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INTRODUCCION

Los seres vivos se distinguen de los objetos inanimados fun
damentalmentepor dos características: la posibilidad de aumentar su tamg
ño utilizando energía comosustrato y la capacidad de replicarse. Comore_
sultado, pueden crecer y proliferar. Los seres vivos estan compuestos por
células. Una población celular nonmal, aumenta de tamaño dentro de limites

claros, en los cuales está determinado cuán seguido puede una célula divi
dirse sin crecer y cuánto puede crecer sin dividirse. El crecimiento orde
nado y controlado es esencial para el desarrollo y mantenimiento de un ani
mal normal.

En organismos unicelulares, la velocidad de credimiento y prg
liferación puede responder directamente a variaciones en los nutrientes
esenciales que toman del medio ambiente. Pero en criaturas más complejas,
comolos mamíferos, los niveles de nutrientes extracelulares son relativa
mente invariables y existen otros controles que regulan el crecimiento y
la proliferación.

Los tejidos y órganos normales de un mamífero, mantiene una

masa uniforme a lo largo de la vida adulta; esto implica que existe un ba
lance entre 1a renovación y la muerte celular y además que el número de
células funcionales es directamente proporcional a su demanda. Los mecanis
mos que regulan este proceso controlado, son muchosy son selectivos para
las distintas células del organismo. La ausencia o falla de una regulación
apropiada puede dar lugar a un crecimiento descontrolado y a malignidad.

Considerar los mecanismosque regulan el crecimiento normal

nos lleva inevitabkmmntea especular sobre: cómoy porqué fallan estos mg
canismos durante los procesos neoplásicos? Para ello es necesario conocer:

A.- Los mecanismosque controlan 1a división celular normal

B.- La estructura y los caminos metabólicos de la célula nor
mal.



C.- Las alteraciones estructurales y metabólicas de la célula
maligna.

A.-MECANISMOS QUE CONTROLAN LA DIVISION CELULAR NORMAL

En condiciones normales,las poblaciones celulares se pueden di
vidir en tres tipos, de acuerdo a su comportamientomitótico. En primer lg
gar, se encuentran los tejidos estáticos (neuronas y células musculares es
triadas), que son incapaces de proliferar. En segundo lugar, se encuentran
los tejidos en expansión (hígado,riñón,etc.),que poseen un pequeño número
de células en mitosis. La cantidad de células que pueden dividirse,disminu
ye con la edad y el nivel de las mismas es bajo en el adulto, cuando el
crecimiento de los órganos ha cesado. En tercer lugar, están los tejidos
en renovación (epidermis,células hematopoyéticas y gametas); tienen como
característica fundamental, la capacidad de proliferar continuamentey dar
origen a células diferenciadas que pasan al compartimento funcional de los
tejidos. En los tejidos mitóticos, aquellos que están en renovación o ex
pansión, la producción de células nuevas se balancea con 1a pérdida de un
número equivalente, ya sea a través de mecanismos de migración o de dege
neración.

La homeostasis tisular, tiende a mantener la masa invariable
utilizando mecanismosde regulación que deben ser sensibles y precisos.
La esencia de estos mecanismosse desconoce, pero se admite que están ba
sados en fenómenosde retroalimentación permanente, realizando un equili
brio entre células que madurany aquellas que mueren. Se han descripto dos
necanismosde retroalimentación o "feedback". De los estudios en piel,híga
do y riñón, surgió hace un tiempo una hipótesis que explicaba el control
mitótico a través de un feedback positivo y se propuso que los tejidos re
siduales producirían sustancias capaces de estimular la mitosis de una ma
nera especifica (1), Los datos experimentales no han aportado argumentos
que favorezcan esta hipótesis. en especial la ausencia de alguna sustancia
endógena que pudiera considerarse comohormona estimulante de la regenera



ción de tejidos y órganos. El advenimiento de técnicas comoel culti

vo de tejidos y establecimiento de líneas celulares, permitió avanzar
muchoen el control del crecimiento celular (2-9).Las células no
transformadas poseen una regulación dependiente de la densidad. Esto
significa que las células tienden a crecer hasta una densidad saturan
te y luego se detienen. Esta regulación sería independiente de los r9
querimientos nutritivos del medio en que se encuentran las células.

Inicialmente se pensó que la regulación densidad-dependien
te podría atribuirse a fenómenosde inhibición por contacto. Sin embar
go es mayor la evidencia a favor de una regulación a través de facto
res macromoleculares del suero o nutrientes de bajo peso molecular. A
medida que aumenta la densidad celular la presencia de estos factores
se hace necesaria. Ademásde ser fundamental 1a superficie disponible
para el crecimiento celular, se han descripto factores hormonales como
insulina, hidrocortisona, factores de crecimiento fibroblástico, y epi
dérmico, prostaglandinas,nucleótídos cíclicos, iones calcio, aminoáci
dos y enzimas proteolíticas, (10) comofactores endógenos capaces de
controlar el crecimiento celular.

Existe un grupo de mediadores quimicos que ejercen fenómenos

de regulación extracelular expecífica (12). Son factores biológicamente
activos fundamentales en las interacciones celulares efectivas. Según
su origen se las llama linfoquinas, monoquinaso citoquinas y afectan
a distintos tipos de células, especialmente a aquellas involucradas en
la respuesta inmunológica. Entre sus funciones se encuentran estimular
y/o inhibir el crecimiento celular, aumentary/o disminuir ciertas res
puestas y ser citotóxicas ya sea directa o indirectamente¿Ejemplos de
estas sustancias hay muchos. Entre ellos: TCGF(T cell growth factor),
IDS (inhibitor of DNAsynthesis), MT(mitogenic factor),interferon,etc.

Varias teorías actuales sugieren que la actividad mitótica
de los tejidos es controlada por un mecanismode retroalimentación



negativo. En estos modelos se postula que las células diferenciadas o
terminales producen mensajeros químicos capaces de inhibir la prolifg
ración de las células progenitoras potenciales del mismotejido.Estos
inhibidores endógenosactuarían deteniendo transitoriamente 1a progre
sión de las células a lo largo del ciclo celular y ejercerían un con
trol local fino sobre la actividad proliferativa de los tejidos mitó
ticos (12).

Comose puede ver en la Figura a, cualquier punto en el
cual actúe un inhibidor traería comoconsecuencia directa la imposibi
lidad de continuar el proceso de división celular; se puede estimular
a las células a pasar del ciclo' mitótico a estados de reposo mitótico
(de G1 a R1 y de GZ a R2),aumentando la duración de las fases G1 o GZ

y posiblemente de 1a fase S, etc.

Dadoque este es el tema central de mi tesis se verá en forr
mamás extensa en los capítulos siguientes.

FIGURA a
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B.- ESTRUCTURA Y CAMINOS METABOLICOS DE LA CELULA NORMAL

El intento breve de describir aspectos dinámicos de la or
ganización celular involucra fundamentalmente: I) propiedades de la
membranacelular; II) organización y distribución de la red enzimática
y III) aspectos vinculados a los fenómenosde replicación.

Cualquier cambioen la superficie celular, alteración en las
enzimas claves de los caminos metabólicos y en el ordenamiento genético
por daño o error de información que altere la expresión genética, cau
sará comoefecto directo que las células normales escapen a ese control
a 1a cual están sujetas.

B I.- Propiedades de la membranacelular:

Las membranascelulares están compuestas por lípidos,proteínas
oligosacáridos y polisacáridos (13). La distribución de estos componentes
está hecha de tal manera que sea máximala energía libre que rodea a ca
da constituyente. Para los lípidos (comolos fosfolípidos), que presen
tan una estructura asimétrica tanto en su porción hidrofílica comoen la
hidrofóbica, los residuos de hidratos de carbono en solución tienden a
asociarse y excluir agua,mientras que las cabezas iónicas tienden a bus
car interacciones con la fase acuosa. Estas interacciones favorecen 1a

formación de una doble capa lipídica continua que secuestra los residuos
de los hidratos de carbono de la fase acuosa (13,15). Los lípidos pueden
formar dominios específicos y asociarse a proteinas de la membrana,for
mandocomplejos lipoproteicos (14). Pese a que los lípidos pueden encon
trarse en estado de "congelamiento", la mayoría de las moléculas lipídi
cas se encuentran en un estadofluído y difunden en forma libre en el pla
no de la membrana.

Respecto a las proteínas de la membrana,existen básicamente
dos tipos: aquellas estabilizadas en la membranapor interacciones hidrg
fóbicas y aquellas estabilizadas en la membranapor interacciones hidro
fílicas. Las primeras son llamadas proteinas integrales de la membrana



y están involucradas en fenómenosde transporte (de iones y metabolitos)
(13,14).Las proteínas son globulares e interaccionan tanto con la parte
hidrofílica comocon la hidrofóbica de 1a membrana.Se encuentran inter

caladas dentro de una doble capa fluida lipídica a distintas profundida
des, dependiendo de la secuencia de aminoácidos y del plegamiento tridi
mensional. Algunas proteínas integrales pueden atravesar la membrana,de
jando secuencias de péptidos hidrofílicos tanto del lado externo como
del lado citoplasmático.

El segundo tipo de proteinas se denominaproteínas periféri
cas de membranay no parecen ser esenciales para las funciones estructu
rales básicas.Generalmenteestán asociadas-a proteinas integrales y gli
colípidos a través de interacciones iónicas que pueden romperse con al
tas concentraciones salinas o con agentes quelantes. Así comola remoción
de proteínas periféricas de membranano da lugar a destrucción o solubili
zación de las membranas, la de las proteínas integrales se acompañagene
ralmente de una disolución de la estructura de la membrana.

La membranacelular en su forma más simple puede considerarse
comoumasolución bidimensional de un mosaico de proteinas integrales de
1a membranadentro de una bicapa fluida_lipídica. Este concepto de la ar
quitectura de la membranatiene gran implicancia en la comprensión de sus
funciones. Puede haber reordenamiento de los componentes. Por ejemplo:
glicoproteína y glicolípidos de membranapueden disponerse de tal forma
que los residuos de hidratos de carbono queden expuestos exclusivamente
hacia la cara externa de 1a membranacelular donde füncionarían comore

ceptores específicos de, anticuerpos, hormonas,1ectinas,virus y otros a
gentes (14).

Otro detalle importante en la organización de la membranaes
que los componentespueden difundir lateralmente dentro del plano de la
membrana. Esta difusión ofrece un mecanismopotencial de cambios rápidos

y reversibles en la topografía de algunos componentesespecíficos.



Algunasproteínas y glicoproteinas puedendifundir lateralmente; otras pa
recen inmóviles o "ancladas" dentro de la membrana(16). Las distintas mo
vilidades descriptas dentro de la membranaplasmática, sugieren que 1a cé
lula poseería un mecanismode control que restringe la movilidad de cier
tos componentespara mantener una distribución topográfica ordenada de las
moléculas de la superficie celular. Este modelo de organización puede ser
altamente específico, difiriendo cada tipo de célula y en regiones especí
ficas de la mismacélula, y puede variar durante 105(iistintos estadios de
1a actividad celular. Los patrones de distribución topográficos molecula
res deben ser fundamentales en la especificidad inherente a 1a organiza
ción celular. Deben ser importantes en los eventos que determinen el con
tacto celular, en fenómenosde reconocimiento y en la transmisión de in
formación dentro de los tejidos. La redistribución de los componentes su
perficiales puede ocurrir comorespuesta a estímulos del medio ambiente
(mitógenos,factores séricos,hormonas,lectinas y anticuerpos).

La movilidad traslacional de ciertas clases de proteínas inte
grales está controlada por elementos del esqueleto citoplasmático compues
to por microtübulos y microfilamentos que aparecen ligados de alguna mane
ra a las proteínas integrales (13,14,16,17). Este concepto se denominacon
trol cito-esquelético trans-membrana.

Los microtübulos son estructuras rígidas tubulares formadosprg
dominantementepor una subunidad proteica llamada tubulina y pueden encon
trarse en el núcleo y en citoplasma de la célula (18). Pueden reordenarse
en forma rápida y reversible en presencia de iones calcio y de nucleótidos
cíclicos. Se pueden disociar con presión y con bajas temperaturas. Su aso
ciación se impide en presencia de alcaloides comola colchicina y la vin
blastina.

Los microfilamentos son estructuras finas de doble hélice que
se asocian a 1a cara interna de la membrana.La presencia de actina,miosina
y tropomiosina han contribuido a 1a certificación de que se trata de ele
mentos contráctiles importantes en la locomocióncelular, en los cambios de



forma celular, en el movimiento de componentes de la membranaplasmática y
en el flujo citoplasmático.

Aunque los microtúbulos y los microfilamentos no son verdaderos
componentes de la membranacelular, su control sobre la movilidad y 1a dis

tribución de ciertos receptores superficiales,indica que de alguna manera
son componentes ligados a la trans-membranay por esa característica se
los clasifica comocomponentes asocidados a la membrana.

El conocimiento del control de los receptores de la superficie
celular a través del sistema citoesquelético trans-membrana,permitió eva
luar los mecanismosde acción de distintos agentes: A tono de ejemplozse
sabe que los anestésicos locales afectan los microtúbulos y microfilamen
tos intracelulares a través de su asociación con fosfolípidos acídicos.Así
aumentanla aglutinabilidad por lectinas, redistribuyen los receptores pa
ra lectinas e inhiben el fenómenode "capping"en células linfoides (19).

Los cambios en las propiedades de la superficie de la célula
tumoral pueden contribuir a que la mismaevada los muchoscontroles y res
tricciones a las cuales están sujetas las células normales.

B II.- Organización y distribución de la red enzimática.

La organización de 1a red enzimática de la célula normal pudo
aclararse y evaluarse gracias a tres avances científicos importantes: i) el
concepto de correlación molecular (20), ii) el uso de modelos experimenta
les biológicos(21) e iii) el concepto de las enzimas claves de los caminos
netabólicos (22,23).

i) El genomade los mamíferos es una entidad replicativa auto
instructiva que contiene toda la informaciónpara dirigir e integrar la sin
tesis de macromoléculas. El concepto de correlación molecular propuso que
la estrategia bioquímica del genomaneoplásico podía identificarse diluci
dandoel perfil de la expresión genética revelada por la actividadlconcen
tración y el aspecto isoenzimático de las enzimas claves.



Se probaron ciertas hipótesis en modelos experimentales usando hepatomas
con distintas velocidades de crecimiento. Asumiendoque las actividades
enzimáticas medidas correpondían a enzimas claves y que los ensayos reprg
ducían las condiciones cinéticas del hígado, cambiosen la actividad enzi
mática deberían demostrar variaciones en la concentración enzimática fi

nal. De esta manera, estudiando el producto final de la expresión del prg
grama genético (concentración de umaenzima específica), se podrían deter
minar alteraciones cuali y cuantitativas de la estrategia de esa expresión.
Así se encontraron alteraciones ligadas a la progresión maligna (expresio
nes de malignídaden distintos estadios),alteraciones ligadas a la trans
formacióny alteraciones circunstanciales (sin relacion alguna con malig
nidad).

ii) A través de hepatomas transplantables inducidos químicamen
te, se obtuvieron tumores del mismoorigen celular pero con distintos gra
dos de malignidad.Estos modelos permitieron investigar la transformación
y la progresión desde el punto de vista bioquímico (21). Para ello se uti
lizaron diversas técnicas independientes: biológicas (tamañoy volumentu
moral), citológicas (recuentos mitóticos), histológicas (grados de diferen
ciación) y bioquímicas (degradación de timidina) (24). Otros modelos des?
arrollados fueron los tumores renales (25) y otras neoplasias (26).

iii) Las enzimas claves son aquellas que controlan la velocidad
y la dirección del flujo de caminosmetabólicos sintéticos y catabólicos
opuestos y competitivos. La regulación de 1a expresión genética y su reprg
gramaciónen las células neoplásicas se realiza a traves de estas enzimas
claves. Los criterios principales para identificar estas enzimasson los
siguientes: su papel biológico, su ubicación en el caminometabólico y sus
propiedades regulatorias.-Como ejemplos se pueden citar: timidina quinasa,
enzimas gluconeogenéticas, ADNy ARNpolimerasas, inosina monofosfato dehi
droquinasa, piñuvato quinasa, etc.

Existen otras enzimas que no son claves, ya que no son limitantes.
. . I

Generalmente estan presentes en exceso y su act1v1dad no se altera por ningun



tipo de regulacion endócrina o nutricional. Tampocose correlacionan con
procesos de transformación o progresión neoplásica. Ejemplos de ellas son:
fosfohexosa-iSómerasa‘,aldolasa,GWP-quinasa,dihidro-ortooxidasa,etc.

Es de esperar que no todas las enzimas estén ligadas a proce
sos de transformación porque la integración de la expresión genética ope
ra a través de un control sobre un número relativamente pequeño de enzi
mas claves. El análisis de las propiedades y el comportamiento de las en
zimas claves y su relación con el grado de malignidad ha permitido corre
lacionar las alteraciones bioquímicas con el comportamientobiológico de
los tumores.

B III.- Fenómenosde replicación

Comoya se mencionó, para que_el proceso de división celular
se desarrolle normalmente, es necesario que todos los pasos involucrados
en él, se realicen correctamente. Es así comodebe cumplirse con el dog
ma de la biología molecular sintetizado en 1

ADQ-- : 1::::-_- : '_'_'_z'ARN' ' ' ' - - ' ' - - ' - -Pproteínas
4(".ranscripción traducción

{esquemaque marca la autoduplicación del ADNy la posibilidad de reversión

ARN/ADNgracias a la transcriptaea reversa).

El primer evento que conducea la división, es la replicación
del material que lleva la información genética de una célula contenida en
el ácido deoxiribonucleico (ADN).Si existen fallas en la replicación de
ese material, se transcribirán y traducirán fallas a lo largo de todo el
proceso de división, dando lugar a una célula hija distinta o a un proce
so abortivo.

El ADNes metabólicamente estable y se encuentra en el núcleo

celular. La cantidad de ADNpor número diploide de cromosomas en un orga

nismo es constante y es igual al doble de ADNque posee una célula esperma
haploíde.Frente a lesiones o degradaciones,la célula posee mecanismosde
reparación; pero una vez incorporado el precursorles difícil que lo
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abandone. De alli que la mayoria de los citostáticos utilizados (ej. ara
binosilcitosina) actuén de manera competitiva con los precursores del ADN.
La mólecula de ADNes una doble hélice cuyas cadenas, dispuestas en fonma

antiparalela, están unidas por puentes de hidrógeno. Las cadenas están
formadas por polinucleótidos cuyos azúcares están unidos a través de gru
pos fosfato (27). Los nucleótidos pueden ser de base purínica (adenosina
y guanina) o pirimidínica (citosina y timina). llevan adosado una deoxiri
bosa que unen también con grupos fosfato. La adenína es complementaria a
la timina y la guanina a 1a citosina. Por lo tanto en cualquier célula se
debe cumplir que la relación G/Csea unitaria. las variaciones en la rela
ción A + T/G + C confieren propiedades variables a la mólecula de ADN.

Se han descripto tres mecanismosde replicación posibles: con
servativa, semiconservativa y difusa. Gracias a los experimentos de Messel
son y Stahl (28) se vió que las moléculas hijas resultantes de la duplica
ción de ADNcontienen una hebra de la madre y una hebra sintetizada de no

vo durante la replicación. Por lo tanto la duplicación del ADNse califi
ca como semiconservativa.

La unión de los distintos precursores del ADNse realiza a tra

vés de una enzima clave:_la ADN-polimerasa-ADN-dependiente. La misma cata
liza la síntesis de los enlaces internucleotídicos del ADNa partir de una
mezcla de nucleótidos trifosfato, con la consiguiente liberación de fósfo
ro y energía al medio. Se han descripto varios tipos de ADN-polimerasas
tanto ARN-dependientes comoADN-dependientes (31,33,34). Durante los pro
cesos de replicación la actividad de esta enzima aumenta de 30 a 220 ve
ces. La magnitud de este aumentoha permitido realizar estudios sobre los
eventos moleculares que conducen a la inducción de la polimerasa (29).

La posibilidad de inhibir la enzimacon distintos agentes "in
vitro" (30,31) ha permitido demostrar que 1a inducción de ADNpolimerasa
es esencial para la división celular y que además el fenómenode inducción
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es dependiente de 1a síntesis de ácido ribonucleico (ARN)(32). Además

de la ADNpolimerasa son esenciales otras enzimas como la ADN-ligasa y
la endonucleasa, para la síntesis del ADN.

Una mutación puntual en la síntesis del ADN,da lugar a un
cambio de aminoácidos de 1a secuencia polipeptídica de una proteina.Pau
ling en 1955,demostró comola anemia falciforme se debía a una altera

ción en la molécula de hemoglobina. Esa alteración consiste en umcambio
de valina por ácido glutámico en la posición 6 de la cadena beta de la
hemoglobina normal.

Las mutaciones en el ADNhijo pueden deberse a distintos mo
tivos: radiación, análogos de los nucleótidos, carcinógenos quimicos va
rios, infecciones virales, agentes a1qui1antes,antibióticos y/o produ
cirse espontaneamente. Los daños producidos pueden ser formaciones de me

llas en una de las hebras de ADNo producción de dímeros pirimidínicos
(timidínicos). Ambosdaños bloquean la replicación normal. Sin embargo,
1a célula tiene un mecanismocapaz de reparar los daños producidos ya sea
por ruptura de cadenas, producción de espacios ("gaps") o cambios de ba
ses por medio de un sistema enzimático. No se interrumpe totalmente la
replicación del ADNpor existir fallas en él. E1 proceso de reparación
post-replicacional puede realizarse de dos maneras: i) por fotoreactiva
ción se pueden romper los dímeros pirimidínicos in situ e ii) por repa
ración de corte, el proceso de llenado de los espacios se realiza median
te la infonmación proveniente de la hebra hermana que se recombina. El
trozo de hebra paterna de esa hebra hermana que contiene la secuencia de
nucleótidos que falta, se inserta enzimáticamenteen el vacío opuesto
a1 dímero. Existen patologías comola Xerodermapigmentosa en la cual se
forman dímeros de timina por efecto de la luz solar, que inducen carcino
mas "in situ". Esto ocurre porque fallan los mecanismosde reparación
post-replicacional.

La célula resuelve el problemade transmitir su información ci
frada en el ADNnuclear, transcribiéndola a un ARNque actúa comomensajg
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ro, llevando esta información a los ribosomas citoplasmáticos donde se
realiza la síntesis de proteinas. El ARNmensajero es heterogéneo y es
complementario de las cadenas nucleotídicas del ADN.La enzima que rea
liza la transcripción fue descubierta por Weiss (35) y se denomina ARN
polimerasa. La compleja estructura de la enzima, que contiene cuatro
tipos de subunidades, parece reflejar la variedad de funciones que es
ta proteína desempeñaen el proceso de transcripción. A diferencia de

la polinucleótido-sintetasa,requiere ademásde ADNcomomatriz,la pre
sencia simultánea de los cuatro ribonucleótidos trifosfato. La rifam

picina, antibiótico de gran utilidad, inhibe la iniciación de la trans
cripción por su unión directa a la ARNpolimerasa (36). Su uso en estu
diosnin vitro'ha permitido dilucidar el mecanismode la transcripción.

El ARNmensajero (ARNm) sintetizado tiene las siguientes

propiedades: i) es de rápida síntesis y degradación, ii) se sintetiza 
sobre una matriz de ADNreflejando en su estructura la del ADNque le dio'

origen,iii) se asocia a ribosomasy dirige 1a sínteSis proteica y iv) co
rresponde a una clase heterogénea de moléculas dado que contiene los men
sajes de muchas proteinas de peso molecular variable. La actinomicina D
inhibe específicamente 1a síntesis de ARNpor medio de su unión a los
residuos deoxiguanídicos del ADN.

Los virus oncogénicos,que tienen ARNcomomaterial genético,
contienen entre sus proteinas virales la enzima ADNpolimerasa dependien
te de ARNo transcriptasa reversa. La enzima cataliza 1a síntesis de una
hebra de ADNcomplementaria al ARNviral a partir de deoxinucleótidos tri

fosfatos y luego otra enzima cataliza la síntesis de 1a segunda hebra de
ADNutilizando el-híbrido ARN-ADNcomo matriz. De esta manera el ADNcon

la información viral se incorpora al genomadel huésped y conjuntamente
con éste, se transmite de generación en generación.

En cuanto a 1a traducción de 1a información genética del ARNm

a los ribosomas, la mismase realiza a traves de un: "adaptador" que mole

-13



cularmente consta de dos partes: umapolinucleotídica y otra aminoacídica.
Este ARNadaptador se denomina aminoacil-tARN. La síntesis de proteinas a
partir de un aminoácidoactivado, se realiza sobre los ribosomas. La acti
vación de los aminoácidos ocurre entre el citoplasma por efecto de las ami
noacil t-ARNsintetasas. Para cada aminoácido hay más de un t-ARN.

El proceso de traducción consta de una fase de iniciación, un ci
clo de prolongación y una terminación de la síntesis de cadenas polipeptídi
cas. En 1a misma se traduce el mensaje del ARNma proteína involucrando la

presencia del mensajero, el adaptador activado,los aminoácidos,los ribosomas,
las enzimascorrespondientes (aminoacil sintetasa y peptidil transferasa) y
fuentes energéticas en forma de ATPya que cada enlace peptidico necesita
tres enlaces fosfato. El mensaje del ARNcifrado en un lenguaje de cuatro
letras (4 ácidos nucleicos) se traduce así a un lenguaje de 20, dado que ese
es el númerode aminoácidos que en distintas combinaciones da origen a todas
las proteinas existentes“. Es así comocada uno de los aminoácidos está re
presentado en el ARNpor un triplete de nucleótidos llamado codón. Esos tri
pletes de nucleótidos se alinean sucesivamente para componer el ADNy luego
el ARNtranscripto. El código generado por los aminoácidos es universal o
sea que es especie inespecífico.

Comotodo proceso biológico, la replicación debe tener también

un mecanismode regulación acoplado a ella-He manera tal que 1a célula pueda
disponer de las cantidades proteicas necesarias, en calidad,cantidad y en
tiempo. Esta regulación es fundamental en 1a diferenciación celular. Para
ello 1a célula dispone de mecanismosde inducción y de represión enzimática
a través de las enzimas correspondientes. Existen así enzimas inducibles co
mo 1a B galactosidasa, enzimas represoras que proporcionan mecanismos de re
presión coordinada y enzimas constitutivas que no son reguladoras sino es
tructurales.

Gracias a los estudios de Jacob y Monod(37) sobre 1a inducción

de B galactosida‘sa en E.c01_ise obtuvo el primer modelo de regulación genética.
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Se definieron 3 tipos de genes: un gen estructural cuya función es 1a de
codificar la secuencia de aminoácidos de una determinada proteína, un gen
regulador que codifica a la proteina represora y un gen operador que se
une al represor. Al unirse un inductor a un represor, se rompe la unión
de éste con el operador y se penmite la transcripción del gen estructu
ral. Cada uno de estos grupos de genes relacionados se denomina operón.
Cada célula tiene la infonmación genética completa. Se admite que la di
ferenciación celular es el resultado de un proceso de desrepresión que
ha sido programadapor los diferentes operones.

C.- LAS ALTERACIONES ESTRUCTURALES Y METABOLICAS DE LA CELULA MALIGNA.

Las características fundamentalesque distinguen las células tu
morales de las normales son: su capacidad de,proliferar en forma descontrg
lada, invadir tejidos normales y dar metástasis a distancia.No necesaria
mente se verifican las tres propiedades simultáneamente . La transforma
ción y la progresión son términos importantes en la definición neoplásica.
Se la podría definir como"un cambio inducido heredable en las propiedades
de una célula, acompañadode la pérdida de los controles regulatorios de
su crecimiento celular". Es así comose púede hablar de un paralelo entre
la pérdida de los controles y la tumorigenicidad in vivo. Evidentemente,
cambios en el comportamiento celular de tal magnitud, deben obedecer a a1
teraciones estructurales y/o metabólicas que la célula normal necesariamen
te debe haber sufrido.

Es cada vez mas aceptado, que la célula neoplásica no es nece
sariamente una monstruosidad que tiene poco o nada de semejanza a las cé

lulas normales gue la originaron; al contrario, su grado de semejanza es
destacable. Los fenotipos neoplásicos que parecen ser aberrantes, pueden
ser similares a algunas células normales, aunque anormalidades originadas
en el estado neoplásico no pueden ser excluidas hasta el presente. Sería
el caso de la leucemia linfática crónica, donde los linfocitos que expre
san inmunoglobulinas de superficie también expresan un antígeno presente
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en 1a subpoblación de linfocitos T.

Los términos "tumor" y "neoplasia" centralizan la atención so

bre la proliferación anormal comoproceso patológico fundamental en las en
fermedades malignas. Sin embargo, desde el punto de vista de la diferencia
ción celular, una falla de ésta a partir de la célula madre (stem cell) o
una precursora, puede explicar la acumulación de un número anormal de célu
las inmaduras de un determinado tipo en el desarrollo de un linfoma. O sea,
que no son necesarios aumentos en la velocidad proliferativa comparada con
la célula normal.

La célula madre"stem cell”, puede tener varios atributos,entre
los cuales los más importantes son 1a capacidad de autorrenovación, 1a ha
bilidad de responder a una demandade más células progenitoras y, desde ya,
la tendencia a diferenciarse. Se da por seguro que los controles de retro
alimentación positivos y negativos gobiernan la proliferación de la célula
madre (stem cell) y que además, la dirección de la diferenciación de las
células multípotenciales debe estar influida por factores externos. Es im
portante establecer que 1a pérdida celular en un determinado estadío de
la diferenciación puede ser solamente por maduración, con lo cual entran
en el estadío siguiente, ó por muerte celular.

Puede darse una acumulación de células inmaduras en cualquier

estadío de diferenciación, sean éstas capaces o no de renovarse, si la por
ción de células madres en fase proliferativa es aumentada; con lo cual, se
produciría sólo un pequeño aumento en los estadios más inmaduros, dada 1a
contínua pérdida celular por diferenciación. Puede ser también, que la ten
dencia a la diferenciación se reduzca o elimine; en este caso 1a velocidad
de la proliferación influye en 1a rapidez con la que se acumulan las célu
las; además comola célula madre aún bajo circunstancias normales, puede

tener ciclos cortos, la acumülaciónpuede ser rápida aún cuando la cinéti
ca de proliferación no se altere. Cuando1a porción de células proliferan
tes de un compartimento aumenta pero la diferenciación procede normalmente,
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comoresultado de la expansión de un solo clon, todos los estadios siguien
tes de diferenciación también van a aumentar el número celular. Una expan
sión clonal de este tipo, mantendrá la relación numérica entre un estadío
y otro de la diferenciación, o sea el aumento absoluto será muchomayor en
los estados más diferenciados.

Por esto; en los desórdenes provocadospor alteraciones en la
célula madre, stem cell, la expresión predominantede éstos, se observa en
los estadíos celulares más diferenciados. Ademásno pueden ser excluidas
alteraciones adicionales; de hecho, se observan en los linfomas centrofoli
culares, variaciones morfológicas en diferentes lugares de la enfermedadó
a través de la evolución de la misma. La transformación en este caso, y prg
bablemente en otros linfbmas malignos, sugiere que la manifestación celular
del tumor es influidapor factores externos o por nuevas anormalidades que
se expresan en elcontrolgenético del fenotipo tumoral.

C 1.- Alteraciones en la membranacelular

De acuerdo al esquemade Nicolson (38), las alteraciones a nivel
de membranadurante la transformación neoplásica serían las siguientes:

i.- enzimasde superficie alteradas
ii.- aumentode la aglutinabilidad por lectinas

iii.- alteración de la movilidad de los componentesde membrana
iv.- variaciones en la comunicaciónintercelular
v.- variaciones en las propiedades de inhibición del crecimiento por

densidad y contacto.
v1.- cambios en las propiedades de transporte y permeabilidad

vii.- alteración de propiedades fagocíticas y endocíticas
viii.- pérdida o modificaciónde glicoproteinas y glicolípidos

ix.- pérdida o adquisición de antígenos
x.- cambios en la densidad de carga citoplasmática
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Las modificaciones que ocurren durante la transformación tanto
en 1a estructura comoel contenido glicolipídico, han sido descriptas en
detalle por Hakomori (39). En general se ha encontrado que 1a cantidad de
glicolípidos más complejos disminuye y que existen deleciones en los resi
duos sacáridos terminales de los mismos.

Se ha observado un aumento marcado en la facilidad que poseen

esos glicolípidos de pegarse a anticuerpos, lectinas y enzimas. Puede ocu
rrir que una glicoproteina asociada a la membranahaya variado su orienta
ción sobre la superficie celular y que no pueda establecer un enlace correc
to con los elementos citoesqueléticos citoplasmáticos.

Varias observaciones sugieren que 1a transformación resulta en
um aumento en el nivel celular de enzimas degradativas comoproteasas o
glicosidasas (38). Lamentablementemuchosde estos estudios fueron realiza
dos sin distinguir entre enzimassuperficiales,secretadas o nivel enzimáti
co total. Pero en sistemas de cultivo de tejidos, la transformación siempre
está acompañada de un aumento del nivel de estas enzimas. 131 es así que

las proteasas han sido implicadas en la pérdida de la regulación del creci
miento nornal y en las alteraciones en la movilidad de los componentes de
la superficie celular, en la aglutinabilidad por lectinas, en el transporte
de azúcares y fosfato y en la capacidad de reaccionar frente a anticuerpos
(38,40).

Se ha podido demostrar que ciertas anormalidades de crecimiento
en células transformadas in Vitro y algunas de las alteraciones en 1a pro
piedades de superficie podían modificarse si se añade a los cultivos inhi
bidores de proteasas (38).

Comoya se mencionó, el transporte de ciertos azúcares es mayor
en la célula neoplásica; tambien aumenta considerablemente la incorporación
de ciertos aminoácidos y sus análogos. Simultáneamente a estos cambios de
transporte, se observó un rápido aumentoen los niveles de nucleótidos cí
clicos, especialmente GWPcíclico (41,42).
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Se ha propuesto que los niveles celulares de ¿nucleótidos cíclicos deter

minan la permanencia o no de células normales en estado de reposo y de cg
lulas transformadas en estado de crecimiento descontrolado. Los nucleótidos

cíclicos sirven comomensajeros intracelulares que alteran las enzimas ci
toolasmámicas, los sistemas de transporte v quizás directamente regulen 1a
síntesis de ADN.De allí la importancia que tienen las variaciones en su
concentración.

E1 contenido y la organización de componentescitoesqueléticos
asociados a membrana, comolos microtúbulos y microfilamentos, se reduce en
células transformadas (38). Este hecho podría explicar 1a pérdida de "cap
ping" de los receptores en pacientes con leucemia linfática crónica y o
tras neoplasias.

Las células tumorales se caracterizan por poseer neoantígenos aso
ciados al tumor (43,44). Estos antígenos pueden ser fetales o embrionarios,
virales o antígenos específicos al estado transformado. Los tumores pueden
liberar esos antígenos u otras glicoproteínas al medioy de esta forma esos
componentespueden actuar comofactores bloqueantes que pueden interferir
con la respuesta inmunológica del huésped hacia el tumor o producir una res
puesta humoral débil que de hecho estimule el crecimiento tumoral. Debe re
cordarse que los requerimientos séricos de las células tumorales para cre
cer son menores que los de células normales (10).

Habría que ver ahora cuáles de las alteraciones descriptas para
células neoplásicas se correlacionan funcionalmente con 1a capacidad que
tienen estas células de crecer descontroladamentee invadir otros tejidos,
y cuáles están sólo secundariamente relacionadas. Es evidente que las que
más interesan son aquellas relacionadas con la dinamica de los receptores
de superficie y el control citoplasmático.

El hecho que las células neoplásicas expresen neoantígenos aso
ciados al tumor debería resultar en su reconocimiento y destrucción por el
sistema inmunológico del huésped (43,44). Hay muchos mecanismos por los
cuales las células tumorales escapan a este control (46,47).
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Comodeterminados antígenos se liberan de 1a superficie celular o son en
mascarados o redistribuídos, la capacidad del sistema inmuneen detectar

y poder destruir la célula tumoral, se encuentra en estas situaciones dis
minuída. Las alteraciones en los receptores de superficie puede ayudar al
reconocimiento o facilitar el escape a la vigilancia inmunológica (46,48).
Se sabe perfectamente que es necesario que exista una correcta distribu
ción y disposición de moléculas de anticuerpo unidas a 1a superficie para
que se fijen a los componentesdel complemento.A1 existir procesos de re
distribución por cambiosdinámicos en la superficie de la célula tumoral,
los distintos tipos de citotoxicidad comoarma inmunológica no pueden ac
tuar o actúan en forma disminuida. También existen fenómenos de bloqueo

de antígenos por redistribución o por formación de inmunocomplejos (49,50).

Un ejemplo de falla de la comunicación trans-membrana, es 1a
pérdida de 1a propiedad de inhibición por contacto luego de 1a transfornm
ción neoplásica. Esto ocurre a expensas de una alteración por redistribu
ción de componentes en el ensamblaje citoesquelético. Esa pérdida de depen
dencia de unirse a la superficie apropiada para iniciar una proliferación
normal, es uno de los criterios para definir tumorigenicidad. Tambiéncon
el mismocriterio, se explica 1a variación a la respuesta hormonal. Se ne
cesita menor nivel de hormonasy otros mitógenos para estimular a las cé
lulas tumorales, que lo que necesitan las células normales.

El hecho que aumente 1a movilidad de los receptores y que se
encuentren alteradas las propiedades de superficie de células normales por
una incubación breve con proteasas (40), nos da idea de los fenómenos que
ocurren en las células transformadas. Demodoque las modificaciones obser

' vadas durante la transformación se deberían a mecanismosenzimáticos degrg

dativos más que a adquisión o pérdida de antígenos. Este tipo de mecanismos
explicaría la similitud que existe entre células transformadas y células
tumoralessen interfase (51).
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C II.- Alteraciones en la red enzimática

Las células tumorales muestran una correlación directa entre

el desbalance del metabolismo de las purinas,pirimidinas y del ADNy la
transformación y progresión neoplásica. La estrategia bioquímica de 1a ex
presión genética de estos metabolismos, se comprendeal analizar el balan
ce de caminos metabólicos opuestos y de las enzimas claves de cada camino.

Entre ellas se encuentran las quinasas,sintetasas,reductasas y ADNpolíme
rasa. Paralelamente a1 crecimiento tumoral se observó así un aumento de

las enzimas responsables de la biosintesis del ADNy una disminución de las
catabólicas (20,24,25,52,56).

El desbalance enzimático encontrado permitió que se usaran los
dosajes de enzimas claves comomarcadores neoplásicos con fines diagnósti
cos y además de pronóstico y seguimiento terapéutico. Ese desbalance en las
enzimas claves del metabolismode purinas y pirimidinas permitió utilizar
las comoblanco de 1a quimioterapia,Es así comohidroxiurea, los antifolatos,
S-fluorouracilo,arabinosilcitosina,etc.,por ejemploejercen una acción im
portante inhibiendo enzimas claves del metabolismo del ADN(60). La eviden
cia clínica ha demostradoampliamenteque la interferencia de drogas anti
cancerosas con 1a biosíntesis de purínas y pirimidinas, ha posibilitado re
misiones parciales y totales (61,64).

Se ha visto comoen 1a mayoría de los tumores, aumenta 1a acti

vidad de UDPquinasa y disminuye la de timidina fosforilasa (23). La rela
ción entre 1a velocidad de incorporación de timidina a1 ADNy su velocidad

de degradación a dióxido de carbono es una buena medida para correlacionar
el crecimiento con 1a malignidad neoplásica.

Respecto a1 metabolismo de hidratos de carbono, warburg (57),de
mostró que en tumores indiferenciados de crecimiento rápido, se aumentaba
1a glicólísis aeróbica y disminuía la respiración. Propuso que el cambio
neoplásico ocurría cuandose dañaba la respiración celular y que la célula

-21



comorespuesta aumentabasu capacidad glicolítica. Sugirió que aquellas
células que no se adaptaban a esta situación, morían y aquellas que pu
dieran aumentar su capacidad glicolítica para producir ATPnormalmente,
se convertían en tumorales. Sin embargoestas observaciones no se cum
plen plenamente en todas las neoplasias (58,59), especialmente en los
hepatomas de crecimiento lento. Generalmente, se verifican aumentos en
las actividades de enzimas glicolíticas, disminución en las enzimas glu
coneogénicas y cambios isoenzimáticos que disminuyen 1a respuesta regula
toria endócrina y nutricional y afectan los mecanismosde control por rg
troalimentación. Enzimas fundamentales en el camino metabólico de la ri

bosa-S-fosfato,esencia1 precursor del ADN,comola G-ó-P-dehidrogenasa,
1a transaldolasa, la hexoquinasa, 1a piruvato quinasa y la PRPPsintetasa
se encuentran muyaumentadas en los tumores, independientemente del grado
de malignidad.

C III.- Alteraciones en la replicación del ADN

El papel del ADNdentro de una célula es más que el de determi
nar secuencias proteicas. Es el responsable de garantizar una replicación
celular idéntica. Es por ello que cualquier deformación ya sea en su estrug
tura comoen su velocidad de síntesis, afectan directamente 1a duplicación
normal. Los carcinógenos de cualquier orígen, actúan sobre el metabolismo
del ADN,comoya se vió. Es así comoen las células tumorales, se encuentra
un ADNalterado estructuralmente y un mecanismo biosintético anormal. Como
consecuencia, se producen clones celulares no programadosy una prolifera
ción activa y descontrolada.

D.- LINFOCITO NORMAL Y TRANSFORMADO

Dentro de los componentesdel sistema inmunológico, el linfocito
ocupa un papel fundanental. En sangre periférica, es esencialmente una célu
la que no se encuentra en división. Posee un núcleo denso y escaso citoplas
ma. La cromatina se encuentra en un estado condensado y sé visualizan unos
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pocos polisomas en el citoplasma. Algunos linfocitos sobreviven en el or
ganismomuchotiempo y retienen su habilidad de proliferar cuando se los
expone a un estimulo antigénico apropiado (65).

Cuandoel linfocito de sangre periférica, se cultiva en medios
apropiados, continúa su situación de reposo. La sintesis de proteínas,ARN
y ADNes baja. Sin embargo, en presencia de sustancias llamadas mitógenos,
se activan y pueden proliferar (66). La estimulación da lugar a una serie
de cambios moleculares que culminan con la duplicación del ADN,la divi
sión celular y cambios morfológicos que caracterizan las formas más indi
ferenciadas o blásticas de la célula linfoide. Estos cambios se conocen

como"transformación blástica" o blastogénesis. Los cambiosmoleculares
que ocurren están relacionados con las funciones inmunológicas de estas cg
lulas.

Existe un gran númerode compuestos no relacionados entre sí,
que pueden estimular los 1infbcitos humanos. Aquellos que estimulan inde
pendientementede haber existido una exposición previa y sin especificidad
inmunológica aparente, se denominanmitógenos inespecíficos.Ejemplos de
los mismos son:fitohemaglutinina (PHA), concanavalina A (Con A),pokeweed
mitogen (PWM),cationes divalentes, productos bacterianos,anticuerpos y an_
tigenos de histocompatibilidad.E1 otro tipo de estimulación se denominaes
pecífica y puede ocurrir cuando se expone a los linfocitos a algún antíge
no hacia el cual hayan sido sensibilizados in vivo.

Cuando 1a célula linfoide se estimula, aumenta de tamaño, su
cromatina es menos condensada, los nucleolos se hacen visibles a1 microsco

pio y aumenta el citoplasma al extenderse el reticulo endoplásmíco. Usando
PHAcomomitógeno, el 80%de las células en cultivo, responden y luego de
2 o 3 divisiones, revierten al estado quiescente que puede ser nuevamente
estimulado. Una de las preguntas más interesantes que pueden fornularse es
pOrQUElos linfocitos una vez estimulados tienen una división controlada y

por qué ciertos virus son capaces de inducir una transformación permanente
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dando lugar a líneas celulares linfoblastoides inmortales.

Los cambios moleculares, que ocurren luego de la estimulación
inespecífica, puedendetectarse morfológicamentey a nivel bioquímico, de
terminándose los niveles de cualquier parámetro que nos interese.

Es así que se puede predecir que los cambios tempranoslinvolu
cran metabolismo de la membranay la activación del ADN.Los cambios que

ocurren durante el proceso de transformación puedendividirse arbitraria
mente en cuatro etapas:

1.- Etapa temprana: (primeras 2 horas) Aumentode los eventos
asociados a membrana(recambio de fosfolípidos)(67), incorporación de co
lina a lípidos (68), transporte de aminoácidos(69), facilitación de 1a di
fusión de la metilglucosa (70), flujo de K y Ca aumentado (71,72),aumentos
en los eventos asociados al núcleo (incorporación de acetato a histonas)
(73), fosforilación de histonas y proteínas nucleares,aumentode síntesis
de ARN(91) eventos asociados al citoplasma (aumento del consumo de glucó
geno)(74), aumento de 1a glicólisis,aumento del consumode óxigeno (75) y
redistribución de las enzimas lisosomales (76).

2.- Etapa intermedia: (2 a 14 horas) Aunento de la actividad
de uridina quínasa (77), aumento de la actividad de ARNpolimerasa ADNde
pendiente (78) y síntesis de ARNribosomal (79), aunento de 1a incorpora
ción de aminoácidos a proteínas y de 1a proporción de ribosomas que sinte
tizan proteínas(80), aumentode la incorporación de glucosamina a la mem
brana (81) y de la actividad de 1a S-adenosilmetioninj decarboxilasa y or
nítin decarboxilasa (82).

3.- Eventos tardíos:(16 a 72 horas) Aumentosen las actividades
de las enzimas relacionadas con la síntesis de ADN(ADNpolimerasa)(83),ti
midina quínasa (84),deoxicitidina quínasa (85), incorporación de tímidina
al ADN(86),incorporación de P a1 ADN(87), aumento del contenido del ADN

por célula, alteración del perfil isoenzimático de la láctico dehidrogenasa
(88), aumentoen la actividad de glucosa-ó-fosfatasa y¡6 glucosidasa (89).
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4.- Eventos finales:(post 72 horas) Disminuciónde la incorpo
ración de timidina, de la incorporación de aminoácidos y de 1a actividad
de la ADNpolimerasa (90).

La estimulación de los linfocitos producida por la mayoría de
los mitógenos conocidos, da lugar a una secuencia de eventos moleculares
similares. Sin embargo, hay que hacer notar que algunos mitógenos estimu
lan poblaciones de linfocitos diferentes. El PWMinduce la aparición de
células plasmáticas, sugiriendo que este mitógeno soluble causa la dife
renciación de linfocitos B en células productoras de anticuerpos. De 1a
mismamanera algunos mitógenos favorecen la estimulación específica de
linfocitos T.

Existe una enzima que parece encontrarse solamente en células
inmunocompetentesy que participaría en un mecanismogenerador de la di
vergencia genética postulada comouna de las teorías para explicar la di
versidad inmunlógica. Se trata de la deoxinucleotidiltransferasa terminal,
enzima que cataliza fortuitamente el agregado de nucleótidos a las cadenas
de ADNterminales. Es la única enzima perteneciente al metabolismo del ADN

que es tejido específica y se 1a encuentra sólo en el timo ó en células
derivadas del mismo. De ahí su uso comomarcador de diferenciación de célu
las linfoides.

La estimulación linfoide necesita la interacción de distintas

células y sus productos ademásde la presencia de una sustancia "mitogé
nica". Pese a que la mayoría de las evidencias llevan a suponer que la in
teracción entre el mitógeno y la célula se produce a nivel de la membrana
celular, no hay que descartar aquellas que sugieren que comolos cambios
en el metabolismonuclear son eventos tempranos, debería existir alguna es
timulación tipo hormonal hacia el núcleo en forma inmediata. Se ha observa
do, liberación de enzimas lisosomales intracelulares en la fase temprana
de la estimulación (92) y se ha postulado que las mismasmigraríanf-al núcleo
para incitar la activación génica. Tambiénse ha propuesto que dado que el
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AMPcíclico se eleva a los 5 minutos de la estimulación con PHA,sea este

el mensajero de la activación nuclear (93). Finalmente hay quienes postu

lan que los cambios producidos en el transporte de K luego de la estimula
ción con PHA,podrían ser fUndamentales en esta cuestión (94).

Las diferencias entre el linfocito normal y el transformado,co
mo se puede deducir de estos comentarios, son muchas más que las morfológi
cas que se pueden observar. Hay que considerar que dado que el proceso de
diferenciación linfoíde es muycomplejoy abarca etapas distintas en los
distintos tipos de células, las neoplasias de origen linfoide son diversas.

E.- INHIBIDORES CELULARES ENDOGENOS: LAS CHALONAS¿_1_QRIGEN,PROPIEDADES Y

MECANISMOS DE ACCION

El crecimiento y la división celular normal se encuentra general
mente bien regulado por la acción de varios agentes endógenos con función es
timuladora o inhibidora. Las células neoplásicas por otro lado son relativa
mente insensibles a factores reguladores y son incapaces de permanecer en el
estado quiescente. Unode los problanas fundamentales a1 estudiar el control
del crecimiento celular es determinar la naturaleza bioquímicay los sitios
de acción de aquellos agentes que pernúten o inducen el pasaje de células de
un estado al otro.

A mediados de la década del 50, Paul Weiss (95), aplicó los con

ceptos cibernéticos a un problema biológico importantezel control de las cé

lulas "in vivo". Propuso que dentro de las células o sobre su superficie,
pre-existía un inhibidor de retroalimentación negativa (IRN)(Negativefeed
back inhibitor), que específicamente podía inhibir la mitosis de esas células
mientras que no fuera desplazado o destruido. En ausencia de esos IRN, la cg
lula podría entrar en el ciclo mitótico.

Bullough y Lawrenceaplicaron este concepto a sus trabajos sobre
tejido epidérmico (96,98). Demostraron que comoconsecuencia de la extirpa
ción de una pequeña área de la epidermis de 1a oreja del ratón, hay un au
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mento del númerode mitosis, no sólo en una zona limitada a los bordes de
la herida sino también en epidermis no lesionada del otro lado de la ore
ja. La distribución de las mitosis era compatible con 1a disminución de
la concentración de un inhibidor mitótico endógeno. Encontraron que extrac
tos de varios tejidos epidérmicos inhibían 1a mitosis de células epidénni
cas "in vivo" e "in vitro" sin inhibir otras células de 1a piel, comola
dermis. La respuesta al extracto era dosis-dependiente; había una relación
inversa entre el índice mitótico y 1a cantidad de epidermis empleada para
elaborar el extracto. Extractos de otros tejidos comoriñón, higado, pulmón
y cerebro, no afectaron el índice mitótico de la epidernús. Finalmente, en
contraron que extractos epidérmicos de conejo, cobayo y rata también indu
jeron una disminución del índice mitótico de 1a epidermis del ratón "in vi
tro".

Comoconsecuencia postularon que debia existir un mecanismode

control específico que definieron como"una secreción interna producida o
sintetizada por un tejido con el propósito-de controlar por inhibición, 1a
actividad mitótica de ese mismotejido" Se denominóal'inhibidor:"chalona”.
Este término fue originalmente usado Scthfer, para sustancias de naturalg
za endócrina capaces de oponerse a la acción de hormonase inhibir funcio
nes celulares. El término chalona, deriva del griego "chalao" que significa
arriar ó plegar las velas para aminorar la marcha.

Las 5 características fundamentales de las chalonas son: i) espe

cificidad de tejido, ii) inespecificídad de especie, iii) reversibilidad,
iv) ausencia de efecto citotóxico y c) inhibición de la proliferación celu
lar.

Se han descripto hasta el momentochalonas de tejidos diversos:
epidérmico (98,102),hepático (103,104), melanocítico (105,106), fibroblás
tico (107), renal (108,109),granulocítico (110,112) y linfoide (113,115).
Ademásse encuentran en 1a literatura, chalonas de otros tejidos pero que

todavía no han podido caracterizarse parcialmente y que no se han podido pg
rificar hasta un grado razonable comopara confiar en sus efectos (116,118).
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Ante la dificultad de aislar y caracterizar a las chalonas
se ha puesto gran empeñoen la deternúnación de sus pesos moleculares
(119). SBhan encontrado pesos moleculares diversos para las distintas
chalonas. Comoejemplos se puede citar: 2.000 daltons para la hepática
y melanocítica, 30.000 a 50.000 para la fibroblástica y linfoide y 5.000
para la granulocítica. Estos valores han disminuido a lo largo de los a
ños gracias a nuevas técnicas másrefinadas que se han utilizado en la pu
rificación de la mismas. Actualmente se tiende a admitir que la mayoría
de las chalonas tienen pesos molecualres menores que 2.000. Se ha sugeri
do incluso que las primeras preparaciones debían estar contaminadas con
proteínas o glicoproteínas inactivas que estaban asociadas a una pequeña
cantidad de chalona a través de uniones inespecificas no covalentes.

Los progresos en el conocimiento de la composición química de
‘1as chalonas, no han sido importantes. De la chalona linfocític345e:sabe
que es un glicopéptido pequeño que posee una tirosina N-terminal.La gra
nulocítica sería un polipéptido puro que contiene un grupo tiol, dos re
siduos carboxílicos y un grupo amino que no es N-terminal.Como su activi
dad biológica es abolida por piroglutamato aminopeptidasa, se admite que
posee un residuo piroglutamato N-terminal, similar a varias hormonaspep
tídicas, lipoproteínas e inmunglobulinas. En general son resistentes a1
calor a temperaturas de 56°C.

Respecto a los sitios de acción y a los mecanismosutilizados
se sabe que las chalonas no actúan todas sobre la mismafase del ciclo ce
lular. Para estudiar su acción se han empleadodistintas técnicas que pos;
bilítan 1a medición de la tasa mitótíca. Entre ellas incorporación de pre
cursores de ADNy ARNradioactivos y posterior revelación por autoradiogra
fía o medición con contador de centelleo líquido, y recuento de células.

Así se ha podido demostrar que existen dos tipos de chalonas:
las chalonas G1, que interfieren en la sintesis de ADNactuando en 1a tran
sición de las fases G1a S y las chalonas G2, que también inhiben pero al
final de 1a fase G2. Parece posible que algunas chalonas G1 extienden "
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su efecto tambíen a la fase S del ciclo celular. Ejemplos de 1a primera
son la chalona epidérmica, granulocítica,linfocítica y fibroblástica y
ejemplos de la segunda son la melanocítica y también la linfocítica y e
pidérmica. En algunos sistemas comose puede ver,existen los dos tipos
de chalonas. Difieren entre sí en especial por su composición química
(peso molecular), por su mecanismo de acción y por su origen. La G1 se
ha encontrado en la superficie de la membranaepidérmica mientras que la
GZen tejidos basales (123,124).

Las chalonas son elaboradas por las células post-mitóticas ma
duras de cada tejido o línea celular. Un tejido maduroelabora más chalona
que uno inmaduro. Sin embargo se presentan algunas dificultades cuando se
pretende generalizar estos conceptos.Es curioso que 1a fuente más importante
de chalona linfocitaria sea el timo fetal o maduro, los ganglios linfáticos
y el bazo cuando todos ellos poseen linfocitos inmaduros. La fuente más ri
ca deberían ser los linfocitos de sangre periférica que son la expresión
más madura. Los eritrocitos anucleados tambien son 1a fuente principal de
chalona eritrocítica aunqueno son capaces de sintetizarla. En este caso se
supone que las células indiferenciadas producentna chalona o prochalona in
activa que será activada antes de ser liberada por células maduras. Ensayos
realizados en rata muestran que las espermatogonias en renoVación producen
probablementela chalona espermatogonial que mantiene a las espermatogonias
Ao en fase Go durante largos periodos de tiempo (117). Sin embargo debe des
tacarse que todas las espermatogonias (A1-A4)son células fuente de chalo
nas aún cuando estén comisionadas para convertirse a'uavésdel proceso de
diferenciación de espermatozoides. Finalmente los medios utilizados para
mantener en cultiVo células maduras deberían ser una fuente de chalonas im

portante. Sin embargo, no es esto lo que ocurre(120,121).

Las chalonas regularían el grado de proliferación celular sim
plemente modulandola duración del ciclo celular (122). Esto ha sido demos
trado con la chalona granulocitaria, que sin bloquear completamentela pro
liferación celular, prolonga la duración del ciclo celular,principa1mente
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la fase G1y parcialmente la S. Al prolongarse el ciclo celular, los com

ponentes celulares sintetizados no se reparten rápidamente entre las célu
las hijas. El proceso de maduración se ve así favorecido por simple prolon
gación del ciclo celular. Esta acción pone en relieve un importante aspec
to de las chalonas; durante la inhibición mitótica inducida por ellas, mu
chas células alcanzan la etapa post-mitótica de maduración terminal y even
tualmente ya no pueden sufrir másnfitosísaún cuando las chalonas hayan de
jado de actuar. Así, aunqueel efecto de las chalonas sea esencialmente re
versible, el resultado final en este caso sería irreversible.

Se ha especulado, que algunas células epidérmicas se mantienen
en 1a fase GZ (5-10%), para que en caso de ocurrir una herida, puedan repg
nerse células epitelíales en forma cuasi inmediata. Este hecho se encuen

tra apoyado en la observación que las chalonas G1 se encuentra principalmen
te en 1a capa superficial y las GZen 1a zona basal.

Se ha postulado que las chalonas se fijan a la membranaplasmá
tica de las células blanco, donde serían reconocidas por receptores especí
ficos y actuarían activando un segundomensajero o alternativamente liberan

do una molécula inhibidora de la mitosis. La reversibilidad de la acción de
las chalonas se explicaría por la extracción o eliminación de esas chalonas
fijadas a la membranaplasmática. La sensibilidad disminuida de las células
neoplásicas a la acción de las chalonas se debería a una fijación comparati
vamente menor de éstas a la membrana.

Los niveles de AMPcíclico (AMP-c)se correlacionan con la acti
vidad mítótica de una célula. En las células que se encuentran en división
activa y crecimiento franco, las concentraciones de AMP-cencontradas, son
bajas (125.126). Attalah propuso que las chalonas podían poseer dos sitios
activos, uno específico para su fijación a'la membranacelular y otro ines
pecífico para estimular la adenilciclasa (127).Las chalonas, por lo tanto
serían las responsables de mantener altos niveles de AMP-c,en células en
reposo o cuya actividad mitótica fuera detenida por alguna causa (en este
caso por la chalona). Ademásde un alto nivel de AMP-cse sabe que inhibe
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1a actividad de 1a nucleotidil quinasa, enzimanecesaria para la síntesis
de ADN.Existe evidencia de estos supuestos en los trabajos de Attalah y
Houck (128) en el sistema linfoide, donde 1a conexión entre chalonas y AMP

-c ha sido observada. En cultivos estimulados con mitógenos inespecíficos
como1a fitohemoaglutinina (PHA),se ha observado lo siguientezl) la inhi
bición provocada por la chalona disminuía cuanto mayorera la diferencia
entre el agregado de PHAy chalona a1 cultivo; 2) tanto la chalona comoel

AMP-cejercen su efecto sobre la incorporación de timidina previo a 1a en
trada al nucleósido al "poolflde precursores de ADN;3) la inhibición depen
día solamente de la concentración de chalona agregada. Esto último sugiere
que una vez que los cambios inducidos por 1a presencia de chalona hubieran
ocurrido, la célula no respondería a nuevos agregados de AMP-c.

Varios investigadores han sugerido que el lugar de acción de 1a
chalona es sobre la membranacelular, especialmente por el fenómenode inhi
bición por contacto observado para células normales en cultivo. Aunquese su
pone que la chalona se encuentra sobre.la membranade una célula individual,
la inhibición mitótica solo tendría lugar cuando las células tomancontacto
superficial unas con otras. Esta es la base de lo que se denominó"modelo
puente para las chalonas" (129).

Unmecanismoalternativo propone una relación indirecta entre
las chalonas y el AMP-c.Según Gelfant (130), 1a actividad mitótica puede
disminuirse en presencia de inhibidores traslacionales y aumentarse en pre
sencia de Actinomicina D. Comose sabe que 1a actinomicina D es inhibidor

de los represores transcripcionales, se propuso que la chalona GZactuaría
comoun represor post-transcripcional.de un ARNmque codificaría para una
proteína esencial en el proceso mitótico. Podría ser que las altas concenr
traciones de AMP-cfueran necesarias para activar a las chalonas a través
de un mecanismode fosforilación.

La mayoría de las chalonas GZrequieren adrenalina comoco-fac- s

tor para ejercer su máximaactividadnúentras que la Gl est efectiva en au
sencia de adrenalina (119,131,132). Otros glucocorticoides también han sido
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asociados a la GZ. En rigor, la adrenalina es necesaria sólo "in vitro"
pues las chalonas GZ"in vivo" son efectivas aún en ausencia de adrena
lina.

E 11.- Uso clínico de las chalonas

Una enfermedad caracterizada por un descontrol de la actividad
mitótica podría ser una consecuencia de fallas o deficiencias en los me
canismos chalónicos. La introducción de la proteina tejido específica a
propiada al organismo podría retornar a una situación normal. De todas las
conocidas aquella enfermedadmás vinculada con un descontrol en el creci
miento celular, es el cáncer . Indicativo de todos los tumores es que 1a
tasa de producción celular es mayor que la de pérdida. La posibilidad que
existan anormalidades en los mecanismos chalónicos ha dado origen a nume

rosos trabajos de investigación en este campo. Bullough (105) y Rytomaa
(133) estudiaron los necanismoschalónicos en el carcinoma epidermoide del
conejo y en la leucemia granulocitica de la rata, respectivamente. En am
bos casos la concentración de chalona intracelular fue 10 veces menor o

aún menosque la concentración encontrada en tejidos normales utilizados
comocontrol. Ademásla inyección de chalona exógena demostró ser capaz de

restituir 1a inhibición mitótica normal. Estas observaciones fueron config
madas en otros sistemas comoel carcinoma epidermoide del hamster (134),
el melanomade Harding -Passey en el ratón (105), la leucemia linfoblásti
ca (135) y la leucemia granulocítica espontánea (136).

La inyección de chalonas apropiadas ha sido utilizada para fre
nar y aún revertir ciertos tumores. Rytomaay Kiviniemi (133) usando chalg

na granulocítica, lograron luego de 6 semanasde inoculaciones repetidas,
frenar la leucemia granulocítica de Shay en la rata. En leucemia dispersa,
lograron remisiones completas en 9 animales utilizando una chalona granulo
cítica bovina. En cuanto a los ensayos en humanos, se obtuvieron remisiones
totales y completas en 5/7 casos de leucemia mieloide con chalona granuloc;
tica (106). Ademásel tratamiento permitió observar una resistencia a la
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infección bacteriana aumentada.

Se ha sugerido que las chalonas pueden tener un considerable
potencial comoagentes antiproliferativos. De esta manera serian un arma
útil en conjunción con los quimioterápicos utilizados habitualmente.Como
ya se mencionó, el efecto de las chalonas es el de provocar un alargamien
to del ciclo celular. Comoresultado de ello, las células no avanzan hacia
laetapa post-mitótica cuando están en presencia de chalonas y no llegan a
la diferenciación terminal. Se aumentanasí las posibilidades de ser des
truidas antes de llegar a 1a mitosis y además se dispone de un método que
sincroniza las células porque las mantiene arrestadas en algun momento

del ciclo, en especial G1. La reducción de la cantidad de chalona lentamen_
te pernúte que las células prosigan a fase S. Si en este punto se utilizan
agentes citostáticos específicos para la fase S, 1a célula neoplásica será
destruida. En esencia el principio básico es análogo a los bacteriostáti
cos: no siendo citotóxicas, las chalonas no destruyen tumores, sino que su
mecanismode acción inhibitoria de la mitosis favorece el uso de agentes
específicos ó los mecanismosdefensivos normales del organismo.

Se ha intentado el uso de chalonas obtenidas de músculo liso,
en el tratamiento de la esclerosis en placa (137). La actividad inmunosu
presora de la chalona linfoide, se ha investigado en los casos de trans
plante. Houck(138) intentó prolongar la aceptación de un injerto aloge
neico de ratones C3Hen ratones C57BL/6. los animales controles rechaza

ron el injerto en 12 días mientras que aquellos inyectados con chalona
linfocítica mantuvieron los injertos por 29 días. Lamentablementela
gran cantidad de chalona necesaria para repetir estos experimentos "in
vivo” en animales mayores que el ratón, hace que la investigación sea muy
costosa y casi imposible hasta que se obtenga chalona en forna pura.

El modelo de las chalonas podría resultar un avance fundamen
tal en 1a biología de la regulación celular y en el posible tratamiento
de varias.enfermedades. Sin embargohay ciertos problemas técnicos con
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los cuales se encuentra cualquier investigador que intente ahondar en es
te campo. En primer lugar, 1a contaminación bacteriana que puede existir
en las preparaciones de chalonas puede dar falsos positivos en cuanto se
ha visto que esa contaminación es capaz de mimificar la acción de la cha
lona. Se ha encontrado que esporas de Clostridium encontradas en las pre
paraciones, inhibían la proliferación celular epidérmica en forumrever
sible y sin efecto citotóxico concomitante. Otro de los problemas consis_
te en que si bien los tejidos nonmalesno poseen sustancias citotóxicas,
los procedimientos utilizados para la concentración de chalonas pueden
originar una cantidad elevada de compuestosdañinos para la viabilidad
celular.

A menudono se tiene en cuenta que cantidades pequeñas de ti
midina presentes en extractos crudos o parcialmente purificados puede re
ducir artificialmente la cantidad de timidina radioactiva que se incorpo
ra a1 ADN,a1 aumentar el pool de 1a timidina nativa. Además1a timidina

puede tener el mismo efecto por un mecanismo de IRNde la enzima timidina

quinasa (90).

La hipótesis de las chalonas es simple y atrayente. Desde el
punto de vista teórico su importancia radica en explicar de una manera
plausible el control de la actividad mitótica y en abrir posibilidades pa
ra el uso de las chalonas en la quimioterapia del cáncer. Aunquehasta el
presente aparecen descriptas unas quince actividades chalónicas de diver
sos tejidos, sólo en la mitad de los casos se las pudo caracterizar par
cialmente, dos fueron purificadas hasta un grado razonable y ninguna ha
sido aún aislada en forma pura. Esta situación contrasta marcadamentecon
las de sustancias de gran importancia fisiológica y médica que fueron pos
tuladas, aisladas y caracterizadas en pocos años. Es probable que en cuan
to a purificaciones existan secretos comerciales.

La actividad específica de lachalona es muyalta y sus niveles
tisulares son extremadamentebajos. Es por ello que se requiere manipular
enormescantidades de extractos para obtener cantidades demostrables de
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chalonas. Para aislar 110Áugde chalona granulocítica pura se requieren
1000 Kg de granulocitos o sea aproximadamente 106 litros de sangre.

Las pruebas escasas en que se sustenta 1a hipótesis de las
chalonas, ha favorecido una actitud mental negativa en muchosautores.
Sin embargo"La falta de una información detallada sobre la naturaleza
quimica de las chalonas no debería ser, per se, suficiente para cuestio
nar la validez de la hipótesis. Unconcepto sobrevive o perece con la
demostración de reacciones biológicas específicas: el aislamiento y 1a
caracterización quimica de 1a señal de retroalimentación, con ser muy
importante no es en modoalguno esencial. Incluso cabría la posibilidad
que por su propia naturaleza, por ejemplo una radiación electromagnética
no fuera demostrable sin extraerse la señal" (122).

A pesar de todas las críticas mencionadasy justificadas de
las que es objeto, la hipotésis de las chalonas constituye aún hoy y con
mucho1a explicación más simple de la homeostasis tisular.

F.- MODELO DE ESTUDIO ELEGIDO

El propósito de mi Tesis fue ahondar en los mecanismos que re

gulan los procesos de división celular, por un lado desde el punto de vis
ta puramente cognoscitivo y por el otro con el fin de poder aplicar los
resultados obtenidos en ciertos protocolos terapéuticos experimentales y
humanos.

Para ello era fundamental establecer un modeloque pennitiera
estudiar a la célula en sus tres estados fundamentales: reposo, pre-mito
sis y mitosis. El linfocito ofrece esta gran posibilidad. Circulando en
sangre periférica se encuentra en reposo (Go), activado por mitógenos in
especïficos se encuentra en proliferación activa pero controlada y como
linfoblasto leucémico está proliferando descontroladamente comose vió'an
teriornente. La transformación linfoide es un sistema muyatractivo para
estudiarlainiciación de 1a replicación del ADNen poblaciones celulares
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que normalmente no se dividen, porque los cambios post-estimulación pue
den evaluarse "in vitro” y además porque se trata de un modelo humanolo
cual hace innecesaria cualquier extrapolación.

Resultaría interesante poder estudiar y comparar la regula
ción de la división celular de una célula comola linfoide y de sus ele
mentos aislados. Es decir, no sólo ver que sucede con la célula entera,
sino que sucedería si uno pudiera componerlas partes de una célula y ob
servar así su funcionamentodurante ese proceso.

Es así comose pensó en preparar núcleos aislados de los tres
estados linfoides mencionadosy provocar una síntesis de ADN"in vitro".
De esta forma se podría comparar el sistema núcleo aislado-célula entera,
en cuanto a la capacidad de síntesis de ADNy a1 producto obtenido. Ade
más se podrían inferir conclusiones sobre los factores que intervendrían
en su regulación.

Comomedida de 1a replicación se utilizó en primera instancia,
la propiedad del ADN-deincorporar nucleósidos como la timidina. Los lin
focitos estimulados inespecífícamente, 10 incorporan mientras que los lin
focitos en reposo, no. Sin embargo, se observó que esta diferencia desapa
recía al trabajar con los núcleos aislados de ambossistemas, ya que tanto
el núcleo del linfocito estimulado comoel del no estimulado, eran igual
mente capaces de incorporar el nucleótido trifosfato correspondiente(TTP)
y sintetizar ADN.Este hecho sugirió que debían existir factores que con
trolaran la síntesis del ADNfuera del núcleo, es decir, desde el cito
plasma o la membranacelular. Los resultados expuestos en esta tesis, apun
tan hacia la clarificación de esos factores y a su importancia comoregula
dores de la división celular.

Para su realización se prepararon extractos citoplasmáticos de
tejidos normales y neoplásicos linfoides y no linfoides, humanosy nurinos.
Se ensayaron los productos obtenidos sobre distintos sistemas "in vitro”
e "in vivo" y se estudió el efecto producido por los mismossobre 1a res
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puesta inmuney el desarrollo tumoral.

Para verificar el efecto de las chalonas sobre 1a respuesta
inmune, se estudió comoactuaban sobre el mecanismode citotoxicidad me

diada por células, reacciones de hipersensibilidad tardía, reacciones de
injerto contra huésped, acciones inmunoregulatorias comola supresión por
linfocito T supresores y variaciones en la inmunidadhumoral específica.

Respecto a 1a interferencia de las chalonas con el desarrollo
tumoral, se estudió el efecto de las mismassobre la incidencia de un tu
mor alogeneico, la sobrevida y la latencia tumoral en animales con tumo
res murinos singeneicos y alogeneicos. Ademásgracias a la existencia de
técnicas de cultivo "in vitro", que permiten el establecimiento de líneas
celulares y cultivos cortos de células hematopoyéticas y de cualquier
otro tejido, se ha podido estudiar el efecto producido sobre células pro
venientes de distintas afecciones linfoproliferativas malignas.

Finalmente, se intentó la purificación y caracterización par
cial de los inhibidores obtenidos en todos los sistemas estudiados con el

fin de observar cuali y cuantitativamente las diferencias y las posibili
dades de aplicación terapéutica.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Preparación de linfocitos de sangre periférica humana

SOOml de sangre desfibrinada con perlas de vidrio se mezclaron con
30 m1 de Dextrano T500 (Sigma) al 10%,disuelto en solución fisiológica

Se dejó sedimentar por acción gravitatoria durante 30 minutos. El plasma
se cnetrifugó a 100 x g durante 30 minutos y se resuspendió en un volumen
conveniente de solución de Hanks a una concentración de 5-6 x 106 célu

las/ml. Se sembraron 4 ml de la resuspensión celular (20-30 x 106 células)
sobre 3 ml de un gradiente isopícnico de Ficoll-Hypaque (9%;33%)según

técnica de Boyüm(109). Se centrifugó 45 minutos 45 minutos a 400 x g.Se

tomaronlos linfocitos que quedaronen la interfase del gradiente,se di
luyeron en Hanks y se lavaron 2 veces. Luego se congelaron los linfocitos
a -70°C ó en el caso de utilizarse para cultivos se resuspendieron a una
concentración de 1 x 106 células/ml en medio RPMI1640 suplementado.

2.- Preparación de linfocitos murinos

Se sacrificaron ratones de las cepas BALB,AKRy Swiss de 2-4 meses de

edad y se homogeneizaron los bazos correspondientes sobre malla de alam
bre fino. Se lavaron las células con Hanksy se lisaron los glóbulos ro

jos con una solución de Tris-CLNH4DH7.2 durante 10 minutos a 37°C. Se
realizaron 2 lavados con Hanks y se congelaron las células a -70°C o se
cultivaron comose indica más adelante.

3.- Obtención de linfocitos de timo, amigdala y ganglio humano

Se extrajeron células de estos tejidos mediante pasaje de los grumos
celulares a través de agujas de calibre decreciente. Se lavaron las célu
las así obtenidas con Hanks 2 veces. Se lisaron los glóbulos rojos con
Tris-ClNH comose detalla en 2. Se lavaron los linfocitos en Hanks y se

4
congelaron o se cultivaron.
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4.- Obtención de linfocitos de médula ósea humana

Se dejó sedimentar el material obtenido de la punción durante 30 mi
nutos hasta dos horas a 37°C. Se separó el sobrenadante y se lavó con

Hanks. Se lisaron los glóbulos rojos con Tris-ClNH4 como se indica en 2.
Se lavó luego con Hanks y se resuspendieron las células a 5 x 106 célu
las/m1 en medio RPMI1640 suplenentado.

5.- Obtención de linfocitos leucémicos

En el caso humanose obtuvieron los linfocitos a partir de sangre
periférica, médula ósea y ganglio. En el caso murino se obtuvieron a par
tir de tumores de origen linfoide.

6.- Cultivo de líneas celulares

Se usaron las siguientes líneas celulares:

HR1K:linfoblastoide B derivada de un linfoma de Burkitt productora
de virus de Epstein Barr

RAJI: linfoblastoide B derivada de un linfoma de Burkitt no productg
ra de virus.

CCRF-CEM:linfoblastoide T derivada de una leucemia linfoblástica a

guda.

Hep.2: derivada de un carcinoma epidermoide laringeo humano

V 79: línea obtenida de células enbrionarias de hamster

NB41A}: línea obtenida a partir de un neuroblastoma de ratón
KB: carcinoma epidermoideo humano.

7.- Ensazos para comprobarpureza e identificación de los linfocitos ob
tenidos.

a) Para verificar la pureza de las preparaciones se realizaron colo
raciones con la técnica de May-Grflnwald-Giemsa.
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b) Para verificar la viabilidad se utilizó la técnica de Azul Tripán.

c) Para identificar las poblaciones linfoides T y B se utilizaron
las siguientes técnicas respectivamente:i)Rosetas E a 4°C:Se mezclaron 0.1
ml de linfocitos (5 x 106 células/m1 en Hank's) con 0.1 m1 de una suspen

sión de glóbulos rojos de carnero al 1%en Hank's. Luego de una incubación

de 15 minutos a 37°C se centrifugaron las células y se las incubó de 2 a
24 horas en heladera a 4°C. Luego de una suave resuspensión, se contaron
el númerode rosetas y el númerode linfocitos por campohasta llegar a
por lo menos200 linfocitos. Se consideraron rosetas positivas a aquellos
linfocitos que tenían adherido a su membranapor lo menos 3 glóbulos ro
jos (110). '

ii) Inmunoglobulinasde superficie: Se incubaron los linfocitos con

40 ul de anti-suero anti-inmunoglobulina humanatotal conjugado con tiocig
nato de fluoresceóna, producida en conejo, a 4°C durante 30 minutos. Se lg
varon las células (1.5 x 106) 3 veces con PBS (buffer fosfato pH 7.2) y al
pellet final se lo resuspendió con una gota de buffer glicina pH 8.6 con
glicerina al 60%.La lectura se efectuó en un microscopio Zeiss de fluores
cencia con epiiluminación, contándose el porcentaje de células positivas
que presentaban un anillo fluorescente.

8.- Cultivo de linfocitos

En los casos de cultivo, 1a separación y procesamiento de linfocitos se
realizó en forma estéril. Unavez obtenidos los linfocitos humanoscomose

indicó en el punto 1,se resuspendïeronuaumaconcentración de 1 x 106 linfo
citos/ml de medio de cultivo: RPMI1640 suplementado con 10%suero humano

ABRh (+) decomplementado, gentamicina 50 pg/ml, 1%de anfotericina B y

glutamína 1mM.Para los linfocitos murinos se utilizó suero bovino fetal
en lugar de suero AB.

9.- Estimulaciónblástica de linfocitos

Los linfocitos humanoso murinos cultivados en el medio apropiado, se
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incubaron en presencia de los siguientes mitógenos en los distintos ca
sos que se verán en los Resultados: Fitohemaglutinina (PHA-P,Difco,

100 pg/ml), Concanavalina A (Con A, Sigma ZO‘pg/ml), Pokeweed mitogen

(PWM,GIBCO, dilución 1/100) y Lipopolisacárido (LPS,Sigma,100.ug/ml).

Los tiempos de incubación a 37°C y en estufa gaseada con 5%de C02 y
humidificada , fueron de 72 horas para la PHAy el LPS, 96 horas para

la Con A y 7 días para el PWM.En todos los casos, Z4 horas antes de

cosechar,para los linfocitos murinos y 3 horas antes para los linfoci
tos humanos, se agregó 1 pCi de timidina tritiada (dT-H3) (NENactivi

dad específica 20 Ci/mmol).El material precipitable por ácido triclo
roacético (TCA)al 10%(5%final), se disolvió en un disolvente orgá

nico NCS(Amersham,Searle) y se contó la radioactividad en un contador
de centelleo líquido Tricarb Packard. Todos los cultivos fueron reali
zados por triplicado. En algunos casos los cultivos fueron cosechados
sobre papel WhatmanGF/Aque luego de secarse, se introdujo en viales
con mezcla de centelleo (POPOPS gr,PPO 0.3 gr, ácido acético 2 ml, tg
lueno 1 litro) y finalmente se contó en el contador de centelleo líquido.
El índice de estimulación blástica (I.E.) se calculó con la siguiente
fórmula:

I E = C-P.m. cultivo con mitógeno (estimulado)
c.p.m. cultivo sin mitógeno (control)

En todos los casos se realizaron simultáneamente a los cultivos con mitó

geno, cultivos control, que son aquellos en los cuales se omitió el mitg
geno.

10.- Función supresora T-T inducida por Con A

Los linfocitos se preincubaron 24 horas con Con A (10 pg/ml) en es

tufa humidificada-y con 5%de C02 a 37°C. Paralelamente se realizaron
controles, preincubando 24 horas sin Con A. Luego de esta incubación am
bos cultivos ( con y sin Con A) se incubaron con mitomicina C (Sigma,
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50 pg/ml)durante 30 minutos a 37°C. Se lavaron 3 veces con RHWI1640 y

se resuspendieron en medio de cultivo completo ajustándose la concen
tración a 1 x 106 células/m1. Para demostrar el efecto supresor gene
rado durante 1a preincubación con ConA, se realizaron cultivos autó
logos de linfocitos cultivados el día anterior con o sin ConA y trata
dos con mitomicina C, ambosdel mismodador. Se efectuaron los culti
vos en tubos y se utilizaron dos mitógenos para visualizar el efecto
supresor: PHA(100 pg/ml) y Con A (20 ug/ml). Luego de 72 horas se

procedió igual que en el punto 9. el porcentaje de inhibición se cal
culó así:

%Inhibición: T-Ac.p.m..linfocitos preincubados con Con A X 100
Ac.p.m. linfocitos preincubados sin ConA

11.- Cultivo de líneas celulares

Las líneas RAJI, CCRF-CEMy HRIK se cultivaron en medio RHWI1640,

10%suero bovino fetal, glutamina 1mM.gentamicina 50 pg/ml y anfostat

al 1%. La línea Hep-Z se mantuvo en medio MEMsuplementado con suero

bovino fetal al 20%. Las líneas V 79,KB, Neuroblastoma y Hela se mantu

vieron en medio 199 suplementado con 20%suero bovino fetal. Los culti
vos primarios de fibroblastos se realizaron en MEM.Todas las líneas se

mantuvieron a 37°C en estufa hunidificada y con 5%C02.

12.- Preparación de núcleos aislados

Los cultivos de linfocitos se centrifugaron luego de las 72 horas
de estimulación sin el agregado de dT-HS, a 1000 x g durante 10 minutos

y fueron resuspendidos en un buffer fosfato 10 MMpH 6.5-C12Mg 101nw
(2 ml por cada 50 x 106 células). Se dejó en hielo durante 20 minutos
para permitir que las células se hincharan y 1a suspensión se homogenei
zó 40 veces con un homogeneizador tipo Dounce y se centrifugó a 1000 x

g durante 10 minutos. El pellet se resuspendió en el mismovolumen de

-42



un buffer fosfato de K pH 7, Cleg 1mM,sacarosa 0.32 My 0.3% Tritón
101 (buffer Tritón). Se dejo en hielo 15 minutos y la suspensión se
homogeneizó 15 veces con un homogeneizador tipo Dounce. Luego se cen
trifugó a 1000x g durante 15 minutos. E1 precipitado nuclear se re
suspendió en un volumen apropiado de buffer A: sacarosa 0.25 M,KC1ómM

Tris 11 mMpH 7.5, MgCl2 3.3nfl,mercaptoetanol 1mM.Se distribuyó en va
rios tubos y se centrifugó a 1000 x g durante 15 minutos.

13.- Medida de 1a síntesis de ADN

i) Para células enteras: se agregó 1 pCi de dT-H3 (NENae.esp.20
Ci/mM)a 2 ml de cultivo de linfocitos (1 x 106 células/m1). Después

de 3 horas a 37°Clas células se centrifugaron y el pellet se resuspen
dió en'aguajse agregaron 0.2 m1de DNAdesnaturalizado por calentamien
to (2.5 mg/mlen buffer Tris) y se precipitó con tricloroacético a1 10%.
E1 precipitado se recogió en filtros WhatmanGF/C 1avándose con 20 ml

de pirofosfato de sodio 0.3 M, 10 m1 HC1 0.05 My 2 m1 de etanol. Pre

vio secado se contó en contador de centelleo líquido.

ii) Para núcleos aislados: se determinó la incorporación de nucleó
tidos trifosfatos. Pellets conteniendo 3-10 x 106núcleos se resuspen
dieron en 0.3 m1 de una mezcla de reacción que contenía: Hepes SOmM

pH 7.2, C12Ca 0.2 mM, Cleg 8.3 mM, DTT 1 mM, 66 pM en dCTP,dATP y dGTP.
Se incubaron con 1000 cpm/pmol de ITP-H (NENact.esp.40 Ci/mmol) duran

te 30 minutos a 30°C. Sé centrifugó a 3000 x g durante 10 minutos y el
precipitado se resuspendió en pirofosfato de sodio 0.1 M, 0.2 ml de ADN
desnaturalizado (2.5 mg/ml) y 0.9 m1de agua. Se precipitó con perclóri
co. El precipitado final se resuspendió en NCS(Amersham,Searle) y se
contó 1a radioactividad en contador de centelleo líquido usando como
mezcla de centelleo POPOP-PPO-Toluenoacético.

14.- Extracción del ADN

El pellet nuclear se resuspendió en Hepes 0.1 MpH 7.5 y 0.1 m1 de
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SDS 10%. Se dejó durante 60 minutos y se agregaron 20 pl de Pronasa

(Sigma 2.5 mg/ml en Hepes 50 mMpH 7.5, preincubada 30 min. a 30°C).

Se dejó actuar 5 horas y se agregaron 500 pg de ADNnativo. Se extra
jo con una mezcla fenólica, agitando y calentando a 60°C, 10 min. Se

centrífugó y la fase inferior se extrajo con 1 ml de Hepes 0.1 MpH
7.2, SDS0.5%. Se centrífugó nuevamente y se juntaron las fases acuo
sas que se extrajeron con una mezcla de cloroformo;alcohol isoamílico
(99:1). La fase acuosa se precipitó toda la noche con 2 volumenes de

etanol y 0.2 ml de acetato de sodio 0.2 N. Se centrífugó a 3000 x g
y se resuspendió el ADNen 1 m1 de SSC 0.1 X.

15.- Caracterización del ADNobtenido

í) Enzimática: el ADNextraído se trató con 66 ug de DNasa pan

creática (Sigma), ClZMg0.1 My buffer acetato 0.2 MpH 5 (1 h a 37°C)
Tambiénse trató separadamentecnn Rnasapancreática previamente her
vida, EDTA10mMy buffer acetato 0.2 MpH S. En el segundo caso se in
cubó 3 horas a 37°C.

ii) Análisis del tipo de ADN:Para ello se recurrió a marcar el
ADNcon precursores radioactivos. Para obtener ADNliviano, se culti
varon 50 x 106 linfocitos estimulados con PHA(72 horas) en presencia
de dT-C14 durante 7 horas a 37°C. Se extrajo el ADNcomo se indicó en

el punto 14 (ADNpesado) y para separar ambas hebras se calentó a

100°C durante 10 minutos y se enfrió rápidamente. Para obtener un ADN
híbrido, se cultivaron 50 x 10 linfocitos estimulados con PHA(72 ho

ras) con 1qui/ml de dT-C14 y 10 pg/ml de BrdU (Bromodeoxiuridína,

análogo de dT). Se extrajo el ADNcomo en el punto 14.

iii) Gradientes de C1Cs(Cloruro de Cesigl: Se utilizaron tubos
de nitrocelulosa conteniendo 4.2 g de Cle/3 ml de "solución". La "so
lución" consistió en el ADNque se quisiera analizar, resuspendido en

Tris 0.05 M pH 7.5, EDTAhflfl y se llevo a volumen con SSC 0.1 X. De
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esta manera la densidad de las “soluciones” iniciales fue de 1.730 g/ml.
Se dejó correr el gradiente en una ultracentrífuga Spinco con Rotor SW
50.1, 48 horas a 38.000 rpm. Se separaron los gradientes colectando
fracciones de 2 gotas por tubo y se medíó la radioactividad de cada tu
bo con 1a técnica descripta en el punto 13 ii.

iv) Gradientes de sacarosa: Los núcleos aislados se centrifugaron
a 1000 x g durante 5 minutos y se les agregó SDSal 10%para que quedara

0.3% final y 0.3 m1 de Hepes 0.5 M pH 7.5. Se incubó a 37°C durante 30

minutosï Se agregó NaOH0.2 M final y se llevó con Hepes a 0.4 ml. se?
prepararon gradientes continuos de sacarosa 5-20%con soluciones de sa
carosa al 20% en ClNa 0.8 M y NaOH0.2 M y la misma con 0% de sacarosa.

Se sembraron los 0.4 ml de muestra y se corrió en una ultracentrífuga
Spinco con rotor SW50 a 50.000 rpm durante 3 horas. Se recogieron frac
ciones de 10 gotas por tubo y se trataron igual que 13 ii.

16.- Preparación de extractos citoplasmáticos (Chalonas) (E.C.)

Los extractos de todos los orígenes se prepararon de la misma forma.
Las células (2-10 x 108) se resuspendieron en un buffer fosfato 10 mM

pH 6.5, Cleg 1o nm (Zml/SOx 1o6 células). Se dejó en hielo durante 20
minutos y se homogeneizó 40 veces con un homogeneizador tipo Dounce. Se

. centrifugó a 1000x g durante 10 minutos. El sobrenadante se centrifugó
nuevamente a 10.000 x g durante 60 minutos y luego a 105.000 x g durante
60 minutos. Finalmente se esterilizó a través de filtros Millipore HA
0.45‘uMy se distribuyó en varias fracciones, guardándose a -70°C. En
todos los casos se determinó 1a concentración de proteinas por el méto
do de Lowry (111)

17.- Caracterización del extracto cítoplásmatico obtenido

i) Enzimáticas: Alícuotas de 1 ml de E.C. de linfocitos normales en
reposo, que contenían 1250ug de proteínas, fueron tratadas con 500 pg
de DNasa y RNasa (Sigma) durante 2 horas a 37°C. Luego se ensayó e1
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efecto comose indica en el punto 18.

ii) Electroforéticas: se realizaron geles de poliacrilamida ver

ticales y con SDShorizontaleslcon E.C., previamente liofilizado y re
suspendido en 100pl de solución fisiológica.

iii) Columnas de Sgphadex: Se cargaron 2 mg de proteínas (E.C.)
de los distintos extractos en una columna de 1.6 x 14 cm de Sephadex de

distintos tamaños G-SOy G-ZS (Pharmacia-Uppsala) previamente lavada con

buffer fosfato 10 mMpH 6.5 ClZMg10 mM y calibrada con patrones conoci
dos. Se eluyó con el mismobuffer recogiéndose fracciones de 1.2 ml cuya
concentración proteica se detenminó por el método de Lowryy absorban
cia a 260,280 y 320 nm. Luego la actividad de cada fracción se determinó
como se indica en el punto 18.

18.- Ensayosde actividad de extractos citoplasmáticos

Se utilizaron 400 ug de proteina/ml de cultivo de células a 1 x 106/
ml. Se realizaron controles paralelos reemplazandoel E.C. por un volu

men equivalente de buffer fosfato 10mMpH 6.5- Cleg 10 mM. Los ensayos
se hicieron por triplicado sobre las líneaS‘célulares HRIKy RAJI‘en‘geng
ral y sobre otros sistemas comose verá en los Resultados. La actividad
se midió por 1a inhibición que los E.C. producían sobre la actividad mi
tótica. Los resultados se compararoncon los controles. El porcentaje
de inhibición se determinó por diferencias en el recuento celular y por
diferencias en 1a incorporación de dT-HS. Se calculó el i de inhibición
como: datos con E.C. x 100

datos sin E.C.

donde datos= c.p.m. 6 N° de células.

19.- Ensayosde efecto biológico del extracto citoplasmático

i) Efecto sobre la incidencia de un tumor alogeneico: se inoculó
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ratones de la cepa BALB/c(machos de 2 meses) con extracto citoplasma

tico de linfocitos murinos de distintos orígenes (singeneico y aloge
neico) en dosis de 400‘ug tanto intraperitoneal como"in situfl con un
tumor alogeneico AKR, llamado L 15 en cilindro de vidrio comoya se

ha descripto (112) , comocontrol se usó buffer fosfato o linfocitos
singeneicos viables. Se determinó la incidencia tumoral 30 días des
pués de la inoculación._En cada experimento se utilizaron grupos de
6 ratones.

ii) Medidade citotoxicidad "in vitro" Se utilizaron células L15
como blanco. Se resuspendieron 1 x 108 células en 0.1 ml de medio 199

sin suero y se incubaron 1 hora a 37°C con S1Cr04Na2. Se lavaron luego
5 veces con el mismomedio pero con suero bovino fetal y se resuspen
dieron a 50.000 células/ml. La relación linfocitos: células blanco que
se usó fue de 100:1. Manteniendo esta relación , se mezclaron volúmenes
iguales y se centrifugaron 15 minutos a 100 x g. Se incubaron 3 horas a
37°C y luego se paró la reacción con una solución salina fria (PBS).
Se centrifugó a 400 x g durante 10 minutos en frío. Se contó la radioac
tividad del sobrenadante en un contador gannm.depozo. Para calcular la

liberación total, se agregó a un tubo con células blanco,agua destilada
(1.5 m1) y se las congeló y descongeló 3 veces, permaneciendo luego a
37°Chasta el día siguiente.Las cpmtotales son las cpmdel sobrenadante
más las del pellet. Las cuentas liberadas espontáneamente son las del 59
brenadante corregido dividido las totales x 100. Finalmente la citotoxi
cidad se calcula como=N° com totales -N°qgmespontáneo x 100

N° cpm experim- N°cpm control

iii) Medidade hipersensibilidad tardía: Se inyectaron 1 x 108 glg
bulos rojos de carnero (SRBC)en la pata derecha de machos BALB/cde 6
meses de edad (113). En los casos indicados en los Resultados, se inyec

tó E.C. de linfocitos BALB/c(ECBalb/c) i.p (400 pg por ratón) o igual
volumende buffer fosfato comocontrol. Al sexto día se desencadenó la
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reacción inyectando 1 x 108 SRBCen la pata izquierda simultáneamente

con ECBalb/Co buffer en forma i.p. A las 24 y 48 horas, se leyeron
los diámetros de las patas izquierda y derecha/animal con un calibre.
Se realizó una determinación de anticuerpos con una prueba de hemar
glutinación directa hacia SRBCen cada uno de los sueros de los anima
les utilizados para los experimentos. Los resultados obtenidos son las
medias de grupos de 8 animales en 3 experimentos distintos.

iv) Reacción de injerto contra huésped: Una semana antes, se prg
inmunizaron 2 ratones BALB/c,hembras, con linfocitos de la cepa Swiss

airmesencnade ECBalb/Cocon medio MEMcomo control. Luego se purificg
ron linfocitos de esos BALB/cy se inyectaron en ratones SWISSrecién
nacidos teniendo así 2 grupos: aquellos que recibieron linfocitos BALB/c

de ratones preinmunizados en presencia de ECBalb/Cy aquellos que reci
bieron linfocitos BALBéderatones preinmunizados en ausencia de ECBalb/C.
Los bazos se pesaron a los 10 días. Se determinó el indice esplénico
haciendo promedios de los pesos de los bazos y de los animales por grupo.

v) Efecto de E.C. sobre la incidenciajlatencia y sobrevida de tu
E9225

Animales: F1 (Swiss x AKR) BALB/c Swiss

Tumor: L 15 (Linfoma) Leucemia Sarcoma 180
Crónica
Murina

Origen E.C.:Swiss Balb/c Balb/c
Inoculación: i.p. i.p. i.p.
Dosis: 400/800 ug 900 ug 900 pg
Administración:2-,0,2,4,6, -2,0,2,4,6,8 idem (días)
Grupos de: 6 18 18 animales

En todos los experimentos se determinó el período de latencia
(Tiempoentre inoculación y aparición del tumor), incidencia del tumor
(aparición o no delnfistJy'lasobrevida (Tiempoentre 1a inoculación y
la muerte).

-43



RESULTADOS

I.- Comparaciónentre la síntesis de ADNde linfocitos humanosen reposo,

linfocitos humanosestimulados inespecíficamente ygljnggg_gglylgggí
linfoblastoides importantes

1.- Estudio en células enteras

Para estudiar la síntesis de ADN,se cultivaron linfocitos humanos
en ausencia y presencia de PHAcomomitógeno y se determinó la incor
poración de un nucléotido tritiado (dT-HS)luego de 72 horas de culti
vo en los mismosjunto a una idéntica determinación en la línea celu
lar linfoblastoide RAJI. Los resultados pueden observarse en la Tabla
I en la cual los linfocitos estimulados y la línea celular incorporan
el precursor mencionadomientras que el linfocito en reposo, en compa
ración, prácticamente incorpora muypoco.

2.- Estudio en núcleos aislados

Para tener resultados comparables, fue necesario optimizar el sis
tena nuclear tomandocomobase sistemas descriptos anteriormente (114)
Se obtuvieron así las concentraciones y los tiempos de incubación 6p
timos tanto para núcleos de linfocitos estimulados comolinfocitos sin
estimular y de células RAJI. Los resultados se presentan en las figu
ras 1 y 2. Se consideró que la concentración ideal era S x 106 núcleos
y el tiempo de incubación óptimo, 30 minutos.

Comose deduce de la Tabla I, los núcleos de linfocitos en reposo
(-PHA),-los núcleos de linfocitos estimulados (+PHA)y los de células

RAJI son igualmente capaces de incorporar TTP-H3contrariamente a lo
que sucede a nivel de célula entera. Este hecho fue el que hizo pen
sar en la existencia de factores extranucleares que regularan la sín
tesis de ADN.
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3.- Análisis enzimático del ADNsintetizado en los 3 sistemas

Para verificar si el productonuclear sintetizado"in vivo e in vi
tro”era efectivamente ADN,una vez aislado el mismo, se procedió a ca
racterizarlo enzimáticamente. Para ello se trató el ADNcon DNasay
RNasacomose indica en materiales y métodos. Observando la Tabla II,
el ADNextraído de células enteras, ya sea de linfbcitos estimulados
con PHAo de células RAJI, es sensible a la DNasapero no a la RNasa.
El análisis de los productos extraídos de núcleos de linfocitos estit
mulados y no estimulados también muestra alta sensibilidad a la DNasa
y baja a la RNasa.

4.- Análisis del tamaño de ADNsintetizado

E1 tamaño del ADNse dilucidó por medio de gradientes de sacarosa.
Para ello se marcó radiosiotópicamente el ADNde linfocitos estimula
dos con dT-C14 y se extrajo el ADN.Simultáneamente se obtuvieron nú
cleos de linfocitos estimulados y no estimulados que se incubaron con
la mezcla apropiada de nucleótido trifosfato utilizando comomarcador
TTP-HS,para lograr síntesis de ADN"in vitro". Se extrajo el ADNen

amboscasos y los tres ADNse corrieron en gradientes de sacarosa.Los
datos presentados en 1a Figura 3 revelan que el ADNsintetizado por
la célula entera es más pesado que el sintetizado por los núcleos ais
lados. Por otro lado aquel sintetizado por el núcleo de linfocitos es
timulados, es idéntico en tamañoal sintetizado por el núcleo de linfg
citos sin estimular.

5.- Puntos de replicación "in vivo" e "in vitro:

Seguidamente fue necesario determinar si la síntesis de ADNdeter
minadaen estos ensayos, reflejaba un proceso replicativo o Síntesis
reparativa. Para ello, se recurrió a análogos de 1a dT comola bromo
deoxiuridina (BrdU)y al análisis de los distintos ADNpor medio de
gradientes de cloruro de cesio (C1Cs). Al incorporarse la BrdUal ADN,
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en lugar de la dT, el ADNsintetizado es más pesado que aquel que in

corpora solo dT. Si el proceso que ocurre es de síntesis replicativa,
el ADNobtenidoeïlpresencia de BrdUsería un híbrido cuya densidad de
bandeo estaría entre la densidad de bandeo de cadenas de ADNpesadas

y livianas dado que la sintesis replicativa es semiconservativa.Además
en ausencia de proceso reparativo, el ADNobtenido, bandearía comoun
único pico y no en varios de densidad distinta. Para identificar la zo
na de bandeo del ADN,los núcleos aislados se incubaron en presencia
de TTP-H3junto con los demásnucleótidos necesarios para la síntesis
de ADNen núcleo aislado. Se prepararon marcadores patrones de ADNpe
sado, híbrido y liviano. Se cultivaron linfocitos humanosen presencia
de BrdUy PHA.Se aislaron luego los núcleos y se incubaron en presen
cia de TTP"H3. Finalmente se aisló el ADNy se corrió en gradientes
isopícnicos de C1Cs. Para asegurar que el ADNpatrón utilizado era de
la densidad apropiada, se utilizó ADN-P32de bacteriófago T4 junto a
ADN-C de linfocitos incubados durante 18 horas con dT-C , observán

dose que la densidad de bandeo de ambbs ADNera idéntica.Como se puede

apreciar en la Figura 4A, el linfocito estimulado sintetiaa un ADNhí
brido, en presencia de BrdU, que bandea entre la zona liviana y la pe
sada, comoun pico único. Deducimos así que la síntesis de ADNobser
vada es producto de un proceso replicativo. Al desnaturalizar el ADN
y separar ambashebras (Figura 4K», el gradiente revela la presencia
de una hebra liviana y otra pesada. Esta observación descarta que pue
da haber ocurrido una sustitución importante en ambashebras por pro
cesos reparativos pues si asi fuera encontraría dos hebras que bandea
rían entre 1a zona liviana y pesada y no dos hebras que coinciden una
con la zona pesada y otra con 1a liviana. Finalmente se puede concluir
de esta serie de experimentos Que los puntos de replicación "in vitro"
son una continuación de los preexistentes "in vivo",porque en el caso
contrario, deberían haber aparecido picos de densidad liviana, produc
to de sitios nuevos de replicación que podrían haber surgido en el es
tado de núcleo aislado.
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II.- Efecto de factores celulares solubles endggenosde origen linfoide
humano sobre la síntesis de_ADy

Comose desprende de los resultados obtenidos en el sistema linfo
cito en reposo -linfocito estimulado, a nivel de célula entera y
núcleo aislado, existiría algún control fuera del núcleo celular,
que de alguna manera regularía la sínteiss del ADNdel linfocito
en reposo. Este factor (o factores) podría encontrarse en el cito
plasma celular, que 1a membranacelular o ser extracelular.

Pensandoque el citoplasma sería el lugar más indicado, se
prepararon extractos citoplasmáticos de distintos orígenes linfoi
des y se ensayó su poder de inhibición de la actividad mitótica
también sobre distintos sistemas.

1.- Efecto de extractos citoplasmáticos (EC,) de linfocitos normales
en reposo sobre distintas células

Se preparó ECLa partir de linfocitos humanosnormales dg Varios
dadores. Se cultivaron células de distintos tipos (2 ml a 10 célu
las/ml) durante 24 horas a 37° C en presencia de 400 ug de proteinas/

m1 de cultivo , de ECL6 con un volumen equivalente de buffer fosfa
to. Al cabo de ese tienpo, se realizaron recuentos con Azul Tripán
y pulsos de dT-H3para determinar la actividad mitótica. Los resul
tados se presentan en la Tabla III. Los controles, células incubadas

en ausencia de ECLtuvieron un viabilidad del 92%. Este dato habla
en contra de cualquier efecto citotóxico que pudiera ejercer el

buffer fosfato. A1 incubar las células con ECL, los porcentajes de
viabilidad oscilaron entre 85 y 93%.Nuevamentese descartaría 1a

posibilidad de que el ECLtuviera algún efecto citotóxico sobre las
mismas.

Respectoal efecto inhibitorio sobre la actividad mitótica,se
puede observar en la mismatabla, que células linfoide de origen T
y B, linfocitos humanosestimulados con PHA,el cultivo mixto de
linfocitos y linfoblastos leucémicosobtenidos de sangre periférica
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y médula ósea, son inhibidos por ECL. Células que no sean de origen

linfoíde (KB,HEP,HELA)no fueron afectadas por la presencia de ECL.

2.- Dosis de BELvs. efecto sobre la actividad mitótica

Se estudió el efecuaqueproducían distintas concentraciones de

ECLsobre la actividad mitótica de una línea celular (HR1K).Se ensa
yaron las dosis desde 50 ug a 800 pg de proteína /ml de cultivo final,

incubándose las células durante 24 horas en presencia de ECLy con un
pulso de dT-HS' de 2 horas previo a 1a cosechalxnsresultados se presen
tan en 1a figura 5. La relación dosis-efecto fue lineal entre SOy 500
pg pero aún a 800 pg/ml no se logró inhibición total. Ademásla dife

rencia del poder inhibitorio que producen 800 ug de ECLno es el doble
que al usar 400ug; por lo tanto se decidió utilizar esta última conceg
tración en experimentos futuros.

3.- Características del extracto citoplasmático linfoíde normal (ECI)

Para caracterizar el EC se utilizó una mismapreparación de ex
tracto obtenido a partir deLZx 109 linfocitos. Luegode distintos tra
tamientos a alícuotas similares, se determinó en cada caso, la capaci
dad residual de inhibir la actividad mitótica de la línea celular HR1K

Los resultados se muestran en la Tabla IV en comparación con ECLsin
tratar. Comose puede apreciar, enzimas como la DNasa y la RNasa no

afectaron a1 extractonúentras que pronasa y tripsina lo inactivaron.
Respecto a la estabilidad térmica, el calentamiento a 56° C no afectó

al ECL; sin embargo descongelamientos sucesivos o la permanencia en es
tado congelado mayor de 2 meses, inactiVa al ECL. Estos resultados ha
blan a favor de la composición proteica del ECL.

Se realizarón corridas electroforéticas del ECLjunto con suero
humanonormal y patrones de pesos moleculares conocidos (mezcla de Ci
tocromoC,Tripsina,Lactodehidrogenasa y albúmina). Para ello se utili
zaron geles de poliacrilamida verticales y placas de poliacrilamida
con SDS. Las bandas obtenidas en ambos sistemas, se encontraron entre
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los pesos moleculares 15.000 y 62.000.

Al correrse el ECLcontra antisuero humanototal en una micro
inmunoeletroforesis, se observaron dos bandas; una coincidente con
albúmina sérica y otra con gammaglobulina. Para ahondar más en el

peso molecular del ECL, se recurrió a 1a cromatografía en columna me
diante Sephadex G-ZS. Luego de calibrar la columna con azul dextrán,

se cargaron 2 mgde proteína de ECLque se eluyeron con buffer fosfa
to. Se recogieron fracciones de 1.2 ml y se determinó por un lado la
concentración proteica de cada fracción y por el otro,la capacidad de
inhibir la actividad mitótica. El resultado se puede observar en la
Figura 6, en la cual existen 2 picos de actividad proteica, coinciden
tes con actividad anti-mitótica: el pico S I corresponde a la fracción
que no se fijó a la columna y el S II a aquella que corresponde a pe
sos moleculares menores de 25.000 dado que se incluyó en la columna.

4.- Reversibilidad del efecto inhibitorio

Conel fin de investigar si el efecto del ECLera reversible, se
incubaron células HR1Ken presencia de ECLdurante 23 horas. Simultá
neamente se cultivaron igual númerode células pero sin ningún extrac
to. Ademásse cultivaron las mismas células a la misma concentración

inicial en presencia de extractos y en ausencia de ellos durante 20 ho
ras¡tiempo en el cual se lavaron, se resuspendieron en medio de culti
vo fresco y permanecieron en cultivo durante 3 horas más (hasta com
pletar las 23 horas). En ese momentose agregó a todos los cultivos
1.nCi de dT-H3v la incubación se prolongó por 2 horas más. Se deter
minó (Tabla V) 1a reversibilidad del efecto inhibitorio a través de

recuentos celulares y por la capacidad de incorporar el radioisótopo
mencionado. Comocontroles, se cultivaron células HR1Ka la misma con

centración inicial en presencia de ECy en ausencia del mismosolamen
te durante 20 horas y se les dió un pulso de dT-H3 de 2 horas. Los
resultados indican que se ha logrado una reversión parcial del efecto
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inhibitorio una vez retirado el ECdel medio, permitiendo que las cé
lulas recuperen su velocidad de crecimiento.

5.- Efecto producido por extractos citoplasmáticos humanosde distintos
orígenes tisulares sobre células linfoídes

Se ensayó el efecto producido por extractos citoplasmáticos de di

versos tejidos sobre células linfoídes. Para ello se prepararon extrag
tos de : leucemias linfoblásticas agudas (LLA)(T,By nulas),leucemias
linfoídes crónicas (LLC),LinfomasHodkgin y no Hodgkin, células tími
cas, linfocitos B a partir de amígdalas, linfocitos normales estimula
dos con PHA, células de las líneas HR1K,RAJI y CCRFy células Burkitt
“like”. Los ensayos de actividad de los extractos se realizaron sobre
células HR1K.Los resultados se presentan en la Tabla VI. El mayor
efecto inhibitorio se logró con células de origen T (LLAT y T/B)(CCRF)
Por otro lado celulas B puras o lineas celulares de origen B tuvieron
poco o ningún efecto. Lo mismo sucedió con extractos de ambos tipos
de linfomas y con linfocitos estimulados, donde el efecto encontrado
fue significativamente menor que el obtenido con linfocitos normales o
con linfocitos T.

6.- Diferencias entre los ¿gl normales y neoplásícos

Al observar que las LLAposeían un factor inhibitorio que aparente
menteno funcionaria "in vivo", se intentó verificar si existían dife
rencias, en cuanto al peso molecular, entre los extractos leucémicos
y los normales. Al mismo tiempo se estudiaron de igual manera aquellos
obtenidos de células tímicas, linfomas Hodgkiny de leucemias linfoídes

crónicas. Los perfiles de SephadexG-25realizados en todos ellos, se
pueden observar en la figura 7 (A,B,C,D). Para la LLA,se detectaron 3

picos, 2 coincidentes con el ECLyuno menor, pero todos de actividad
proteica significativamente menor que el ECLpese a haberse cargado la
columnacon igual contenido proteico inicial. Esto significa que igual
cantidad de proteinas se repartieron en mayor númerode picos, uno de
los cuales es de muchomenor peso molecular.E1 perfil del ECde células
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T demostró un pico de alto peso y otro de bajo peso molecular con po
ca actividad proteica éste último. Los linfomas y las LLCdemostraron

dos picos pequeños de escasa actividad coincidentes con el ECL

III._-Efecto de extractos citoplasmáticos murinos"in vitro"

Pese a que el sistema linfocito en reposo-linfocito estimulado
célula leucémica(humano)es un excelente modelopara estudiar la regu

lación de la división celular, no permite ensayos "in vivo". Por lo tan
to se buscó otro diseño experimental cambiandode especie. Se eligió
así el sistema murinoy para ello se corroboraron los resultados obte
nidos en linfocitos humanos.

Comofuente mayor de linfocitos murinos, se tomo el bazo de los

animales y se prepararon extractos citoplasmáticos (EC) igual que con
linfocitos humanos.Los ensayos de actividad inhibitoria se realizaron
sobre células singeneicas,alogeneicas y xenogeneicas.

En la Tabla VII, se analizan los efectos producidos por ECde lin
focitos en ratones BALB/c;1) inhibición de la actividad mitótíca de
linfocitos singeneicos (BALB/c); alogeneicos (AKR)y xenogeneicos (Lin

-focitos humanosestimulados con PHA);2) inhibición de la división ce
lular tumoral linfoide (L15,HR1Ky RAJI); 3) inespecificidad de especie
(inhibición de linfocitos humanosestimulados); 4) especificidad de te
jido (ausencia de inhibición sobre cultivo de fibroblastos de ratón,
neuroblastoma y células V79 de hamster y HepZhumanas). Los efectos in
hibitorios no se debieron a fenómenoscitotóxicos. va que los porcenta

ies de viabilidad celular de los cultivos en presencia o ausencia de
EC. eran similares (90.6 Ï4.2 v 91.3 Ï 3.6 respectivamente).

IV.- Efecto de extractos citoplasmáticos "in vivo”

1.- Efecto sobre el crecimiento de un tumor alogeneico

Dado que tanto EC singeneicos comoalogeneicos fueron capaces de
inhibir la respuesta blastomitogénica de linfocitos murinos cultivados
en presencia de PHA,seestudió el efecto que produciríanin vivo-sobre
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un tumor alogeneico al extracto utilizado. Para ello se procedió como
se indica en el punto 19 de Materiales y Métodos, inyectándose 400 ug/
ratón EC de linfocitos BALB/ca ratones de la cepa BALB/c(n=36) junto

al inóculo tumoral proveniente de un linfoma de la cepa AKR.Comocon

troles se inyectaron células tumorales sin ECBALB/Cy linfocitos nor
males BALB/ca sendos grupos de de animales (n=36). Los resultados se

observan en la Tabla VIII, en la cual se verifica que la presencia de

ECBALB/Cfavoreció el crecimiento tumoral en un 58% (21/36) de anima
les que comparadocon los controles (30%,11/36) representa un aumento
significativo del 52%en la incidencia tumoral.

2.- Efecto sobre los fenómenosde citotoxicidad

Se estudió el efecto producido sobre la inducción de 1a citotoxi
cidad mediada por células y sobre la expresión de la misma. Para ello,
se inmunizaron ratones BALB/ccon 107 células de un linfoma AKRen

forma s.c. y 30 días desoués se reinvectaron en forma i.D. para desen

cadenar la respuesta citotóxica. Simultáneamente, se inyectó ECBALB/c
o buffer fosfato comocontrol. A los 4 días después de la 2da inocula
ción, se determinó la citotoxicidad mediada por células comose indica
en el punto 19ii de Materiales métodos. Se observó (Tabla IX) que EC
frescos o congelados fueron capaces de inhibir la inducción de linfo
citos T citotóxicos frente a una estimulación alogeneica. Debenotarse
que la inyección de ECsólo, sin el estimulo alogeneico, no alteró la
liberación de Cr51 inducida por células BALB/cno inmunizadas.

Conel fin de investigar si se alteraba la expresión de la cito

toxicidad en presencia de EC, se añadió ECBALB/ca linfocitos BALB/c
previamente inmunizados contra células AKR.Se realizó nuevamente un
ensayode citotoxicidad "in vitro" utilizando comocontroles, linfoci

tos BALB/cinmunes que no recibieron ECBALB/C"in vivo", linfocitos
BALB/cno inmunes en presencia y ausencia de ECBALB/C.De la Tabla X se
deduce que la expresión de la citotoxicidad de linfocitos previamente
inmunizados no se altera por la presencia de ECen el ensayo de cito
toxicidad.
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3.- Efecto sobre reacciones de hipersensibilidad tardía

Para estudiar comoafectaba el ECa las reacciones de hipersensi
bilidad tardía, se utilizaron animales de la cena BALB/cque se prein
munizaron con glóbulos rojos de carnero (GRC).Simultáneamente, se in

yectó ECBALB/Cenforma i.p. o un volumen equivalente de buffer fosfato.
Las reacciones de hipersensibilidad se leyeron a las 24 y 48 horas des
púes de desencadenar la misma o sea a los 10 días del primer inóculo.

Se calculó la media aritmética de los grosores de las almohadillas plan

tales de los dos grupos, con y sin ECBALB/C.Los resultados de 2 expe
rimentos se presentan en la Tabla XI. La inyección de EC el mismo día
que el agente sensibilizante, redujo significativamente la reacción ha
cia los GRCu)(0.025 y 0.00025 en cada experimento). Se titularon tam
bién los anticuerpos hemaglutinantes anti-GRC en el suero de los mismos
animales y comose puede observar en la mismaTabla. los títulos se re
dujeron levemente.

4.- Efecto sobre reacciones de injerto contra huésped

Los estudios de injerto contra huésped se realizaron en animales de
la cepa SWISS,en ratones recién nacidos. Los mismos fueron inyectados
con células preinmunizadas (hacia la cepa SWISS)de origen BALB/cy cé

lulas BALB/cnormales (no preinmunizadas). Los ratones Swiss que reci

bieron los dos tipos de células fueron inoculados además= con ECBALB/C
i.p.ó con un volumenapropiado de buffer fosfato. El experimento se
realizó de acuerdo a lo descripto anteriormente. El índice esplénico
se calculó realizando un promedio de peso de animales y de los bazos.
Comose aprecia en la Tabla XII, los animales que recibieron células

BALB/cpreinmunizadas hacia SWISSy que además-recibieron ECBALB/ctu
vieron un índice esplénico mayor que aquellos que no recibieron EC.
Por los datos obtenidos, el ECparecería inhibir la reacción de recono
cimiento de los linfocitos BALB/chacia los SWISSy por lo tanto una
vez inyectados esos linfocitos BALB/cen los ratoens SWISS,la reacción
que recibieron los linfocitos BALB/co su capacidad de actuar en contra

- 53 



de las células de origen SWISSestarían alteradas nor la presencia de
EC.

5.- Efecto sobre crecimiento tumoral linfoide:incidencia,1atencia y
sobrevida

Para ver qué efecto producía el ECsobre la incidencia, el creci
miento, la latencia y la sobrevida de animales inoculados con un tumor
linfoide, se realizó un experimentopiloto,ensayando distintas dosis

de ECSWISS.Se utilizaron ratones híbridos F1 (SMHISX AKR) a los que

se les inoculó un linfoma linfocítico (L 15) s.c. Se preparó ECSWISS
que se inoculó en forma i.p en los días -2,0,2,4 y 6, considerándose
día O aquel en el cual se inoculó el tumor.Fina1mente, se ensayaron
dos dosis: 400 ug y 800 ug en cada administración. El grupo consistió
en 8 ratones y comocontroles, se experimentó con 2 grupos de 8 anhma
les cada uno: animales sin ECy animales inyectados con tumor previa
mente incubado con ECdurante 2 hs, 37° C. Los resultados se encuen

tran graficados en la Figura 8. Con una dosis de 800 ug de EC en cada
adminsitración, se aumentó la latencia tumoral en un 50%y con la do

sis de 400 ug en un 30%.Referente a la sobrevida, los controles tu
vieron una muerte promedio de 20 días, mientras que aquellos que reci
bieron EC llegaron a un promedio de 31 días lo que significa un 50%
de aumento en la sobrevida.

Con estos datos se realizó un experimento idéntico con grupos de
18 animales. Los resultados fueron análogos. La latencia en los anima

les inyectados con dosis de 800 pg aumentó un 46.8% y un 32%con la do

sis de 400pg. Respecto a la sobrevida, la mismaresultó ser significa
tivamente mayor nuevamente en aquellos animales que recibieron EC"in
vivo" (48% de aumento para 800,ug y 35%para 400 pg).

Se decidió utilizar otro tumorlinfoide, para ver si los resultados
se verificaban en él. Para ello se experimentó con animales BALB/cy
una leucemia linfoide crónica murina. Comofuente de ECse utilizaron
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bazos BALB/cy se inóculó una única dosis de 800 pg/ratón/vez en los
días -2.0,2,4,6,8, donde el día 0 representa aquel en el cual se inoi
culó la leucemia. En este caso se analizaron no sólo 1a latencia y la
sobrevida sino también el tamaño de los tumores. Los resultados se ob

servan en la Figura 9. Los grupos fueron de 18 animales cada uno.

Se puede deducir que la presencia de ECha logrado disminuir el tamaño
de los tumores aumentar la latencia de los mismos y también aumentar

la sobrevida. Los estudios anatomopatológicos no demostraron diferen
cias groseras en los animales que habian recibido ECrespecto de aque
llos que actuaron comocontroles del desarrollo tumoral. Pese a que
ambostumores fueron diagnosticadós comolinfoma centroblástíco-centro
cítico, el índice mitótico de los controles fue mayor. Tanto el bazo
comolos ganglios de los animales presentaron proliferación linfoma
tosa difusa de la serie de transformación linfocítica. Se cultivaron

células tumorales de los animales inyectados con ECy de los controles

para determinar el efecto de EC"in vitro". En amboscasos se logró una
inhibición de la actividad mitótica del 86%.

6.- Efecto sobre un tumor no linfoide murino

Para discernir si el ECactuaba sobre el tumor o sobre el sistema

inmunológico, se diseñó un experimento en el cual se utilizó un tumor
no linfoide, Sarcoma 180. 'El tumor se inoculó en animales de la cepa

SWISSs.c.; Se usaron grupos de 36 animales cada uno. El EC fue de ori
gen SWISSv el protocolo experimental se describió en 19 v. Los resul
tados se pueden observar en la Figura 10 y significan que: respecto a
la latencia no hay diferencias entre los animales que recibieron ECy
aquellos que no lo recibieron ya que en amboscasos los tumores apare
cen a las 48 horas; respecto al tamaño, tampocohay diferencias signi
ficativas en ambos grupos, puesto que los tumores se necrosan en ambos

y luego son expulsados; la mayoría de los animales presentan bazos
grandes y en algunos casos ganglios de importancia; sin embargo los
frotis revelaron normocelularidad. A los 2 meses aparecen tumores en

todos los animales y se produce la muerte en el 90%de ellos. La

_ 60 _



sobrevida en los animales que recibieron EC fue menor que en el grupo
control(p 4 0.01).

V.- Efecto de extractos citoplasmáticos sobregpoblaciones linfoides
identificadas

1.- Efecto sobre linfocitos murinos estimulados "in vitro"

Se cultivaron los linfocitos purificados con mitógenos específicos
para linfocitos T y B e inespecíficos,todos en concentraciones mitogé
nicas. Se pudo comprobar (Tabla XIII) que el Ec inhibe 1a actividad nú

tótica inducida por los 4 mitógenos. A1estudiar la cinética de esta in
hibición, se vió que el máximoefecto producido por EC, ocurrió a1 agrg
garlo el día O para PHA, con A y LPS y el dia 6 para PWM.Por lo tanto

subpoblaciones T y B son afectadas por EC, siendo esta inhibición depen
diente del tiempo.

2.- Efecto sobre poblaciones reguladoras: linfocitos supresores

Así comose encontró que las poblaciones linfoides citotóxicas se
afectaban por la presencia de EC, se pensó cual sería el efecto sobre
alguna población celular con funciones inmunoreguladoras. Es así como
se estudió cómoinfluyen los FC sobre linfocitos T supresores. Comoel
ensayo de supresión T-T involucra dos etapas bien definidas que se de
tallan en el esquemainferior, se trató de ver, en el caso de existir
algún efecto de parte de EC, si éste ocurría en 1a etapa I o en la II

I. Linfocitos__—._) Linfocitossupresores
II. Linfocitos frescos + linfocitos supresores + mitógeno-—-)-Linfoblasto

Se preincubaron linfocitos murinos con Con A a una dosis tal que se
estímularan preferencialnente los linfocitos supresores a las 24 horas
de iniciado el cultivo. En esta primera etapa, se realizarOn cultivos

simultáneos en presencia y en ausencia de ECBALB/C(4Ong/mlde cultivo).
Luegode 24 horas, se lavaron las células y se enfrentaron con células

frescas del mismo dador y comomitógeno se utilizó Con A. Nuevamente en
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esta etapa se incubaron las mezclas celulares indicadas en presencia
o ausencia del mismoEC. Las incubaciones se prolongaron durante 72
horas más. Tambiénse consideraron cultivos controles (sin mitógeno).
De la Tabla XIVse puede deducir que el ECafecta las subpoblaciones
supresoras, siendo el efecto real sobre la etapa I, o sea aquella en
la que se produce la estimulación que comprometeal linfocito a con
vertirse o expresarse comolinfocito supresor y no en aquella en que
se ejerce el efecto supresor sobre las células estimuladas con mitó
geno.
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TABLA 1

MEDIDA DE LA INCORPORACION DE dT-H3 A CELULAS ENI'ERAS Y NUCLEOS AISLADOS

ORIGEN
C.P.M

CELULA ENTERA LINFOCITO SIN ESTIMULAR (-PHA) 1615 t 215

LINFCXIITO ESTIMILADO (+PHA) 31300 t 2350

LINEA CELULARRAJI 43150 t 2550

NUCLEOAISLADO LINFOCITO - PHA 22340 t 1840

LINFOCITO + PHA 21369 t 2135

LINEA CELULARRAJI 29550 t 2340

Se separaron los linfocitos comose indicó en Materiales y Métodosyse pre
pararon núcleos de los tres tipos. Las células enteras(1 x 10 /m1) se incu
baron con con ,uCi de dT-H3de actividad específica 20 Ci/mmol. Los núcleos
(1 x 106/m1) se incubaron con una mezcla conveniente de nucleótidos trifos
fatos utilizando 1000 cpm/pmol de 'I'I'P-H3como marcador. Las cpm se determi
naron en contador de centelleo líquido, con tolueno-POPOP-PPOcomocentellea
dor. Los resultados reflejan 1a mediaaritmética de triplicados.
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FIGURA 1

INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA EN FUNCION DE LA

CONCENTRACION DE NUCLEOS DE LINFOCITOS EN REPOSO,ES

TIMULADOS Y DE LA LINEA CELULAR_ RAJI
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F I G U R A 2

CINETICA DE LA INCORPORACION DE NUCLEOSIDOS A

NUCLEOS AISLADOS DE LINFOCITOS EN REPOSO,ESTI

MULADOS Y CELULAS DE LA LÍNEA RAJI
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T A B L A II

CARACTERIZACION ENZIMATICA DEL ADN OBTENIDO DE LINFOCITOS EN REPOSO,LINFO

CITOS ESTIMULADOS CON PHA Y CELULAS RAJI (CELULAS Y NUCLEOS AISLADOS)

ORIGENDEL ADN SIN DNasa CONDNasa %ADNhidrolizado %actividad
cpm cpm con DNasa con RNasa

LINFOCITO +PHA 8195 500 94 98

CELULARAJI 9473 413 96 98

NUCLEO + PHA 6662 508 93 95

NUCLEO - PHA 7705 1340 83 81

Se purificaron linfocitos y núcleos aislados. En amboscasos se permitió sín
tesis de ADNen presencia de un radíoisótopo conveniente para reconocer el ADN
sintetizado. Luego de esta primera parte, se incubaron 5 x 106 núcleos con 66
ng de DNasa (Sigma) 60 minutos a 37° C. Otra alícuota se incubó con RNasa pan
creática 3 horas a 37° C. Se determinó 1a actividad en todos los casos contán

dose la radioactividad del material precipitable por perclóríco en contador de
centelleo líquido.
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F I G U R A 3

GRADIENTES DE SACAROSA DE ADN OBTENIDO DE:

A.Linfocito + PHA+ dT4C14,2 horas
B.Núc1eos de linfocitos + PHA, + TTP-H3
C.Núc1eos de linfocitos - PHA, + TTP-H3
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20.000L
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C1.000 L

600
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F I G U R A 4

GRADIENTESDE C1Cs: A.Linfocito + PHA + BrdU;Núc1eos + TTP-H3 (0——fl

B.Linfocíto + PHA;Núc1eos + TTP-H3 (o-o)
Linfocíto + PHA+ BrdU;Núc1eos + TTP-HÉdesnatu

A ralízado (go (u——o)

CPM 1 1 .3. AI ¡

í ' /
2 5 ADN PÏÏ Híb f/ "Í

000 _ ADN c . 0.
Pesado Ï

o I
I

1000

5000

1000

10 20 30 40 Fracciones
o-uo Marcador interno liviano dT-C14
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T A B L A III

EFECTO DE EXTRACTOS CITOPLASMATICOS DE LINFOCITOS HUMANOS NORMALES EN REPOSO

SOBRE LA ACTIVIDAD MITOTICA DE CELULAS LINFOIDES Y NO LINFOIDES HUMANAS

CELULAS BLANCO ORIGEN EXTRACTO z INHIBICION DE INCORPORACION

DE TIMIDINA -H3/106 CELULAS

1

LINFOCITOS HUMANOS

ESTIMULADOS (PHA) LINFOCITOS NORMALES 35.7 Ï 7.3

RAJI (B) " " 40.0 Ï 12.1

HR1K (B) " " 43.8 Ï 5.o

CCRF (T) " " 14.0 Í 6.0

LLA (MED.OSEA)* " " 96.0 Ï 2.2

LLA (S.PERIF.) " " 95.0 Ï 3.1

CULTIVOMIX.UNID. " " 89.0 Í 5.5

KB II 'I
HEP 2 " " 5.7 Í 1.2

HELA " " 1.o Ï 0.5

Se determinó el %de inhibición de la actividad mitótica de acuerdo a la si

guiente fórmula: % Inhibición = 1 - cpm X x 100
cpm control

cpm X = cpm obtenido al incubar las células con ECL

cpm control= cpm de las mismas células sin ECL

* LLALeucemia linfoblástíca aguda

Los resultados representan valores medios de experimentos en los cuales c/cul
tivo se hizo por triplicado.
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F I G U R A S

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD MITOTICA POR EXTRACTOS

CITOPLASMATICOS LINFOIDES HUMANOS NORMALES

RELACION DOSIS - EFECTO

% Inhibición i
incorporación
de dT-H3

100 '

1 L A | n 4 4L >
50 100 zoo 300 400 500 pg Proteina

de EC/ml cult.

Se determinó 1a actividad mitótica de células HR1Kfrente a distin

tas dosis de ECL,calcu1ando las diferencias de incorporación de dT-H
entre células cultivadas en presencia de los extractos y los respec
tivos controles.Los puntos representan los valores medios de tripli

3

cados.
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TABLA IV

CARACTERISTICAS DEL EXTRACTO CITOPLASMATICO HLMANO LINFOIDE NORMAL

TRATAMIENTO % INHIBICION DE 3 EFECTO
INCORPORACION dT-H

NADA 53.8 _

DNasa 62.0 _

RNasa 81.0 _

CALENTAMIENTO56°C 64.0 _

DESCONGELAMIENTOS** 30.4 +

TIEMPO CONGELADO*** 38.7 +

PRONASA 30.7 +

TRIPSINA 12.0 +

** Descongelamíentos sucesivos
*** 2 meses
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T A B L A V

REVERSIBILIDAD DEL EFECTO INHIBITORIO PRODUCIDO POR EQ! SOBRE LINEAS CELULARES
¡:1

INCUBACIONES VIABELIDAD N° CELULAS TOTALES/105 CPM CPM/106CEL

HRIKsin EC, 20 hs 82.3 204.7 Í 4.6 69.600 34.0

mm con EC, 20 hs 80.1 119.0 Ï 5.3 24.128 20.2

HRIKsin EC, 23 hs 33.4 218.3 Ï 8.8 93.133 42.6

HRIKcon EC, 23 hs 79.6 126.7 Í 4.4 30.626 24.1

HR1Kcon EC, 20 hs, 73.3 140.0 Ï 5.7 39.974 23.5

1avadas,resusp.medio
fresco,3 hs. más de
incubación

Se incubaron células HR1K(1 x106) en presencia de ECLdurante 20 y 23 hs.

Simultáneamente se incubaron células sin ECL. Un tercer grupo de células a
igual concentración se incubó 20 hs con ECL, se lavó y luego se incubó 3horas

nus en ausencia de ECL.A las 23 hs. se agregó 11kj de dT-HSy se finalizaron
los cultivos 2 hs. después.
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T A B L A VI

EFECTO PRODUCIDO POR EXTRACTOS CITOPLASMATICOS DE DISTINTOS ORIGENES SOBRE

UNA LINEA CELULAR LINFOBLASTOIDE HUMANA (HRIK)

ORIGEN EXTRACTOS 9. INHIBICION PRODUCIDA p (<)

LLA (T) 69.6 Ï 2.3 0.001

LLA (T y B) 73.0 Í 4.6 o_0005

LLA (Nula) 39.0 Ï 2.6 N5

LLC (B) 25.5 Ï 1.7 0.001

LINFOCI'IOS NORMALES 43.3 Ï 3.8 _

CELULASTIMICAS 23.0 Ï 3.o 0.001

CELULASB (AMIGDALAS) 0.0 0.0005

LINFOCI’IOS NORMALESESTJMULADOS (PHA) 23.0 Í 2.5 0.001

CELULASHR1K (B) 18.0 Ï 2.4 0.001

CELULASBURKI'IT LIKE 35.0 Ï 2.7 0.01

CELULASCCRF (T) 39.2 Ï 3.7 0.0005

LINFCMASNO HODGKIN 16.3 Ï 2.8 0.001

LINFCMASHODGKIN 25.4 Í 2.9 0.001

CELULASRAJI (B) 16.3 Ï 2.11 0.0005

Se obtuvieron las distintas células comose indica en Materiales y Métodosy
luego se prepararon los extractos citoplasmátícos respectivos. Se ensayó la
inhibición que producían sobre la división celular de células HR1Kusándose
comoparámetro incorporación de dT-H3.Los resultados son medias de 3 experimen
tos en los cuales c/cultivo se realizó por triplicado.
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FIGURA 7

FILTRACION DE EXTRACTOS CITOPLASMATICOS DE

LEUCEMIAS AGUDAS Y CRONICAS,LINFOMAS Y CELULAS TIMICAS

POR SEPHADEX G-ZS

VE

. A A= Linfocitos normales
prOtelna B= Leucemia 1inf.aguda

[m8] C= Células tímícas
D= Leucemia crónica y Lín

0-5' fomas

B

r

0.5

C

r

0.5'

r

D

y

0.5LLM
N°fraccíón
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'T A B L A VII

EFECTO DE EXTRACTOS CITOPLASMATICOS LINFOIDES MURINOS NORMALES SOBRE CELULAS

'MURINAS DE DISTINTOS ORIGENES

CELULAS ENSAYADAS z INHIBICION PRODUCIDA

RECUENTOCEL. INCORP.dT-H3

LINFOCITOS BALB/C ESTIMULADOS(PHA) 42.4 Ï 2.4 44.6 Í 4.4

LINFOCITOS AKR ESTIMULADOS(PHA) 23.4 Ï 3.3 29.9 Ï 3.3

CELULASHR1K 56.9 Í 7.3 66.8 Ï 6.1

CELULASRAJI 47.0 Ï 6.4 44.6 Ï 5.4

TUMORMURINOLINFOIDE (L 15) 58.0 Ï 4.7 68.0 Ï 5.5

CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS (Ratón) 0.o 0.o

NEUROBLASTOMA(Ratón) 0.o 0.o

v 79 (Embrión total de hamster) 5.7 Í 2.o 12.3 Ï 2.3

Hep 2 (Carcinoma epidenmoide humano) 5.o Í 2 2 5.1 Ï 1 3

LINFOCITOS HUMANOSESTIMULADOS (PHA) 48.0 Í 3 4 46.4 Ï 3 5

Los resultados reflejan 1a media de 3 experimentos distintos en los cuales cada
punto fue hecho por triplicado. E1 %de inhibición ya sea por recuentos celula
res o por incorporación de dT-H3se calcula respecto a las células control en
cada caso, 6 sea células incubadas en ausencia de extracto citoplasmático a 1a
misma temperatura y durante el mismotiempo. El extracto utilizado fue obtenido

de linfocitos de bazo de ratones de la cepa BALB/c.
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TABLA VIII

EFECTO DE E.C. SOBRE EL CRECIMIENIO TlMORAL ALOGENEICO

GNHD 'HMLMHBWO GECDHENK)NJDW& p
POSITIVO %
TOTAL

1 NINGUNO 11/36 30 

2 LINFOCITOS ENTEROS 7/24 39 NS

3 ECBALB/C 21/36 58 (0.012

* Calculado por X2

Se inocularon ratones de la cepa BALB/ccon ECBALB/C(40ng) "ln Sltu' con
un tumor alogeneico AKR(L15) en cilindro de vidrio. Se deternúnó 1a inciden
cia tumoral 30 días después de la inoculación.
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T A B L A IX

EFECTO DE EC SOBRE LA INDUCCION DE CITOTOXICIDAD MEDIADA POR CELULAS

INMUNIZACION INMUNIZACION CDKZ(ESPECIFICA %) INHIBICION (%)

PRIMARLA SECUNDARIA

BUFFER FOSFATO BUFFER FOSFAEO 25.35 t 5.25 

+

ECBALB/C ECBALB/C 12.75 - 4.45 45.4

E
s +

CBALB/CCONGhL ECBALB/CCONGEL. 12.95 - 5.55 44.5

Se marcaron células L15 con 51CrO4Na2y se enfrentaron "in vivo" durante 3 hs.
a 37° C en una relación 1:100 con linfocitos preinmunizados a L1S, como se in

dica en Materiales y Métodos en presencia o nó de ECBALB/C.Para calcular 1a
citotoxicidad se utilizó la siguiente fórmula:

N°cpmtotales - N° cpm espontáneo x 100
N°cpm experim - N° cpm control

Los resultados representan valores medias de cuatriplicados.
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T A B L A X

EFECTO DE EC SOBRE LA EXPRESION DE CITOTOXICIDAD MEDIADA POR CELULAS

CELULAS CPM CITOTOXICIDAD INHIBICION (%)
ESPECIFICA (%)

INMUNESresuspendidas
en buffer fosfato 1490 Í 55 28.8

INMUNESresuspendidas 0
en E.C. 1499 Ï 67 29.1

NORMALESresuspendidas
en buffer 644 Ï 49 0

' o
NORMALESresuspendidas

en E.C. 650 Ï 27 o

Se comparó la CMCde Células inmunes a L15 resuspendidas en medio con ECBALB/c
6 en su ausencia. Lo mismose realizó en linfocitos normales no inmunizados.

Los resultados expresan la media aritmética de cuatriplicado.
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T A B L A XI

EFECÏO DE E.C. SOBRE REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD TARDIA Y RESPUESTA HUMORAL

GRUPOS n 24 hs p 48 hs p Títulos
hemaglutinantes

(<3

EXPERIMENTO 1

Control 10 3.6 Í 1.4 2.4 Ï 1.2 1/512

+ E.C. 10 2.1 Ï 1.2 0.025 1.4 Ï 0.8 0.025 1/128

EXPERIMENTO 2

Control 13 3.4 Ï 1.6 1.9 Ï 0.6 1/128

+ E.C. 18 1.3 Ï 1.5 0.0025 1.o Í U.6 0.0025 1/32

Se inyectaron 1 x 108 glóbulos rojos de carnero (SRBC)en la pata derecha de

animales BALB/c. Según los casos se inoculó simultáneamente ECBALB/C(400}g/
ratón) o buffer fosfato comocontrol. Se desencadenó la reacción en forma si
milar en la pata izquierda 6 días después y se leyeron los diámetros de las
patas de cada animal con calibre y se determinaron los anticuerpos hacia SRBC
por hemaglutinación directa. Los resultados son las medias de grupos de ocho
animales.
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T A B L A XII

EFECTO DE EC SOBRE REACCIONES DE INJERÏO CONTRA HUESPED

GRUPOS PESO ANIMAL PESO BAZO INDICE ESPLENICO **

(g) (g)

Ratones SWISS

recién nacidos

inyectados con:
Células BALB/cpre
inmunes + EC i.n. 9.0 0.0378 1.373

'8.0 0.0276
8.2 0.0330
8.6 0.0617

8.5 0.0550

Células BALB/cpre
inmunes + Buffer 7.7 0.0399 1.872

7.3 0.0401

7.9 0.0596

7.2 0.0540

7.8 0.0510

Células BALB/cnor

males + EC i.p. 8.6 0.0516 2.126
8.8 0.0646
8.0 0.0620
8.8 0.0712
8.3 0.0680

Células BALB/cnor

males + MEM* 7.8 0.0327 1.274
7.5 0.0340
7.9 0.0174
7.8 0.0483

7.1 0.0337

*MEM=Minimumessential medium ** 1:5, x (g) bazos)e x ( bazos t 1x (gJanimal Xp (g)anima con ro
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F I G U R A 8

EFECTO DE EC SOBRE UN TUMOR LINFOIDE MURINO (L1S)

Latïncï 1 = 800 pg de EC
(D13 ) 2 = 400 pg de EC

(N°anim_ 3 = Tumor + EC "in vitro"
c/tum‘or)8 4 = Tumor sólo

h

1 2 3 4 Grupos

Sobrevida día 2

(N°animales) 8

1 2 3 4 Grupos

Sobrevida día 30 ¡F

(N°animales) a, ::

ha É

E1E234 ruos
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F I G U R A 9

EFECTO DE EC SOBRE UN TUMOR LINFOIDE MURINO:

LATENCIA,TAMAÑO Y SOBREVIDA

Latencía
(N°anim.

20

. n l \‘ Ï
10 20 30 Días

Tamaño

(mms/rat);
3p

2+1. 5/
. l l \Í

10 20 30 Días
.ÁKSobrev1d

(anim.
vivos)

10.

. . A. x

10 20 30 40 Días

-—o—-= Control; ——-0——-=Tumor + EC;"4}'_ = Tumor preinc.c/EC
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F I G U R A 10

EFECTO DE EC SOBRE TUMORES NO LINFOIDES MURINOS

{SARCOMA 180!

LatenciaÁ
(N°anim.
c/tumor)

4o»

30L

20x

1 2 1 2 7
48 hs 96 hs Horas

Tumor + EC
Tumor - EC

Tam ño A“
(mm/rat6n N-l

llIIII

3 D

2 .

...44... . ..\
1 2 3 4 s 6 7 8 9 Díaé

Sobrevida fl“
(N°anim.vivos_

18.

JH] x
1 2 1 2 r

10 60 Días

[:3 =1=Tumor + EC mun= 2= Tumor -EC
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TABLA XIII
\

CINETICA DEL EFECIO DE EC SOBRE LINPOCITOS ESI'MJLADOS CON DIVERSOS MI'IOGENOS

MITOGENO AÑADIR) EL DIA INHIBICION (95)

CON A 0 50

1 43

2 31

PHA 0 46

1 35

Z 27

LPS 0 60

1 41

2 36

PMA 0 33

6 94

Los cultivos con ConA, PHAy LPSse sacrificaron a las 72 hs. mientras que los

de PMMa los 7 días. Los resultados fueron obtenidos a partir de medias ai'itmé
ticas de sextuplicados .
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T A B L A XIV

EFECTO DE EC SOBRE LA SUPRESION EN LA RESPUESTA BLASTOMITOGENICA

CULTIVOS % SUPRESION

LINFOCITOS + LINFOCITOS SUPR.PREINC.CON EC + CON A 3

LINFOCITOS + LINFOCITOS SUPR.PREINC.SIN EC + CON A 24

LINFOCITOS + LINFOCITOS SUPRESORES + CON A 24

LINFOCITOS + LINFOCITOS SUPRESORES + CON A + EC 22

Los cálculos del %de supresión se realizaron en base a las me
dias aritméticas de sextuplicados de cpmde cada punto conside
rado.Los mismos se hicieron de acuerdo a lo indicado en Materig
les y Métodos.
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DISCUSION

Los linfocitos humanosde sangre periférica, se encuentran en el
estado de reposo previo a1 periodo de síntesis de ADN.Por lo tanto
para que exista división celular, debe ocurrir esa síntesis que resul
tará en la replicación del material genético. La replicación se corre
laciona temporalmente con el aumentode la incorporación de nucleósidos
comola timidina y de la actividad de las distinas polimerasas durante
el proceso detransformaCióntflastica (31). Es así comolos linfocitos
purificados que se cultivaron en ausencia de antígenos específicos ó
mitógenos inespecíficos, presentaron baja actividad sintética en compa
ración con los mismoslinfocitos pero estimulados y con células trans
formadasen proliferación activa y descontrolada.

Sin embargo, estas diferencias tan claras no se reprodujeron cuando
se permitió que los núcleos aislados de los 3 sistemas mencionados, sin
tetizaran ADN.Se observó, que incubando los núcleos de linfocitos en
reposo, de linfocitos estimulados Con PHAy de una línea celular linfo
blastoide (RAJI), en presencia de la mezcla adecuada de nucleótidos tri
fosfato, la incorporación de éstos últimos era idéntica en todos ellos.
Esta observación no implica directamente una identidad en el proceso de
síntesis, porque si bien la cantidad de nucleótido trifosfato incorpora
do resultó ser igual, podrían existir diferencias en cuanto a1 producto
final sintetizado. Las posibilidades a considerar serían las siguientes:
1) que el producto sintetizado no sea ADNen todos o algunos de los casos;
2) que el producto final sea ADNpero de distinto peso molecular; 3) dis
cernir si lo que ha ocurrido durante la síntesis nuclear ha sido un pro
ceso reparativo o replicativo y 4) en el caso de ser replicativo,diluci
dar si los puntos de replicación "in vitro" son una continuación de los
existentes "in vivo”.

Al analizar el producto final tanto de la síntesis de células enteras
comode núcleos aislados, se observó que ambosADNeran sensibles a la

DNasay no a la RNASA.En base a la susceptibilidad se podría concluir
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que la sintesis "in vitro" originaba ADN.Sin embargo esto no fue su

ficiente para contestar los demásinterrogantes planteados. El problg
ma del tamaño de ADNsintetizado se resolvió con gradientes de sacarg

sa y patrones de ADNconvenientes. Es así como se comprobé que la cé
lula linfoide normal estimulada con PHAsintetiza un ADNde mayor pe
so molecular que los núcleos aislados (tanto de linfocitos estimula
dos comode linfocitos sin estimular). Resultó importante observar
que ambosnúcleos, aquellos aislados de linfocitos estimulados y de
linfocitos sin estimular, sintetizaron un ADNde idéntico peso mole
cular. Souleil (145) propuso que el hecho de encontrar ADNde peso
molecular menor, podría deberse a la presencia de lípidos asociados al
ADNo reflejaría moléculas sintetizadas de distinto tamaño.Gott1ieb
(146),demostró que tanto 1a estimulación por PHAcomo 1a estimulación
antigénica, resultaba en un distribución de ADNen la cual la zona li
viana se debía a 1a presencia de lípidos asociados a la membrana.Tam
bién ha sido demostrada la presencia de ARNasociada a cadenas nacien
tes de ADN(147,148).

Debe puntualizarse además que la medida de síntesis de ADNpor
incorporación de timidina a un-material precipitable por ácidó, no re
fleja un proceso simple. Unnúmerodiscreto de pasos y conversiones
bioquímicas preceden la inserción del nucleótido marcadoradioisotópi
camente, a1 ADN:1) el nucleósido es transportado del medio extracelu
lar a través de 1a membrana;2) se asocia con el pool de nucleósidos
intracelulares que puedenencontrarse en compartínentos específicos y
localizaciones subcelulares, existiendo así 1a posibilidad de un in
tercambio activo entre nucleósidos transportados y los internos; 3)
ocurre conversión de nucleósido a nucleótido monofosfato, difosfato y
trifosfato; 4) el nucleótido trifosfato debe atravesar la membrananu
clear e integrar el pool de nucleótidos trifosfato; S) finalmente el
nucleótido marcado debe interaccionar con el ADNtemplado y ADNpoli

merasa específicamente para incorporarse a1 ADNque está sintetizando.

_ 33 _



Otros autores (149,150) han intentado síntesis de ADN"in vitro",
con núcleos aislados, obteniendo resultados similaressa los demostra

dos aquí. Incluso se ha descripto en sistemas más sofisticados, traba
jando con células perneabílizadas (151,152) ó con núcleos aislados sin
cronizados (153), que existe un único mecanismoque regula la síntesis
de ADNen los mamíferos y que esa síntesis es replicativa, discontinua
y semiconservatíva. Berger (151) y colaboradores, demostraron que los
nucleótidos trifosfato exógenos se incorporan directamente al ADNy no
sufren hidrólisis para refosforilarse previamentea su incorporación.

El hecho que los núcleos de linfocitos en reposo, una vez aislados,
sean capaces de sintetizar ADN,habla a favor de una regulación extra
nuclear. Las evidencias de Rapaport (153) indican que la iniciación de
la replicación estaría regulada por factores citoplasmáticos y que la
elongación de replicones previamente iniciados estaría controlada por
la relación ATP/ADPdel compartimento núclear.Las.AIPasas nucleares de
pendientes del ADN,jugarían un papel importante en este control dado
que al aumentar los niveles de actividad de estas enzimas, la relación
ATP/ADPdisminuye, siendo favorable esta situación para 1a replicación
del ADN.

Los experimentos diseñados con el fín de discernir entre síntesis
replicativa o reparativa, demostraronque los núcleos aislados replica
ban el material genético igual que la célula entera. Esto no excluye
la posibilidad que ocurra ademásreparación post-transcripcional en for
mamínima. Utilizando antimitóticos que específicamente inhiben 1a re
plicación o la reparación, se observó que efectivamente el proceso de
síntesis fundamental que ocurría en el compartimentonuclear era la rg
plicación del ADN(152). La última palabra sobre estos aspectos está
en poder de las ADNpolimerasas; si fuera posible purificando las polí
merasas nucleares que ya han sido identificadas (144), realizar ensayos
"in vitro" para comparar la síntesis obtenida en presencia de un u otra
enzima, se podría concluir definitivamente sobre esta cuestión.
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Finalmente se ha podido demostrar que los puntos de replicación
"in vitro” son una mera continuación de los preexistentes "in vivo".
Sí esto no fuera así, a1 incubar los linfocitos en presencia de BrdU
y PHA,yluego aislar los núcleos provocandosíntesis "in vitro" en
presencia de TTP-H3,en lugar de encontrar comose obtuvo un pico

híbrido neto con el 90%de la marca radioisotópica, se hubieran de
tectado picos livianos producto de la aparición de nuevos sitios de
iniciación de la replicación en el estado de núcleo aislado. Rapaport
demostró que incubando los núcleos aislados en presencia de BrUTPen

lugar de TTP, lavándolos luego de 1 hora y realizando a continuación
una nueva incubación en presencia de TTP-HS, se encontraba un ADNhi
brido (cadenas pesada-liviana) y no ADNliviano (liviano-liviano).

Unavez demostrado que los núcleos de linfocitos en reposo repli
caban su material genético igual que los núcleos de linfocitos estimg
lados o 1a célula entera en presencia de un mitógeno inespecífico, se
intentó el estudio de la regulación de este proceso asumiendoque el
mismoestá gobernadopor factores extranucleares, en especial facto
res citoplasmáticos. Si bien se han descripto factores de esta natu
raleza en numerosos tejidos (96-124), aún es poco conocida la forma
en que ejercen su actividad regulatoria sobre la división celular.
Aúnmás,no son muchoslos datos que ofrece 1a literatura sobre el efec
to de estos factores "in vivo".

Ademáscomoya se mencionó, el sistema linfoide ofrece la posibi
lidad de estudiar el fenómenode la división celular en tres estadios

fundamentales; reposo mitótico, mitosis controlada y mitosis descontro
lada. Por otra parte se puede analogar estudios "in vitro" a procesos
reales "in vivo” estudiando por un lado 1a regulación del sistema in
munológicoen el cual el linfocito es célula fundamental, y por el o
tro el desarrollo y la evolución de neoplasias de origen linfoide.

Es así comose observó que los extractos citoplasmáticos de linfo
citos humanosnormales obtenidos de sangre periférica, ejercieron una
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actividad antimitótica sobre cualquier tejido linfoide ensayado, aún
cruzando la barrera de la especie. Los altos valores de viabilidad
encontrados descartaron toda posibilidad de acción citotóxica de par
te de los extractos. El efecto antimitótico respetó la especificidad
de tejido. Resultados idénticos se obtuvieron al utilizar extractos
citoplasmátícos linfoides murinossobre líneas celulares linfoblastoi
des humanas. A1 demostrarse que el efecto antimitótico que se había

producido podía ser revertido parcialmente con el tienpo,los extrac
tos citoplasmáticos estarían involucrados en la definición conceptual
de "chalonas" (96).

Se ha determinado el peso molecular de varias de las chalonas des
criptas en la literatura (122,124). los datos son muyvariados dado
que los grados de pureza de las distintas preparaciones distan de ser
uniformes. Por ello los valores hallados oscilan entre 2000y 50.000
daltons (119). Actualmente las formas más purificadas de chalonas re
velaron pesos moleculares cerca de los 2.000 daltons. Comose demostró
por cromatografía en columna, las chalonas linfoides en este trabajo
se encontraron agrupadas en dos picos netos, uno mayor de 25.000 y otro
menor, coincidiendo la mayoractividad anti-mitótica con este último.
A1 comparar las chalonas linfoides normales con patrones de peso mole
cular conocido y suero humanononmal, se obtuvieron bandas electrofore
ticas que correspondieron a pesos moleculares entre 15.000 y 62.000 dal_
tons. Se ha sugerido que las diferencias en los pesos moleculares está
asociada al grado de purificación pues existirían uniones no covalentes
inespecífícas entre las chalonas y proteinas y glicoproteinas, inacti
vas desde el punto de vista antimitótico. Houcky colaboradores (154)
demostraron que la chalona linfoide y la fibroblástica se encontraban
fuertemente complejadas con moléculas de ARNde bajo peso molecular.
Observaron que al tratar chalonas impuras con ribonucleasa, el peso mo
lecular de las mismas descendía de 36.000 a 10.000 6 aún menos sin va

riación en la actividad antimitótica. Ademaspara que pueda existir una
unión tan fuerte entre chalona y ARN,siendo ésta últimalnipolielectrolito
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aniónico, 1a chalona debería ser un polipéptido catiónico.
Respecto a la composición y a sus propiedades químicas, se obser

vó que el tratamiento de chalonas linfoides humanas con DNasay RNasa

no modificó las características antimitóticas. Tampocofueron altera
das por el calentamiento a 56° C. Sin embargoel descongelamiento su
cesivo y uma permanencia en estado congelado (-20° C) mayor que 2 me

ses, disminuyósignificativamente las propiedades anti-mitóticas. Tam
bién el tratamiento con enzimas proteolíticas disminuyóla actividad
anti-mitótica . Los datos obtenidos coinciden con los de la literatura

(119,154). Ademásde las características proteícas mencionadas se ha
infonmado la presencia de hidratos de carbono como1a manosa, unida co
valentemente a la chalona linfoide y a la fibroblástica. Se asumeac
tualmente que las chalonas son glicoproteinas. En algunos casos se han
identificado grupos terminales tiólicos, carboxílicos o N-tenminales.
En el caso de la linfocítica, se ha demostradoque la enzima pirogluta
mato aminopeptidasa anula el efecto anti-mitótico. Este hecho signifi
ca que la chalona linfocítica posee un residuo piroglutamato N-terminal.

En cuanto al efecto antí-mitótico, se intentó averiguar: 1) Cuáles
eran las poblaciones y subpoblaciones linfoides normales hacia las cua
les estaba dirigido fundamentalmenteel efecto; 2) Quétipo de linfocitos
eran los que poseían mayor concentración de chalona; 3) Cuál era el efeg
to sobre células neoplásicas de origen linfoide y 4) Detectar la presen
cia de chalonas en tejidos neoplásicos y en el caso de verificarla, po
der compararla con chalonas normales.

Se observó que el efecto antimitótico se ejercía sobre toda célula
de origen linfoide ya sea normal o neoplásíca. Ademásera indistinto
que se tratara de células en franco proceso de división activa en forma
descontrolada o división activa pero controlada comoen el caso de los
linfocitos estimulados inespecíficamente por PHAó por un estimulo alo
geneico. Tampocose encontró diferencia alguna en cuanto al origen de
las células neoplásicas, pues el efecto anti-mitótico resultó positivo
sobre líneas celulares B derivadas de linfoma de Burkitt, productoras
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y no productoras de partículas virales, líneas celulares derivadas de
una leucemia T, células leucémicas obtenidas tanto de sangre periféri
ca comode médula ósea de leucemias linfoblásticas agudas T, B mixtas
o nulas y de luecemias linfoides crónicas. Solamente no se observó e

fecto sobre aquellas células tumorales que no eran de origen linfoide.
Estos hechos avalan la especificidad de tejido que poseen las chalonas.

A1intentar identificar la población linfoide responsable del efec
to anti-mitótico, se observó que los linfocitos T cumplían con esa fun
ción. Es así comolos efectos más pronunciados fueron detectados en cha
lonas obtenidas de leucemias linfoblástícas T y líneas celulares de ori
gen T. El rendimiento de actividad anti-mitótica a partir de linfocitos
B purificados de amïgdalas, de leucemias crónicas ó de líneas celulares
B, fue escaso. Si este hecho se debió a escasa concentración chalónica
ó a una disminución efectiva en la actividad,no ha podido revelarse aún.

Sin embargoal compararse las chalonas normales con las neoplásícas
se observó que las chalonas obtenidas de leucemias línfoblásticas agudas
poseían 3 picos de actividad anti-mitótica, 2 de los cuales correspondig
ron a pesos moleculares menores de 25.000 daltons. Las células timicas,
cuyo grado de madurez es menor que el linfocito circulante, demostraron
poseer una actividad chalónica menor y 1a mayor concentración proteica
correspondió a un pico de peso molecular mayor de‘25.000. Finalmente,
las chalonas obtenidas a partir de ganglios de linfoma de Hodgkin y no
Hodgkiny de leucemias linfoides crónicas con fenotipo B, demostraron
2 picos de escasa actividad antimitótíca y proteica, que coincidieron
con picos normales.

Por lo; tanto existirían tres situaciones distintas que podrían ex
plicar las fallas en la regulación linfoproliferativa: 1) Ausenciade
factores inhibitorios endógenoscapaces de ejercer esa regulación;
2) Presencia de factores inhibitorios demostrables "in vitro", pero in
capaces de autolhmitar 1a proliferación "in vivo" y 3) Alteraciones en
las células neoplásicas comoproducto de la transformación que impidan
el reconocimiento de sus propios mecanismosregulatorios. Es importante
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recalcar aquí que las chalonas obtenidas a partir de las distinas neo
plasias mencionadas,corresponden a factores endógenos de poblaciones
celulares originadas a partir de un determinadoclon celular y por lo
tanto en el caso de leucemias crónicas existe una mayoría absoluta de
linfocitos B. Comose mencionó anteriormente las chalonas son produci
das a partir de linfocitos T. Es así comola ausencia de actividad an
ti-mitótica puede deberse al enriquecimiento tumoral de células B en
algunas neoplasias mencionadas. Las diferencias encontradas en cuanto
a los pesos moleculares de chalonas de leucemias agudas y normales pue
de no ser relevante "in vitro" pero sí ser decisivo "in vivo”. Podría
ser también que el proceso bioquímico de obtención de chalonas a par
tir de células leucémícasresultara en un artificio técnico a expensas
del cual se concentraría gran cantidad de chalona que no reflejara la
situación real "in vivo". Sin embargoal calcular la concentración pro
teica de chalonas obtenidas por millón de células, no se encontraron
diferencias entre las normales y las de leucemias agudas. La tercera
posibilidad parece ser la más acertada. Houcky colaboradores (124)
reportaron que las células tumorales (provenientes de leucemias ó lin
fomas) necesitan el doble de concentración chalónica para demostrar el
mismoporcentaje deinhibiciónque linfocitos humanosdiploides. Este
aumentoen el requerimiento de chalona, estaría asociado al hecho que
los linfoblastos tumorales, no pueden unir chalona en la misma forma
que los linfocitos normales. Sugirieron que tanto linfomas comoleuce
mias producirían una pequeña cantidad de chalonas pero debido a proble
mas de unión a 1a membranacelular, no podrían ejercer el control antí
mitótico necesario para diminuir la linfoproliferación.

Es imposible comparar estos resultados dado que en la literatura no
se encuentran estudios bioquímicos sobre inhibidores obtenidos a partir
de células neoplásicas. Sólo en el caso de un tumor ascítico, JB-1, se
ha identificado un inhibidor endógenode naturaleza policatiónica cuya
actividad disminuyeen presencia de polianiones por unión directa al
inhibidor. Barford sugirió que los policationes anularían el efecto del
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inhibidor ascítico bloqueandoel receptor celular del inhibidor especí
fico para el estadío G1que debería ser aniónico dado que el inhibidor
en sí es policatiónico (156).

Se han descripto otrosagentesiflúbitoriosde ladivisión celular a
partir de cultivos de células neoplásicas (157) dondepurificando par
cialmente los medios acelulares, se han encontrado sustancias no cito
tóxicas, de alto peso molecular (mayorque 25.000) capaces de inhibir
la división celular descontrolada.

Unmodelopropuesto para el control de la proliferación celular,
ha sido presentado por Allred (155) quien lo denominó: la hipótesis l
del receptor de contacto y 1a chalona. Se sugirió que existiría un úni
co mecanismopara explicar los fenomenosde inhibición de proliferación
celular por contacto y por actividad chalónica. La hipotésis se basa en
dos suposiciones: primero, que el contacto célula-célula está mediado
por moleculas de receptores sobre la superficie celular; segundo,que
estos receptores pueden ser liberados al medio. Cuandodos células en
tran en contacto fragmentos de sus receptores se unen y se entrelazan
de forma similar al entrecruzamiento producido por unión de la Concana
valina A a sus receptores. Se produce comoconsecuencia del entrecru
zamiento un reordenamiento de la membranacelular que produce una inhi

bición de la síntesis de ADNy de la movilidad celular de la mismama
nera como 1a producen altas concentraciones del mitógeno mencionado.

El hecho que se haya demostrado que la mayoría de las chalonas tie
nen características glicoproteicas y que son capaces de inhibir la mo
vilidad celular, favorece las postulaciones de.esta hipotésis.

Nakai y colaboradores (158) han efectuado estudios sobre el sitio
de acción de la chalona ascítica. Observaron que 1a síntesis de ADNen

presencia de un ADNnaciente marcado radioisotópicamente, no se afecta
ba por la presencia de chalona. Sin embargo las actividades de ADNpo

limerasas oc yfi se encontraban fuertemente inhibidas. Contrariamente,
la ADNligasa no se encontraría involucarada en los mecanismos de ac
ción de la chalona. Estos resultados sugieren que el control de la
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chalona sobre la actividad mitótica durante el proceso de replicación,
ocurriría fundamentalmente por inhibición de las ADNpolimerasas men
cionadas que comoconsecuencia afectaría la síntesis de ADN,disminu
yéndola drásticamente. Aparentemente,este efecto inhibitorio se ejer
cería directamente en el núcleo sin intermediación de receptores ce
lulares de membrana.

Para poder estudiar el efecto que producían los inhibidores cito
plasmáticos "in vivo", se recurrió a un modelo experimental murino. De
esta forma se podría averiguar los posibles efectos terapéuticos que
una aplicación de chalonas podría ofrecer comoagente fundamentalmente
citostática: ya sea en procesos neoplásicos o comoagente inmunosupre
sor.

En primer lugar se pudo observar que la inoculación de chalona lin
foide murina normal era capaz de aumentar la incidencia de un tumor

alogeneico. Las explicaciones posibles serían: 1) efecto aumentadordi
recto sobre la división celular tumoral; 2) efecto indirecto sobre el
crecimiento tumoral por supresión de la respuesta inmunedel huéSped y
3) razón desconocida. La primera posibilidad pudo ser facilmente des
cartada dado que la chalona inhibía la replicación de las células tumo
rales linfoides "in vitro". La segunda posibilidad parecería ser más ra_
zonable. Es fácil de comprender que un factor que específicamente in
hibe 1a proliferación linfoide, actúe sobre la respuesta inmuneque el
huésped ofrece a un estímulo alogeneico, dado que todas las respuestas
inmunológicas dependende una u.otra manera de la proliferación celular.
El crecimiento tumoral se hace evidente 20 días después de su implanta

ción. Sin embargomicroscópicamente, el rechazo tumoral puede observar
se ya el día 14. Aunquea estos tiempos el extracto citoplásmatico que
fue inoculado junto con las células tumorales (L15), se haya metaboli
zado, los primeros días, más aún, las primeras horas post-inoculación,
son esenciales para el destino final de la respuesta inmunealogeneica,
ya sea rechazo o aceptación. Si las células efectoras proliferan inme
diatamente después del estímulo antigénico y previo a la aparición de
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células supresoras, la inhibición de esas células efectoras será máxi
ma durante este período temprano. De hecho,se ha demostrado en este

trabajo, que los mismosextractos citoplasmáticos afectan la inducción
de células efectoras citotóxicas hacia antígenos de histocompatibilidad
no afectándose la expresión de la citotoxicidad de linfocitos previamen
te inmunizados hacia umantígeno. Estos resultados concuerdan con el

hecho que las células T pre-citotóxicas deben dividirse por lo menosuna
vez para convertirse en células efectoras y que luego no necesitan di
visiones subsiguientes para ejercer el efecto citotóxico (159). Esto ex
plicaría comoun factor capaz de inhibir la división celular linfoide
podría indirectamente favorecer el crecimiento de un tumor linfoide, a
las concentraciones utilizadas en este ensayo, por supresión de las reag

-cíones de rechazo correspondientes, aún cuando su acción directa sobre
las células tumorales linfoides y sobre las inmunesha desaparecido a lo
largo del tiempo.

Los efectos producidos por extractos citoplasmáticos linfoides sobre
otras respuestas del sistema inmunológico fueron: disminución de las
reacciones de hipersensibilidad tardía a antígenos xeaneneicos, dismi
nución de 1a respuesta humoral al mismoantígeno y una f*;flúnución de las
reacciones de injerto contra huéspedhacia aloantígenos.r¿ros autores
(160), han observado inhibición de la generación de células citotóxicas
en cultivos mixtos de linfocitos, siendo esta inhibición_dependiente
del tiempo en que se añadía chalona a los cultivos estudiados.

Establecida la inmunosupresiónproducida por las chalonas "in vivo”,
se quizo averiguar qué'subpoblaciones linfoides se afectaban mayormente
por su presencia y cuál era el producido sobre alguna subpoblación que
tuviera funciones regulatorias. Para ello se cultivaron linfocitos en
presencia de mitógenos que estimularan la linfoproliferación T, B ó am
bas simultáneamente. Se pudo comprobar que la chalona disminuia conside
rablemente la proliferación celular tanto T comola B. Las diferencias
encontradas fueron de órden cinético o sea variaciones en cuanto al máx;

moefecto producido de acuerdo al momentoen que se introdujo la chalona
linfoide a los cultivos.

-97



Respecto a la inmunoregulación, se eligió estudiar el efecto pro
ducido sobre la generación o producción de células T supresoras y so
bre su capacidad de actuar sobre células estimuladas inespecífícamente.
Los resultados presunadoshan demostradoque existe inhibición en la
etapa temprananue en el caso del ensayo supresor T-T implica la etapa
en la que el linfocito se comprometea convertirse en linfocito supre
sor. La expresión de la función supresora se vió alterada por la pre
sencia de chalonas. Nuevamenteestos datos ayudan a la comprensión de
fenómenos comoel favorecimiento del crecimiento de un tumor alogeneico.

El interés que revisten los efectos de inhibidores endógenos de 1a
proliferación celular, se resumenen la posibilidad que ofrecen de:
1) ahondar en los mecanismosnormales que regulan la división celular;
2) utilizarlos para ensayos apropiados con fines de diagnóstico y
3) utilizarlos comoagentes terapéuticos.

Korsgaard y colaboradores (161), han demostrado el uso de chalonas
epidermoides en el plano diagnóstico. Cultivos de células provenientes
de carcinomas pobrementediferenciados pudieron distinguirse en presen
cia de chalona epidermoide GZparcialmente purificada pues aquellas cé
lulas que no se inhibieron resultaron ser adenocarcinomas y no verdade
ros carcinomas. Esta posibilidad de distinguir entre células tumorales
fuertemente asociadas, también la ensayaron Anichkovy colaboradores
(162) en tumores uroteliales con resultados similares a los expuestos.
En estos casos se examinó la cantidad de chalona obtenida a partir de

epíteliomas del tracto urinario. No se detectó chalona epidermoide GZ
en el urotelio normal. El contenido de chalona GZepidermoide se corre
lacionó con el grado de metaplasia de los tumores a células escamosas
del tejido tumoral.

En cuanto a tratamiento, se ha propuesto el uso de chalonas como
agentes terapéuticos en dos situaciones: comoagente inmunosupresor en
transplantes y comoquimioterápico citostático en algunas neoplasias.
Los datos más conocidos se refieren al uso de chalonas granulocíticas en
leucemias mieloides (110,111,136) con buenos resultados. Sin embargo

-98



no existe acuerdo respecto a si estas chalonas producen inmunoestimu
lación o no. Por un lado se ha visto aumentoen la eritropoyesis y la
megacariopoyesisy una resistencia importante a infecciones bacteria
nas a expensas de uma inmunoestimulación. Por el otro, se ha descrip

to una ausencia total de antigenicidad de parte de la chalona granulg
cítica y una inmundepresióndeclarada en pacientes administrados con
la misma. Todos los estudios conocidos hasta el momentoatribuyen un

gran alcance al uso de las chalonas en terapia anti-neoplásica. Se ha
demostrado también el control ejercido por chalonas hepáticas sobre
hepatocitos "in vivo" posterior a una hepatectomía parcial (163) y
las propiedades retardantes de pequeñas concentraciones de chalona he
pática sobre células del hepatoma de Novikoff (164).

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que la pre
sencia de chalonas linfoides en dosis adecuadas, diSminuyesignifica
tivamente la incidencia, la latencia, el crecimiento y la sobrevida de
animales con tumores linfoides singeneicos. Además, dado que los mismos
extractos inhibitorios no afectaron el crecimiento de tumores no lin
foides y sí disminuyeron la sobrevida de aquellos animales que lo ha
bían recibido, se concluye que el sistema inmunológico del hüesped se
afecta en forma importante. Esto significa que si bien la aplicación de
chalonas es una herramienta útil en distinas neoplasias, en las linfo
proliferativas debe administrarse cuidadosamente, pues si bien se pue
de contrarrestar el tumor, también se afecta el sistema inmunológico.
A través de 1a supresión de la respuesta inmunepor afectar la división
celular "in vivo" como"in vitro", se reduce marcadamentela expansión
clonal inducida por antígenos.

Aunquelas chalonas linfoides no han sido extensivamente estudiadas,
existen muchísimostrabajos concernientes a factores supresores linfoides

,_, específicos e inespecífícos (11). Muchosde estos factOres pueden ser
segregados activamente por linfocitos estimulados inespecífícamente o
sensibilizados hacía un determinado antígeno; pero también se han encon
trado factores supresores a partir de células normales (165) ó de
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sobrenadantes de cultivos de linfocitos normales (166). La especifi
cidad de especie y tejido de estos factores no ha sido extensivamen
te estudiada. Debería tenerse en cuenta 1a posibilidad de que fueran
chalonas.

La existencia de tantos factores supresores y activadores distin
tos, demuestra que la regulación de 1a respuesta inmune es un sistema
exquisito y multifacético. Es tentativo especular que podría haber
evolucionado de un mecanismoprimitivo basado en la retroalimentación
tipo chalónica.

Pese a que la teoría de 1a regulación por chalonas es provocativa
en cuanto a sus alcances terapéuticos y biológicos, deben tenerse en
cuenta las criticas a las mismas: 1) contaminación bacteriana posible
en las preparaciones; 2) uso de incorporación de timidina tritiada en
los ensayos, que puede diluirse en el pool de 'nucleósidos intracelu
lares; 3) el efecto citotóxico de preparaciones impuras; 4) ser con
cientes de los parámetros metabólicos y bioquímicos que determinan 1a
muerte celular y 5) tener presente que si bien los resultados "in vivo"
son fisiológicos no siempre representan situaciones que se presentan
en la realidad.

Ahondaren los mecanismosque regulan la división celular a tra
vés de inhibidores endogénostisulares, no deja de ser interesante da
do que de sus resultados depende el conocimiento de los mecanismos nor
males que controlan la proliferación y las fallas del mismocontrol en
el crecimiento maligno.
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CONCLUSIONES

1.Habiéndose visto que los núcleos aislados de linfocitos en repo
so,son capaces de sintetizar un ADNde iguales características
que aquel producido por linfocitos en proliferación por estimu
lación antigénica,se pensó que existiría una regulación extra
nuclear de 1a replicación del ADN.

2.Se obtuvieron factores linfoides citoplasmáticos humanosy muri
nos que cumplían con los requisitos de las chalonas: inhibidores
de la división celular,especificidad de tejido,inespecificidad
de especie,no citotóxicos y parcialmente reversibles.

S.Los factores provenían fundamentalmente de 1a población de lin
focitos T pero afectaban tanto la linfoproliferación T comola B.

4.Producían, un efecto inmunosupresor: aumento del crecimiento de
un tumor alogeneico,disminución de 1a inducción de la citotoxici
dad mediada por células hacia antígenos de histocompatibilidad,
disminución de reacciones de hipersensibilidad tardía,disminución
de reacciones de injerto contra huésped y disminución de la pro
ducción de células supresoras.

S.Los factores inhibitorios resultaron ser resistentes a 1a DNasa,
RNasay al calor (56°C) pero sensibles‘a enzimas proteolíticas y
a descongelamientos sucesivos revelando así su naturaleza protei
ca.Las actividades antimitóticas coincidieron con dos picos:uno
mayor de 25.000 daltons y otro menor.

6.Factores similares obtenidos de células neoplásicas demostraron
actividades iguales a las normales pero distintos pesos molecula
res en leucemias linfoblásticas agudas y escasa actividad en cé
lulas provenientes de leucemias crónicas o linfomas.

7.En el uso terapéutico de la chalona linfoide deberá tenerse en
cuenta que si bien se logran regresiones tumorales linfoprolife
rativas,también su uso conduce a inmunosupresión.Para óptimizar
resultados,debe balancearse correctamente esta situación.
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