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CUADRO 1

GRUPO EXPERIMENTAL

RATAS
'No.8 | No.9l No.5[No.12 | No.16| No.11 | No.4! No.1! No.71 No.15
N E| E| E | E E E El E E
sll_©o P| E RI A C 1 | o N
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M e
A4  _ME| E - E|{ MB| -
5 - E| MB| E -
N <<
6 EZ | MB| E| M| MB
A ‘
7 E - E -
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GRUPO TESTIGO
RATAS »
No.18[ No.20] No.19] No.21] No.22| No.13
ol E E E E | E E
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21 OE E E E E E
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" 3  OME| - - - -
4 E E E E
A
5 - - -
6 E E E
A
7 MB| -
S
8 E
TIROIDECTOMIA Y SACRIFICIO DE LA RATA
MB  MUESTRA SANGUINEA BASAL :
E ESTIMULACION CON HETh (MB y muestra a las tres horas)
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Su=ro % U/Uo | d.e.| serr.est.] 3$Hc.v.] "'k =rr.est.
estandar 1 ) )

(g Ty/dl ) | -. << 0.05
0.43 | 87.6 2.2} 0.8 | 2.8 1.9
0.87 78.7 4.5 1.7 5.6 3.0
1.75 67.6 | 4.4 1.6 5.5 4.0
3.50 | 50.1 | 3.8 1.4 7.6 3.3
7.00 | 27.9 4.5 1.7 5.1 4.1

Los coeficientes de veriacidn infra~interanéalisis (%
.} abtenid  cad énd alid: -
c.v.) ablenidos para cada suero estandar son vélidos para garan

tizar unRIA altamente reproducible y confiable.

5.~ Cuantificacién de T, fotal en plesma por RIA.

Grupos Testigo y Experimental .

Cada muestra de plasma, se analizd por cuadriplicado.
Los 25 U/Uo obtenides para cada muasira fuaron inferpolados en la

curva esténdar represenfativa (35 U/Uo vs g T4/dl); sz utiliza—-

ron las prusbas de anélisis de varfonza (ANCVA) y la de Tukey co

e | 4 S | .
n cada coso el vaier basal -

&
e
p g
0
0
W
™~
0
O
:-_.;
g
{i
b
b
o
4

infcial fzmama cero) conira cada uno de los valores basalzs obieni
dos zn las semanas posteriores a la opzracidn. Para los valeores re-
sultanics de la sstimuleeidn con HETh, sz conpuareron 2sios conira

~

sy coii2spo ndlenie velor basal .
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Ea estudios dond2 se cusnia con un nlnero reducido de

muastras y por lo tanto sz ranzjan grodes de libariad muy pequefios,

la aplicacidn d2 pruebas estadisticas paraméiricas, como la %" de

Studsnt, cumenta mucho la posibilidad da cometer errores tipo 2. -
Nosotros emplzamos dos prusbas no paraméiricas, gue son la prucba
dz ANOVA y la d= Tukey El objetive dzl estudio d2 ANOVA, es
comparar {05 promedios d2 dos o mas pob]dciones,}tl, /U‘Z' ey }Jk,
para sabzr si son iguales enfre sf, cuales lo son y cualas no lo son.~
St al aplicar el ANOVA la hipdiesis de igualdad de promadios pobla
cionales s2 rachaz ¢, enfoncas se concluyz que la igualdad d2 los —-
promedios poblacionales no es ciertg; quada por dzfarminar cuales
difieren =nirz si y cuales no. Para lasolucidn de estz problema se -
realizéd la prusba de Tukey, la cual consiste en investigar la magni-

tud rzlativa da cada diferencia enfre promedios muzsirales. Para da-

cidir cuando una diferencia anire promae
s2 calcula la "diferencia minima significativa veal " (DMSR), o partir
da las dznominades fablas de valores studzniizades qua fusron cons--

irufdes por Tuksy. De manara Zue pora que alguna diferzncia 2niiz -

ciamazdios Xa - Xb, s2 pueda considerar como signif

a: ’
ﬂ
she
g
<
o]

h.
£
12
oy
fu

i
H
I

quizra que eca dHiencia sea wayer que 3l valor d2 DMSR; 20 21f2 ca

hJ
e

0

> consic rra quz la hipdies s jia }_, 5 dzbe rechozas: (Caneds, 1977).
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Lz tabla 1, muzsira los vzlores basalzs obianidos en =]
grupo fzstigs. En todes fas ratas estudiadas, execepio la #20 y 22,
los nivelss de T‘4 enconirados al finzl d=] perfodo sxpsrimental de
cada una de ellas, se mantuvieron sin diferenc;ias significafivas -
{p>>0.05) can respacto al valor basal inicial (semonacaro) corrzs--
pondienie a cada rata. En las rates £20 y 22 las disminucionss en-
contradas son significativamente diferantes con respzcto al valor
infcial (p<0.05). En la rata #19 2ncontramos uaa elevacidn en el
valor corraspondiente a la s2gunda szwana, cuya diferencia con ras
pacto a su valor inicial fuz significctiva (p<0.05).

La Oltima columna de la ta%la 1 muesira los promzdios -
{(X) da los veslores de todas las rafas semana ras semana; ninguns d2
astos valoras mostraron diferencias significativas con respacio al -

t

valor pronizadio de la semana cero.

La tabla 2, muzsira los valeres de Ty =n el grupo ¥23—
tign, tras horas después de 2stimuler @ coda rata con HETh . Podz-
nos apreciar que fodas lus ratas con 2xcepeidn d2 1a 13, raspca-
dizron a la 2stimulacidn con HETh, mesiraido una zlsvacion dz -
conczniiacin da T4 con rasprcio al volor basal abiznido, corres--

. . , 2
poadiznie a ~ca raba en dicka sewaix (090.05). Los rates 913, -

2y 21, 1> rzspondivon infcialments o la stimulacién.
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La columna Xdz la tabla 2, mussira los promadios da
orzs semana por semang; se obszrvaron elevaciones significa
fivas con respacio al valor promedio basal de la semana cero  (ta
bla 1) sélo 2n la s2mana caro, 2 y 4.

-

La gréfica 4, mussira los promedios d2 los valores ba
sales de Ty (linzas con‘h’nuss) y los valores despuzs de la estimula
cidn co‘nr HETb (Ifneas discontinuas) ssmana tras semang; estss va-
lores correspondan al grupo testigo. Sz graficé concaairacidn dz -
‘i'4 (}gg/di) en.los ordznadas conira tiempo (semanas) 2n las abssi-
sas. Observamos una tendencia a la disminucidn 2n =] promadio de

fos valeres basales de T4, mientfras que la respuesta a la sstimula~-

cién con HETb d2{a de sar significativa con raspscio a su valor pro

n

madio basal, a partir de la sexia semana.
La tabla 3, muesira los valorass basales obtanidos en el

grupo exgarimental . Todas las ratas exsepio la 12, muesivan una e=

e

) levacién en la concentiacién de Ty al final d= su periodo exparim=n

.

« ® e ;U K
tal, con rzspzcio a su valor basal infcial (p<0.05). La vata 712 .nuss

tra elzvacionss de concenivacibn de T4 =n la segunda y tsrcora s2o-ang

los cuales no seon significativemania diforantes a su valor basal ini-

£

» . >~ ;l.' .
cial;el mismo fendmeno s3 prosenid en la rata 76, sin cabargo, los

valoraes obiznidos en las semanas sieuicates muss fran o] >vacionss -

significativas (94:9.05).




La columna de prom:dios (X)d2 la tabla 3, nuzsira ~
diferancias significativas en los promedies d2 fodas los semanas ~
excepio 2n la tercera, con respacio al valar promedio de la sema-
na cero.

En la tabla 4 sz =ncuzniran los valores de T4 d=] gru~
po expzrimental, como resultada d2 la es timulacidn con HETh,

En este caso las ratas #8, 12 y 18, muestran al final de su perfo-
do =xperimental un incremento de Ty significativo (£€0.05), con
respacto al valor basal corres pondiznie a la misma rata en la fa=-
bla 3. La rata 715 mos #6 una ligera 2levazidn que no as signifi
cativa, lo mismo quz la zaconirada en la #7 2n su séptima samana.
En fas ratas #11 y 6 52 obsarvd un dzcremenio de T 4 significativo
en su Gltima semana (semana 4 y 7 respectivamsnte). La rata 71,
muas fra a partir d2 la segunda semana incremznios y dzcremanios =
no significativos (p>0.05).

a columng de oromedios d2 la foid muasir 2 50
La eol de promedios dz la tebla 4, muzsira qu2 s6

lo los promadios de los valores basales de la szmanag cero y 2, compa

rados con los promadios de los valeres de estimulacian respzctivos
son sigaificativanents diforanizs eofre si (p4£0.05).

La gr&lfica 5, wu siva los sromadios d» los valerss basa-

les d Ty d cada sxaana (Ifnzas conifnuas) y los promadics d2 los
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valores de T 4 después de la estimulacién con HETh (ITnscs discon

-

ifnuas) del grupo experimental. Se grafict la conceniracién d2 Ty
vs Hiempo . Observamos un incremenio dz! valor promedio bazal, -
desde la segunda semana hasta la octava, y por ojro lado s= obser-

va la ause ncia de respuesta significativa a la estimulacidn con =

HETh, desde la cuarta szmana en adelante.

6.~ Estudio Histopatolégico.

Al efectuar el estudio his fopatolégico, se enconird qus

. 2n los testigos si hubo rachazo czlular. En las figuras 1 y 2 s2 mues

tran algunos de los aspscios de la histologia normal de la firoidas -
en una rafa joven; las figuras 3 v 4 muszsiran los mismos aspzcios =

en una rafa senil. Las figuras 5y 6 muestran algunos de los aspecios

2—

histo légices del rechazo. A partir de la segunda semana se localizan
macréfagos en la zona donde se inyzctd, que inicicha la destruccion

de la c&lulas tramspl anfadas, asi mismo se obszrvd infilirado linfocita

-

rio que aumenid en las samanas subszcuenies. D2 esta manzra se for-
maron los nédulos & rech@zo . Por ofra parte, obszivamos una savera
inflamacidn 2n la zona de la oparacidn en cuairo dz las s=is ratas

tfestigo; &sta aparzcid en el transcurso de la primzra semana y desa-
paracid aproximadamente quince dias despuds.

En 2] grupo exparime nial consfatores la auszneia de -
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RATAS

TABLA

21

2

N

GRUPO TESTIGO ——— VALCRES BASALES

0 24+04(13+0! [26t02|25+06(206+01|23+05
2|26+01 | [7+03|27+05/20: 03|11 +02 [25+04(21t04
3 13004 132004
16+04 |19+02 | 1404 |24 £02|18+04

|7£0 720l

1302 | 1702 | 14403

6+02| 16402

(p 0.05),

LAS CATIDADES ESCRITAS SON LOS VALORES PROMEDIOS ¥ D.E. 9«3'&/&1)
LOS VALORES SON SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES DEL VALOR
INICIAL EN SU RESPECTIVA FILA

L0S VALORES NO MUESTRAN DIFERERCIAS SIGRIFICATIVAS.
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TABLA 2

GRUPO TESTIGO —~—— VALORES ESTIMULACION

20

21

22

13

X .

32102

15+03

57+06 |22+02

l49+03

1.8+02

32t171 1

126:02|50:03

28+02|28+06|31:0.2.

33+09

4

3210

36102

3240

1502

29+08]

ﬁf

22+05 i

12£006

|7 +0Ob1-

113102

13+02

LAS CANTIDADES ESCRITAS SON LOS VALORES PROMEDIO % D.E. (ﬁ‘%;)
LOS VALORES SON SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES DEL VALOR

BASAL RESPECTO A LA TABLA 1 {p< 0.05).

. LOS VALORES NO SON SIGNIFICATIVAMENTE DWERENTES. .
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ABLA

3

GRUPO EXPERIMENTAL —-—— VALORES BASALES

X .

21t002 |

i1 16 158 6 7

1341022702 20702| 14+0] | 13+01 |20:02|21+02 [psto3jLizol 2.14;0.7?3
?
44102[39t02|3102 [24t04 7t 00222022504 23+01 69102
OO0} . |17£0124£0] 1.91023.4«:0.? ’
22+03[27+03[25102 3410139:05(3:
38103 3.2.+.2>.o& "3.24:0.6. .
- [3120.2|42£06[34£01(3.1:02 3;
52+03[31:004]
aat04]

LAS CANTIDADES ESCRITAS SON LOS VALORES PROMEDIO ¥ D.E. S,Lg‘f{;éu)
LOS VALORES SON SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES DEL VALOR

INICIAL EN SU RESPECTIVA FILA

(pd

0.05).

LOS VALORES NO SON SISNIFICATIVAMENTE DIFERENTES.
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TABLA 4

GRUPQ EXPERIMERTAL ——— VALORES ESTIMMULACION

2 11 16 15 6 7 1 X

470547101 : 3.9?0.2 lsst03] 8201 latoz]saiozlaztor brioodaitoalsstos
55104 4.31:0.2} (15201 3.6.*.0:3  lost02 36101

135101 . loaz01| 2904 3.64_'0.0; | 31£05

18401 30104 24106
36102 ‘?3.610.2:"

- 244001244001

25101 | 3310l 29404

‘ 415t0.3 43103

LAS CANTIDADES ESCRITAS SON LOS VALCGRES PROMEDIO

+

LOS "VALORES SON SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES DEL VALOR
BASAL RESPECTIVO EN LA TABLA 3 (pZ0.05).
LOS VALORES MO SON SIGNIFICATIVAMENTE DIFERENTES.

D.E. (/UQM)
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. GRAFICA 4

GRUPO TESTIGO
{ CUANTIFICACIOCN BDE TIROXINA }

i ' | T I | ’ ] T 1
i - 2 3 4 5 6 T 8 emro
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CADA PUNTO CORRESPONDE A X: ERROR ESTANDAR

LA LINEA PUNTEADA CORRESPONCE AL VALOR DE TIROXINA DESPUES DE LA ESTIMULACION CON +ETbH. -
LA UNEA CONTINUA CORRESPONDE AL VALOR DE TIROXINA EN ESTADO BASAL,
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GRAFICA 5

GRUPO EXPERIMENTAL
( CUANTIFICACION DE TIROXINA)

Mt ' ‘ .
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I 2 3 4 5 6 7 8 Tienep
: (SCHANAS]
CADA PUNTO CORRESPONDE A Xt ERROR ESTANDAR, !

LA LINEA PUNTEADA CORRESPONDE AL VALOR DE TIROXINA DESPUES DE LA ESTMULACION COM HETR .
LA LINEA CONTINUA CORRESPONDE AL WALOR DE TIROXINA, EN ESTADO BASAL. o “i



nédislos de rachazo y observamss en los coriss hisiclégicos, que ~
las células inyzciadas se fusionaron con las c3lulas firoidzas de la
gléndula recepiores, como se musstran en las figuras 7 a 10, lle-

gandose al grado d= producirse enormes sincitios, como se aprecia

> L]

de forma muy clara 2n la figura 7, en la qua los limifzs celulares
han dzscparzcides czdiendo su lugar a grandas sincitios, =n los ==
cuales se pueda apraciar nicleos con distintas afinidadss tintoriales.
Las cglulas de los sincitios conservaron aspzcios normales fanfo en
el nicleo como en =1 citoplasma.

El comportamiento clinico de las ratas expzrimentales
fut completamente normal} con raspacio a su actividad motora en
la jaula, observamos un incremento notorio en comparacidn a las -

ratas testigo y rafas seniles normales.

7.~ Mortalidad en ratas mayores d= 18 meses.

Concomitantemente al dasarrolia dzl exparimznto de

fusid n colular, s2 ohszrvd un loje de 30 1xfas hembras szniles —-

(13 m=ses), calculéndose un 6495 de morialidad en 3 m=sas. Este

d
SXp2TT ==

©

resultado contrasia con el obszivado en el grupo de rate
meniales y fastico, donde ninguna nurio Jurante los mismos 3 me—

525 por causas nafurales .
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ILUSTRACIONES

Fig.1 Fotomicrografia d2 cerfe de firecides de rata jovan, Téc~
nica: Hemaoioxilina-Eesina. Observames parte del tejido parati--
roideo (P) y del tiroideo (T); este Gltimo formado d2 numerosos fo
Itculos constituidos d2 un coloide (C), que estd rodeado de célu-
las foliculares (F). Las zonas inferfoliculares son sscasas y de ta

mafio re ducido (ZI). Campo claro 250 X.

Fig.2 Fotomicrografia d= corte de tiroides d= rata joven. Mis=
ma &cnica que en 1. Se observan varios folfcul os t#iroldeos. La
flecha (N) sefala los nicleos d= dos células foliculares y la le-
fra C sefiala el coloide de un foliculo. Campo claro 1562 X.

Fig.3 Folomicrografia de corfe de tiroides de rata vieja. Mis-
ma técnica que en 1, Observamos opaco el coloide de los folicu
los, asi como también un incremento en el tamafio de las zonas
inferfoliculares. Campo claro 250 X.

Fig.4 Fotomicrografia de corte d2 firoides de rata vieja. Mis-
ma fécnica gu2 en 1. En esta fotomicrografia se obsarvan algunos
foliculos tiroideos en la parte supzrior. El incremento de tejido
conectivo (C) y la desiruccidn de foliculos (D) se puedzn apreciar
en la glandula senil . Campo clare 320 X.

Fig.5 Fotomicrografia de corfe dez firoides de rata testigo, sin
PEG. Misma t2cnica que en 1. S= observa en la zona de inysccién
(1) gran cantidad de infilirado linfociiario (L), asi como un gran
nédulo da rechfizo (R) con tefide necrdtico 2n el interior. Camnpo
claro 156 X.

Fig.6  Fotomicrografia d2 corte dz tiroides de rata festigo, sin
PEG. Misma i%cnica que en 1. Sz observan gran cantidad dz nicleos
picndticos (P) correspondientes a las células transplantadas, asf -
como macrdfagos (M) y células foliculares (F) propias d=l organis-
mo. Campo claro 800 X,

Fig.7 TFofomicrografia de corfe d2 tiroidzs de rata exparimantal .
Mlsma féenica que en 1. Podzmos apreciar una gran zona inferfo--
licular en dond= las células se zncuentran en algunes ragion:s sin
Hmite aparante, formando sinecitios (S). Noel-os bian conservados,
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Campo claro 390 X.

Fig.8 Fotomicrografia de corfe de firoidzs d= raja expzrimental.
Misma i%cnica qua en 1, Podsmos observar la presencia J2 sincitios
(S) con niicleos de tamafio variable y ofinided tinforial distinta -

(T). Campo claro 625X,

Fig.? Foromicrografia de corfe de iiroides de rata exgzrimental .
Misma ##cnica qua en 1. Columnas de células firoideas fusionadas
(F), con presencia d= nGcleos hipercro maticos. Campo claro 390 X,

Fig.10 Fofomicrografia d= corfe de tiroidzss de rata exp=rimental.
Misma f&cnica que en 1. Corie sin limites celulares. En =l interior

del sincitio hay niicleos con disfinia afinidad fintorial (T). Cam-

po claro 1562 X.
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permifzn corroborar los resuliados obtenidos por Conzélez~Ramirez
y col. (1.982), en zlsentido de que en la rafa s-m se presentia el -
rechézo histopatolégico que genzralmente se obssrva ol fransplan
tar 6rganos completos, porcionzs de ellos o c2lules aisladas de un
animal a ofro de la misma especie (Sell, 1981). Esta ausencia de
rech@zo se debe a la formacién de homocariociios tiroides, hibri~
dos sinciciales, producidos por la accién fusionante del PEG.

él temor de que el hibrido produjese un mosaico anfi-
gér'ﬁco en la membrana calular y que condujese a su destruccién ~
desaparacid completamente ya que a los dos meses dz exparimen-
tacién, las tfiroides de las ratas fratadas con PEG nunca mostra~
ron seficles de ningGn tipo de rechézo.

Las figuras 5 y 6 muesiran como las células provanien=
tes d= o fro organismo son rechazadas ol no emplear ningOn agen~
te fusio nante . Cons ideramos a las células tiroideas, fransplantadas
como tzjido exirafio en 2l organismo receptor, lo cual provoca un
estads dz resistencia espzcifica en el cuerpo dal animal inyecta~

do, ralecionado con una reaccid n inmunclégica y la postzrior dzs—-

truccidn de las células exivarios, las cuales son fagaocitadas por los



macréfagos. Cierfas componznfas de las cHulas exir son an=
tigénicos al no ester presentss en 2| progio animal iny:cicdo, lo
cual daspierta fa r spues%d del sistema inmunolégico.

Los elementos quz afacan y das *I*my:en las c2lulas ex-
trafias son los linfocitos, c&lules blancas sanguineas que emigran
hacia la regién d= la inysceién por via senguinza, linfatica y dia
pédica.

Las figuras 7, 8, 9 y 10 nos muesiran zonas sin limites
celulares, p=ro los niicleos, nucléolos y citoplasmas estén bien -
conservados y el hzcho de gue haya distintas afinidades finforia-
les nos estd sefialando probablemente la divarsidad d= origen de -
los nticleos dentro d2 los sincifios formados por la fusidn calular.

El macanismo por el cuél no s= produce el rechazo -
histo patolégico en un organismo con cilulos hibrides es un fendme
no que no se ha estudialo fodavia. Podifamos proponer algunas hi
pbtesis sobre el hecho; probablzmente las proteinas hikridas de la
membrana celular producen un mosaico, prowocandese una reduc
cién zn el &rea d= sitios recapiores por lo cual al no ser alcan-
zados por los linfecitos, no hay un reconssimiento de las profel~
nas ajenas, eviténdase el rechazo. Tombisn podifames parsar que

son vertidas a la cireulacién profeinas solublaes ajenas ol organis
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mo, con la censzcuente auszncia de estimulecidn al sisfzma in-
munsidgico aunjuz el Onico criferio de vardad estar& dzdo por
la pr&ctica de futures investigacionss al respzcio,

Los rasultados da la cuantificesitn de T 433 ambos
grug;es: testigo y experimental, los podemios airibuir al trafamien
to dado en cada ceso y son relacionabl es con los hallazz»s histo-
légicos enconirados en cada uno de los dos grupos.

Al analizar los resuliados de la cuantificacién de Ty
en el grupo testigo, podemos szfialar que ninguna d= | as ratas ~
que conforman dicho grupo, excepio las rates #13 y 19, masira-
ron alguna elevacién 2n la T4 con respacto a su valor inicial -
(semcna cero) durante el transcurso dzl expsrimento. Por fo de~
mas, fodas muesiran una tendencia a la dism?nuc?é.n en la concen
tracién plesmética. Las ratas 713 y 19 lo musstran a pariir de la
seguna s2mana. Esta daclinacidn en la prediccion de T4 =s ex-
pliccble ol relacionar estos resuliados con los obtenidos en el es-
tudio hisiopaiolégico. El proezso fnmunolégice dzl rechazo obser-
vado en los cories histolégicos dz las tiroides testigo: mocrdfagos,
infilfrado linfocitario, nédules d2 rechazo y grandes zonas nzcid~
ticas «lteron la fisiologia normal de la glandula, frayends como

conszcu encia el sstedo decadznte dz2 la misma.
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En las ratas 713 y 1 9 observémos un inciemanto de
T4 en la segunda semana posierior a la operacidn; esta elevacién
la podemos afribuir al injerto celular, ya que esias célqias frans_
plantadas son jovenes y en buen esiado Funcfan;al, de la mansra
que producen hormo nas firoidzas en mayor canfidad que las célu
las seniles de la glandula, y esto ocaciona la elevacién observa-
da en estas rafas; sin embargo con forme pasé el tiempo comanzaron
a ser desiruidas, enconiréndose una disminucién de Ty en las se~
manas posteriores.

los valores de T 4 obtenidos daspués de la estimula—-
cién con HETh, muestran que todas las rafas festigo, exczpio la
#13, responden a la estimulacién, encontréndose una elzvacidn -
enla Ty, sin smbargo la intensidad de la respuesta al estimulo -
fut disminuyendo semana con semgna. Esie hecho probablemente
se ha debido al rachazo producido en las gléndulas seniles.

Ler Tntensidad dz la respuesta a la estimulacidn con =
HETb =n fos rdtas experimeniales, muesiran un fendmeno semajan
fe al presentedo por las rates iestigo, siendo mas aguda la disminu
cidn dz la respue‘s?cr semana con cemana,. Hay que fomoar en cuan~

ia sin embargo, la e levacion mostrada en los mismos paricdos de tiam

o en los valores basales de todas las ratas exparimentales ; esio es,
P
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al alcanzarsz cierto nivel basal d2 Ty por aiviba del valor encon-

trado al inicio del expsrimznto, parscaria que les ratas no rasponden

w5

a la estimulacién. Por ofra parte, podemos pznsar que los nhuevos
valores bascles alcanzados en es fas rafas, son nivales fisioldgicos
6ptimos para que el organismo’senil puada desarollar su actividad
metabdl ica sin problemss, los cuales podiian presentarse si los ni=-
veles de hormonas firoideas se elevaran demasiado . Probablemeﬁfe
la "no respuesita " g la estimulacién con HETb en un organismo se-
nil, con homocariocitos formados en su tiroides, puede explicarse -
en la posible existencia de un mecanismo intrafiroideo autorregula~
dor, que evita increms=nios excesivos de hormoncs tiroideas en la ~

sangre (Gafni, 1977). Nosotros p2nsamos Gus un incremento en .

el nivel sanguineo de Ty, como resultado de la estimulacion con
HETh acarrzaria al ahimal senil problemos metabdlicos.

El andlisis de los resultados obtenides de T4 en el gru-
po expe rimanial, nos mussiran que todas las rafes elevaron sus ni-

veles de firoxina plasmética al final del periodo experimental co-

TS o & .n
rrespondiente . La rata 712, o pesar de mosiiar una elevacidn en la -
segunda y fercera semcnas , 1o son significativamante diferentes -

con resp2efo a su valor inicial, secin el estudio ostadisiico. Esie -
r -

mismo fendme no lo prasznid la rata 76 en las mismas s2manas, sin
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embargo su nivel basal d2 T4 se Incremania =n las semanas subse--
cuzniess, por lo gua podriamos pansar que en la rata 12 posiblemen=
te ocurriria la misma elevacién en el caso d2 haber prolongado su ~

pariodo exparimanital, Nosotros airibufmos los incremzntos en los

"nivales basales de T, 2n las ratas experimentales, a los hibridos ~-

4

producidos por la fusidn celular dz las células tiroideas seniles con
las c2lulas jdvenss inyectadas, fenémeno cuya presencia damosira-
mos en los cortes histopaiolégicos.

Con el objeto de estudiar la relacidén qus existe enire el ~-
nimero dz células inyectadas y el efecto fisiolégico producido, --
se inyzctaron cantidades diferentes de células a cada rata experimen

tal y testigo. Las cantidades varfan desde las 2, 500 células inyec

tadas en la rafa 1, hasta las 95, 750 células inyectadas en la rata ~

15. [Los incremenios de Ty dztectados en el estado basal d2 las -
ratas expsrimentales, nos indican que no sz requiere inyactar una
gran cantidad de células para producirse un efecto fisiolégico sig
nificativo, - En las rals testigo, la inyeccidn de un nGmero pe~-
quzfo de ct&lulas {3,000) también produce cambios significativos
como son el rechazo , la disminuctdn en los valores basales de Ty
y el d2cremanto en la respuesta a la estimulacidn con HETh, ~--

Estos dajos demuasiran la eficiencia de nwuzs fro méjodo.
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La posibilidzd de encenirar en un organismo sznil una pro
duecibn baja o nula d= HET en fa hipbfisis o de FLT en el hipstalamo,
¥ que esfo a su vez nos impidiera observar el efecio de la complemen
tacidn gendtica al no existir una estimulacién suficiente en la tiroides
con hibridos , .Fué un problema que panscmos se resolveria inyactan—-
do HET b por via infradirmica. Estudios en humanos parac=n indicar
qus la hipdfisis con la edad no sufre alteracionss en su capacidad pa-
ra producir sus hormonas, sin embargo é&sto siguz en discusidn. En -
la rata, lo mas indicade para d2mosirar lo anterior hubiera sido la -
cuan tificacidén de HET por RIA, pero el hacerlo hubiera implicado -
muchos problemas, principalme nte la alfa tasa de mortalidad d= ratas
szniles, la dificultad para obtener nuevos lofes dz las mismas, ef fiem
po y reactivos necesarios para el montaje y estandarizacién dz1 RIA, ~
por lo cual nos vimos obligados a no cuantificar la HET y a com=znzar
el exparimenio con la menor brevedad.

El objetivo d2 inyectar HETb fug el d= proporcionar la -
hormona nzcesaria de forma exbgena, para podar satisfacer la nuzva
potencialidad firoidea dzspués de la fusidn celular, siempre y cuande
existiera una baja funcionzlidad de la hipdfisis. Previamente al axpe

rimento, estimulanos a un lote de raias jovenes y oiro de rafas szriles,

encontrando a las fres horas dzspués de la estimulacidn un increment
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=n [as rafas fovanes y dz manos

ds mas de 3 pg/dl de Ty plasmatice

(o5
1t

1.5 en las seniles. Supusimos que =ste pequzfio incremento de -
T4 como respuasta a la estimulacién d= la HETb, dsbsria aumeniar
en las ratas expzrimentales daspués de la eperaci'én, ya que la com
plemantacién gznética producio de la formacién d= homoc;triocﬁos
2n la tiroides sznil, elevaria el nivel basal de T4 ecercandose a los
nivales basales presentados en ratas jovanss, y por lo fanio el incre-
mento inicial de 1.5 aumeniarfa en las szmanas postzriores a la ope-
racidon, pareciéndose cada vez mas a lo mestrado por las rajas jove—-
n3s estimuladas. Sin embargo, como ya mzncionamos anfeﬂriormanfe P
s2 observd el fandmeno conirario al propussio. Tal parece que mien
iras el valor basal de Ty d2 las rates experimentales se incrementaba
cada semana, por ofro lado se producia el procaso invarso en la res—-
puasta a la estimulacién con HETh, hasta ohssrvarse una nula res—-
puisia a la asiirmulacidn dl final dz1 perio do =xparimental de cada -
rafa. .
Po difumos pensar que niveles mayores a los alcanzados -

per las ratas exparimantales, szrfan parjudiciales para un organismo -
vizjo, en dond2 hay que fomar e=n cuenta gz los demés &rganos son ~

L

seniles también. La respussia nula o la esticulacidn probablementz se

debz como ya mencionamos, a un macaaisma infratiro idz0 autoregela
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dor, el cudl evita alios nivéles d= hormonas tircideas en la zangre, -
lo cual es debido a una disminucidnen el nomsro de recepioras de ~-
membrana para la HET en las célules tiroidzas, d= tal manzra quz aun
que exista una elevada cantidad de HET no se groduciran mas hormo-
nag firo ideas en un crganfsm;) que fenga niveles sanguinzos zlevados
de las mismas. Pensamos que los niveles de Ty alcanzados no son per
judiciales, yé que el comportamiento clinico de las ratas exparimen-
tales fué normal durante tods el transcurso dal experimento, paro —-
sin embargo probablemente. se encuenfran carca del Iimite soportable
para el organismo viejo, ya que no hay una respussta a la astimula=
citn con HETb.

Hay que sefialar la gran dificultad que tuvimos para man -
fenzr un fofe de ratas viejas, va que el indice dz mortalidad es muy -
alta g 2sa edad. Esta dificuliad d=saparecid ol dar el fratamiento de
fusion c2lular a las ratas, ya qua ninguna murié durante el exparimen
to por causas haturales . Tres da2 las ratas expzrimzntales y dos festi-
gos no fuaron sacrificadas, con el objeto de manienzrlas en obssrva--
cidn ; las rajas exparimentales nueve meses despuss dz2 la operacion
y con una edad de fre s afios y diez meses, muzsiran uvn comportamizn-
to normal , samejante al de rotas adultas normales, miz2ntras qua vna de
fas ratas tesiigo murid cineo meses dzspuds de la oparacidn y la sagun-

da muas fra un comportamienio dz rafa sznil.
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Los resultados de esta invastigacién ros parmiizn dzmostrar
tanto la cusencia dz rachoze histopaialdgico como la complamzniacidn
genédtica en la tiroides dz la rata, como consecuzncia de la formacidn

d= hibridos in vivo deniro de la gléndula senil.

-

La complementacién gen3fica podra dstar de gznzs faltan-
tes a aquellos organismos que congZnitamenfe no los posean y que pa
dezcan de enfermedadss que en la mayoria de los casos suelen ser mor-
tales. El proczdimiento que utilizamos encierra la posibilidad de trata-
mienfo para una gran cantidad d2 padacimientos, que como la hemofi-
lia y la digbztes han constituido azot=s fatales para la humanidad. -~
La decadencia glandular y de ofros tejidos en la vejéz, enconiraran -
alivio al inyzctfarse las células adecuadas, las cuales donaran genomas
sanos y jovanss qua podran complemznfar a aquellos que ya se encuen-
fr=h en decadzncia.

Los primeros pasos estén dados al demosirar en la rata la -
ausencia de rechazo y la complementacidn gzndtica, por lo cual con-
sidaramos que la aplicacién dz &ste m2icdo en 2| homwbra es un hacho -

factible hoy en dia, que infentaremos hacerlo una raclidad.
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APENDICE 1

Szlucidn Salina d2 Hanks (SSH):

NaCl 8.00 g.
KCl 0.40 g.
CaCl9 0.14 g.
MgSO4-7Hz0 0.10 g.
MgClo-6H50 0.10 g.
NagHPO4-2H,0O 0.06 g.
KHoPOy4 0.06 g.
Glucosa 1.00 g.
NaHCO3 0.35 g.
Rojo fenol 0.02 g.

Ajustar el pH a 7.2, completar a un litro con agua dzstilada

y esterilizar por filtracién con poro de 0.22 micraes.

Mzzcla enziméfica:

Tripsina 0.125g.
Colagenasa 0.25 g.

Complefar con SSH sin Caleio y Magnesio hasta 100 ml . Ajustar

pH a 7.2 y esterilizar por filiracidn con poro d2 0.45 micraes.

Solucién de Polietilenglicol (50%5 p/v):

En un metréz de 25 ml. s= colocan 5g. de PEG (p.m. 6000), -
s cubre el matréz con tapbdn dz gasa y se esteriliza en autoclave
a 121 °C durante 15sin. a 1515, de presidn. Postzriormznie se

agraga SSH estéril hasta un voltimen de 10 ml . y se mezcla.

Mzdio d2 Eagle:
Msdio Basal de Fagle en Basz de Haaks (10x)
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(sin Cariboncfo de Sodio ni Clutamina) 100 ml.
NaHCO, ' 0.35g.
Glutamina 0.292 g.
Suero fetal de ternsra 110 ml.
Penicilina 0.83 mi.

Ajustar el pH a 7.2, complafar a un lifro con agua dzsiilada y

esterilizar por filiracién con poro de 0.45 micros.

Solucidn para la prusba d= vigbilidad:

Preparar una solucidn 0.05%% de Nigrosina, utilizando SSH.,

Hormona Estimulanie del Tircidss:

Thytropar (iofilizado) 10U 1.
Solucién Saling Estéril 2 ml,

Inyactar por via subcuténea 333 mU / 100 g. de peso.

7 .~ Determinacién de Tiroxina plasmé&tica (T4) empleando RIA:

Reactivos: .

Tris (hidroximetil) aminomefano (Tris), R.A.

Sal disédica del &cido (Etilendinitrilo) fefracético (NagEDTA).
Tiroxina {(sal sédica).

Acido 8-anilino-1~naftalensulf3nico (ANS).

HCI conc.

Carbén activado {norit-A).
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Daxiran (p.m. 83,300), G.C.

Etanol ebsolute, G.E.

Hidréxido d= Amonio, R.A.

mgl-Tiroxina {a.e. 900-1000 uCi/ug).

Suero hipotiroideo de rata . '

Suzsro inmune anfitiroxing. -

Suzro estandar humano (Tg): 14 pg/dl.

Sueros estandares de rata: 7, 3.5, 1.7, 0.8, 0.4}1g/dl .
Solucibn amortiguadora de Tris~-HCI 0.05 M., pH 8.6 .
Solucién 0.6% NagEDTA, en amortiguador de Tris-HCI.
Solucién de 122~Tiroxina (aproximadamente de 40 a 60 pg/dl)
en Tris-HCI.

Suspencién de Dexiran~Ca rbdn activado, 0.5% y 0.5% respec~

tivanenie, en amortiguador d= Tris~HCl.

Procedimiento:
a) Preparacidn de muestras:
Tomar por puncidn venosa o arterial 1 ml. de sangre y obie~
nar el plasma o 2l suero. Cuardar a 4 °C,
b) Preparacién de sucros estandares:
Tomar 150 pl del suzro estandar humano de 14 P /dl y afia~

dir 150 }.Ll de suzro hipotiroid2o de rata (SHR); d= esta manara se



72

obtiene una concentracidn de 7 »a ds T4/d! - Tomar 150 ul d= es
te nuevo suero y afiadir 150 j.d d= SHR para obxzner unsuero de -
conceniracidn dz 3.5 Ju,g/cll . Seguir con este procaso hasia obiener
los sueros de conceniracién 1.7, 0.8 y O.4}Jg/d[ . Se conservan a
-20°C.

c) Preparacidn dz la solucibn de 125 Tiroxina:

Congcciendo la actividad especifica y la concentracion del
isdtopo radiactivo, se foma un volGmen deferminado de éste, afo
randolo con amortiguador Tris—HC! para obtensr una conceniracidn
de 40-60 pg/0.1 ml d=] isdiopo.

Al momento de usarse se le adicionan 30 mg de ANS por cada
10 ml de la solucidn del radioisétopo. EI ANS acta como agante

bloqueador de las proteinas séricas con afinidad por T4.

d) Realizacién d=i Radioinmunoanalisis:

Llevar todas las muestras y soluciones estandares a fempe—-
rafura ambiente, asi como también los siguientes reactivos:

-, - - .. 125 -
solucidn de trabajo d2 Tris~HCI, solucién de I-Tiroxina-ANS, -
solucidn de suero inmune antitiroxina a la disolucién apropiada ~--
(1:300), susros =standares de rata.

Una vaz reclizado esto, se colocan los estandares y las

muestras por cuadriplicado en fubos de 12 x 75 mm, numerados —-
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y adiclonar las reactivos con pipetas Oxford o micropipzta au-

fomGtica, de acuerdo a la siguiente tabla:

TUBO

- 1-4 |5-8 19-12 |13-16]17-20] 21-24]25-28}29-32

ESTANDAR — |- [10ul {10l 1Ol 10Nl f10Oul | —--

(0.4) {(0.8) |(1.7) | (3.5) | (7.0)

SHR TOul [T0ul | — | - o
PROBLEMA { -~ |--- : |- 1o
- Anti Ty | -== [ 100ul| 100 ul}100 0} 100 ul] 100wt 100 gt} 100 pl

TRIS-HCI | 400 18 300 11| 200 1] 200 ] 200 plf 200 11} 200 | 200 4

125
I-

T4-ANS 100 pulf 100 pef| 100 pul 100 I} 100 pl) 100 ul{ 100 udf 100 ul

Los tubos 1 a 4 representan la unién no espacifica (UNE)
125
del  [-Tiroxina.

Los tubos 4 a 8 representan la unién méaxima del iséiopo en
ausencia de T 4 ne marcada {unién cero masaj.

La adicidn del suero hipotiroideo a los tubos d2 UNE, unién
cero masa y estandares, se realiza para mantener las condiciones
del an&lisis constantes, tanto en la curva como en los probliemas.

Una vez adicionados los reactivos, se agiian los fubces en el
vortex d2 2 a 3 seg. y se dejan incubando toda la noche a 4 °C.
e) Separacidn de las fraccionss unida (U) y libre (L):

Llevada a cabo la reaccidn inmunolégica se separan las -~

fraccionzs U y L mediante la adsorcién de la fraccidn L con una
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una mezcla de Dexiran-Carbén @ziivado (D-CA).

Se ariade a todos los tubos T ml. de la mzzcla D-CA, agi
téndolos posteriormante en el v&rizx por 2-3 s2g. Luego s repo
san 20 min. a 4 °C.

Centrifugar a 2500 rpm . duvranfe 30 min. Se decanta =] -
sobrenadante (fraccién U) de cada uno de los tubos, dejando es
currir el precipotade (fraccién L}. Posteriormsnte se colocan -
los tubos en el contador de centdleo, ajustandolo al voliaje de
méxima eficiencia de dateccidn para 125!, colocando primero ~
primero el sobrenadante (U) y despuds el precipitado (L} de ca-
da uno de los tubos iniciales. El fiempo de conto se seleccio
na de fal manera que se obtengan por lo menos 10,000 cuantas
por minufo en el fiempo es cogido.

f) Célculos: -

Primero se calcula el porcaniaje d= unién no especifica de
125 .. ., ~
I-Tiroxina (UNE) que posteriormante ser& descontado dzi por
cantaje de unidn de los tubos d= uxidn cero masa, curva estandar
y muzsiras.

cpm en U (sobrenadante) — 9% UNE
cpm 2n U + cpm en L (precipitado)

Para el porcentaje de unién d2 la curva estéandar y proble~

mas, s2 realiza 2] célcule de redizciividad unida, como un por-
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c=niqje de la total (unida / fotal):

L]
-y

%U/T=20mU - 9 UNE
cpmU + epm L
o
% U/T= cpm U~ com UNE {obrenadante)
{cpm U + cpm L) -~ cpm UNE (sobrenadante)
o) Graficado

Una vez obtenidos los porcentajes de unién para la curva
estandar y problemas, estos se grafican en papsl semilog., colo
cando en las ordenadas el porcentaje de unidn y en las abscisas
la conceniracién de los coniroles fug T 4/dl). El resultado se in

forma como microgramos de Tiroxina en 100 ml. de su=ro.

F

T N N e ...
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V_ RESUMEN

El propésito de &ste trabajo, fué el de observar en raias
seniles, qu= fipos de manifestaciones histopatolégicas y modifica-
ciones en los niveles dc—*; concentracidn de Tiroxina plasmética, se
expresan al formarse en la tiroides s=nil, homocariocitos in vive -
de células seniles y células tiroideas jovenes.

Se dispuso de dos grupos de ratas viejas (Wistar Inbread,
WI de 18~24 meses): Grupo testigo (n=6), y Grupo experimental -
(n10). Las células tiroideas por fusionar fueron obtanidas por fi
roidectomfa de ratas jovenss (W, 3 meses), sometiendo las glandu
las a digestidn enzimética con Hripsina y colagenasa. El digerido -
fué cenirifugado y el paquete celular se fratd con Polietilenglicol
(PEG, p.m. 6000), como agente fusionante. Sa iny=cid un volG~~
men de 12.5 yl de células tratadas 2n cada lébulo fircides, 2n -
las ratas del grupo exparimental. El grupo testigo fué inyzctado -
con células no fratadas con PEG. Los dos grupos se mantuvieron -
2n expe rimentacién duranie dos meses, efectuandoseles defermina
ciones psriddicas de Ty {empleando RIA), en estads basal y pas—-
terior a su 2stimulacién con Hormona Estimulante dzl Tiroides ~—~-
(HET). S=manalmente, o partir de la segunda semana posterior a
la oparacién  y hasta la octava, se realizé la tiroidactomia total

de una rata de cada grupo para su estudio histopatolégico.
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Nosoifros obtuvimos los siguientes resuliados: Ll -
conceniracidénde T 4 plasmética durante el periodo experimen—-
tal, mosid en el grupo experimental elevaciones significativa-
menie diferentes con respecto al valor obtenido antes de la ope-
racion (p=0.05, =fectuando las pruebas de anélisis de varianza
y de Tukey). En el grupo festigo no hubo aumento significativo de
T4. Los hallazgos histopaiolégicos en el grupo festigo, mosira—-
ron nddulos de rechazo e infiliracién linfocitaria, confrastando ~
con lo encontrado en el grupo experimental, en donde no se ob--
servaron los fendmenos anteriores, y si la presencia de sincicios
atribuibles a la fusisn celular. Estos resultados nos permiten ==
demostrar la ausencia de rechazo inmwnolégico y la complamen-
tacién genéfica in vivo, como producto de la formacion de hibri~
dos mediante la fusién celular de células genéticamente deficien
tes y células genéticamente normales’ Esto implica la posible res
tauracidn de una funcién biolégica r;lism inulda o ausente, y su a~
plicacién al hombre proporcionaria curacién a muchas enfermedades
que en la mayor parfe de los casos son mortales, como son la dig=-
betes, la enfermedad de Tay~Sachs, la de Sandhoff, inmunodefi--

ciencias, la hemofilia, efc.
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