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I.- RESL E. 

La falta de desarrollo del tiro y la timectomia experimental 

ciación del linfocito T, de acuerdo a la hipótesis propuesta 
por algunos autores. 
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II.— INTRODUCCION. 

les capaces de modificar la función de los timocitos in vitro 

o in vivo (1). 

Antecedentes. 

El estudio de las hormonas timicas se inicia en 

el año de 1930, con los estudios de Greaoire y Censa (2,3,=+), 



sobre la regeneración del timo irradiado en envolturas arti-

ficiales. ^Gregoire (3), demostró que ).os implantes de timo - 

chozada, y sólo dos grupos de investigadores la aceptaron& - 

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



.,- 

animales adultos y neonatos. 

Dado que el ratón es el modelo animal más utilizado en In-- 

munología, la obtención de extractos de glándula ttmica muri-

na es muy limitada, por lo que muchos investigadores (10) --- 
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utilizaron extractos crudos heterólogos para reconstituir la 

inmunoeompetencía, estableciéndo nuevas interrogantes en es- 

de poro de 0,22 pm, siendo estrictamente impermeables a celu- 
las, además no se identificaron células fuera de la cámara --
con el cromosoma T-6 marcado, Se demostró(5) también, que --
el implante de timo singénico en cámaras con un tamaño de -- 
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poro de 0.35 par, reconstituía la inmunocompetencia del ratón 

timectomizado neonatalmente, evitaba además la pérdida de -- 

mectomizado con implante de epitelio timico puro en cámaras 

Msillipore (23) . 





la secreción del epitelio actuando a distancia del órgano,-- 

en contra de un contacto directo de un precursor de células 

T en un microambiente timico. Podemos mencionar sin embargo, 

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 morfológico, por lo que se han uti-- 

lizado diversas técnicas para su identificación. Se ha 	-- 
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descrito (22), para identificar a los linfocitos T la utili- 

zación de marcadores de superficies theta, Ihy, LyI, 2, 3; - 

as l mismo, se ha utilizado la capacidad de los linfocitos --

para formar una configuración de roseta con eritrocitos de - 

carnero, observando que la formación de rosetas depende de - 

la temperatura y el tiempo. Las variaciones en el número de 

linfocitos T formadores de rosetas, ha definido dos poblacio 

nos funcionalmento diferentes; linfocitos formadores de ro--

setas tempranas (LB'R-E tem) ó activas que corresponden a --

tiempos de incubación cortos con, los oritrocitos.de carnero 

(60 minutos) y'los linfocitos formadores de rosetas tardías 

(LFR-E ter) ó totales,. que corresponden -a las rosetas forma-

das despus de un tiempo sustancialmente largo do incubación 

(I8"horas)(30). Por éste"procedimiento se ha calculado que.-

un 65%  de linfocitos de sangre. humana periférica. son T. 

Fundamento del ensayo de transformación  blastoido. 

Los linfocitos de mamferos:normales son células en reposo" 

que pueden ser estimulados de alguna manera. La'estimulación" 

induce al linfocito a empezar una serie de cambios que lo --

hace metabólicamente.mas,"activo, aumenta la síntesis de pro- 

ternas y. sufre una transformación bló.stica.`Este proceso en 

el cual resulta una nueva síntesis de DNA y división celular 

es llamado Rtransformación blastoide*.'Dicho ensayo es de --

utilidad para: determinar el estado funcional de las células. 

inmunocompetentes, la detección de factores sóricos que de--

primen la actividad del linfocito, evidencia de sensibiliza-

ciones previas, reacciones de histocompatibilidad y para el 

estudio de sub-poblaciones do linfocitos, tales como células 
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El mecanismo por el cual la fracción S del extracto total 
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IV.-MATERIAL Y ME DOS. 

Material biológico. 

a). Glándula tfmica de 80 bovinos neonatos, proporcionados - 

se fraccionó en pequeños trozos, obteniéndo'un total de 1.2- 

Kg. Toda la preparación se realizó at°C. 

-Aislamiento y purificación. 
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El timo tu ó homogenado en 5 litros de NaCI 0.15 M y 50 mI 

Low•ry modificado). Hecho lo anterior se precipitó, con una -

so1ución saturada de sulfato de amonio al 25%, el precipita-

do fue removido por centrifugacíon a 15000 xg durante 20 mi+ 

nutos a 0°C, al sobrenadarte así obtenido se le ajustó la -- 
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posteriormente se adicionó 0.5 ml de fenol y 2,5 ml de ácido 

sulfúrico; inmediatamente se agitaron con un vibrador y se - 

dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 60 minutos,al 

cabo de este tiempo se leyó el desarrollo de color a 490 nm 

contra un blanco de reactivos. Para las muestras problema, - 

se pesó 100 pg de cada una de las fracciones obtenidas y se 

diluyeron en 10 ml de agua, se trataron de la forma antes --

mencionada, sustituyendo el dextran por la muestra diluida - 

(tabla No.3,grafica No.2). 

Tclmectom1a  del ratón adulto  (:38). 

El raton'.fué-aºestesiado con tiopental sódico (20Th Centu=- 
ry Chemical de Hex ), en una, dosis de 30 a 60 mg/Kg de peso, 

va intraperitoneal. La pared anterior del tórax fue lavada.' 

con solución de benzal y, colocado en .,;posición prona, en una 
tabla de corcho. Los cuatro miembros fueron Inmovilizados --

con cinta adhesiva, la piel fue esterilizada con unas gotas 

de alcohol al 70%. Se hizo una incisión en la piel a lo lar-
go de la linea media y  la mitad ;del esternón, -inmediata--- 

mente abajo del cuello. La tabla de corcho fue acomodada pa-
ra que la cabeza del animal quedára del lado izquierdo del-- 

operador. El ost ernón fu é sujetado firmemente con unas .;pin--

zas y cortado transversalmente a la mitad de]. tercer espacio 

intercostal. El timo se observó inmediatamente bajo la inci-

sien; el esternón fu€ sujetado haca arriba, usando las pin-

zas y una cánula fue llevada al interior hasta hacer contac-

to con el timo, la succión por medio de una bomba de vacio,-

se realizó de manera variable hasta el desprendimiento total 
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de los dos lóbulos timicos. Se cerró el tórax con hilo de --

seda L ceros y finalmente se suturó la piel. Se vigilaron --

los animales hasta la recuperación total. 

Separación de las células de bazo del ratón (29). 

Se utilizaron ratones cepa CD-I normales y timectomizados 

20 días previos a la esplenectom¥a. A todos los animales que 

se les -encontró remanentes de tejido tfmico, fueron descarte 

dos.. Los animales fueron sacrificados por descerebracii n. El 

abdomen fu é limpiado con alcohol al 70%, y el bazo fué.re--- 

movido: asépticamente a través de un corte toracoabdominal, - 

Al bazo se le hicieron pequeños cortes. en la cápsula fibrosa 

para desarreglar la estructura celular.; El tejido se 'pasó a 

través de una malla de acero -inoxidable'esteril (poro 53 pm) 

y fue presionado con un embolo de cristal -.lavando con solu- 

cien balanceada de Hank (.cloruro de sodio 8 g s cloruro  d e - 

potasio 0.1, gr, cloruro de calcio 0.I1&. gr, fosfato ácido de 

sodio 0.12 gr, fosfato ácido de potasio 0.06 gr, bicarbona-- 

to de sodio 0.35 grr, dextrosa I.0 gr, rojo de fenol 0.007 gr 

en 1000 ml de agua destilada y desionizada), para que las ce 

gulas 'fueran arrastradas y se recibieron en un tubo 'Oak-Rig-. 

de propileno de I$, ml. Las células as i obtenidas, so resus-- 

pendieron suavemente con una pipeta pasteur. El material ce-

lular fue` centrifugado a X300 xg (1500-1800 rpm) durante I0 - 

minutos a temperatura ambiente. Se retiraron las dos terce--

ras partes del sobrenadante y se agrega de 2-3 ml de solu--e 

ción de cloruro de amonio 0.15 `f, pH 7 a 37®C durante 15 mi-

autos, al cabo de este tiempo se lavaron dos veces más las - 

células con solución balanceada de .Iank. Al final del tiltimo 
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lavado se dejó un volumen de 1 mi, el cual fue resuspendido 

suavemente, se tomó una alícuota con una pipeta de glvbulcs 

tomó una alCcuota con una pipeta de glóbulos blancos y se -- 

aforó con azul de Tripón. Se ajustó la concentración a S x 

106 células por mililitro y la viabilidad fue mayor al 90%. 

I 



Método para la determinación de linfocitos formadores ue ro- 

setas espontáneas (LFR-B)(30). De la suspención de células 

obtenidas del bazo de los ratones ó de la sangre humana pe-- 

Método de transformación blastoide  (40). De la suspención.de 

células obtenidas del bazo de los ratones o sangre humana - 

periférica, por 10 métodos anteriormente descritos, en con--

diciones estériles y lavadas con medio RP?I-164o(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-ácido oténsulfónico (buffer HEPES,GIBCO) 

10 mi, penicilina 50 UI/ml (Lakeside) y estreptomicina 50 pg/ 
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V.-RESULTADOS . 

brenadante a pH 4 adicionándo 79  m1 de ácido acético al IOZ.-

Luego, al adicionar sulfato de•amonio sol ido hasta una con--- 
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Figura  No .I 
Diagrama' do Purificación del Extracto total de Timo Bovino. 

Tejido tCnico 
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Resultados .obtenidos de` la determinación- de` 2a 'curva estándar 

de proteínas por ..el método de.'Lowry modificado p •or `E.F.Hartree. 

No de, Albúmina 	.nigua 	Sol.D 	So1.E, 	D.O. 	Concentración 
tubo ta3 (a) 	ml 	(b) . 	ml (c) 	ml(d) 	700nm (g/m1) 

1 ' 0.0 

2 0.2 	0.8 	5.0: 	1.0 	0.079 28.85;  

0.6 	5.0: 	1.0.' 	0.1148 5L.07 
4 0.6 	0.4 	5,0 	1.0 	0.2140 87.68 
5 8 	 ¥1 	0 	0 o 	 u= 5 	75 0 i 	o 

(a) Albúininá >srica bovina (160 yg%ml ) 
(.b) Agua destilada y .desion .zafia: -. 
(c)  Sol .D 	(49. ml :'de sol .ü, : 0.5 ml 'de 	sol. 8':.-y 0.5 ml de so1C ) 
(d)  5o1.E reactives de .FoLin  C. ócalteu ' diluido '. (1 s 2 ) 

Tablar No. 2 	Curva : estaindar .de albura na Jsérica bovina 

modi- determinada por el xáétod.o de Lowry ímodi- 

ficado por E.F.Hartree(36) 
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Resultados obtenidos de la • determinación de.la.curva estándar 
de carbohidratos por, el método. del 	cido sulfúrico-fenol. 

No de Concentra- Dextrán 	1lgua Fenol 	Acido sulfúri- ; >D.0.. 
tubo ml 	(á) , 	ml (b) .. m1 	(c) 	co 	ml 	(id) 190 nm . c on ('1ugJm1) 

r 0.0 	0.5 0.5 	.= 	2.5 o:o 0.0 
2 o,i 	0.1k 0.5 	2.5 0.581k 2.5 

3; 0.2 	0.3 0.5 . 	2,5 ou-OÉq 1i3.9l 
4 0.3 ̀ 	0.2 0.5 	2.5 ̀ 1.166 58.91 
5' 0.14. 	0.1 0.5 	2.5 1.554 78.52 

.6 0.5 	0.0 0.5 	2.5 1.979 100:00 

a Dextrán ; tipo 100 C ,. 1C0 jtg ml j 
(b) agua 'destilada . y dosionizada' 
(e,) fenol al 5% 
(d) ácido-sulfurica concentrado 

IÁ 

Tabla No.3.- Curva estándar de dext,rán determinada por el 

método del ácido sulfurico-fenol  ( 37) 
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de F5, obteniéndo 9.63% de LFR-E tempranas para los Rtx y - 
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Determinación de la viabilidad celular, or la exclusión del 

colorante azur de Tripón, a diferentes tiempos. 

MINUTOS  
0 	30 	60 90 120 

PORCENTAJE DE VIABiLIDAD 

n=10; 
eiul a 	de 96.0 92.75 	89.25 8.5o 83.0 

bazo de R 

Células . de ,. 95.75 93..50 	90.25 86.0 82,50 
bazo "de . Rtx 

Tabla No.¥,.- ' Resultados obtenidos del promedio de 10`' deter- 

minaciones en células de bazo de ratones norma 

les y tirsectomizados,": 
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Determinación de la concentración optima 

estimulante de LFR-E tempranas x la fracción 	¿. 

ESA FRACCION. 3 (pg/ml ) 
n=10 O 	1 10 100 :' 1000 16 

FR-B .de. ; ...¥c ; 65 	8.06. 9.32 111.39 6.87' ..`6.64 s 1.21 	1..12 0.68 1.811 3.76 ;1.16; k 0.29. 	0.27 0.20 0,1414 0.93. . 0.28:?. 

L.FR-E de. S 1.46 	4.3 5.59 9.63. 5.07 3.0 
Rtx S .. 0.3.8 	1.25; 0.6=F 0.810.81:: 1.12`" 

0.09 	0.30` o.15: 0.19, . 0.19 0.27 

LFR-E de i ,43.16 	.13.91' 118.07 58.67 35.7 39.1 indivi-- s 24:01 	28.09 .19.36 12.96 7.61 9.0 duas sa- Iz 5.¥3 	6.83; 4.07' 3.15 4.25. 2,18 
nos. 

W... 	media aritmética: 
S 	varianza 
k _ Se 

Tabla No. 5.- En esta tabla se muestran los resultados obteni- 
dos de los promedios del costeo por triplicado - 
de las 10 determinaciones des los LPR-E tempranas 
incubados con la fracción 3 y un control de BSA.- 
Los .resultados están' expresados en porcentaje,se 	,1 
reporta el intervalo de confianza, calculado a.-- 
un nivel del 95%  
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aRAFtc A N ó-•4 

EFECTO DE LA FRACCION 5 DEL EXTRACTO TOTAL DE TIMO 
BOVINO SOBRE LFR-E TEMPRANAS DE RATONES. NORMA- 
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Determinación de..1_a concentración óptima estimulante de 

LFR-2 tardías 	lea fracción ¿ 

ESA; FRACCION 5 (pglm; ).! n =10 0 1 	-.10 100 1 

LFR-E .de x 8.06 6.2i 	$.6 '. 12.6: 3.35 3.8;` 
xn S 1.82 10.75 : 	7.81 .. 141.314 4.24 2,49 

k 0.1411 r 	2.61 	1.90 10.05 1.03 0.70 

LFR-E de z  1.16 o.S 	" 	2.38 11.07 4,05 0«6` 
Rt= S 0.57 " 0.20: 	0.1.2. 3.16 0.90 0.011 	<, k "': 013 0.011 ; 	0.02 0.76 0.21 0.009 

- 	de LF R ` E ¥t  48 	3"- 99 
_ 
ZF 1 O 	-¥O0 5 	8 	8 67.10 8 5 	5 5 0 

I 
1 

iridivi-- 5 19.36 20.25 ` 	31.36 9.0 10.89 ,. 11.56 
daos sa-:: k 14,7 14.92 ; 	7.62: 2.18 2.61i 2,81. 
nos,: 

mediaaritmtica;. 
S 	variarza" 
k_ Sc 

_ 'r_  

Tabla No. 6.- Resultados expresados en porcentaje, obtenido 
de los promedios del conteo'por triplicado de, 
las 10 determinaciones de los LFR-E'tard1as,- 
se reportá .sdeinás los valores obtenidos del e:_ 
calculo del intervalo dé confianza . (95%) 	-- 
(Ha¥t=k ). 
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6 R.AF':ICA Noó 
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niéndo una diferer:cia significativa (p<O.005)(gráfica No.5). 

En las determinaciones de L1Ft-E de individuos sanos, se obtu 

vo un promedio basal-de 48.93¡% y con la P5 (100 pg/mi) 67.1%. 

En lo que respecta a la incubación control, usando ESA (16 Ng/ 

mi peso seco), no hubo efecto estimulante, ya que la cifra - 
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Detorminacicn de la concentración`inhibito- 
ria del 50 de -LFA-E 	azetioprina. 

AZATIOPRINA (pg/ml ) 
n10 .  0 12.5 	23 	50 

L n- 	e 	n T;  . 
$' 1,21 1,76 : 	0.70 	0.82 
k 0.29. 0.212 	0.17 	0.19. 

: LJR-E .de Atx 3c. 1.116 I.28 	0.63 	0.15 
s 0.38 0.30-- 	Q•1! 	0.04" 
k ̀ 0.09 0.07 	0.03 	0.009 ., . 

I. FR-E de in- i'.  213.16 38.5 	y1.1 	231 
dividuos sa- 5; .24.03 30.25 :, 	16 ,.b 	21.16 
nos. k 3.83 7.35 	3.89 	5.1L 

media ar 	met ca 
S 	varianza 

Tabla 	.o.7.- Se muestran ..los resultados obtenidos de la ; de- 
terminacion de los LFR-fi: lue á "de la ;incubó - 
cián con diferentes concentraciones de. ,azs t¡o-: 
priva. Los resultados están expresados en por- 

centaje, se reportan además, las medias aritme- 
ticas, la varianza y el intervalo de confianza 
calculado para un nivel de 95%, (- x = k). N;- 
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y la fracción 5 (100 pub/mi), y la concentración inhibitoria 

• del 50w. de LFR-E con azatioprina (50 pg/ml), se procedió a - 

incubar las células con ambas sustancias, se trabajó simul-- 

támeamente un tubo control conteniéndo azatioprina y albúmi- 

na.serica:bovina (16,pg/m1 peso seco), en concentración equi 

valente en contenido proteico a la fracción .5,  obtenida .(7.67 

pg/m1). 0bteniéndo en el•grupo de ratones normales, cifras,- 

promedio .de.7.O9fb de LFR-E tempranas luego de la incubación 

con Az-P.5, resultando ser 1.5 veces mayor a las obtenidas coro 

Az-ESA que, fue' de 4.61 : de LFR-E. 	Simultáneamente, en el .¿.- 

grupo de ratones timectomizados, : se obtuvo '5 7í̀ 	de LFR-E' -- 

con Az-Y5 y un promedio' de -3 .53 : ,de :LFR-E con_ As-3SA. 

Los;LFR-E tempranas de individuos sanos mostraron variacio- 

nes, o sea, con la incubación con Az.-$5 seobtuvo un promedio. 

de 32.1ti, - siendo 1 .6 veces mayor al .promedió 'obtenido '`con Az- . 

SSA: de 19.6%. Al realizar el conteó de L RAE tardas ó ."totá - 

les, 'se observó que en la incubación con. Az-ESA, 'hubo,' una "ira- 
t. 

hibicion.totalen ambos casos de los grupos de ratonesnorma 

es y ti,nectóm: zados (tabla,.lo.8). Simul"tanearaente, Í los LFR E 

de sangre humana periférica presentaron cifras despreciables 

de. 2.3% luego' de la incubación' con Az-}ASA. Se realizaron los 

de.'` cáloulos correspondientes para determinar los coeficientes de 

estimulación parcial y total qué consisten en .lo siguiente: 

Ce.. 	i_rR-E 	F5_ 	 Ce_ LF.¥-E - F5 4. Az 
LF-E 	 - 	LFR-E + Az 

Donde: 

Ce' 	co-eficiente de estimulaci:ín 'parcial 

Ce 	coeficiente de estimulación total 

LFR-E linfocitos formadores de rosetas esporitane_as,cifras ba- 

sales . 
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Determinación del efecto de la fracción 5 en 

LFR-E tratados con azatioprina. 

LFR-E tempranas. 

n-10 	aAL--PS bAz-BsA CCe' dde 
LFR-E de a:: 7.09 14.61` 2.0 

Rn s. , 0.65 0.75 0.21'. 018 
k ` 0.15 0a8' 0,05 0.014 

LFR-E de ; x 5.7 3.53 8.30 7.01 
Rtx s,:. 0.73 0.70 25.501, 12.25, 

k 0.17 0.17 6.20 2.97 

LPR-E de z ' 32.1 19.6 : 1.35 '  1.25 
ndivi - S 20,25 5,•9  0.0I . 0.25 

auos sa- k 11.29 1.28 0.002_ 0.06 
nos ._ 

" LFR-E. ta r Ca a d 
e . z T3.93 0. 

Rn S, 0.86 0.0 
k 0.w20 0.0 

¥ LFR•. 	de r. z  3 0 0.0 
Rtx 	." S' = 0.112 .. 0.0;,' 

k'" 0.10 0.0 

LFR-E de x 37.2 2.3 
individuos S 12,.25 	 , x.1.0 
sanos 2c 2.97 0.55 
h 	azatioprina (50 pg/ml) y fracción 3 (100 pg/ml) 

azatioprina (50 pg/ml) y albúmina c serica bovina (16 Ng/m2) 
d 	coeficiente de estimulacion parcial 

coeficiente' de:estimulación total 

Tabla No.B.- Resultados de 10 determinaciones expresados en 
porcentaje, se reporta la media aritmética(), 
la varianza (S) y el valor de k (; Sc/'fl), 	corres 
pondiente al intervalo de confianza de 95% (} =REIc)• 
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lante de la fracción 5 (100 pg). 
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GRAFiCA !!o 8 
COEFICIENTE DE ESTIMULACION ̀ TOTAL DE LFR-E 

TEMPRANAS FOR L4 FRACCION 5. 

20— 

Kg RATOM ft~ 
Tic- fM1CM TIOIECZDIiIFA00 

P - 0.0005 
IjJ 10 -  

1a. 
J 

' 	zs  

n=(0 	n-EO 
0 

N 	Ti 
COEFICIENTE DE ESTIMULACION TOTAL 

Ce 	LFR-E + FStA9 
LFR—E i Az 

Gráfica que muestra la media aritmética y. 

la desviación estándar de la determinación 

del coeficiente de estimulacion total de •-

LFR-E tempranas y la fracción .5 (lOOOg/ml). 



F5 	determinación de LFR-E con fracción 5 (100 }igfml) 

Az 	determinación de LrR-E con azatioprina ('50 pg/rnl) 

Se compararon los coeficientes de estimulacic+n parcial de 

9),El coeficiente de estiinulación linfoblástica se calculó de 

acuerdo a la siguiente relación: 

CeL_cpm de linfocitos estimulados 
¥cpm de linfocitos no estimulados 

Se observó también, que en el cultivo control de las cc¥lu-

las de los ratones timectomizados las cpm fueron del orden - 



Determinación de la transformación blastoide 

con  la fracción 5 la fitohemaglutinina. 

(pg/ml) FITOHEMNAGLUTININA 
0 50 .100 200 

n=10_ c rn cim c m cpm  
Células de x 2671 2730 13000 17707. 
bazo de In DS 9341 548 11211.5 6524 

CeL 1.0 5.1 6.6 

Células de i 1144 4505: 5762 29.63 
bazo de Rt .DS. 2019 858 2517: 751, 

CeL: 1.0 1.Z 0.7 

200. 0. so 100 n_l0 c m c m c 	m :. cpn  
Células de fc 2671 3095 5690 3096  
bazo. de Rn DS 9311. 879 2774 .2281 

CeL 1.1 2.1 1.1 

Células d e: ' s 1 44 4 5 9 2  S 3 2 5 8 0 2  
bazo de Rt D5 2019 851 2408. 213.1' 

CeL 1.1 1.2:' 2.0 

1[ 	media aritmética 
DS' 'desviación estándar 
cpm cuentas por minuto 
CeL coeficiente de estimulación linfoblástica 

Tabla ::o. 9.- Resultados de la determinzción de la trans- 

formación blastoide en células de bazo de - 

ratones normales y timoctomizados con dife- 

rentes concentraciones de PP.A y F5. 
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F ITOHELMLUTI MINA 

Resultados de la determinación de la actividad 

linfoblástica de células de bazo de ratones a 

fitohernaglutinina . 
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ciones experimentales utilizando células obtenidas do medula 

ósea, en donde la poblac.ión linfoide es más indiferenciada,>- 



prina, sabiendo que la azatioprina es un antimetabolito que 
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