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I.a falta de desarrollo del timo ¥y la timectomia experimental
en animales y en el hombre, han demostrado que influyen en el
transplante de tejidos, desarrolle de enfermedades autoinmu--
nes e inmunodeficiencias. As{ también se ha demostrado qus 1la
adﬁinistracién dé'Timosina puede majorar la respuesta inmune-
légiéa'mediada por celulas. Es por lo tanto,de gran importan-
gid‘qStudiéf*lg_éctiiidad de 1a_Timos;na, y>¢1uqb30$;vo,dol -
presente: trabajo fué,aislar y purificar la ffagciSﬁ;piolggi--
camente activa 'a partir de timo.bqvino.vDefesta”fueptefébfn--
vimos ina fraccion que conteﬁfa;7;67“pé{ﬁlzdo_prqféfﬁé#jy;;--
2,07 pg/ml de carbohidrates, mostrindo temer una actividad --
bidiééica”siﬁiié;:a 15i}fhésiﬁé@ﬁd§£érmih545 §§fi@i;égééyﬁ;de
’rbsétasfespontEHQESgy‘trahgfothaciéﬁfblastoidg“en C;Lulgs de:
vbgzqsde~ratbnes;timectohizadds,lobsgrvéﬁdo,un aumhntd»siéni-—
ficativo de LFR-E luego.de la incubacién con 100 pg de la fra
cgiéh 5 obtenida (p<0.0005). Se determins el coeficiente de
ésfimq15c16ﬂfq§'1o§gLFR-E’trétgéos,con azgtibpxip;gyflaffrae-
cci&ﬂjS'(p&O.dOj);vBnﬁol:ensaYO de r§§§ﬁi§£dad'liﬁfoblsstica,
no ée'¢etbc€5"hingﬁd*efectq mit@géﬁi¢;ﬁéémpa#ahdoipon:lgifitg-
hemaglutinina. Se&eStudié’ﬁn ngpOjde padigntes*(G,niﬁos)jcbn’
desnutricién en tercer grado, para demostrar in vitro l1a acti
vidad biolégica de 1a preparacién ottenida, observandose un
incremento hasta de 73% de LFR-E. Estos resultados indican ==
gue la preparacidén obtenida probablemgﬁte induzca la diferene

ciacidn del linfocito T, de acuerdo a la hipétesis propuesta

por algunos autores,
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II.~ INTRODUCCION.,

El mayor avance en el entendimiento de las funciones de 1la
gléhdula’tfmicé Yy sus secreciones endocrinas en 1la ontogéne-—
sis y’homeostésis»dol'sistema lihfoide y én ios mecanismos «-
inmunologicos, fueron hechos en la. decada pasada. Encontran-—
dose que la funcion del organo 8s producir derlvados colula—-
tqs‘l).,ﬁsto, ahora esta bien,establecid01y las calulas.timo-
dopgédientes (T),festsn implicadas en michos aspectos de la -
inmunidad, bien sea como celulas efectoras dlrectas (fenomo--
nos. de citotoxicidad), en 1a secrecion de madiadores de hime-
'persensxbilidad tardla, o como regulador on la. respuesta in--
munemmediada,por cclulas¢:Muchaswdevpstasgacclongsyantfgeno
'especfficos y ant{geno inespecfficos involucran la secrecion
de mediadores humorales por celulas T sensxbilizadas. Tamblen
sqxinduppgla secrecipn,dq mediadores con»propicdadesksimllaf—
rés,a_lasyya‘menéibnadaq?”médigﬂte‘lagagx;vaciénqu1iclonal
porﬁfitomitégénos,_Se sabe qupvson~secrétgd05jpbr'la'gléndula
timica numarq$§§.factbres que ostan imp}f@édbsfeh?lbLditgrcn—
ciacion de las células T,

El tema de hqrmoﬁas tfmicas'ha;sido.matgtiagdh»contfdfersia
durante los Ultimos afios, Sin embargo, en la actualidad hay -
evidencias de que ia glsndﬁlé t{mica produce factores humora-
‘les capaces de modificar la funcidén de los timocitos in vitro
6 in vive (1),

Antecedentes,

El estudio de las hormonas timicas se inicia en

el afio de 1930, con los estudios de Gregoire y Comsa (2,3,4%),



-G
sobre la regeneracién del timo irradiado en snvolturas arti-
ficiales, Gregoire (3), demostro que los implantes de timo -
en cerdos y conejos previamente depletados de timocitos cer-
tica}esvpor irradiacién, inducfan hiperplasias de los nodu--
los linfoides regionales. Comsa (L), pdsferiormente demostro
que la timeéfbmfa en el cobayo, induce cambios en muchas =--
gléndulas enq§Crinaé;.1as'cuales se pueden corregir con la -
adminiStraciéh’dej&;tractqs t{micos.
Reﬁrospectivamente;_fué‘a principiés de los afios 60s,en -=
que toma un nuevo auge este campo, por el descubrimiente dcl

efecto de 1la timéééomfa'nconat51 ena1a'rospuesﬁgainmnné; Mi-

filarp(l},_demostréfque~e1~tiﬁqEendépsufﬁdﬁﬁen,c;maras‘Miilies

pore restaura 1a inmunocompetencia de el raton neonato ti—--
mectomizado; ' asf mismo, 1os hallazgcs de mejorfa del sistema

inmune durante ‘ol embarazo del raton timectomizado neonatal-

_mente (5,6)i Sin‘embargo;;estosuresu;tadgs_fuqron cr1t1cados1~

por‘iosﬂtesultgdpé'negativos de Miller, al intentar restau=-
rar la'inmuqocpmpetencia de,ratones7timectomi;ado§-;pngtan-
do“extractos tfmi¢os,vpor(1o que la hipéteéisrdejhorﬁona.{{4”
mica fue poco verosfmili(7)@]Asf;surgenuna~tgo:£q celular --
que-égpliéa 1la difereqciéciﬂn de‘1653pr¢cuiSbr¢s,de las cé-~
iulas T al contacto in situ con el epitelio t{ﬁico; simultg%
neamente, con la demostraciﬂn por Davies (8) ufiiizéndo mar-
cadores cromosomales, que las célutas periféricas de 1la giég
dula pfmica résponden al est{mulo de fitohemaglutinina,

Por éstas razones, la hipétesis de hormona timica fué re--
chazada, y sdlo dos grupes de investigadores la aceptaroni -

A.L.Goldstein y A.White (9) en Nueva York; y N.Trainin (10)




en Israel entres los afios 1967 y 1971, Los reportes inicial=-
mente fuerdn criticados por la carencia de especificidad de
los extractos heterdlogos usados en los experimentos. Sin ==
embargo, el uso de materiales qufmicam;ntevpuros; aunado con
sistemas in vitro mas sofisticados, incluyendo la demostra=--
ciéﬁ de la‘conversiéﬁ‘de celulas Theta ncgafivas[en;pbgitivas
y de 1a hormoha‘t{mica ciréulaqtgleﬁ‘sangrélppt;férica.apoya-
ron nuevas evidencias para la hipstesis dc»hoghqnafﬁimiéa[ -
Existe'actpglhéntg duda sobre el nﬁmgrc,do'ﬁ¢rh§ﬁasvffhi¢q$,f
.el;meCanismo~ﬂe;acdiSn:y su‘impoftéhcia;gnfla_d;fgféhc53§ign

de las celulas T.

.krgdméﬁtbs:gue indichtamenfe:sugiergp;una-fdnéignﬁendocrina
del ‘timo,

La;d@ﬁogt#agi&h;quéﬁlawrunpién*endogriné e.laggiﬁﬁﬂgﬁ‘
a't{micaﬂosﬁa-géﬁgrAimgqte 5$$a&;;sobtgflos efQFfDS;dé_iﬁp*‘
extirpaciéh.y;la_gorrecc;énﬁde;é§f§sleféét¢s; p6§f15finypcc16h.
de ext:agydsitimicQSZé_pop'implan§§s'dp;g15n¢ﬁ1an§ipg§§§¢a.31
La extirpﬁci6n7d§;.fimo y,ia'adhfﬁistrécién_ﬁh extrqgtosxlifé
bres. de ¢5iulés,vno;sbnlproqedi¢iyn£¢s sencillos, y tampoco =
coriducen a unaG1ntqrprgtaciéﬂif5cilj[ya;qué'la#jaltéfdcfﬁhes
dramaticas del sistema inmund;bsélo;se 1ogpah_con*timect6ﬁfhs
asociadas a irradiaciones sub-letales, no observandose cam-=--
bies tan severos unicamente con la timectomia prolongada en =

animales adultos Y neonatos,
Dado que el raton es el modelo animal mas utilizado en Ine-
munologf{a, la obtencidn ée extractos de gliandula t{mica muri=-

na es muy limitada, por 1lo que muchos investigadores (10) ===
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utilizaron extractos crudos heter6logos para recanstituir 1la
inmunocompetencia, estableciéndo nuevas interrcgantes en es-
te. campo, Finalmente, el transplante de timo e3 probablaman=

te mas accesible para abordar nuevas 1ineas de investigacién.

Injertos de timo encapsulado en camaras Millipore,

Como se ha menciéﬁado anteriormente, la reconstitucién de -
la funcion normal de las 651uias T,Lse logra con injertos de
timo singénico; en forma similar, el injerto.de timo encap--=
sulado en: membranas 1mpermoables a celulas, reconstituye la =~

1nmunocompatencia de ratones neonatos timectomizados ‘6 10).

Las: cdmaras para difusion de extractcs libres de celulas -

son. generalmunte proparadas de un material plastico 0. calulo-
sa=(10). ~La- impermeabilidad celular de las camaras ‘es mate--

‘ria’‘de controversia,.primero se considero que un poro dm -

Q. bj pm no permit{a el paso de celulas (11 12), pero esto fué

desmentzdo_porvvarioswautores-(10,13;1&,15)3g.Este]punto;; -
‘fue confirmado con experlmentos estudiandc el comportamiento

del cromosoma T=-6" de injerto de timo; algunas. celulas dnriva-
das dcl ‘timo de un. donador, pueden ser detectadas en. las po--
‘blagxones de‘los Q:gangszlinfo;des;dgl;huQSpqd.(IG).v En los

1iﬁjertosﬁcdn_¢é}uias de[35r¢om5i:'tumoreij1hf6§itaribs -
L-=1210 en camaras con taméﬁb de poro de 0;@5;pm,‘mu:iér0n mas
del 20% de los ratones que los recibisron (i?). En otros es-
tudios (15,18) utiltizaron camaras con membranas con un tamaiio
de poro de 0.22 um, siendo estrictamente impermeables a célu-
las, ademas no se identificaron células fuera.de la camara ==
con el cromosoma T~-§ marcade. Se demostré(j) también, que =~

el implante de time singénico en camaras con un tamafio de ==
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‘poro de~0;h5‘pm, recdnstitﬁfa la inmunocompetencia del raton
timectomizado neonatalmente, evitaba ademas la pérdida de =--
peso y el enanismo., Adgmés restaura las poblaciones linfoi--
des cifculantes en sangre. Yy 6rgan§s 1infolides, aunque no de
una manera consistente (5).

La resturacisn de la inmunocompetencia involucra la pro---
duccion de anticuerpos a eritrocltos de carnero {(IS), recha-
zo0 a injertos. de piel (I) y- reaccion injerto contra huesped
(16, 20).‘Estos experimentos fueron criticados,~sobre lag ===
bases de la permeabixidad celular mencionado antes. Sin ==~
embargo, . estos resultados fueron confirmados usando camaras
con membranas con un tamano de poro. de 0 22 pm (6 16). Reu-
sultados similares ‘se obtuvieron con camaras conteniendO'--
atimoma no lznfoide,minducido qu{micamenta por la aplicacion
intratfmica directa‘de 7,I2-dimet11benzantraceno (DHBA)(IG).

Contrariamente no se pado restaurar la inmunocompetencia
con una camara vacfa ‘0" con camaras contenicndo tejido normal
de bazo o nédulos 1;qfaticos.

Finalmente, pddéf%ﬁosfmencionar datoskrecientes obtehidos
con injertos de timo en camaras Villipore, en los cuales se
demuestra que pueden inducir la restaurac1on -de ‘los niveles
de factqr'timi?o;ciréulanta_(ZI)yvﬁeﬂgglu}ésﬁTheta positi-==
vas, célu;éS‘Ig-negativas en elwratén'éﬁfmicb(ZQ). Reciente~-
mente se-demostré; que las celulas T marcadas fugron reex=—-—
presadas por 1la incubacidn de células de bazo de raton ti-—-
mectomizado con implante de epitelio timico puro en camaras

Millipore {(23).
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Experimentos durante &l embarazo,.

El raton hembra CBA timectomizado necnatalmente, cruzado -
con un raton maéhoTnormal, muestra que durante el embarazo -
se méjora'su respuesta 1nmune,'demostr§ndose por la produ€--
néiénfde-anhicuerp¢sfaﬁfi&eritrogitos de garnero.y"ellréchéé
7.0 aiinjértos de: piel., La asociacidn de 1a funci6n hormanI
del timo con: el embarazo es probable, porque no hubo:dicha -
restauracion durante un pseudoembarazo. El paso depqélulas
linfoidas fetales a. traves de da placenta puede sgridgscgr--

tado, ya que el analisis citologico muestra una: tbtal"ausen-~

cia de marcadoresﬁhromosoma;es T-Gfen’los tejidos linfoides

4f;explifacion mas '

’:ﬁreaparicion de -

niveles d factor tfmico circulanteffueron'vglgpados por'el-

ensayo de'rosetas en. 1a tercara semana délfdmbarazbf(25};ﬁ56
vmenciona esto porqua es. motxvo de contrOVersia, 1a reprodu--_
‘ ibilidad de 1os experimpntos. En particular, Stutman (15),

fue incapaz de reproducirlos en ratones CBBf.

Otras ov1dencias indirectas de 1a funcion ‘sndocrina del- timo

Los injertos de timo;A

on actualmente usados para reconsti-

tuir la’ funcion de 1as celulas T en ninos con inmunodeflcien?
cias, La raplda reaparicion de 1la funcion de las celulas T -
en pocas,horas, esta en favor de la secrecidn humoral del --
cimo-(26,27). Asf mismo, una restauracion similar fue obtent
da en algunos casos, corn injertbs’de timo en cémaras Milli~=
pore (28), Esto ha originado la importante participacidn ===

respecto a la maduracion de las células T por la accion de -



la secrecidn del epitelio actuando a distancia del érgano,—-
en contra de un contacto directoe de un preéufsor de células
T en un microambiente t{mico. Podemos mencionar sin embargo,
que los estudios celulares realizados por Davies (8), usando
marcaddres cromosomales en el raténg indica que cualquier --
efecto de injerto de timo 1libre no encapsu;add‘en los IO di-
as después de la timéctomfé;probéblemente»1a diferenciacién
local se deba a la acciénvde‘la secrecidn del timo, -

Estos estudios dieron como rosultadb en I965>13‘1déntifica
cién de un. factor linfopoyetico del. extracto tfmico, 1a pre-
paracion de una; forma estable de la fraccion bio;ogicamente
‘activa,(Timosina)‘én I966;y'Suﬁpu;ificacion'enf19725(29)9

A partir de esta fecha se han diséﬁad6 biqepsay§§fparaj
identificar 1a actividad bioldgica de la timosina, de los --

més‘emplgados en-1a écfuglidadnyCOn;r63u1tado§ confiables.

se'describiréh:a cqntinnacién; ademas por ser 105 utiiizédps,

en ol desarrollo de nuestro trabajo. Esto subraya la necesi-
dad de intérpreta¢i5n'crfticavy del significado biolégico,de

estos ensayos.

Fundamento del gnsayo de rosetas.
Existenzprincipéimentéf&&é-gﬁbfpoblaciones'dp;liﬁfqdifbs,
una dependiente del timo y la otra 106alizadaﬁ;n la bolza de
Fabricio de las aves y en diversos drganos en otros vertebra
dos; los linfocitos B sintetizan inmunoglobulinas, los linfe
citos T a su vez participan en los mecanismos de rechazo a -
injertos y tumores., Ambas sub-poblaciones T y B son indistin
guibles por el criterio morfoldgico, por lo que se han uti--

lizado diversas técnicas para su identificacidn, Se ha -
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descrito (22), para identificar a los linfocitos T la utili-
zacion de marcadores ds superficies Theta, Thy, LyI, 2, 3; =~
as{ mismo, se ha utillizado la capacidad de los linfocitos =~
para formar una configuracién de roseta con eritrocitos de =
carnero, observando que la formaci6n de rosetas depende de =~
la temperatura y el tiemps, Las variaciones en el namero de
linfocitos T formadores de rosetas, ha definido dos poblacie
nes funcionalmente diferehtesg linfocitos férmadores de ro~-
setas tempranas {(LFR-E té@) o activas‘que corresponden a ==
tiempos de incubacién'cortos con. los eritrocitos de carnero
(60 minutos) y los linfocitos formadores de rosetas tardias
{LFR-E tar)“SEtotaIQs, que corresponden a las rosstas forma-
das déSpué$3de»unttiempo»su;;ancialmentgylargc»dofihqubgciénw
(I8 horas)(30). Por éste‘prqqediméeﬁéb se. ha calculado que. .=

un 65% de'linfocitosfde sang:e_humaﬁg,pefiféfica:son?T»

Fundamento del ensayo’'de transformacidn blastoida.

Los 1infoci£o$‘de mam{feros ndrmhies son ¢élulas en reposo.
que pueden ser estimulados de alguna manera, L&‘éétimuléciSn
induce al linfocitowa.empgzar una.serie de.éamb;qs'que o -~
bace'metab5licawente.més;acti#q.vaumenta la sf{ntesis de pro-
tefnas y sufre una,transfqrmaciSQ bi;ética;'nste proceso‘en
el cual resultayunaqnuava'éfnte#iélﬁé;DKAfy,divi;iSn celular
es llamado 'tbanSformaciGnfblaétbidé',.Dichofgnsayo es de =--
utilidad para; determinar el estado funcional de las células
inmunocompetentes, la deteccicn de factores sericos que de~-~
primen la actividad del linfocito, evidoncia de sensibiliza-
ciones previas, reacciones de histocompatibilidad y para el

estudio de sub-poblaciones de linfocitos, tales como células
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T supresoras y 1la generaciSnfae mediadores de la inmunidad -
mediada por células (31,32Y&[¢

La metpdologfa basica de éstos ensayos es esencialmente la
misma, no importando la especie, el s;tio Qriginal del lin--
focito & el tipo de Sntfgeno o] mitégeno usado. ﬁl procedi—~-
miento involucra 1la seleccidn de 1la poblacién linfocitica, -
cultivo de las mismas ceélulas in vitro durante largos perfo-
dos de tiempo con o sin estimulante y la deteccign_qé'cambi-
0s en'1a~ant;s;$_de DNA;éhliaéléglﬁias,ﬂLayincorpbracién,-
de un‘radibi#éfopo,;Tritioftimidihé,én ol DNA permite que --

pueda ser cuantificada la trqnéfbrmacién”blastbiée;




IIX.~ OBJR1IIVOS.

El mecanismo por el cual 1la fraccion 5 del extracte total
de time bovino neonato aumenta 1la inmunidad celular en va=--—
rios modelos animales,no esta complétﬁmﬁhté entendido, pero
se sabe que ésta’fracc;6n incremen£a in vitro eixnﬁmefo‘dg
linfocitos T de 1oé,pgqipntes con 1nmuhoderiéigncia§.prima-
rias o secundarias, yjenipaCiehtpS;con epfer@?dadcs maL;gé-
nas; siéndo~pqsi§léfdemo$trarﬂesto‘por,la'prdpiedadeue;tigl
nen los linfoéitOS;T‘dc fdrmqr*gdsetas espontaneas cen los
eritrocitos de carnero. Poffld~anterior,~esvimportahte ais-
lar y - demostrar 1a actividad biologxca de’ 1as distintas -
fracciones obtenidas de. un extracto total de timo bovino,.
por 1o cual nos: planteamos 1os sig01entes objetivosx

1.- Obtener la fraccion biologicamentc activa de un-.
extractq total-dc-timoAbovino~n¢qn;;o,

2.~ Demostrar pqrzmedio'dé'dds;bnsayos‘ig{vitro -
tformééi6n d§;rosetaé,6spoﬁt5hé§§yv»t‘r‘an:‘rfdx%mg--ﬁ-
ci&ﬁfblastoidé),;1§uactiéidad'biéiagica de las =
fracciones obtenidas en ratones t;mectomizados.

3= Probar 1a actividad biologica de las’ fraccionesf
obtenidas en‘linfocitos-dc pe:sonas sanas'y de =

pacientes desnutridos.
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IV.-MATERIAL Y METODCS.

Material biongico.

al), Gldandula tf{mica de 80 bovinos neonatos, proporcionados =
por cortesfa de Industrial de Abastos, Atzcapozalco México .
b). Ratones cepa CD-I blancos, hembras de 8 semanaé de edad
originalmente obtenidos del Bioterio de Biolog{a Ex?erimen--
tal de la Facultad de Medicina, UNAM, Alslados y mantenidos
en el Hospital de Pédiatr{a del Centro Médico Nacional,IMSS.
Todos' los. animales tﬁv;§f§b un pesé qd§‘dséi16 ehtre 25w~
30 gramos, se mantuvierdn.a‘19-23°C'y'sé»éli@enfaron con =--
Rodent. Lab. Chow (Raldstou Purina Co.) Y. agua.
cle Espec{mcnes de: sangre perlferlca de IO adultos ‘sanos, de -
nadores profésionales del Banco de Sangre’ del Centro Medluo
Naclonal, Iﬂssry de seia pqcientes con»d;agqosticq,geadeSQQ-
trici6n enifdfcer_gradbi(eda4~d§”uno afse;s}més§§)§wA*tod§s
los individuos se les extrajo de 5 a IO ml de sangre de una
Vena'periférica:del,pliegﬁe del codo, |
Aihlamiento'z,purificaciSdfdel'extraéto’tdtai de. timo bovino,

(29).,

-Preparacion del tlmo.

Se colecto 1a glandula t{mica por deSprendimzento de 80 bo
vinos de I a 50 dfas,devnacidos, Se:transporatron envrecifr—
pientes refrigerados. Las muestras fueron seleccionadas,des-
hechando el tejido adiposo ¥ cispula fibrosa que lo envuelve,
se fracciono en pequeiios trozos, obteniéndo un total de I.2-
Kg. Toda 1la prepa?acién se realizd a 4°C,

-Aislamiento y purificacidn,
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El timo fué homogenado en 5 litros de NaCl 0.I5 M y 50 ml
de octanol (antiespumanté), esta mezcla fué centrifugada a =
I5000 xg'dﬁrante;ZO’minufos a 0°C en una centr{fuga refrige-
rante {(R=5 Supefspeed Refrigeratsd Ceqﬁfifuge, Sorvail). E1L
sedimento constitufdo por material nuciear se deshechg, y €1
-sobrenadanté;se consideré como la fraccién I,ésta fué somets
da a un calentamiento a 80°C durante 60 minutos en agua a --
temperatura constante, obteniéndose un volumineso precipita-
do formado de protefnas desnaturalizadas que fué separado ==
por cantrifugacion a 15000 Xg durante 20 winutos a 0°C, Bl =~
sobrenadante de color ama“illo translucxdo se- considero como
1a” fraccion 2, a esta se 1e agregaron 5 volumenes de acetona7
a -IO”C,_ooteniendo un: precipitado que: se calecto por flltra
cidn- con un- ‘embudo Buchner (Whatman I),_el cual fue lavado -
con 5 volumenes de acetona a -I0°C. Se’ obtuvo un. polvo blan-
quezino que se considerd como la fracc;on 3, este’pdlvovfuef
colocado en un desecador cdnteniéndo’carbonato de calcio ¥y
y se mantuvo la presion reducida durante 72 horas a h°c 0b-
teniendose ‘un pOIVo blanco seco, el cual fue resuspendido en
I0 vollmeneés de Ma?qh:IO;mM, se?agito*durante~60 minutqua_u
températura ambiente. Una pecuefia’ cantidad de polvo insolu--
ble fué removido por cgntrirugabién a 15000 xg durante. 20 -=-
minutos a 0°C., El sdb#ehadanté cofrespondis a la fra;cién 4,
se ajust6 la concentracidn protéica‘a 25 mg/m1 (método de ==
Lowry modificado)., Hecho lo anterior se precipitd, con una -
solucion saturada de sulfato de amonie al 25%, el precipita-
do fué removido por centrifugacién a 15000 xg durante 20 mi+

nutos a 0°C, al sobrenadante as{ obtenido se le ajust5 la =-



acidez a pH B con dcido acetico glacisl al I0%, Esto se =---
1levd a una precipitacidn con sulfato de amonio al 50% (IL.6
gr/I00 ml), se mantuvo en agitaéign constahte durante 60 mi-
nutos a temperatura amblente, Bl escaso precipitado fué re-—-
movido por centrirugacién a 15000 xz d&rahte 20 minutos a 0
Cc, v disuelto en so’ucion buffer Tris-cl I0 mM,pH 8; a esta
solucion se 1e a1usto 1a concentracion ue proteiﬁas a Io mg/ml
Se hizo una ultrafiltracion con membranas Millipore UH-IO, -
el filtrado fue colectado a bhec y desalado a traves de una -
»columna d§ cromatogr§££a_(5Qz-80 ¢m).‘e@papada'cyn;Sephadexi
‘G-éf’%iho'(Pharmacia rine1Chém1¢a1s.AB‘GppSala,swededyfy-equs

1ibrada con agua de51onizada El eluado obtenido fue liorili—

zado,~esto fué‘f nsiderado,como la fraccion 5..(f1gura No.I)

Determinaoion de la concentraclon de protefnas por e1 metodd

de Lowry modificado por E.-.Hartree (36}.

Bste metodo se”uso para la determinacxon'del contenido pro

tezco de cadauna de 1as fracciones obtenidas en el prodéso
deﬁpurlficaq;qp del extraqtortotai de timo bovino

Se utilizaron 1os sizuientes reactivos: .cristales de sero-
'albﬁminawbovina~(88ﬁ).(iGO;pg/ﬁi);'561  xﬁféarbonaéé*detso-—
dio 20 gr, hidroxldo de sodio b gr disnelto en; IOOO ml de =
agua’ destxlada),<sol B (sulfato de cobre anhidro IOO mg en
10 ml de: agua destilada),.sol. C (tartrato de sodio y. potasio=
2002m ‘en’ I0 mi de agua dest11ada), 'sol. D (ug ml- de sol. A,
0.5 mlL de 501, By 0.5 ml de sol. C) ¥ sol. E (reactzvo de -
Folin-Ciocalteu dilufdo dos veces con agua destilada).

Se snumeraron una scrie de tubos; al tubo No.I no sec le ==~

adiciond albﬁmiha, a los tubos del No.2 al No.5 se les adi-~-



ciond 0.2, O.4, 0.6, 0;8.yl1.0‘m1 de'albﬁmina respec tivamen=
te, a todos los tubos se les»adicioné'agua desionizada para
completar 1.0 ml, posteriormente se adiciond 5 ml de sol., D
en‘qada'tubq, se agiféron:manuaimeﬁte, se dejaron reposar --
I5 minutos a temperatura ambiente. Al cabo de este tiémpo se
adicion5 I ml de la sol., E, inmediatamente fueron agitados -
fuertemente conun vibrador y fueron colocados en baﬁo de -
-agua a 50°C duranfe IO minutos. Se dejaron enrriar a tempa-—f
ratura"ambiente. selleyo,la absorbanqig a 700 nm, us§ndo co-
mo- blanco el tubo No.I. |

Para las muestrasaproblema, efﬁé#émlﬁogngjdg cada -una de

la. albumina;por la muestra‘dilufda. La concentraéion correc-

a de albumlna se determino yeybndo Ia absorbancia ‘an 280 nm

Yy multiplicand Hpor el coeficiente de” extincion (I.515hmg/m1).,

‘(Tabla No.2,grafica N .I .

Daterminacion de la ccncentracton de’ Carbohidratos por el me-

todo del acido sulfurico-fenol (3‘}.

Dste metodo fue }ilizad_ para conocer la concentracion de

carbohidratos de cada una de 1as cinco fracciones obtenidas

en la’ purificacion del extracto total de;fimo ‘bovino,

.S5e utilizaron los siguientes reactivqs;'dextran tipovIOO C:
(Sigma Chem), el cual fueé preyiamenta secédoﬁ(100<pg/m1), fe-
nol al 5% y acido ;ulfﬁrico concentrado.

Se coloéaron una serie dé tubos, cantidades crecientes de
dextrin, que fueron de 0.0, 0.I, 0.2, 0.3, Ol y 0.5 ml, se

adiclongd agua desionizada para llevar a un volimen de 0,5 ml
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posteriorments se adiciond 0.5 ml de fenol ¥y 2,5 ml de Acide
sulfﬁrico; inmediatamente se agitaron con un vibrador y se =
dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 60 minutos,al
cabo de este tiempo se leyd el desarrollo de color a 490 nm
contra un blanco de reactivos. Para las muestras problema, =
se pe55 I00 pg de cada'hna de las fracciones obtenidas Yy se
diluygron en I0 ml de agua, se trataron de la forma antes --
mencionada, sustituyendo el dextran por la muestra dilufda -
(tabla No.3,grafica %0.2).
Timectomfa del raton adulto (38).
El.rhﬁ5h fu§ggnestésiadd}conftippghtallsSdico (20Th Centus
ry Chemical de Mex.), en una qQ§i$}§§_30 aQSO]mg/Kg;gg"peSO,
vfa'intréﬁerit¢nea1. Lafparédwahféridr'del.§3iaiﬂfué.1avadaﬂ
con solucidn de benzal y. colocado en posicigon prona, en ﬁpa*
tabla de corcho, Los cuatro miémbros fueron inmovilizados ==
con cinta adhesiva, la,piel fu$ estﬁri1izada<con.ﬁnas gptas
de alcochol al 70%. Se hizo unza incisidén en 1a piel a lo lar-
go-de la 1{nea me@ia yQa'la'mitadfdel estern6n, inmediata==-
mente abajofdel_cueilo.qLa tabla de cgiéhd fue acomodada pa-
ra que la cabeza gel”animaquuédira del ladc izquierdo del =
opefado:.‘El.es;ernéﬁ fué.sujétado’firmemente con unas. pin--
zas y cortado transversalmente a 1a‘mitad“de1 tereer-espacib
iIntercostal. El tiﬁo se observo inmediatamenﬁe‘bajo la ineci-
sién; el esternén fué sujetado hacla arrika, usando las pin-
zas y una canula fué llevada al interior hasta hacer contac-
to con el timo, la succion por medio de una bomba de vacfo,-

se realizo de manera variable hasta el desprendimiento total
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L, ’ ’» .
de los dos 1ldbulos timicos., Se cerro el torax con hiloc de =-

- ’ . .
seda 4 ceros y finalmente se suturo la piel. Se vigilaron -=-

los animales hasta 1la recuperacién total.

Soparacidn de las cd&lulas de bazo del ratén (29),

Se utilizaron ratones cepa CD-I normales y timectomizados
20 dfas previos a ia esplenectom{a. A todos los animales que
se les encontro rcmanentgs de tejido tfmico, fueron descarta
dos, Los animalqs fuéron sacrificadds por descerebracidn. El
abdomen fué limpiado con alééhbi aI ?0%, el bazo fué re-=-
movido. asepticamente a traves de un corte toracoabdomlnal. -
Al bazo se 10 hlczeron pequenos cortes en la capﬁula fibrosa
papgfdesarregla:”;a estructura celular. El tejido se'pasolé
través de una malla de acero inoxidable estéril (poro 53 ym) -
y f95~pt§siphgdo‘éon Unrémbblq de cristai,xlavahdo con sélu-
cidn balanceada de Hank {cloruro de sodio 8 gr, clorure de -
potasio O.U gr, cloruro de calcio O.qugr,.qufafb,ﬁcido,ae
sodio 0.I2 gr, fosfato acido de potasio 0.0}6:‘3‘}17’, bicAarb'ona--

o de sodio 0,35 gzr, dext:osa-I30 gr, fojo.de fenol 0.007 gr
en I000 ml: de agua'¢¢stiiadg y,desionizéda), para que las ce
lulas fueran ar;a;t:adas'y se recibiéronﬁen un tuboank-Rigf
de p:oéiienb_de I§ m1,’Las;¢é1u1as*asf'obtgnidaé,‘squesus-—
pendiéron suavemente con una pipeta pasteur. El material ce-
lular fué centrifpgadq a 4oo xg (I500-I860 rpm) durante IO -
minutos a temperatura ambighte. Se retiraron ias dos terce=--
ras partes &el»sobrehadante Yy se agrego de 2-3 ml de solu==c
cidn de cloruro de amonio OI5 M, pPH 7 a 37°C durante I5 mi~
nutos, al cabo de este tlempo se lavaron dos veces mas las -

células con solucion balanceada de !lank, Al final del ultimo
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lavado se dejé un volumen de 1 ml, el cual fué resuspendido
suavemente, Sa tomé una alfcuota con una pipeta de glébulos
blancos y se aford con azul de Tripan (azul de Tripan O.2%-
cuatro partes y cloruro de sodio 4.,25% una parte), se agito
durante tres minutos y se deshecharon las primeras gotas, se
deposit§ una aifcubta gn un hemogiﬁémétro; para determinar -
el nimero de células y,la.viabilidad‘dé las mismas por ex -—-
clusion del colorante. sé-ajus£6 1avcgncentracién:ags;x 108-

células por mililitro y la viabilidad fué mayor al.80%..

SéparaciSn ég;leucocitos por El'méfbdo;gg gradientelgg”denée
sidad . (39)..Se sébgraroqf16&¢9§ito§md¢ $gngre hﬁmaﬁaudomplee
ta, la cual cqntignQ 55553%‘&9;;1p:§§;ﬁqs:T.

SeJGthéﬁerqh 5‘m1736 sgngréfééfiféfiqa.en»qna jeringa he-
périnizéda”(045imlkdc'Hepariha lOOOVﬁi’;y'se adi@ioﬁgrlénfa-
mente’en‘un_tqbQJggk;Rigdéfde<propiigno*e;.cuai contenfa -~
5 ml de Ficoll-Paque (Pharmacia Fine Chemicals AB ﬁppséla;
Sweden), den$idadzl.067.gr/mi. -Se'centrifﬁg6 a 400 xg duran
te 40 minutos a 4°C. Después de la centrifugacidén se obser--
varon’cuaifo_cgpas; lé.primera de la‘pgtte supériOr1¢orres—*‘
ppndfé al sﬁero;mia seguﬁdaygl‘paqgate.dezloUcbcitos5Jla ter
céra'ali!&coll;f;que yfigjcﬁéttg:61 paquet§-dQ éritrocitos.—
Se separ6 el paquete de¢ ‘leucocitos con una pipeta pasteur, y
se lavaron tres veces con solucidn balanceéda de Hank. Final
mente, fueron fesuspendidas en 1 ml de solucidn Hank, se =~
tomé una ai{cuota con una pipeta de glébdlos blancos y se ==
aforé con azul de Tripan. Se ajusts la concentracion a 5 x -

106 células por mililitro y la viabilidad fué mayor al S0%,
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Metodo para la determinacion de linfocitos formadores de ro-

setas espontdneas (LFR-E)(30). De la suspencion de celulas =

obtenidas del bazo de los ratones o de la sangre humana pe-~-

riférica, se tomaron alf{cuotas de 0.25 ml y se colocaron en

tubos de pldstico (Falcon I2 x 75‘mm), y se incubaron con -~

con diferentes concentraciones de azatioprina'(Burroughs We-

1lcome, Mex.)ofréccioﬁes I, 2, 3, 4, 5y albumina bovina se-

rica. A 37°C durante 90 minutos, luego se adiciono 0e25 ml -
dp'una,suspenc;gn,de eritrocitcs de carnero al 0.05% en so--
1u616ﬁwﬁank;1A$f mismo fueron incubadas:ISHminutos a 37°c,

1 cabo de este tiemoo fueron reincubadas 2 b°C ‘durante 60 ~
‘minutos, posteriormente fueron centrifugadas a bOO xg 5 minuw
'tOs,,sp deghechc,la”mxtad“del'SObtgnadante,_seg:p;usppndio’-
suavpmente:ywsé,téméfuna-alféﬂbta en'un.hemocitsmétrp. Se --
contaron un tota1~do.300‘céiaiés con el Objgtifo 40 x, cal--
culdndose la media aritmética. Los resultédoSiSe reportan en
porcentaje, considerando como 1infocitos formadores de TOSe-:
‘tas espontaneas a todos aquellos que se han unido a 3 o ‘mas
eritrocitqs de carnero. Una vez realizado el conteo, se in--
cubaron a it o durante 18 horas mas, correspondlendo a 105 ~==-
linfocitos formadores de rosetas espontaneas tardfas o tota-~

les,

Método de transformacion blastoide (40). De 1la suspencién.de~

células obtenidas del bazo de los ratones ¢ sangre humana

” .
periferica, »or lo metodos anteriormente descritos, en con=-

diclones estériles y lavadas con medio RPMI-I6L0(GIBCO), en-
riquecido con suero fetal de ternera (GIBCO)inactivado a 56

°C durante 30 minutos, L-glutamina 2 mM (GIBCO), N-2-hidroxi-
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etilpiperazina-N'~2-~aclido eténsultdnico (buffer HEPES,GIBCO)
10 mM, penicilina 50 UI/ml (Lakeside) y estreptomicina 50 pg/
ml (Lakeside). Se colocaren 2 x 106c61u1as en un mililitro -
de medio de cultive en cada tubo (Falcon 12 x 75 mm), se adi
ciong fitohemaglutinina (DIFCO, lote 676566) en concentra=--
ciones de 50, 100 y 200 pl de una solucidn stock de'l_mg/mlg
A otra serie de tubos se les adiciond 50, 100 y ZQb_pl de la
fraccion 5 del extracto total de timo bovino (1 mg/ml). Se
incubaren dutante‘?é horas a 379C en una aﬁﬁésfera de COz al
5%;_,Tran$cnrrid§ esfé‘tiempo, se_£§m55unabgi{6uotélde cada
tubo. y se determing la viabilidad celular por exclusidn del
colorante azul de Tripén} Se‘adicioné325fp1“de'H3-Timidina"-‘
(2 yCi/mmol), se 1ncubaron durante 18 horas mas. Al cabo de.
este tiampo, se cosecharon manualmente utilizando filtros de
fibra.gg.y;drio (Whatman.GE/A;Z;b cm),‘se.lavgrog;con.una_sol
de‘t;@iﬁiha,(ngkz“mg/m1}§isg'adiéingVpbsté}iOrmente,5cido
triclbroacgfiéb al 5% a h?c,giinéimeﬁte‘una éolucignade eta-
nol al 70%. Pueron secados ¥y colocados en viales con 2 ml de
1{quide’ de centelleo (2,5-d1feniloxazole {rPO). L gT; dlmetil
1-L-bis{5-fenil oxazolil)benceno (dimetil POPOP)}100 mg di=--
sueltos en 1000 ml de tolueno), los viales fueron cerrados.-
Se detefmins,1§ inc6rporaci6h de matgtial radioagtiypienfuhf
eSpectrofot6metrdb(Liqﬁid:sgintillgtioh Spectrometer, Packard
Tri;Carb hod. 3380). Los resultados fueron reportados en cu-
entas por minuto (cpm), se calculd la media aritmética de -~-

los cultivos por ftriplicado y la desviacion estanddr.
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YV.-RESULTADOS.

Aislamiento y purificacién del extracto de timo bovino.

El procedimiento de extraccion y purificaciGﬁ para lia ob--
tenci5n de la fracéién biongidamenfe activa esti asquenati-~
zado en la figura Nec.l. Este procedimiento fue dissflado para
trabajar gran cantidad:dé fgjido‘timicé,yrobtener un buen -~
rendimiento. Lgrgiandulg t{miqa fueé ext#a{daﬂée'SO,bovinqsﬁ-
‘neonatos recién muer§o$; inméd1a£a6énte:séfpfdéédi67a la =~
limpieza ¥y seléqbigﬁ.déklafmismﬁ.’Seﬁrealiz6;ﬁ§a‘prim¢ra -
centrifugacicn a I5oodgig:duranteJZO?minﬁtqg;g 0°C, obtenién
dofun'vqlumindSO‘sedimgpto;;cgnstitﬁfdogpoﬁEgrgnrcantidadgdei.
cromatina,. I,cgraet‘erfsti¢$ del tejido ‘linfolde, el sobrena-~-
.dgntéiogteni§gﬂd§ color amarillo claro correspondié a la =-
.t:aébién I..De$§qés"dé un;calehtamienfo;a,865C;3se separaron
1as;prbtefnas de#nétutaliza@?;gitehiéh#d'en'puenta que - la =«
ffaécién,biolagicamqnte.acpiva eSﬂestableﬁg”éStaﬂtemberatura-
(29), e1‘sobrééadéhﬁe,obtenido cqpresﬁqndié_a 1a fraé¢i6n 2.

Después de la Préeipiﬁagigh'édh acetdna.a‘;10°C'se obtu=-~--
vieron IO gramos-de: polvo blanco eQ@@vélenfe a la fraceidn: 3,
Se ajusts 1a concentracién de protefmas a 25 mg/al, para --
disminuir 1aagoﬁceﬁtraéiah;*Ei fféééiohaﬁiéné&:éon su1fato -
de amonio al 25%, es para efectuar una precipitacién salina.~-
Este procedimiénto removid profe{nas sin actividad biblégica,
medida por el ensayo de 1la formacidn de rosetas. Después de -
la centrifugacion a IS5C00 xg, se modificd 1la acidez del so===
brenadante a pH 4 adiciondndo 79 ml de acido acético al I0%.-

. - . .
Luego, al adicionar suilfato de amonio scolido hasta una con---
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Figura Jo.I
Diagrama de Purificacidn del Extractc total de Timo Bovino.

Tejido t{mico

centrifugacién I5 C00xg

Sob;;nadaqte Preéipitado
Fraccion X

80°C, 50mi

4

r _
Precipitado Sobrenadante
Fraccien 2

precipitacidn con acetona -I0°8
r | ,

Sobrenadante Precipitado - !
Frdccion 3

(VHJ_})ZSCI" sat 25%

! L

Sobrenadante Precipitazdo”
2raccion L Lo :
{NH, },S0
Sat%58% u
Precipitade Sobrenadante
Ultrafiltracidn
porc'Uﬂ-IO”
7 ‘
Reteﬁido’ Filtrado

Desalacion en
Sephadex G-25

. . .
Lioflllzaglon
Fraccion 5
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qentracién de 50% de saturacion, aparece un precipitado de--
bido a protefnas deshidratadas que ocasionaron una disminu--
cidn en 1la sblubiiidad, aste précipitédc fue separado por ==
centrifugacidn. En el proceso de ultrafiifraﬁién,a traves -
de'meﬁbranasgnillipore pofo UM-10, fuefon sep$radés sustan—«
cias con pesos mdlecularés méhofésido 15. 000 daltons, obte--
niéndo una eficiencia en la. flltraclon de 24 m1/hora. De un’
volumen de 1000 ml se concentro a 8o mA el flléfado fue co

lectado*a k’C*y posteriormente fue pasadd’avtraves de una .-

columna empacada con’ Sephadex G-25 fino, oquilibrada ‘con’ agua

destzlada y: desionizada para eliminar sales

» ;nuc1eotidos =
contamlnantes. El eluado fua 1iofil L "«obteniendo final--(
mente un. polvo blanco, que correspondio aila fraccion 5. El
rendzmiento total de 1- Kg de tejldo t{mico fue de 245 gramos.;
Sa obtuvmeron cinco fracciones, cuyas conﬂentraciones pro-

telcas fuoron de: 288.98 9&.62, 72,70, 21.92 y 7 67 pg/ml -

respectivamente. Slmultaneamente se. determlno el contenxdo;-

de carboh:.dratos, obteniendcz ‘15 .05, 11.09, 10.10, 851y =
.0?'pg/m1 para las fracciones 1, 2, 3, 4y 5 respectivamente.

Ho s@. observo actividad biologica en las fracc10nes 1,

3y L, pero fue evidente en 1a fracqion sifddida por el ensa
yo de 1la formac*on de rosetas: espontaneas (tabla NoWl) .

En 8l modelo'experimental se utilizaron ratones adultos de
la cepa CD-1, normales y timectomizades. A los ratones adul-
tos de 8 semanas de edad, se les sometis a timectomfa total
para provocar una deplecion de 1la poblaciSn de linfocitos T.

Veinte dias después se sacrificarcn los animales para extir

parles el bazo, y’haciéndo una diseccidn total para compro-—--




Determinacion de la concentraciaon do;protefnas, carbohidratos

y actividad bioldgica medida por el ensayo de rosetas, de cada

una de las cinco fracciones obtenidas.

condentracion . .concentracion ' actividad
FracciénkMuprotofnas(pg/ml ,carbohidratos(pg/ml) biologica
1 288.98 15.05 -
2 9%.62 11,09 -
3 72,70 10.10° -
b 21.92 8.51 -
5 '7;57' 2,07 +

La’ actividad ‘bleologica se dgtermino por el ensayo de la -
formacion de rosetas espontaneas, incubando durante 30 -
iminutos ‘ccn ‘concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 ﬂg/ml de
cada ‘una de ‘1as. fracclones obtenidas, ‘en 1as cuatro pri-iﬁ
meraw 0o se detecto activ1dad.', ,

+ Se detects” artividad biologica a 100 pg/ml,

‘Tabla No, 1.~ Resultados obtenidos del promedio de la deter=
minacidn péer duplicﬁadé.de.larcdncentraéién - -
proteica, de carbohidratos y actividad biold-~

gica de las fracciones obtenidas,.



Resultades . obtenidos de 1a determlnacion de la curva estandar

de Erote{nas Eor el metodo de Lowry modificado Qor E.F&Hartree.

0 o1k 0

0l 5.0 T 7.5
20 5. - 043755 137400
156400

(a) vAlbumina ‘sérica bovina. (160;pg/
(b)y ;Agua“destil'd ‘desi :

ficada*pquEs?;gﬁéfﬁféé(jé).

ot




GRAFICA Nol
‘CURVA ESTANDARD DE BSA (38)

CONCENTRACION DE BSA{yig/mi.)

g R SRSy A
Curva estandar de albumina ;érica~bovina

obtenida por el método de Lowry modifica

do por E.F.Hartrse,
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Resultados obtenidos de la determinacidn de 1a curva estandar

‘de carbohidratos pdfggl_metodo del acido sulfurico-fenol.

fNo.de‘ﬁngxtran Agpai Fenol Acido sulfuri-g; .0. o Conceﬂtra- {
tube. ml {a). . ml{b): ml . (c) ml (d} 490 nm . cion{pg/mllf

1 0.0 0.5 0, ;§¢, .o

0 o 0i5 2.5 o 581*
o2 03 05 2.5 0.869 - **391
0.3 0.2 0.5 5 1.166  58.91
RIS 0.1 ,qogu 5 L¥$5he* ,75552,

o W F WD

0.5 0.0 0.5 2.5 1.979  100.00

T;Dextran tipo. 1100 C (100 pg/ml)
). agua. destilada y dos;onizada

Ao
‘OO P
y\‘-'vv

fgkulfurico concentrado

Taﬁla;Nog3j7;Cﬁrvggestéhdarhde deitr5n9dgtermihada*p&r el -

‘método del acido sulfdrico-fenol {37).



GRAFICA N 2
CURVA ESTANDARD DE DEXTRAN (37) -

50
ICONCENTRACION DEXTRAN (ug/mi.)

Curva esténdar de dextrdn para la determinacidn
de la concentracidn de carbohidratos por el mé-

todo del dcido sulfirico-fenol.
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bé 1a timectomfa total en los ratones time¢tcmi2a§03 o con-=
firmaxr la presencia del timo en los ratones cohfroi. Este =
modeio experimental se diseiio parag detarmina: la concentra-
cién Sptima estimulante de la ¥5, la concentracién inhibito-
ria del 50% de LFR-E con Az y el ensavo de tranforma¢i6§' -
blastelde,

Determinacidn de la viabilidad gelular,

Durante el procedimiento de separacion de’ celulas de bazo,

de los ratones;‘5e7determino 1aiviab11idad de los 1infocitos

'y 1000 pg/ﬁl. -y an’ tubo control cLa media ar;tmetlca de las
cifras basales de LFR-E tempranas de los ratones normales fqg
ron de 6,5%5,res@1tando ser apr§ximddamehta'k‘ve¢9$ mayores
a la obtenida con los ratones timectomizados que fueé de~;.h6§.
As{ mismo, se observd que la maxima estimulacidn fué a 100 B

de P5, obtenieéndo 9.63% de LFR-E tempranas para los Rtx y -




Determinacion db
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viaoilidad celular por la exclusion del

colorante azul de Tripan, a dxferentes tiempos.

n_id

HINUTOS
°. 60 90 120
PORCEQTAJE DE VIABILIDAD R

%

f§””,

VCelulas;
bazo® dow

Células

‘bazo ‘de

de:‘.- :

dc ;
Rtx

95.7

R R FF R RO

93.50.  S0.25  86.0 82,50

Tabla No.%.- Resultadoes obtenidos del promedio de 10 deter=

iés*Y;tipepfﬁhizdadsiﬁ‘
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GRAFICA Mo 3
DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR A DIFERENTES TIEMPOS

30

RATON WORMAL (3210
===+ RATON TIMECTOMIZADO (2+10)

30 60

MINUTOS

Se graficaron los resultados obtenidos de 1la
determinacion de la viabilidad celular a di=-
ferentes tiempos duranté-él.pfoceso de sepa-

racidn, lavado y conteo celular.,

0 120
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Determinacion de la concentracion optima

estimulante de LFR-B tempranas y la fraccidn

De

’10

0 1

FRACCION 5 (ng/m1
U s X I

3000

'Lra-n deg

R

LFR-E de

L Rtx

LFR-E de
indivi-=
duos sa=.

nos.

KB

&G

PR

146 4.3

‘0,38 ;r;zs;'
0,09  0.30

43,16 43.91
24,01 28,09
5483 6483

8.06
L 12”]
0 271 .

'"”~1b-193;,
0.68 1.8k
‘Qigpj' Colaly

fvw media aritmetica
S varianza

k . .S¢.
T Vn

15 0.9

48.07 - 58.07
19436 12496

16,87
3 «?6 ’
0,910

5.07; .
0,81 -
0,19 .

3547

17.64
zh.zs"a

1.12
0.27

Tabila No. 5.- En esta tabla se muestran los resultados obteni-
dos de los promedios del conteo por triplicado -~
de las 10 determinnczones de los LFR-E tempranas:
incubados con la fracc1on 5y un control de BSA.-
f.os resultados estan expresados en porcentajse,se
reporta el intervalo de conflanza, calculado a .-~

un nivel del:

95% ((n = £ £ k),
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GRAFICA N o4

'EFECTO DE LA FRACC&ON 5 DEL EXTRACTO “TOTAL DE TIMO
BOVINO SOBRE LFR~E TE_IPRANAS DE RATONES 'NORMA-
LES Y TllECTOHlZADOS '

2¢

o————e RATON NORMAL

o=~ RATON. TINECTOMIZADO-
wn
=
<
o
Q.
w
P .
o 10
[ AR
a ’ .
l-: ’I’ \\‘

» ’I, \‘\ ﬂ=|0
" “ o
//{ Y| nz10
/"
PR . . )
9<0.0005
1)
| 10 IOO IOOO ug/a‘

EXTRACTO TOTAL DE TIHO (FRACC!ON 5)

En la grafica se muestran los resultados obténiaos
de 1a dyeterminaci‘én de la caencentracidn 6pt»ima es=

timulante de LFR-E tempranas con la fraccion 5.



Determinacidn de la concentracién dptima estimulante de

LPR-E tardfas y la fraccidn 5

FRACCION 5 {pg/wl).  _  BSA

=10 o 1 101000 1000 26

‘L¥R<E dé 6. zu;a 'ig;ﬁﬁi '303< 5 Bzém,
‘B 10.75 H1.3% ¢ W2k o 2,89
- ‘2. 51; 19&95}? b O 03 10.?0

w m' v

1.16 0,54 2,38 11.07 . 4,05 - o;sgg,
57 0 2031; 0312 3.16“. 0,90 - =

OB ]
o
.

13
~

‘LFR-E’ de]
.indivi--
iduos sa-
»no .

3. 45,80
6 20,25
h.92

67.10 . 1B.90°. 5.1
9.0 10 «89 . 11,56
2 18:;; . .5“:"’5- ‘2,81

® A
Y
P

E media: aritmetica
S . varianza
k- .'Se¢ .

Tabla No. 6.- Resultados expresados en porcentaje, obtenido
de los promedios del conteo :por -triplicado de.
las 10 determinac;ones de los. LFR<E tard{as,
se reparta ademas los valores obtenideos del =.
calculo ‘del intervalo de confianza (95%) -
{be:k)o




GRAFICA Nob

EFECTO: DE LA FRACCION 5 DEL EXTRACTO TOTAL DE TIMO
‘BOVINO' SOBRE LOS LFR-E. TARDIAS DE. RATONES NOR— s
HALES Y, TIHECTOHIZADOS.

2
RATON IORIAL“_
- unou T
- » -0008
=
o
[+
- 4
jo—
w ’ \
o 7 \
“ s
~e 1’\
[
/ i
4
4 A Y
7
[
/
)
i 10 100 1000 ug /ml
FRACCION 5

En la grafica se muestran los resultados cobtenidos

de 1a determinacidn de la concentracidn optima es-

timulante de la fraccidn 5 socbre LFR-E tardfas lue

go de la incubacidén durante 18 horas,
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de 14.39% de LFR-E para los ratones normales., Utilizando el
metodo estadi{stico de t-student para medias dependientes,se
compararon las clfras basales y los resultados obtenidos lue
go de incubar con 100 pg/ml de F5, y en la cual se obtuvo el
maximo efecto estimulahta, obtenisndo un valor de p<.0005 -
(grafica No;U).'La adicidn de una concéh%radiﬁﬁ'mayqr de F5
(looqkpg/ﬁl),'no,activéﬁél‘Sistema desmedidamente, éi”factor
~11mitéﬁ£¢ é;£éLmaf§ddéfpOr el nimerc decreciente de LFP~B. -
EStendecreménto no‘fué significativo‘en ambos casos, alvobte

ner una media aritmatica de f.o} en- los: ratones normales y -

.07% en 1os ratones timectomizados (tabla No.S). Los LFQ—E

~tempranas de sangre de individuos normales mostraron un au--

'mento significativo (p<0 005), al obtener un promedlo de RSP

:hB léﬁ;clfra basal y 8.07 luego de la incubacion con 100 -
peg-de 1a’ Fj (tabla No 5). Se observo ademas, el mismo efectof
‘decrgclente al,aumentar diez.veces 1a”concentracionr§¢ F5 ==
(1000 pg/ml), obteniendo un. promedio de 35 7% de-LFRJgftem-m
pranas. Una vez reallzado ol conteo de 1os LFR~E tempranas,:
se, prOCﬂulo ‘a cuantificar los. LFR-E tard;as o totales, gn -
donde e1 promedio basal cbrrespondiente a- 1os ratones norma-:
1as £uewq¢;8.Q6ﬂ,:siqndq,sels veces mayor331 ppom¢§;o,ba$a1,
obtgnido con el grupo de ratones‘timectomizadosvé;eifué de =
1.16%,dé LFR~E tardfas. En forma similar, luego de incubar -
las células con la F5 flOOpg/ml) y de transcurrir 18 horas,-
el grupo de ratones timectomizados mostrd un valor promedio

de 11 .07% y los ratones normales de 12,06% {tabla No.8). ———
Tambicén se comparo, los resultados promedins btasales y los -

resultados obtenidos donde se ebtuve el maximo efecto, obte-
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niénde una diferencia significativa (p<0.0C5)(grdafica Yo.5).
En las determinaciones de L¥R=-E de individuos sanos, se obtn
vo un promedio basal de 48.93% y con la F5 (100 pg/ml) 67.1%.
En lo que respecta a la incubacidén control, usando BSA (16 ng/
ml peso seco), no hubo efecto estimulante, ya que la cifra -
obtenida de 39.1% de LFR-E equivale a la determinacidn basal
correspondiente a los 1linfocitos incubados con los eritrocitos

de carnero udnicamente {tabla No.5).

Determinacidn de la concentracion inhibitoria del 50% de LFR-E

xfazétiQQrina. Las células,dbtenidas.del baib-de ratones nor=-

'males,,timectomizados y:de :apgre\huména'perité:iqa, fue:pn.
incubadas durante 90 minutos con 12,5, 25 y;so pg/mlvdévaiéie
1tioprina. Observandose que 1los. HFR E ‘se inhlben al: aumentar -
la’ concentracion. En e1 grupo de ratones notmales se’ obtuvie-_
ron 6.5% de- LFR-B c1fra basal y 3 61% con 50 pg/ml de azatio-
prina; en- el grupo de" ratones t;mectomlzados, se obtuvieron

1 36% de LFR-“ promedlo basal y con azatioprine 0.15% {tabla-
Noy?)§,Sabiendp¢que la cpncentraéion inhibitpria*reguerida, -
es'aquellé-en:lg'cual se,iﬁhibe g1 50% de los LFR-E, corresg--
pondid a dicha ¢oncentraci6ﬁ]50ﬁpg/ml dé azatiopriﬁé;.Se ob==
séivGStambiéh; que: si se. prolonga cl tlempo ‘de. incubacion a
18 horas, 1a inhiblcion es total en todas las concentraciones
probadas. Este efecto fué similar'en los LFR-E de sangre hu=--
mana perifériqa;~ovsea,de un: valor promedio basal de]b3;16% -
disminuyé hasta 25.1% con 50 pg/ml de aratioprina. Cabe acla-
rar que la viabilidad en los LFR-E tardfas fué mayer al 70%.

Efecto de la fraccion 5 en LFR-EItratados con azatioprina.Una

. f » -* ”
vez determinada la concentracion optima estimulante de LFR-E
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Determinacién de la concentracidén inhibito-

ria del O de LFR-E y azatioprina,

n«l0

L»ﬁ?‘u_gw.g

FR-E de Rtx:

L.¥R-E. ‘de in-
dividuos sa-
nos.'aﬂﬁ

AZAIIOPRINA (pg/ml L
12,5 - 25 . 50
335 B.5 F.01
1.76 - ( .7o 0.82
0.u2 . 0.17 0.19."

:1;21;*
ozgﬁf

""Bﬂ

ozsif
.30:“
,4!97ﬁw

0.63
-lu?f
_30?;¥

0,15
0 .Ob

S
‘.38?,
0.09

»Uum

“3-16; 
23.01f’

q1.1
16.-0 ;

38.5

| 23;1“
30#25 5

21.16"

5 83 % {7;35ff' :2’§3i;l 5-1h

Tabla Ho.?.-

medla ari
nvarianza

centaje,

__n LR

meticalkgw,'

Se. muestran los resultados obtenidos ‘de la dew
terminacxon de:10s LFR-E luego de la 1ncubae -
cion con diferentes concentracxcnes de’ azatioif
prina. Los resultados esgan expresados en pog-
se reportan ademas, las medlas aritme~-
ticas, la varianza y el intervalo de confianza
calculade para un nivel de 95%, (H ¥ T k).




-42 -

GRAFicA No 6

EFECTO DE AZATIOPRINA EN LFR-E TEMPRANAS DE
" RATONES NORMALES Y TIMECTOMIZADOS

RATON NORMAL -

p<0:005

% LFR-E TEMPRANAS

N e .
-
’ -—--~~~
0 - - v " e -

125 25 50 g /mi
AZATIOPRINA |

Resultados bbtenidgslluggo de la incubacién de
1.FR=-E con azatioprina a diferentes'concentra--

ciones,
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y 1la fraccion 5 (100 pg/ml), y la concentrépién idhibitoria

del 50% de LFR-E con azatidpriné (50 pg/ml), se procedié a -
incubar las celulas qon:ambas’su5tancias, se trébajé simul--
tameamente un tubo control conteniéndo azatioprina y alblmi=-
na séfica.bovina'(IG,pg/ﬁaleso seco), en concchtraéién7equg
valente en contenido proteico a la fraccidn 5 obtenida (7.67
pg/ml). Obténiédﬁa?eh”el‘grupo de ratonés.normaies,‘ciffas -
promedio de ? 09% do LFR~E tempranas luego de a 1ncubacion'

con’ Az-F,, rasultando ser 1.5 veces mayor a 1asﬂobten1das confﬂg

rAz—BSA que fue de h 61% de LFR-E., Simultaneamente,.en'el

grupo de ratones timectomizados, se obtuvo 5 7%3“

con’ J\z-!‘j y;iun "promecuo‘ de . 3.5390‘de' LFR-E con Az-BSA

BSA: de 19_.6%._

se- observo que e

les,

estimulacidn parcial y total que’ con51sten en- 10 51puiente:

Cel _LFR-E* F5 : - Ce_ Lr: 2-"‘4 F5+ Az
LFR-E ' LFR=-E + Az

Dondes

Ce' conficiente de cstimulacidn parcial

Ce coeficiente de estimulacidn teta

pd

LFR-E linfocitos formadores de rosetas espohtéheas,cifras ba~-

sales.,




Determinacign del efecto de la fraccion 5 =n

LFR-Q-tiaiadbs con azatioprina,

LFR~E tempranas.

LFR-E tardfas.

x
S
k
x
S
k
LFR-E de |X | 37.2
'individuos S 12.,25"
sanos Xk 2,97
2 azatioprina (50 pg/ml) Yy fraccion 5_(100 pg/mi)
c ‘azatieprina (50 pg/ml) ¥y albumina ‘serica bovina (16 pg/ml}
a coeficiente de’ estimulacion parcial

coeficiente de estlmulacxon total

Tabla No.8,.,- Resultados de 10 determinaciones expresados en
porcentaje, sSe roporta la media. arxtmetlca(x),
la varianza (S) y el valor de k ( Sc¢/¥ff), corres
pondiente al intervalo de confianza de 95% (Aﬂx‘”).
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G RAFICA NoT

COEFICIENTE DE ESTIMULACION PARCIAL DE
LFR-E TEMPRANAS POR LA-FRACCION 5

20

N = RATON NORMAL
Ta & RATON TIMECTOMIZADO -

of, LFR-E TEMPRANAS

i p< 0.005..
nzl0 n=l0
N Tx

COEFICIENTE DE ESTIMULACION PARCIAL

cis LER-E + F§
o LER-E

Grafica que muestra la media aritmética y 1a
desviacidn estandar de la determinacion del
coaficiente de estimulacion parcial calcula-
do con las 10 determinaciones basales y las

obtenidas con la ccncentracidn optima estimu

lante de 1la fraccién 5 (100 pg).
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GRAFICK No 8
COEFICIENTE DE ESTIMULACION TOTAL DE LFR-E -
TEMPRANAS POR LA FRACCION §.

2
Nz RATON NORMAL
“Taz RATCN: TIMECTOMIZADO
w
g
= ‘P <0.0005
i
- 10
w
a
.
—ad
3
&
nzlQ n=l0
0
N Tx -

COEFICIENTE DE ESTIMULACION TOTAL

_AFR-E 4+ Fs+Az
LFR-E + Az

Ce

Grafica que muestra ia media aritmética y
la desviacidn estandar de 1a determinacidn
del coeficiente de estimulacidn total de -

LFR-E tempranas y la fraccién 5 (100ug/ml).
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F5 detarminacion de LFR-E con fraccidn 5 (100 pa/mi)
Az determinacién de LFR-E con azatioprina (50 pg/ml)

Se compararon los coeficientes de estimulacidén parcial de
los grupos de ratones norméigs.y,timectomizados mostrando --
una diferencia significativa {p<0.0005)(grafica No.7) ¥y lo -
correspondiente para lbs‘coefiCientes &e estimulaéiﬁn total,

(p<0.005) (gréfica No.8).,

Determinacidn de la reactividad linfoblastica. Las células

separadas en condicibnesﬁdevabsoluta-estérilidad;vfueron co-
locadas en una%sefié'de‘tubés“aulos_cqaiesAse’les‘édiéiqné -
50, 100'y 200 pl de PHA; simultdneamente, a otra Serie de tg
,bdsxsérlésrédicioﬁ6 50,;;0b;yf200:p?ﬁAef15,_para*detgrhiﬁar,

Algﬁp‘ﬁrqbablé‘efqéypvmifég:niégg‘Sevrqalizéfel-e;perimento

porltripliCadogjse:calcﬁiSEIa.mg@;qfanitméti¢;3y,1afdésviag-
cisthSténdar,vobfehiéhdo que 1;HPHAiestimui6vaflqs linfoci-
tos‘de'loé ratones ndrm§1é$}6.6 vqceg; sin édﬁétgd,:lbs lin-
focitos de los ratones timectomlizados no respondiéeron a este
estfﬁuio; Por otra parte, no.Segobsc?vé‘efecto mitbgénicoj--
cbﬁf1a F5,'dado*quejq17mayorgcoéfiéientc deveStimﬁlacién -
‘1infbb15$tica obtenido fué 2.0 en los ratones timeétbﬁizgdos,
y”en'losvratqnesJnormaleshfqé‘dq 2,1, El criterio que se si-
guié‘pqra'éOnsiderat efecto m;togéhiCO,ifué que el coeficien
te de estimulacidn Iinfobiéstica fueré mavor a 2,5( tabla Xo.

9)E1l coeficiente de estim:lacion linfobldstica se calculd de

. Y >
acuerdo a la siguiente relacion:

Cel_cpm de linfocitos estimulados
“cpm de linfocitos no estimulados

Se observs también, que en el cultivo control de las calu-

las de los ratones timectomizados las cpm fueron del orden -




Determinacidn de 1la transformacidn blastoide

con la fraccion 5 y la fitohemaglutinina,

FITOHEMAGLUTININA (pg/ml)

(o) 50 100
n=310 cpm com cpm cpm-
Celulas de|. x| 2671 2730 13000 17707
bazo-deﬂRh DS 934 548 7“2“5‘ 6524
COL 1;0 5 0_1' 6 .6

Células de} % | Likk
‘bazo de Rt2 DS| 2019
CeL

X media aritmetica

ns’ ‘desviacion: estandar

¢pm cuentas por minuto

Cel. coeficiente de estimulacion linfoblastica

Tabla No, 9.~ Resultados de la determinacidn de la trans=-
formacion blastoide en células de bazo de =
ratones normales y timectomizados con dife-

rentes concentraciones de PEA y F5.
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GRAFICA Nos9
REACTIVIDAD LINFOBLASTICA A FITONEMAGLUTININA

—— RATON PORNAL
———= WATO N T INECTOMIZADO

10

CUENTAS POR MINUTO x10

P T
50 - 100 200 pg/mi
FITOHEMAGLUTININA
Resultados de 1la determinacion de la actividad

linfobldstica de células de bazo de ratones a

fitohemaglutinina.
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GRAFICA No10

'BEACTIVIDAD LINFOBLASTICA A FRACCION 5 EN
CELULAS DE BAZO-DE RATON CD-1 TIMECTOM I~

" ZADO MORMAL.
24
= RATON WORMAL n=iC
= ~RATON TINECTOMIZADO n=10
-
0,,,
I’,
-
0 -
50 100 200 wg/mi

Fraccion 5

Resultados de la determinacion de la reactivi-
dad linfoblastica de ceéelulas de tazo de rato~--

rd
nes a fraccion 5,



LFR-E. Se calculg: ‘ol inc‘

de U1L422015 siendo ligeramente mayores a las obtenidas en
los ratdnes normales que fueron del orden de 2671534 (gré-
ficas No.9 ¥y 10).

Se estudié:un grupo de seis nifios cuyas edades oscilaron
entre 1 y 6 meSés; todbs con diagﬁEStico de desnutricién en
tercer grado..: Se evaluo -la formacxon de rosetas, y el rango

obtenido fue de 23% a ho% 1nicia1mente, o sea. la incubacion

vbasal-gotrqspondicnxe a losJIinQOC;tos1yﬂeritrocitps de car-

‘ﬁerd’solamenfé,.luego-de 1a&iﬁ¢hbac15hiin‘vitro con la'ffa--

ccidn 5 (100 pg/ml), el rango obtenido ‘fué de 40E 'a 58% de-

“xgngqﬁdp_qguerdo,a 1la siguientg -

Telaciény:

Tncremento.LIR A5 _sin B5 100

LFR-Eisin F5
En algunos casos se detecto dnfinbrementofmayor“(tabla[YOZ
10); esto ‘se’ debe a-que’ probablemente exista alguna otra en-"_
fermedad asociada.v ‘Se: determinaron tamuien 1os coeficientes
de. estimulacion linfbblastxca, QO:dOS casos se obt uvo una.
respuesta:fa?orable a-PHA~(CQL,3;Q).~Eiﬂrest6fde los pacien=
tes no resnondieron. Lo que respecta a a ?5, no 'se dotecto

efectc mitogenico si nificat1vo (tabla No 10).
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Determinacién de LFR~E tem ranas y transformacion blastoide:

en: seis pacientes'coh”desnutricién en tercer grado.

LFR-E ‘t’én;ﬁi;anas Transfomacién blastoide

No, de’  “infcial Pfinal ©incremento 9ceL - ®geL.
paciente. S % IR PHA

1 23 o 73 0.8 1.3

2 %0 58 45 0.9 143

3 34 L5 32 1.2 3.0

L 30 u5 50 2.2 0;9"

5 Lo B6 15 0.5 142"

6 29 b7 62 1.1 3.0

!

cifra basal que: corresponde a la. incubacion de 1infocitos
b ¥ eritrocitos de carnero,
cifra final" ‘que: corresponda a'la incubaczon de linfocitos .
‘con 300 pgide F5. ¥y ‘eritrocitos de carnero, .
aincremento que’ cbrresponde ‘a 1a diferencia entre la’ cifra.
d final menos inicial ‘entre cifra inicial por 100. .
coeficiente de’ astimulacion linfoblastica y la fraccion ‘5
{100 pg/ml).

coeficliénte dé”estimulacion linfoblastica y fitohemaglutiu
nina (100‘pg/m1). o

c

Tabla ¥No.10.- En esta tabla se muestran los resultados obte-
nidos del estudio de seis pacientes con desnu-
tricidn, se determino la reactividad lihfoblai

tica v LFR~E con 1la fraccion 5.




El eitraéto obtenido del tejido t{mico libre de celulas {~-~-
fraccion 5)(29) tuvo un contenido proteico de ? 67 pg/ml y -
2,07 pg/ml de carbohzdratos. Lo que nos indica que el extrae
to tiene una: constitucion probable de glicoprotefna. La ac==

tlvidad b1ologica dw este extracto es similar ‘a la reportada.

fpor Goldstain (9) considerandc que su preparacion no- conte-—

nfa carbohidratos. La actividad bialogica y ‘el contenado -~

'protefco de 1asAdiforentes/fracciones obtenldas durante el -

‘vn”que la actividad biologica

y_el contanido de N-proteico es

menor“hl de las otras fracciones

fseﬁalande esto como una el

racterfstica del prqceso de purificacion.

La ausencia deuadtividad biologica en-las. rracciones I,
3.y 4 1a explicamos por las: diferenqias en 1o§”metodos gtili-
zados en la literatura ‘para. eSfébIecgr;ﬁnafﬁésﬁancohCehfrafa-
cisﬁ}fEn;otrggypglab:as,fno,9qnb¢gmqsfgonjprp§i¢16n 1as;conf,
diéiones estghagfidéie§£d$”m6£bdoSi:4ﬁé%refigiéh actividad'-
biologica de 1as fracciones 3 Y h Existen claras diferencias
en 1a deteccion de 1a actividad biologica, si se emplea el
peso seco de las fracciones o el'qontenido proteigo de las =~
mismas as{ como 1a curva de refewncia calibrada con albimina
0 con alguna otra protefﬁa. Por lo que es posible que las ==
fracciones 3 y 4 tengan actividad biolégica es por las condi-

ciones experimentales utilizando células obtenidas de médula

5sea, en donde la poblacién linfoide es mas indiferenciada,==-
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que 1la obtenida de bazo de ratdn ¥ sangre humana perifétiéh
(29). La viabilidad de las colulas de baze de los ratones =-
fué del 90% épmo promedioc a los 60 minutos, esto nos permi--
t1d excluir un factor celuléi inherente aivprocedimiontc de
la técnice de maniphlaéisn;‘qﬁe modificara'nuestros'resulta-'
dos estableciendo interpretaciones equivocadas de estimula--
cion con la fraccion biologicamenta activa. Por ‘10 que las
determinaciones con la concentracion optima-estimulante de
fraccion 5 esta excenta de un- dafecto ‘de 1la viabilidad -

vcelular. La act{vidad,biologica do fraccion 5 se obtuvo

de ratones no difiere éon los”publicadosj(bl); sin embargo,

observamos{estimulacion do los:L?R“E temprana (tabla No.S));

esta sensibilidad de las celulasha ia:fraccion 5 sugiere un

mayor numero de celulas T 1ndiferenciadas en estos 1ndividu-

os. Quizas por las repetidas extracciones‘de sangre- sin ‘em~

¥ tard{as (tabla No.6) de rafones 7 humanos, nuedeldeEQrse ‘A
la saturacion de receptores de membrana para eritrocitos de
carnero, Este fendmeno se ha confirmado par otros investiga-
dores, sin que se tenga una clara explicacidn (42).

Para evidenciar el efecto biolggico de 1la fracciGnyj,utili
zamos linfobitos de bazo incubados pfeviamente,con azatio---

prina, sabiendo que la azatioprina es un antimetabolito que



=55=.

ejerce un efecto inmunosupresor en los LFR-E. Esta accién --
inamunosuprescra es mayo1l-al aumentar la concentracidn de ~-
azatioprina, pof lo que es importante evitar un efecto letal
en la célula linfoide, determinando la concentracion de aza-
tioprina inhibitoria del 50% dQ“LFR-E<(29;51)5 Nuestros.re-4
sultados en este sentido, demostraron que‘la-coqcentracién -
inhibitoria del 50% es a 50 .pg"c{éf'l.dzafioprrina‘, la viabilidad
se mantuvo por. arriba del 80% (tabla No.?). Ademas observa-

mos que en el tiompo de'incubacion de IB horas al. efecto de .

la azaticprina es dahi uiblcion total y la viabilldad fue -

Noud se sugtere una mayor e

da ratones timectomizados. debido a un mayor numero de celu-r

‘mado a traves_.ﬂﬁ_ s,coeficientas de estimulacion parcial Y.

total, le que significa que el numero de linfocitos T indi--

ferenciados es menor que en los ratqnes (tabla No.8).

Céh,ei desarrollo de técnicas in vitro mias sofisticadas --
para.eStimar la»funciéh de las celulas T, se ha observado en
la ﬁihe#toﬁ{a cambios-drsstiébs en la poblacidn de células -

1infoides inmunocompetentes, como es la falta de respuesta -
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fitohemaglutihiha ob§grvada en las céluiés‘linfoideé»dé -
bazo de ratones timectomizados (h3). Estos mismbs resultédos
los confirmamos en nuestrec trabajo, quérvahdéllos coeficien
tes de ¢Stimu1ac156 con fitohemaglutinina que. son muy pﬁQuq-
fios de 0.7 en ratones timectomizados, y de 5.1 en ratones ==
normales(tabla No.9). Que- interpretamos como’ una ‘deplecién -

de . celulas txmo-dependlentes en ratones timectomizados.Con -

'estaforientaclon tratamas de medir e1 efecto mitogenico de -

;1a fracclon 5 en,lxnfocitos.dé bazo de ratones nor 51es Y- ti

1a‘1ncubacion

°°" 100 P@Hde ‘éifiﬁé5166ﬁ5;£éi5515ﬁ§m§fd6f5e activo despro-

porcionadamente.

Hay:trabaQOS'que,no~¢x¢1uYen,la posibilidad de combinar ==

‘bioensayos in vitro-in vivo ,por ejemplo luego de administrar

F5 en animales determinar inmunofluerescencia con los LFR-E -
simultaneamente, Ademds, queda clara la sustitucidn de 1a re-
constituciéh'de la inmunocompetencia por medio de una terapila

con fraccion tioldzicamente activa,a el transpiante de timo(34).
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V1I.- CONCLUSIONES.

1.~ La fraCcién'S obtenida del e;tracto.total de timo bovine
mostrd tener una actividhd.biblagica similar a la Timesina
reportada p6i~A.L;Goldstein, la cual contiene una concentra-
cidn de 7.67 pg/ml de protefna y 2.07 pg/ml de carbohidratos.
La concentracion Optima estimulante de 1a preparacion -
obtenida ‘en LFR—B de ratones timectomizados, normales y san-

gre humana periferica fue a 100 pg/ml 'Siendo esto, mas evi-f

donto en los{LrR-E tratados con azatioprlna (940.0005). Estos

fespltaﬁqs=apoxgn“lajhipqtesis’dp-que:elnefectoaastimulante

de la formacion de rosetas, corresponde a un mayor numeroc. de.

cSlulésflintoidé#[ihdiferenciﬁdas. 

3.~ No se dedStré‘efecto}mitogénico,de la,fracciéd*sxenslosi

flintgciﬁqudefbagp‘de_patdnes“nqrmales y timectomizados a di

ferentes concentraciones, per lo que se piensa, que no_tiene

efectoide*prdlifqraciSniSimilariaylos fi§6m1t6géhp§.
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