, cosa que en los cultivos con sangre peri
férica de vardn no se prescnta.

Con el fin de evaluar si efectivamente ¢l nivel hormo--
nal es responsable del comportamicnto observado en los culti
vos con sangre periférica de mujer, se hicieron cultivos con
sangre periffrica de vardn a Jos que se les suministraron di
ferentes concentraciones de cstradiol y/o proeesterona.

Los resultados obtenidos a partir de los cultivos a los
que se les agregd estradiol, en cuanto a incorporacién de --
"H-Timidina, se presentan en la tabla 5 y figura 7.

La diferencia significativa es con relacién al tiempo -
de incubacidn. A las 24 horas, las cé&lulas prdcticamente no
incorporan el precursor radiactivo, en ninguna de las dosis
ni en el control, a diferencia de lo cncontrado a las 72 ho-
ras de incubacién, teniéndo un miximo en 1la sintesis de ADN,
en los cultivos testigo y un aumento en DPM conforme se ele-
van los niveles de estradiol, pero sin sobrepasar l1os valo--
res de los primeros. El andlisis de varianza muestra que las
diferencias son debidas al azar y no a las concentraciones -
de estradiol. A las 120 horas de incubacidén, los valores de
DPM alcanzan un nivel muy parecido en todos los tratamientos
y la proporcidén de linfocitos estimulados en el cultivo tes-
tigo, es practicamente la misma que la de las 72 horas, pero
la poblacién de linfocitos tratados con diferentes concentra
ciones de estradiol, que son capaces de responder a la PHA,
aumenta al comparar estos mismos tiempos. Pareceria que a --
las 72 horags hay un desfasamiento en la respuesta de los lin
focitos al estar en presencia de la hormona, pero que des---
pués de haber transcurrido 24 horas, la poblacidn se ''recupe
ra'.

De aqui se puede decir que el estradiol en todas las do
sis probadas, tiene una minima influencia sobre la capacidad
de respuesta de los linfocitos a la PHA, al compararse con -

los cultivos testigo, sin embargo es necesario hacer la acla-
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Tabla 5. Incorporacidn de SH-Timidina en DPM, obtenida a par
tir de los cultivos de linfocitos con sangre periférica de -
Varén, sometidos a diferentes concentraciones de estradiol,

con diversos tiempos de -incubacidn, aplicando .gnzlisis de va

rianza de dos variables por triplicado.




t 0.05(3,24)

t 0.05(6,24)

"Factor B Factor A
24 72 120
!
802.6 23259.5 40816. 8
Testigos 730.0 26538.9 33572.1
668 .4 39327.4 20101.0
733.7 * 38.8 20708.6 * 4901.7 31496.7 * 6069.5
889. 4 17848.3 32225.4
0.05 6589.5 10506. 3 31926.2
609, 8 22201.1 30471.8
729.6 T 83.2 16851.8 * 3412.5 31541.1 * 541.6
487.6 21316.5 36603. 3
0.10 502.6 24226. 3 36967.6
633.7 17197.3 24453, 7
541.3 * 46.4 20913.4 1t 2040.4 32675.9 * 4112.4
816.8 31395.6 37573.7
0.25 749. 7 22960.5 43894.6
753.9 18475. 8 23132.6
773.5 ¥ 21.7 24277.3 * 3587.3 34867.0 Y 6144.4
Andlisis de varianza:
Fuente de variacidn G.L. S.C. M.C.
Subgrupos 11 '6.7 X 10° 8.0 X 107
A ) 6.4 X 100 3.2 X 10°
B 3 1.0 X 108 3.3 x 107
A'X B 6 1.8 x 108 3.0 x 107
Dentro de los subgpos. 24 8.8 X 108 3.6 x 107
F, A = 89.4%
Ft 0.05(2,24) = 3-4
F, B< 1 ,f F, A X BL 1
F 3.0 F = 2,

Factor A =

horas de incubacidén, Factor B = estradiol (ng/ml).
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Figura 7. Incorporacién de 3H-Timidina en DPM, a partir de -
los cultivos con sangre periférica de varén, sometidos a va-
rias concentraciones de estradiol, a diferentes tiempos de -
incubacién. Las ecuaciones de las rectas y los correspondien
" tes coeficientes de correlacidén son : 72 horas de incubacién
- (a), y = 4910x % 23428.8 , r =-0.09’; 120. horas de incuba---
‘cién (m), y = 14380.7 ¥ 31207.1 , r = 0.98. |
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racién que en los cultivos con 72 horas de incubacién, pare-
ceria haber cierta influencia, que el an&dlisis de varianza -
muestra como no significativa, pero se considera necesaria -
la realizacidén de otras repeticiones para confirmar los re--
sultados. . ,

Analizando los resultados en.cuanto al conteo de célu--
las vivas, expresados en porcentajes, se nota que van de a--
cuerdo con los datos de incorporacidén del precursor radiacti/
vb, pues nuevamente el factor significativo es el de las ho-
ras de incubacién, en donde si hay diferencias importantes y
las concentraciones de estradiol no tienen efecto sobre el.-

"nmero de células vivas (tabla & y figura 8).

- En el caso de 1los cultlvos con progesterona (tabla 7),
1as 24 horas de 1ncubac16n c351 no hay células que esten --
51ntetlzando ADN y por 1lo tanto la 1ncorporac16n de SH-Timi-
hlna es minima, en todos los tratamientos. A las 72 horas de
incubacidn, ya se nota una gran influencia de la hormona so-
bre los linfocitos, pues mientras que los cultivos testigo -
incorporan en promedio 53,439.9 DPM, en 1los cultivos trata--
dos con-progesterona, se observa que aln la dosis més peque-
ﬁa,Aes un factor suficiente para reducir la poblacién celu--
lar capai de ser estimulada por el mitdgeno (34,087.8 DPM),
esta disminucién se relaciona con el ‘aumento en la concentra
cidén de progesterona. Dicha relac16n es logaritmica y tiene
el mismo efecto a la 72 y 120 horas de incubacién, sdélo que
en cuanto avlas rectas ajustadas en la figura 9, se observa
uné pendiente més pronunciada a las 72 horas de incubacién,
lo que 51gn1f1caria que al €star sometidas las células a las
diferentes concengraciones de progesterona durante tlempos -
mas largos, es menor la poblacidén capaz de responder a la --
PHA y por lo tanto de entrar a fase S. A

La accién de la progesterona parece ser muy evidente a
partir de los resultados obtenidos en cuanto al nlGmero de cé
lulas vivas (tabla Sry figura 10), y adem3s en poco tiempo -
de exposicidén, pues a las 24 horas se nota como disminuye la
poblacién en los cultivos tratados con las concentraciomnes -

.- 50 -
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Tabla 6. Porcentaje de células vivas a partir de los culti--
vos con sangre periférica de var6n, sometidos a di.fei"entes -
concentraciones de estradiol, a varias horas dé, incubacién,

aplicando a los resultados andlisis de varianza de dos varia
bles sin réplicas.. '




Factor B
24
Testigo 101.0
0.05 96.8
0.10 102.3
0.25 100.5

Factor A

72

135.6
139.0
118.2
134.3

Analisis de varianza:

Fuente de variaciodn

A
B

Error

F, A = 13.4%

Ft 0.05(2,6)

Factor A= horas de incubacidn
Factor B= concentracidén de estradiol (ng/ml).

7.

120
104. 4
125. 7
121.6
114.0
S.C. M.C
2000.8 1000. 4
88.7 29.6
448.8 74 .8
F, B< 1
F = 6.6

t 0.05(3,6)
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Figura 8. Porcentaje del ntmero de células vyivas, a partir -
de los cultivos con sangre periférica de varén,_sometidos a
varias concentraciones de estradiol y diferentes horas de in
cubacidn : 24 horas (e). Las ecuaciones de las rectas y los

coeficientes de correlacibn correspondientes son: 72 horas -
(), y = 10.5x + 132.8, r = 0.12; 120 horas (@), y = -10.5x+
115.4, r = 0.12.
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Tabla 7. Incorporacién de “H-Timidina en DPM, obtenida a par
tir de los cultivos de linfocitos con sangre periférica de -
vardn, sometidos a diferentes concentraciones de .progesterd—
na, con diversos tiempos de incubacidén, aplicando andlisis -
de varianza de dos variables, por triplicado.




Pa;tor B Factor A
24 72 120
891.2 63186.8 18196.0
Testigo 1130.6 48408.2 39012. 1
1190.5 48724.6 34130. 2
1037.4 * 74.0 53439.9 * 3874.3 30445.4 T 6284.6
1023.7 32695.2 52438.3
1.57 1003. 7 29824.2 52438.3
1056. 2 30744.3 47984.6
1027.9 * 15.3 34087.8 * 2947.1 47820.4 % 2714.7
1065. 6 32264.2 45920.3
3.14 1005.6 30955.6 52865. 4
1165.0 19907.0 44681.3
1078.7 * 46.5 © 27708.9 * 3919.2 41155.6 * 4160:5
1213.9 9787.2 1816.6
12.56 891.2 10371.6 2557.4
986.6 10807.5 3043.2
1030.6 * 95.7 10322.1 * 295.6 -  2472.3 * 356.6

Analisis de varianza:

Fuente de variaciodn G.L. S.C. M.C.

Subgrupos 11 1.4 X 1010 1.2 X 10°

A 7.0 X 10° 5.5 X 10°

B 3 3.4 X 10° 1.1 X 10°

AX B 3.2 X 10° 5.3 X 108
Dentro de los subgpos. 24 7.0 X 108 2.9 X 107

F, A = 120.0%
Ft 0.05(2,24) = 34

F, B = 38.8% F, A X B = 18.2%
Fe 0.05(3,24) = 30 . Ft 0.05(6,20)" 2-°

Factor A= horas de incubacidn
Factor B = concentracién de progesterona (ng/ml).




Figura 9. Incorporacién de 3H-T'1midina en DPM, a partir de

los cultivos con sangre periférica dé'varén, sometidos a va
rias concentraciones de progesterona, a diferentes horas de
incubacién : 24 horas (e). Las: ecuacione’s de las rectas y -
los coeficientes de correlaci6n correspond,ien'tes son: 72 ho
ras (a), y = 10.85x “9-% 1 - _0,99; 120 horas (@), ------
y = 10.96x ~1-99 = _o.86. | |
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Tabla 8. Porcentaje del nfmero de c€lulas vivas a partir de
los cultivos con sangre periférica de varbn, sometidos a va
rias concentraciones de progesterona, a -diferentes horas de-
incubacién, éplicando andlisis de varianza de dos variables

sin réplicas.




Factor B Factor A
24 72 120
Testigo 109.2 125.2 ' 96.5
1.57 104.0 83.3 82.5
3.14 . 86. 2 85. 8 90.2
12.56 59.3 80. 2 _ ' 70. 4

Anzalisis de varianza:

Fuente de variacidn G.L. S.C. M.C.
A 2 152.7 76. 4
B 3 2456.3 898. 8
Error 6 788.6 131.4
F, A<1
Fi 0.05(02,6) = 7-2°
F, B = 6.8%
Fi. 0.05(3,6) = 66
Factcr A = horas de incubacidn
Factor B = concentracién de progesterona (ng/ml).
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Figura 10. Porcentaje del nfimero de c€lulas vivas a partir -
de los cultivos con sangre periférica de varén, sometidos a
diferentes concentraciones_d¢ progesterona, a varias horas -
de incubacién. Las ecuaciones de las rectas y los coeficien-

tes de correlacién correspondientes son: 24 horas (e), ----~
y = -3.87x + 106.4, r = -0.97; 72 horas (4), y = ~2.2x + 103,
r = -0.6: 120 horas (m), y = -1.8x + 92.6, r = -0.89.
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mds altas de esta hormona a diferencia de que en los culti--
vos testigo, la poblacién’aumenta. A las 72 horas, cn todos
los cultivos sometidos a,la accidén de la progesterona, el ni
mero de células vivas disminuye, aunque ¢l efecto ya no es -
tan pronunciado como ¢1 observado a las 24 horas para las --
concentraciones mas altas. A las 120 horas de incubacidn, en
todos los casos hay una disminucién en el nimero de células,
con rcspecto a la cantidad sembrada, siendo menor de un 4% -
en los cultivos testigo. Esto iltimo puecde explicarse por el
aumento en un 25% de la poblacidn a las 72 horas y quiza la
densidad alcanzada haya provocado la mortalidad observada a
las 120 horas. El analisis estadistico muestra cémo las ho--
ras de incubacidén, no tienen diferencias significativas en -
cuanto al ntmero de células vivas y son las concentraciones
de progesterona, las responsables de las diferencias en la -
respuesta.

Cuando se estudid el efecto de las dos hormonas en for-
ma simultinea (tabla 9 y figura 11), praActicamente se obser-
varon los mismos resultados que cuando se sometieron los 1lin
focitos sb6lo a la accién de la progesterona, lo que hace su-
poner que es esta hormona la que tiene una influencia més di
recta en la capacidad de respuesta de los linfocitos ante la
PHA, sin embargo hay algunas diferencias importantes: una de
ellas es que la relacidn entre incorporacidn de 3H-Timidina/
dosis es aritmética y no logaritmica, como en el caso de 1la
figura 9 y otra, que los efectos en cuanto a las concentra--
ciones hormonales ya no son tan marcados, lo cual se puedeﬂ—
observar tanto a partir del andlisis estadistico, al compa--
rar los valores de F obtenidos para las diferentes horas de
incubacién en los dos experimentos (120.0 y 48.8) y con rela
cién a las concentraciones de progesterona (38.8 y 16.6), en
las tablas 7 y 9, ademas con los valores de las pendientes -
de las rectas mostradas en las figuras 9 y 11.

Por Gtltimo en cuanto a los resultados en el conteo de -
células vivas a partir de los cultivos sometidos a la accidn
del estradiol mas progesterona (tabla 10 y figura 12), no --
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Tabla 9. Incorporacién de *H-Timidina en DPM, obtenida a -~
partir de los cultivos de linfocitos con sangre periférica

de vardén, sometidos a diferentes concentraciones ‘de estra--
diol mas progesterona, con diversos tiempos de incubacién,

aplicando analisis de varianza de dos variables, por tripli
cado. ‘




Factor B ‘ Factor A
24 72 120
964.2 35589, 1 418332 .6
Testigos 773.1 35934.6 . 31876.53
662.3 33829.0 18562.2
769.9 f 88.2 35117.5 T 651.9 32923.7 t 8609.9
621.5 30447.6 16030. 1
0.05/1.57 768.9 19090.5 27829.0
555.7 21547.1 38825.4
648.7 T 63.0 23695.1 + 3449.9 27561.5 & 6581.8
550.0 22794.7 24324.7
0.10/3.14 580.0 16431.9 30914.5
565.5 21704 .1 22668.4
565.3 t 8.8 20310.2 * 1964.5 25969.2 * 2518.5
438.3 4387.4 4212.4
0.10/12.56 357.1 5024.6 3479.0
456, 3 "5888.5 4564. 8
415.2 T 32.2 5100.2 T 434.9 4085.3 t 319.8
Analisis de varianza:
Fuente de variacién G.L. 'S.C. M. C.
Sub g rupos 11 6.5 X 109 5.9 X 108
A 2 3.4 X 10° i.8 X 10°
B 1.9 X 10° 6.2 X 108
A X B 6 9.3 x 108 1.6 X 10°
Dentxo de los subgpos. 24 9.0 X 10° 3.8 X 107
F, A = 48.8%
Fe 0.05(2,24) = 34 |
F, B= 16.6% F, AXB = 4.1%
Fi 0.05(3,24) = 30 Ft 0.05(6,24) = 2-°
estradiol
Factor A = horas de incubacidn, Factor B = (ng/ml).

progesterona
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Figura 11, ,in_corporacién' de 3H1~Tiinidina, a partir de los cul
tivos con sangre periffrica de var6n, sometidos a diferentes
‘concentraciones de estradiol més progesterona, a varias ho--
ras de incubacidén. 24 horas (e). Las ecuaciones de las rec--
tas y los coeficientes de correlacién correspondientes somn:

72 horas (a), y = -2079x + 30032, T = -0.96; 120 horas (m),

y = -2248x + 32342, r = -0.99. |
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Tabla 1Q. Porcentaje de células vivas, a pdrtir de los cul
tivos con sangre periférica de varén, sometidos a varias -
concentraciones de estradiol mis progesterona, a diferen--
tes horas de'incubacién, aplicando andlisis de varianza de

dos variables, sin réplicas.




Factor B Factor A
24 | 72 120
Testigo 103.8 118.4 , 102.2
0.05/1.57 81.4 109.5 114.6
0.10/3.14 . 91.6 104.3 101.6
0.10/12.56 63.5 105.1 111.9
Analisis de varianza:
Fuente de variaciodn G.L. S.C. M.C.
A 2 1463.2 731.6
B 3 332.2 110.7
Error 6 798.1 - 133.0
F, A = 5.5 F, B< 1
Ft 0.05¢2,6) = 7-2 Ft 0.05(3,6) = -0
Factor A = horas de incubacién

concentracién de estradiol/progesterona (ng/ml).

Factor B
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Figura 12. Porcentaje del nfimero de células vivas, a partir
de los cultivos con sangre periférica de var6n, sometidos a
- diferentes concentraciones de estradiol m&s progesterona, a

varias horas de incubacidén. Las ecuaciones de las rectas y

los coeficientes de correlaciéﬁ.correspondientes son: 24 ho
ras (@), y = -2.7x + 96.8, r = -0.8; 72 horas (&), ====-=-=
y = -0.72x + 112.5, r = -0.6; 120 horas (m), y = 0.48x+105,
r = 0.4, | | '
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dan aiferencias significativas ni para las diversas horas
“de incubacién ni entre las concentraciones hormonales uti-
lizadas, 1o cual hace aln mis aparente el probable efecto
antagbnico del estradiol, propuesto por Robel, et al., ---
(1981), sobre 1la accisén de 1la progesterona. ' '

~* Todo parece indicar que al menos in v1tro si hay una
influencia de las hormonas que participan en- el ciclo mens
‘trual, sobre 1a capacidad de respuesta de los linfocitos a
la PHA, lo cual es muy bien apreciado'en el caso de la pro
gesterona, por lo que a continuacién se propone un mecanis
mo-de accidén probable de ésta, sobre .las c&lulas en culti-
vo. | | ' ,

BllmecaniSmo de accidn propuesto;por Coffey, et al.,
(]977),,dg que . la PHA incrementayla-eﬁtrada de Ca2+ y en -
consecuenéia provoca una acumulacidn intracelular de €ste

.que_conduCe a la divisidon celular, -posiblemente séa afecta
do, debido. al paso de la progesterona a través de la mem--
brana celular, lo que puede ser un evento suficiente como
para alterar la permeabllldad de ésta al paso de ciertos -
~iones como el Ca’ f y por lo tanto, las c&lulas sean incapa
ces de entrar a la divisién celular.

Es tambié&n probable que existan moléculas en los lin-
focitos, capaces de interactuar con la progesterona y se -
forme asi un complejo, el cual posiblemente produzca una -
activacidén sobre la enzima adenilato ciclasa como proponen
Rosenfeld'y O'Malley (1970) y de esta forma aumenten los -
niveles de AMPC. Dicho aumento impedird los cambios en el
metabolismo celular que conducen a la divisidn. _

Esto se ve apoyado con los experimentos en los que com
puestos tales como la norepinefrina, el isoproterenol y +*-
las prostaglandinas, elevan los niveles de AMPC e inhiben
la incorporacidn de 3H-Timidina por linfocitos estimulados
con PHA (Smith, 1971).

Por otro lado, Katagiri (1976), observd que el aumen -
to intracelular de Ca?* provoca la activacidn de la guani-

lato ciclasa y propone que esto trae como consecuencia un

- -
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aumento en los niveles de GNP, lo que finalwente conduce a
la divisidn celular y si se considera lo observado por Ro-
senfeld y O0'Malley (1970), parcceria una condicidn de con-
tradiccidn pues a diferencia de lo que sc propone en la hi
potesis del "ying-yang" (Lenhinger, 1978), en donde ambos
nucledtidos, el ANPC v el GMPC, muestran cambios inversos
de concentracidn durante la regulacidn de procescos celula-
res en los que estan involucrados, sin embargo no existe -
tal, si suponcmos que no son eventos simultaneos y que la
accidn de la progesterona probablemente sca la que se mani
fiesta} sobre la accidn de 1la iPHA.

En cuanto al posible efecto antagdbnico del estradiol,
se puede pensar que en los niveles a los que se trabajd, -
es probable que actie contrarestando la accidn de la pro--
gesterona, pues como propone Brenner (1974), la accidn de
la progesterona, es dependiente del estradiol, en células
del endometrio, lo que nos permite suponer algo similar en
los linfocitos. . ‘

Se observa que en las muestras de sangre obtenidas du
rante los primeros dias del ciclo menstrual, la gran mayo-
ria de la poblacidn celular en los cultivos, es muy sensi-
ble a la estimulacidn por PHA, es decir que la unidn de es
te antigeno inespecifico, con los receptores de superficie
hacen a las células salir de su estado quiescente y entrar
a la fase Gy oy posteriormente a la sintesis de ADN y divi-
sidén celular. LEs importante mencionar que para este tiempo
los niveles de estradiol y progesterona en la muestra de -
sangre, son muy bajos, por lo tanto la estimulacidén de 1los
linfocitos por .la PHA pridcticamente no se ve afectada, en
comparacidn con muestras tomadas en otros dias del ciclo.

Crocker en 1974 demostrd que durante los primeros ---
dias del ciclo menstrual en un sistema in vivo, el nimero-
de receptorcs a ambas hormonas cn el cndometrio humano, es
muy elevado, el mas alto corresponde a los de la progeste-
rona con relacidn a otras etapas del ciclo. Podria sugerir

se que las moléculas de hormonas circulantes, presentes en
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tan pequefias cantidades, tienen''preferencia' por las célu-
las de 1los &rganos blanco y por lo tanto es minima la in--
teraccidn con los linfocitos, de ahi que 1la estimulacién -
de estos por cualquier antigeno circulante en la mujer, cu
Yo mecanismo de accidén fuera similar al propuesto para la
PHA, no se veria afectada y se llevaria a cabo una respues
ta inmune normal.

De las muestras tomadas conforme se acerca el periodo
de la ovulacién, algunos linfocitos empiezan a ser menos -
susceptibles a la estimulacién por PHA, de tal manera que
disminuye la parte de la poblacidn que inicia sintesis de
dcidos nucléicos y pasa a etapas posteriores. En este in--
tervalo, los niveles de progesterona comienzan a elevarse
y los de‘éstradiol ya van en descenso, después de tener -
un maximo entre los dias 11 y 12 del ciclo menstrual.

Al considerar un sistema in vivo como el endometrio -
humano, en donde se tiene un minimo en el nGmero de recep-
tores de estradiol y al parecer 1los receptores a la pro--
gesterona no aumentan, con respecto a principios del ciclo
(Milgrom, 1972), se facilitaria la accidn hormonal sobre -
las c@lulas blanco y debido a su alta concentracidn, se en
contraria un nivel alto en sangre circulante, 1o que brin-
daria una mayor oportunidad de tener contacto con los 1lin-
focitos, asi que la presencia de la PHA, no seria suficien
te como para desencadenar una respuesta completa, sino 1li-
geramente disminuida.

De muestras obtenidas a finales del ciclo, es minimo
el nGmero de c&lulas en cultivo, capaces de respdnder a --
las sefnales provenientes del medio, pues es un poco menos
de la mitad de la poblacién celular la que sale de la fase
Go y.entra a la fase S. En estos momentos los niveles de -
progesterona, son muy altos, los més altos durante todo --
el ciclo y los niveles de estradiol son un poco menores --
que en los dias cercanos a la ovulacidn, de tal forma que
es minima la estimulacién por PHA sobre los linfocitos, --

pues posiblemente la progesterona altera en gran medida --
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los niveles de segundos mensajeros o provoca alteraciones
en la permeabilidad de la membrana que conduzcan a una in-.
hibicién en la respuesta de las células al mitSgeno.

“En condiciones in vivo, se ha demostrado que los re--
ceptotres a ambas hormonas en células del endometrio, dismi
nuyen (Mester, 1974), y si se considera esto y se observan
todos los datos experimentales, se puede sugerir que la --
gran cantidad de progesterona en el plasma, y la pequefia -
cantidad de receptores a ésta.en el endometrio, favorece -
su acumulacién en la sangre, de tal forma que en una mues-
tra que se cultive, es minima la estimulacién por la PHA,
de manera que es menor 1a.respue$ta.'

Los finicos datos sobre efectos de la PHA in vivo que
se encontraron, son los de Anderson (1978), obtenidos en -
experimentos con ratones, en distintos periodos de gesta--
¢cidn, en donde se encontrd que a diferencia de animales no
prefiados, los linfocitos son practicamente incapaces-de --
responder a la PHA y a la con A en el medio, lo que en el
humano podria interpretarse como una forma de pfevenir el
rechazo al embridén recién implantado que seria reconocido
por los linfocitos de la madre como ‘una poblacién celular
ektraﬁa al organismo.

Sin embargo, ésto hace evidente 1a necesidad de estu-
diar mds a fondo las diferencias en estimulacién de linfo-
citos, con respecfo a los cambios en los niveles de hormo-
nas esteroides en las muestras, por ejemplo, tratando de -
tomar muestras a intervalo mds cortos que los utilizados -
en el presente trabajo y de esta manera correlacionar los
resultados con los niveles hormonales en cada dia y parale
lamente con muestras de varones. Hacer cultivos con sangre
periférica de mujeres embarazadas durante la gestacidn, to
mando muestras de séngre a intervalos lo mds.corto posible
para seguir el comportamiento de las poblaciones de linfo-'
citos en cuanto a susceptibilidad a antigeénos inespecifi--

cos como la PHA.




IV. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

Es evidente que los resultados obtenidos no correspon-
del del todo, a los presentados en el trabajo que sirvié -~
como antecedente a &ste (Ostrosky-Shejet, 1972). Una éxpli
cacidén es que, en dicho trabajo sélo se consideraron culti
vos con sangre de una donadora y fueron analizados bajo s
lo un criterio, reportindose un miximo en la produccién de
figuras mitéticas durante los dias cercanos a la ovulacidn
y minimo a principios y finales del ciclo menstrual.

En el presente trabajo, se observd, basindose ‘en cul-
tivos con sangre de varias donadoras, una estimulacidn por
PHA muy marcada a principios del ciclo, mediana durante la
fase ovulatoria y min%ma a finales de é€ste, considerando .-
los parametros de incdrporacién de 3H—Timidina, nGmero de
figuras mitéticas y conteo de células vivas.

En los cultivos con muestras de varones no se obser--
varon cambios en la respuesta de los linfocitos en los di-
- ferentes dias, al parecer porque los niveles de hormonas -
tales como la testosterona y dihidrotestosterona no cam---
bian al no existir un ciclo como tal o bien estas hormonas
no interfieren con.la accién de la PHA in vitro.

Los cultivos de sangre de varén, sometidos a diferen-
tes concentraciones de estradiol y progesterona, muestran
el mismo comportamiento en respuesta a la PHA para las con
centraciones empleadas, que simulan las que ocurren en la
mujer, lo cual apoya los resultados obtenidos con las dona
doras. o '

Esto permite suponer que el efecto sea a nivel de cam
bios en la permeabilidad de 1la membrana y no a través de -
receptores, ya que los varones al no contener estradiol ni
progesterona circulantes, lo méds 16gico es que sus cé&lulas,
no contengan receptores a estas hormonas y por lo tanto su
accidon sobre los linfocitos sea indistinta con respecto a
lo observado en las donadoras, cuando se suministran en --

los cultivos, concentraciones hormonales similares a las -

+
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reportadas en las mujeres. .
Los niveles de .progesterona parecen ser directamente
1los responsables de las diferencias en estimulacién de los
linfocitos a la PHA, sin conocerse exactamente el mecanis-
mo de accidn.
Para finélizar, queda clard que en condiciones experi
mentales, los factores ambientales influyen grandemente so
bre la respuesta de las poblaéiones celulares, mediante --’
‘procesos que en la mayoria de las ocasiones son sumamente
complicados, de ahi que este trabajo podria continuarse --
" considerando otro tipo de hormonas esteroides, como la tes
tosterona, con el fin de acumular mas informacién sobre --
. los mecanismos de accidn sobre las células del sistema in-
'muneﬁde organismos tan complej05~qomo'sbn los mamiferos su

periores.
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