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RESUMEN 

Durante el proceso de maduracién de los timocitos se presentan una serie de 

eventos controlados por el estroma timico, como son el rearreglo de genes del Receptor de 

Células T (TCR), alteraciones fenotipicas y modificaciones bioquimicas El estudio del 

proceso de diferenciacién y maduracidn de los linfocitos T se basa principalmente en la 

expresion de los correceptores CD4 y CD8 por los prelinfocitos. Estas células timicas se 

dividen en cuatro poblaciones celulares: células dobles negativas (CD4-CD8-), células 

dobles positivas (CD4+CD8+), células simples positivas CD4+ y simples positivos CD8+, 

ademas éstas ultimas expresan el receptor de células T (TCR). 

En éste trabajo se estudié la ontogenia de los linfocitos T en la rata, en base a la 

expresion de los correceptores CD4 y CD8; la proliferacion celular, y la apoptosis celular, 

mediante citometria de flujo. Timocitos de ratas de distintas edades fueron estudiados 

haciéndolos pasar por un gradiente continuo de Percoll, se marcaron con anticuerpos 

monoclonales anti-CD4 y anti-CD8 combinados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y 

ficoeritrina (RPE) respectivamente para analizar la expresién de los antigenos 

mencionados Para la identificacién de la apoptosis se marcaron con 7-aminoactinomicina 

D (7-AAD); para medir el contenido de ADN y ciclo celular se marcaron con Ioduro de 

Propidio (IP), finalmente fueron analizados por citometria de flujo de dos colores 

En los resultados obtenidos se observé que el primer correceptor en expresarse es ef 

CD4, el cual sc detecta a partir de los 15 dias de gestacién, en aproximadamente el 40% de 

las células. A partir de los 17 dias de gestacién se detecta la expresién del correceptor CD8, 

tanto en células dobles positivas (CD4+CD8+) en un 30%; como simples positivas (CD8+) 

cnun 18% Por lo que a ésta edad ya se observan en la rata las 4 poblaciones detectadas en 

el adulto En el dia 19 de gestacién se observa un incremento de las células dobles 

positivas, asi como una disminucién de las células simples positivas, al nacimiento las 

poblaciones de linfocitos ya ticnen las proporciones del animal adulto Se observo que la 

mayor proporcion de células en proliferacién se da cn los ultimos dias de la gestacion (17- 

20), y ésta actividad permanece alta atin durante la primera semana de vida extrauterina; a 

partir de Jos 15 dias de edad se alcanzan los niveles de proliferacién celular del adulto Se



observé ademas que el fendmeno apoptotico es mayor en las primeras etapas del timo, dias 

15 y 17 de gestacion, coincidiendo con el inicio de la expresién de los correceptores CD4 y 

CD8. A partir del dia 19 alcanza los niveles que estaran presentes en el adulto, aunque se 

observan pequefias variaciones 

Ww



1.- INTRODUCCION 

1. - Sistema inmune: 

Nuestro medio ambiente contiene una gran variedad de agentes que nos pueden 

afectar, como virus, bacterias, hongos, helmintos, etc los cuales nos pueden provocar 

alguna infeccién 6 enfermedad. Para enfrentar todos estos agentes, los vertebrados 

superiores desarrollaron un sistema capaz de disminuir el desarrollo de la enfermedad, este 

sistema es el sistema inmune. Este sistema proporciona de manera rapida y especifica 

proteccién, reconocimiento, discriminaci6n y defensa contra agentes extrafios, como 

microorganismos, ademas de sus constituyentes 6 secreciones naturales; y asi mismo contra 

células propias transformadas (Paul,1998, Weissman y Cooper, 1993). 

1.1 Tipos de inmunidad: 

E] sistema inmune es un sistema complejo que incluye la participacion de una gran 

cantidad de células y factores solubles que interaccionan entre ellos para conformar un 

sistema bioldgico de defensa La respuesta biolégica defensiva frente a la agresion de 

microorganismos 6 toxinas que tienden a lesionar tejidos u érganos del organismo se ha 

clasificado en dos tipos de respuesta. inespecifica 6 innata (inflamatoria y natural); y la 

especifica (adaptativa). (Craps e¢ a/, 1993). 

1,1 1 Inmunidad inespecifica: 

La respuesta inflamatoria y la natural forman parte de la inmunidad innata 6 

inespecifica, la cual se caracteriza por la ausencia de reconocimiento especifico de un 

antigeno dado y por la ausencia de memoria inmunoldgica para el mismo Este tipo de 

defensa esta constituido por las barreras fisicas (piel y mucosas), y barreras quimicas (pH 

acido, seerecién de lisozimas, etc), ademas de una barrera bioldgica compuesta por células 

we
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que se encargan de eliminar jos agentes agresores, sin necesidad de reconocimiento 

especifico para el antigeno Estas células son los macréfagos, eosindfilos, basdfilos, 

monocitos, células naturales asesinas (NK), asi como varias moléculas circulantes como el 

complemento. Estas células poseen Ja capacidad para distinguir lo propio de lo extrafio sin 

necesidad de mecanismos complejos, lo que implica una ausencia de memoria superior para 

el mismo antigeno dade (Paul, 1998) 

1.1.2 Inmunidad especifica: 

La inmunidad especifica o adaptativa se caracteriza principalmente por la necesidad 

de reconocimiento especifico y la presencia de memoria inmunoldgica, y depende 

generalmente de la produccién de anticuerpos y linfocitos activados En este tipo de 

inmunidad participan los linfocitos B y T. Se clasifica en dos tipos de acuerdo a la funcién de 

los componentes del sistema inmune’ Inmunidad humoral e Inmunidad celular (Craps e¢ al, 

1993). 

La inmunidad humoral esta mediada por anticuerpos o inmunoglobulinas producidos 

por células plasmaticas (linfocitos B transformados) Los linfocitos B ante una estimulacién 

antigénica y la mayoria de las veces con la colaboracién de linfocitos T cooperadores, van a 

transformarse en células plasmaticas, que secretan anticuerpos especificos contra el antigeno 

activador. 

La inmunidad celular esta mediada por células T, que llegan a tener contacto con el 

antigeno y actuan por citotoxicidad directa (CD8+) o liberacién de mediadores quimicos 

inespecificos (CD4+) (citocinas) (Paul, 1998 y Abbas ef al, 1995). 

1 2 Organos Linfoides: 

Para poder llevar a cabo la inmunidad especifica en un organismo hace falta que las 

células s¢ encuentren concentradas y organizadas en tejidos y Organos, los cuales son



lugares dptimos para el.crecimiento, diferenciacién de dichas células, inicializacién, 

regulacion y realizacion de la respuesta inmune (R.I.). Los érganos linfoides se clasifican 

basandose en su funcién como: érganos linfoides primarios 6 centrales y organos linfoides 

secundarios 6 periféricos. 

Los érganos primarios 6 centrales son el timo, la médula ésea, y en el caso de las 

aves la bursa de Fabricio, son aquellos en los que se llevan a cabo el proceso de maduracién 

y diferenciacion de los linfocitos. 

Los érganos linfoides secundarios 6 periféricos, comprenden el bazo, los ganglios 

linfaticos, las amigdalas, las placas de Peyer, las adenoides y el apéndice. Estos son los 

organos donde los linfocitos maduros van a anidar, y reconocer los antigenos extrafios, 

ademas de que ahi se van a llevar a cabo las respuestas inmunes (Adkins, et al, 1987; 

Zambrano, 1994 y Abbas et al, 1995). (Fig. 1) 
  

  

ORGANOS LINFOIDES ORGANOS LINFOIDES 
PRIMARIOS 6 SECUNDARIOS 6 
CENTRALES PERIFERICOS           

  

     

   

   

Ganglios 
linfaticos 

Amiedalas 
TIMO 

Ganglios linfaticos 

Bazo 

MEDULA Placas de Peyer 

OSEA 

Fig, 1. - Esquema del sistema linfoide humane, Se muestran los érzanos primarios 6 
centrales y los érganos sccundarios 6 periféricos. Modificado de Craps y Baste (1993). 
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1.3 Células linfoides: 

Las células efectoras de la respuesta inmune son los linfocitos. Los linfocitos ocupan 

el papel central debido a que son las células que determinan las respuestas de inmunidad 

especifica, ademas de que son las unicas células del cuerpo capaces de reconocer y 

distinguir de forma especifica diferentes determinantes antigénicos, y asi mismo responder 

en conjunto con los otros miembros del sistema inmune (Tértora y Anagnostakos, 1989, 

Abbas ef al, 1995). Los linfocitos se dividen en dos poblaciones principales, una de ellas 

ilamada linfocitos B y la otra linfocitos T. 

1.3.1 Linfocitos B: 

Los linfocitos B son las células precursoras de las células plasmaticas, las cuales son 

las que secretan los anticuerpos, y por tanto tienen las finciones de inmunidad humoral. Se 

originan en la médula ésea y en el higado fetal. Se caracterizan por expresar en su superficie 

el Receptor de células B (BcR), mejor conocido como inmunoglobulinas (Igs). Inicialmente 

expresan IgM-IgD en etapas independientes de antigenos, y posteriormente en fases 

dependientes cambian de clase (Craps ef al, 1993) 

1,3 2. Linfocitos T: 

Los linfocitos T son células que se encargan de la inmumidad celular, y se diferencian 

en el timo. Dentro de los linfocitos T existen diversas subpoblaciones, cada una con una 

funcién determinada, entre ellas se encuentran los linfocitos cooperadores (Th) y linfocitos 

citotoxicos (Tc) Los linfocitos Th tienen Ia funcion principal de regular la respuesta inmune; 

se subdividen de acuerdo al tipo de cttocinas que secretan en Tho, Th: y Thy; la otra 

subpoblacién son los linfocitos Tc, que se encargan de regular negativamente Ja respuesta, 

evitando que el sistema inmune especifico sca nocivo contra el propio organismo. Los 

linfocitos T participan en el rechazo de aloinjertos, inmunovigilancia contra células malignas 

y resistencia del huésped a las infecciones por virus, hongos, micobacterias y protozoarios 
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(Adkins ef al, 1987, Paul, 1998); se encargan de patogenos intracelulares (virus) y parasitos 

intracelulares, secretan citocinas cuya funcién es promover la proliferacion y diferenciacion 

de ellas mismas, asi como otras células incluyendo las células B y los macrofagos, ademas de 

actuar como agentes citotoxicos. (Grey ef al, 1986, Weissman y Cooper, 1993). 

Todas las células que conforman la respuesta biolégica defensiva tienen su origen en 

la médula sea, a partir de la proliferacién y diferenciacién de unas células pluripotenciales 

* denominadas células madre 6 tronco hematopoyéticas. Asi los precursores de los linfocitos 

T emigran hacia el timo, y de ahi salen y migran hacia los érganos linfoides secundarios, 

donde después de ser activados maduran a células T activadas o linfocitos irritativos. Los 

linfocitos B maduran en la misma médula ésea y posteriormente a su maduracién migran 

también hacia los érganos linfoides secundarios, donde ocurre su maduracion definitiva a 

células plasmiaticas 0 linfocitos de memoria, gracias a estimulaciones antigénicas llevando a 

cabo la respuesta inmune especifica (Davis, 1990) 

Para poder distinguir entre linfocitos T y B se llevaron a cabo diversos experimentos, 

en uno de ellos se utilizé a las aves, principalmente al pollo como primer modelo 

experimental Estos animales presentan un organo linfoide denominado bursa de Fabricio 

En éste organo se realiza la maduracin de los linfocitos B, funcién similar a la que se lleva a 

cabo en el timo con los linfocitos T. 

La extirpacion de la bursa de Fabricio produjo ausencia de linfocitos B, y se pudo 

entonces deducir que la bursa de Fabricio en el pollo podria cumplir la funcién que realiza la 

médula Gsea en humanos. Se observé que la extirpacién del timo produce deficiencia de 

células T tanto en aves como en mamiferos (Adkins e¢ a/, 1987, Weissman y Cooper, 1993). 

Debido a que no ha quedado aclarado éste punto, se ha tratado de identificar_ cl 

equivalente de éste 6rgano en mamiferos, se han estudiado el apéndice, las placas de Peycr, 

la médula ésca, el bazo ¢ higado; pero atin no queda clara ésta semejanza, y probablemente 

es solo en las aves donde se presenta éste érgano por cuestiones evolutivas (Burnet, 1962)



1.4, Respuesta Inmune 

La respuesta inmune especifica se inicia con el reconocimiento de fos antigenos 

extrafios por linfocitos especificos, cuya funcién es eliminar al antigeno. Este 

reconocimiento produce que estas células se activen, por lo que proliferan y sé diferencian 

(Craps et al, 1993) 

1.4.1. Caracteristicas de la respuesta inmune: 

Las caracteristicas de la respuesta inmune son: especificidad, memoria, 

autolimitacion y discriminacion entre lo propio y lo extrafio Estas cuatro caracteristicas son 

necesarias para que el sistema inmune efecttie sus funciones de defensa del huésped 

La especificidad y la memoria capacitan al sistema inmune para Hevar a cabo 

respuestas especificas frente a una estimulacién persistente 6 repetida por el mismo 

antigeno, y de ésta manera combatir las infecciones prolongadas 6 repetidas. 

La diversidad es importante si el sistema inmune va a defender al organismo contra 

muchos patégenos potenciales del ambiente. La autolimitacion permite al sistema volver a su 

estado de reposo tras la eliminacion del antigeno extrafio, capacitandose asi para responder 

de forma Optima a otros antigenos con los que el organismo se enfrente. 

La autotolerancia y la capacidad de distinguir entre lo propio y lo extrafio son 

necesarias para evitar reacciones contra las células y tejidos propios, mientras se mantiene 

un repertorio de linfocitos especificos para antigenos extrafios (Stites ef al, 1996; Zambrano, 

1994 y Fitch ef al, 1993)



2.- El timo 

EI timo es el primer organo linfoide en aparecer después de la médula 6sea durante la 

vida embrionaria. Su maduracién y mayor actividad funcional se Ilevan a cabo durante la 

vida embrionaria y fetal. El timo participa en la diferenciacién celular de los linfocitos T, 

modulando la transformacién de los prolinfocitos que Ilegan a él (células pre-timicas) en 

linfocitos T funcionales (células pos-timicas) e influyendo sobre ellos después de que han 

salido del mismo hacia los érganos linfoides secundarios, posiblemente através de factores 

humorales (Adkins ef af, 1987), En el timo se lleva a cabo el proceso de maduracién y 

diferenciacién de fos linfocitos T responsables de la inmunidad celular. 

El timo se encuentra localizado en Ja parte anterior y superior del mediastino, 

por detras del manubrio del esternén y delante del corazén y los grandes vasos (Burnet, 

1962, Zambrano, 1994, Haynes et al, 1998). Esta formado por dos lébulos envueltos por 

una cApsula de tejido conjuntivo denso Cada ldbulo esta constituido por un cordén central 

de parénquima que emite prolongaciones que penetran a los ldébulos y los divide en 

lobulillos. Cada lobulillo esta formado por una zona periférica de tejido linfoide denso, 

denominada zona cortical, la cual es relativamente rica en linfocitos, y una zona central de 

tejido difuso de células epiteliales, que es la zona medular ( Adkins ef a/, 1987; Cormack, 

1983; Paul, 1998) 

2.1 HISTOLOGIA DEL TIMO 

2.1.1 Estructura del timo: 

El timo se encuentra envuclto por una capsula delgada de tejido conectivo El tejido 

conectivo que penctra en el timo separa a Jos lébulos_ y los lobulillos formando un sistema 

de tabiques y trabéculas El timo se encuenira constituido por diversos tipos cclulares, entre 

los cuales se encuentran las células reticuloepiteliales, macréfagos, células adiposas, 
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mastocitos, fibroblastos, eosinéfilos, y los linfocitos, que son las células mas abundantes y 

las que ocupan el papel central del funcionamiento del organo (Cormack, 1988). (Fig. 2). 

   
   

     

Corteza 

Linfocitos inmaduros 

Células epiteliales 

Médula Corpusculo de 

Hassal 

Ee am Linfocitos maduros 
ra 

FIG. 2. - Representaciéa esquematica de la estructura del iébulo timico. Se observa 
claramente que la corteza se encuentra muy infiltrada por linfocitos inmaduros, micutras que en la 
médula hay una menor cantidad de linfocitos, pero ya maduros. Modificado de Cormack (1988). 

Desde el punto de vista histolégico el timo se divide en dos zonas claramente 

delimitadas: la cortical y la medular: 

Corteza: En la zona cortical del timo se distinguen tres zonas: la cortical 

subcapsular, la cortical profunda y la cortical yuxtamedular (Zambrano, 1994); la corteza se 

encuentra constituida por una densa poblacién de linfocitos y de células epiteliales, que son 

poco abundantes y presentan prolongaciones muy finas debido a la poca distinsién que se 

forma por el acumulo de linfocitos Las células reticulares se encuentran muy escasas en el 

timo fetal y en la parte superficial de la corteza, pero conforme va aumentando la edad, la 
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cantidad de éstas células aumenta, principalmente en las partes corticales profundas del 

lobulillo (Adkins e¢ a7, 1987, Paul, 1998; Haynes ef al, 1998). 

Se localizan macréfagos en pequefia proporcién, pero estos son constantes de la 

poblacién celular de la corteza Se encuentran diseminados por la corteza y aumentan en 

numero en la frontera entre Ia médula y la corteza, ésto en la mayoria de los mamiferos a 

excepcién del ratén (Adkins ef al, 1987). 

Los linfocitos que aqui se encuentran son células basicamente inmaduras, y es ahi 

donde se lleva a cabo su proceso de diferenciacién y maduracién; después de ello pasan 

hacia la médula, unicamente los linfocitos que han madurado (Aspinall et al, 1991). Se 

menciona que mas del 95% de las células que se encuentran en la corteza mueren antes de 

llegar a la médula; ésto se puede deber probablemente a los procesos de seleccién, que 

conservan una minoria de células T en desarrollo que expresen el receptor de células T 

(TCR) especifico frente a antigenos extrafios (Abbas ef al, 1995). En la corteza es donde se 

lleva a cabo la mayor actividad linfocitaria particularmente durante la etapa fetal y neonatal. 

La mayor parte de la poblacién celular de la corteza se encuentra constituida por 

linfocitos. Se pueden encontrar linfocitos pequefios medianos y grandes dependiendo de la 

zona y madurez en que se encuentren En la zona cortical subcapsular se encuentran 

predominando los linfocitos grandes e inmaduros que comprenden alrededor del 5 al 15% 

del total de las cétulas linfoides del timo En la zona cortical profunda predominan los 

linfocitos pequefios y constituyen alrededor del 85% del total de las células linfoides del timo 

(Aspinall ef al, 1991; Zambrano, 1994). En la corteza timica es posible encontrar con 

frecuencia linfocitos en divisién junto a linfocitos que estan experimentando muerte celular 

por apoptosis 

Médula: I.a parte medular conforma la zona central del timo, se encuentra 

constituida por una poblacién mas dispersa de linfocitos medranos debido a que en ella solo 

s¢ van a encontrar linfocitos maduros que han emigrado de la corteza, y que estan listos para 
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salir del timo y encaminarse hacia los tejidos linfoides periféricos (Adkins ef af, 1987, Paul, 

1998). La médula contiene una gran cantidad de células epiteliales, posee numerosos vasos 

sanguineos, de los cuales se observan fibras de colagenas y reticulares que se encuentran 

entre las células epiteliales; los macréfagos son raros en la médula, se pueden encontrar 

granulocitos como eosinéfilos en pequefias cantidades, se pueden localizar también 

melanocitos, plasmocitos y mastocitos 

Tanto en la médula como la corteza se encuentran localizadas células reticulo 

epiteliales 6 epiteliales clasicas 6 del tipo I; existen otros tipos de células epiteliales lamadas 

epiteliales alveolares del tipo I las cuales inicamente se encuentran en la médula timica; y 

las células epiteliales con cavidad intracitoplasmica de tipo II, las cuales son raras y se 

encuentran solo en la médula (Ewijk, 1991). Estos tipos celulares se encuentran asociados 

formando dos estructuras en el timo, una son las cavidades quisticas y la otra son los 

corpusculos de Hassal, las primeras se cree que sirven como indicadores en la trayectoria 

de los linfocitos entre la corteza y la médula, durante los procesos de maduracién (Adkins ef 

al, 1987). En el centro de los corpusculos de Hassal se han llegado a observar macrofagos y 

linfocitos muertos en forma apretada y concentrada, lo que sugiere que ésta estructura 

participa en la remocion de células muertas, éstas células se hinchan, queratinizan, calcifican 

y necrosan, algunas pueden experimentar lisis y posteriormente formar una estructura 

quistica (Adkins e/ a/, 1987, Zambrano, 1994) Conforme un individuo sea mayor de edad, 

los corpusculos del timo se tornan cada vez mas grandes y pueden Hegar a transformarse cn 

grandes estructuras 

En la médula se localizan alrededor de un 15% de la poblacién linfoide del timo, Se 

menciona que aproxtmadamente 2 x 10° de células mueren o son exportadas por dia. Estas 

células son reemplazadas por células importadas desde ta corteza y posiblemente por la 

proliferacion interna, la cual ocurre a bajos niveles, en un intervalo de 2-5% (Scollary, et al, 

1995, Haynes ef al, 1998)



2.2. ONTOGENIA DEL TIMO: 

En el humano alrededor de la quinta semana de vida intrauterina se forma una 

evaginacion de la porcion ventral del tercer par de arcos faringeos que Hevan a la formaci6n 

de los primordios del timo Estos se separan de la pared faringea alrededor de la sexta 

semana de vida embrionaria, y se dirigen hasta la porcién superior y anterior del térax, 

donde se unen constituyendo el timo, ésto es alrededor de la séptima semana de gestacién en 

el humano, lo que coincide con el dia 11 de gestacién en el ratén (Burnet, 1962; Mandel y 

Kennedy, 1978; Ewijk, 1991 y Paul, 1998) 

Cada evaginacion se caracteriza por poseer una proliferacion de células epiteliales de 

las cuales se derivan las células reticulares, ésto sucede alrededor del segundo mes de 

gestacion en el humano. En ésta etapa sé diferencia 1a médula de 1a corteza timica. A los 10 

y 11 dias de gestacién en el ratén, se da la colonizacién de las células progenitoras, se 

forman las células epiteliales a partir del ectodermo y endodermo de la tercera hendiduras y 

arcos faringeos respectivamente; formandose al mismo tiempo los lobulillos separados por 

tabiques de tejido conectivo (Adkins ef al, 1987). Hacia la primera mitad de Ja vida fetal 

hacen su aparicién los corpusculos de Hassall; a los 13 dias de gestacién los primordios 

timicos son divididos en corteza y médula, y para el dia 14 de gestacién hacen su aparicion 

los fagocitos mononucleares, y los microambientes estromales también son organizados 

siendo fenotipicamente maduros en ésta etapa del desarrollo fetal (Cormack, 1988). 

En embriones humanos de unos 10 mm de longitud, se observa un timo 

rudimentario, que aparece como una delgada prolongacion tubular, extendida desde la 

tercera bolsa branquial hacia abajo y hacia la linea media, la porcién intermedia del 

diverticulo del timo que representa la coneccién con la faringe desaparece al Hegar a los, 35 

mm de longitud dejando fibre la porcién terminal en Ja region del mediastino. Cuando llega a 

los 40 mm de Jongitud cl embrién adopta una disposicién lobulada, y a los 60 a 70 mm de 

longitud comienzan a aparecer los corpisculos timicos (Cormack, 1988)



Penit y Vasseur (citado por Ewijk, 1991) han mostrado que en el raton ocurren dos 

etapas que definen el periodo de crecimiento del timo. La primera ocurre antes del 

nacimiento entre el dia 13 y 18 de gestacién, y la segunda oourre a los 3-6 dias después del 

nacimiento. En el raton se ha visto que a los 11 dias de gestacién el timo aparece, y es 

rapidamente colonizado por células inmigrantes. En el treceavo dia de gestacién en los 

ratones claramente se distingue el timo en el que cada lébulo contiene alrededor de 20,000 

células, inctementandose a 40,000 en el catorceavo dia de gestacion. A partir de los 18 dias 

de gestacién la proliferacion es practicamente idéntica que en los ratones adultos 

(Nicolic-Zugic, 1991; Mandel y Kenedy, 1992 y Paul, 1998) Cabe mencionar que para que 

se lleve a cabo la proliferacién celular parece ser necesaria la presencia intacta del 

microambiente timico adecuado para que haya generacién de células T inmunolégicamente 

competentes. (Fig. 3) 
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2.3. FUNCIONES DEL TIMO 

Las funciones del timo incluyen una serie de compromisos bioquimicos y biclégicos 

que inducen la seleccion en el desarrollo de las poblaciones de timocitos y células T maduras 

(Adkins e¢ al, 1987). 

2.3.1 Funcion inmune™ 

Si bien la existencia del timo desde el punto de vista anatomico es conocida desde el 

tiempo de los griegos, es hasta principios del siglo XX que numerosas investigaciones 

mostraron el papel central del timo en el desarrollo del sistema inmune (Nicolic-Zugic, 

1991). 

En 1909 sé vid que el timo es importante para Ia proteccién en contra de las 

infecciones, puesto que las enfermedades son mas severas en animales que han sido 

timectomizados. Para 1911 y 1930 se establecié que las ratas timectomizadas presentaban 

una baja resistencia a la recepcion de transplantes, pero al remover otras glandulas como los 

testiculos aumentaba ésta resistencia (Cardarelli, 1989). 

En 1960 Jacques Miller y Osoba (citado por Anderson ef al, 1996) mostraron que la 

extirpacion del timo en roedores con 1 6 2 dias despuds del nacimiento provoca una 

considerable disminucién de los linfocitos circulantes y como consecuencia una deficiencia 

en la generacién de Ja respuesta inmune en contra de agentes infecciosos asi como el 

rechazo de injertos, por lo que se vid que !a presencia ¢ influencia del timo normal durante el 

Ultimo periodo de la vida fetal, asi como en la etapa neonatal es muy importante debido a 

que en esas etapas comienza el proceso de maduracion de los linfocitos T, y ademas se tiene 

una mayor actividad; aqui el individuo va a adquirir los mecanismos que le permitan contar 

con una inmunidad adecuada, tanto por su “competencia” y madurez, como por fa 

climinacién de las clonas autorreactivas.



Otros estudios que se realizaron fueron en los animales adultos donde se vid que los 

efectos de la timectomia no son muy pronunciados, solo se aprecia una ligera disminucién 

del nimero de linfocitos y del peso del bazo y ganglios linfaticos, por lo que en la etapa 

adulta Ja influencia del timo es menor debido a que ya se cuenta con una reserva de 

linfocitos T maduros circulantes y/o en los érganos linfoides secundarios (Cardarelli, 1989; 

Nicolic-Zugic, 1991 y Zambrano, 1994) 

2 3.2. Funcién endécrina 

Se ha determinado en los ultimos afios que el timo influye sobre algunas glandulas 

endécrinas como la tiroides, la corteza adrenal y las génadas. Se ha observado en ratones 

que cuando se extirpa el timo en los primeros dias de vida postnatal se presentan cambios 

degenerativos en éstas glandulas u érganos Pero si se administran extractos timicos 0 se 

hacen injertos de timo, casi inmediatos a la extirpacion, se observa reversion de los cambios 

(Cardarelli, 1989). 

Después de los estudios de Miller y Osoba en los afios 60’s sobre el papel central del 

timo en el desarrollo del sistema inmune, alrededor de los afios 70’s se comenzaron a hacer 

estudios en donde se conoce el papel endécrino del timo (Hadden ef a/, 1992). El timo es 

considerado como una glandula enddcrina ya que en él se sintetizan muchos y diferentes 

productos parecidos a las hormonas que se encuentran en el timo y en el plasma, Goldstein 

(1966) y Consa (1973) (citado por Reyes, 1991), demostraron ésta teoria con experimentos 

de timectomia y la posterior administracion de extractos timicos, observando que mediante 

un implante del 6rgano en camaras cerradas de Millipore (a la que no pueden entrar ni salir 

células) se impide el contacto directo entre prolinfocitos y células sanguineas, el animal 

tratado de ésta manera no va a suftir transtornos inmunoldgicos y el déficit de linfocitos se 

corrige en gran medida. 

La endocrinologia del timo ha sido caracterizada por la accion de varias hormonas. 

Estas substancias peptidicas han sido extraidas desde el timo intacto, Aunque el origen 
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endécrino de éstos péptides aun no ha sido aclarado completamente. Recientes trabajos 

muestran que las células epiteliales timicas son los componentes endécrinos del timo, y que a 

partir de éstas células se derivan las citocinas timicas; las cuales se dividen en Interleucinas y 

Hormonas peptidicas (Hadden et al, 1992). 

Recientemente se conocen ya varias substancias que han sido obtenidas como 

productos endécrinos del timo; entre ellas se encuentran el factor timico humoral, la 

timosina, el factor timico sético, la timoestimulina y la timopoyetina (Reyes, 1991). Con ef 

descubrimiento de éstas hormonas se observ6 que el timo regula la respuesta inmune de las 

células linfoides de manera endécrina, debido a que su accién bioldgica se lleva a cabo en 

Organos secundarios; se ha visto también que éstas hormonas junto con algunas citocinas 

timicas, forman el ambiente quimico, el cual es generado por el epitelio timico en que se 

leva a cabo el proceso de maduracién de los linfocitos T (Hadden ef al, 1992). 

2.4. INVOLUCION DEL TIMO 

2 4.1. Involuci6n relacionada con la edad: 

La velocidad de crecimiento del timo, cuando se expresa en relacién con el peso 

corporal, se equilibra al comienzo del tiltimo trimestre del desarrollo fetal. Es seguido por un 

descenso gradual, que ya es perceptible en el momento del nacimiento y que continia 

después, sin embargo en roedores el timo continua creciendo hasta la segunda semana de 

vida postnatal (Haynes e7 al, 1998). 

Con relacién al peso corporal en el humano, el timo alcanza su maximo desarrollo 

después del nacimiento, durante la infancia continta creciendo y al llegar a la pubertad sufre 

un lento proceso fisiolégico de involucién (Cormack, 1988)



Al nacer el humano el timo pesa alrededor de 12 a 15 g, al llegar a la pubertad pesa 

cerca de 30 a 40 g, y al llegar a la senectud (60 afios aprox.) sdlo pesa de 10 a 15 g. 

(Cormack, 1988; Cardarelli, 1989). Con relacién a la rata, se ha visto que en la etapa 

neonatal el timo pesa aproximadamente 10 mg mientras que en el adulto pesa unos 150 mg 

( Reyes, 1991). 

En la ultima etapa de la vida fetal comienza a disminuir la velocidad de crecimiento 

del timo en relacién con el crecimiento del organismo, y ésta disminucién relativa continia 

luego del nacimiento, por lo que el timo posee su mayor tamajio relative en el nacimiento. 

La involucion aparece en Ja pubertad, que es cuando comienza a disminuir el peso absoluto, 

por lo que el mayor tamafio absoluto se da en la pubertad, y se debe a los esteroides 

sexuales (Cormack, 1988). 

2.4.1 1. Caracteristicas de la involucién timica: 

La involucién relacionada con la edad se presenta primero en la médula y después en 

la corteza; la zona cortical rapidamente se ve reducida mientras que la médula comienza a 

involucionar en la puberiad. De manera general éste proceso normal de involucion con la 

edad coincide con la pubertad, pero si se toma como indice la actividad funcional 

disminuida, Ja reduccién relativa del parénquima cortical en el humano, éste proceso 

comienza ya muy pronto en la infancia (Cormack, 1988). 

La involucion consiste principalmente en: disminuci6n del peso del timo, disminucion 

de linfocites corticales, el parénquima se retrace y es reemplazado por tejido adipose y 

fibroso, aumento del tamafio del numero de corpisculos de Hassall, en los adultos, el tejido 

se transforma en una masa de tejido adiposo, a medida que los ldbulos se atrofian, los 

tabiques aumentan de espesor; y en la senectud el timo esta basicamente representado por 

células reticulares, corptisculos de Hassall, algunos linfocitos y gran cantidad de tejido 

adiposo (Cormack, 1988, Hadden ef al, 1992 y Ming ef al, 1992).



2.4.2. Involucién de tipo accidental 

El proceso de la involucién relacionado con la edad puede afectarse y acelerarse a 

consecuencia de una involucién accidental, la cual puede Ilevarse a cabo por respuesta a 

ciertos estimulos como’ 

Enfermedades. 

Estrés. 

Deficiencias dietéticas. 

Exposicion a radiaciones ionizantes. 

Inyeccién de sustancias coloidales 

Endotoxinas bacterianas. 

Secrecién aumentada de hormonas corticoesteroides, etc. 

Algunos ejemplos de involucién accidental debido a una enfermedad son cuando en 

nifios que mueren subitamente y sin ninguna raz6n aparente el timo se observa muy grande 

en algunos casos, por el contrario en nifios que mueren después de haber presentado 

enfermedades muy prolongadas se ha observado que el timo tiene un peso muy por debajo 

de lo normal (Cormack, 1988); otra eemplo es que al ingerir grandes dosis de corticoides es 

posible desencadenar una involucién severa con pronunciada desaparicién de linfocitos 

corticales, otro ejemplo es la hormona adrenocorticotrofice (ACTH) que disminuye la 

proliferacién y produce apoptosis de los linfocitos ademas reduce el grosor de la corteza del 

timo (Cardarelli, 1989; Hadden e¢ al, 1992) 

La causa de la involucién del timo es poco conocida, se tienen cvidencias de que los 

esteroides adrenales y gonadales estan involucrados en la atrofia timica por lo que se 

considera que los esteroides sexuales influyen sobre el timo (Grenstein ef al, 1986; Pearce 

et al, 1981; Aguilera y Romano, 1989). 
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Es bien conocido que los esteroides sexuales ejercen una influencia sobre la 

respuesta inmunoldgica. Uno de ellos son los estrogenos, que actuian sobre el timo afectando 

in vitro la liberacién de factores inmunorreguladores, importantes para la proliferacion, 

diferenciacién y respuesta de los linfocitos (Aguilera y Romano, 1989). 

A pesar de que ef timo involuciona con la edad, continia funcionando y cuando sus 

células son estimuladas, son capaces de reaccionar, aumentando la produccién de linfocitos. 

A lo largo de toda la vida persisten restos de parénquima, y experimentos en animales 

indican que el timo permanece activo funcionalmente incluso en la ancianidad 6 vejez 

(Fitzpatrick ef al, 1985) (Fig. 4). 
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FIG. 4. - Involucién timica en el humane. Sé obseva la relacién del peso del time con 
ta edad det hombre. Modificado de Bach (1984). 
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3. - Células linfoides del timo: 

EI timo es el mejor sitio de maduracién de los linfocitos T, desde los progenitores 

hematopoyéticos hasta el producto final que son fos linfocitos T maduros, los cuales son 

equipados con todos los mecanismos bioquimicos que participan en la activacién y respuesta 

antes de ser enviados a los érganos linfoides secundarios ( Adkins et al, 1987). 

3.1 ORIGEN DE LAS CELULAS T: 

Se pudo comprobar que el timo es colonizado por un precursor hematopoyético 

denominado pro-timocito, que proviene de la médula dsea en la vida adulta 6 del higado 6 

saco vitelino en fa vida fetal (Fainboim y Sastz, 1994; Davis, 1990, Boyd y Hugo, 1991). 

Estos precursores dejan la médula dsea, circulan en Ja sangre y entran en fa corteza timica a 

través de los vasos sanguineos, dentro de la cual muchas células proliferan y otras mueren 

(Abbas et al, 1995). 

En la actualidad se sabe muy poco de como las células precursoras de las células T 

migran hacia el timo. Existen evidencias de que éstos precursores expresan moléculas de 

superficie (adhesinas) aim no determinadas 6 identificadas, que se ligan de forma selectiva a 

células endoteliales de los vasos del timo; y otra evidencia sugiere que el mecanismo por el 

cual los precursores hematopoyéticos ingresan al timo se debe a factores quimiotacticos, los 

cuales son producidos por el estroma timico y que atraen las células al timo (Adkins ef al 

1987; Boyd y Hugo, 1991; Anderson ef al, 1996).



3.2. RECEPTOR DE CELULAS T (TCR): 

El reconocimiento del antigeno por las células T varia en diferentes aspectos del 

presentado por las células B, es decir que no poseen inmunoglobulinas de superficie y no 

reconocen epitopes en antigenos libres y nativos. Las células T expresan una estructura 

distinta de reconocimiento denominada receptor de células T 6 TCR (Paterson et al, 1999). 

El TCR esta constituido por un heterodimero. Hay dos estructuras diferentes de 

TCR presentes en distintas poblaciones de células T denominadas af y 5, cuyo origen, 

distribucién y funcionalidad suelen ser diferentes. 

Ambos tipos de receptores se encuentran estrechamente asociados en la membrana 

de las células T al complejo molecular CD3, el cual es requerido para llevar a cabo el 

transporte del TCR a la superficie de la célula y también para la transduccion de sefiales al 

interior de fa célula T, o bien para la inicializacién y evolucién de los eventos de 

diferenciacién de los linfocitos T (Paterson et al, 1999). 

El TCR es una molécula de dos cadenas polipeptidicas que reconocen al complejo 

principal de histocompatibilidad-antigeno (MHC-Ag.) Los dos isotipos conocidos del TCR 

son el TCR aB y el TCR yS El TCR a se encuentra presente en la mayoria de las células 

T, mientras que el TCR yS solamente se encuentra en una pequeiia proporcién de la 

poblacion de los linfocitos T (Fainboim y Satz, 1994, Paterson e7 al, 1999). 

Las células T portadoras del TCR of constituyen alrededor del 60-70 % de los 

linfocitos de sangre periférica, y son también predominantes en ganglios y bazo, éstas 

moléculas se encuentran en la superficie de las células simples positivas (CD4+ y CD8+), su 

funcién es la de reconocer moléculas del MHC de clase I 6 clase II que acarrean péptidos 

antigénicos en su sitio de presentacion. Es necesario que se encuentren ambas cadenas of 

para determinar Ja especificidad que sera reconocida 
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Las células T con receptores y5 constituyen una proporcién menor de los linfocitos T 

de sangre periférica ( menos del 10%), y en ganglios, bazo y timo (menos del 1%). Sin 

embargo, se ha visto que ésta poblacion de células T con TCR y8 predomina en piel, y 

epitelios intestinales y genitales; por lo que se cree que tienen un papel importante en los 

mecanismos primarios de defensa, aunque atin se desconoce la funcién exacta de éstos 

linfocitos, se ha reportado que éstas células con TCR 6 Ilegan a secretar in vitro, una 

variedad de citocinas, y tienen una actividad citolitica inespecifica, lo que sugiere que 

pueden estar involucrados en la respuesta de tipo inflamatorio y ademas participar en el 

rechazo de tumores (Barrera-Rodriguez et al, 1995). 

Al nivel de linea germinal, los genes que codifican para el TCR se encuentran 

conformados por varios segmentos, los cuales se rearreglan durante el desarrollo de 

linfocitos T; es decir que para las cadenas oP se encuentran los segmentos V, D, J y C; y 

para las cadenas y5 los segmentos V, J y C (Barrera-Rodriguez ef al, 1995). 

EI TCR y5 es el primer TCR que se expresa durante el desarrollo de la célula T, se 

ha visto que éste TCR esta en configuracion de linea germinal, se expresa alrededor del dia 

13 y 14 de gestacién en el ratén, lo cual corresponde a la 8a y 9a. semana de gestacién en el 

humano. En ésta etapa se recombinan los genes del TCR afectando a los genes 7 5 (Paterson 

et al, 1999) 

Para el dia 14 de gestacion se producen transcripciones completas del ARNm de los 

genes y y 8; entre el dia 14 y 15 de gestacién del ratén se produce en la superficie de las 

células T Ia proteina heterodimérica y& asociada al CD3 (Abbas ef al, 1995; Paterson ef al, 

1999). 

Estos linfocitos fetales migran del timo para colonizar la piel y los epitelios genitales 

donde presentan una diversidad de reconocimiento muy limitada En ratones adultos sc 

encuentra una poblacidn de linfocitos T y8 con mas diversificacion, que colonizan el epitelio 
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intestinal y parecen desarrollarse en ambientes exttatimicos (Yamada ef al, 1998, Paterson et 

al, 1999). 

Con respecto a las cadenas af se ha visto que las recombinaciones funcionales de la 

cadena B y las transcripciones del ARNm son detectadas a los 16 dias de gestacién, y los de 

la cadena a en el dia 17 de la vida fetal del ratn. La expresién en la superficie de los 

heterodimeros af asociados a la molécula CD3 es detectada por primera vez a los 17 dias 

de gestacién, aproximadamente 2-3 dias después de la expresion del TCR yd. La mayor 

parte de los timocitos expresan CD3 —ICR of. (Fainboim y Satz, 1994; Barrera-Rodriguez 

et al, 1995; Abbas ef al 1995). 

3.3. EXPRESION DE LAS MOLECULAS CD4 Y CD8: 

Para poder determinar el proceso de diferenciacién de los linfocitos T se han 

identificado varias moléculas de superficie como son el CD3, los correceptores CD4 y CD8, 

asi como las cadenas a y B del TCR, entre otros. 

Los linfocitos T han sido divididos en dos grupos basados en la expresién de los 

correceptores CD4 y CD8. La expresién de éstas moléculas es adquirida durante el 

desarrollo det timo, pudiendo distinguir entre dos poblaciones antigénicas diferentes. 

Las células CD4 apoyan y promueven las funciones de otras células inmunitarias por 

lo que también se denominan células T cooperadoras (Th), funcionan como células 

inductoras mediante la secrecién de interleucinas, en la respuesta celular a antigenos 

exégenos, mientras que las células CD8 tienen efectos supresores y citotéxicos y se les 

conoce como células T supresoras (Ts 6 LTC), tienen una funcion citolitica y eliminan 

células tumorales o infectadas por virus, ya que estan involucrados en la respuesta a 

antigenos enddgenos. (Fitch ef al, 1993; Weiss y Littman,]994 ; Barrera ef al 1995, 

Santos, 1995), 
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Las células CD4+ han sido subdivididas en dos distintas subpoblaciones basadas en 

el modelo de secrecién de linfocinas: células Th) y Tho. Las células Th; producen 

principalmente interleucina 2 (IL-2) e interferén gama (INF-y) ademas de otras linfocinas, 

mientras que las células Th, producen IL-4, IL-5, IL-6 6 IL-10 y otras linfocinas (Fitch ef al, 

1993; Haynes et al, 1998). 

El CD4 y el CD8 son miembros de los genes de las inmunoglobulinas, son 

consideradas como glicoproteinas que" se expresan en la superficie de las distintas 

poblaciones de linfocitos T (Littman, 1987), se unen a regiones no polimérficas de las 

moléculas de la clase I y If del MHC. El CD4 se expresa en células restringidas por la clase 

II, y el CD8 en los linfocitos T citoliticos (LTC) restringidos por la clase I. (Littman, 1987; 

Janeway, 1992) 

EI CD4 y ej CD8 sirven como moléculas accesorias que facilitan las interacciones de 

las células T con las células presentadoras de antigenos (APC) y de las células diana con los 

LTC respectivamente. Las funciones del CD4 y CD8 se asocian intrinsecamente a la funcion 

del TCR (Bierer et al, 1989). 

El CD4 tiene dos funciones principales en la activacion de las células T. Sirve como 

molécula de adhesion debido a su afinidad especifica por las moléculas de clase II del MHC 

y puede transducir sefiales o facilitar la transduccién de la sefial mediada por el complejo 

TCR a unirse a las moléculas de la clase It del MHC, promoviendo las respuestas 

funcionales posteriores de las células T restringidas por la clase IT. El CD8 basicamente tiene 

las mismas funciones del CD4, principalmente en ja adhesion célula-célula mediante la union 

de dominios no polimorficos similares a las inmunoglobulinas de las moléculas de clase I del 

MHC, estabilizando la interaccion de una célula T restringida por la clase I del MHC (LTC) 

con una célula diana que lleva un antigeno asociado a fa clase | del MHC (Bierer ef af 1989, 

Paul,1998, Abbas, 1995).



3.4. DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS T: 

La expresién de las moléculas CD4 y CD8 en las células T en el timo ocurre durante 

la etapa fetal y continua durante toda la vida. 

Los linfocitos se dividen en cuatro etapas principales basandose en la expresién del 

CD4 y CD8. Estas etapas son’ 1) Células dobles negativas (CD4-CD8-); 2). Células dobles 

positivas (CD4+CD8+); y 3) células simples positivas CD4+ (CD4+CD8-) y 4) simples 

positivas CD8+ (CD4-CD8+). (Bierer et al, 1989; Aspinall et al, 1991 y Tsuchida et al, 

1994), 

Cabe mencionar que los linfocitos del timo ademas de expresar CD4 y CD8 expresan 

o dejan de expresar otras moléculas de superficie de acuerdo a la etapa de diferenciacién y 

maduracién en que se encuentren. 

Los progenitores linfoides timicos (van a dar origen a los timocitos) poseen altos 

niveles de CD44 (PgP-1) y CD117 (receptor del factor de células “stem”) asi como bajos 

niveles de Thy-1 y HSA (antigeno estable al calor) pero no poseen CD25 Al Ilegar al timo 

las células pro-T contindan expresando CD44, CD117 y comienzan a expresar CD25. 

Estas células ademas de expresar éstos marcadores expresan en su citoplasma la 

molécula cCD3 y en su superficie fa molécula CD7 y CD45RO (Zifiiga-Pflucker y 

Leonardo, M., 1996) Se menciona que el fenotipo CD3+ CD7 CD45RO se observa en el 

higado fetal y en el parénquima que envuelve al timo rudimentario entre la 7a y la 9a 

semana de gestacién en el humano, y el dia 13 y 14 de gestacién en el raton (Fainboim y 

Satz, 1994, Haynes ef al, 1998), 

Tras fa expresién del CD7 comienzan a expresarse las moléculas CD2 y CD5 asi 

como la enzima desoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT) por lo que estas células son 

fenotipo cCD3+ CD7+ CD2+ CD5+ CD45RO+ TdT+ CD4-CD8- Esta poblacién también 
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se denomina pro-T y son caracterizados histologicamente como células grandes 6 medianas 

con aspecto de célula blastica y ademas tienen gran capacidad proliferativa y alta expresion 

del TdT En ésta etapa de DN comienza el rearreglo de genes de TCR que codifican para la 

cadena B y representan alrededor del 1-5% del total de timocitos en el adulto (Davis, 1991; 

Nikolic-Zugic, 1991). 

Las células pre-T tempranas dejan de expresar CD117 y CD44, ¢ inician la expresion 

de CD25 ademas de las antes mencionadas, al llegar a células pre-T tardias dejan de 

expresar CD44, CD1I17 y CD25. En este paso las células Ilegan a la etapa de dobles 

positivas, las cuales requieren de la presencia del pre-TCR para la progresion de las células 

DN a dobles positivas (DP) (Anderson et al, 1996), esta etapa se caracteriza por las 

presencia en el citoplasma de la cadena § del TCR, asi como de las proteinas CD1, CD4 y 

CD8 en su superficie. Por la expresién del CD4 y CD8 se denominan DP 6 células pre-T, 

proliferan abundantemente, en ésta etapa se produce el rearreglo de la cadena a del TCR, 

éstas células se localizan entre el dia 16 y 17 de gestacién en el ratén, y representan 

alrededor de un 80-85% del total de timocitos en el adulto, éstas células por tanto se 

consideran de fenotipo cCD3+ CD7+ CD2+ CD5+ CD4+ CD8+ CD1+ CD45RO+ TdT+. 

Cuando los timocitos llegan a la etapa DP, estas células presentan en su superficie 

una expresion muy baja de las proteinas del complejo CD3/TCR. Estas células DP continiian 

diferenciandose, observando una etapa intermedia donde se deja de expresar el TdT nuclear 

y comienza la expresiéa de CD3 en la superficie fo cual tleva a la aparicién del TCR a en la 

superficie de los timocitos (Nikolic-Zugic, 1991; Zujiiga-Pflucker ef af, 1996; Haynes ef al, 

1998) 

Finalmente la Ultima ctapa de maduracién es la de los timocitos DP a timocitos 

maduros 6 simples positivos (SP), cn esta etapa las células dejan de expresar CDI y 

manticnen solamente el CD4 6 cl CD8. La actividad de proliferacién es abundante, son 

células que expresan altos niveles de CD3/TCR af, éstas células son capaces de reconocer 

moléculas propias def complejo mayor de histocompatibihdad (MHC) 
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La expresién de Ja molécula de clase II del MHC de las células estromales es primero 

detectada en el dia 13 de gestacin en el ratén, y para el dia 16 se expresa la molécula de 

clase I del MHC (Adkins e¢ al, 1987 y Ewijk, 1991). Todos los linfocitos T maduros migran 

del timo expresando solamente CD2+CD7+CD5+ y CD45RA+ asi como CD4+ 6 CD8+ 

Estos aparecen entre el dia 18 y 19 de gestacién en el raton y representan solamente 

del 10- 15% del total de timocitos en el adulto (Haynes ef a/, 1998) 

Los timocitos CD4+CD8-CD3+ 4 CD4-CD8+CD3+ se localizan predominando ea 

la médula timica y es posible que las células epiteliales medulares intervengan en los cambios 

madurativos que ocurren a éste nivel, antes de su exportacion a la periferia (Fig. 5). 

PERIFERIA 

MEDULA TIMICA 

SIMPLES POSITIVAS 
CORTEZA TIMICA 

  

        

  

Célula T 
DOBLES POSITIVAS 

Celula pre T tardra 
DOBLES NEGATIVAS Co) - Ce) 

BiIGADO FETAL 
OMEDULA OSBA 

Célula pro-T cpare-tCR 
e Célula prot 0%) oB cDa+ 

Calula “tem” temprana 10%) 

cose @ ce _ 
(18%) 

CD4-8+ TCRaB 
CD48 low TCR- 3%) cps+ 

{30%) 

  

= 
CD4-84/- TCR: 78 

(0%) 

  

  

  

EDAD (PRENATAL) 

Fig... Exquema simplificado de Ins distintas etapas de diferencincign celular en el timo en rata, Se 
muesten el deanrrolio de los tmocitas desde lov precursores de los linfocltos T ( célula “stem” que pasan a 
través de In corteza timica denontnadoy dobles negatives (DN) y dobles positives (DP), que pasan hacia Ia 
méduta timlea donde s¢ denominan slmples positives (SP), haste Hegar a La periferia. Se muertran los 
porcentajer de células DN 3%), DP BS%), y SPY y 3% de CD4+ y CDB+ respectivamente}. Ademis s¢ 
muestra el tempo de gestackin donde ¥¢ van presentando las distintas etapas hasta el aacimlento. Modificado 
de Davis, (1990) 3 Zauflga-Pflcher, (1996). 
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3.5. SELECCION CELULAR: 

Un importante acontecimiento para la maduracion de los linfocitos T intratimicos 

después de la expresion del TCR y los correceptores CD4 y CD8 es la seleccién de las 

células que van a formar parte del repertorio de células T maduras en la periferia. 

Los procesos de seleccién celular son los responsables de la supervivencia de las 

células T que expresan solo TCR utiles, es decir que reconocen antigenos extrafios 

asociados a las moléculas del! MHC (Abbas et a/, 1995; Paul, 1998). 

La seleccién_positiva es el proceso que permite la sobrevida de los linfocitos 

funcionales que no reconocen a los antigenos propios, promueve la supervivencia y 

expansion selectiva de los timocitos con TCR restringidos por el MHC propio (Davis, 1990, 

Yamada et al, 1998). 

La selecciOn negativa es el proceso de eliminacién de los linfocitos que por tener 

combinaciones anormales de TCR y correceptores CD4 6 CD8 no son funcionales, 6 de 

aquellos que son funcionales pero que reaccionan contra antigenos propios. De este modo 

los timocitos que Hegan a reconocer estructuras propias cuando llegan a células T maduras 

en la periferia no desencadenan una respuesta autoagresiva y son auto-tolerantes, (Ashton- 

Rickardt, 1993 y Sebzda ef al, 1994) 

La interaccién del TCR de timocitos inmaduros con antigenos del MHC timicos 

rescatan a las células T inmaduras de la muerte celular programada y determinan a futura 

diferenciacion a células T maduras. El compromiso del TCR af con moléculas del MHC 

lleva a cabo la diferenciacién de células T cooperadoras o bien células T citotéxicas Las 

moléculas de clase 1 del MHC Ilevan a ja diferenciacién de células T citotéxicas CD8+, y las 

moléculas de clase EI estan comprometidas para la diferenciacién de células T cooperadoras 

CD4+. (Sia er al, 1988, Davis, 1990; Ashton-Rickard, 1993, Yamada ef al, 1998)



Se considera que la seleccién positiva precede de la seleccién negativa, pero no hay 

evidencias claras que comprueben esto, aunque se ha visto que estos dos procesos trabajan 

en forma paralela, es decir que la maduracién de los linfocitos dentro del timo se da mas 0 

menos al mismo tiempo que la muerte de ellas (von Boehmer, 1990) 

Se menciona que la seleccién celular se lleva a cabo en dos etapas. La primera 

durante la fase de células dobles negativas, y la segunda durante la fase de células dobles 

positivas y simples positivas (von Boehmer, 1990). 

Cuando ocurre este proceso en las células DN se efectiia en la corteza subcapsular 

del timo y se da en funcién a la expresién del pre-TCR que expresen los timocitos (von 

Boehmer, 1990). 

El reacomodo de genes de la cadena TCR B es un pre-requisito para la maduracion 

de las células DN a DP. Este requisito ha sido determinado por la identificacion del pre- 

TCR, comprometiendo el heterodimero de la cadena pre-TCR @ (conocido como gp33), 

asociado a la cadena TCR B (Owen, 1991). Este pre-TCR es parte del complejo que 

contiene proteinas CD3 que transduce sefiales en los timocitos inmaduros. 

Al parecer el pre-TCR interacciona con algun ligando interno que aun no se ha 

identificado. La molécula CD3 inicia la transduccién de sefiales produciendo una 

movilizacion de calcio y activando la tirosina cinasa Ick. Estos eventos llevan por una parte a 

que el rearreglo de los genes de la cadena B del TCR se detenga asegurando la expresion de 

un solo alelo del TCR B, y por otra parte que la proteina gp33 deje de expresarse 

iniciandose asi el rearreglo de los genes de la cadena a del TCR, y asi mismo la 

proliferacién celular y la maduracién de los timocitos (Davis, 1990; Abbas e7 a/, 1995, Paul, 

1998) 

Por otro lado, los timocitos que presentan un TCRB que no es funcional y fallan en 

la interaccién con él ligando son seleccionados negativamente e¢ inducidos a la apoptosis 

(Yamada et al, 1998, Paterson ef al, 1999) 
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Cuando los procesos de seleccién celular se presentan en la fase de células DP y SP 

ocurre en la region que divide a la corteza y la médula asi como en la propia médula timica; 

la selecci6n celular se lleva a cabo en funcién al TCR af que presentan los timocitos, para lo 

cual se requiere de la interaccién timocitos-células estromales (Ewijk, 1991). 

La seleccion de los timocitos DP depende de la interaccién mediada con el TCR y el 

MHC expresados en las células dentro del microambiente timico. Se menciona que el TCR 

en éstas células DP es capaz de reconocer péptidos con el contexto del MHC propios, lo 

cual leva a una futura maduracién de timocitos DP a SP, o bien a la delecién clonal por 

apoptosis (Owen, 1991). 

Por lo tanto los timocitos que han conservado la expresién del correceptor 

“adecuado” seran capaces de interaccionar con las células estromales recibiendo sefiales de 

seleccién positiva, mientras que si conservaron el correceptor “inadecuado” no seran 

capaces de ésta interaccion, lo cual Ilevara a no recibir sefial de sobrevivencia, siendo por lo 

tanto eliminados por apoptosis (Davis, 1990, Abbas ef al, 1995; Anderson et al, 1996; 

Yamada et al, 1998). 

Es claro que la mayoria de las células que emigran del timo son células simples 

positivas; sin embargo existen experimentos de marcaje in situ de timocitos con Tiocianato 

de fluoresceina (3H-TDR) en los que se demuestra que una pequefia poblacién de células 

DP es capaz de salir del timo y madurar de forma extratimica en el intestino, bazo e higado, 

aunque toda via no queda claro este punto (Cardarelli, 1989; Paul, 1998, Yamada et al, 

1998). 

Finalmente, cuando los timocitos son seleccionados positivamente adquieren la 

capacidad funcional cooperadora 6 citotdxica, salen del timo y migran hacia los érganos 

linfoides secundarios, donde residen como células T cooperadoras y linfocitos T citotoxicos 

que pueden responder a antigenos extrafios, restringidos por cl MHC propio (Davis, 1990).



li- OBJETIVOS 

Objetivo General: 

Caracterizar las poblaciones de linfocitos T del timo de ratas normales de diferentes 

edades (fetales, recién nacidas, puberales y adultas) de acuerdo a la expresién de los 

correceptores CD4 y CD8, asi como caracterizar la apoptosis y proliferacion celular de los 

timocitos mediante Citometria de Flujo. 

Objetivos Particulares: 

1.- Caracterizar la ontogenia del timo desde el punto de vista de masa, relacién 

corporal, numero de células y numero de células por masa 

2. - Caracterizar fenotipicamente la poblacion de timocitos de ratas Fetales de 15,17 

y 19 dias de gestacion, Recién Nacidas (RN); 7, 15, 21, 30, 60, 90 y 120 dias de edad, 

basandose en la expresion de los antigenos CD4 y CD8 

3 - Cuantificar las células apoptoticas, asi como el contenido de ADN y el Ciclo 

Celular en timocitos de ratas de las diferentes edades, mencionadas en el punto anterior. 

4. ~ Caracterizar fenotipicamente distintas subpoblaciones de linfocitos T de acuerdo 

a su densidad. 
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IIl.- MATERIAL Y METODOS 

1. - Animales: 

Se utilizaron fetos de ratas cepa Wistar de 15,17 y 19 dias de gestacion; ademas de 

ratas macho recién nacidas (RN), y de 7, 15, 21, 30, 60,90 y 120 dias de edad que fueron 

obtenidas del Bioterio del Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran, México,D-F. 

El dia 0 de gestacion fue determinado por lavado vaginal (Mandel y Kennedy, 

1978). 

Los animales fueron pesados previamente al sacrificio, para obtener el peso 

corporal de cada uno 

2. - Aislamiento de timocitos: 

Para la obtencién de los timocitos, las ratas fetales y RIN fueron sacrificadas por 

hipotermia, mientras que las de las otras edades con cloroformo y desnucadas ( Ming ef al, 

1992). Inmediatamente se les realizé un corte toraxico con el fin de obtener el timo. Los 

timos se lavaron con una solucion salina con amortiguador de fosfatos (PBS pH 7.4), 

después de ello los timos fueron secados con papel filtro y pesados, posteriormente los 

timos fueron disociados haciendo pasar el tejido por una malla metdlica con poro de 

100m”. Las células obtenidas fueron colocadas en PBS y centrifugadas por 10 min a 

1000 r.pm. a 4°C, se les adiciond PBS para resuspender y obtener una suspension de 

células, las cuales fueron cuantificadas con una camara de Neubauer, también se cuantificd 

la viabilidad de los timocitos mediante la técnica de azul de Tripan, la cual resulté ser 

mayor del 98% 
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3. - Preparacion del Gradiente de Percoll: 

Para la obtencién de las subpoblaciones de los timocitos se prepararon dos 

gradientes discontinuos de Percoll (Pharmacia Fine Chemicals Ltd): de cinco capas con 

una concentracion del 65, 60, 55, 50 y 45 % de Percoll (Salisbury ef al, 1979). Cada capa 

fue de 2 ml! y fueron colocadas en un tubo cénico de 15 ml con la ayuda de una Bomba 

Peristaltica (Peristaltic PUM P-1 Fine-Chemical), iniciando con la capa de mayor densidad 

En cada gradiente se sembraron 200 X10® de células en la parte superior del gradiente. 

Posteriormente se centrifugaron por ih a 1000 rpm a 4°C (Centrifuga Beckman GPR). Las 

bandas fueron separadas y lavadas 2 veces adicionando 5 volimenes de PBS y 

centrifugando por 10 min a 1000 rpm a 4°C. 

Las células obtenidas de cada una de las capas se resuspendieron en PBS pH7.4 y se 

cuantificaron, calculandose el porcentaje de recuperacién de la siguiente manera: 

RECUPERACION®=( Células recuperadas / Células sembradas) X 100. 

Obteniendo como resultado cerca del 85% de recuperacion. 

4. - Ontogenia del timo: 

Para conocer e! desarrollo del timo de cada una de las ratas de distintas edades se 

evaluaron cuatro parametros, que fueron 

Peso del timo, cantidad de células por timo, cantidad de células por miligramo de 

peso del timo, y relacién del peso del timo con respecto al peso corporal de las ratas 

estudiadas. Para conocer cl peso del timo, éstos fueron disecados y lavados con PBS y 

secados con papel filtro, el peso s¢ evalué como peso himedo con el fin de cumplir los 

otros objetivos planteados.



5. - Citometria de Flujo: 

Para el analisis de Citometria de Flujo se utilizé un citémetro modelo Facsorter, 

Becton Dickinson equipado con un laser de argon que emite a 488 nm de longitud de onda. 

5.4. Andlisis de la expresién de los antigenos CD4 y CD8: 

Para el analisis de la expresién de los antigenos CD4 y CD8 mediante citometria 

de dos colores se utilizaron 5X 10° células de cada capa del gradiente de Percoll asi 

como de Ia poblacién total. Estas células fueron resuspendidas en un amortiguador de 

fosfatos suplementado con glucosa (PBS pH 7.2 + Glucosa 20mM y 5% de suero fetal de 

rat6n), y posteriormente fueron incubadas simultaneamente con anticuerpos monoclonales 

anti rata CD4 conjugado con Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) y anti rata CD8 

conjugado con Ficoeritrina (PE) (Serotec,Oxford,GB.) (Swat e¢ al, 1991), en una dilucién 

1:50 de cada uno en PBS y por duplicado. Se protegieron de la luz y se incubaron 1 h. a 

4°C. Posteriormente fueron lavados con un amortiguador de fosfatos adicionado con 

glucosa y albumina (PBS pH 7 2 + Glucosa 20 mM y Albumina al 0.05%) centrifugando 10 

min a 1000 rpm a 4°C 2 veces. Finalmente se fijaron con formaldehido al 2 % en PBS pH 

72, manteniéndolas a 4°C hasta su analisis en ef Citémetro de Flujo (Ming ef al, 1992) 

Para el analisis citofluorométricoe se utilizd el software denominado LISYS Il de 

Becton Dickinson. Se realizd un analisis simultaneo de dos colores de fluorescencia verde 

G18nm) y fluorescencia naranja (560nm) (FLI/FL2) respectivamente, ademés de medir los 

parametros de tamafio contra granularidad (FSC vs SSC), en base a ello se seleccionaron en 

total cuatro parameteos de la poblacién de timocitos (Darzynkiewicz e/ af, 1994). En cada 

muestra se analizaron un minimo de 10,000 eventos (Fig. 6) 

En cada analisis de Citometria de dos colores se utilizaron cuatro grupos control, 

ajustando las condiciones de voltaje de los fotomultiplicadores y los amplificadores,



utilizando células control para el andlisis de autofluorescencia, células con solamente anti- 

CD4; y células solamente con anti-CD8 para hacer los ajustes y compensacion de los 

colores, ademas se utilizaron anticuerpos monoclonales anti- IgG 1-FITC y anti-IgG 2-RPE 

como controles de la fluorescencia inespecifica (Swat e¢ al, 1991 y Schimid, 1994). 
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Fig.6.- Andlisis de_inmunofluorescencia de_dos colores de timocitos de rata. En la 
grafica de puntilico se muestran las cuatro poblaciones celulares (CD4-CD8-, CD4+CDB+, 
CD4+CD8-, CD4-CD8+). El eje de las X representa la intensidad de fluorescencia de los 

timocitos marcados con anticuerpo de ratén anti CD4:FITC de rata; y cm el eje de las Y la 

intensidad de fluorcscencia de timocitos marcados con anticuerpo de ratén anti CD8:RPE de 
rata. Se muestra que ta mayor parte de fas cétulas son dobles positivas. 

  

5.2 Analisis de ciclo celular: 

Se utilizo un método de cuantificacién del ADN y anilisis de ciclo celular basado 

en la obtencién de los nicleos celulares mediante la técnica de digestion enzimatica y con 

detergente, utilizando un fluorocromo con afinidad por el ADN, el cual fue ioduro de 

propidio (IP) Se utilizaron 5X10° células, que fueron lavadas con PBS pH 7.4 dos veces, y 

después se incubaron con Tripsina (30 ug/ml en amortiguador de espermina durante 10 min 

a temperatura ambiente, posteriormente, se agregd Inhibidor de Tripsina (277 ug/ml) y 

RNasa (55 ug/ml) en amortiguador de espermina durante 10 min a temperatura ambiente



Finalmente se afiadié Ioduro de Propidio (150 yig/ml) (Sigma Chemicals Co, S. Lovis 

Mo.), y se incubaron por 15 min a 4°C protegiéndolas de la luz. (Darzinewikz, 1994). 

Inmediatamente se analizaron en el citémetro de flujo utilizando el programa Cell 

Fitt de Becton Dickinson. Para cada andlisis se ajustaron las condiciones de voltaje de los 

fotomultiplicadores y los amplificadores para los parametros de intensidad de FL2 (560 

nm), duracién del centelleo de fluorescencia (FIL2-W) y el area bajo la curva de FL2/FL2W 

(FL2-A). Se analizaron un minimo de 10,000 eventos por muestra; utilizando como 

controles nicleos de timocitos de ternera (BD). Para dicho andlisis se realizaron 

histogramas de FL2-A y los porcentajes de las poblaciones en etapas GO/G1, S y G2+M 

fueron calculados utilizando el método matematico RFIT de Becton Dickinson (Fig. 7) 

(Vindelov y Chistensen, 1994). 
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Fig. 7. ~ Histograma del contenido de ADN. Sc muestra la distribucién de tas fases 
GO+G1/S/G2+M dei ciclo celular. Los datos fucron analizados mediante el método 
RFIT de Becton Dickinson. En el eje de las X se representa la distribucién del 
contenido de ADN, y cn cl eje de las Y se representa el oiimero de células, las cuales 
fueron teiidas con IP,



5.3 Andlisis de Apoptosis: 

Previamente se han sido descritos diferentes métodos para la cuantificacién de la 

muerte celular programada en células individuales por citometria de flujo. El método 

utilizado en éste trabajo se basé en la afinidad del colorante por el ADN, asi como la 

capacidad de la membrana celular de excluir el colorante, el cual fue el 7- amino 

actinomicina D (7-AAD) que es capaz de ligarse al ADN pudiendo identificar células 

apoptoticas de las vivas 

Para poder identificar las células apoptoticas, se utilizaron 5X10 células que fueron 

tefiidas con 7-amino-actinomicina D (7-AAD) (10 g/ml) + Formaldehido al 1%, durante 

20 min. (Calbiochem, la Jolla, C.A.) protegiéndolas de fa luz (Swat, 1991). Las muestras 

fueron inmediatamente analizadas en el FACS, en el programa LISYS I de Becton 

Dickinson para su posterior andlisis. 

Para cada anilisis se ajustaron las condiciones de voltaje de los fotomultiplicadores 

y amplificadores para los parametros de intensidad de fluorescencia roja (FL3), asi como 

FSC y SSC, la emisién del 7-AAD fue detectada en el canal FL3 (menor de 650 nm). 

La poblacién de timocitos fue seleccionada basandose en el tamafio y granularidad 

de los mismos (FSC vs SSC), las células que resultaron apoptéticas se identificaron en una 

grafica de tamafio vs 7-AAD (FSC / FL3) (Schimid, 1994 y Lecoeur y Mougeon, 1996). 

Para poder identificar ésta poblacién de timocitos apoptéticos se utilizaron como 

grupos control células incubadas 24 h con Cortisona (10 g/ml) y Azida de sodio (0.4%) 

asi como células sin tratamiento, para identificar las células apoptoticas, necroticas, vivas y 

sanas respectivamente (Fig 8.). 

Para la identificacion de la poblacion apoptética se comparé la region de éstas 

células con las del grupo control (células con menor tamafio y con una captacién de 

intensidad intermedia del colorante 7-AAD, la cual es mayor que la de las células vivas y 

sanas, y menor que las de las células necroticas) Para cada muestra se analizaron un 

minimo de 10,000 eventos y se cuantificd el porcentaje de las células de cada mwestra en 

ésta regién
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FIG. 8.- Andilisis de apoptosis de timocitos de rata. En la grafica de 
puntilleo se muestran tres grupos de poblaciones celulares: células 

vivas, células apoptéticas, y células necréticas. En et eje de las X se 
grafica ef tamaiio de las células, y en el eje de las Y 1a fluorescencia 

correspondiente a 7-AAD. Todo analizado por citometria de flujo. 

6. Analisis estadistico: 

Se realizé un andlisis de varianza para comparar los valores entre las diferentes 

edades de las ratas y “t” de Student a cada uno de los grupos para determinar las diferencias 

estadisticas de las diferentes poblaciones de timocitos obtenidos Los grupos se 

consideraron diferentes cuando la probabilidad fue menor de 0,05 (P< 0.05).
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IV.- RESULTADOS 

4. - Ontogenia del timo: 

Es comtin que se tenga la idea de que el timo desaparece con la edad, o después de 

la pubertad. Con el propésito de corroborar esto, en el presente trabajo se realizé un estudio 

de la ontogenia del timo bas4ndose en 1a masa del timo, cantidad de células, cantidad de 

células por masa y la relacién de ia masa del timo con el peso corporal de ratas fetales, 

neonatales, puberales y adultas 

1.1. Peso del timo: 

En la grafica 1a se observa el peso del timo con respecto a las distintas edades de las 

ratas estudiadas. Se observa que el peso del érgano se incrementa desde la etapa fetal hasta 

aproximadamente los 60 dias de edad y después disminuye, pero sin llegar a desaparecer a 

los 120 dias de edad de la rata. 
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Grafica 1a. - Peso del timo de rata de distintas edades, E1 peso del timo de 5 ratas de cada una 
de las distintas edades estudiadas fue evaluado. Sc muestra el promedio + Ia desviacién 
estandar respectiva (SD). 
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1.2. Relacién peso timo / peso corporal: 

En la grafica Ib se muestra la relacién entre el peso del timo con respecto al peso 

corporal del animal a las distintas edades estudiadas. Llama la atencién que en ia etapa fetal 

el timo tenga un tamafio relativo mayor a los 15 dias de la gestacién, y que éste disminuya 

hasta el momento del nacimiento. El tamaiio relativo maximo del timo se presenta 

aproximadamente a los 21 dias de vida extrauterina, pero después presenta una disminucién 

importante, incluso antes de la pubertad del animal (45-60 dias) 
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Grifica_1b.- Relacién_ peso timg_/ peso _corporal_de lag ratas de distintas edades, La tasa de 
crecimiento del timo fue evaluado con relacién al peso corporal de las ratas de las distintas edades. 
Cada valor expresa la media + la desviacidn estdndar respectiva de al menos 5 animales. 

   



1.3. Cantidad total de timocitos: 

En la grafica 1c se observa el total de células obtenidas en cada timo de las distintas 

ratas estudiadas, se observa basicamente el mismo comportamiento de la curva que en el 

peso del timo. Conforme aumenta la edad de fas ratas aumenta la cantidad de células y al 

ilegar a los 60 dias de edad ésta disminuye. 
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Gréfica 1¢.- Total de timocitos de ratas de distintas edades, Las células se obtuvieron haciendo 
pasar el tejido 2 través de una maila, se lavaron con PBS y se cuantificaron determinando 
viabilidad con azul tripan. Se muestra el promedio + Ja desviacién estdndar respectiva de 5 
timos de las distintas edades estudiadas. 
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1.4. Timocitos por miligramo de peso de timo: 

En la grafica id se observa la relacién de células por mg de peso de timo de las ratas 

de distintas edades. Se ve que la mayor densidad de células por mg de peso de timo se 

presenta alrededor de los 21 dias de edad, observandose asi mismo que ja cantidad de 

células/mg de peso de tejido en ratas adultas es similar al de las ratas recién nacidas. 
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Grafica 1d.- Timocitos por mg. de_peso de tejido timico de_ratas de distintas edades. 
Relacidén timocitos / peso timo en cada una de las ratas de distintas edades estudiadas. Se 
muestra el promedio + Ia desviacién estandar respectiva de 5 timos de las distintas 
edades estudiadas 
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2. - Caracterizacion fenotipica de la poblacién de timocitos de las ratas de 

distintas edades: 

Los timocitos fueron caracterizados fenotipicamente basindose en la expresion de 

los antigenos CD4 y CD8 en las ratas de las distintas edades. Los resultados obtenidos 

muestran como se esperaba, los cuatro grupos de poblaciones celulares como son: CD4- 

CD8-, CD4+CD8+, CD4+CD8- y CD4-CD8+. 

2.1. Analisis fenotipico de fa poblacién total de timocitos de ratas 

fetales: 

Como se puede observar en Ia grafica 2a, las poblaciones de células que expresan los 

antigenos CD4 y CD8 durante la etapa fetal esta cambiando, A los 15 dias de gestacién se 

observa una poblacién que expresa CD4; a los 17 dias se observan ya las cuatro poblaciones 

que se presentan en el adulto: CD4+, CD8+, DP, y DN. Al parecer las células CD4 

detectadas el dia 15 se convierten en DP. Al dia 19 de gestacion, predomina la poblacion de 

células DP, mientras que la poblacién de CD4 disminuye. En los animales recién nacidos se 

presenta una distribucion de las poblaciones similar a la del adulto. 
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Grafica 2a_-. Expresién de antigenos CD4 y CD8 de timocitos de ratas fetales. 5X10 timocitos de ratas 
fetales fueron incubados simultancamente con anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD4:FITC y 
CD8:RPE, fucron analizados mediante citometria de flujo de dos colores. Se muestra el promedio de tres 

ensayos por duplicado + la desviacién estandar respectiva. 
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2.2. Analisis def fenotipo de fa poblacidn total de timocitos de ratas de 

distintas edades: 

En la grafica 2b se puede comparar la distribucién de las cuatro poblaciones de 

timocitos que expresan los antigenos CD4 y CD8. No se observan cambios significativos a 

las diferentes edades postnatales estudiadas. Se observa que alrededor del 80% del total de 

los timocitos son DP, y menos del 5% son células DN Alrededor del 15% del total 

corresponden a células SP, destacando que la poblacién de CD4 es mayoritaria con respecto 

a CD8, en una relacion de casi 2 1. 
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Grafica 2b.- Poblaciones de _timocitos de ratas de_distintas_edades 
antigenos CD4 y CDS. 5 X 10° timocitos de ratas de distintas edades (post-natales) fueron 
tehidos con anticucrpos monoctonales dirigidos contra CD4: FITC y CD8: RPE, analizadas 

por citometria de flujo de dos celores. Se obtuvieron los promedios de cinco ensayos oor 

duplicado = ta desviacién estandar respectiva. 
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3. - Analisis del contenido de ADN y ciclo celular: 

En la grafica 3a se muestran los datos del contenido de ADN y ciclo celular obtenidos de los 

timocitos de la poblacién total de ratas de distintas edades (etapa fetal-etapa adulta). Se 

observé que el contenido de ADN fue normal en todas las células, es decir todas fueron 

diploides. Se ve que en las etapas fetales se presenta una muy alta proporcién de células en 

la fase de sintesis del ciclo celular, especialmente el dia 17. Calculando la actividad 

proliferativa (S+G2+M) se observa que permanece cercano al 50-60% del dia 17 al dia del 

nacimiento. A los 7 dias de vida postnatal la actividad proliferativa detectada fue de casi el 

66% de la observada en la etapa fetal; y a los 15 dias de vida postnatal se alcanzan los 

valores de la actividad proliferativa del adulto, la cual es alrededor del 5%. 
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Grafica 3a.- Contenido de ADN de la poblacién total de timocitos de ratas de distintas edades, 5 X 10° 
células de la poblacién total de ratas de distintas edades fueron tefidas con Yodure de Propidio y 

analizadas mediante citometria de flujo. Se analizé el histograma de Area FL2 mediante ¢l método 

matemAtico RFIT. Las barras muestran el prontedio de cinco cnsayos por duplicado + ta desviacién 
estandar respectiva. 

  

48



4. - Analisis de apoptosis: 

En la grafica 4a se muestran los resultados obtenidos de la cantidad de timocitos de 

Ja poblacién total de ratas de las distintas edades, que se encuentran en apoptosis. Se 

observa que en todas las edades los porcentajes son variables, se ve que el mayor porcentaje 

en timocitos en apoptosis es el de 17 dias de gestacién y en menor porcentaje las de 7 dias 

de edad 
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GrAfica 4a.- Porcentaje de timacitos de la poblacién total de ratas de distintas edades en 

apoptosis, 5 X 10° células de Ja poblacién total de ratas de distintas cdadcs fueron tefidos 
con 7-AAD y analizados por citometria de flujo. Se muestra ct promedio de cinco ensayos 
por dupticado 2: 1a desviacién est4ndar respectiva 

49



5. - Distribucion de timocitos en el gradiente de percoll: 

En la grafica 5a se observa la distribucién de los timocitos de ratas de distintas 

edades en el gradiente discontinuo de percoll. Se ve que alrededor del 52% de }os timocitos 

quedaron en la capa del 60% de percoll, seguido de un 25% de timocitos en la capa del 65% 

de percoll; se observa también que menos del 10% de los timocitos son de menor densidad. 
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Grafica 5a.- Distribucién de timocitos en cl gradiente de Percoll : Timocitos de ratas de 
distintas edades fraccionados por gradierte discontinuo de percoll con una concentracién 
del 45, 50, 55, 60, y 65% de densidad. Cada valor representa el promedio + [a desviacién 
estandar de fos timocitos en cada una de las edades de las ratas. 

En lo que se refiere a los resultados de la caracterizacion de los antigenos CD4 y 

CD8, analisis de ciclo celular y apoptosis de las subpoblaciones de timocitos obtenidos por 

gradiente de percoll en las ratas de las distintas edades, se describen en el Anexo, donde se 

muestran tablas con los datos obtenidos en cada capa del gradient, y de cada edad de las 

Tatas estudiadas 
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V.- DISCUSION 

El estudio del proceso de desarrollo de los linfocitos T en la rata desde la etapa fetal 

hasta la etapa adulta no ha sido ain bien establecido, por lo que en el presente trabajo se 

realiz6 un estudio de éstas células del timo en rata 

Se estudié la ontogenia de! organo desde el punto de vista de masa, cantidad total de 

células, células por masa de tejido y la relacién del peso del timo con respecto al peso 

corporal de ratas de distintas edades (fetales, neonatales, puberales y adultas), asi mismo se 

caracterizaron fenotipicamente las poblaciones de timocitos en base a la expresion de los 

antigenos CD4 y CD8, se cuantificé el contenido de ADN y ciclo celular, asi como la 

cantidad de células que mostraban apoptosis; para lo cual se utilizd una de las técnicas mas 

modernas en inmunologia como es la citometria de flujo, la que permitio medir éstos 

parametros con mayor eficiencia que con las técnicas comunes, 

Hasta el conocimiento actual, el timo actta como una “caja negra” en el proceso de 

diferenciacion y maduracién de los linfocitos T. Se conoce que entran células precursoras y 

salen linfocitos maduros y competentes, desde el punto de vista inmune; pero atin no se 

conoce todo ef proceso de maduracién, ni los factores que lo realizan (Nicolic-Zugic, 1991) 

Se conocen una serie de eventos que influyen en el resultado final de éste proceso, 

entre los cuales se encuentra la cantidad de células que entran, la proliferacién de las células 

dentro del timo, las células que emigran del timo hacia los érganos linfoides secundarios y 

ademéas la muerte celular programada 6 apoptosis (Curnow ef al, 1994 y Anderson e¢ al, 

1996) 

Se sabe también que el proceso de diferenciacién y maduracion de los linfocitos T es 

complicado, ya que necesitan de la influencia de microambientes timicos adecuados, lo que 

implica una serie de eventos como son proliferacién celular, diferenciacién celular y muerte 
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celular por apoptosis. La diferenciacién involucra rearreglo de los genes del TCR, cambios 

fenotipicos en la expresién de receptores (TCR, IL-2, etc ) y correceptores (CD4 y CD8), y 

finalmente la adquisicién de competencia inmune (Ewijk, 1991 y Hadden, 1992). 

Es importante conocer mds sobre el proceso de diferenciacién y maduracién de los 

linfocitos del timo asi como [a presencia de los marcadores de superficie que los distingue de 

otras células, ya que ésto nos permite identificar las etapas de diferenciacién a través de las 

cuales pasan los linfocitos hasta alcanzar su madurez 6 més atin el estado funcional en el que 

se encuentran, ademas de que el caracterizar la poblacién de timocitos en el transcurso de la 

vida, desde la etapa fetal hasta la senectud puede proporcionar datos que nos permiten 

entender el envejecimiento del sistema inmune y la presencia de enfermedades autoinmunes 

y/o degenerativas en las etapas seniles. Para llevar a cabo el presente trabajo, se eligi6 como 

modelo experimental a la rata debido a que la mayor parte de los estudios de los linfocitos 

estan hechos en ratén, y es importante conocer éstos procesos en otras especies animales. 

Como se menciond anteriormente el timo es el mejor sitio de maduracién de los 

linfocitos T, desde los progenitores hematopoyéticos hasta el producto final que son los 

linfocitos T maduros, los cuales son diferenciados para efectuar y permitir la expresién de 

receptores que dirigen la respuesta inmune asi como la entrada a los organos linfoides 

secundarios (Adkins ef al, 1987); aunque también se menciona que algunos linfocitos T no 

requieren del timo para su desarrollo (rnaduracién extratimica) Ei desarrollo extratimico se 

da principalmente en el intestino y el higado, observandose una cantidad de linfocitos 

intestinales intraepiteliales que expresan cadenas a/a CD8, lo que demuestra el desarrollo 

extratimico; otros estudios mas recientes revelan que los linfocitos T en desarrollo 

extratimico tanto en bazo como en higado expresan IL-2R8 asi como niveles de CD3; 

aunque esto atin no ha sido bien aclarado (Yamada ef al, 1998) 

Para éste trabajo se decidié utilizar timocitos de ratas de distintas edades, desde !a 

etapa fetal y neonatal hasta la ctapa adulta, en la literatura se describe el uso de timocitos 

fetales y neonatales dcbido a que en esas etapas se lleva a cabo la mayor actividad 
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linfocitaria y por lo mismo la principal produccién y maduracion de los linfocitos T, el uso 

de timocitos de animales adultos ha sido atin mas claro. El propdsito de este trabajo era 

realizar un seguimiento de fas distintas etapas por las cuales pasan los linfocitos del timo 

desde la etapa fetal hasta la etapa adulta en una sola especie que es la rata. La rata ha sido 

utilizada en diversos experimentos pero muy pocos sobre el estudio del proceso de 

maduracién de los linfocitos T (Ming ef a/, 1992; Takimoto ef af, 1992 y Tsuchida, 1994). 

Et tuno es el primer organo linfoide que se desarroila en las aves y en la mayor parte 

de los mamiferos, se ha visto que el timo es una glandula que involuciona tanto en animales 

como en el humano, esta atrofia timica esta relacionada con la edad; ademas se conoce que 

el timo en el humano tiene su maximo tamafio en relacién al cuerpo en la etapa neonatal y 

después de la pubertad disminuye su tamafio y peso En el adulto el tejido timico ha sido 

substituido en su mayor parte por grasa y se observa deplecion de los linfocitos (Reyes, 

1989). 

Debido a que todavia se tiene la idea de que el timo desaparece con la edad 6 

después de la pubertad, en el presente estudio se corroboré esto, observando que el timo no 

desaparece atin en la etapa adulta temprana. 

De acuerdo a los resultados obtenidos del estudio de la ontogema del timo, se 

observo que en lo que se refiere al peso del organo de las ratas de las distintas edades, es 

que conforme aumentaba la edad de las ratas el peso del timo se incrementé, durante la 

etapa fetal el aumento no fue tan pronunciado, pero al llegar al nacimiento el peso del timo 

se incrementé a casi el triple y después siguid aumentando, hasta llegar a los 60 dias de edad 

llegd al maximo de su crecimiento y después disminuyé en las siguientes edades, pero sin 

desaparecer a los 120 dias, ésto se atribuye a la accion de los esteroides sexuales sobre el 

organo, lo cual induce al organo a involucionar ya que éste proceso coincide con la pubertad 

en los animales (60-80 dias)



En lo que se refiere a la relacién que existe entre el peso del timo y el péso corporal, 

sé puido observar que al hacer la valoracion de la tasa de crecimiento del timo de acuerdo al 

peso del cuerpo de las ratas, es que el peso relativo maximo es al dia 15, y decrece hasta el 

dia del nacimiento, después del cual se intrementa hasta el dia 21, en el cual inicia su 

descenso Estos resultados difieren enormemente de los reportados por el raton y humano, 

en los que se describe que el organo tiene el peso relativo maximo al nacimiento. (Cardarelli, 

1989). > 

También se vid que el timo con respecto al cuerpo crecen a velocidades distintas, 

Hegando a su peso maximo el timo antes de que lo haga el peso corporal. Llama la atencién 

que el timo vaya disminuyendo su tamafio relative con el avance de la gestaci6n, hasta el 

nacimiento, donde se presenta un incremento del érgano. 

En cuanto a la cantidad total de timocitos en cada una de las edades estudiadas se 

observ6 basicamente el mismo patron que se da en el peso del timo, ya que durante la etapa 

fetal se encontraron pocas células. 

Finalmente, cn lo que sc refiere al total de timocitos por miligramo de peso de tejido 

pudimos observar que la maxima cantidad de células por mg de timo se presenté a los 21 

dias de edad, lo cual se atribuye a que a esa edad el timo se encuentra en una mayor 

actividad y por tanto se requicre de la presencia de una mayor cantidad de células por mg de 

timo Se observé ademas que la cantidad de células por mg de peso de tejido en las ratas 

adultas (120 dias) la cual ha sufrido el proceso de involucion es similar a la cantidad de 

células por mg de timo de las ratas recién nacidas, ésto se debe a que en el timo de las ratas 

recién nacidas la mayor parte de las células que presenta son linfocitos y en el timo adulto 

éstos linfocitos se han ido substituyendo por tejido adiposo y fibroso, y la cantidad de 

linfocitos que en ésta edad se encuentran es muy poca. 

Los resultados obtenidos del analisis de la ontogenia del timo de las distintas edades 

de jas ratas estudiadas coinciden en lo general con los datos obtenidos por Tsuchida ef al, 
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(1994), que utilizaron ratas de aproximadamente 322 gr (aprox. 50-60 dias) y se encontré 

que el timo pesé alrededor de 417 mg y se obtuvieron alrededor de 1070 X 10° de células en 

total. Igualmente en estudios de Ming ef al, (1992), quienes utilizaron ratas de 24 meses 

(viejas) y ratas de 2 meses (jévenes), vieron que habia un bajo peso significativo en ratas 

viejas a diferencia del de las ratas jévenes, donde el peso del timo era mayor (en ratas 

jovenes peso alrededor de 280 mg y en ratas viejas aprox. 50 mg), lo mismo sucedié con la 

cantidad de células puesto que en los timos de las ratas jovenes se encontraron 470 x 10° 

smientras que en los timos de las ratas viejas se encontraron aprox. 25 X 10° de células en 

total, éstos resultados fueron asociados con la involucién timica. Cabe mencionar que se ha 

visto que a pesar de que el timo involuciona con la edad contintia funcionando incluso en ja 

ancianidad y no desaparece. 

Durante afios se ha llevado a cabo el estudio bioquimico y biofisico de las células por 

medio de la histoquimica analizada mediante microscopia dptica y electronica; hoy en dia 

han cobrado importancia éstos estudios realizandose por métodos inmunohistoquimicos y 

analisis celulares a través de la citometria de flujo 

La citometria de flujo ha surgido recientemente como una importante herramienta 

clinica para los oncdlogos ¢ inmundlogos, debido a que con ésta técnica se pueden analizar 

las propiedades de células individuales, exponiéndolas en una sola fila a un haz de luz 

excitador 

Algunas de las medidas que se pueden hacer con el citémetro de flujo son 

catacteristicas fisicas como tamafio, volimen, indice de refraccién y fluorescencia, y 

caracteristicas quimicas como contenido de ADN y ARN, proteinas y enzimas 

Algunas de las aplicaciones inmunolégicas incluyen el andlisis y separacion de 

subpoblaciones de células T unidas a anticuerpos monoclonales conjugados con algun 

fluorocromo, se pueden separar varias clases de células linfoides por el tamafio y marcador 

de anticuerpo, la separacién de células vivas y muertas asi como identificacién individual de 
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células en apoptosis, y se puede hacer andlisis de la cinética del ciclo celular mediante 

diversas tinciones del ADN, entre otras mas. 

El citometro de flujo se encuentra conectado a un sistema computacional el cual se 

utiliza para analizar los multiples parametros que se miden simultaneamente, incluyendo 

fluorescencia de dos colores; ademd4s se pueden analizar éstos parametros mediante 

programas sofisticados de software. Las técnicas de citometria de flujo estan basadas_ en el 

uso de fluorocromos que permiten realizar andlisis y discriminacién detallada de poblaciones 

celulares heterogéneas (Zackon, y Goolsby, 1995) 

Algunos anticuerpos monoclonales se encuentran conjugados con fluorocromos y se 

unen a la superficie de fas células en estudio, en éste trabajo se utilizaron anti-CD4 

conjugado con fluoresceina (FITC) y anti-CD8 conjugado con ficoeritrina (RPE), mientras 

que otros fluorocromos se aplican directamente a la suspension celular, en nuestro caso 

utilizamos ioduro de propidio (IP) y 7 amino-actinomicina (7-AAD) para el andlisis de ciclo 

celular y apoptosis respectivamente 

Los primeros de ellos fueron los utilizados en éste trabajo para el estudio del 

proceso de diferenciacién y maduracién de los linfocitos del timo, en donde se evalud fa 

expresion de los correceptores CD4 y CD8, lo cual permitid distinguir 4 poblaciones 6 

etapas de timocitos que facilmente pueden ser identificadas mediante la citometria de flujo 

de dos colores, éstas etapas son las céhulas dobles negativas (DN), células dobles positivas 

(DP), células simples positivas CD4 y células simples positivas CD8 (SP) 

Para medir las proporciones de las poblaciones celulares que expresan los antigenos 

se realiz6 una grafica de puntilleo donde se graficé la fluorescencia correspondiente a CD4 

(FITC) contra la correspondiente a CD8 (RPE), lo cual permitié dividir ésta grafica en 

cuatro cuadrantes en donde cada uno representd a cada una de las 4 poblaciones de 

timocitos descritas para el timo (CD4-CD8-, CD4+CD8+, CD4+CD8-, CD4-CD8+). 
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Uno de los objetivos de éste trabajo fue el de caracterizar fenotipicamente las 

poblaciones de timocitos de ratas de distintas edades basandose en la expresion de los 

antigenos CD4 y CD8. 

En los resultados obtenidos de los timocitos fetales (15, 17 y 19 dias de gestacion) 

asi como los de recién nacidos, pudimos observar que las proporciones de las poblaciones 

celulares son heterogéneas, se vid en los timocitos de ratas de 15 dias de gestacion que la 

mayor parte de ésta poblacidn son células inmaduras 6 DN, pero ya se expresa el antigeno 

CD4, al ir aumentando la edad comienza a expresarse CD8 6 ambos antigenos, la poblacion 

de células DP aumenta conforme aumenta la edad alcanzando ésta poblacién el mayor 

porcentaje (80%) en los timocitos de las recién nacidas, y las células DN disminuyen hasta 

un 5% del total. 

cpb4* 

DN <y DN ———oNn 

—” 

> cps “<—>cns     

  

  

EDAD (DIAS DE GESTACION) 

FIG. 9.- Esquema donde sc muestran las ctapas de difenciacién celular en cl timo de ratas fetales, Se 

muestra como van aparecicndo fas distintas poblaciones celulares a lo largo de la etapa fetal en el timo de la rata, 
yemos como cl CP4 es el primero en aparccer durante la etapa fetal (15 dias), seguido de cl CD8 a los 17 dias. Las 
flechas obscuras indican la forma “establecida” por ta que pasan los timocitos, y las flechas punteadas indican 
las posibilidades que se pucden presentar durante la maduracién de loy timocitos.Los asteriscos indican células 
maduras, 

  

La primera de las moléculas estudiadas en expresarse es ef CD4, al dia 15 de la 

gestacion en aproximadamente el 40% de la poblacién La molécula CD8 fue detectada a 
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partir del dia 17 de gestacién en células dobles positivas y células simples positivas, lo cual 

no era de esperarse, pues esperabamos que se expresara solo en células dobles positivas 

Parece que ja poblacién que ya expresaba CD4 inicié la expresion de CD8, pero ademas 

aparece una poblacién que solo expresa CD8. Al llegar al nacimiento se presenta una 

poblacién de las poblaciones celulares similar a la que se presenta en el adulto. 

Es necesario analizar la expresién de éstos antigenos en animales de 16 dias de 

gestacion, para conocer si a esa edad sdlo se detectan células dobles positivas y las células 

CD8 provienen de ellas ( Fig 9). 

Segin Kampinga y Aspinali en 1990, (citado por Aspinall et af en 1991) en un 

estudio inmunohistoldgico en el que estudiaron las distintas etapas de la gestacion de la rata 

observaron que el CD8 aparecia primero que el CD4 a los 17 y 18 dias de gestacién 

respectivamente, la diferencia entre éstos datos y los nuestros puede deberse al tipo de 

andlisis realizado, o bien a la cepa de ratas utilizadas, asi como las condiciones en que se 

mantuvieron, etc. 

En otros estudios hechos en ratones esta descrito que a los 16 y 17 dias de gestacion 

sdlo hay niveles muy bajos de CD4 y CD8, y es hasta los dias 17 y 18 de gestacién donde ya 

se expresan altos niveles de CD4 y CD8, y representan células DP, a los18 dias de gestacion 

el primero que deja de expresarse es el CD8 y solo se expresa el CD4, y a los 19 dias de 

gestacion solo se expresa el CD8 (Fairchild ef a/, 1995), 

En lo que se refiere a los datos obtenidos de los timocitos de las ratas de las otras 

edades, es decir después del nacimiento (0, 7, 15, 21, 30, 60, 90 y 120 dias de edad) se pudo 

observar que al hacer la caracterizacién de los antigenos CD4 y CD8 se observaron las 

cuatro poblaciones celulares, (Fig 6) Observamos que en todas las edades la mayor parte 

de la poblacion de timocitos son DP y que junto con la poblacién de DN alcanzaron 

alrededor del 85% del total, lo cual cra de esperarse en base a lo descrito en Ja literatura y 
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asi confirmar que en el timo la mayor parte dela poblacién son timocitos inmaduros que se 

encuentran en procesos de maduracion y diferenciacion 

En lo que se refiere a las células maduras 6 SP se observé que éstos alcanzaron 

alrededor del 15% del total, destacando que, la poblacién de CD4 es mayoritaria con 

respecto a CD8, en una relacién de casi 2:1, (Paul, 1998). También sé vid que las cuatro 

poblaciones celulares se mantienen constantes durante toda la vida de la rata después del 

nacimiento. Estos resultados son similares a los obtenidos por Tsuchida ef a/ (1994), 

quienes trabajaron con timocitos de rates de aprox. 77 dias de edad, y caracterizaron las 

cuatro poblaciones por citometria de flujo, para encontrar que la poblacién de células DN 

fue de alrededor del 2 6%, el 80% para las células DP, el 10% para las células CD4 y el 

7.4% de células CD8. 

Por lo que sé vid existen pocas diferencias entre éstos resultados y los nuestros los 

cuales pueden debetse también a variaciones bioldgicas, a la cepa de ratas mantenidas en 

distintas condiciones de bioterio, al manejo de las mismas, etc. En otros resultados, Ming 

et al, (1992) estudiaron timocitos de ratas viejas y jovenes y no se observaron diferencias 

significativas en el porcentaje de células SP dentro del timo, obtuvieron en ratas jévenes 

aproximadamente ef 11% de CD4 y el 5% de CD8, mientras que en ratas viejas fue de 9% 

de CD4 y 47% de CD8. Con éstos resultados queremos decir que la relacién de fa 

expresion de CD4 y CD8 se mantiene constante durante toda la vida. 

Como se menciond anterionnente dentro del proceso de diferenciacién y maduracién 

de los linfocitos T en el timo, ocurren diversos eventos que se involucran en el paso final del 

proceso, entre ellos se encuentran la proliferacién celular y la muerte celular programada 6 

apoptosis, entre otros. Estos eventos ocurren durante toda la vida del animal, pero en lo que 

se refiere a la proliferacién celular durante la etapa fetal y neonatal se presenta una mayor 

actividad proliferativa ya que el timo esta al maximo de su capacidad para la produccién de 

células maduras (Linfocitos T), ademas de que en éstas etapas el individuo va a adquirir los 

mecanismos que le penmitiran contar con una inmunidad adecuada, tanto para su 
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competencia y madurez como para la eliminacién de clonas autorreactivas; cubriendo todo 

el espectro de posibilidades en cuanto a las afinidades del TCR, y por tanto generando asi 

una suficiente cantidad de timocitos 

En animales adultos la proliferacion celular en el timo es menor, debido a que en el 

organismo ya se cuenta con una reserva de linfocitos T maduros circulantes y/o en los 

organos linfoides secundarios, y las pocas células maduras que se estén produciendo son 

ittiles para compensar el desgaste de los linfocitos T en la periferia, o bien ésta produccién 

sirve para reponer las células que no han entrado en contacto con el antigeno, y que 

mueren al finalizar su ciclo biolégico (Cardarelli, 1989; Nicolic-Zugic, 1991 y Anderson 

et al, 1996). 

En nuestro trabajo se estudié el contenido de ADN en timocitos de ratas de distintas 

edades y se analizd el ciclo celular de estos Para medir este parametro se realizé un 

histograma del contenido de ADN, donde se muestra el nimero total de células contra la 

distribucion de las fases (GO+G1) /S/ (G2+M) del ciclo celular 

De acuerdo a los resultados obtenidos de esta manera pudimos observar que todos 

los timocitos fueron diploides, es decir que tuvieron un conterido de ADN normal; se vid 

que durante la etapa fetal y neonatal la mayor parte de la poblacién de timocitos se 

encuentra en la fase de sintesis (fase proliferativa) del ciclo celular, se vid que en las ratas 

fetales se presento una alta proporcion de timocitos en la fase de sintesis del ciclo celular, la 

cual fue disminuyendo poco a poco conforme aumento la edad de las ratas 

Se calculd la actividad proliferativa (S+G2+M) observandose que esta permanece 

alrededor del 50-60% durante la etapa fetal, siendo similar al de la etapa nconatal, después 

del nacimiento la actividad proliferativa disminuye considerablemente detectando a los 7 

dias de vida postnatal que esta actividad proliferativa fue de casi el 50% de la observada en 

la etapa fetal, a los 15 dias de edad se alcanzan valores muy reducidos de sintesis de ADN, y 

de ahi en adelante la proliferacion celular es muy baja, alcanzando solamente alrededor de un 
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5% de total en los timocitos de ratas de 120 dias de edad. Por tanto se corroboré que los 

timocitos estan proliferando durante toda la vida pero con una mayor abundancia en Ia etapa 

fetal y neonatal en comparacién con otras células; siendo ésta proliferacién parte escencial 

de fa maduracidn de los timocitos 

Con respecto a la muerte celular programada 6 apoptosis, se menciona que una parte 

importante de los linfocitos del timo se pierden por este mecanismo; se ha visto que las 

células deben perderse continuamente en muchos tejidos normales para equilibrar la division 

celular, pues de lo contrario cuando éste equilibrio se altera puede surgir la expansién de 

células tumorales. 

En el sistema inmune la apoptosis lleva a cabo un papel fisiolégico especial que es 

exclusivo de los requerimientos funcionales del sistema, en el timo, los timocitos inmaduros 

muestran apoptosis cuando son estimulados por el TCR en un estado critico en la 

maduracion, y se ha propuesto que éste mecanismo es responsable para la eliminacion de 

clonas de células T autorreactivas durante el desarrollo de la misma tolerancia inmune 

celular, por lo que la muerte celular programada es esencial para el desarrollo intratimico 

normal de la célula T y de la tolerancia del timo (Cohen y Duke, 1992). 

La apoptosis es un mecanismo importante para la eliminacion selectiva de células, 

éste proceso es distinto al de Ja muerte celular patolégica 6 necrosis, Las caracteristicas de 

la apoptosis son la contraccién de la célula, fa fragmentacién del ADN en nucleosomas y la 

fragmentacion del nucleo (cariopicuosis) La apoptosis en timocitos es a veces inducida 

por activacion, es decir que es probable que varias enzimas como las nucleasas medien la 

muerte celular, y se activen por las sefiales generadas por el TCR (Kerr y Harmon, 1991; 

Vitale, ef af, 1993; y Kerr, ef al, 1994) 

Para conocer la cantidad de células apoptoticas se realizaron graficas de puntilleo en 

las que se graficé el tamafio de las células contra la fluorescencia correspondiente a 7-AAD, 
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las cuales permitieron marcar la region correspondiente a las células apoptéticas, que se 

determino con el control de cortisona, previamente descrito en la metodologia (Fig. 8) 

Al hacer !a cuantificacion de los timocitos de las ratas de distintas edades que 

desarroliaron apoptosis, se pudo observar que a los 17 dias de gestacién se presenta el 

mayor porcentaje de células apoptéticas (10%), durante la etapa fetal y neonatal se presenta 

un porcentaje mas o menos elevado de células en apoptosis, los 17 dias de gestacion 

coinciden con la aparicién de la segunda fase de seleccién una vez que los timocitos 

expresan los valores « del TCR, y probablemente esto se debe a que como hay una elevada 

proliferacién celular en ésta etapa gran parte de las células se esta muriendo, si lo 

comparamos con los resultados de la caracterizacion de antigenos vemos que la mayor parte 

de los timocitos son inmaduros 6 DN, y la muerte celular también se da en ésta etapa. 

Estos resultados coinciden con lo deserite en la literatura donde se menciona que al 

ocurrir una intensa seleccién del repertorio de células T dentro del timo lleva a un alto 

porcentaje de muerte celular programada 6 apoptosis, lo cual se ha observado dentro de la 

corteza donde se localizan los timocitos inmaduros, ademas se menciona que la etapa 

intratimica de las células T en desarrollo se caracteriza tanto por una tasa elevada de 

proliferacion como de muerte celular (von Bohemer, 1990) 

Otro resultado que nos Ilam6 la atencién es el porcentaje de células apoptoticas en el 

timo de ratas de 15, 21 y 30 dias de edad, donde se presenta también un porcentaje mas o 

menos elevado, ésto puede deberse a que durante éstas etapas todavia atin no se ha 

completado totalmente el desarrollo de] timo, ya que como se habia mencionado 

anteriormente el timo en la rata termina su desarrollo después de la etapa neonatal, y 

probablemente la muerte celular que se presenta en éstas células de éstas edades puede 

deberse a que todavia se esta Hlevando a cabo una proliferacién celular aunque en menor 

intensidad. 
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Otro dato es el obtenido en las ratas de 120 dias de edad donde también se presenta 

un porcentaje mas o menos elevado de células en apoptosis, debido tal vez al proceso de 

involucién del timo, y por tanto se ha llevado a cabo la pérdida critica de los lnfocitos 

corticales, sustituyéndose por células adiposas y fibrosas, ademas éste proceso se debe a la 

accién de los esteroides sexuales sobre el timo; y ésto es lo que hace que la muerte celular 

programada se lleve a cabo en ésta edad de la rata con éste porcentaje. 

Se menciona en la literatura que mds del 95% de los timocitos que se encuentran 

en la corteza mueren antes de alcanzar la médula, y por tanto menos del 5% de los timocitos 

salen del timo como linfocitos T maduros (Sebzda ef al, 1994). 

Finalmente al hacer la comparacién de los distintos métodos medidos en el trabajo 

llarna la atencién que a los 60 dias de edad de la rata, donde se encuentra el maximo tamafio 

del timo y la mayor cantidad de timocitos, exista una actividad proliferativa muy baja asi 

mismo de células apoptoticas, ésto probablemente se deba a que como en esa etapa ocurre el 

proceso de involucién la sintesis celular se ve disminuida por el reemplazamiento de los 

timocitos por otro tipo de células, ya que comienza a contraerse el parénquima y se va 

reemplazando por tejido adiposo y fibroso. 

Si lo comparamos con los datos obtenidos en Ia etapa fetal se observa lo contrario, 

es decir que a los 17 dias de gestacién hay una mayor actividad proliferativa y por tanto una 

mayor muerte celular, siendo que el tamaiio del timo y Ia cantidad de células producidas en 

esta etapa es mucho menor, ésto se puede deber a en esa etapa el individuo va a adquirir los 

mecanismos necesarios para llevar a cabo 1a maduracién timica que le serviran en la etapa 

adulta o bien después del proceso de involucién. 

Por otra parte Gatien ef a/ (1975), Salisbury ef a/ (1979) sugieren que la poblacién 

de linfocitos T se puede dividir en dos categorias, las c¢lulas grandes que constituyen 

aproximadamente del 15 al 20% del total de todas las células de rata de 1 a 2 semanas de 

edad, y las pequefias de! 70 al 80% det total 
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En nuestros resultados del andlisis de tamafio contra granularidad en el citémetro de 

flujo de los timocitos de ratas de distintas edades pudimos observar basicamente lo mismo, 

ya que los timocitos de menor tamafio y granularidad representaron alrededor del 77% del 

total, mientras que los timocitos de mayor tamafio y mayor complejidad alcanzaron 

alrededor del 16% del total. 

Se ha mencionado que en el timo los linfocitos que se encuentran en la corteza son 

mayoritarios y por lo tanto son células mds inmaduras, mas pequefias y menos complejas; 

mientras que los linfocitos de la médula estan en menor proporcién, siendo éstas células 

maduras y por tanto con un mayor tamaiio y una mayor complejidad. 

Para la separacion de los linfocitos en base a su densidad se han utilizado diversos 

métodos como son los gradientes de Ficoll, albtimina sérica bovina (BSA), o de suero fetal 

de ternera (FCS) que han mostrado relativamente buenos resultados; nosotros hemos hecho 

uso del gradiente de Percoll para la separacién de timocitos y de acuerdo a nuestros 

resultados se ha visto que es una herramienta util para a separacion de éstas células asi 

como la obtencién de subpoblaciones enriquecidas de algunos subtipos de linfocitos. 

Salisbury e/ a/ (1979) han utilizado el gradiente de percoll con éste fin, solo que 

ellos utilizaron dos concentraciones del mismo, mientras que nosotros utilizamos cinco, lo 

cual nos ha permitido tener una separacién mas fina de éstas células. 

En los resultados obtenidos por éste método pudimos observar que la mayor parte 

de las células son muy densas ya que quedaron sedimentadas en las capas de mayor densidad 

(60 y 65% de percoll) mientras que un menor porcentaje quedaron en la capa del 45% 

de percoll, y en las capas restantes no se observé enriquecimiento de las células sino 

que se mostraron heterogéneas. 

Los timocitos obtenidos de cada una de las capas del gradiente de percoll en cada 

una de las edades de las ratas estudiadas fueron tratados de igual manera que los timocitos 
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de la poblacién total, es decir que fueron caracterizados fenotipicamente en base a los 

marcadores de superficie CD4 y CD8, se analizé el contenido de ADN y ciclo celular, y se 

cuantificé la cantidad de células en apoptosis, analizindose todos por citometria de flujo con 

los parametros descritos. 

Al hacer la caracterizacion de los antigenos CD4 y CD8 de éstas subpoblaciones se 

observé que los timocitos con mayor densidad, es decir los que se encontraron en la capa del 

60 y 65% de percoll fueron timocitos dobles positivos (DP), y ésto podria deberse a que ‘ 

como son células que estan en procesos de maduracién tal vez se encuentran en etapas de 

division celular y es lo que las hace ser células mas densas. 

En lo que se refiere a las células DN se vid que el mayor porcentaje de éstas células 

se encontré en la capa del 45 y 50 % de percoll _y por lo tanto son células menos densas, 

ésto se debe tal vez a que como son células inmaduras son células que tienen por tanto una 

menor densidad ya que ain no han adquirido las caracteristicas que les permitan una mayor 

complejidad. 

Con respecto a las células maduras 6 simples positivas (SP) pudimos observar que 

ésta poblacién se encuentra “dispersa” en todas las capas del gradiente de percoll sin 

observarse algtin enriquecimiento en alguna de las capas. Estos resultados se observaron en 

todas las ratas estudiadas, y al hacer el andlisis en cada una no se observaron diferencias 

significativas unas con respecto de otras (Ver ANEXO). 

En lo que se refiere al andlisis del ciclo celular de éstas células obtenidas por 

gradiente de percoll pudimos observar que la mayor parte de las células en etapa GO/G] se 

encontraron en las capas de menor densidad, es decir entre la capa del 45 y 50% de percoll, 

ésto puede deberse tal vez a que como todavia no han cambiado 6 duplicado su contenido 

de ADN es lo que las hace ser células menos densas, en cuanto a los timocitos que se 

encuentran en etapa de sintesis (S) y en etapa G2+M se encontraron en mayor proporcion en 

las capas de mayor densidad 55, 60, y 65% de percoll, lo cual puede deberse a que como las 
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células que estan en sintesis estan comenzando a duplicar su contenido de ADN y ademas 

estan proliferando, y los timocitos que estan en G2+M ya han duplicado su contenido de 

ADN, y ésto es probablemente lo que las hace ser células mas densas (Ver ANEXO). 

Finalmente en lo que se refiere a la cantidad de células que se encuentran en 

apoptosis, con el gradiente de percoll se pudo observar que Ja mayor parte de Ja poblacién 

de timocitos apoptéticos se encontraron conjuntadas en la capa de menor densidad, es decir 

en la del 45% de percoil, su baja densidad se debe al proceso de apoptosis que estan 

experimentando, en donde se esté condensando el citoplasma, se ha compactado la 

eromatina nuclear, se reduce el contenido de ADN y por lo mismo se reduce el tamafio y 

volimen de la célula ( Ver ANEXO). 
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VIL- CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos durante el estudio nos permiten concluir lo siguiente: 

° El timo no desaparece después de la pubertad, cambia su histologia ya que se observa 
menor cantidad de timocitos, el parénquima se reduce y se transforma en su mayoria en 
tejido adiposo, pero se sigue conservando aiin en la etapa adulta. 

e ] peso maximo relativo del timo en la rata no se da en el nacimiento como esta 
descrito para el ratén y el humano, es decir en este mamifero se alcanza a los 21 dias 
después del nacimiento. 

¢ La cantidad de timocitos disminuye después de los 60 dias de nacimiento, momento en 
ej cual comienza a disminuir el tamafio del timo 

¢ El timo con respecto al peso corporal de la rata crece a velocidades distintas llegando a 
su peso maximo el timo antes de que lo haga el peso corporal. 

e En Jas ratas adultas la cantidad de timocitos por miligramo de peso de timo es similar a 
la que se presenta en las ratas recién nacidas. 

« Se mostré que en los timocitos de ratas fetales la presencia de la molécula CD4 es la 
primera de las estudiadas en expresarse a los 15 dias de gestacién, seguida de la 
expresion de CD8 a los 17 dias de gestacién 

© Después del nacimiento se presentan las cuatro poblaciones celulares (CD4-CD8-, 
CD4+CD8+, CD4+CD8-, y CD4-CD8+), siendo la mayoria timocitos inmaduros que se 
encuentran en procesos de maduracion y diferenciaci6n. 

« Las poblaciones celulares en el timo se mantienen consiantes durante toda la vida de la 
rata, después del nacimiento. 

¢ Durante la etapa fetal y neonatal se presenta una mayor actividad proliferativa, ya que 
el timo esta al maximo de su capacidad para la produccion de linfocitos T. 

¢ La proliferacién de timocitos en el adulto es baja debido a que en el organismo ya se 
cuenta con una reserva de linfocitos T maduros circulantes y/o en los érganos linfoides 
secundarios. 

¢ En la etapa fetal se presenta una mayor cantidad de células apoptéticas, mientras que 
después del nacimiento éstas células son menores. 
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VIE-~ ANEXO. 

TABLAS DONDE SE MUESTRAN LOS PORCENTAJES DE LAS CELULAS 
OBTENIDAS POR GRADIENTE DISCONTINUO DE PERCOLL EN LAS 
DISTINTAS EDADES DE LAS RATAS ESTUDIADAS, DE CADA UNO DE LOS 
METODOS REALIZADOS EN ESTE TRABAJO. 

(A). - Subpoblaciones de timocites (CD4-CD8-, CD4+CD8+, CD4+CD8-, 

CD4-CD8+) de las ratas de distintas edades (etapa fetal — etapa adulta). 

(B). - Distribucién def contenido de ADN (Fases del ciclo celular en 
timocitos ebtenidos por gradiente de percoll: G0/G1, S, G2+M), en cada una de las 
ratas estudiadas. 

(C). - Analisis de apoptosis de las distintas subpoblaciones de timocitos 
obtenidos por gradiente discontinuo de percoll de ratas de distintas edades. 

*Todos Los datos estan representados en porcentaje de células (%). Y se muestran 
datos de al menos tres ensayos por duplicado + su desviacién estandar respectiva. 
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(A)- DISTRIBUCION DE LOS DISTINTOS FENOTIPOS EN 
SUBPOBLACIONES DE TIMOCITOS OBTENIDOS POR GRADIENTE 
DISCONTINUO DE PERCOLL DE RATAS DE DISTINTAS EDADES. 

EDAD: 15 DIAS DE GESTACION 
  

  

  

%PERCOLL CD8- CD4- CD8+CD4+ CD4+CD8- CD8+CD4 

45 5,16520,425 69,7740,07 23,7620,545 1,3040,05 
50 8,97020,640 61,0541,13 = 27,0242,34 2,9620,57 
55 3,84040,320 68,0640,34  26,2321,20 1,8720,54 
60 2,735£0,015 68,83£0,60 27,5540,34 0,8840,22 
65 2,17040,100 75,8320,14 = 21,4620,38 0,5340,14 

  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la 

desviaci6én estandar respectiva. 

EDAD: 17 DIAS DE GESTACION. 

  

  

  

% PERCOLL CD8- CD4- CD8+CD4+  ~CD4+CD8- CD8+CD4 

45 15,52531,45 64,99011,06 16,29 + 3,07 3,19540,55 
50 14,49031,74 53,96510,62 28,00 + 1,67 3,52520,55 
55 8,76040,90  63,285+0,49 23,26 + 2,38 4,700£0,98 
60 3,70520,76 62,79548,41 30,92 + 7,23 2,58010,42 
65 24,73047,75  59,88546,65 13,75 + 1,06 1,59040,08 

  *Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la 

desviacién estandar respectiva. 

EDAD: 19 DiAS DE GESTACION. 

  

  

  

% PERCOLL CD8- CD4- CD8+CD4+ CD4+CD8- CD8+CD4 

45 9,71540,995 76,6941,76 4,17040,175 9,41540,935 
50 5,02040,000 84,95£0,08 2,09040,050 7,9452£0,250 
55 1,99540,091 89,55£0,50 1,17540,025 7,29040,390 
60 2,27520,075 85,3240,08 2,205£0,205  10,19540,045 
65 4,24540,21 78,96£0,72 3,06540,085  13,73510,425 

  *Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + ta 

desviacién estandar respectiva. 
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EDAD: RECIEN NACIDAS. 
  

  

  

% PERCOLL CD8- CD4- CD8+CD4+ CD4+CD8- CbD8+CD4 

45 2140,52 53 £1,01 14 + 1,83 12+40,09 
50 19 40,02 49+ 0,91 18 40,77 1346,10 
55 30 0,50 38 + 1,67 19£1,28 13 £0,10 
60 27 40,05 40 + 0,64 12£0,15 20 + 0,43 
65 13 20,59 60 + 0,65 20 41,35 7+£0,11   
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicade + la desviacién 
estandar respectiva. 

  

  

EDAD: 7 DIAS. 

% PERCOLL CD8- CD4- CD8+CD4+ CD4+CDs8- Cbps+CD4 

45 7,1121,71 68,78 + 3,46 21,58 + 4,67 0,93 + 0,07 

50 410,77 + 0,35 72,67 + 0,36 14,52 + 0,95 3,68 + 1,17 

55 12,81 + 3,41 63,58 + 0,57 16,69 + 3,69 6,74 +025 

60 5,17 + 1,87 82,14 + 5,93 8,59 + 2,83 7,02 + 2,76 

65 2,20 + 0,31 82,60 + 3,64 7,19 + 3,97 2,50 + 0,76     
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacién 
estandar respectiva. 

EDAD: 15 DIAS 
  

  

  

%PERCOLL CD8- CD4- CD8+CD4+ CD4+Cp8- CD8+CD4- 

45 15.7314 8.56 64.23 £13.88 14,396 £7.273 5.63840.719 
50 22.968 + 10.44 54.69 416.50 13.036 6.266 9.30540.775 
55 30.041 + 12,58 41.96 £15.09 18.695 £ 3.343 14.57042.95 
60 10.1154 4.40 70.24 7.17 13.273 £6.433 6.376 £3.36 
65 9.228% 6.05 76.17% 6.22 12.168 44.910  2.43040.840   
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacién 
estandar respectiva. 
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EDAD: 21 DIAS 

  

  

% PERCOLL CD8-CD4- CD&+CD4t+ 

10.674 4.25 3.29 
3.754 6.59 22.35 

24.314 6.48 28.63 9.45 
612+ 0.3 71.51 + 1.53 
6.064 2.20 72.29 £11.94 

1.29 
12.07 

ee
 
h
e
 

CD4+CbD8- CD8+CD4 

75.23 £14.12 10.68 
49.66 4 8.13 4.22 + 2.64 
40.22 + 7.37 9.82 

17.40 + 0.64 4.94 + 0.74 
20.732 9.87 4.54 

2 1.26 

+ 3.35 

21.15 

  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviaci6n 

EDAD: 30 DIAS 

estandar respectiva. 

  

  

  

  

% PERCOLL CD8- CD4- CD8+CD4+ CD4+CD8- cb8+CD4 

45 18.560 + 7.64 63.345 £15.05 17.56 47.95 3.62 £1.53 
50 31.413 + 2.20 28.415 + 643 24.444 6.60 15.73 + 6.08 
58 8.516 + 4.08 67.871 + 10.22 16.12 £2.52 10.65 + 3.82 
60 SATS = 2.94 80.798 6.75 40.19 £2.95 3.53 £ 1.96 
65 4.265 + 1.00 86.9304 4.42 5.92 41.51 4.03 + 1.33   
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + ia desviacién 

estandar respectiva. 

EDAD: 60 DIAS 
  

  

% PERCOLL __CD8- CD4- CD8+CD4+ 

19.81 + 2.23 61.75 + 5.03 15.55 + 4.54 
18.96 $4.53 50.09 + 2.82 25.20 + 3.07 
14.43 + 2.89 43,65 £ 3.125 35.39 + 5.19 
9.63 t 2.10 49,97 5.42 37.12 £4.91 

12.50 + 3.03 42.86 £7.18 40.33 £5.24 

CD4+CD8- CD8+CD4 

2.878 t 1.83 
5.730 + 1.80 
6.821 + 0.87 
3.273. £1.15 
4.213 £1.10 

  

*Los vaiores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + [a desviacién 
estandar respectiva. 
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EDAD: 90 DIAS. 
  

  

%PERCOLL  CD8-CD4- CD8+CD4+ CD4+CD8- CD8+CD4 

45 6.38 & 1.66 71.12 £0.73 20.61 £1.85 1.880 + 0.44 
50 11.66 + 0.96 45.43 + 6.49 38.21 £4.79 7.036 + 0.683 
55 3.62 + 0.93 66.20 + 4.65 23.85 + 3.95 6.315 + 0.240 
60 1.50 + 0.09 88.67 £ 2.73 7.19 t 2.89 2.620 + 0.24 
65 2.50 t 0.18 87.93 + 2.70 7.97 £1.94 1.790 + 0.70   
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + Ia desviacién 

esiandar respectiva. 

EDAD: 120 DiAS. 
  

  

% PERCOLL CD8- CD4- CD8+CD4+ CD4+CD8- CD8+CDp4 

45 2.564 2.20 89.64 + 4.43 5.44% 2.20 1.97+0.61 
50 3.834 1.50 79.65 £ 6.88 12.32 4 4.74 4419 £1.85 
55 7.92 + 2.03 50.61 + 10.86 37.74 £17.39 7,06 £3.13 
60 16.65 + 5.60 39.87 + 5.03 29.29 + 1.79 15.33 43.83 
65 7.034 2.63 7615 + 4.83 12.514 407 4.29 42.11     
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la 
desviacién estandar respectiva. 
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(B).- ANALISIS DEL CONTENIDO DE ADN DE LAS DISTINTAS 
SUBPOBLACIONES DE TIMOCITOS OBTENIDOS POR GRADIENTE 
DISCONTINUO DE PERCOLL EN RATAS DE DISTINTAS EDADES. 

EDAD: 17 DIAS DE GESTACION. 
  

  

%Percoll GO/G1 $ G2/M 

45 70.25£1.75 25.7044.10 7.56£0.98 
50 59.00+0.0 37.00£0.02 2.40£0.00 
55 §1.2042.3 41.9524.55 6.85£2.15 
60 63.5543.75 27.9042.6 8.504£1.10 
65 58.4524.95 33.7045.8 7.85£1.20     
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacién 
estandar respectiva. 

EDAD: 19 DIAS DE GESTACION. 

  

  

%Percoll GO/G1 S$ G2/M 

45 62.3741.61 32.4543.39 §.15£2.10 
50 §1.20£4.38 43.75£6.96 6.4341.27 
55 41.5521.49 52.00£5.82 6.3543.55 
60 35.2624.00 57.557.00 8.2342.64 
65 42.5543.75 §1.3549.55 6.10+£0.00     
  *Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + fa desviacién 

estandar respectiva. 

“NOTA: Debido a la poca cantidad de timocitos obtenidos de Jas ratas de 15 
dias de gestacién no se pudieron tefir con loduro de Propidio para el 

andalisis de ciclo celular. 
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EDAD: RECIEN NACIDAS. 
  

  

%Percoll GO/G1 $s G2/M 

45 7,5 + 0,71 88 + 0,16 4,7 + 0,67 
50 42,0 £ 0,35 56 + 0,36 1,3 + 0,05 
55 38,0 + 0,41 58 + 0,51 3,24 0,69 
60 33,0 + 0,87 47+0,93 19,04 0,83 
65 29,0 + 0,31 3240,64 39,0£0,97       

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + fa desviacion 
estandar respectiva. 

  

  

EDAD: 7 DIAS. 

%Percoll GOIG1 s G2iM 

45 70.2020,40 12.8040,70 16.75+3,6 
50 75.3040,56 14.5541,48 13.10 + 1,69 
55 65.5040,42 22.6540,63 11.85% 1,06 
60 72.4043,11 18.8520,21 5.854035 
65 70.4042,97 12.9040,15 16.9040,25     
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacion 
estandar respectiva. 

  

  

EDAD: 45 DiAS. 

%Percoll Go/IGi $s G2iM 

45 93.90 + 0.30 4.00 + 0.30 2.10 £ 0.0 
50 88.30 + 0.20 7A5 + 0.55 4.55 + 0.35 
55 79.20 + 0.50 11.95 + 0.50 8.85 + 0.55 
60 79.95 + 0.50 13.40 + 0.20 6.65 + 0.25 
65 73.45 + 5.55 17.55 + 5.45 9.00 t 0.23     
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacion 
estandar respectiva. 
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EDAD: 21 DIAS. 

  

  

%Percoll GoO/Gt $s G2/M 

45 91.10 + 0.60 3.45 + 0.45 5.45 £1.05 
50 85.15 + 0.35 8.15 + 0.55 6.75 + 0.15 
55 81.25 + 0.65 10.70 + 0.40 8.05 + 0.25 
60 80.90 + 1.50 8.60 £ 2.0 10.40 + 0.60 

65 84.45 + 0.05 10.30 + 0.40 §.25 + 0.45     
*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacion 

estandar respectiva. 

  

  

    
  

  

  

EDAD: 30 DIAS. 

%Percoll GO/G1 s G2/M 

45 92,0 0,1 4,10 + 0,80 4,00 + 0,7 
50 88,5 £0,75 7,10 £0,8 4,35 + 1,55 
55 84,2 20,1 7,25 40,85 8,60 40,8 
60 86,4 + 0,2 4,45 10,35 9,15 +0,15 
85 85,8 + 1,13 3,70 + 0,70 10,45 + 0,05 

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacién 
estandar respectiva. 

EDAD: 60 DIAS. 

%Percolt GO/IG1 Ss G2IM 

45 86.35 + 1.15 12.104£1.80 1.65406 
50 87.55 + 0.45 8.80 + 0.3 3.70 £0.2 
55 86.40 + 0.80 9.00+1.50 460+ 2.30 
60 86.15 + 0.05 10.8040.50 3.054 0.4 
65 87.75 + 0.45 7.55£0.35 4.7040.10     
  

“Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la 

desviacién estandar respectiva. 
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EDAD: 90 D/AS. 

  

  

    
  

  

  

%Percoil GO/G1 $s G2iM 

45 86.5041.13 4.7641.33 8.7320.78 
50 83,.3742.66 §.1540.36 8.8021.00 
55 76.3341.79 4.6640.16 12.8044.20 
60 79.8526.05 8.5724.59 41.5742.31 

65 82.2722.86 §.1240.81 12.5742.18 

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado ¢ la desviacion 
estandar respectiva. 

EDAD: 120 DIAS. 

%Percoll GO/G1 $s G2iM 

45 80.752.05 6,4520.85 2.4240.00 
50 78.6542.95 7.7522.15 2.4840.02 
55 62.2540.55 28.7542.35 9.0042.90 
60 62.80+0.00 341.10+0.00 6.1020.00 
65 70.20£2.00 25.4540.35 4.35£1.65       

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado £ la desviacién 
estandar respectiva. 
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(C}.- ANALISIS DE APOPTOSIS DE LAS _ DISTINTAS 

SUBPOBLACIONES DE TIMOCITOS OBTENIDOS POR’ GRADIENTE 

DISCONTINUO DE PERCOLL EN RATA DE DISTINTAS EDADES. 

EDAD: RECIEN NACIDAS. 
      

   

    

    

%PERCOLL _ “APOPTOSIS 

45 2.88 + 0.65 
50 1.50 + 0.15 
55 1.35 + 0.075 
60 1.33 + 0.65 
65 0.89 + 0.00   

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacion 

estandar respectiva. 

EDAD: 7 DIAS. 

%PERCOLL _ %APOPTOSIS 

45 8.57£1.5 
50 4.9140,5 
55 1.27+0.01 
60 1.6340.10 
65 1.4140.15 

  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + ta desviacion 

estandar respectiva. 

EDAD: 15 DIAS. 

%PERCOLE %APOPTOSIS 

§.0041.67 
12.3544.1 
4.1940.0 
1.17£0.64 
1.0540.15 

  

*Los valores promedio representan 3 enSayos diferentes por duplicado + la desviacién 
estandar respectiva. 
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EDAD: 21 DIAS. 

       
    

     

  

%PERCOLL % APOPTOSIS 
  

‘ 45 27.90 + 1.27 
50 §.84 £ 2.98 
55 2.76 + 0.41 
60 2.76 +0.44 

2.15 = 0.13   
“Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacion 

estandar respectiva. 

EDAD: 30 DIAS. 
  

%PERCOLL %APOPTOSIS 
  

45 8.54 + 0.89 
50 16.65 + 0.86 
55 6.50 + 0.49 
60 7.87 + 1.36 
85 7.19 £0.64     
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacién 

estandar respectiva. 

EDAD:60 DIAS. 
  

%PERCOLL %APOPTOSIS 
  

4 25.40 + 1.0 
50 34.21 41.3 
55 9.10 + 2.4 
60 29.38 $5.5 
65 34.91 + 8.0     
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacién 

est4ndar respectiva. 
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EDAD: 90 DIAS. 
  

%PERCOLL %APOPTOSIS 
  

45 16.06 42.5 
50 19.29 £6.13 
55 6.19 + 2.72 
60 4.67 40.10 
65 1.71 £0.15     
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacion 

estandar respectiva. 

EDAD. 120 DIAS. 

  

%PERCOLL %APOPTOSIS 

45 17.83 41.11 
50 4.77 £9.26 
55 1.92 + 0.25 
60 0.65 + 0.18 
65 0.60 + 0.05     
  

*Los valores promedio representan 3 ensayos diferentes por duplicado + la desviacién 

estandar respectiva. 

“NOTA: Debido a la poca cantidad de timocitos de fas ratas fetales, 

obtenidos por gradiente de percoll no fue posible tefiir las células con 7-AAD 

para el andlisis de apoptosis en estas edades. 
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