By
e
X

) :;'; s
ARy
:'V "1,
UAD-NACIONAL: D mF
AR )
A ol —

o UNVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA D MEXIGO

FACULTAD DE QUIMICA

‘“DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL
FACTOR TIMICO SERICO EN NINOS CON
SINDROME DE DOWN"’

r ¢ § I

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO  FARMACEUTICO BIOLOGO

P R E S E N T A :
SILVIA CATALINA RAMIREZ ARROYO

MEXICO, D. F. 1985,




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



FESIMEN . . .

e o+ s & e

CAPITUIO I

INDICE

o & & 4 s o

INTRODUCCION & o o ¢ o v » &

CAPITUO II:

CAPITULO III:

PLANTEAMIENTO [EL PROBIEMA .
OBJETIVOS 4 &+ + o & « 4 &

HIPOTESIS . . . .
DISENO EXPERIMENTAL « . + .« .

CAPITULO IV:

MATERIALES Y METODOS
FUNDAMENTO METODOLOGICO

CAPLTULO V:

RESULTADOS ¢ o v ¢ « o &

CAPITULO VI:
DISCUSICN . . . .

CAPITULO VII:

CONCLUSINES & o o & « &

LISTA DE ABREVIATURAS . .

FIGURAS. o ¢ v o v v 0 v s v e v o @

CAPITULO VIII:
BIBLIOGRAFIA . .

» 8 s s e v e s

s o s e s s o o

e & + a o o o ¢

e s s » o

PAGS.

14
15
16
17

18

35

59

65
66

68

7



RESUMEN

E]l Factor Timico Sérico (FTS) es un nonapéptido derivado del epitelio
timico, que induce la expresifn del entfgeno teta en la superficie de la -
mexbrana de algunas células linfoides, del bazo de ratones timectomizados.
Por esta propiedad, el FTS puede ser cuantificado en el suero, con el ensa
yo de rosetas {1¥fR-E).

En el hunano, se ha determinado que la actividad sérica del FIS esti-
disninufda en algunas enfermedades autoin;mnes e inmunodeficiencias camo -~
en el SIndrawe Di George y ataxia telangiectasia.

Se ha reportado en pacientes con Sindrane de Down (SD), un defecto —
irmme bigico con incremento de cBlulas nulas, por falla de la maduracifn-
de células precursoras timodependientes, probablemente por la ausencia de~
factoies hoxmonales t fmicos.

En este estudio, se determind la actividad biolSgica del FIS y la sub
poblacién de linfocitos T de sangre periférica, en un grupo de 12 nifos ~-
con SD (trismﬁareg\:\lat) hmbgéneoenedad, ¥ en un grupo testigbdeSn_i_
fics con ataxie.telangiectasia y en 17 nifios sanos con edades similares a -
las de los dos primeros grupos.

En pacientes con SD se obtuvieron cifras de linfocitos T circulantes-
de 713F128 LFR—E/rrm3, que son inferiores a las acbservadas en la sax;gre de-
los nifios sanos que fueron de 93X'65, pero mfs altas que las obtenidas en
nifios con ataxia telangiectasia de 413%84, con una p<0.001 en ambos casos.

Los nifios con 8D tuvieron disminufda la actividad biol6gica del FIS,-
con un rango de 1 a 3 expresada en J._ogz, mientras que en los nifios sanos -
fue de 3 a 5 (p4.001). La actividad del FTS de los nifics con SD es simi~-

lar a la encontrada en nifios con ataxia telangiectasia, lo que sugiere que
Jos ninos con SD se camportan como inmanodeficientes.



CAPITULO I

INTRODUOCION

E1 descubrimiento de la participacién del timo en la irmunidad mediada-
por células, fue logrado al implantar un timo singénico neonatal en ratones
timectomizados al nacimiento y abtener la reconstitucién de la funcidn inmu
ne nomal. Si el timo es injertado dentro de una cémara millipore, con mem-
branas impermedbles a céiulas {0.22 un de tamafic de poro), los efectos son-
similares, se reconstituye campletamente la inmunocompetencia de estos rato
reg neonatalmente timectamizados, lo que involucra respuestas de anticuer—
pos antl-eritrocitos de carnero, rechazo de aloinjerto de piel y reaccibn -~
injexto contra husped, y ademds se previene la pérdida de peso y el enanis
mo; m&s8 afn, ocurre la, restauracidn ge los poblaciones ljnfoides en la san~
'gre y 8rgancs 1infoides. Estos experimentos sugiriercn la existencia de wna
hormona tfmica (1,2).

Pocos afios despuss, con experimentos directos con extractos de timo bo
vino 1libres de células, inyectados en ratones necnatos timectomizados, se -
chservl que estos ratones también recuperaban la capacidad de rechazar im--
plantes de tejido alogénico (3). Tomando camo base gstos y otros experimen-
tos , el extracto timico fue fraccionado y se pudo aislar una protefna con-

peso molecular de 12,600, con actividad biol6gica, que de denaming timosi—
na (4).



Posteriomente, se demostrd que un gran porcentaje de lag células -
linfoides que forman confiquraciones de rosetas con eritrocitos de carne
ro (LFR-E), son dependientes del timo y tienen en la menbrana el antige~
no teta (8), Por el contrario, otras célilas linfoides no expresan este -
antfgeno, e incluyen c@lulas precursoras de linfocitos B y T. Se ha ome
prcbado que el extracto timico induce la aparicién del antigeno teta en-
la membrana de una gran proporcitn de células formadoras de rosetas de -
m&dula Bsea namal, y en las cflulas linfoides de ratones timectamizados
(5-8).

La demostracifn de un factor presente en el suero de ratones norma—
les, con la migna actividad biol&gica del extracto timico, y 1a ausencia~
de este factor en el suero de ratores timectamizados, fue definitiva para
la demostracibn de la harmona timica (9). '



CAPITULO II

ANTECEDENTES CIENTIFICOS.

La actividad biol6gica de la hormona tfmica, se eval@ia por su efecto -
scbre los linfocitos formadores de rosetas con eritrocitos de camero ~—----
(LFR-E) ; este método es confiable y reproducible para caracterizar la acti-
vidad biolégica del factor timico circulante (FTS) (5,8,10). La eliminacitn
especifica de la actividad titulable del FIS en el ensayo de rosetas, por -
el paso de la muestra de suero sobre un inmunoadsorbente anti~FIS, comprue-
ba que la actividad del suero en el ensayo de rosetas, es debida al FIS., -~
Confimmando el origen timico del F1S, los ratones desnudos con ausencia ocon
génita de timo, no tienen niveles de FIS detectables en su suero. As{ mismo,
la répida desaparicifn 'del FTS circulante del suero despdes de la timecto-
mfa y reaparicién en un lapso de 2 a 4 dias después del implante de timo sin
génico (subcutdneo o intraperitoneal) neonatal, determinan su origen tfmico-
(9) . Recientemente, se ha logrado la demostracién directa de la presencia ~-
del FTS en la fraccifn V de timosina - (11}).

PROPLEDADES BIOQUIMICAS DEL FIS CIRCULANTE

Como se ha reportado, el FIS es una hormona de naturaleza peptidica, ~-
om un peso molecular de 900; este peso es diez veces menor que el de la ti-
mogina de Goldstein, sin embargo, tiene de diez a mil veces més actividad ~-
biolbgica a la misma nolaridad. A este oligopéptido se le ha llamado Factor—
Timico Sérico y no Timosina, ya que son dos sustancias distintas, bioqufmi-~

canente relacionadas. Camo resultado del anilisis de aminoAcidos y estudios



de secuenciacién en el péptido intacto y en el pfptido tratado con enzi--
mas proteolfticas, la secuencia de aminoficidos propuesta para el FTS acw-

tualmente es:
<Gln-ala-lis-ser-gln-gli-gli-ser-asn-OH

E1FTS se ha podido sintetizar artificialmente. Se ha probado que el
FTS natural y sint&tico tienen actividad similar en el ensayo de rosetas—
Yy en todos los ensayos jn vitxo e .in.vivo en que se han comparado; —-
as; mismo, se camportaron idénticamente en todas las pruebas quimicas a -
que fueran sometidos (12, 13, 14).

DEPENDENCIA DEL FTS DEL EPITELIO TIMLOD

El timo contiene dos tipos de cBlulas: linfocitos y células epitelia
les. Las c8lulas epiteliales aparecen primero en el timo fetal, antes que
las c&lulas linfoides; se ha demostrado que los implantes de epitelio ti-
mico son répidamente repoblados por linfocitos. Se sospechd que el FIS —-
era dependiente de las células epiteliales del timo por la actividad se—
cretaria de estas cé€lulas, demostrada por microscopia electrénica y por -
la ausencia del FTS en mtones éepa NZB j6venes, que muestran atrofia tem
pram del epitelio tImico. Elorigen epitelial del FIS, se demostr por la
recanst itucitn de los niveles nomales de FIS en ratones timectomizados,-
que se obtuvo 2 a 5 d1as después de injertar un nGrero rélativanente peque
fio de células epiteliales, directamente, o dentro de una cfimara millipore;
el implante de un nfmero idéntico de timocitos normales (principalmente —-

linfocitos), no ocasiond la amaricién de niveles detectables de FIS. Sin -



embargo, se han podido restaurar los niveles nomales de FIS en el suero -
de ratones timectamizados, por la aplicaci6én de gran nfmero de timocitos -
discciados. La aplicacién del extracto tfmico libre de c€lulas, se ha pro

bado que restaura temporalmente los niveles de FIS circulante (15).

M&s recientemente, la presencia del Factor Timico en las cflulas epi-
teliales del retfculo tfmico, fue directamente demostrada por inmunafluores
cencia, usando antisuero cawencional anti-FIS (16,17) o anticuerpos mono-
clonales anti-FIS (18).

QNTOGENIA

La hormma tfmica se encuentra a su méximo nivel al nacimiento. E1 —
FIS es secretado por el feto, camo se ha confirmado por la reaparicifn de-
este factor en la sangre de ratones embarazadas timectomizadas, después —
del 150. dfa de gestacién (19).

El nivel de FTS es estable en la mayorfa de las cepas de ratones has-
ta los seis meses, despufs disminuye progresivamente. Este decrewento en -
el niwl de FTS es paralelo a la disminucién en el peso del timo y precede
px varios meses el deterioro en la immunidad mediada por células y de la-
inmunidad humoral, observado can el envejecimiento (20). La declinaci6n —
del FTS en el hanbre, se ha dbservado despuds de la edad de 20 afios, en —
foma paralela a la involucién en el peso del timo (10).

La actividad del FTS se ha encontrado en varias especies camo ¥atones,
terneras, cerdos, borregos, pollos y humanos. Estudios bioquimicos han de-
mogtrado que no existe diferencia muy lejana entre las caracterfsticas del



FIS de ratfn, cerdo y humano {10,13) .
SITIO DE AQCION, SIGNIFICANCIA BIQLOGICA

Experimentos in vivo han demostrado que la actividad de la funcifn ti
mica humoral sobre las cflulas linfoides, varfa segin la forma en que se -
haya perdido la actividad tfmica. Los efectos inducidos en ratones timecto
mizados al nacer o en edad adulta, son r&pidamente corregidos por el FIS.-
Ios resultados obtenidos en ratones timectanizados-irradiados-reconstitui-
dos con mé&dula 6sea despuss de la administraci6n de FTS, son mucho menos -
evidentes y ain menores en ratones "desnudos" (con agenesia de timo). El -
hecho de que se requiera mayor cantidad de FIS para inducir la expresién -
del antfgeno teta en linfocitos de bazo de ratqnes"desnudos", étxgiere que -
las células linfoides primitivas de estos ratones, son menos sensibles al-
efecto del FTS, que las células linfoides de ratomes timectamizados que su-
frieron cierto grado de maduracién durahte la vida fetal o antes de la ti-
mectanfa. Estos experimentos sugieren que la funcifn humoral timica actida-
exclusivamente sobre células T parcialmente diferenciadas ( afin no compe--
tentes), que se encuentran en tejidos necnatales y adultos, incluyendo la-

médula Gsea. Estas células se denominan camo células T "post-timicas" (3).

INHIBIDORES DEL FTS.

Se ha carprobado la presencia de varios inhibidores del FIS en el sue
ro, en el ensayo de rosetas; uno de alto peso molecular y dos de bajo peso
molecular. El peso molecular del primero se encuentra entre 100,000 y ——-
300,000 y no estd unido en forma covalente al FIS ni lo destruye,‘ya que ~

peede separarse de 61 mediante ultrafiltracifn, observandose un incremento



neto en la actividad de rosetas. Ios otros dos inhibidores tienen un pe~

so molecular de 4,000 y 20,000 (9).

En el suero, el 50% de la actdvidad del FIS se destruye durante 90 -
minutos a 37°C, o toda la noche a 4°C; y mis del 90% de su actividad se -
pierde a 37%C por tres horas, pero es estable el mismo periodo de tienpo-
en el suero ultrafiltrado. Entre las enzimas liticas del FTS se encuentran
carboxipeptidasa A, pronasa, tripsina y quimotripsina, pero son removidas
por membranas de ultrafiltracién Mmica CP 50 (13).

-

ACCION DEL FTS A NIVEL CELULAR

Se ha demostrado que las c8lulas fagocfticas humanas y linfocitos —
sintetizan prostaglandinas. Estas prostaglandinas son potentes modulado—
res de las respuestas immines mediadag por c€lulas. Se ha demstrado quew
el AMPc o productos que incrementan su nivel en linfocitos camo prostaglan
dinas PGE; © PGE,, tienen un efecto similar al FIS sobre las células for-
madoras de rosetas, tanbién inducen sensibilidad al suero anti~teta en ~
ctlulas teta negativas; se demostrd sinerglsmo entre AMPc y FIS para ese-
efecto. Las prostaglandinas pueden actuar camp interrnedl:arios entre el es
tfmulo inducido por el FIS y la sintesis del AMPc, ya que la indametacir-
na, un potente inhibidor de la prostaglandin sintetasa , inhibe los efec-
tos del FTS. Estos datos sugleren la participacitn del AMPc y eventualmen
te de prostaglandinag, en la regulacifn de la expresid_n teta, bajo el con
trol del FTS (21,22).
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Se ha denostrado recientanente, que bajas concentraciones de FIS ==
(1-5 ng/ml} , incrementan la sintesis de las prostaglandinas BCE, ¥ PGD2 -

en linfocitos humanos (23).

'De esta forma, aunque se conoce poco del modo de accién del FTS a ~-
nivel celular, se sade que las prostaglandinas y el sistema del AMPc es ~
t&n involucrados en el desarrollo de sus efectos relativamente répidos y-

reversibles.

FTS EN ALGINAS INFERMEDADES INMINOLOGICAS.

En el humaro se han evaluado los niveles séricos del factor timico -
circulante en diversos padecimientos,y se han reportado niveles disminuf-
dos de FT'S en lwypus eritematcso sisténico {24) , deficiencia selectiva de~
IgAy en ataxia telangiectasia; contrastando con los altos niveles encon-
trados en artyitis rewmatoide y psoriasis. La actividad biolbgica del FTS,
no ha sido detectada en pacientes con Sfndrame Di George (aplasia tfmica).
En el Sindrame Di George, se ha demostrado la restauracifn del nivel nor-
mal de FTS despuﬁ@ del implante de timo (25).
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CARPCTERISTICAS GENERALES DEL SINDROME DE DOWN

21 Sfndrame de Down o trisamfa~21, es la aberraci6n autos@mica huma--
na mds com@n. Su frecuencia es de 1.45 por 1000, es decir, aproximadamente
un caso por cada 700 nacimientos. Se ha reportado que los pacientes con --
S{ndrame de Down tienen una mayor frecuencia de mortalidad, particularmente
en la edad perinatal y durante el primer afio de vida (26). las caracteristi
cas fenotipicas principales observadas en los nifios con SD son:

~ Hipotonfa elevada en los lactantes

- Cara redonda, con perfil plano

- Créneo pequelio y redmdo, occipucio aplanado

-~ Hendiduras palpebrales orientadag hacia arriba y afuera

- Orejas pequefias y redondas

- Boca pequena, con labdos gruesos

-~ Abdomen distendido, presenta a menudo una hernia umbilical
- Mano ancha y rechoncha, los dedos son cortos.

- Pie ancho, pequenio y plano, con los 2 primeros dedos muy separados.

El peso, y scbre todo, la talla de los pacientes con SD, permanecen-
inferiores a lo normal. Las malformaciones viscerales son frecuentes. Ias
m&s importantes son las cardfacas, que afectan al 40% de los trisémicos.-
Entre las localizaciones génicas del cromosama 21, la de la superoxido-—
dismutasa-1 (SOD-1) se ha confimado por el aumento de la actividad enzi-

mética, en las personas con trisamfa~21 (27).

ASPECTOS INMUNOLOGIOOS DEL SINDROME DE DOWN

Los pacienteé con SD, ademds de presentar retraso mental, muestran una
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mayor susceptibilidad a las infecciones, persistencia del antigeno Austra-
lia y tienen mayor riesgo de presentar enfermedades malignas. Con frecuen-
cta, los pacientes con SD presentan autcanticuerpos anti-tiroides y enve--
jecimiento prematuro del sisteme inmnolfgico (26,28), disminucitn de la--
subpoblactfn de linfocitos T, similar a la dbservada en los pacientes con-
inmnodeficiencia y enfermedades malignas linfoproliferativas (29-31), Hay-
reportes de dismimicién de la sfntesis de inmunoglobulinas M y A en nifios-
con 8D (32-34). La respuesta irmme mediada por anticuerpos estd mis de---
teriorada en los nifics con SD que en los adultos con SD (33). En estudios-
de immnided celular, los pacientes con SD evolucionan con menor actividad
citotfixica y poca reactividad hnfbblé_stica a fitomitSgenos (34-37). Estas
altemciones, se ha demostrado que no estén reiacionadas con la alteracién
del meteboliamo de purinas, chservada en algunos pacientes con 5D que tie-
nen hiperuricemia .(38). Selha demostrado en cflulas PMN de pacientes con -
SD que la disminuciéq de la actividad fagocftica, quimiotictica y de des—-
truccitn intracelular, estd relacionada con la disminucién de zinc s€rico-
que presentan los pacientes, ya que estas respuestas mejoran cuando se ai-
ministra zinc (39). Algunos estudios con orientacién imunovirolSgica, =
han sugerido que en pacientes con SD, la irnmunidad dependiente de células
est§ aunentada por la respuesta linfcblistica con antfgenog virales, su—
giriendo la participacifn del interfern camo factor regulador (26,37). Al
gunas de estas alteraciones, particulammente las mediadas por células timo
dependientes, mejoran en los pacientes por el efecto del FIS (35). Por lo-
que se ha sugerido un defecto InmunolSgico bsico con incremento dé células
nulas (no diferenciadas) (40}, por falla en la maduraci6n de c&lulas precur
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soras timodependientes, probablemente por la ausencia de factores hoxmona
les tfmdicos.
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CPTIVIO IIX

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA!

Se ha propuesto que el defecto inmmoldgico bésico en los nifios con~
Sindrome de Down, es la falla en la maduracitn de oflulas precursoras de-
linfocl tos timo-dependientes a linfocitos T completimente diferenciades -
por la ausencia de factores homonales timicos.'En los estudios reporta—
dog de FTS en Sindrame de Down se han inclufdo: pacientes de diferentes -
edades, por lo que los resultados son variables. No se ha estudiado a un~-

_gnpo de nifios con Sindrome de Down homogéneo en edad y trisamfa regular.
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1.~ Evaluar la actividad bioclSgica del Factor Tfmico Sérico en nifios con-
S fndrame de Down.

2.- Detenminar la subpoblacién de linfocitos timo-dependientes circulan-~-
tes, en nifios con Sindrcme de Down.

3.~ Determinar la relacifn existente entre la actividad biolbgica del Fac
tor Tfmico Sérico y los niveles de linfocitos formadores de rosetas-B
de sangre periférica.

4.~ Comparar los resultados que se cbtengan en los nifios con Sfndrave de-
Dovn, con 1os valores de Factor Tfmico y Linfocitos T que se encuen—-

tren en nifics sanos y en nifios con Ataxia telanglectasia.

5.~ Determminax si en los nifics con Sindrame de Down existe una deficien—
cla en la inmmnidad mediada por c#lulas, semejante a la encontrada en
pacientes con Ataxia telagiectasia.
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RIPQTESIS:

La actividad biolbgica del Factor Timico Sérico, asi camo la subpo-
Blacitn de linfocitos timo-dependientes de sangre periférica, se encuen-
tran disminufdas en los nifios con Sindrame de Down respecto a los nifios-
sanos, La actividad del Factor Tfmico circulante y los niveles de lin—-
focitos T en nifios con Sfndrame de Down, son similares a los que presen—

tan los nifios con Ataxia Telangiectasia.



DISERO EXPERIMENTAL

Ratones CD-1 Hembras

de 6 semanas ' Nifios de Nifios de Nifios de Nifios de
1 mes-3 aros 1 mes-3 anos 10-15 afios 10-15 afios
SAbl!OS con S. I.e Down SANOS oon Ataxia t.
Timectomia
r I
5 ml e sangre 5 ml de sangre
Esplenectomfa
Stcero
Gradiente F-C
Leucocitos del Bazo
Ultrafiltracién
Ieuoocitgg
Ajustar a 30 X 106 UF concentrado Ajustar a 5 X 10°cel/ml EC 0.5%
linfocitos/ml IT 6 diluido ’j 15

Determinacifn del FTIS del suero UF por el ensayo de Rosetas

Ensayo de Rosetas-E

LT



CAPITULO IV

MATERTAL

- Equipe de microcirugia.

-~ Cénula de 3 mm de difmetro.

- Suturas de nylon de cinco cerog (Nylon Demmalon, Davis~Geck SCE~4)
~ Pinzas de diseccifn.

~ Tijeras.

~ Guantes egtériles.

- Cubrebocas.

- Tela adhesiva,

- Gasasg.

- Algodén,

~ Tablas de corcho.

- Jaulas para ratones.

- Malla de acero inoxidable (poro de 0.3 mm),

~ Embolo de cristal pequefio.

= Jeringas desechables de 1,10 y 20 ml (Plastipak).
- Pipetas Pasteur.

~ Pipetas de vidrio graduadas de 0.1, 1, 2, 5y 10 ml.
- Pipetas de Thoma para gl®ulos blancos.

- Micropipetas de 300 y 500 ul (Oxford Sampler).

- Puntas dc plastico para las micropipetas.

- Bulbos de goma.

~ Camara de Neubaver (Spencer).

18



- Cajas Petrl (60 x 15 mm).

- Matraces Earlemmeyer de 100,250 y 1000 ml.

~ Matraces aforados de 500 y 1000 ml.

- Frascos de vidrio de 100, 250, 500 y 1000 ml.

~ Tubos cénicos de policarbonato de 15 ml graduados (Oak/Ridge).
- Tubos de pléstico de fondo redondo de 5 ml ( Faloon).

~ Tubos de vidrio de 10 m1 con tapdn de rosca.

- Tubo de policarbonato CTL

- Soporte cénico de polietileno CSiA.

- Conos de merbrana Tipo ¥ 50 A (Centriflo, Awicon)..

- Membrana de tamaiio de poro de 0.45 um {Millipore) Tipo HA.
- Portafiltroa (Millipore).

- Barra magnética.

- Gradillas.

APARATOS

- Barba de vacfo (GQM400),
- Cémara de oxfgeno (FOREGGER) .

~ Agitador magnético’ (Cble-Parmer Instrument Company Model 4820-40).
~ Potencifmetro (Intornational Cientffica, S.A. ES10).
~ Microscopio {Carl Zeiss).

19
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-~ Estufa a 37°C (Lab-Line Instruments, Inc. V.I.P. 002 Incubator 417)

~ Balanza Analftica (Torbal Sartorius 2462).

- Centrifuga (International Centrifuge IEC, Model CS).

- Centrifuga Refrigerada (IEC Model CR-5000 Centrifuge).

- Centrifuga Sbrvall (RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge, Duponte
Instrurents. Cabezal tipo $S-34).

REACTIVOS:

~ Solucifn salina estéril (Abott).

- Pentobarbital s6dico (Anestesal Smith Kline),
- Solucién de Benzal Oil.

= Alochol.

- Solucidn salina amortiguada de Hanks.

- Soluci6n TRIS-H,CL 0.15 M.

- Colorante Azul de Tripén,

- Solucifn de Alsever.

- Heparina 1000 U.T. por ml (Lipo-Hepin).

~ Ficoll~Conray (1.077 g/ul).

~ Tabletas de Azatioprina (Imuran, Wellcame].
- Solucién de NatH 0.1 N.

~ Solucibnde HCL 0.1y L N



MATERIAL BIOLOGICO.
~ Ratones hembras cepa (-1, de 6 semanas de edad.

~ Britrocitos de carnero en Solucién de Alsever (v.v).

MATERTAL HUMANO:

GRIPO I (Problema):

Se formb con 12 nihos ocon Sindrame de Down, cuyo cariotipo correspon-
dfa a una trisomfa regular  Fig. No. 1 ). El cariotipo fue realizado : e
por el personal del laboratorio de Genética-,. Hosp.r de pediatrfa, C.M.N.. -
Sug edades se encontraban entre 1 mes y 2 afos. - Se incluyeron en el ~--
estudio tnicamente los pacientes que no presentaron proceso in;feccioso -~
ni. recibieron antibifticeos, en las filtimas dos semanas previas al estu-v-~
dio.

GRUPO IT (testigo):

Se integr6 con 5 nifics con Ataxia telargiectasia, con edades canpren-
didas entre 10 y 15 afios. Estos nifios no tenfan proceso infeccioso, ~—
ni se encontraban en tratamiento ocon antibiféticos, en las Gltimas e
dos semanas anteriores al estudio. Este tipo de pacientes se ha reportar
do que tienen actividad bilolSgica disminuida de FIS.
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GRUPO III (testigo):

Este grupo se formd con nifios oonsiderados sanos, que acudieron al-
labar atorio para estudios preoperatorios, y que no presentaban procesos
infecclosos, neoplisicos ni autoinmines. Se tamaron muestras de 12 ni-

fios con edades similares al grupo I y de 5 nifios con edades similares —-

al grupo II.

A cada uno de estos nifos se les extrajeron del pliegue del codo ~—
10 m1 de sangre venosa, con jeringa desechable de plistico. De esta =
muestra de sangre, se utilizaron 5 ml para la determinacién de la acti~
vidad biolégica del FIS y 5 ml para determinar el nfimero de linfocitos~
T por milfmetro clbico.

METODCS.
ABLACION DEL TIMO EN RATONES CEPA CD-1,

Fundamento:

Las células formadoras de rosetas presentes en el bazo nommal, estén -
campuestas de un 70% de cflulas teta positivas, con alta sensibilidad -~
in vitro a Azatioprina. Estas c€lulas con alta sensibilidad a Azatioprji

na se eliminan del bazo por timectamfa en ratones adultos, en menos de-

seis dfias.
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Procedimiento:

El ratfn fue anestesiado con pentobarbital s§dioo (50 mg/kg de ==
peso), por via intraperitoneal. Después, se coloc sobre la tabla de -
carcho en posicin prona, con sus cuatro miembros extendidos e inmovi-
lizados oon cinta adhesiva. Se esterilizé la pared anterior del tfrax
con soluci6n de benzal al 10%. Se hizo una incisifn transversal en -—
lapiel, a la mitad del estexnfn; en el tercer espacio intercostal, se
sujetd fimemente el esternfin con unas pinzas y se cortS transversal——
mente. E1 timo se cbservé immediatamente por debajo de la incisién. -
Se sujet§ entonces el esternén hacia arriba utilizando las pinzas y se
introdujo l_a c&nula, conectada a la bamba de vacfo, para succionar los
dog 1&bulos timicos ( Fig. No. 2). Se cerrb el tbrax con hilo de nylon
de cinco ceros y se sutur§ la piel. Ios ratones se colocaron en una ~

cémara de oxfgeno y se vigilaron hasta su recuperacitn total (41,42).

PREPARACION DEL SUERD PARA IDENTIFICACICN [EL FTS.
Fundamento:

El suero de individuos sanos contiene FIS, que puede ser separado-

por ultrafiltracién de otros constituyentes del suero, principalmente-
del inhibidor de alto peso molecular.
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Procedimiento:

Se colocaran 5ml de la sangre cbtenida en tubos de plistico Falcon-
y se dejaron coagular a 4°C. Se centrifugaron durante 10 min. a 400 Xg
en la centrffuga refrigerada para separar el suero. Aproximadamente —~—-
3 ml de suero se colocaron en los conos de ultrafiltracifn y se centrifu
qgaron una hora a 1000 Xg en la centrffuga Sorvall, a 2-4°C. El suero - -
ultrafiltrado asf cbtenido, se conservs a 4°Cs hasta que fue utilizado-
el mjisno dfa (9,43).

CBTENCICQN DE LINFQCITOS [EL BAZO DE RATCNES CD-1 HEMBRAS.

Fundarento.

El bazo estd constitufdo por diferentes subpoblaciones de linfocitos-
formadores de rosetas "E" y .”EAC“.

Pxooedinﬁmto:

L.os ratcones fueron sacrificados por descerebracifn. Se excluyeron — -
del estudio los ratones timectamizados que conservaban remanente de te ~ -
jido tfmico. Se extrajo el bazo de los ratones a través de uma incisifn-
transyersal abdaminal. EL bazo se colocS en una caja Petri que contenfa
8-10 m1 de solucifn de Hanks heparinizada, y se le hicieron varios cortes-



en la c8psula fibmsa. Los pequeios pedazos del bazo se pasaron a la -
malla de acero inoxidable y se presionaron con un &ubolo de cristal pa-
ra disgregar las c€lulas,las que fueron arrastradas con la solucibn de~
Hanks heparinizada y se obtuvieron en un tubo cbnico de policarbonato.-
Esta suspensitn celular se dej6 reposar vnos minutos para que sedimen—
taran los trozs grandes de tejido, y el sobrenadante se pas§ a otxo -~
_tubo y se centrifugS durante 10 minutos a 200 Xg. Se desechb el sobrena
dante y las células se resuspendieron en 2-3 ml de solucién balanceada-
de Hanks y se agreg8 el mismo volumen de TRIS-NH4CL, resuspendiendo sua
Vemente con um pipeta Pasteur. Bsty suspensifn celular se dejd repo——
sar durante 5 mimitos a temperatura ambiente, y'al cabo de este tiempo-
se centrifugb 10 minutos a 200 Xg. Se desechd ‘todo el sobrenadante y -
se lav6 2 veces el paquete celular con solucifn de Hanks. Después del-
§ltmb lawado se desechS el sobrenadante y las cBlulas se resuspendie--
Yom con soluciéndé Hanks. Se tamb una alfcuota con una pipeta para =~
glfbulos blancos y se afor$ oon el colorante vital azul de tripin a ——
M 7.2. Se agit$ la pipeta durante 3 minutos, se desecharon las 4-5 —
prineras gotas y se carg6 la cimara de Neubauer. Se determing el nfime-
ro de células y su viabilidad por exclusifn del colorante, cbservando =
al microsovopio con el objetivo de 10 X. Se ajustd la concentracibn a -
30X 106 cel/mly se continub con el experimento 8610 cuando la viabill
dad celular fue mayor al 80% (5).
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MEDICION DE LA ACTIVIDAD [EL FACTOR TIMICOD SERICO (FTS).

Fundamento:

Este método consiste en inducir a las células precurscras de lin-
focitos T del bazo de ratones timectamizados (RIx), a que muestren en-
la superficie de su mentrana célular el yeceptor para eritrocitos de—
carnero, después de la incutacién con la homona tfmica (FTS), O espe-
cificarmte con las mestras de suero que se supone la contienen. Se-
utiliza la Azatdoprina que inhike especificamente a los IFR-E del bazo
teta positivos, que son los que foman rosetas esponténeas con eritro-
citog de carmexo y desaparecen después de la timectomfa en ratones .~
adultos. La actividad biolgica del FIS es medida por el ensayo de —
inhibicién de la fomxaciﬁn de rosetas con Azaticprina.

Procedimiento:

Se utilizaron 10 tubos de plistico de fondo redondo por duplica-
& para cada nifio, numerados sucesivamente. En el tubo 1 al 6, se de~
positaron 0.3 ml de la solucién de Hanks pH 7.1. Al primer tubo se le-
adicionaren 0.3 ml del suero ultrafiltrado, se mezcld perfectamente y-
ée pasaron 0.3ml al seyundo tubo, y asi sucesivamente hasta el tubo -
ntmero 6, en el que después de mezxlar se desecharon 0.3 ml; de esta—
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menera se tuvieron dilucimes del suero en relacifn 1:2 hasta 1:64. A-
cada uno de estos titos se les agregaron 0.2 ml de la suspensifn de c&-
1ulas de bazo de ratfn timectomizado (RIX) ajustadas a 30 X 106 cel/ml-
y 0.3 ml de azatioprina diinida en solucifn salina ajustada a pH 7.8, a
wna cancentracifn de 500 ug/ml.

Los otros 4 tulns se tamaron cam controles: en todos se coloca—
ran 0.2 ml de células de Rix. Al primero, se le adicicnaron 0.6 ml de-
solucifin de Hanks; al seyundo, 0.3 ml de solucifn de Banks y 0.3 ml de
suero ultrafiltado (I¥) concentrado; al tercero, 0.3 ml de solucidn =
de Hanks y 0.3 nl de 1a Azatioprina dilufda; y al Gltiwo, 0.3 ml de ‘sue
r0 UF concentrado y 0.3 nl de 1a dilucién de Azatioprina.

Todos 1os tobos se ircubaron durante 75 mimutos a 37CC. Posterior
mente se les adicionS 0.2 ml de una suspensifn de eritrocitos de carne
m,lavﬁ:syajrstz;&osallta:mludﬁxdeﬂar&s,ysecmtrifugm
PoX S mimitos a 200 ¥3.  Se resuspendiS muy suavemente el sedimento -
con una pipeta Pasteur y se caloo una alfcuota en una cfmara de New -~
baver. Se contf el nfwxo de LFR-E en los 4 cuadrantes para leucoci—
tos, y se calcul el oimero de linfocitos formadores de rosetas-E por-
mdlfmetro cGbico {(IFR-Edm3).

El coeficierte-de inhibicifn se detenuins de acverdo a la siguien
te firmla:

a-:.m-Scmuxmo_loo
- LFR-E
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Ci = coeficiente de inhibicitn
1FR-E con Az= linfocitos formadores de rosetas-E con Azatioprina.

La filtima dilucibn del suero que induce sensibilidad a azatioprina-
(C1 mayor o igual al 50%), es tomada camo la concentraci6n activa de fac
tar tinico sérico ( 6<11).

MEDICION DE LINFOCITOS FORMADORES DE ROSETAS T (LFR-¥) DE SANGRE PERIFERL

m.
Rundanento:

Se denomim roseta-E a la adherencia esponténea de los eritrocitos -
de carnero a los linfocitos T humanos. Se considera una roseta cuando 3 o
més eritrocitos se han adherido a una célula nucleada, aungue en muchos ~
casos 10s eritmcitos cubren totalmente a la c8lula, presentando el aspec
to de mSrula, Por esta propledad, el método de rosetas-E se ha utilizado-
para la identificacifn de subpoblaciones timodependientes.

Proced imiento:

Se depositaron 1cs otros 5 ml de la sangre obtenida en un tubo de vi
drio con tapbn de resa, que contenfa 0.1 ml. de heparina y se agit§ sua-—
vemente varias veces. Por otra parte, se colocaron en un tubo cfnico de --
policarbonato, 5 ml de Ficoll-Conray y se adiciond cuidadosamente la san—
gre con una pipeta Pasteur. Se centrifugd durante 40 minutos a 350 Xg. Des
pufs se separb el paquete de linfocitos en la interfase con una pipeta —--
Pasteur y se colocS en otro tubo oSnico. Se lavd tres veces con solucibn ~
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de Hanks a pH 7.2. Finalmente, el paquete celular se resuspendi6 cn 1 ml-
de solucién de Hanks, se tam$ una alfcuota con una pipeta para glébulos--
blancos, y se afor6 con azul de tripin. Se agitd, sc desecharon las pri-
meras gotas y se llend la cfuara de Neubauer. Se observs al microsco -=-
pio con el objetivo de 10 X y sc conté el n@mero de c@lulas obtenidas -—-
en los 4 cuadrantes de leucocitos. La concentraci6n fue ajustada a ~--w
5x 10°% celfml. El procedimiento se continué cuando la viabilidad celu—-
lar fue mayor o igual al 90%. De esta suspensifn de leucocitos viables,-
se tomaron alfcuotas de 0.25 ml y se colocaron cn tubos de plastico de -~
Fondo redando, Se les agregaron .25 mlde una suspensién de eritrocitos—-
de camero, lavados y ajustados al 0.5% con solﬁcién de Hanks., Se incuba
ron 15 minutos a 37°C y después se centifugaror'l durante 5 minutos a - —
200 Xg. Posteriormente, se incubaron 90 minutos a 4°C. Se resuspendi6 -
miy suavemente el sedimento con una pipeta Pasteur y se colocS una alf--
cwta en la cémara de Neubauer. Se observS al microscopio con el objeti-
vode 40 X. Se contS el nGmero de rosctas T obtenidas en 4 cuadrantes —
de leucocitos y se reportS el nfmero de linfocitos formadores de rosetas-
T (IFR-E) (Fig. No. 3) por milfmetro cGbico (44,45).

ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados de linfocitos T fueron camparados por la prueba t de -
Student. Los resultados de la actividad de factor tImico sérico fue-~
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roi comparados por métodos no paramétricos (prueba de rangos), con un -
1fmite de confianza del 95% (46,47).
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PREPARACION DE REACTIVOS.

Solucit de Alsever.

F&rmulas
Glucosa 20.5¢g
Citrato de sodio. 3H20 8.0 g
Acido cS..tr:Loo monchidratado 0.55g
Cloruro de sodio ‘ 4.2¢
Agua dest. c.b.p. ' 1000 ml

Ajustar pH a 6.1 con &cido cftrico 1 M. Esterilizar con filtro Milli

pore. Se puede meter en autoclave pero s6lo una vez.

Solucifn de Hanks.

FGrmula:
NaCl 8.0 g
 {ul 0.4 g
CaCl1,0 ' ‘ 0.4 g
Mg50,. TH,0 0.315
NaZHPO 4-121120 0.12 g
KH2P04 ’ 0.06 g
NaH(D3__ 0.35 g
Dextrosa 1.0 g
Rojo de fenol 0.007g

Agua desionizada c.b.p. 1000 ml
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Se van agregando los reactivos al agua desionizada uno por uno, man—— .
teniendo la solucidn en agitacitn constante. Disolver perfectamente y -~
aforar a 1 1itro. Ajustar el pH con NaOH 0.1 N 6 HCL 0.1 N. Guardar la~

golucién en refrigeracién.

‘Solucién de TRIS-NH 4Cl Q.15 M.

Férmula:
Buffer TRIS.=
Bage Tris ' 2.06 g
Agua degionizada c.b.p. 100 wl

Ajustar a pH 7.65 con HCQL®

Cloruro de anonio 0.15 M.

NH4cl 0.83 g
Agqua desionizada c.b.p. 100 ml

Se prepara agregande 10 ml de buffer Tris a 90 ml de NH4CLI 0.15 =~
M. El pH de lamezcla es finalmente ajustado a 7.2. Mantener en refrin

_geracidn.
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Azul de Tripén.

Férmula:
Azul de tripén 1.0g
Sol. salina isoténica 25 ml.

Filtrar y al momento de utilizarlo diluirlo 1:10 en solucién de Hanks.,
Es un colorante vital, y debe prepararse y guardarse en condiciones estéri-

les.

Ficoll-Conray

F6rmula:

Ficoll 400

Polimero de sacarosa y epiclorhidrina con

PMde 400,000 (Pharmacia Fine Chemicals,

Upsala Sweden) ' 8.0g

Conray

N - metilsuftalémico (Mallunckrodt - Pharma-
ceuticals, St Iuis Missouri) ’ 20 ml

Agua destilada ' 70 ml




34

Se agita la mezcla hasta disolver totalmente el Ficoll. No necesita-

refrigeracién,
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CAPITULO V
RESULITADGS

CARACTERISTICAS DE LOS NIROS ESTUDIADCS.

Se estudiaron un total de 34 nifios, que se agruparon de la siguiente
manera: el primer grupo se formS con 5 testigos sanos, 2 mujeres y 3 hom—
bres con edades camprendidas entre 10 y 13 afios; el segundo grupo se com
puso de 5 nifios con diagnéstico de Ataxia telangiectasia, una nujer y 4 -
harnbres con un rango de edades de 10 a 15 anos, este grupo representaba -
al testigo con actividad disnimifda de FTIS; el tercer grupo se formd de -
12 nifios sanos, 4 mujeres y 8 hambres, cuyas edades se encontraban entre
3 meses y 3 afios; y el cuarto grupo, propbsito d;a este estudio, estuvo —
farmado de 12 nifios con Stndrane de Down (trisanfa reqular), 5 mijeres y
7 havbres, cuyas edades estaban en un rango de 1 mes a 2 ajios (Tabla No.-
1}.

EFECIO DE LA TIMECTOMIA EN RATONES HEMBRAS CD-1.

Se timectanizaron 10 ratones hembras (D-1 de 6 semanas de edad y se -
Jes midi6 el nmero de linfocitos fommadores de rosetas-E pdr milfmetro ~-
ctbico en el bazo, dos semanas después de'la timectomia. Ios resultados -
se canpararon con el nGrero de LFR-E de bazo de ratones normales. Se obser
v6 en los ratones timectomizados menor nmero de IFR-EAm3  (x=131.3 + 20.2)
regpecto a los ratones controles (X = 190.8+ 14.3). Eatos valores promedio
se canpararon y las diferencias fueron significativas (p<0.001) (tabla esta
dfstica No, 1),
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EFECTO DE LA AZATICPRINA SOBRE LOS LFR-E DEL BAZO.

Se investig& el efecto de diferentes concentraciones (100, 300, 500,
750 y 1000 ug/nl) de Azatioprina en linfocitos de bazo de ratones nor--
males y timectamizados. Se observS que el nrero de L‘E‘R—E/‘nm3 disminufa-
al aunentar la concentracién de Azatioprina, siendo este efecto inhibi--
torio m&s marcado en los ratones nommales (Tablas No. 2 y 3, grafica ~--
No. 1). Se deteminé el. coeficiente de inhibicién, y se cbservd que en-
ratones nomales con concentraciones de Azatioprina de 300 y 500 ug/ml, -
se inhibfa el 50% de IFR-E; en los linfocitos de bazo de ratones timec-~
tamlzados, la inhibicifn mayor o igual al 50%, se obtuvo con concentra-«
ciones de 500 y 750 ug/ml (Tablas No. 4 y 5, grafica No. 2).

ACTIVIDAD DEL FTS IN VITRO.

Se midi6 la actividad del FIS de los sueros de los nifics de los dife-=
rentes grupos estud.iados, en linfocitos de bazo de ratones timectomizados,”
por su capacidad para inducir IFR-E. Se observS que el n(mero de IFR-E/ﬁm?' '
inducido con el suero de nifios con Sindrame de Dovn, fue de 133.1+ 16.8, —-
que fue menor que el nlmero cbtenido con el suero de los ninos sancs de ==
154.2 +22.1 LFR—E/nm3 . Estos resultados se campararon con el n@mero de —-
LFR-E/m® obtenidos sin suero (110.2+ 17.5), obteni€ndose un valor de - =—
p<Q.001 en ambos grupos. En los pacientes con Ataxia telangiectasia, la —
actividad del suero mostré cifras de LFR-E de 136.5 + 20.7/mn>, que al com-
pararlas con el nfimero de LFR-E obtenido en ausencia de suero (127+ 12.4) -~
fueron mis altas, pero la diferencia no es significativa (Tabla No. 6, gr&-~

fica No. 3, tabla estadistica No. 1).
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Se detexminaron los incrementos en el nfinero de LFR-E al incubar --
con los suercs de los diferentes grupos de nifios, y se reportaron camo--
coeficientes de actividad del suero. Ilos pacientes con Sindrame de Down-
presentaron coeficientes mayores (X =1.22:0.09) que los de Ataxia telan
gilectasia (®=1.07+ 0.07), y menores a los cbtenidos con el grupo de tes-
tigos sanog (%=1.41+0.16) (Tabla No. 7, grfifica No. 4, tabla estadfstica
No, 1}.

TITUIO DE ACTIVIDAD DEL FTS POR INHIBICTICN OCN AZATIOPRINA.

Se midi8 la actividad del FTS por inhibici6n con Azatioprina. Se =
determind el ntmero de LFR-E, previamente incubados con los suéros diluf
dos de los pacientes de log diferentes grupos estudiados, y el tftulo de
actiyidad del FTS se expresS cow el logaritmo de.base 2 del recfproco -
de la dilucién m8s alta, en que alin se encontrS inhibicién de LFR-E ma-—
yor o igual al 50%, Se observd que la actividad del FTS de los pacien—
tes can Sindrame de Down estuvo en un rango de 1 a 3, similar a la acti-
vidad del svero de los pacientes con Ataxia telangiectasia. la activi-—
dad obtenida se compard con la que se obtuvo en el grupo de testigos sa-
nos que fuede 3 a 5. La diferencia fue significativa, ocon una p<¢0.001.
También se camparS la actividad del FIS de los nifios sanos de 3 meses a
3 afios que estuvo en un rango de 3 a 5, con la actividad que se obtuvo -

.en ninos sanos de 10 a 15 anos que fue de 3 a 4, y no se encontrd dife—;
rencia significativa (p»0.05). (Tabla 8-10, gradfica No. 5, Tabla esta~—
distica No, 2),.
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LINFOCITOS T CIRCULANTES.

Se determind la subpoblacitn de linfocitos T (LFR-E) por milfmetro
chico, en los diferentes grupos de nifios. En los nifios sanos, se obtu~
vieron cifras pramedio de 932.8+ 64,5 LFR-E/m3 , en los nifics con Sfn-
dranedeboanseobser(/o unnmnemde 713.8% 128.6 y en los nifios con-
Ataxia telangiectasia el nﬁmero de LFR-E/mn obtenido fue de 413483.9.-
Estasg cifras promedio se camparararon entre sf y resultaron &stadistlc_a_
mente diferentes. EL grupo de nifiog con Sindrame de Down tuvo cifras de -
LFR-E Lnferiores a las cbservadas en la sangre de los nifics sanos, y —
superjpres a lag encontradas en log nifios con Ataxia telangiectasia, —
con una pd0.001 en ambos casos. El grupo de nifios sanos de 3 meses a 3
afos mostrd cifras de 972.8+64,5 LFR-EAm3, y el ée nifios sanos de 10 a-
15 afios tuvo un pranedio de 861.6+111.2; en la conparacién estadfstica-
entre estos dos grupos de edades diferentes, no se encontrd diferencia
signi ficativa.(p>0.1) (Tabla No. 11, gr&fica No. 6, tabla estadfstica -
No. 3).



39

TABIA No. 1

CARACTERISTICAS DE 10S NINOS SANOS, CON SINDROME DE DOAN Y CON ATAXTA

TELANGIRECTASIA.

TESTIGOS SEXO ED2D PACTENTES SEXO EDAD
SANOS afos ATRXTA T. anos
1 M 10 1 M 15
2 M 11 2 M 13
3 F 12 3 M 11
4 F 13 4 F 13
5 M 12 5 M 10
TESTIGDS SEX0  EDAD PACIENTES SEXO EDAD

SANCS anos~ meses S. DOWN afos-nmeses
1 M 2 1 F 4
2 M 2 2 F 2
3 M 3 3 M 7
4 M 2 4 M 5
S I 4 ) Iy 1
6 F 4 6 F 1
7 P 2 6 7 M 9
8 M 2 8 M 1
9 M 5 9 P 2

10 M 10 - M 1

11 F 11 M 2

12 M 3 12 M 6




TABLA No. 2

EFECIO DE AZATIOPRINA SCBRE LFR-E DE RAT NES CD-1 NORMALES,

LFR-E/m°
Mf;tf: A Z A TIOTP RINA
0 ug/ml 100 ug/ml 300 ug/ml 500 ug/ml 750 ug/ml 1000 ug/ml
1 212.5 185.0 122.5 92.5 70.0 47,5
2 205.0 157.5 122.5 87.5 60.0 37.5
3 202.5 180.0 102.5 82.5 65.0 47.5
4 200.0 172.5 120.0 82.5 65.0 37.5
5 192.5 162.5 107.5 77.5 60.0 40.0
6 190.0 170.0 87.5 67.5 52.5 30,0
7 182.5 145.0 85.0 57.5 42.5 22,5
8 180.0 150.0 107.5 90.0 72.5 25.0
9 172.5 135.0 80.0 70.0 52.5 35.0
10 170.0 147.5 117.5 80.0 57.5 27.5
be 190.8 160.5 105.3 . 78.8 59.8~ 35.0
DE 14.3 16.3 16.1 10.9 9.0 8.7

oy



TABLA No. 3

EFECTO DE AZATIOPRINA SOBRE LFR-E DE RATONES CD-1 TIMECTOMIZADOS

LFR-E />
No. de AZATIOPRINA
Muestra
0 ug/ml 100 ug/ml 300 ug/ml 500 ug/ml 750 ug/ml 1000 ug/ml

1 165.0 142.5 130.0 112.5 80.0 50.0
2 155.0 150.0 132.5 100.0 72.5 40.0
3 145.0 132.5 115.0 80.0 62.5 42.5
4 140.0 132.5 115.0 95,0 57.5 32.5
5 135.0 130.0 107.5 87.5 52,5 37.5
6 127.5 115.0 95.0 82.5 60.0 30.0
7 117.5 110.0 97.5 85.0 57.5 35.0
8 112.5 102.5 92.5 71.5 50.0 22.5
9 110.0 107.5 90.0 75.0 47.5 20.0
10 105.0 97.5 80.0 70.0 40.0 22.5
X 131.3 122.0 105.5 86.5 58.0 33.3
5.5 20.2 17.9 17.5 12.8 11.8 9,7




TABIA No. 4

CCGEFICIENTE DE INHIBICION DEL EFECTO DE AZATTOPRINA SCBRE ILFR-E DE RATONES CD-1 NORYALES

% INHIBICION
No. de
Moes t A Z A T I OP R INA
100 ug/ml 300 ug/ml 500 ug/nl 750 ug/ml 1000 ug/mi
1 12.9 42.4 56.5 67.1 77.7
2 23.2 40.2 57.3 70.7 81.7
3 11.1 49.4 59.3 67.9 76.5
4 13.8 40.0 58.8 67.5 81.3
5 15.6 44.2 59.7 68.8 79.2
6 10.5 53.9 64.5 72.4 84.2
7 20.5 53.4 68.5 76.7 87.7
8 16.7 40.3 50.0 59.7 86.1
9 21.7 53.6 59.4 69.6 79.7
10 13.2 30.9 52.9 66.2 83.8
X 15.9 44.8 58.7 68.7 81.8
E 4.5 7.6 5.2 4.4 3.6
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TABIA No. 5

QOEFICTENTE DE INHIBICION LEL EFECTO DF AZATIOPRINA SOBRE IFR-E [E RATONES CD~1 TIMECTOMIZADCS

%, INHIBICION
No. de
Myestra A Z AT I OPURTINA
100 ug/ml 300 ug/ml 500 ug/ml 750 ug/nl 1000 uvg/ml
1 13.6 21.2 31.8 51.5 69.7
2 3.2 14.5 35.5 53.2 74.2
3 8.6 20.7 55.2 56.9 70.7
4 5.4 17.9 32.1 58.9 76.8
5 3.7 20.4 35.2 61.1 72.2
6 9.8 25.5 35.3 52.9 76.5
7 6.4 17.0 27.7 51.1 70.2
8 8.9 17.8 311 55.6 80.0
9 2.3 18.2 31.8 56.8 81.8
10 7.1 23.8 33.3 61.9 78.6
X 6.9 19.7 34.9 56.0 75.1
i€ 3.5 3.3 7.5 . 3.8 4.3
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TABIA No. 6

ACITVIDAD DEL FTS SOBRE IFR-E DEL BAZO DE RATONRS TIMECTOMIZADOS (RIx)

44

No. de IFRE Rix/md + | LFR-E RixAm® +
pPeterminacitn LFR-E R'I'x/nm3 Suero Nifio Sano Suero S. Down
1 132.5 202.5 162.5
2 110.0 152.5. 125.0
3 105.0 157.5 142.5
4 125.0 137.5 140.0
5 92.5 147.5 112.5
6 97.5 125.0 130.0
7 120.0 175.0 142.5
8 85.0 130.0 115.0
9 11225 145.0 137.5
190 95.0 147.5 115.0
11 140.0 180.0 157.5
12 97.5 150.0 17.5
X 110.2 154.2 133.1
i€ 17.5 22,1 16.8
No. de IFR-E Rox/mo + IFR-E ROx/md +
Deteminaci6n | IFRE RTw/m? | Suero Nifo Sano Suero Ataxia t.
1 110.0 132.5 115.0
2 132,5 170.0 155.0
3 130,0 162.5 135.0
4 120.0 137.5 117.5
5 142.5 175.0 160.0
- X 127.0 155.5 136.5
BE 12.4 19.3 20.7




TABLA No. 7
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CCEFICIENIES DE LA DIFERINCIA [E IOS IFR-E IE BAZO [E RATONES TIMBCTOMIZA~
DOS"CUN SUERD DE NIROS Y DB LOS IFR-E IE RATONES TIMECTOMIZADOS SIN SUERO.

No. de *Ca No. de 0
Control Svero Niho Sano Paciente Suero Nijic S. Dowh
1 1.53 1 1.23
2 1.39 2 1.14
3 1.50 3 1.36
4 1.10 4 1.12
5 1.59 5 1.22
6 1.28 6 1.33
7 1.46 7 1.19
8 1.53 8 1.35
9 1.18 9 1.12
10 1.55 10 1.21
11 1.29 1 1.13
12 1.54 12 .21
X 1.41 X 1.22
DE 0.16 5 0.09
No. de *Ca No. de *Ca
Omntrol Suero Nijo Sano Paciente Suer~ pifo Ataxia t.
1 120 1 1.05
2 1.28 2 1.17
3 1.25 3 1.04
4 1.15 4 0.98
5 1.23 5 112
X 1.22 X 1.07
DE 0.05 ) 0.07

*Ca: Coeficiente de actividad=IFR-E RIx + Suero/LFR-E Rix



TABLA No. 8

TITULO DE ACTIVIDAD [EL FTS IE SUERD DE NINCS SANOS, EN % DE INHIBICION OON AZATICPRINA (Az) SOBRE
IFR-E DE RATONES TIMECTOMIZADOS (RTx)

No. de LFR-E RTX LFR-E RTx IFR-E RIx + Suero Nomal Dilufdo + Az logz DEL RECIPROCO DEL
¢ D E I NHIDBICTION
Testigo + Az +Suero Conc. TITUIO DE ACTIVIDAD
+ Az log, del Recfproco de la Dilucién
SANO $ Inhibicién | ¥Inhibicién | o 2 ) 3 ‘ 5 6 50% de Inhibicién
1 33.3 90.1 77.8  82.7 75.3  69.1  60.5 43.2 5
2 32.8 77.0 70.5 63.9 57.4 49.2  42.6 44.3 3
3 33.3 79.4 74.6 73.0 63.5 60.3 49.2 41.3 4
4 47.3 87.3 80.0 63.6 52'.7 47.3 49.1 43.6 3
5 28.8 86.4 81.4 72.9 6L.0 62.7 57.6 39.0 5
6 36.0 86.0 78.0 . 68.0 72.0 48.0  38.0 32.0 3
7 32.9 81.4 68.6 55.7 58.6 50.0 38.6 32.9 4
8 34.6 86.5 84.6 71.2 63.5 55.8 46.2 34.6 4
9 41.4 82.8 77.6 621 62.1 48.3 43.1 44.8 3
10 33.9 86.4 74.6 66.1 55.9  52.5  40.7 33.9 4
11 40.3 90.3 79.2 819 62.5 55.6 47.2 43.1 4
12 31.7 90.0 76.7 80.0 68.3 63.3 48.3 43.3 4
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TABLA No, 9
TITULO DR ACTIVIDAD [EL FIS [EL SUERO [E NINOS CON SINDRME DE DOWN, EN % DE INHIBICION OON AZATIOPRINA

{Az) SCBRE LFR-E [E RATONES TIMECTOMIZADOS (RIx)

No. de LFR-E RTX LFR-E RIx LFR-E RIx + Suerc S. Down Dilufdo + Az log, . EL RECIPROCO DEL
tSueroQone. | 8 DE I NKIXIBICION
Paclente + Az + Az logz del Recfproco de la Dilucifn TITULO DE ACTIVIDAD
S. DOWN % InhibiciSn | 8 Inhibicitn} 1 2 3 4 5 6 50% de Inhibicién
1 41.5 84.6 75.4 63.1 49,2 46.2 35.4 38.5 2
2 40.0 80.0 78.0 50.0 44.0 46.0 38.0 44.0 2
3 36.8 71.2 68.4 70,2 59.6 49.1 49.1 40.4 k]
4 46.4 89.3 67.9 554 48,2 46,4 d1.1 4.6 2
5 37.8 84.4 68.9 66,7 64.4 48.9 35.6 40.0 3
§ (.6 84.6 75.0 73.0 €&.5 46.2 48.1 38.5 3
? 40.4 78.8 68.4 54,4 47.4 491 38.6 40.4 2
8 39.1 78.3 €9.6 58,7 41,3 457 43.5 37.0 2
9 43,6 67.3 54.6 47.3 49,1  40.0 41.8 45.5 1
10 43.5 78.3 80.4 67.4 54,3 47.8 41.3 43.5 3
i1 46.0 64.1 77,8 58.7 44,4 46.0 4L 44.4 2
12 40.4 78.7 48,9 553 426 36,2 40.4 36.2 2

Ly



TABLA No. 10

TITULO DE ACTIVIDAD DEL FIS [EL SUERO DE NINOS SANOS Y OON ATAXIA TEIANGIECTASIA, EN % DE INHIBICION CON
AZATICOPRINA (Az) SOBRE LFR-E DE RATONES TIMECTQMIZADOS (RTX)

No de LFR-E RTx LFR-E RIx IFR-E RTx + Suero Nommal Dilufdo + Az 1092 DEL RECIPROCO DEIL
$ D E I NHIBTIUCION
Testigo + Az +Suero Conc. l092 del Reciproco de la Dilucién TITULO DE ACTIVIDAD
+ Az
SANO % Inhibicién|$% Inhibicién 1 2 3 4 5 6 50% de Inhibicitn
1 35.8 83.0 81.1 64.2 58.5 47.2 39.6 45.3 3
2 33.8 82.4 76.5 75.0 63.2 69.1 48.5 44.1 4
3 36.9 78.5 73.8 76.9 70.8 53.8 43.1 41.5 4
4 38.2 80.0 83.6 67.3 61.8 49.1 41.8 45.5 3
5 35.7 84.3 90.0 77.1 70.0 57.1 45.7 48.6 4
No. de LFR-E RTx LFR-E RIX IFR-E R% + Suero Ataxia T.Dilufdo + Az log2 'DEL RECIPROCO DEL
$ DE INHIBICION
Paciente + Az +Suero Conc. TITULO DE ACTIVIDAD
+ Az lc>g2 del Reciproco de la Dilucitn
ATAXIA T.| $Inhibicién |% Inhibicién 1 2 3 4 5 6 50% de Inhibicién
1 41:3 63.0 56.5 45.7 47.8 39.1 41.3 32.6 1
2 37.1 79.0 82.3 71.0 56.5 46.8 40.3 45.2 3
3 44.4 57.4 55.6 42.6 46.3 44.4 37.0 37.0 1
4 44.7 61.7 53.2 4.7 46.8 40.4 42.6 34.0 1
5 39.1 79.7 75.0 53.1 45.3 48.4 37.5 42.2 2




NUMER) DE LFR-E DE SANGRE PERIFERICA [E NINOS SANOS, OON SINDROME [E DOWN
Y (ON ATAXIA TELANGIECTASIA

TABIA No. 11

'r;s m%iogo LFR-E /i gi.lcé;nmte ' LFR-E/mf
Nmero Nanero
1 996 1 856
2 865 2 646
3 968 3 863
4 800 4 773
5 1004 5 715
6 908 6 760
7 866 7 850
8 965 8 753
9 898 9 405 -
10 988 10 628
11 905 1 650
12 1030 12 666
X 932.8 X 713.8
DE 64.5 e 128.6
Testigo 3 Paciente
SANO LFR-E/mmi ATAXTA T. LFR-E/mm’
Nfmero Nimero
1 760 1 415
2 840 2 440
, 3 755 3 455
4 998 4 270
5 955 5 485
X 861.6 X 413.0
DE .2 e 83.9
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GRAFICA Ho.1
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GRAFICA No.3
ACTIVIDAD DEL FTS DEL SUERO DE NINOS SOBRE LFR-E DEL BAZO DE RTx
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GRAFICA No.4
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1062 DEL RECIPROCO DEL TITULO DE ACTIVIDAD DEL FTS

GRAFICA No.5
TITULO DE ACTIVIDAD DEL FTS
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TABLA ESTADISTICA No. 1 E—

FUENTE IE VARIACTION
LFR-E de Bazo de Ratones Nérmales y Timectomizados

GRUPO n gl %t caleulada | It tabulada | p CONCLUSION
Ratones narmales cepa CD-1 10
Ratones Tx aapa CD-1 10 9 9.5 4.781 <0.001 Significativa -

FUENTE E YARIACION
LFR-E de Bazo de Ratones Timectamizados sin suero y con suero de Nifios

GRIPO n gl 1 calculada | It tabulada | p CONCLUSTON
LFR-E RTx sin suero 12 1 9.41 4.431 <0.001 Significativa
LFR-E RIx + Suero Control Sano 12
LFR-E RTX sin Suero 12
11 10.324 4.437 <0.001 Significativa

_ LFR-E RTX + Suero Nifio con S. Down 12
LFR-E RIX sin Suvero
LFR-E RTx + Suero Nifio con Ataxia t.

4 2.08 » 2.132 20.1 No significativa

1
- N t de Student para datos Correlacionados

Coeficientes LFR-2 RTx can Suero / LFR-E RTX sin suero

GRUPO n gl “ calculada | “t tabulada | p CONCLUSION
LFR-E RI% suero control/LFR-E RTx 12 .
LERE KO suero 5. Down/LFR-E RTx 12 22 48.74 3.792 <0.001 Significativa
LFR-E RTX Suero control/LFR-E RTx 5
| LFR-E RTx suero Ataxia t./LFR-E RTx 8 5.041 5.041 0.000 | Significativa
IFR-E RIX Suerc S. Down/LFR-E-RTx 12
LFRE RTx siero Atacia t./IFRERTX | 5 15 2.131 2.131 <0.05 Significativa

2t de Student para datos no Correlacionados
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FUENTE DE VARIACION

TABLA ESTADISTICA No. 2

1092 del Reciproco del Tftulo de Actividad del FTS

GRUPO n gl ¥ caloulada | Wrabulada | p | covusIy
Controles Sanos 17
Pacientes S. Down 12 2 20.6 13.815 <0.001 | Significativa
Pacientes Ataxia t. 5
3 de Kruskal-Wallis
FUENTE DE VARIACION
log, del Reclproco del Tftulo de Actividad del FIS
GRUPO n U caloulada %0 tabulada p | oconcousIon
Controles Sanos 12 8 20 <0.001 Significativa
Nifios §. de Down 12
Controles Sanos 5
Nifios con Ataxia t. 1 1 0.008 Significativa
Nifios con Ataxia t. 5 16 13 .
Nifos con S. de Down 12 >0.05 | No Significativa
Nifios Sanos 3 mesed-3 aiios 12 25 13 '
Nifios Sanos 10-15 afios 5 >0.05 | No significativa

QU de Maxm-wmtney

LS



TABLA ESTADISTICA No. 3

FUENTE DE VARIACION

Rosetas T (LFR-E/mv’) de Sangre Periférica

GRUPO n gl %t calculada 2% tabulada | p CONCLUSION

QOmtroles Sanocs 12

Nifios con S. de Down 12 22 5.190 3.792 £ 0.001 Significativa
Controles Sanos

Nifios con Ataxia t. 8 7.201 5.041 <0.001 Significativa
Nifios con S. de Down 12

Nifios con Ataxia t. 5 15 4.775 4.073 <0.001 Significativa
Nifios Sancs 3meses-3afios 12

Nifios Sanos 10-15 afios 5 15 1.616 1.753 >0.1  |No Significativa

2t de Stident para datos No correlacionados
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CAPITULO VI

DIS CUSL (N

En los Gltimos afios se ha cbservado un gran interés por la gléndula -
tfmica y sus extractos, a partir de los experimentos de Osoba y Miller —--
(1,48,49) que describen las consecuencias de la timectomfa en ratones rc-—
cién nacidos, y demuestran finalmente el deterioro de la respuesta inmine—
celular. Conel implante de timo embrionario o neocnatal dentro de cimaras
millipore de difusifn, estcs ratones timectomizados al nacimiento, recupe—
raron la capacidad de rechazar injertos de piel alogénicos y de producir -
énticuerpos contra eritrocitos de camero, previniéndose ademds la pérdida
de peso. Estos experimentos sugirieron la presencia de un factor humoral-
scretado por el timo, capaz de proporcionar a las cflulas linfoideg conpe

tencia frmunolégica.

Se ha descr. to un nfmero importante de hormonas tfmicas, entre las --
que se incluyen la timosina de Goldstein, el factor humoral timico, la —-
timopgretina y el factor timico sérico. Lasl hormonas timicas son produci-
das par el epitelio timico y se ha sugerido que su actividad biolSgica mds
importante, es la inducci6n de cflulas T a varios estadfos de maduracidn.—
Esta accifn se cree que estd mediada por &cidos mucleicos cfelicos, pues -
se Ha probado que el FIS incréementala produccién de prostaglandinas y la -
sintesis de AMPc en linfocitos (3,23). EI' AMPc tiene un efecto parecido al
FTS, va que induce sensibilidad al suero anti-teta (0) y a la azatioprina—

en células linfoides teta (8) negativas (21).
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La demostracién de una hormona tfmica en el suero de animales experi-
mentales y en el suero humano (9,102 ,13) que inducia la expresién del —
anttgeno © en células del bazo de ratones timectamizados (5-8) y la demos
traci6n de que estas células © positivas eran sensibles a Azatioprina (7-9),
permiti6 la redici6n de la actividad del factor tfmico sérico.

En nuestro estudio pudimos confirmar el efecto de la timectamfa en ra
tones adultos, al observar una disminucién de cflulas de bazo sensibles a-
Azatioprina y formadoras de rosetas esponténeas con eritrocitos de carnero.
Estos resultados sugleren la ausencia de mediadores timicos en los ratones-
timectomizados, que induzcan la aparicién del antfgeno @ en cflulas timode-
pendientes. La incubacifn de estas oc8lulas de bazo de ratones timectamiza-
dos can suero que contenfa FTS, nos pexrmiti6 medir la restauraci6n de LFR-E.

sensibles a azatioprina,

Se han realizado diversos estudios inmunolégicos en pacientes con Sin-
drame de Down; en algunos, se ha evaluado el nfmero de linfocitos circulan-
tes y la subpoblacién celular, reportfndose resultados contradictorios. Se
ha obgervado que en lospacientes conSD de instituciones Down, se ha encon
trado disminucin de la subpoblacin de linfocitos T (36). En otros estu—
dics, las proporciones de linfocitos T y B se han encontrado pricticanente-
normales en nifios trisfmicos que no estén en instituciones (37). La razén -
de esta discrepancia en la actualidad no estd totalmente aclarada.

En este estudio, se encontrf en el grupo de pacientes con Sindrome de
Dovn con trisomfa veqular, disminufda la subpoblaci6n de linfocitos T circu
lantes, que es congruente con algunos estudios de grupos de pacientes con -
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SD menovres de 10 afios (32) . Es posible qué las diferencias estén dadas -
por falta de homogeneidad en los grupos de estudio, en lo que respecta -
a edad y alteracifn citogenftica. Por otra parte, se detemmind que los-
niveles de linfocitos T en nifios con SD no se encuentran tan disminufdos
camo en log nifios con Ataxia telangiectasia. Creemos que estos resulta—
dos no estdn afectados por la diferencia de edades entxe estos dos gru——
pos de pacientes estudiados, ya que los nifics sanos de ambos grupos de-
edades no muestran diferencias significativas en sus niveles de linfoci-
tos T; aunque debe ser considerado que el grupo de nifios estudiados es -
my reducido,

Se ha demostrado que los efectos biolégicos del FIS incluyen la induc
clbn de marcadores de linfocitos derivados del timo saobre precursores de
cflulas T, caomo el antfgeno 8 y el aloant_I.geno Ly-1,2,3+ (3,5-8). Otro -~
efecto del FTIS es nommalizar el elevado nivel de células formadoras de ro
setas autdlogas en ratones adultos timectomizados (3,54). Después del -
tratamiento in vivo con FIS, se ha obtenido restauraci6n de las respues—
tas de células de bazo a PHA y con A en ratones adultos timectamizados —-
(88), Tanbién el tratamiento con FIS, aurenta la generacién de cflulas T -
cltotbxricas en ratones adultos timectomizados (56), que muestran una pro—
duccién disminuida de cflulas citotfixicas al ser inmunizados con células-
alogénicas. Por otra parte, el tratamiento temprano in vivo con FTS mejo-
ra la supresifn mediada por c&lulas T, camo se ha visto con la disminucidn
de la produccitn de anticuerpos contra antfgenos timeindependientes camo -
la polivinilpirrolidona en ratones NZB (57). Ademas, la administracifn ==
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del FTS natural en ratones normales, retarda el rechazo del aloinjerto--
de piel, por la disminucién en la produccitn in vivo de linfocitos T ci~
totBxicos aloreactivos en el bazo (58).

Otro.efecto biolbgico del FTS es incrementar el ntmero de linfocitos
T en sangre periférica, en pacientes con inmnodeficiencia de cBlulas T
(40,41) y mejora in vivo la inmunidad mediada por células timodependientes
{41,42) . E1 FTS modifica en particular la diferenciacién celular, inducien
do un incremento de linfocitos formadores de rosetas, y en forma secundaria,
incrementa la produccién de algunos mediadores de la immunidad (35). En =~
egte estudio, los resultados muestran que los pacientes con SD con triscmia-
regular, tienen una menor actividad de FIS en el suero, que es similar a la
encontrada en pacientes con Ataxia telangiectasia y se oorrelacicna con una
menor subpoblacién de linfocitos T circulantes. Aunque los pacientes oon A-
taxia telangiectaﬁia son de mayor edad (10-15 ahos) que los nifios con SD —
(3 meses-3 afos), y a los 10-15 afios el sistema inmunolégico ya se encuen——-
tra el estado madure, al conparar los niveles de FTS en nifios sanos de ambos
grupos de edades estudiadas, no encontranos diferencia estadfstica significa
tiva. Por tanto, podamos sugerir que en este pequefio grupo de nifios estudia
dos, los nifos con SD se camportan en forma similar a los nifios con Ata - -
xia telangiectasia, en cuanto a sus niveles de factor timico circulante. --
Los resultados cbtenidos de que los pacientes con SD tienen menor actividad-
sérica del FIS, son congruentes con los feportados en la literatura (34). Es
ta alteraci@i puede explicarse por una disminucién en la sintesis del FTS -
por las células epiteliales del timo, o bién, poca actividad del FTS, o por-
la presencia de inhibidores séricos del FUS. De estas observaciones ---
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encontradas en pacientes con trisomfa regular, se confirma un defecto --
inmmoléglco en la funcifn del timo. Ia deficiencia de linfocitos T en--
omtrada en nifios con SD, sugiere que estos nifios tienen una mayor pobla-
citn de células indiferenciadas, debido a la menor actividad bioldgica del
FIS, Esta poca actividad del FIS en inducir maduracitn y diferenciacin-
de linfocitos T, afectarfa finalmente la respuesta inmune celular.

De los conocimientos que se han adquirido scbre el Factor Timico S&ri
o0, 8se ha sugerido que las aplicaciones clinicas potenclales de la adminis
.tracitn del FIS san {3) :

- En sindromes de inmunodef iciencia: SIndrame Di George, ataxia telangiec~

tasia, deficiencia de IgA con bajos valores de cflulas T.

- En infecciones crénicas asociadas con deficiencia de cglulas T: lepra -
lepromatosa, candidiasis crSnica mucocutinea o tuberculosis resistente a -
mtibiétioos.

- En infecciones agudas, esencialmente virales (particularmente las que in
valucran células T como Herpes). Los pacientes con irmumosupresisn, ya sea
en una base terapfutica (recipientes con transplante de 6rgano, pacientes-
con lencemias que reciben quimioterapia) o espontfneamente (enfermedad de-
Hodgkin, mieloma), pudieran beneficiarse con el FIS, cuando estén seriamen
te infectados.

= En injertos de 6rganos ( en vista del retraso del rechazo del aloinjerto
de piel en ratones formales).
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-~ En ciertos tumores
- En enfemedades autoinmmes

Y de este estudio se sugiere la utilidad de su administracifn,en ni-
fios con S Indrame de Down.
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CAPITULO VII
ONCLUSICNES :

1.- La timectomfa en los ratones hembras de cepa CD-1 de 6 semanas de~-—-
edal, induce una depresitn de los linfocitos formadores de rosetas-E-

en el bazo.

2.- 1os LFR-E del bazo de ratones nomales son mis sensibles al efecto - =~
inhibitorio de la Azatioprina, que los LFR-E del bazo de ratones timec
tanizadoa.

3.~'Los AUero8-de los nifios con Sindrame de Down, tienen menor actividad de
Feactor Tomico que los suercs denifios sanos; esta actividad es semejan-
te a la obtenidaen el suero de nifics con Ataxia telangiectasia.

4.~ E ntinero de linfocitos T de sangre periférica, es menor en los nifios-
ca Sindrome de Down que eh los nifios sanocs. Sin embargo, los niveles-
de linfocitos T en nifios con Sfndrame de Down, son mfs altos que los -
encontrados en nifios con Ataxia telangiectasia.

5.~ Los resultados cbtenidos indican que los nifios con Sindrame de Down —~-
presentan una inmmodeficiencia parcial.
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nanogranos
microlitros
micrémetros
milinetro ctibico
microgranos
miligramos
mililitros

_ gramos

kilogramos
Unidades Internacionales

Linfocitos formadores de
regetas esponténeas

Azatioprina

Factor Tfmico Sérico
Ratones Normales
Ratones Timectomizados
Ooeficiente de inhibicifn
Ooeficiente de actividad
Eritrocitos de carnero
Suero ultrafiltrado
Sindrome de Down
Fitohemaglutinina
Concanavalina A
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Fig. No. 1. Cariotipo de una Nifia con Sindrome de Down, Trisomia Re-
gular (47,XX,+21} (Cortesia de Roberto Guevara, Depto.de
Genética, losp. Pediatria, C.M.N.).



Fig. No. 2. Timectomia de un Paton Hembra, cepa CD-1

Fig. No. 3. Roseta-E de Sangre Periférica
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