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RESUMEN 

Durante e} proceso de maduracidn de los timocitos se presenta una serie de sucesos 
controlados por el reticulo epitelio timico. La interaccién de tas células epiteliales timicas 
con los prelinfocitos T se da en base a la interaccién del pre-TCR y del TCR con moleculas 
de! complejo principal de histocompatibilidad de las células epiteliales. Asimismo, se da 
una interaccién humoral entre ambas estirpes celulares.. Como resultado de estas 
interacciones fos linfocitos que cumplen con una serie de requisitos como son: TCR no 

autoreactivo y expresién adecuada del correceptor CD4 6 dei CD8, segun la afinidad por 
moléculas de clase {6 clase il. 

Si bien no se conoce completamente el tipo de moléculas que participan en la 
regulacién de la maduracidn de los linfocitos T, se ha demostrado que la participacién de la 
IL-7 es fundamental para este proceso. Ademdas, se plantea la participacién de otras 
citocinas como IL-3, IL-6 y ef factor de células “stem” (SCF), a cuales al parecer potencian la 

accion de la IL-7. El THF-y2 es un octapéptido producido por el epitelio timico que es capaz 

de potenciar el efecto mitogénico y estimula la produccién de interleucinas, sobre células 
de bazo y cordén umbilical, y es capaz de estimular la proliferaci6n de células 
hematopoyeticas. 

El objetivo de este trabajo fue identificar la particilpacié6n de THF-y2 en ta 

maduracion de los linfocitos T; particularmente, la expresién de los correceptores CD4 y 
CD8, tas poblaciones que expresan los mismos, y la proliferacidn de los timocitos; asi como 
comparar los efectos de este factor con los de un péptido andlogo. Se utilizaron timocites 
de rata, los cuales fueron cultivados en suspensidn. Se realizaron ensayos curso 

temporales y dosis-respuesta det efecto del THF-y2 sobre los timocitos. La expresién de los 

antigenos CD4 y CD8 y las poblaciones celulares que expresan estos antigenos se realizé 
mediante citometria de flujo utilizando dos fluorocromos como mardadores.. La proliferacion 

celular inducida por THF-y2, se cuantificd por el método de la incorporacién de timidina. Se 
caracteriz6 la poblacién de timocitos de rata recién nacida en base al fenotipo (CD4 y CD8), 
ciclo celular y cantidad de células en apoptosis. Se evalué el efecto del cultivo celular 

durante 24 h, sobre fos pardmetros mencionados anteriormente, asi como también el efecto 
de la Concanavalina A (Con-A) sobre el fenotipo celular de los timocitos, proliferacion 

celular y presencia de apoptosis. Se observ6 que la Con-A preserva las células, evitando 
los cambios que se presentan por efecto del cultivo. 

Los resultados obtenidos muestran que el THF-y2 es capaz de disminuir la expresién 

de CD8 en timocitos estimulados con Concanavalina (Con-A). Este efecto es dependiente 

de la concentracién de THF-y2 utilizada en el ensayo, es maximo a 10-" M, y se puede 

detectar a las 24 h. El THF-y2 incrementa la poblacién de timocitos CD4 a casi el doble en 

los mismos timocitos. Asi mismo, la potencia el efecto mitogénico de la Con-A sobre los 

timocitos y su efecto maximo se presenta, también a la concentracién de 10° M. El péptido 

analogo utilizado presenté efectos similares a los del THF-y2, pero con menor potencia. 

 



El THF-y2 produce un incremento en la poblacién de timocitos CD4*. Este aumento 

se puede deber a una disminucién en la expresidn del antigeno CD8 por parte de las 
células dobles negativas o a la proliferaci6n de los timocitos CD4*. Quizas, en este 
incremento de jos timocitos CD4* particilpen ambos mecanismos citados. | 

 



i.- INTRODUCCION 

1.1.- Generalidades 

El sistema inmune provee al organismo de mecanismos para resistir la 

invasién por agentes infecciosos y el parasitismo, asf como para detectar y 

eliminar células propias que han sufrido transformacién maligna (Roitt, 1996). 

Por ello a esta ultima funcién también se le conoce como vigilancia inmunitaria. 

Et mecanismo por medio del cual el sistema inmune comienza la destruccién y 

eliminacién de organismos invasores o de células malignas se inicia con la 

identificaci6n de moléculas extrafias generadas por estos agentes. Parte de 

estas moléculas o determinantes antigenicos, suelen ser diferentes a las que 

existen en el huésped y por ello despiertan la respuesta inmune. 

Las células que particilpan en la respuesta inmune incluyen a 

macrofagos, células asesinas naturales (NK), polimorfonucleadas, y 

principalmente fos linfocitos; las células epiteliales y del estroma pueden actuar 

como células presentadoras de antigenos “no profesionales". Estas células, 

como todas las de! organismo, se organizan en tejidos y Grganos para hacer 

mas eficiente su funcién. Hay dos clases de érganos linfoides, los primarios que 

incluyen a la médula ésea, et higado fetal, el timo y la bursa de Fabricio en las 

aves; y los secundarios que incluyen el bazo, los ganglios linfaticos, amigdalas, 

placas de Peyer. A este conjunto de células, tejidos ydrganos se le denomina 

sistema linfoide. Este sistema se encarga de la generacién de fos linfocitos, asi 

como de crear un microambiente para la interaccién, fisica y quimica, de los 

linfocitos con otras células del sistema inmune; ademas con los determinantes 

antigenicos para ser activados y desarrollar ia respuesta inmune (Roitt, 1996; 

Alberts, et af 1994; y Paul,1993). 

   



La respuesta inmune posee varias caracteristicas importantes como 

especificidad, diversidad, memoria, autolimitacién y discriminacién entre lo 

propio y lo extrafio (Alberts, ef a/ 1994; Roitt, 1996). Las células responsables 

de la especificidad de la respuesta inmune pertenecen a una clase de células 

conocida como linfocitos. En 1960, fue descubierto que las dos principales 

clases de respuesta inmune -humoral y celular- eran mediadas por dos 

diferentes clases de linfocitos: las células B y las células T, respectivamente. Los 

linfocitos B, son fos productores de anticuerpos, que en mamiferos, como en el 

humano, se desarrollan en la etapa fetal en la médula 6sea e higado. Para las 

aves, en cambio existe un sitio especial de generacién de células B conocido 

como la bolsa de Fabricio. Por otra parte, las células T se desarrollan tanto en 

los timos de aves como de mamiferos y éstas son las responsables de la 

inmunidad mediada por células. Si bien es cierto que cada uno de estos tipos 

celulares se encarga de un tipo de respuesta diferente, también lo es ef que 

ambas deben ser coordinadas para que se presente una respuesta adecuada 

(Alberts, ef af 1994; Paul 1993). 

Es interesante notar que, la activacién de los linfocitos B y T los saca de 

un estado de reposo “quiescente” (Go), fase no proliferativa del ciclo celular, 

estimulando su entrada al ciclo celular y a la mitosis. Por ello, estas sefiales son 

fundamentales para iniciar y amplificar la respuesta inmune especifica mediada 

por células B y T (Weiss y Littman, 1994). Esta activacién de los linfocitos 

produce, ademas de la proliferacién de fos mismos, la diferenciacién a células 

plasmaticas y de memoria en el caso de los linfocitos B. Mientras que la 

activacion de los linfocitos T CD4 Tho los lleva a la diferenciaci6n a Thi y Th2 

(Mosmann y Sad, 1994). 

 



  

1.2.- El timo 

€l timo es un organo primario del sistema inmune, se encuentra 

localizado en la cavidad tordcica, entre los grandes vasos y el esternon. Esta 

constitufdo por dos idbulos, cada I6bulo se divide en jobulilios y a su vez cada 

uno de estos, forman la médula y corteza timica. Ambas contienen una matriz 

estacionaria compuesta de células  epiteliales, alin cuando son 

caracteristicamente diferentes (Roitt, 1996). 

El timo humano norma! es simétrico bilateraimente y esta usuaimente 

dividido en dos idbulos de igual tamafio. Los lobulos estan recubiertos por una 

capsula que sigue el contorno de! mismo. Basicamente puede dividirse al timo 

en tres distintas areas: (1). La capsula que reviste al ldbulo, formada por fibras 

de coldgena, fibroblastos y células “mayores", (2) la corteza, que consiste de una 

matriz; la cual contiene linfocitos inmaduros y células fagociticas y (3) la 

médula, que contiene una red epitelial y linfocitos maduros en escasa cantidad 

(Cardaretli, 1989 y 1989a). La corteza es esencialmente lobulada con linfocitos 

pequefios. Se ha demostrado que en animales jévenes sanos fa corteza 

predomina, mientras que en animales viejos y en aquéllos que han sido sujetos 

a estrés 0 a tratamiento con corticosteroides, disminuye solo a un delgado borde. 

La médula ocupa la porcién central de jos tobulillos del timo y contiene 

alrededor de 15% de tejido timico en animales jévenes sanos (Paul, 1993; 

Cardarelli, 1989a). 

El timo tiene su origen embrionario en el cuarto arco branquial; las 

células epiteliales de la corteza y la médula tienen diferentes origenes 

embrionarios y expresan diferentes marcadores de superficie. €{ timo presenta 

entre otras caracteristicas histolégicas, una trama de células epiteliales, las 

   



cuales forman una red en la cual se encuentran densos grupos de linfocitos, en 

diferentes etapas de maduracion (Cardarelli, 1989). 
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Figura t.- Esquema de los Grganos linfoides primarios o centrales y secundarios o 
periféricos; el timo y la médula dsea representan los érganos linfoides primarios (tomado 
de Inmunologia esencial, Roitt 1996) 

El timo empieza a atrofiarse en la pubertad, con la liegada de la 

madurez sexual, probablemente por accién de los esteroides sexuales. La 

atrofia timica es progresiva y alcanza niveles extremos en los viejos, sin 

embargo, el timo nunca desaparece (Cardarelli, 1989a). Esta involucién se 

caracteriza por un decremento en el peso del érgano, debida esencialmente a la 

deplecién de los linfocitos corticales; ademas de una infiltracién grasa 

(Cardarelii, 1989a). Interesantemente, en ciertas situaciones, como la castracién, 

   



  

la atrofia timica puede ser reversible (Fitzpatrick, ef a/ 1985). Asimismo, se ha 

observado que varios desdérdenes patoldgicos crénicos pueden causar una 

marcada involucién del timo (Cardarelli, 1989a). 

1.2.1.- Histologia 

EI timo esta constituido por una malla de células reticulares, ias cuales 

son de origen epitelial. En fa corteza asientan gran cantidad de linfocitos 

inmaduros, lo que dificulta ja observacién de fa red de céluias reticulares. En ta 

médula esta red es facilmente visible. En esta zona se localizan los corpdsculos 

de Hassal, los cuales se encuentran constituidos por células muertas y capas de 

células reticulares dispuestas concéntricamente (Ham, 1967). Las células 

epiteliales, tienen un nucleo grande y se caracterizan por presentar poca 

cromatina nuclear; mediante un estudio ultraestructural pueden diferenciarse en 

el timo diferentes tipos de células epiteliales, todas ellas presentan los 

elementos caracteristicos de un epitelio como tonofilamentos y desmosomas 

(Nabasra, y Andrianarison, 1987). 

Las céljulas epiteliales del timo tienen origen en el endodermo  y 

ectodermo. La falta de alguno de ellos afecta enormemente el desarrollo del 

érgane, como es el caso de los ratones nu/nu donde se presenta ausencia del 

tejido ectodérmico. El mesodermo también participa en la formacidn del drgano, 

a través del arribo de células dendriticas, tos prolinfocitos y macréfagos, todos 

ellos de origen mesodermal. 

Los prolinfocitos T que anidan en el timo se han clasificado en base a ta 

expresion de algunas moléculas. La expresién de éstos correlaciona con las 

etapas de madurez de los timocitos. Casi la totalidad de los timocitos expresa el 

antigeno CD3, por tanto células CD3* se pueden observar en todo el timo. Por la 

 



expresion de los antigenos CD4 y CD8, los timocitos pueden ser divididos en 4 

poblaciones. Una pequefia porciédn de los timocitos (1-2%) no expresan 

moléculas CD4 y CD8; se localizan en la zona subcapsular. La mayoria de los 

timocitos (80-85%) coexpresan moléculas CD4 y CD8 y son “dobies positivas" 

(DP). Estas células se encuentran en la corteza. Las restantes 10-15% 

comprenden una mezcla de timocitos simples positivos. El 6-10 % de las céluias 

son CD4 (CD4:CD8) y el restante 3-5 son CD8 (CD4CD8°*); estas células se 

localizan en los limites de la corteza y la médula. 

En base a la expresién o no del precursor del receptor de células T 6 

complejo pre-TCR (pTa) (Jérg y von Boehmer, 1997). Los timocitos se clasifican 

en pre-TCR* o pre-TCR. los timocitos pre-TCR’ se localizan en ej area 

subcapsular y corresponden a una subpoblacién de células CD4-CD8° (Roitt, 

1996); Algunas células de la corteza, las cuales son CD4*CD8-, expresan las 

cadenas « y B del TCR, por separado. Las células maduras se localizan en los 

{mites de la corteza y la médula. Son células simple positive, es decir CD4* 6 

. CD8* y que expresan ademas el complejo af del TCR. Se pueden encontrar 

también timocitos que expresan la cadena y del TCR y células que expresan las 

cadenas yy 5 del TCR, ya sea por separados 0 formando un complejo. 

1.3. - Los receptores 

1.3.1.- Ef TCR 

Las células T expresan en su superficie un receptor, el receptor de 

células T (TCR), el cual interactua con los antigenos. Los receptores de células 

T, son los responsables del reconocimiento especifico de los péptidos 

   



presentados por el CPH. En general se denomina TCR a las cadenas 

encargadas de la unidn con ef antigeno. Sin embargo, el complejo funcional del 

TCR incluye al complejo CD3 (tres cadenas transmembranales: y, 5, ) y ademas 

las cadenas € y 7. El CD3 y las cadenas ¢ y 1 forman el complejo de 

transduccidn de las sefiales. 

€1 TCR esta formado por un heterodimero de dos proteinas integrales de 

membrana, las cuales estén unidas por un puente disulfuro. La naturaleza 

molecular del receptor de células T (TCR) fue descrita en 1980, varios afios 

después de que fueron descritas las moléculas de las inmunoglobulinas (Ig) y 

sus genes. Los genes del TCR tienen homologfa con genes de las 

inmunoglobulinas y de hecho pertenecen a la supertamilia de los genes de 

inmunoglobulinas (Roitt, 1996; Abbas, 1994). 

NH2 NH2 

  

  

  

  

TCR o TCR A CD8. = CDR Cb4 

Figura 2.- Esquema de los receptores inmunes, superfamilias y subfamilias. Superfamilia 
de las inmunoglobulinas. Receptor TCR y correceptores CD4 y CD8. VI: regiones 
variables; C1,C2; regiones constantes; Quniones disulfuro (tomado de suplementos de 
Immunology today oct 1996) 

     



La expresién del TCR es definitiva en el proceso de maduracién de las 

células T, por ef papel que tiene ef TCR: en la interacci6n con CPH de la célula 

del epitelio timico, durante ta seleccién positiva (Jemenson et a/., 1995). Existen 

dos tipos de TCR; el mas abundante es el conocido como af y el otro menos 

abundante es ei 75. Una célula T solo puede expresar uno de los dos receptores, 

nunca pueden expresar ambos simultaneamente. La mayoria de células T, 

incluidas las células T cooperadoras y linfocitos T citotéxicos (CTL), expresan el 

heterodimero of. 

La cadena o es una glicoproteina basica de 40-50 kDa., sin carga. La 

cadena f es un polipéptido con peso molecular de 34 kDa. Ambas cadenas 

tienen, como las Ig, una regién variable (v) y una constante (C). La regién 

carboxilo terminal de la regidn variable es ta union entre las regiones V y C. Esta 

tegidn de unién es codificada por un segmento del gen de unién (J). En el caso 

de la cadena f existe un segmento del gen de diversidad (D). La presencia de 

las regiones V,D,C y J es una caracteristica de las Ig. La regidn variable de los 

heterodimeros af reconocen complejos de péptidos procesados, generados de 

proteinas extrafias y moléculas propias, y unidos al CPH (Jemenson ef ai ., 

1995; Abbas, ef a/., 1994). 

Los TCR ¥5 son una segunda variedad de este receptor. Las cadenas 

peptidicas, también estan unidas por puentes disulfuro y solo se expresan en 

una pequefia subpoblacién de células T periféricas. Las proteinas y5 también se 

asocian al complejo de transduccién de ta sefal, al igual que ef TCR of. Las 

células con TCR 6, también maduran en el timo; aunque se desconoce su 

proceso de maduracién. Ontogénicamente, las células con el TCR &y aparecen 

   



primero que aquelias que expresan el TCR af (Jemenson et a/ ., 1995; Roitt, 

1996). Generalmente las células que expresan este tipo de TCR y5 coexpresan 

el CD8. Estas células se dividen en dos poblaciones, una de elias migra hacia la 

piel y otra que lo hace hacia epitelios como e! pulmonar o intestinal. Una 

caracteristica de estas células que son capaces de producir las mismas 

citocinas que las células que expresan el TCR af (Benjamini et a/., 1996). 

1.3.2.- Los correceptores CD4 y CD8 

Los correceptores CD4 y CD8 son moléculas accesorias involucradas 

en la restricci6n def CPH y activacién de células T. Se encuentran en la 

membrana del linfocito T cerca del TCR, pero sin que haya unién de tipo 

covalente entre ellas. CD4 y CD8 son glicoproteinas pertenecientes a la familia 

de las ig. En los linfocitos maduros solo una de ellas es expresada en la 

superficie celular. Mientras que en algunas subetapas del proceso de 

maduracion de los timocitos, son expresadas simultaneamente. 

CD4 es una glicoproteina transmembranal, aproximadamente de 55 kD, 

la cual es expresada como mondémero en la superficie de algunos_ timocitos y 

células T periféricas. El gen de CD4 esta localizado en el cromosoma 12 en el 

humano. Esta molécula tiene dos funciones: unirse a la porcién invariante del 

CPH tipo fl; es decir, actuar como molécula de adhesién y como un transductor 

de la sefial de activacidn del linfocito T. 

La estructura de fa molécula CD8 varia en algunas especies y en los 

diferentes estados de maduracidn de la célula. En el humano, en linfocitos T de 

sangre periférica, la molécula CD8 consiste de dos cadenas de glicoproteinas 

heterodiméricas unidas por 8 uniones disulfuro. Estas cadenas se denominan 
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CD8a (32 kD) y CD88 (84kD). Esta molécula, al igual que CD4, tiene dos 

funciones: unirse a la regidn invariante del CPH tipo f y actuar como un 

transductor de la sefal de activacién del linfocito T (Jemenson ef a/., 1995 ; 

Abbas et a/., 1994.). 

CD4 y CD8 actuan como correceptores del receptor de las células T 

(TCR), en células T maduras. Evidencias experimentales de bloqueo con 

anticuerpos y mediante el uso de ratones Knockout, en los cuales CD4 y CD8, 

son eliminados indican que estas moléculas juegan un papel importante en la 

seleccidn positiva (Jemenson ef a/., 1995). 

1.4.- Progenitores linfoides timicos (TLPs) 

Moore y Owen propusieron, hace mas de 25 afios, que los progenitores 

intratimicos de células T, se derivan de células hematopoyeticas pluripotenciales 

circulantes. sta hipotesis ha sido comprobado al demostrar que las 

poblaciones de “protimocitos” de sangre fetal han serven para el andlisis de las 

primeras etapas del desarrollo pretimico de células T. Estas células circulantes 

derivan, al igual que todas las lineas de células sanguineas maduras, de 

células madre hematopoyéticas (CMH). Las células sanguineas, entre ellas los 

linfocitos, dependen de una permanente regeneracién de fas CMH, para 

mantener una cantidad de células maduras 0 funcionales suficiente durante toda 

la vida (Rodewald, 1995) . 

Las CMH son células “Stem” o pluripotenciales, las cuales se 

caracterizan por: (a) ser células no diferenciadas totalmente; (b) tener ja 

capacidad de dividirse dando origen a células iguales a elias mismas (como 

cualquier célula) o dando origen a una célula mas madura que ella y (c) tener la 
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capacidad de proliferar sin limite. Estas caracteristicas les permiten 

autorrenovarse y conservar su potencialidad para generar varios linajes, aun en 

la etapa adulta del individuo o de un animal (Alberts, et a/ 1994) 

Las CMH al dividirse pueden autorenovarse o dar lugar a células hijas 

pluripotenciales con menos potencialidades que ellas mismas. Es decir a células 

pluripotenciales de finaje progresivamente mas restringido, hasta que finaimente 

quedan comprometidas para un solo linaje. En la actualidad se desconocen 

marcadores moleculares que identifiquen cada etapa de diferenciacién y 

compromiso de las células pluripotenciales de linaje restringido. Una 

aproximacién experimental que ha permitido salvar la falta de marcadores ha 

consistido en estudiar la pérdida de la capacidad para generar otros linajes 

celulares. Cuando esto sucede se decide la pérdida de opciones de 

diferenciacién. Se dice entonces que las células han adquirido “compromiso” 

con una linea determinada (Rodewald, 1995). 

La primera etapa de diferenciacién de las CMH en la médula ésea, para 

dar lugar a linfocitos T, es la aparicién de una poblacién precursora de una linea 

linfoide la cual esta restringida a la formacién de linfocitos (B y T), células 

asesinas (NK) y células dendriticas. 

Los prolinfocitos T se originan en la médula é6sea a partir de los CMH. En 

una etapa de su maduracién, estas células pierden las adhesinas que los 

mantienen en este érgano. Ademas de lo anterior, los prolinfocitos son atrafdos 

al timo por factores quimiotacticos y probablemente por una serie de sefiales de 

contacto (“homming”) con las células endoteliales de los vasos. Es en esta etapa 

cuando es posible localizarlas en sangre periférica o de cordén umbilical 

(Picker, 1994; Toug y Sprent 1995; Scolla y Godfrey 1995). 
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Evidencias experimentales sugieren que las CMH circulantes que daran 

origen a los linfocitos T adquieren el compromiso con el jinaje T antes de arribar 

al timo. Por ejemplo, en sangre fetal murina se ha identificado una poblacion 

celular caracterizada por el fenotipo Thy-1+ C-kitlew CD3 la cual es capaz de 

reconstituir células T TCR aB+, in vivo. La mayoria de estos protimocitos de 

sangre fetal tienen genes de fa cadena 6 del TCR sin rearregio; solo una 

pequefia porcién de esta poblacién presenta rearreglo de los genes D (J) de la 

cadena B. En el timo es posible identificar células con este fenotipo, aunque en 

muy baja densidad. Se ha planteado que cuando estas células no arriban al 

timo se diferencian hacia células NK. Esta poblacion celular podria, por tanto, ser 

una etapa intermedia de maduracién entre fas CMH de la médula ésea y los 

timocitos o las células NK, por lo que se les ha denominado precursores T/NK 

(Rodewald, 1995). 

1.4.14.- Etapas de diferenciacidén timica temprana. 

Cada una de las etapas de diferenciacién temprana son caracterizadas 

por distinciones celulares, moleculares y geneticas; la deteccidn de las proteinas 

de superficie por citometria, es seguidas generalmente para definir las etapas 

que precede la expresidn de moléculas de TCR en la superficie (Zuhiga-Pficker 

y Lenardo, 1996), asi como también monitorear los cambios en el nivel de 

expresi6n de estas moléculas de superficie celular, incluyendo CD4, CD8, 

TCRI/CD3, CDS, CD69, CD44, HSA-1 y Thy1.2 (Broussard et a/ 1996). 

*Los progenitores linfoides o células triple negativas (TLPs), son células 

que expresan altos niveles de CD44 (Pgp-1) y CDi17(receptor del factor de 

células-"stem,” c-kit), bajos niveles de Thy-1 y del antigeno estable a calor 
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(HSA). Los progenitores linfoides timicos son la mayoria conocidos como 

linfocitos inmaduros y no tiene un linaje exclusivo T. 

*Células pro-T, se caracterizan por ia expresidn de CD25; las células 

continuan expresando CD44 y CD117; ademas se inicia el rearreglo de jos 

genes de la cadena B de TCR. EI linaje T y la proliferaci6n pueden afectarse en 

esta etapa. 

*Células pre-T tempranas estas células dejan de expresar los 

marcadores tal como CD44 y CD117, pero continua la expresié6n de CD25. El 

rearregio del gen de TCR-B y fa expresién de! gen pre-T « ha ha comenzado. El 

primer evento de seleccidn en base a una sefial de maduracidn a través del 

pre-Ta. 

*Las célula pre tardias, en esta etapa, los timocitos suspenden la 

expresién de CD25 y el rearregio necesario de la cadena B de TCR, y e inicia el 

tearreglo de la cadena a. La linea esquematica de diferenciacién temprana 

presentada en la figura 3 (Zufliga-Pflicker y Lenardo, 1996). 

 



IMPORTACION DE HIGADO FETAL/ MEDULA OSEA 
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cb117 +CD44+ cp25+ 

{ <—— Principia el rearreglo de TCR- B 

Rearreglo improductivo 

Células T tempranas O —> Xi de TCR-B 

CB117 -CD44-CD25+ 
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Figura 3.- Esquema simplificado de las etapas de diferenciaci6n de las células T af que 
precede de la etapa de TCR’ CD4* CD8* (DP). El tamaiio relativo de los simbolos de los 
timocitos indica su estado de proliferacién relativo. Cada flecha indica una etapa 
irreversible de maduraci6n de los linfocitos T. (Tomado de Zujfiiga-Pfliicker y 
Lenardo, 1996). 
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1.5- Desarrollo de células T 

La maduracién de los linfocitos T se realiza en el timo, aunque se ha 

demostrado la presencia de una pequefia poblacion de estas células que se 

desarrollan fuera del timo y aun en ausencia de este drgano linfoide primario 

(Rodewald, 1995). Existen dos lineas de evidencias de que ia mayoria de las 

céfulas T se originan en ef timo. La primer linea de evidencias fué aportada por 

estudios que consistieron en la remocién del timo durante las primeras etapas 

de ta vida; esto produjo la no aparicién de células T en érganos linfoides 

periféricos. Del mismo modo, en fos animales con atimia congénita o adquirida 

en etapas tempranas de la vida se caracterizan por fa ausencia de las células T 

en sus Organos linfoides secundarios. La segunda linea de evidencias fué 

aportada por estudios de marcaje intratimico de los timocitos. Estos estudios 

demostraron que los linfocitos T se originan en el timo y posteriormente salen de 

este érgano y migran hacia los tejidos linfoides periféricos (Roitt, 1996). Por otra 

parte, existen también evidencias de una maduracién extratimica de los linfocitos 

T. Evidencias experimentales han mostrado la presencia de células T en los 

ratones nu/nu, los cuales son atimicos. Sin embargo en estos animales las 

células T son casi indetectables; La proporcidn de células CD4 es muy variable; 

estas células expresan tipicamente el complejo af de TCR: y se ha detectado la 

presencia de células autoreactivas en estos ratones. 

La mayoria de las células T se originan en el timo, donde pasan distintas 

etapas de maduracidon. Arriban al timo fos prolinfocitos T que no expresan las 

moléculas del CD3, el TCR, ni los correceptores CD4 y CD8. Como parte de la 

iniciacién del proceso de maduracion estas células expresan el complejo CD3 y 

proliferan dentro de fa zona subcapsular de ta corteza timica; se inicia el 

rearreglo de los genes de la cadena B del TCA, asi como la expresion 
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membranal de la misma en un complejo molecular pTa (Jérg y von Boehmer, 

1997). 

Este complejo proteico interacciona con aigdn figando timico no 

conocido e inicia una cascada de eventos intracelulares que son Jas sefales 

que permiten el paso hacia fa siguiente etapa de maduracion. Los timocitos que 

expresan un pre-TCR funcional, es decir que interaccionaron con el ligando 

timico, son seleccionados positivamente y continuan el proceso de maduracién. 

Los que no fo hacen en cierto tiempo son seleccionados negativamente y 

eliminados por apoptosis, evitando con ésto ultimo !a acumulacién de timocitos 

sin pre-TCR o con pre-TCR no funcional. 

La siguiente etapa del proceso de maduracién, se inicia con la 

expresién simultanea de los correceptores CD4 y CD8. Esta poblacién celular 

prolifera de manera abundante y constituye del 70 ai 80 % del total de las 

cé{ulas del timo. Ademds de ia coexpresién de los correceptores CD4 y CD8, 

esta etapa se caracteriza por el cese del rearreglo de los genes de la cadena B, 

‘'y de! pTa, y de la expresién del pre-TCR; asi como el rearreglo de los genes de 

ja cadena a del TCR. Durante una fase mas avanzada, esta etapa se caracteriza 

por la expresién del dimero de ias cadenas « y B del TCR. Es en esta fase 

cuando las células expresan el receptor de células T (TCR af) y son capaces de 

unirse a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (CPH). La 

afinidad del TCR por moléculas dei CPH clase 1 6 Il determina si la célula sera un 

linfocito CD8* (supresora o citotéxica) o CD4- (cooperadora). La interaccién 

existosa det TCR con el CPH de las células del reticulo timico es la sefial para la 

selecci6n positiva en esta etapa. Aquellas células que la realizan con éxito, son 

seleccionadas positivamente y continua el proceso de maduracién. 
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En fa tercera etapa de maduracién las células dejan de dividirse y cesan 

el rearregio de genes de fa cadena a. Ademas, dejan de expresar uno de los 

correceptores CD4 6 CD8 y pasan a la médula del timo, para salir del dérgano 

hacia fa circulacién periférica y hacia los Srganos linfoides secundarios (Roitt, 

1996; Alberts, et af 1994; Paul, 1993; Anderson, 1996). 

1.6.- Modulacién de la maduracién de los linfocitos T por citocinas, 

factores timicos y hormonas. 

La generacién de células T inmunoldégicamente competentes requiere ja 

influencia de microambientes timicos adecuados. Generalmente es aceptado 

que las células no finfoides (estromales), situadas en varios compartimentos del 

timo proveen las “seflales de educacién" que orientan el desarrollo de las 

células T para madurar o bien inducir la muerte por apoptosis. Se ha sugerido la 

participacién de factores humorales que regularfan el proceso de maduracién en 

el timo; sin embargo, no se conocen en detalle cudies son ni cudl es su 

participacion. 

La interleucina 7 (IL-7), fa cuaf es producida por las células estromales 

del timo, es un factor de crecimiento esenciat para la sobrevida y repoblacién 

(proliferacién) de las células dobles negativas. (Zlotnik y Moore, 1995) Ademas 

de tL-7 se plantea la participacién de otras citocinas como la IL-3, IL-6 y el factor 

de células stem (SCF), los cuales al parecer potencian la accién de IL-7. Se ha 

demostrado que las interleucinas que participan en la activacién de los linfocitos 

no participan en la modulacidn del proceso de maduraci6n de estas células. 

(Zlotnik, 1995).Mientras que para !L-to/TNF-o, se ha sugerido un papel 

importante en la maduracién de las células en la etapa pro-T. (Zufliga-Pflicker y 

Lenardo, 1996). 
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Por otro lado, se ha planteado que aigunas hormonas, ademas de los 

esteroides sexuales influyen el proceso de maduracién de los linfocitos T. Esto 

se ha podido demostrar mediante el empleo de la cepa de ratones “dwart’, fos 

cuales se caracterizan por ser inmunodeficientes debido a que presentan una 

deficiencia de.células T y un defecto de los linfocitos B. Esta inmunodeficiencia 

se ha observado que puede corregirse con la administracién de hormonas 

tiroideas a los animales (Smithson, ef af 1995; Montecino-Rodriguez, et a/ 

1996). 

Un aspecto importante y que destaca de Ja influencia de os factores 

timicos en la diferenciacién de células T es que las células DP no son capaces 

de producir ni responder a las citocinas, hasta que han concluido el proceso de 

seleccion positiva y negativa. Lo anterior sugiere que las citocinas no participan 

en e} proceso de seleccién positiva, sino mas bien participan en fa seleccién 

negativa, sobre todo aquellas asociadas con el proceso de apoptosis (Zlotnik, 

1995). 

La modulacién del microambiente timico, asi como las interacciones 

entre los timocitos y las células estromales son esenciales para el desarrollo 

tanto de los precursores de células T como del estroma timico. El desarrollo 

normal de fa médula timica es dependiente de la presencia de timocitos 

(Anderson, et af 1996). 

1.7.- Proceso de seleccion 

La seleccién positiva es un proceso que permite el desarrollo de 

lintocitos aptos y capaces para desarrollar la respuesta inmune. Este proceso se 

desarsrolla paralelamente at de seleccidn negativa y a la maduracién de los 

linfocitos dentro del timo. Podriamos decir que realmente no existe un proceso 
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de seleccién positiva y otro de seleccidn negativa. Esta divisién es de tipo 

académico, en realidad se trata de un proceso de seleccidn que permite la 

sobrevida de los linfocitos que cuentan con un TCR adecuado. A través del 

mismo se lleva a cabo !a interaccién con las moléculas coestimulatorias 

corresponaientes a! tipo de linfocito de que se trate, para que se lleven a cabo 

los mecanismos de transduccién de sefales necesarios, para que un linfocito 

cuente con fos mecanismos para desarrollar la respuesta inmune. Por otra parte, 

este proceso de seleccidn elimina a los linfocitos que han fallado en el rearregio 

de los genes dei TCR y por lo cual no expresan TCR, o expresan un receptor no 

funcional, que hace una combinacién incorrecta de ia afinidad del TCR hacia 

alguna clase de CPH o bien de los correceptores CD4 6 CD8; y finaimente, ia 

eliminacién de aquellos linfocitos cuyo TCR presenta afinidad por antigenos 

propios . 

El proceso de seleccién se da en dos grandes etapas. La primera de 

ellas es durante la fase de células dobles negativas. Esto ocurre en Ja zona 

subcapsular de la corteza timica, y se da en base al pre-receptor de células T 

que expresen los timocitos. Dado que la molécula de pTa y el CD3 son 

constantes y que en aquellos ratones TCR B deficientes se presenta una 

detencién del proceso de maduracién de fos linfocitos, se considera que esta 

seleccién se da en base a la cadena 8 del TCR (von Boehmer, 1990; Kishi, et af 

1991; Groettrup, et a/ 1992; Mombaents, et af 1992; Shinkai, ef af 1993; von 

Boehmer, ef a/ 1994). 

El pre-TCR, al parecer, interacciona con algun ligando interno, que no 

se ha identificado. La molécula CD3 inicia la transduccién de la sefial, fo que 

produce una movilizacién de calcio y la activacién de la tirosina cinasa Ick 0 

alguna otra firosina cinasa. La cascada de eventos intracelulares que continua 

   



    

estos eventos no se conocen; sin embargo, se sabe que ello conduce por un 

lado, a que el rearregio de genes de la cadena 8 del TCR se detenga, con fo 

cual se asegura fa expresidn de un solo alelo de TCR 8, y por otro que la 

proteina pTa deje de expresarse; y se inicie el rearreglo de fos genes de la 

cadena a de! TCR; asi como, la proliferacién celular y la maduracién de los 

timocitos (Groettrup, ef a/ 1992; Goettrup y von Boehmer, 1993a y 1993b; 

Molina, 1992; Levin, 1993; Uematsu, 1988; Kishi, ef a/ 1991; Groettrup, ef al 

1993). Por otra parte, aquellos timocitos que presentan un TCR no funcional y 

que por lo tanto fallan en ja interaccién con el ligando son seleccionados 

negativamente e inducidos a la apoptosis. 

La segunda etapa del proceso de seleccién de los timocitos se presenta 

durante la fase de célutas dobles positivas, en los limites entre fa corteza y ja 

méduta timicas; la seleccién de Jos lintocitos se realiza en base al receptor de 

células T «® que presenta, por fo que se requiere la interaccion célula-célula de 

los linfocitos con las células estromales. El TCR de los linfocitos inmaduros 

interacciona con un ligando intratimico, el cual en este caso se sabe que se trata 

de! complejo principal de histocompatibilidad (CPH) de jas células reticulo 

epitetiatles. La interaccién del TCR con el CPH que no presenta el péptido 

especifico reconocido por ef TCR inicia la transduccién de sefiales a través de la 

molécula ¢ dei CD3 6 de CD45 (von Boehmer, 1990; Love, ef a/ 1993; Kishihara, 

et af 1993). Asimismo, se inicia una cascada de eventos intracelulares que 

conduce: (1) a la maduracién de las células, sin la presencia de proliferacion 

celular; (2) a la terminacién de la actividad de las recombinasas RAG1 y RAG2; 

(3) al cese del rearreglo de genes de la cadena a del TCR; (4) a que se 

incremente la esperanza de vida del linfocito; y finalmente (5) a que se exprese 

el antigeno CD69 (Huesmann ef a/., 1991; Borgulya et a/ ., 1992; Brande et a/ ., 
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1992; Egerton ef a/., 1990; Bendelac y Matzinger, 1992; Swat ef a/., 1993). Por 

otra parte, aquella gran cantidad de linfocitos inmaduros que no sean capaces 

de interaccionar con fos CPH propios o aquellos que interaccionen con el CPH 

que presenta el péptido por el cual el TCR tiene especificidad son eliminados a 

través de la apoptosis. 

La unién del TCR of puede darse con CPH de clase | 6 de clase fl. La 

unién con moléculas de clase { solo seleccionara células cooperadoras CD4; 

mientras que de manera contraria, la unién del TCR af con moléculas de clase il 

sera la sefial para seleccionar linfocitos supresores 6 citotdxicos CD8 (Sha, 

1988; Berg et a/., 1989; Kaye et a/., 1989; Zijistra ef a/.. 1990; Cosgrove et a/ ., 

1991; Urdah! et al., 1994, Jemenson et a/., 1995). 
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Passio 4rglo = CD48 
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Figura 4.- Cambios fenotipicos asociados con la seleccién positiva de los timocitos. 
Las flechas muestran la progresién de los timocitos desde las primeras etapas de 
maduracién. La expresi6n de varios marcadores es mostrada y la linea punteada indica 
cambios graduates en 1a expresion de esios antigenos (tomado de Jamenson y col. {995). 

21 

 



  

La afinidad del TCR por el complejo CPH y el antigeno presente en ta 

hendidura del mismo determinard a que CPH se unira un TCR. Esto parece ser, 

al menos en la fase de seleccién, independiente del tipo de clase def CPH. El 

mecanismo mediante el cual se da fa restriccién de clase del CPH, para el TCR 

no esta completamente dilucidado. Se han postulado dos diferentes modelos, e) 

modelo "instructivo" y el modelo estocastico/selectivo (von Boehmer, 1986; 

Robey et a/., 1991). 

€i modelo instructivo, propone que las células del reticulo timico que 

presentan CPH de clase I al unirse al TCR det timocite dan a éste una sefha! de 

seleccién positiva, al mismo tiempo que le indicarian que deben dejar de 

expresar ef correceptor CD4, por lo que esta célula se convertira en un linfocito 

CD8. De la misma forma, los timocitos que se unieran a un CPH de clase Il, 

recibirfan la seal para dejar de expresar el correceptor CD8 y convertirse en 

una célula CD4 {Lundberg ef af ., 1995). Este modelo presupone que la 

seleccién se da cuando las células son dobles positivas. 

€{ modelo estocastico/selectiva presupone que la seleccidn se da 

cuando la célula ya se ha convertido en simple positiva, CD4 6 CD8. Este 

modelo plantea que el linfocito doble positivo dejaria de expresar de manera 

estocdstica uno u otro de los correceptores para convertirse en célula simple 

positivo; sin fa intervencién de {a afinidad del TCR por uno u otro tipo de CPH. En 

una segunda fase ef TCR de las células interaccionaria con el CPH de las 

células estromales. Los timocitos que han conservado la expresién del 

correceptor "adecuado” son capaces de interaccionar con las células estromales 

y de recibir una sefiai de seleccién positiva. Aquellas que han conservado el 

correceptor “incorrecto” no son capaces de esta interaccién y por tanto no 

recibiran ta sefial de sobrevivencia y por tanto serdn eliminadas por apoptosis 

(Lundberg ef af .. 1995; Anderson ef a/ ., 1996; Jemenson ef a/ ., 1995; 

Broussard-Diehl ef a/., 1996). 
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Figura 5.- Los modelos instructivo y estocastico /selectivo de los linajes concomitantes 
CDAICD8, ¢p—- MBC clase 1, T MHC clase Sey cDa4, eo CD8 (tomado de 

von- Boehmer, 1994) 
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1.8.- El péptido det CPH de la céiuta reticular 

Ei CPH es un complejo proteinico que posee una porcién 

transmembranal, una porcidn intracelular, asf como una porcidén extracelular. En 

el caso de las moléculas de clase |, consta de una cadena a y una molécula de 

B2 microglobulina. La cadena a y la molécula de B2 microglobulina son 

sintentizadas en el reticufo endopladsmico rugoso y en ese mismo sitio son 

ensambladas junto con pétidos provenientes del citoso! o del mismo reticulo. La 

union del péptido da estabilidad al complejo. Estas maléculas son movilizados a 

la superficie cetular. Las moléculas de clase I son sintentizadas en el reticulo 

endoplasmico rugoso; las cadenas a y 8 son ensambladas junto a una tercera 

molécula, Ja cadena invariante (li). La cadena fi tiene ta funcién de establizar e! 

complejo y evitar fa unidn de péptidos a la hendidura de! complejo. En las 

vesiculas acidicas li es removida del complejo y péptidos derivados de 

antigenos fordreos se unen ai complejo en fa hendidura y lo estabilizan. £1! 

complejo es transportade a ia membrana, donde es insertado. Como se 

mencion6 anteriormente ta unién del péptido al CPH estabiliza el complejo; to 

cual permite una interaccién estable por varias horas; lo anterior hace que sea 

muy rara la existencia de CPH sin péptido unido en su hendidura. 

En el caso de las células epiteliates del timo no se conoce el mecanismo 

mediante el cual son estabilizados los CPH que presentarian afinidad por 

péptidos extrafios. Al respecto se han planteado dos teorias: La primera plantea 

que la seleccién se da por la interaccién de! TCR con el péptido; por ello éstos 

son substituidos por péptidos endégenos. Para !o anterior las células epiteliales 

det timo tendrian la caracteristica de sintetizar toda ta variedad de péptidos que 

pudieran unirse a fos CPH (Kourilsky, 1989) El TCR del linfocito inmaduro 

reconoceria ef ligando, de tal manera que el mismo figando que je da el estimulo 
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para la seleccién positiva, seria el que posteriormente to activaria. Para evitar 

que el finfocito sea “activado” y por tanto canducide a la apoptosis, ja célula 

epitelial produciria estos péptidos en una concentracién suficiente para dar el 

estimulo de ta seleccién positivo, pero no para activar Jos linfocitos. 

La segunda teoria plantea que lo importante para Ja seleccién es la 

interaccién del TCR con el CPH y no con el péptido especifico. Por ello el 

figando que induce seleccién positiva no es necesariamente el mismo que es 

capaz de activar a las células. Para ello Jas células epiteliales generarian una 

variedad de péptidos “generalas” capaces de inducir la seleccién de los 

linfocitos inmaduros. 

Aunque cada una de las teorfas explica este mecanismo existe la 

posibilidad de que en ta! estabilizacién participen ambos mecanismos. El 

proceso de selecciédn puede ser monitoreado a través de los cambios en la 

expresién de varias moléculas de superficie (Broussard-Diehl et a/, 1996). Por 

otra parte se conoce que para la seleccién positiva son necesarias las células 

epiteliales timicas que expresan moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad clase 1 y clase It. Hasta el momento, no se conocen otros 

factores que participen en este proceso, ya que ni las moléculas 

coestimulatorias ni las citocinas participan en él. Se ha planteado por algunos 

autores que el apagamiento en la expresién de CD8 estd dado por un 

mecanismo estocastico, muestra que la de CD4 se da a través de un evento de 

tipo instruccional (Anderson et a/., 1996; Jemenson et a/., 1995) 

1.9.- Satida de células T del timo 

Una vez que se ha completado el proceso de maduracién y selecci6n 

intratimica de los linfocitos T, estos emigran hacia los 6drganos linfoides 
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secundarios y la circulacién periférica; esto ha sido demostrado mediante 

experimentos de marcaje in situ de timocitos, con 3H-TDR o tiocianato de 

fluoresceina. Estos experimentos han mostrado que la mayorfa de fas células 

que emigran dei timo son células simple positivas, Sin embargo, se ha 

observade también que una pequefia poblacién de células inmaduras con el 

fenotipo de dobles positivas es capaz de salir del Grgano. Las células migran 

répidamente al bazo y ganglios linfdticos, circulacién periférica y hacia el resto 

det organismo. Estas células aparecen en unas horas en ef ducto toracico, lo 

que muestra que se hallan ya recorriendo todo el organismo (Paul 1993; 

Cardarelli, 1989b} 

Los linfocitos T virgenes permanecen en el ganglio donde serdn 

activados por los antigenos. Una vez que han sido activados, los lintocitos T 

estan en continuo trafico hacia la piel y mucosas. Las células virgenes 

Ppermanecen en el ganglio por la accién de la adhesi6n de una molécula que 

expresan en su superficie, fa L-selectina 6 CD62L. Esta adhesina se une a un 

carbohidrato presente en las membrana de Jas células epiteliales de las venulas 

del ganglio. Se cree que ademas participan la molécula LFA-1 del linfocito T, la 

cual se une a la molécula de ICAM-1 en las células epiteliales de las vénulas del 

ganglio. Una vez que los linfocitos son activados internalizan las moiéculas 

involucradas en esta adhesién, CD62L por ejemplo, y pueden abandonar el 

gangfio y migrar hacia fa piel y mucosas (Benjamini ef al ., 1996). 

1.10.- Linfocitos T 

Son las células encargadas de la respuesta inmune de tipo celular. Se 

pueden clasificar en dos grandes grupos segtin el tipo de receptor que 

expresen; TCR 6 TCR ¥6. Los linfocitos que expresan e! receptor tipo af se 

dividen, a su vez, en CD4 y CD8. Existen dos subtipos de linfocitos CD8; 
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linfocitos supresores y lintocitos citotéxicos. Los linfocitos CD4 se denominan 

también cooperadores. Estos linfocitos ejercen su efecto a través de la 

produccién y secrecién de citocinas. En base al tipo de citocinas que producen 

los linfocitos CD4 se clasifican en: Tht fos que sintetizan interleucina 2 e 

interferon y, Th2 los que producen interleucina 4 e interleucina 5. Existe un tercer 

grupo, las células ThO, las cuales se consideran precursores de los Thi y Th2; y 

son capaces de producir +2, l-4 e INF-y. (Barrera -Rodriguez et a/., 1995; 

Sciammas et af, 1994). 

La similitud de los receptores TCR o/B y 5/y sugiere que los dominios 5/y 

interactuan con antigenos presentados por el CPH. De ser asi, las cadenas S/y 

interactéan con elementos de restricci6n de polimorfismo limitado. Hay 

evidencias que apoyan la idea que el reconocimiento de los antigenos por este 

tipo de linfocitos no esta restringido por moléculas de! CPH; sin embargo, 

algunos de los experimentos realizados con ratones transgénicos contradicen 

estas evidencias. La funcién precisa de los lintocitos T TCR 8/y atin se 

desconoce. Se ha reportado que estos linfocitos pueden secretar una variedad 

de citocinas: interleucinas (2 y 4), interferon-y, factor de necrosis tumoral (TNF) y 

factores estimulantes de colonias (CSG-GM); ademas tienen actividad citolitica 

inespecifica, lo que sugiere que pueden estar involucrados en respuesta de tipo 

inflamatoria. En pacientes con tinfoma de Burkitt, linfomas de células B, leucemia 

linfocitica crénica (LLC), carcinoma de pulmén tumor de Wilms, sarcoma y 

mefanoma, se han obtenido linfocitas T &y con actividad antitumoral, sin 

embargo su participacién en et fendmeno atin no es clara (Jemenson et al ., 

1995; Barrera-Rodrigez et a/., 1995; Abbas et a/., 1994). 
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2.. ANTECEDENTES 

2.1.- Funcién endocrina del timo 

Los primeros experimentos definitivos que muestran el papel crucial del 

timo en el desarrotle de células T fueron realizados en los afios 60s. J. Miller 

investigd el papel del timo en la leucogénesis en ratones con uno o dos dias de 

nacidos. Los roedores fueron timectomizaron a esa edad lo que prové una 

marcada deficiencia de linfocitos, falla en el rechazo a los transplantes y los 

animales fueron suceptibles a infecciones oportunistas. En 1967, Miller y Qsoba 

escribieron una revisidn, que aporté las bases para el conocimiento actual de la 

importancia del timo, en ia respuesta inmune (Anderson etal. 1996). 

Actuatmente es aceptado que el timo tiene un papel central en la linfo e 

inmunopoyesis. Evidencias de modelos experimentales en animales establecen 

que el mecanismo endocrino media en parte la funcidn reguladora del timo 

(Trainin et al, 1994). 

Estudios iniciales sugirieron que para la maduracién de los linfocitos 

era necesario el contacto directo entre los prolinfocitos y las células epiteliales 

timicas. Esto debido a que se observé que el primer paso para la adquisicién de 

inmunocompetencia era ja migracién de los prolinfocitos al timo. Sin embargo 

estudios posteriores mostraron que la administracidn de extractos de timo a 

animales que habfan sido timectomizados en fa etapa neonatal podian sustituir, 

parcialmente al drgano extirpado. Asimismo, se observé que cuando se 

extirpaba el timo en fa etapa neonatal y simultaneamente, se hacia un trasplante 

del mismo 6rgano dentro de una cdémara que impidiera la entrada y salida de 

células, es decir de los precursores pretimicos, las deficencias en la respuesta 

inmune provocadas por la timectomia disminufan (Cardarelli, 1989b, c). 
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Los exparimentos anteriormente descritos demostraron que ef timo tenia 

una funcién enddécrina y por tanto era capaz de producir y secretar substancias 

que influfan en la maduracién de los linfocitos y la respuesta inmune (Coto et al, 

1992; Hadden, 1992; Trainin, 1985). Actualmente se conocen varias substancias 

que son consideradas productos endocrinos del timo. Estas incluyen timosina, 

timoestimulina, timopoyetina, factor timico humoral y factor timico sérico (Trainin 

et al., 1983). Se han descrito varias funciones bioldgicas de estas hormonas, sin 

embargo estas funciones son en organos linfoides secundarios y no en el timo. 

Estos efectos de las hormonas timicas sugieren que el timo puede regular ia 

respuesta inmune de los linfocitos de una manera endocrina (Coto et a/, 1992). 

Con el descubrimiento de las hormonas timicas, se reconocié que el 

timo era capaz de producir y secretar substancias que actuaban como 

mensajeros quimicos de tipo paracrino, autécrino a enddcrinc. Se pensdé que 

deb/a existir una o algunas hormonas timicas que actuaran de forma pardcrina 

modulando la maduracion de tos linfocitos T. Por ello varios grupos se dedicaron 

a la obtencién de extractos timicos y a buscar fa manera de demostrar algun 

efacto de los mismos en la maduraci6n de los linfocitos. Sin embargo, la mayoria 

de los ensayos creados realmente “cuantificaban” fa respuesta de células T, 

pero eran incapaces de mostrar efectos reales sobre la ontogenia de los 

tinfocitos T (1989d). 

Se obtuvieron extractos de timos de diferentes especies, edades y 

mediante diferentes procedimientos quimicos. Estos extractos fueron evaluados 

como inductores de fa maduracién de los linfocitos T, asf como su potenciai 

terapeutico en caso de inmunodeficiencias en seres humanos y otras especies 

(Cardarelli, 1992d). Aigunos de ellos rdpidamente quedaron en el oivido, otros 

se estan utilizando como armas terapeuticas en el caso de algunas 

inmunodeficiencias. Entre los primeros extractos descritos, podemos citar a: la 
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timofisina, el extracto timico de Hanson, extracto timico de Asher, y el extracto 

timico de Bomkov. Estos extractos, por sus efectos, pudieron ser clasificados en 

dos grupos. Un grupo de extracios que acelera el crecimiento por mecanismos 

no conocidas; y un segundo grupo que afecta tumores (Trainin, ef a/., 1985). 

2.2.- Hormonas timicas 

En ta actualidad han subsistido a las diversas pruebas algunas 

substancias que se pueden considerar mensajeros quimicos y que son 

secretadas por fas células epiteliales del timo. En general se trata de péptidos 

de diversos tamafios, de los que se ha demostrado algun efecto biolédgico en 

6rganas linfoides secundarios o “in vitro” Sin embargo, junto con Jas citocinas 

timicas, constituyen et ambiente quimico en el que se desarroila e! proceso de 

maduracién y seleccién de los linfocitos T. Este ambiente quimico se ha 

planteado que es generado por el epitelio timico, aunque en el caso de las 

citocinas, algunas podrian ser producidas por los mismos linfocitos, lo cual no ha 

sido demostrado (Hadden, 1992). Entre las hormonas timicas reconacidas 

podemos mencionar: 

a) Timosina, un producto que se obtiene de la extraccién con acetona, 

posterior a un tratamiento con calor a (80°C) de! sobrenadante de un 

homogenado de timo de ternera. Después de la purificacidn por cromatogratia 

de intercambio iGnico y por fittracidn en gel se obtuvieron 11 polipéptidos en ia 

regién a y 4 en la regidn B; de los cuales a1 y el polipéptido 61 han sido 

caracterizados. Hay tres tipos de timosina la a-dcida con punto isoeldctrico 

menor de 5.5 (P.1. <5.5); la timosina {-timosina con punto isoeléctrico de 5.5-7 y 

basica y-timosina con punto isoeléctrico mayor de 7.0 (P.t.>7}. Ninguno de los 

productos ha sido purificado (Trainin, 1983). La fraccién V de timosina es 
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conocida como tamalina, se trata de una mezcla de péptidos con peso 

molecular que varia de 1000 a 5000 Da. La timosina «1 aumenta la funcién del 

factor inhibitorio de fa migracién (MIF), asi como de interferon y y linfotoxina; 

ademas es capaz de proteger contra agentes oportunistas como !a Candida 

albicans. Se ha descrito la existencia de una molécula precursora, la prota que 

tiene una actividad bioldgica similar a la de timosina af (Trainin, 1992; Khystova 

et al, 1993). La tamalina es completamente diferente de timulina; no tiene 

secuencia homdfoga con ningun factor timico. La tamalina induce diferenciacién 

en las células T (Khystova ef al, 1993). 

b) Timopoyetina, fue aislada de timo de bovine. Esta compuesta de 49 

aminodcidos con una secuencia conocida (Khystova et a/., 1993). Et principio 

activo de timopoyetina es un pentapéptido, denominado TP-5, que ha sido 

usado extensamente en la clinica en pacientes inmunocomprometidos, 

incluyendo a pacientes con SIDA e individuos viejos. El tratamiento con TP-5 en 

individuos viejos incrementa la actividad de las células NK en sangre periferica 

(Trainin, 1992). 

c) Timoestimulina, fue preparada inicialmente de timo de ternera por 

extraccién con acetato de amonio y posteriormente se purificé por métodos 

cromatograficos y fue llamada originalmente TP-1. Dos de los péptidos que han 

sido purificados son ja fracci6n 6B, con peso molecular 5600 Da y ta fraccidn 

78, la cual es similar a ubiquitina (Trainin et a/., 1983). 

d) El factor timico sérico (FTS) o timulina, fue aislado de suero de cerdo, 

mediante técnicas de ultracentritugacion y ultrafiltraci6n con corte en los 10,000 

Da. Asi como mediante cromatografia. Se trata de un nonapéptido neutro con la 

siguiente secuencia de aminodcios: Glu-Ala-Lys-Ser-Glu-Giy-Giy-Ser-Asn, con 
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actividad sobre las células formadoras de coionias (Trainin ef al, 1983). 

Transformando a las células formadoras de colonias Thyt hacia Thyt: y células 

sensibles a azathioprina. La timulina ha sido probado en la clinica en 

inmunodeficiencias humanas y artritis reumatoide (Trainin ef a/., 1985). 

2.3.- Factor timico humoral 

1 factor timico humoral (THF, por sus siglas en inglés), es una fraccién 

soluble inmunolégicamente activa, que fue aislada de timos de ternera, 

mediante técnicas de homogenizacién, centrifugacion, didlisis, y cromatografia 

(Trainin y Linker-Israeli 1967; Zipori y Trainin 1975), El dializado activo fue 

purificado después por cromatégrafia en gel en columnas de Sepahadex G-10 y 

G-25, y posteriormente por cromatégrafia de intercambio ionico y fase reversa de 

HPLC. El péptido tiene una masa molecular de 918 Da con un punto isoeléctrico 

5.6-5.9. Su composicién de aminodcidos es Leu-Glu-Asp-Gly-Pro-Lys-Phe-Leu, 

secuencia que no tiene homologia con otros factores timicos 0 citocinas 

descritos (Trainin ef al, 1983; Trainin y Linker-Isaraeli 1967). Desde mediados 

de los 80's se utilizo el THF-y2, el cual es un péptido sintético con la misma 

secuencia de aminodcidos y mismos efectos bioldgicos (Katorza et al, 1987). 

2.4.- Efectos biolédgico de THF-y2 

Algunas de tas céliulas sobre las cuales se ha descrito que el THF-y2 

tiene efectos bioldgicos, incuyen: células de médula 6sea, linfocitos de cordén 

umbilical y linfocitos de bazo. En la médula 6sea el THF-y2 potencia el efecto del 

factor estimulante de colonias sobre la proliferacién de las células formadoras de 

colonias de granulocitos y macréfagos (Pechtet a/, 1993). En tos finfocitos de 

cordén umbilical ef THF-y2 produce un incremento en el porcentaje de células 
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CD4 y CD8, ademas de un incremento en fa produccién de interieucina-2 

inducida con fitohemagiutinina (PHA) (Ben-Hur ef af, 1990). En los linfocitos del 

bazo, el THF-y2 produce un incremento en la produccién de interleucina-2 

inducida con Concanavalina A (Con-A) (Burstein ef al, 1988). El THF-y2 

incrementé ta respuesta de los linfocitos T incluyendo la proliferacién ante 

lectinas (PHA y Con-A), la reaccién de la mezcla de linfocitos, fa produccién de 

anticuerpos dependiente de célutas T (Ophir et af, 1990 a); asi como la actividad 

citolitica de los CTLs (Ophir et al, 1990b). 

La admistracién continua de THF-y2 a ratones timectomizados 

neonatalmente produce un incremento de la cantidad de linfocitos CD4:, Thi, 

en los bazos. Una sola administracién de THF-y2 a un ratén viejo e 

inmunodeficiente produjo un incremento en la respuesta a agentes mitdgenos, 

tanto de los timocitos, como de los esplenocitos. Asimismo, el THF-y2 produjo un 

incremento en ta produccién de interleucina-2 y en ta actividad de los Jinfocitos T 

cooperadores (Goso et al, 1992). 

Se ha raportado que el THF-y2 es capaz de incrementar la actividad 

antiviral del sistema inmune. Ei primer reporte a este respecto muestra que la 

administracion de THF-y2 a ratones disminuyd la mortalidad producida por el 

virus Sendai. Por otra parte, el THF-y2 es capaz de revertir {a inmunosupresién 

inducida por ef citomegalovirus murino (MCMV) restableciendo fa respuesta 

proliferativa y la produccion de IL-2 (Katorza et al, 1987). En estudios in vitro con 

\infocitos perifericos de humano se ha observado que ei THF-y2 es capaz de 

inerementar fa proliferacidn ante el reto con un antigeno del virus de ta varicela 

zoster (Trainin et al, 1979). El THF-y2, in vivo fue capaz de restablecer ia 
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inmunidad celular en pacientes inmunodeficientes que sufrian panencefalitis 

esclerosante subaguda (Handzel et a/., 1983). 

Por otro lado, en pacientes con infecciones severas con el virus del 

herpes, incluyendo herpes zoster y varicela, la adminstracién de THF-72 produjo 

una regresi6n del cuadro e incremento de Jas subpoblaciones de linfocitos T 

(Handzel ef ai, 1990). De fa misma manesa, en nifios con sarampién grave y 

complicado, el THF-y2 produjo un incremento en ta tasa de linfocitos CD4/CD8, 

asi como un incremento de fa respuesta proliferativa a PHA (Beatty et ai, 1984). 

En pacientes seropositivos al VIH, los cuales mostraban disminucién de los 

linfocitos CD4, ta administracién de THF-y2 produjo un incremento de jos 

linfocitos T CD4+ (Handzel et al, 1987). 

Recientemente e] THF-y2 se utilizé en 9 pacientes con hepatitis B 

crénica, quienes habian secibido anteriormente  interteron-x ({FN—c) 

recombinante sin efecto alguno. En estos pacientes, se did un pretratamiento 

con THF-y2, seguido por una combinacidn de THF-72 @ \FN-a y finalmente el IFN 

solo. La terapia combinada produjo una disminucién en los niveles séricos del 

ADN viral de aproximadamente el 90 % y 3 pacientes se volvieron ADN-HVB 

negativos. Estos resuitados sugieren que el THF-y2 puede ser tit en 

tratamientos combinados contra portadores de hepatitis viral B aguda y/o de 

hepatitis orénica, y que tal vez sea capaz de evitar el desarrollo de cirrosis 

hepatica en estos pacientes (Farhat ef a/, 1995). 

Los efectos in vitro e in vivo del THF-y2 muestran en suma que es 

capaz de actuar como un inmunoestimulador y que presenta gran potencial 

como herramienta terapeutica (Handzel ef al, 1992; Handzel et al, 1987). Sin 
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embargo, no muestran que este factor sea capaz de modular Ja linfopoyesis T en 

el timo ya que no hay evidencias reportadas de {fo anterior Se considerd 

entonces importante investigar si el THF-y2 era capaz de modular la maduracién 

intratimica de los linfocitos T. Siendo esta una pregunta capital, pues de ser asi 

podria apoyar o descartar fa hipdtesis de su papel como hormona timica que 

participaria en la modulacién de la maduracién de los linfocitos T en el timo. 

Siendo de gran importancia investigar si el THF-y2 tiene efectos sobre la 

maduracién de los finfocitos T en el timo. 
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3.- OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar e) efecto del factor timico humorai (THF-y2)}, en el proceso de 

diferenciacién de in vitro linfocitos T. 

Como objetivos particulares: 

i-  Establecer un cultivo de timocitos de rata recién nacida como 

modelo para el estudio del efecto del THF-y2 . 

2.-. Estudiar si THF-y2 in vitro es capaz de modificar la expresién 

de las moléculas de superficie CD4 y CD8 en timocitos de rata 

recién nacida. 

3.- Estudiar si THF-y2 in vitro es capaz de modificar la relacién entre 

las subpoblaciones de timacitos que expresan las moléculas de 

superficie CD4 y CD8 en timocitos de rata recién nacida. 

4- — Estudiar si THF-y2_ in vitro es capaz de modificar ta praliferacién 

de los timocitos de rata recién nacida. 
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4.- MATERIALES Y METODOS 

4.1.- Reactivos: 

Etanol, EDTA, formaldehido, albumina, glucosa, glutamina, ampicilina, 

cloruro de sodio, cloruro de potasio, hidréxido de sodio, fosfato de sodio 

monobasico, fosfato de potasio monobdsico, concanavalina A, ioduro de 

propidio, B2-mercaptoetano! (Sigma Chemicals Co, St. Louis Mo.); RPMI-1640, 

suero fetal de temera (Gibco, Laboratorios, NY); triton-X100 (T.J. Baker, México); 

gentamicina (Promeco); interleucina-2 recombinante de rata (Genzyme); 7- 

amino-actinomicina D (Calbiochem, ta Joya CA), anticuerpos ratén anti-rata 

contra CD4 conjugado con FITC, contra CD8 conjugado con R-PE, anticuerpo 

raton anti-rata IgG1 conjugado con FITC y anti-rata IgG2 con R-PE (Serotec, 

Oxford); PH}-+timidina (Amersham), THF-y2 y un péptido andlogo fueron donados 

los Drs. Trainin, y Burstein del Departamento de Quimica Organica del Instituto 

de Ciencias Weizmann, Rehovot, israel. 

4.2.- Péptidos 

El factor timico humoral (THF-y2) y el péptido andlogo (PA), utilizados 

en este estudio fueron sintetizados por técnicas de fase sdlida y purificadas por 

fase reversa de HPLC (Trainin, 1985). El péptide andlogo es un octapéptido de 

918 Da, compuesto por los mismos aminodcidos que el THF pero en diferente 

secuencia. La secuencia del PA es la siguiente: Leu-Giu-Pro-Asp-Gly-Phe-Lys- 

Leu (Trainin, comunicaci6n personal). Los péptidos fueron resuspendidos en 

PBS. 
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4.3.- Animales 

Ratas Wistar recién nacidas (de menos de 24 h)}, de ambos sexos, fueron 

obtenidos del Bioterio del tnstituto Nacional de ‘a Nutrici6n Safvador Zubirdn, 

México, D. F. 

4.4.- Métodos: 

4.4.1.- Obtencién de timocitos 

tos timos se obtuvieron por apertura de la cavidad tordcica, previa 

crioanestesia y asepsia de) t6rax con etano! al 80 % (Ming ef al, 1992). Se 

lavaron con PBS; fos {dbulos fueron disociados, haciendo pasar et tejido a través 

de una maila metdlica de 100.mm’, la cual se lavd con PBS. La suspensién 

cetular obtenida se centrifugé (1000 rpm por 10 min a 4°C) para obtener {as 

células y resuspenderlas en PBS. Las cétlulas fueron lavadas 2 veces repitiendo 

ef proceso anterior. Se cuantifics la viabilidad de los timocitos aislados mediante 

la técnica de azul de tripan: La viabilidad de las células obtenidas por el 

procedimiento descrito fue mayor det 98%. 

4.4.2.- Caracterizacidn de ta expresién de los antigenos CD4 y CD8 

mediante citometria de fiujo 

Los timocitos (5 x 10° células) se resuspendieron en un amortiguador de 

fosfatos suplementado con glucosa {PGN); se Jes afiadieron los anticuerpos 

contra CD4, el cual estaba conjugado con FITC, y los anticuerpos anti-CD8, los 

cuales estaban conjugados con R-PE. La dilucién a que se utilizaron los 

anticuerpos fue de 1:50 de cada uno de estos respectivamente. Esta mezcla se 
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incubé durante 1h a 4°C en fa obscuridad. Posteriormente, los timocitos fueron 

lavados dos veces con 1 mi de un amortiguador de fosfatos, adicionado con 

glucosa y albumina (PGB), y se centrifugaron a 1000 rpm por 10 min a 4°C. 

Finalmente se resuspendieron en PGN y se fijaran agregando formaldehido en 

amortiguador de fosfatos hasta una concentracion final de 0.2 %. Las célutas se 

conservaron a 4°C protegidas de la luz, hasta su andlisis en el citémetro (Ming 

etal, 1992). 

Para ef analisis citofluorométrico se utilizé un citémetro de flujo Becton 

Dickinson, modelo FACSort. Este aparato esta equipado con un laser de argon 

que emite a 488nm de longitud de onda. Se us6 el programa denominado Lysis 

(para el andlisis de fos datos. Se hizo un estudio simultdneo de dos colores de 

fluorescancia, verde (618mm) y amarillo-naranja (560nm), ademas de los 

parametros de tamajio (FSC) y granularidad (SSC) en base a los cuales se 

selecciond {a pobtacién de timocitos; lo cual hace un total de 4 pardmetros. En 

cada muestra se analizaron un minimo de 10,000 eventos. Para cada grupo de 

muestras se ajusté las condiciones de voltaje de los totomultiplicadores y los 

amplificadores en base a: autoflorescencia de jas células, unidn no especifica, 

para lo cual se utilizaron anticuerpos monoclonales contra igGi:FITC y contra 

igG2:RPE. Para Ja compensacién de los colores se utilizaron células a las que se 

afiadieron sofo tos anticuerpos conjugados con un fluorocromo (FITC) y por 

separado, células incubadas con los anticuerpos conjugados con el otro 

fluorocromo (RPE) (Shimid ! ef af, 1994; Swat et al., 1991). 

4.4.3.- Analisis del contenido de ADN y def ciclo cefular mediante 

citometria de flujo 

Se utilizé un método de cuantificacién de ADN y andlisis del ciclo celular 

basado en fa obtencidn de los nucleos celulares mediante una técnica basada 
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en la digestion mediante detergente y protedlisis (Darzinewikz ef al, 1995) 

ademas de utilizar al ioduro de propidio como un fluorocromo con afinidad por al 

ADN. 

Una alicuota de las células cosechadas (10°cel.) fue lavada dos veces 

con PBS; fa pastilia cefular fue resupendida en 200 1 e incubadas durante 10 

min. a temperatura ambiente, en una solucién de tripsina (30 pg/ml en 

amortiguador de espermina); posteriormente se agregaron 160 ul de una 

solucién de inhibidor de tripsina de frijol de soya (277 g/ml) y RNAsa A (55 

pg/ml) en el amortiguador de espermina; tas células se incubaron 10 min. a 

temperatura ambiente. Finalmente, se afiadié una solucién de ioduro de propidio 

(150 pg/mi) y se incubaron a 4°C en la obscuridad, durante 10 min. La muestra 

se conservé a 4°C hasta su andlisis en el mismo dia. 

Para cada grupo de muestras se ajustaron las condiciones de voltaje de 

los fotomultiplicadores y fos amplificadores para tos pardmetros de intensidad de 

FL2 (560 nm), duracién dei destelfo de fluorescencia (Fl2w) y el area bajo la 

curva de FL2/Fl2w (FI2A). Para e! ajuste anterior se utilizaron ndcleos de 

timocitos de ternera y/o de eritrocitos de pollo. Se analizaron un minimo de 

10,000 eventos por muestra. Se realizaron los histogramas de FL2A_ y ios 

porcentajes de células en las fases de Go/G1, S y G2+M se calcularon utilizando 

el modelo matematico de AFIT (Becton Dickinson), (Doyon et al, 1994). Se usé 

el programa denominado CellFit para el andlisis de los datos. 

4.4.4.- Analisis de apoptosis por citometria de fiujo 

Se utilizé un método basado en Ja afinidad del colorante por el ADN, asi 

como la capacidad de fa membrana celular de excluirlo. El método para medir 
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apoptosis con el colorante 7-amino actinomicina (7AAD), se validé en nuestro 

laboratorio, como se ha sugerido, mediante el analisis del ADN en geles de 

agarosa de muestras paralelas a las analizadas mediante citometria. 

Una alicuota de células (5 x 10° cel.) se incubd en una solucién de 

7AAD (10 pg/ml) en PBS mas formaidehido al 0.2 %, durante 30 min a 4°C, 

protegidas de fa fuz. 

Para cada grupo de muestras se ajustaron las condiciones de voltaje de 

los fotomultiplicadores y los amplificadores para los parametros de intensidad de 

FL3 (640 nm), tamafio y granularidad (FSC y SSC, respectivamente). La 

poblacién de timocitos se seleccioné en base a los pardmetros de FSSC y SSC. 

La poblacién de timocitos desarroliando apoptosis se identificd en una grafica de 

FSC/FL3. Para {a identificacion de esta poblacidn se incluyé el andlisis de una 

muestra de timocitos tratada con cortisona (10 ug/mi) (cel. apoptéticas), otra con 

azida de sodio (0.4 %) (cel. necréticas) y otra sin ningun tratamiento (cel. vivas y 

sanas). Se identificd por comparacidn la regién de células apoptsticas (células 

con menor tamafio (FSC) y que captan una intensidad intermedia de 7AAD 

(mayor que fas células vivas y sanas y menor que las células en necrosis). Para 

cada muestra se analizé un minimo de 10,000 eventos y se cuantificd el 

porcentaje de células de cada muestra en esta regién. (Schimid et al, 1994; 

Swat et al, 1991). Se usé el programa denontinado Lysis JI para el andlisis de 

tos datos 

4.4.5.- Cultive de timocitos 

Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos (Costar), en las 

siguientes condiciones: 1.5 x 10° célufas se cultivaran en un m! de medio RPMI 
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suplementado con 10% de suero fetal de ternera, 4 mM de glutamina, 10 ug/ml 

de gentamicina, ampicilina y 50 1M de B-2 mercaptoetanol (2-ME); a 37°C y en 

una atmésfera de 5 % de CO, y 95% de aire durante diferentes tiempos. Al 

finalizar el cultivo, las células se cosecharon con una pipeta Pasteur, el pozo se 

lav6 con un mi de PBS. La suspensién cefular se centrifugd durante 10 min. a 

10,000 ram. Se deseché e! sobrenadante y las células se resuspendieron en 

PBS (Takimoto 1992). Posteriormente se utilizaron para analizar la expresién de 

antigenos CD4 y. CD8, cuantificar las células que expresan los antigenos 

anteriores, cuantificar !as células en apoptosis, asi como el andlisis det ciclo 

celular de fos timocitos. 

4.4.6.- Ensayo de proliferacién celular 

Para cuantificar ia proliferacién celular se utilizé el método de ia 

incorporacién de [*H]-timidina. Al cultivo celular se adicionaron 0.5 wCi/mi de 

PH}-timidina, en las ultimas 24 h de cultivo. Una vez transcurrido el tiempo de 

cultivo fas células fueron cosechadas, e! plato se lavé con 1 ml de PBS, las 

células se centrifugaron a 170 g (10,000 rpm) por 10 min; se deseché el 

sobrenadante, ta pastilla celular fue digerida por !a adicidn de 50 ul de NaOH 1N 

y 50 ul de Tritén X-100 al 1%. Se colocaron en viales y se les agregaron 5 mi de 

liquido de centelleo, para ser analizadas posteriormente en un contador de 

centelleo (marca Pakard). Los resultados se estandarizaron como el porcentaje 

de estimulacién que se calculd de !a siguiente manera: 

% de estimulacién = (CPM en el gr Ui 100 )-100 

CPM en et grupo control 
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4.4.7.- Tratamiento con fitohemaglutinina (PHA) 

Las células se cultivaron en fas condiciones descritas. Una hora 

después de la siembra se les afiadio la PHA. Se realiz6 un curso temporal de 

24, 48 y 72 h, utilizando concentraciones de fitohemagtutinina desde 1 ug/ml 

hasta 100 pg/mt, en una dosis Unica. El efecto mitogénico se cuantificd por el 

método de incorporacién de (*H}timidina, como ensayo de proliferacién celular. 

Los resultados se estandarizaron como el porcentaje de estimulacién que se 

calcuté como es descrito en el parrafo anterior. 

4.4.8.. Tratamiento con Concanavalina A (Con-A) 

tas células se cultivaron en las condiciones descritas. Una hora 

después de la siembra se les afiadié la Con-A. Se realiz6 un curso temporal de 

24, 48 y 72 h, utifizando concentraciones de concanavatina A de 1 pg/ml a 100 

g/m, en una dosis Gnica, El efecto mitogénico se cuantificd por ef método de 

incorporacién de [H}timidina, como ensayo de oroliferacion celular. Los 

resultados se estandarizaron como el porcentaje de estimulacién que se caiculé 

como es descrito anterioriormente. 

4.4.9.- Estimulacién con THF-y2 

Las células se cultivaron en las condiciones descritas. Una hora 

después de ta siembra se les afadid el THF-y2 Se reatizd un curso temporal de 

24, 48 y 72 h, utilizando concentraciones de factor timico humoral de 10-"M a 

105M, en una dosis unica. El efecto mitogénico se cuantificd por ei método de 

incorporacioén de fH}timidina, como ensayo de proliferacion celular. 
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4.4.10-.- Estimufacién con Con A y THF-y2 

Las células se cultivaron en tas condiciones descritas. Una hora 

después de la siembra se afiidierén 50 pg/mi de Con A y ef THF-y2 Se realiz6 

un curso temporal de 24, 48 y 72 h, utilizando concentraciones de factor timico 

humoral de 10-M a 10-M, en una dosis Unica. El efecto mitogénica se 

cuantificé por ef método de incorporacién de PH}timidina, como ensayo de 

proliferacién celular. 

4.4.11.- Estimulacion con Con-A y PA 

Las células se cultivaron en las condiciones descritas. Una hora 

después de la siembra se les afiadieron 50 yg/mt de Con-A y e! PA Se realiz6 

un curso temporal de 24, 48 y 72 h, utilizando concentraciones del péptido 

andlogo de 10-M a 10-"M, en una dosis Unica. El efecto mitogénico se 

cuantifics por el método de incorporacién de [H|-timidina, como ensayo de 

proliferacion celular, los ensayos de expresién de los correceptores CD4 y CD8 

se investigaron mediante citometria de flujo. 

4.4.12.- Analisis estadistico 

Se realizé un andlisis de varianza ANOVA, para cada uno de los 

grupos, asi como una prueba de "t" de Student, utilizando ef programa STATA. 

   



  

5.- RESULTADOS 

5.1.-Caracterizacién de la peblacidn de timocitos de ratas recién 

nacidas 

La poblacién de timocitos de rata recien nacida (menos de 24 h), no 

habla sido caracterizada previamente, por !o que en este trabajo se tes identificé, 

en base a la expresién de antigenos CD4 y CD8, su ciclo celular y la cantidad de 

células que esta desarrollando apoptosis. En la tabla 1 se muestran las cuatro ‘ 

subpoblaciones de timocitos, en base a la expresi6n de CD4 y CD8. Los 

timocitos se obtuvieron de ratas de menos de 24 horas de nacidas e 

inmediatamente se procedio a ia caracterizacién de los mismos. 

TABLA 1.- Analisis del fenotipo de la poblacién de timocitos de rata recién_nacida 
  

Porcentaje de células* 

DN (CD8CD4) OP (CD8°CD4*) CbD4 (CD4’°CD8) cbs(Cba’cD4) 

3.440.4 76,844,08 11,9+1,98 5,840, 14       

*5 x 10° células fueron incubadas con anti-CD4:FITC y anti-CD8:RPE y evaluadas por 
citometria de flujo de dos colores. Los datos expresan la media de tres ensayos por 
dupticado + la desviacién estandar. 

En la tabla 2 se muestra la poblacion de timocitos de rata recién nacida, 

en cada fase del ciclo celular. La poblacién celular que estaba en apoptosis fue 

del 2.4 % en estos animales. 

TABLA 2.- Analisis del contenido de DNA y ciclo celular de timocitos de rata recién nacida. 
reen celulas 

GO/Gi Ss G2/M 
36,640,23 49+0,86 14,443,76 

  

      

*5x10° células fueron teitidas con ioduro de propidio y analizadas por citometria de flujo. 
Se analiz6 el histograma del area de Fi2 mediante ef método matemético RFIT. Los datos se 
expresan como la media de tres ensayos por duplicado + la desviacién estandar. 
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5.2.- Cultivo de timocitos 

Se procedi6 a establecer las condiciones dptimas para cultivo de 

timocitos. En {a literatura se reporta la necesidad de utilizar IL-2 en cultivos de 

linfocitos T maduros; En este trabajo, tratando de evitar los efectos de esta 

citocina, se cultivaron los timocitos en suspensién en medio RPMI suplementado 

con 10 % de SBF, 50 uM de mercaptoetanol, 4 mM de glutamina y antibidticos. 

Los cultivos se relizaron durante diferentes tiempos (4, 8, 12, 18, 24, 48,72, 96 

h.). Se cosecharon las células y se cuantificé la viabilidad celular por el método 

de azul de tripano. En la fig. 6 se muestran los resultados a los diferentes 

tiempos. 

100 

3 90 
& 

= 
8 £ 80 
@ 
Co 

= 70 

60 
° 24 48 72 96 

horas 

Figura 6.- Efecto del cultivo de timocitos sobre su viabilidad celular. Se utilizé el método 
de azul de tripan para cuantificar la viabilidad. Los valores repesentan el promedio de 
cuatro ensayos diferentes por triplicado + fa desviacién estdndar, 
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Se consideré que los resultados de viabilidad celular eran “adecuados” 

a las 24 h. de cultivo, sin embargo, se decidié cuantificar {a apoptosis 

“espontanea” en estas células, después de 24 h de cultivo en suspension; se 

utilizé fa citometria de flujo con el colorante 7-AAD. Se observo que la poblacion 

de células en apoptosis fue de 4.2%+0.8. 

Posterior a esto se caracteriz6 entonces la pablacidn de timacitos de rata 

recién nacida después de 24 h de cultivo en suspensién, en base a su fenotipo y 

distripucién en el ciclo celular. En la tabla 3 se muestra el efecto del cultivo en 

suspensidn sobre el fenotipo de los timocitos de rata recién nacida. Se observa 

un incremento de la poblacién de dobles positivos, y una disminucién en las 3 

poblaciones restantes, las cuales disminuyeron aproximadamente a la mitad de 

la poblacién original. 

TABLA 3.- Efecto del cultivo durante 24 h en medio suplementado, sobre el 
fenotipo de timocitos de rata recién nacida. 
  

Porcentaje de células * 

ON DP cp4 cDs 

RECIEN 

DOBTENIDAS 3.440.4 76,824,08 11,9+1,98  5,8+0,14 

CULTIVO 1.340.4 90.344,08 5.7+,0.40 2.54+0,24       

*§x10°células se incubaron con anticuerpos anti-CD4:FITC y anti-CD8:RPE y analizadas 
por citometria de flujo de dos colores. Los datos expresan la media de tres ensayos 

diferentes por duplicado + la desviaciOn esténdar. 

Asi mismo en fa tabla 4 se muestra el efecto del cultivo sobre el 

contenido de AON y Ifa distribucién en el ciclo celular de los timocitos. Se 

observa una gran disminucién de ta poblacidn de células en la fase de sintesis 

lo que se reduce a una tercera parte de la poblacién in vivo. Posteriormente se 

produce un incremento proporcional de los timocitos en la fase G1 del ciclo 

celular. 
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Con los resultados anteriores se decidi6 que, a pesar de los cambios en 

el fenotipo celular y la disminucién de la proliferacién celular, las condiciones de 

cultivo eran adecuadas para el estudio y que un tiempo de 24 h de tratamiento 

con el THF-y2 eran suficientes para investigar sus efectos sobre la diferenciacién 

y proliferacién de tos timocitos, in vitro. Ello se debe a que realmente no 

sabemos si los cambios en su totalidad se deban a las condiciones in vitro, o 

bien sean parte del proceso natural que ocurre durante el desarrollo de! érgano. 

TABLA 4.- Efecto del cultivo durante 24 h en medio suplementado sobre ta 
distribucién en las fases del ciclo celular de timocitos de rata recién nacida. 
  

Porcen Huy 
GO/G1 Ss G2iM 

RECIEN 
OBTENIDAS 36,6+0,23 49+0,86 14,44+3,76 

CULTIVO = 66.7 40.23 17,.240,86 16,443,76       

*Los timocitos fueron cultivados por 24 h con medio RPMI suplementado, a 37°C, 5% de 
CO, y 95% de aire. 5 x10? células fueron teitidas con ioduro de propidio y evaluadas por 
citometria de flujo. Los histogeamas det tea de FL2A se analizaron por el método RFIT. 
Los valores representan ia media de tes ensayos diferentes por duplicado + la desviacién 
estandar. 

5.3.- Efecto, in vitro, del THF-y2 sobre el fenotipo de los timocitos 

de rata 

Habiendo establecido el modelo in vitro, se procedié a investigar si et 

THF-y2 era capaz de modificar el fenotipo de los timocitos. El fenotipo se 

caracteriz6 en base a fa expresién de los antigenos CD4 y CD8. Se realizé una 

curva dosis-respuesta del efecto del péptido sobre el fenotipo de los timocitos. 

Asimismo, se realiz6 un curso temporal, sin obtener efecto alguno del factor 

sobre el fenotipo de los timocitos. En la tabla 5, se muestra el efecto del THF-y2 

sobre el fenotipo de {fos timocitos. Las células se incubaron durante 24 h en 

presencia o ausencia del péptido. 
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TABLA 5.- Ensayo dosis-respuesta del efecto, in vitro, del THF-y2 sobre el 
fenotipo de timocitos de rata recién nacida. 
  

Porcentaje de células* 

THF-y2 (M) DN OP cpa cps 

(Control) = 2.350.15 88.7342.21 5.7540.6  2.51+0.17 

40-" 2.9240.35 87.32+4.61 5.5540.9 2.46+0.46 

10-° 2.4040.11 88.3342.21 5.34404 2.5140.34 

10-4 2.8240.07 86.63+3.21 5.4940.6 2.8240.7 

107 2.5140.12 87.034£2.71 5.56£0.8 2.4040. 19 

10-6 2.46+0.50 86.22+1.25 4.6741.2 2.49+0.11     

Los timocitos fueron cultivados por 24 h en medio RPMI suplementado, a 37°C, 5% de CO, 
y 95% de aire. La fenotipificacién en base a los antigenos CD4 y CD8 se realiz6 por 
citometefa de flujo de dos colores. Los valores representan la media de 3 experimentos 
diferentes por duplicado + la desviacién estandar. 
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Figura 7.- Efecto, in vitro, de THF-y2, sobre el fenotipo de timocitos de rata recién nacida, 
realizando un ensayo dosis-respuesta.. La figura muestra un ensayo representativo, las 
diferentes concentraciones se muestra en el angulo superior derecho de cada cuadro. Los 
timocitos fueron cultivados por 24 h con medio RPMI suplementado, a 37°C, 5% de CO, y 
95% de aire.La figura muestra un ensayo represntativo. 

49 

 



5.4.- Efecto, in vitro, del THF-y2 sobre el fenotipo de fos timocitos de 
rata coestimuladas con un agente mitégeno 

Evidencias experimentales reportadas, principalmente, por el grupo de 

Trainin (1985,1992,1995) sugieren que ei THF-y2 actua sobre linfocitos 

maduros estimulados y que el THF-y2 potencia el efecto en ambos tanto fa 

proliferacién celular, como en la produccién de citocinas inducida por las 

lectinas. Por tal razén, se decidid estimular a los timocitos con algun agente 

mitogénico y simultaneamente exponer las células al THF-y2. No se sabia si los 

anticuerpos policlonaies contra CD4 y CD8 podrian ejercer su efecto sobre los 

linfocitos T inmaduros o si eran capaces de modificar el proceso de maduracién 

éstos. 

Se consideré que el agente ideal para la induccién de la proliferacion 

celular era la {L-7, pero al no existir comercialmente esta citocina para rata, se 

decidi6é investigar si las lectinas (comerciales como PHA y Con-A) eran capaces 

de estimular la proliferacién en las células inmaduras como lo hacen en los 

linfocitos maduros. Sin embargo 1.- en la literatura no hay reportes del uso de 

Con-A y PHA en timocitos: 2.- Las dosis que han sido reportadas (Nakayama y 

Nakuchi 1992} para estas lectinas han sido obtenidas de ensayos en linfocitos 

de sangre periférica; y 3.- dichas dosis no produjeron respuesta mitogénica en 

los timocitos; por tanto se realiz6 una curva dosis respuesta, para cada uno de 

estos agentes mitogénicos: PHA y Con-A, con la finalidad de encontrar la 

concentracién adecuada para nuestro estudio. Realizamos ademas, un curso 

temporal del efecto de estos agentes sobre la proliferacién celular de los 

timocitos. 
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5.4.1 Fitohemaglutinina (PHA) 

Se llevé6 a cabo un ensayo dosis-respuesta del efecto de PHA sobre la 

proliferaci6n celular de timocitos de rata recién nacida. Las concentraciones 

estudiadas fueron de 1,10,20, 50 y 100 g/ml. De manera similar se realizd 

ademas un curso temporal de 24 a 72 h dei efecto de PHA sobre ja mitosis de 

timocitos en cultivo (ver anexos). Los resultados, como se puede observar en la 

fig. 8, muestran que la PHA no induce un estimulo mitogénico a las 24 h. Asi 

mismo el incremento mas significativo fue menor del 50 % a las 48 h de 

exposicion de tas cétulas al agente (ver Anexos). — 
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Figura 8.- Curva dosis-respuesta del efecto de PHA sobre ta proliferaci6n de timocitos de 
rata recién nacida. Los timocitos fueron cultivados por 24 h en medio RPMI suplementado, 
a 37°C, 5% de CO, y 95% de aire en presencia de 0.5 uCi/mi de[*H]-timidina. Las células 
se cosecharon 24 h después, se digirieron con NaOH y tritén- X100, se les aiiadié liquido de 
centelleo y fueron analizadas en un contador de centelleo, Los valores representan la media 
de 3 experimentos por duplicado + la desviacién esténdar. 
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5.4.2. Con-A 

Se realiz6 una curva dosis respuesta del efecto de Con-A sobre la 

proliferacién celular de {os timocitos de rata recién nacida. Las 

concentraciones de Con-A estudiadas fueron: 1, 10, 20, 50 y 100 pg/ml. 

Realizamos ademas, un curso temporal de 24 a 72 h del efecto de Con-A 

sobre fa mitosis de timocitos en cultivo (ver anexos). Los resultados, como 

se puede observar en fa fig. 9, muestran que esta lectina estimuld 

significativamente 1a proliferacién celular de manera dosis dependiente. A 

la concentracién de 100 yg/mi se obtuvé el mayor efecto, y éste fue cercano 

al 100% de estimulacién sobre el basal. Este efecto se obtuvd a las 24h 

de cultivo. 
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Figura 9.- Curva dosis-respuesta del efecto de Con-A sobre la proliferaci6n de timocitos de 

rata recién nacida. Los timocitos fueron cultivados por 24 h con medio RPMI 

suplementado, a 37°C, 5% de CO, y 95% de aire en presencia de 0.5 yCi/ml de ('H)- 
timidina. Las células se cosecharon 24 h después, se digitieron con NaOH y tritén- X100, Se 

les afiadié Hquido de centelleo y fueron analizadas en un contador de centelleo. Los valores 

representan la media de 3 experimentos por duplicado + la desviacién estandar . 
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En base a ios resultados cbtenidos con las dos lectinas, adonde se 

observ6 que la Con-A se producia un efecto estimulatorio mayor y en menor 

tiempo, se decidié utilizar como agente mitogénico en los siguientes ensayos. 

De tal manera se decidié usar a este agente a Ja concentracién submaxima de 

50 pg/ml. 

5.5.- Efecto de la Con-A sobre el fenotipo de los timocitos de rata 

recién nacida 

Se investigé ta influencia de la Con-A sobre el fenotipo de los timocitos 

de rata recién nacida ya que en los experimentos siguientes esta poblacién seria 

nuestro control, y se debia determinar si el THF-y2 tiene efectos “propios” o sdlo 

modula los efectos de la Con-A. En fa tabla 6 se muestra el efecto de !a Con-A 

sobre el fenotipo de los timocitos de rata recién nacida. Se observd una 

disminucién de la poblacién de dobles positivos, y un incremento en las 3 

poblaciones restantes, las cuales aumentaron aproximadamente al doble de la 

poblacién original. £1 efecto de la Con-A hace que esta pobiacién se asemeje a 

la poblacidn de timocitos recién obtenida dei timo. 

TABLA 6.- Efecto de la Con-A_ sobre el fenotipo de timocitos de rata recién 

nacida. 
  

  

Porcentaje de células * 

DN be CD4 cbs 

CONTROL 1.3+0.4 90.3+4.0 §.740.4 2.540.2 

Con-A 3.841.9 81.246.2 41.243.2 4.640.4   
  

*Los timocitos fueron cultivados en presencia y ausencia de 50 pg/ml! de Con-A durante 24 
h. Las células fueron cosechadas y 5x10° células fueron incubadas con anti-CD4:FITC y 
anti-CD8:RPE y evaluadas por citometrfa de flujo de dos colores. Los datos expresan la 
media de tes ensayos por duplicado + la desviacién estandar. 

53 

   



  

5.6.- Efecto de THF-y2 sobre el fenotipo de timocitos de rata recién 

nacida coestimulados con Con-A 

Para estudiar el efecto del THF-y2 sobre el fenotipo de ‘timocitos 

estimulados con Con-A (50 g/ml ) se realizé una curva dosis respuesta de 10-7 

a 10-° M. El fenotipo se caracterizé en base a la expresién de los antigenos CD4 

y CD8. En la tabla 7, se muestra esta curva dosis-respuesta. Como se puede 

observar, en las dosis menores ei factor no modifica el fenotipo de las células; 

posteriomente incrementa fa poblacién con fenotipo CD4 y disminuye la 

poblacién dobte positiva. El efecto maximo se presenta a la concentracion de 10- 

1M; mientras que en las dosis mayores se mantiene una meseta y después 

disminuye. 

TABLA 7.- Curva dosis-respuesta del efecto, in vitro, del THF-y2 sobre el fenotipo 

de timocitos_de rata recién nacida, en células estimuladas con Con-A 50 py/mi. 
  

Porcentaje de células* 

FHF-y2 (M) ON OP co4 cos 

(Control) 0 3.8941..63 81.2046.28 11.2743.2 4.6040.4 

40-1? 2.2510.22 82.82+0.94 10.7740.5 4.1540.9 

10-" 4.444145 75.6644.03 12.3042.3 7.6040.2"** 

10-” 6.20£3.14* 67.4745.74"** 21.5844.5*** 5.1641.4 

10-° 6.3743.46* 69.7247.17*** 17.8845.0°* 5.8941.5 

10- 5.3842.71 72.6244.59"** 16.3743.7** 5.5740.8" 

10.” 5.12+2.66* 66.39+5.0" 13.5143.3  5.554£1.2* 

10-8 4.6243.02 77.1046.08 12.8343.4 5.14+1.0       
*Los timocitos fueron cultivados por 24 h con medio RPMI suplementado, a 37°C, 5% de 
CO, y 95% de aire, en presencia de 50 jig/ml de Con-A y diferentes concentraciones del 
THF-y2. La fenotipificacién en base a los antigenos CD4 y CD8 se realiz6 por citometria 
de flujo de dos colores. Los valores representan la media de 3 experimentos por 

duplicado; + la desviacién estandar. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
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Figura 11.- Efecto de THF-y2, en la expresién de antigenos CD4 y CD8 en células 
coestimuladas con Con-A (Optg/ml) y THF-y2 simultaneamente . Los timocitos fueron 
mantenidos en cultivo a 37°C, 5% de CO’y 95% de aire. Marcados para citometria de flujo 

por tincién directa, Efecto dosis dependiente de THF-y2 a)control Con-A (50ug/ml) b) 

THF-y2 10-"° Mc) THF-y2 10-’, d) THF-72 10-*, e) THF-y2 10-’. f) THF-y2 10-°. 

5.7.- Efecto de THF—y2 sobre la expresién de los correceptores CD4 

y CO8 por timocitos de rata recién nacida coestimulados con Con-A 

Con ia finalidad de investigar si el efecto de! THF—y2 sobre el fenotipo de 

los timocitos se debia a una modificacién en la expresién de los antigenos 0 a la 

proliferacién de algunas de Jas poblaciones de células, se decidié investigar el 

efecto del THF~y2 sobre la expresién de los correceptores CD4 y CD8 por los 

timocitos de rata recién nacida coestimulados con Con-A. 

La expresién de los antigenos CD4 y CD8 por los timocitos se estudi6é 

mediante citometria de flujo monocromatica. Se analizaron los histogramas de 

intensidad de fluorescencia de verde (CD4:FITC) y amarillo -naranja (CD8:R-PE) 

55 

     



las cuales son directamente proporcionales a la intensidad de antigeno 

expresado. En este andalisis se utilizaron los datos de los experimentos descritos 

anteriqrmente para estudiar el efecto de! THF-y2 sobre el fenotipo celular. 

El THF-y2 no modificd (figuras 11 y 12) la expresidn del antigeno CD4 

por los timocitos de rata recién nacida en ninguna de las pobiaciones celulares 

que lo exprasan, DP y CD4. Sin embargo, este péptido disminuyé ja expresién 

del antigeno CD8 en la poblacién doble positiva. Este decremento en la 

expresién produjo, como se puede observar en Ja fig. 12, disminucién de la 

poblacién OP, fa aparicién de una pobiaci6n CD8™ y un incremento de la 

poblacién CD4 (fig 11). 

Los resultados hasta ahora obtenidos sugieren entonces que el THF~y2 

fue capaz de disminuir la expresidn del antigeno CD8 por los linfocitos DP de 

rata recién nacida. En la figura 12 se comparé fa expresién del correceptor CD8 

por timocitos, en presencia y ausencia del THF-y2. 
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Figura 12.- Efecto de THF-y2 sobre la expresi6n de los correceptores CD4 y CD8 por timocitos 
de rata recién nacida coestimulados con Con-A. Los timocitos fueron cultivados en presencia de 
Con-A (50 pg/ml) y diferentes concentraciones de THF-y2 durante 24 h. Las células fucron 
cosechadas y 5x10’ células fueron incubadas con anti-CD4:FITC y anti-CD8:RPE y evaluadas por 
citometria de flujo de monocromatica. La parte A muestra los histogramas de 1a expresién de CD4, 

La parte B presenta los histogramas de la expresi6n de CD8. Low y hi son las zonas positivas para 
fa expresi6n del ant{geno.Indicando ia disminucién de CD8 en 1a parte B a la concentracién de 
THE-y2 10-'°con una flecha. a)control Con-A (SOug/m!) b) THF-y2 10-'? M c) THF-y2 10-"", d) 
THF-y2 10-"°, e) THF-y2 10°. f) THF-y2 10-*, g ) THF-y2 10-’ Mh) THF-y2 10-5, Mostrando 
tres regiones negativa, low, hi, de la expresion. 
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Tabla 8.- Analisis det efecto del THF-y2, sobre los correceptores CD4 y CD8, en 

células estimuladas con Con-A, 
  

  

mediatsd * 

cpa 

Negativo Low Hi 

Control 5.0140.06 70.7148.09 188.6446.8 

1xt0-? §.0140.41 69.59+7.26 194.10+7.38 

1x10-"! 4.5540.17 69.5747.04 196.1745.4 

1x10-" 5.014041 69,5945,26 194.10£7.38 

4x10-° 4.5540.17 69.5745.04 196.1745.4 

1x10- 4.7140,31 71.0546.41 181.1544.7 

tx10-7 4.5140.96 68.5947.97 188.4324.95 

1x10-§ §.0140.53 72,.9747.46 193.05+3.38 

eps 

Negativo Low Hi 

Control 2.33£0.06 64.7544.23 156.6740.09 

1x10-7 2.0120.41 58.1443.26 494.1047.38 

txio-" 3.5540.17 56.5744.04 196.1725.4 

1x10-" 4.1340.41 45 8843.26 126.53+7.38 

4x10? 3.2640.17 32.7745.04 139.8245.4 

1x10-* 3.2240.31 39.2845.41 126.1444.7 

1xtO-” 2.4740.96 55.10+4.97 134.5444.95 

1xt0-* 3.1640.53 49,99+3.46 135.9343.38   
  

*Este andlisis fue realizado en base a los marcadores M1 como negativo, M2 y M3 como 
positivo Low y Hi respectivamente; para cada uno de los correceptores. La expresi6n de fas 
moléculas CD4 y CD8 se realiz6 por citometrfa de flujo, monocromatica. Los valores 

representan la media de 3 experimentos por duplicado tia desviacién estandar. 
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5.8.- Efecto de THF-y2 sobre ta protiferacién celular, de timocitos de 

rata recién nacida, inducida mediante Concanavalina A (Con-A) 

Con el resultado anterior no es exciuyente {a posibilidad de que la Con- 

A pueda estar estimulando fa proliferacién, especialmente de fos Sintocitos 

maduros, se decidid investigar el efecto del THF-y2 sobre la proliferacién 

celular de los timocitos estimulados con Con-A. Para cuantiticar la proliferacion 

celular se utiliz6 el ensayo de incorporacién de [PH]-timidina. Se reatizé entonces 

un ensayo curva dosis-respuesta del efecto de THF-y2 sobre !a proliferacién 

celular. Las células fueron estimuladas simultaneamente con Con-A (50 pg/mi) y 

diferentes concentraciones de THF-y2 (10-” a 10-8 M). El THF-y2 potencié el 

efecto mitogénico de Con-A sobre {os timocitos. Este efecto se pudo observar a 

todas las concentraciones def péptido, sin embargo su efecto fue mayor entre 

t0- y 10-'° M y fue del 30% aproximadamente, ver fig 13. 
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Figura 13.- Los timocitos fueron cultivados y estimuladas con Con-A (50 pg/ml) y 
diferentes concentraciones de THF durante 24 h, en presencia de 0.5 wCi/ml de *H- 
timidina. Las céiuias se cosecharon, se digitieron con NaOH y trit6n X100, se Jes afiadid 
liquido de centelleo y fueron analizadas en un contador de centelleo. Los valores 
representan la media de 3 experimentos por duplicado + la desviacién esténdar . Los 

circulos (0) THF-y2; los cuadros ( [y) PA. 
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Estos resultados sugieren la posibilidad de que los cambios observados 

en el fenotipo de los timaocitos incubados en presencia de Con-A y THF-y2 se 

deban a la proliferaci6n de ias células. Por la metodologia empleada no se 

estaria en posibilidades de determinar cual de fas poblaciones de timocitos es la 

que prolifera. 

5.9.- Efecto del péptido andiogo sobre el! fenotipo y la protiferacion 

celular de timocitos de rata recién nacida, estimulados con Con-A 

Los resultados anteriores fueron muy alentadores; encontrar que THF- 

y2 ejerce un efecto sobre los timocitos no maduros y parece favorecer ia 

maduracién de los mismos hacia el linaje CD4 pareciéd muy importante. Sin 

embargo se consideré que es necesario e importante conocer la especificidad 

de estos efectos. Con fa finalidad de descartar que los efectos del THF-y2 sean a 

través del TCR y no de tipo hormonal, se decidié estudiar el efecto de un péptido 

andlogo (PA). 

Se consideré que el péptido deberfa ser de tamafio similar al del THF- 

2. Las caracteristicas del PA se describen en materiales y métodos. Decidimos 

utilizar Jas condiciones a las que observamos los efectos del THF-y2. Esto es, 

coestimular los timocitos con Con-A y realizar una curva dosis-respuesta del 

etecto del PA sobre ef fenotipo de los timocitos, asf como del efecto de! PA sobre 

la proliferacién celular inducida por la Con-A. 
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TABLA 9.- Curva dosis-respuesta de! efecto del PA sobre elf fenotipo de jos 

timocitos de rata recién nacida, coestimulados con Con-A. 
  

  

Porcentaje de células 

DN BP co4 cDs 
Control 3.8941.93 81.2046.28 11.2743.2  4.60+0.4 

10-” 6.44+0.41 71.8543.57  16.69+0.9  6.05+0.5 

10-"' §.5142.05 74.8645,.45 15.4541.5  6.00£1.7 

10-° §.16£1.98 73.3443.01 16,7441.0° 4.77422 

10-* 6.99+1.15* 72.7543.28 14.69+1.9** 5.98+1.9 

10-* 7.1742.83 74.8440.73"" — 13.90+2.6**  6.1740.2 

10-7 3.7140.25 73.2342.61 14.2243.7  6.0742.2"" 

10-° 6.62+1.69 72.2241.51 15.1342.5 5.34+1.5* 
  

Los timocitos fueron cultivados en presencia de 50 jig/ml de Con-A y diferentes 
concentracines del PA durante 24 h. Las células fueron cosechadas y 5x10° células fueron 
incubadas con anti-CD4:FITC y anti-CD8:RPE y evaluadas por citometr{a de flujo de dos 
colores. Los datos expresan la media de tres ensayos por duplicado + la desviacién 
estandar, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 n=2 

5.9.1 Efecto del PA sobre la proliferacién celular inducida por Con-A 

en timocitos de rata recién nacida 

Se realizé fa curva dosis-respuesta del efecto del PA sobre la 

proliferacién cefular inducida por Con-A. Para cuantificar la proliferacién celular 

se utilizé6 el ensayo de incorporacién de [*H]-timidina. Las céiulas fueron 

estimuladas simultaneamente con Con-A (50 jg/ml) y diferentes 

concentraciones del PA (10-'? a 10-° M). Ef PA, como se observa en la figura 12, 

potencié ef efecto mitogénico de Con-A sobre ios timocitos. Este efecto se 

observa sélo en fas concentraciones menores (10-" a 10-") del péptido 

empleadas; sin embargo su efecto fue menor que el obtenido con THF-y2. 
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5.9.2.- Efecto def PA sobre el fenotipo de tos timocitos, de rata 
tecién nacida, coestimulados con Con-A 

Se realizé un ensayo dosis-respuesta del efecto del PA sobre el 

fenotipo de fos timocitos, de rata recién nacida, coestimulados con Con-A. El 

fenotipo se caracterizd en base a la expresidn de fos antigenos CD4 y CD8. Esta 

expresion fué cuantificada por citometria de flujo de dos colores. Las células 

fueron estimuladas simultaneamente con Con-A (50 pg/ml) y diferentes 

concentraciones de PA (10-'2,10-"1,10-", 10-°,10-%, 10-7, 10-* M). El PA, como se 

observa en la tabla 9, incremento ia poblacién con el fenotipo CD4; asimismo, 

produjo un incremento de las poblaciones con fenatipo doble negativo y CD8. E! 

incremento en DN fue de casi 4 veces el control. Sin embargo estos no fueron 

estadisticamente significativos. Estos resultados sugieren que el PA no tiene 

exactamente los mismos efectos que el THF-y2. 

Efecto del PA en timocitos estimuladas con Con-A 

  

  
  

    
        

CDs           
    

  

  

Figura 14.- Ensayo dosis-respuesta del efecto del PA sobre el fenotipo de los timocitos 
coestimulados con Con-A. Los timocitos fueron cultivados durante 24 h, en presencia de Con-A 
(50 pg/ml) y diferentes concentraciones dei PA (mostradas en ef anguto inferior derecho), Las 
células fueron cosechadas y 5x10*células fueron incubadas con anti-CD4:FITC y anti-CD8:RPE y 
evaluadas por citometrfa de flujo de dos colores. Los datos expresan la media de tres ensayos por 
duplicado + la desviacién esténdar. La figura muestra un ensayo representativo. 
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6.- DISCUSION 

El objeto de esta tesis fué el estudio de la influencia del factor timico 

humoral sobre e) proceso de maduracién de Ios linfocitos T.Trabajos previos del 

grupo del Dr. Trainin han demostrado que el THF-y2 es capaz de revertir 

parcialmente los efectos de la timectomia neonatal en el ratén (Umiel et ai. 

1984, Katorza et a/, 1987); asi como su efecto que no es especie especifico. 

Por otra parte, existen indicios de fa presencia de receptores al THF-72, de tipo 

especifico, en los timocitos de rata recién nacida. Asimismo, de que el THF-y2 es 

capaz de modificar los niveles basales det GMPc en estas mismas células. Sin 

embargo estos trabajos no aportaron evidencias de un efecto bioldgico del THF- 

y2 sobre los timocitos, ni especialmente sobre la diferanciacion de las células T. 

Se consideré entonces importante investigar si el THF-y2 era capaz de modular 

la maduracién intratimica de fos finfocitos T. Esta es una pregunta capital, pues 

de ser asi podria apoyar o descartar la hipdtesis de su papel como hormona 

timica que participaria en la modulacién de la maduraci6n de los linfocitos T en 

ef timo. 

Para estudiar si ef THF-y2 modula la diferenciacién de fos linfocitos T no 

se contaba con un modelo referencido en la literatura. Se compararon fos 

distintos modelos descritos como el cultivo de érgano timico fetal (FTCO), cultivo 

de todas las células timicas en suspension, cultivo de poblaciones celulares 

puras (enriquecidas), (Ashton-Rickard et ai. 1994; Anderson et al 1994; Fairchild 

y Austin 1995; Barthiott et al 1997). En cada uno de los modelos diferentes 

modelos se evaluaron fas pasibles ventajas y desventajas, que ofrecian. Por 

ejemplo, trabajar con poblaciones celulares puras o enriquecidas ofrecia el 

atractivo de saber si en tal o cual poblacién el THF-y2 tenia directamente o no 
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efecto bioldgico, sin embargo dejaria el riesgo de que at perder {as interacciones 

fisicas y quimicas con otros tipos celulares simplemente se dejaria de lado 

elementos importantes de! proceso y por tanto se obviaridn eventos que 

ocurririan en otras condiciones. 

Se decidié utilizar, en primera instancia, el modelo de cuitivo de células 

de timo en suspensién. Este modeto permitiria proveer un sistema en donde se 

podridn contolar fa mayoria de las variables presentes en el srgano; 

probablemente era mas seguro y facil que los nutrientes, estimutos, etc. llegaran 

a todas y cada una de las células. En segundo lugar era posible evitar tanto la 

necrosis del organo, asi como la salida de los timocitas que se presenta en el 

modelo de cultivo de Grgano. 

Para estudiar ef efecto dei THF-y2 sobre la maduracién de Jos linfocitos T 

en ef limo se contaba basicamente con dos opciones en cuanto a la especie 

animal a estudiar, ef ratén y fa rata. El ratén ofrecia como principal ventaja la 

existencia de mayor informacién acerca del proceso de maduracién de los 

linfocitos T, asimismo la existencia de mayor variedad de anticuerpos 

comerciales contra los posibles antigenos a estudiar. La rata ofrecfa como 

ventaja el hecho de que se hubieran realizado estudios previos acerca de la 

existencia de receptores para el THF-y2 en los timocitos. La principal desventaja 

de esta especie es fa menor variedad de anticuerpos comerciales disponibles. 

Como se planted como objetivo el estudio del efecto del THF-y2 sobre la 

expresién de los correceptores CD4 y CD8, y dado que existien anticuerpos 

comerciales de tipo monoclonal contra estas moléculas y que no se ha descrito 

‘a no especificidad de especie del THF-y2, se decidid utilizar a fa rata como 

modelo experimental. 
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Se decidié asimismo utilizar timocitos de animales recién nacidos, ya 

que en la literatura existe un gran numero de reportes que indican que la 

principat produccion y maduracién de células T es en la etapa perinatal. La rata 

se ha utilizado previamente como modelo para el estudio de la maduracién de 

fos linfocitos T (Ming et al, 1992; Takimoto ef al, 1992). €n ef timo de 

animales recién nacidos el proceso de maduracién esta al maximo de su 

capacidad, en cuanto a produccién de células miaduras. A esta edad estan 

representadas todas las poblaciones celulares descritas para el dérgano, sin que 

hayan sido modificadas las proporciones por los esteroides sexuales (Tsuchida 

et ai, 1994). Ademas se sabe que si se extirpa el 6rgano después de los tres 

dias de nacido, en el caso del ratdn, no se producen efectos importantes en el 

animal, ya que los drganos lintoides secundarios han sido ocupados con 

finfocitos maduros. En tanto que ei timo de! adulto empieza a atrofiarse en la 

etapa de la pubertad, con la llegada de la madurez sexual, aicanzando niveles 

extremos en los viejos (Cardarelli, 1989c). Si bien se hubieran podido utilizar 

timocitos de animales de menor edad (15 a 20 dias de gestacién), esto seria mas 

complicado por el escaso niimero de células en el 6rgano (observaciones 

realizadas en el taboratorio). : 

Para evaluar el proceso de maduracidn de los linfocitos T se han 

identificado varias moléculas que podrian emplearse como marcadores de cada 

etapa; ente éstas destacan el CD3, la cadenas a y B del TCR, la expresidn de las 

proteinas TAP, los correceptores CD4 y CD8, la expresidn de las moléculas 

CD117, CD44, CD25. Se decidié evaluar unicamente la expresidn de las 

correceptores CD4 y CD8 ya que ello permitiria dividir el proceso en 3 etapas: la 

primera en la que no se expresan estos antigenos; la segunda en que ambos 

antigenos son expresados y finalmente, la tercera en que sdlo uno de los 

correceptores es expresado por los timocitos. Estas etapas generan 4 

poblaciones de timocitos las cuales pueden ser facilmente identificadas 
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mediante citometria de flujo, células dobles negativas; células dobles positivas; 

células simples positivas CD4 y células simples positivas CD8. 

La citometria de flujo de dos colores permite andlizar simultaneamente 

dos pardmetros a una misma muestra; la expresién de los antigenos y la 

proporcién de las poblaciones celulares que los expresan. Es decir, si ia 

expresién def antigeno aumenta, fa intensidad de fluorescencia incrementard 

proporcionalmente o visceversa. Lo anterior es facilmente cuantiticable 

mediante un histograma de !a intensidad de fluorescencia para cada antigeno 

(fluorocromo). La proporciédn de Jas poblaciones celulares que expresan los 

antigenos se puede, facilmente cuantificar mediante una grdfica de puntilleo, en 

donde se relaciona fa fluorescencia correspondiente a CD4 (FITC) contra fa 

correspondiente a CD8 (R-PE). Esta grdfica se divide en cuadrantes de ta! 

manera que cada uno de ellos corresponde a cada una de las poblaciones 

descritas como DN, DP, y SP. 

Como predmbulo de! trabajo se caracterizaron fas poblaciones de 

timocitos presentes en timos de ratas recién nacidas. Como era de esperarse 

se obtuvo una pobliacién mayoritaria de células CD4* CD8* (DP) de 

aproximadamente e] 80 %. El resto de la poblacién inmadura fué del 2% al 3% 

de células dobles negativas. Las células maduras, representadas por las células 

CD4* 6 CD8* fue del 12% para CD4 y 6 % para CD8, aproximadamente. Estos 

resultados concuerdan, en lo general, con los resultados obtenidos por 

Tsuchida ef af, 1994 quienes analizaron las poblaciones de timocitos de rata 

(Lewis) adutta (11 semanas de edad) y encontraron que las céluas DN son el 

3%; las DP son ef 80 %; las CD4 son el 7.4 %; y las CD8 son el 10%. La principal 

diferencia con estos resultados !o constituye el hecho que la poblacién de las 

células CD8 sea mayor que la de células CD4. Las diferencias pueden deberse 
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a variaciones bioldgicas, a fa cepa de ratas utilizada, y las condiciones de 

hospedaje, etc. 

En el timo, durante toda ia vida, los timocitos estan proliferando 

abundantemente en comparacién con otras células del organismo. Esta 

proliferacion celular forma parte del proceso de maduracién de los timocitos. En 

las etapas fetales y neanatales permite Ja generacion de la suficiente cantidad 

de timocitos para cubrir toda el espectro de posibilidades en cuanto a las 

afinidades del TCR. En ta etapa adulta esta proliferaci6n celular disminuye, al 

parecer solo tiene el] objetivo de reponer las células “virgenes” (que no han 

entrado en contacto con antigenos) que se mueren al terminar su ciclo bioldgico. 

Se estudid el contenido de ADN de los timocitos y analizamos al ciclo celular de 

los mismos. En los resultados obtenidos destaca que aproximadamente ta mitad 

de fa poblacién celular de los timos de rata recién nacida se encuentra en la fase 

de sintesis del ciclo celular. 

Asimismo, en este érgano una cantidad importante de células son 

eliminadas mediante la apoptosis. La apoptosis celular es el proceso fisioldgico 

de muerte celular. Se presenta como un componente normal e importante dentro 

del proceso de la embriogénesis y desarrollo celular, a través de eventos de 

seleccién de células que han sido capaces de modificar la expresiédn de su 

genoma en respuesta a senales ambientales o de aquéllas que han adoptado un 

modelo determinado de expresién genética. Los eventos de !a seleccién negativa 

de aquellos linfocitos que fallan en la expresién del TCR, de los correceptores o 

la combinacién ambos, asf como la eliminacién de los timocitos auto-reactivos 

son mediados por la apoptosis inducida a través de una molécula de superficie 

celular llamada fas. Fas (CD95) es una glicoproteina ttansmembranal de 45 Kda. 

perteneciente a la familia del receptor de TNF/CD40, que es ampliamente 

expresada por muchas células, especialmente los timecitos (Godfrey Dl. y 
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Zlotnik A 1993; Alan M. S. 1996; Boehmer H.V. 1994}. Al estudiar la cantidad de 

células del timo que estén en apoptosis. Los resultados mostraron que esta 

poblacion representa entre ef 2 y 3 % de los timocites. 

Posteriormente se caracterizé la poblacion de los timocitos obtenidos de 

rata recién nacida, después de un cuitivo de 24 horas de los timocitos, en las 

condiciones descritas. Ei cultivo modificé discretamente la proporcién de las. 

poblaciones, pero no la expresion de los antigenos CD4 y CD8. Las células en 

ia fase de sintesis del ciclo celular representa el 17.2 % y sdlo el 4.2% se 

encuentra en proceso de apoptosis. Las diferencias con la poblacién de 

timocitos recién extraidos del timo pueden deberse a varios factores; entre ellos 

puede ser fa falta de ingreso de nuevas inmigrantes al timo, la permanencia en 

el plato de cultivo de tas céluias maduras, a diferencia de que en el timo 

saidrian, la falta de algunos factores séricos, etc. 

Se realizé un ensayo dosis respuesta del efecto del THF-y2 (10-" a 10- 

6M) sobre la proliferacién celular, asi como una curva temporal (24 a 72 h). Si 

bien los resultados mostraban una tendencia de incremento de la proliferacién 

celular, ésto no fué significative. Para comprobar que e! modelo utilizado era 

adecuado se decidid estimular los timocitos con un agente mitdgeno. Se 

conocen varias substancias que tienen la capacidad de estimular la proliferacién 

y diferenciacién de cionas de lintocitos T. Estas substancias reciben el nombre 

genérico de mitégeno. Los mitégeno mas utilizados para (infocitos T son ta 

concanavalina A (Con-A) y la fitohemaglutinina) (PHA), asi como los 

superantigenos tanto exdgenos como enddgenos. Estas tectinas activan 

lintocitas T a través del receptor de células T (TCR). La Con-A sus sefales 

mitégenicas son transmitidas por entrecruzamiento con el complejo TCR-CO3, 

sin requerir de la participacién de células presentadoras de antigenos; Mientras 

que para la PHA esta, se une al hetorodimero wf o ja cadena y de TCR. Sin 
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embargo se ha planteado que los efectos de las lectinas representan ia suma de 

los efectos de {a unidn de ellas al TCR y otras moléculas de los linfocitos T (Paul, 

1993), lo que finalmente produce proliferacién celular. Asimismo la célula 

iniciara la produccidn de interleucinas, especialmente ha sido reportado el caso 

de la IL-2. 

No se encontré en ta literatura consultada reporte del empleo de lectinas 

como agentes mitdticos de timocitos inmaduros y por tanto de una dosis 

adecuada. Se decidié realizar una curva dosis-respuesta del efecto mitogénico 

de Con-Ay PHA atres distintos tiempos: 24, 48 y 72 horas. La mejor respuesta 

se obtuvd con la Con-A. Esta fue de un incremento del 80% de la proliferacién 

celular. Esta dosis es 50 veces mayor a la utilizada en finfocitos maduros. En e} 

caso de la PHA did como respuesta un incremento de la proliferacién celular del 

60 % aproximadamente. Con estos resultados se concluyd este modelo era 

funcional y adecuado, al menos para estudiar un posible efecto del THF-y2 sobre 

{a protiferacion celular. 

Ante la falta de un efecto del THF-y2 sobre la proliferacion celular de los 

timocitos, se decidid investigar si este péptido era capaz de modificar la 

respuesta proliferativa a la Con-A, por ser la Con-A el mitégeno que generd una 

mejor respuesta a las 24 h, tiempo en el cual se obtuvé ia mayor viabilidad del 

cultive (95%). Seleccioné ja dosis de 50 g/m! ya que generd una estimulacién 

subdptima de aproximadamente el 60 %. En base a lo anterior se procedio a 

realizar los ensayos posteriores en un cultivo de 24 h, y con 50 ug/ml de Con-A 

como estirnulo. Se trataron los timocitos con diferentes concentraciones de THF- 

y2 (10-' a 10-* M) en presencia de la Con-A. Los resultados que se ontuvieron 

sugieren que el THF-y2 es capaz de potenciar el efecto mitogénico de la Con-A 

sobre los timocitos de rata recién nacida en cultivo. Como se obtiuvé un efecto 
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maximo a la dosis de 10- M mismas, se decidé utilizar dosis menores del 

péptido. 10-"'y 10-* M. Se observé que estas dosis menores tienen un efecto 

menor al de 10-" M. 

Otro de los pardmetros importantes en ta diferenciacién de tos timocitos 

es la expresion de los correceptores CD4 y CD8. Ya que esta variable pudiera 

depender del ambiente endocrino del timo, se estudio el efecto del THF-y2 sobre 

la expresién de estos antigenos, asi como de Ja proporcién de las poblaciones 

que ios expresan. Se realizé una curva dosis.respuesta (10-" a 10-°M ) a 24 h. 

tos resultados obtenidos fueron poco afentadores, elf THF-y2 no modificd Ja 

expresién de ios antigenos, ni la proporcidn de tas células que los expresaban. 

En base a los resultados de los estudios del efecto del THF-y2 sobre la 

protiferacién inducida con Con-A, asi como de los reportes de la literatura de 

que este péptido modifica la respuesta a agente mitogénicos como Con-A y PHA 

de linfocitos periféricos, tanto en ta proliferacién, como en la producién de IL-2 

(Ben-Hur ef a/, 1990; Calenda ef al, 1993), se decidié investigar si la 

coestimulacién de Con-A y THF-y2 era capaz de modificar {a expresidn de los 

correceptores mencionados y la proporcidn de las cétulas que los expresan. 

Los timocitos fueron estimulados con diferentes concentraciones de 

THF-y2 (10-"2 a 10-® M} en presencia de la Con-A (50 jig/ml) para estudiar el 

efecto del factor sobre ja expresién de las moléculas CD4 y CD8 por fos 

timocitos estimuiados con la lectina. Los resultades obtenidos sugieren que el 

THF-y2 es capaz de disminuir o apagar la expresion del correceptor CD8, 

especialmente de tos timacitos DP. Cuando analizamos el efecto de fo anterior 

sobre las poblaciones, de timocitos, los resultados sugieren que ef THF-y2 
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incrementa la poblacién de timocitos CD4, disminuyendo la poblacién de 

timocitos DP (fig. 11). 

Los resultados obtenidos, al igual que los reportados para otros 

modelos, en que se estudia el efecto in vitro de THF-y2 (células de bazo, 

células de cordén umbilical y de médula dsea) muestran que los linfocitos T, 

maduros 0 inmaduros, deben estar activados o coestimulados para que se 

manifieste el efecto de THF-y2; 0 visto de otra manera, que el THF~y2 potencia 

el efecto de tas lectinas. Estos datos nos llevan a plantear las posibles 

interacciones del THF—y2 con fa Con-A, para lo cual se analizara el mecanismo 

de accién de estas glicoproteinas de origen vegetal. 

La Con-A es un agente mitogénico que actia entrecruzando con ef TCR 

de manera inespecifica y activando la sefial por fa via de PKC (Fowlkes y 

Sheweighoffer, 1995). Se ha planteado que las células virgenes, requieren de 

un coestimulo para ser activadas por la Con-A. Mientras que en el caso de fos 

superantigenos se ha descrito que en estos, se unen a segmentos especificos 

de fa cadena 8 del TCR, los cuales son expresados por aproximadamente 10% 

de los linfocitos T, independientemente del tipo de cadena a que tenga ef TCR. 

Se ha planteado, ademas, la posibilidad de que el mecanismo de transduccidn 

utilizando para esta activacién, sea diferente del complejo principal de 

histocompatibilidad y el péptido. 

La Con-A, en estos experimentos de alguna manera modificé el medio 

ambiente en el cultivo, aunque con estos resultados no se puede decir con 

exactitud de qué manera. Existen dos posibilidades de interaccién de la Con-A y 

el THF-y2 que conduzcan a la manifestacién dei efecto de THF-y2 . Primero.- 
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los linfocitas activados por la lectina produzcan y secreten al microambiente una 

serie de citocinas, las cuales a su vez estimularfan a las mismas células o a otras 

circunvecinas de tal manera que este estimulo las sensibilice al THF-y2. 

Segundo. los timocitos requieren de un coestimulo distinto y simultaneo a la 

Con-A para ser activados. 

De manera naturaf {a Con-A nunca llegaria a estimular a fos timocitos, 

asi que no se darian ninguna de las dos posibilidades descritas anteriormente. 

€sto resulta interesante por que sugiere ja existencia de una substancia 

presente normalmente en el microambiente timico que interactuaria con el 

THF-~y2, en el lugar de la Con-A, pueden ser algun tipo de tectinas; esta funcién 

se ha atribuido a ja IL-1 (Abbas, 1992). La corteza timica es una area restringida 

o libre de antigenos “extrafios”, por lo anterior normalmente jos timocitos 

corticales nunca serfan activados por este tipo de antigenos. En este modelo 

experimental, se ha destrufdo la arquitectura tisular normal; con ellos tas 

barreras naturales a los antigenos y de esa manera fos linfocitos inmaduros 

pueden entrar en contacto con los antigenos como ia Con-A. 

En el caso de fos linfocitos T maduros; la Con-A si puede llegar a 

interactuar con fos linfocitos de manera natural, directamente con su TCR. Los 

estudios, in vitro de Trainin y col. realizados en células de bazo (células 

maduras) y cordén umbilical (poblaci6n mayoritaria de células maduras y 

minoritarias de inmaduras, basicamente de CMH e incluyendo cel. pre-timicas) 

muestran que el THF~y2 potencia el efecto de las factinas (Con-A y PHA) sobre 

la proliferacidn celular y la produccién de IL-2. 

No es posible hacer una comparacidn directa de tos efectos de Jas 

lectinas sobre los timocitos y los linfocitos T maduros. Sabemos que en ambos 
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estos antigenos clonales inducen profiferacién y que, al menos en los linfocitos 

maduros, también fa produccién de algunas citocinas. El efecto comin de que 

estamos seguros es la proliferacién. En ambos tipas de céiulas no hemos visto 

efectos de! THF-72 por si solo. Ello nos sugiere que es probable que el factor 

timico solo tenga efecto(s} sobre las células en proliferacién. 

Los resultados aqui obtenidos sugieren que el factor timico humoral 

(THF-y2) tiene un efecto sobre la diferenciacién de las células T. En este trabajo 

se presentan evidencias de que el THF-y2 influyd en ja maduracién de timocitos 

inmaduros (DP) hacia simples positivos (SP), ya sea un mecanismo directo o 

indirecto, disminuyendo asimismo la expresién fas moléculas de superficie CD8, 

to que condujo a un incremento de la poblacién de timocitos CD4. Este es el 

primer estudio de los efectos del THF-y2 sobre la diferenciacién de células T in 

vitro. Los estudios in vitro, previos, reportados en {a literatura, han sido 

realizados en céfulas de corddn umbilical, bazo, y médula 6sea (Ben-Hur ef al ., 

1990; Calenda ef al, 1993), en los cuales la poblacién celular es de linfocitos 

maduros. Los estudios, in vivo, muestran que el THF-y2 es capaz de incrementar 

{a respuesta inmune én varios aspectos (Trainin, 1990; Urdahl ef al, 1994). En 

io general esos estudios sugieren que el efecto de este factor es a través de 

incrementar las células T cooperadoras (CD4) o su actividad (Ben-Hur H., et al 

1990; Calenda V. et al 1993). Esos resultados concuerdan con los obtenidos por 

dicho trabajos, en los que observamos un incremento en la produccién de 

células CD4 como efecto del THF-y2. 

En el presente trabajo de tesis, e| THF~y2 incrementa la poblacidn de 

timocitos CD4, Existen dos posibles mecanismos para effo. Primero, la 

proliferacién de esta poblacién; segundo, uma maduracién de los timocitos DP 
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hacia SP CD4. Es posible que ambos mecanismos pueden estar involucrados y 

no sean excluyentes. El THF-y2 diminuye la expresién del correceptor CD4 en 

{as células dobles positivas. Esto se traduce en un incremento de una poblacién 

CD4+CD8™, asi como un incremento en ia poblacidn de linfocitos CD4. Por otra 

parte, ef factor potencia el efecto mitogénico de Ja Con-A induciendo una mayor 

proliferacion. Es claro que no se sabe en cual o cuales de fas subpoblacianes de 

timocitos se presenta este efecto. 

Existen dos posibilidades, basicamente, del mecanismo a través det cual 

pueda estar actuando el THF-y2. Primero a través de un receptor membranal 

especifico y segundo a través del TCR. Nosotros nos inclinamos a que este 

factor actua mediante ei primer mecanismo por las razones que se plantean: 

Primero, ef tamafio del péptido. Los péptidos extracelulares deben ser 

procesados y preseniados por el CPH de clase Ii. En general se trata de 

proteinas que son fragmentadas en los proteosomas a péptidos de 10 a 30 aa, 

unidos at CPH de clase Il y presentados a las células T CD4. Segundo, ta 

cantidad de células activadas: suponiendo que ef péptido pudiera unirse al CPH 

ya sea por el proceso clasico o por desplazar a otras moléculas det CPH 

presente en Jas membranas celulares, ia poblacién de timocitos con afinidad por 

este péptido y por tanto activadas seria muy pequenha. De tal manera que no se 

podria esperar que en 24h se duplicara la poblacién de células CD4. Si este 

fuera el mecanismo de estimulacidn los eventos celulares pasarian inadvertidos. 

Recordando que asta fue una de las limitaciones para estudiar activacién de 

células T antes de contar con los animales transgénicos; por eso se debia y 

debe recurtir a fa activaci6n con métodos experimentales como las lectinas, los 

anticuerpos contra CD3, etc. Tercero, Las constantes de disociacién de las 

hormonas peptidicas, como jas citocinas, son del orden de 10-% a 10- M, 

mientras que para los péptidos y el CPH son del orden de 10-° M. Esto quiere 
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decir que a la concentracién de 10-'° M en la que observamos los efectos 

maximos de THF-y2 no se daria la uni6n de THF-y2 al CPH. 

Se decidié utilizar como control un péptido andlogo a este factor para 

comparat sus efectos. Se utilizé un octapéptida que contiene ios mismos 

aminoacidos que ef THF—y2, pero en diferente secuencia. Como dato importante 

vale mencionar que ei péptido andlogo y el THF-y2 poseen los mismos aa (Leu) 

en sus extremos terminales. Se realizaron los experimentos para estudiar el 

efecto del PA sobre fa proliferacién inducida por la Con-A, asi como su efecto 

sobre fa expresidn de fos correceptores CD4, CD8 en las poblaciones de 

células que jos expresan. Las condiciones que las utilizadas en estos 

experimentos fueron fas mismas que para ef THF-y2. Los resultados obtenidos 

muestran que el PA, en fo general, produce los mismos efectos que el THF-y2, 

sin embargo con menor potencia. 

Si el THF-y2 estuviera actuando a través de un mecanismo no 

especifico deberiamos haber obtenido fos mismos resultados con el PA, tanto en 

“calidad” como en “potencia”. El hecho de que sean muy similares en “calidad”, 

pero que el PA tenga menor potencia sugiere que existe un receptor especifico 

para e! THF-y2, el cual une al PA con menor afinidad y probablemente este no 

sea capaz de producir todos los efectos biolégicos de) THF-y2. Es probable que 

las dos feucinas de los extremos teminales participen en la unién al receptor. 

Este resultado concuerda con resultados preliminares obtenidos por Burstein, 

Trainin (1993). Effos probaron este PA en el ensayo de linfocitos de bazo y 

observaron que el PA potencia fa proliferacién celular inducida por Con-A, asi 

como la produccién de IL-2 (comunicacién personal). Seria conveniente utilizar 
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otros péptidos andlogos, pero cambiar al menos uno de los extremos del 

péptido, para poder determinar su especificidad. 

Por el tipo de experimentos realizado, y porque no fue nuestro objetivo, 

no se conociéd el mecanismo a través del cual THF~y2 es capaz de modular fa 

expresion del correceptor CD8, {a proliferacién celular de tos timocites, ni como 

incrementa fa proporcién de las células CD4. Consideramos importante 

continuar este proyecto con una serie de experimentos que podria ayudar a 

contestar estas preguntas. 

Sera conveniente realizar experimentos de triple marcaje, agregando 

BrdU a los ensayos para identificar la(s) poblacion(es) celulares que proliferan 

en respuesta ala Con-A y mas especificamente al THF-y2. Esto nos permitiria 

concluir si fa poblacién de células CD4 aumenta por este mecanismo o no. 

Paralelamente se debera realizar estudios para identificar y caracterizar el 

receptor de THF-y2, ver en qué tipo de células se encuentra y conocer !a posible 

via de transduccidn de sefiales. 

La evaluacion de la expresion de otras moiéculas de superficie que han 

sido descritas estar involucradas en la diferenciacion de celulas T, serian de 

gran ayuda para vatidar el sistema, asi como fa medicién de la produccién de 

Citocinas. Ante {a dificultad para realizar Jos puntos anteriores, se podria 

profundizar en ef estudio de la espec’ficidad del receptor al THF-y2, utilizando 

en ensayos similares al emplieado en este trabajo péptides diferentes al PA que 

se uso en nuestro cas6. Seria importante cambiar cada uno de los aa terminales 

por grupos similares o quimicamente diferentes para analizar el papel de las 

feucinas en {fa interaccién con el receptor. 
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7.- CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos permiten concluir que: 

1.- El factor timico humoral (THF-y2) produce una disminucién de la expresién de 

CD8, cuando ios lintocitos se coestimulan con Con-A. 

2.- El THF-y2 no tiene un efecto por si solo sobre ta expresién de las moléculas 

CD4 y CD8, ni en las subpoblaciones de Ios linfocitos que lo expresan 

3.- El THF-y2 en células estimuladas con Con-A, produce un incremento en el 

ndmero de células CD4* 

4.- El THF-y2 potencia ei efecto mitogénico de Con-A en la proliferacién celular, 

aumentandola esta hasta en un 30%., siendo ademds un efecto dosis 

dependiente. 

5.- EI PA potencia el efecto mitégenico de Con-A pero con menor potencia que el 

THF-y2 

6.- EL PA tiende a modificar las subpoblaciones de timocitos que expresan CD4 y 

CO8, pero este dato no fue estadisticamente significativo. 
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8.- SUGERENCIAS 

* Seria conveniente cuantificar {a producidn de IL-2 en este sistema. 

* Realizar experimentos de triple marcaje, agregando BrdU a los ensayos para 

identificar 1a poblacién celular que prolifera en respuesta a la Con-A y 

particularmente al THF-y2. 

* La evaluacién del nivel de expresién de otras moléculas, en este sistema tal 

como CD44, CD117, CD69, Thy-i, podrian ser de gran utilidad para validar el 

modelo. 

* Caracterizar el receptor de THF-y2 , localizar en qué tipo celular se encuentra 

y enlazar esto con ia posibte via de transduccién de sefales. 

*  Utilizar estudios similares a éste con diferentes péptidos , en los que se 

podrian cambiar a cada uno de los aminodcidos terminales por grupos similares 

6 quimicamente diferentes, para analizar el papel de las leucinas en la unién 

del péptodo al receptor. 

* Realizar ensayos con células fetales (14 dias de gestacidn) para realizar 

cultivo primario y evatuar la modulacién de la expresi6n de moléculas CD4 y 

CD8 inducidos por THF-y2. 
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10.- ANEXOS 

TABLA 10.- Analisis del fenotipo de fas subpoblaciones de timocitos de rata recién 
nacida en cultivo. 

Porcentaje de células * 
  

CONTROL 
Tiempo (h) ON pe cD4 cbs 

1 41,240.5 76.640.9 7.240.4 4.9040.4 

2 8.7140.5 79.140.3 5.440.3 6.7140.3 

4 18§.310.6 58.842.8 16.243 9.52+0.4 

8 43.440.4 63.640.3 7.340.1 16.540.3 
12 6.7040.3 69.540.2 40.120.2 13.640.2 

18 4.0140.1 71.640.8 14.340.4  9.9140.2 
24 2,1640.2 85.641.7 5.641.7 6.53+0.9 
36 2.1340.3 84.540.3 5.240.5 8.1640.3 
48 4.6041.6 80.941.2 5.44£0.6 8.90+4.2 

72 Tttkh2 75.343.2 4.140.2 7.7140.6 
96 19.541.5 72,844.14 3.240.1 §.5041.4 

THE- 2 
DN DP cb4 cD8 

1 11.840.2 74.94+0.9 7.840.6 5.740.4 
2 8.80+0.6 78,9+1.0 §.320.05 6.940.3 
4 14.342.7 50.048.6 5.841.7 8.341.6 
8 12.940.3 65.440.6 6.540.5 14.940.4 
12 6.3040.2 70.740.8 10.2t4.3 12.740.2 
18 4.3140.3 70.940.6 13.342.4 11.440.6 
24 2.2340.4 85.140.9 5.8640.2 6.7341.2 
36 2.4040.2 84.541.2 5.0340. 1 8.140.7 
48 4.9141.2 82.142.4 5.040.7 8.7£1.0 
72 14.940.9 76.343.6 4.340.9 6.540.1 

18.942.4 73.442.8 3.040.05 5.45241.4       

*Los  timocitos fueron cultivados realizando ensayos curso temporales, en medio RPMI 
suplementado, a 37° C, 5% de CO, y 95% de aire. La fenotipificacién en base a la expresién de 
moléculas CD4 y CD8 se realiz6 por citometria de flujo de dos colores. Los valores representan el 
valor promedio de 3 experimentos diferentes por duplicado + la desviacién estdndar respectiva. 
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Figura 15.- Efecto de PHA sobre la proliferacién de timocitos de rata recién nacida. Realizando un 
curva dosis-respuesta y un curso temporal . Los timocitos fueron cultivado en medio RPMI 
suplementado a 37° C, 5% de CO, y 95% de aire en presencia de 0.5 mCi/ml de CH}-timidina. 
Durante 24, 48 y 72 h respectivamente. Las células se cosecharon , después de cada uno de los 
tiempos indicados, se digirieron con NaOH y triton-X 100, se les afiadio liquido de centelleo y fueron 
analizadas. 24h (C7) 48h ( O } J2h @ ). 
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Figura 16.- Efecto de Con-A sobre la proliferacién de timocitos de rata recién nacida, Realizando un 
curva dosis-respuesta y un curso temporal . Los timocitos fueron cultivado en medio RPMI 
suplementado a 37° C, 5% de CO, y 95% de aire en presencia de 0.5 mCi/ml de CH}-timidina. 
Durante 24, 48 y 72 h respectivamente. Las células se cosecharon , después de cada uno de {os 
tiempos indicados, se digiticron con NaOH y triton-X 100, se les aftadio liquido de centelieo y fueron 
analizadas. 24h (QO) 48h (@@) 72h (0). 

 



$04 

40 4 

£ 20 4 
£ 
3 : 20 4 

8 
2 10 4 

at 

  

° eo     7 t —r as v t 
control i 10 20 50 100 

PHA (y g/ml) 

Figura 17.- Efecto de PHA sobre Ja proliferacién de timocitos de rata recién nacida y células de bazo . 
Realizando un curva dosis-respuesta a 24 h. Las células fueron cultivado en medio RPMI 
suplementado a 37° C, 5% de CO, y 95% de aire en presencia de 0.5 mCi/mi de (H}-timidina. 
Durante 24h, Las células se cosecharon , después de cada uno de los tiempos indicados, se digirieron 
con NaOH y triton-X 100, se les afiadio fiquido de centelleo y fueron analizadas.Timocitos (cq ) 
células de bazo (O ). 
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