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1. JHTRODUCCIOH 

El timo es un órgano linf'oepi telial perteneciente al sistema inmune; 

en él se neva a cabo la maduración de los linf'ocitos T responsables 

de la inmunidad celular en los vertebrados. Este órgano secreta varios 

tipos de hormonas y factores que intervienen en la regulación tanto de 

la inmunidad celular como de la humoral. 

Desde el punto de vista anatómico, el timo es conocido desde hace 

muchos a11os, pero es hasta -finales del siglo pasado y principios del 

presente cuando se comenzó a estudiar su función y estructura celular 

durante el desarrollo: los cambios que suf're durante las etapas 

prepuberal, puberal y adulta¡ asi como también las influencias que 

ejercen las hormonas sobre su f'uncionamien to. 

Actualmente son tema de gran interés las interacciones que guardan el 

Sistema Rervioso Central (SNC), el Sistema Endocrino y el Sistema 

Inmune. El alto grado de versatilidad de éstos sistemas, sugiere que 

existe una red compleja de dif'erentes tipos celulares y estructuras 

capaces de emi Ur y reconocer set1ales en -forma bidireccional. 

En los ültimos at1os se ha estudiado la influencia del timo sobre algunas 

glMldulas endócrinas como la tiroides, corteza adrenal y las gónadas: 

cuando se extirpa el timo en los primeros dias de vida posnatal, 

posteriormente se presentan cambios degenerativos en éstos órganos, pero 

si se administran extractos timicos o se hacen injertos de timo, casi 

inmediatos des~s de la extirpación, se observa reversibilidad de los 
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fl. IHTRODUCCIOH

El timo es un organo linfoepitelial perteneciente al sistema inmune;

en el se lleva a cabo la maduracion de los linfocitos T responsables

de la inmunidad celular en los vertebrados. Este organo secreta varios

tipos de hormonas y factores que intervienen en la regulacion tanto de

la inmunidad celular como de la humoral.

Desde el punto de vista anatomico, el timo es conocido desde hace

muchos anos, pero es hasta finales del siglo pasado Y principios del

presente cuando se comenzo a estudiar su funcion y estructura celular

durante el desarrollo: los cambios que sufre durante las etapas

prepuberal. puberal Y adulta; asi como tambien las influencias que

ejercen las hormonas sobre su funcionamiento.

Actualmente son tema de gran interés las interacciones que guardan el

Sistema Hervioso Central (SNC), el Sistema Endocrino y el Sistema

Inmune. El alto grado de versatilidad de estos sistemas, sugiere que

existe una red compleja de diferentes tipos celulares Y estructuras

capaces de emitir ¡r reconocer seriales en forma bidireccional.

En los ultimos años se ha estudiado la influencia del timo sobre algunas

glandulas endocrinas como la tiroides, corteza adrenal yn las gonadas:

cuando se extirpa el timo en los primeros dias de vida posnatal,

posteriormente se presentan cambios degenerativos en estos organos, pero

si se administran extractos timicos o se hacen injertos de timo, casi

inmediatos despúes de la extirpacion, se observa reversibilidad de los
-,I
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cambios, (para revisión ver Trainin, 1974). 

También se ha encontrado que las hormonas esteroides producidas por 

la corteza suprarrenal y gonadas, intervienen en el proceso de 

involución del timo: la involución provocada por las hormonas puede ser 

de tipo gradual o aguda, dependiendo de las concentraciones de hormonas 

esteroides utilizadas y del tiempo de exposición (Trainin, 1974). 

La influenca de las hormonas sobre la involución del timo no ha sido 

completamente estudiada y atln es escasamente comprendida, por lo que no 

se han podido establecer claramente cuales son los mecanismos generales 

por los que se lleva a cabo la misma conforme avanza la edad. Las 

evidencias que se tiene hasta el momento son: que las hormonas sexuales 

producen involución tlmica en los animales, también que los extractos de 

placenta y la orina de mujer embarazada inducen atrofia tlmica en las 

ratas. Por otra parte, cuando se admin.istran gonadotropinas a ratas 

castradas no se observa el fenómeno de involución aguda del timo, 

mientras que en las no castradas el timo se presenta severos da.t1os 

con disminución de la corteza y abundancia de macrófagos (Dougherty, 

1952). 

1.1. Descripción del Timo. 

En la mayoria de los mamiferos el timo se encuentra en la parte superior 

del tórax: en el caso de la rata se encuentra inmediatamente arriba del 

corazón y en el hu mano se encuentra detras del esternón (Fig.1). Es una 

masa de tejido color rosado grisaceo bilobulada con una apariencia 

cambios, (para revision ver Trainin, 1971-L).

Tambien se ha encontrado que las hormonas esteroides producidas por

la corteza suprarrenal 1; gonadas, intervienen en el proceso de

involucíon del timo: la involucion provocada por las hormonas puede ser

de tipo gradual o aguda. dependiendo de las concentraciones de hormonas

esteroides utilizadas y del tiempo de exposicion (Trainin, 1974).

La influenca de las hormonas sobre la involución del timo no ha sido

completamente estudiada Y ann es escasamente comprendida, por lo que no

se han podido establecer claramente cuales son los mecanismos generales

por los que se lleva a cabo la misma conforme avanza la edad. Las

evidencias que se tiene hasta el momento son: que las hormonas sexuales

producen involucion timica en los animales, tambien que los extractos de

placenta Y la orina de mujer embarazada inducen atrofia timica en las

ratas. Por otra parte, cuando se administran gonadotropinas a ratas

castradas no se observa el fenomeno de involucion aguda del timo,

mientras que en las no castradas el timo se presenta severos daños

con disminución de la corteza Y abundancia de macrofagos (Dougherty,

1952).

1.1. Descripcion del Timo.

En la mayoria de los mamíferos el timo se encuentra en la parte superior

del torax: en el caso de la rata se encuentra inmediatamente arriba del

corazon Y en el humano se encuentra detras del esternon (Fig.1). Es una

masa de tejido color rosado grisaceo bilobulada con una apariencia
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Fig.1. Esqu~ma de la localización del timo en el humano y en la rata. 
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triangular semiaplanada (Ham, 1975). 

1.1.1. Desarrollo Embrionario. 

El timo se origina embriológicamente, a partir de la tercera bolsa 

faríngea del intestino primitivo, como resultado del crecimiento de 

células epiteliales de origen endodérmico. El epitelio dorsal de la 

tercera bolsa se convierte por diferenciación en tejido paratiroideo, 

mientras que el epitelio de la región ventral forma el primordio del 

timo (Langman, 1976). A medida que prosigue el desarrollo los tejidos 

timicos y paratiroideos se separan de la pared faríngea, y en el caso 

del timo, éste migra en dirección caudal hasta alcanzar su sitio 

definitivo en el tórax (Ham, 1975 y Langman, 1976). 

Las células epiteliales que forman el timo proliferan hacia .fuera 

formando ramos laterales, los cuales seran los lóbulos del timo. Pueden 

existir algunas variaciones en cuanto al desarrollo del timo, éstas 

dependen de la especie y de los patrones genéticos, pero en general la 

secuencia y contribución celular es semejante. 

Una vez formado el timo, dentro de él comienzan a cambiar las 

disposiciones de las ~ulas epiteliales: unas se distribuyen en grupos 

pequet1os alrededor de un punto formando una especie de esferas llamadas 

"corpEculos de Hassall"; otras se distribuyen de manera nas o menos 

demea y tienden a sep&rar~"1 millnhttd.endoae ooneotadaa por desmosomas, 

estableciendo una estructura tridimendional oolida pero porosa, esta 

forma poco corn.ñn de las células epiteliales fue la razón para que se 
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triangular semiaplanada (Ham, 1975).

1.1.1. Desarrollo Embrionario.

El timo se origina embriológicamente, a partir de la tercera bolsa

faringea del intestino primitivo, como resultado del crecimiento de

celulas epiteliales de origen endodermico. El epitelio dorsal de la

tercera bolsa se convierte por diferenciación en tejido paratiroicleo,

mientras que el epitelio de la region ventral forma el primordio del

timo (Langman, 1976). A medida que prosigue el desarrollo los tejidos

timicos y paratiroideos se separan de la Pared faringea, Y en el caso

del timo, este migra en dirección caudal hasta alcanzar su sitio

definitivo en el tórax (Ham, 1975 Y Langman, 19761.

Las celulas epiteliales que forman el timo proliferan hacia -fuera

formando ramos laterales, los cuales seran los lóbulos del timo. Pueden

existir algunas variaciones en cuanto al desarrollo del timo, estas

dependen de la especie y de los patrones genéticos, pero en general la

secuencia y contribución celular es semejante.

Una vez formado el timo, dentro de el comienzan a cambiar las

disposiciones de las celulas epiteliales: unas se distribuyen en grupos

pequeños alrededor de un punto formando una especie de esferas llamadas

"corpósculos de Hassa1l"; otras se distribuyen de manera mas o menos

densa y tienden a separarse msnteniendose ooneotadas por desmosomas,

estableciendo una estructura tridimendional sólida pero porosa, esta

forma poco común de las celulas epiteliales fue la razón para que se
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le::: diera el nombre de "~lulas Reticuloepi teliales del Timo" (Harn, 

1975). La capa que rodea los primordios epiteliales del timo es de 

origen mesenquimal y penetra a lo largo de los vasos sangu1neos. Las 

células linfoides aparecen un poco mas tarde en el desarrollo, cuando 

provenientes del sistema sánguineo, penetran a los primordios 

epiteliales, donde proliferan y se diferencian. 

1.1.2. Histología del Timo 

Anteriormente se mencionó que el timo esta conformado por dos lóbulos 

que se encuentran encapsulados por una capa de tejido conectivo. Esta 

capa se extiende hacia el interior del órgano formando tabiques y 

dividiendo ambos lóbulos en lobulillos incompletos. Los tabiques aunque 

penetran con cierta profundidad, no separan por completo al tejido 

timico, ya que existen comunicaciones entre los lobulillos en las partes 

centrales (Harn, 1975). 

Desde el punto de vista histológico, se di vide al timo en dos zonas: la 

corteza y la médula. La corteza se divide a su vez, en dos subzonas: la 

corteza externa y la corteza profunda. En cada subzona se distinguen 

diferentes tipos celulares (Fig.2). La corteza se encuentra densamente 

poblada de linfocitos en diferentes pasos de maduración, envueltos en 

una trama de células reticuloepiteliales. Hacia el interior, en la zona 

medular, son mas evidentes las células reticulares, células dendríticas 

y las oél ulas epiteliales¡ hay muy pocos linfocitos y algunos 

corpusculos de Hassall aislados (Ham, 1975¡ Windle, 1977¡ y Roi t t, 
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origen mesenquimal Y penetra a lo largo de los vasos sanguineos. Las

celulas linfoides aparecen un poco más tarde en el desarrollo, cuando

provenientes del sistema änguineo, penetran a los primordios

epiteliales, donde proliferan Y se diferencian.

1.1.2. Histología del Timo

Anteriormente se mencionó que el timo esta conformado por dos lóbulos

que se encuentran encapsulados por una capa de tejido conectivo. Esta

capa se extiende hacia el interior del órgano formando tabiques Y

dividiendo ambos lóbulos en lobulillos incompletos. Los tabiques aunque

penetran con cierta profundidad, no separan por completo al tejido

timico, ya que existen comunicaciones entre los lobulillos en las partes

centrales (I-lam, 1975).

Desde el punto de vista histológico, se divide al timo en dos zonas: la

corteza Y la medula. La corteza se divide a su vez, en dos subzonas: la

corteza externa Y la corteza profunda. En cada subzona se distinguen

diferentes tipos celulares (Fig.2). La corteza se encuentra densamente

poblada de linfocitos en diferentes pasos de maduración, envueltos en

una trama de celulas reticuloepiteliales. Hacia el interior, en la zona

medular, son mas evidentes las celulas reticulares, celulas dendríticas

Y las celulas epiteliales; hay muY pocos linfocitos Y algunos

corpusculos de I-lassall aislados (Ham, 1975; Windle, 1977; Y Roitt,
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Fig.2. Estructura general del timo. Hacia el centro en las zonas claras 

de cada lobulillo se encuentra la médula y las zonas oscuras 

corresponden a la corteza (fotografía tomada de Ham, 1975). 
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1984). 

En la corteza es donde se lleva a cabo la mayor actividad de 

diferenciación linfocitica, en particular durante la etapa 'fetal y 

postnatal temprana. En ésta parte se crea un microambiente de 

interacciones celulares, que conjutamente realizan una "simbiosis 

linf"oepi telial" entre las células epiteliales y las linfoides, para 

hacer posible la maduración de los linf"oci tos T (Trainin, 1974¡ y 

Nabarra y Adrianarison, 1987). 

En la corteza se encuentran grupos de células epiteliales, unidas entre 

si por prolongaciones exoplásmicas largas, a tra ~ de desmosomas, 

-formando redes en cuyos huecos existen una gran cantidad de linfocitos 

(Hoshino 1963). En el timo no existen centros germinativos de ~ulas 

linfoides¡ lo que sucede es que las células o linf"oci tos provienen de 

otra parte (médula ósea para los adultos o del hígado en el caso del 

feto) y llegan al timo a través del torrente sanguineo (Trainin, 1974). 

En la médula del timo se encuentra la mayor parte de la células 

epiteliales menor rmmero de linfocitos y una cantidad considerable de 

macrófagos y oél u las interdigi tales. Los contactos entre las células 

epiteliales en la zona de la médula del timo son m:is cortos y estrechos 

que en la corteza (Hoshino, 1963). En la médula se encuentran diferentes 

tipos de relulas epiteliales, algunas se encuentran asociadas entre si 

formando estructuras especializadas y otras son células epiteliales 

tipicas. 

Existen otros tipos de relulas que forman parte del timo y que han sido 

observadas en asociación con el tejido epitelial. Estas son las oél u las 
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interacciones celulares, que conjutamente realizan una "simbiosis
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Habarra Y Adrianarison, 1983?).

En la corteza se encuentran grupos de celulas epiteliales, unidas entre

si por prolongaciones exoplasmicas largas, a traves de desmosomas,
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(I-loshino 1963). En el timo no existen centros germinativos de celulas

linfoides; lo que sucede es que las wlulas o linfocitos provienen de

otra parte (medula ósea para los adultos o del higado en el caso del

feto) Y llegan al timo a traves del torrente sanguíneo (Trainin, 1974).

En la medula del timo se encuentra la mayor parte de la celulas

epiteliales menor nmnero de linfocitos Y una cantidad considerable de

macrófagos Y celulas interdigitales. Los contactos entre las celulas

epiteliales en la zona de la medula del timo son trás cortos Y estrechos

que en la corteza (Hoshino, 1963). En la medula se encuentran diferentes

tipos de celulas epiteliales, algunas se encuentran asociadas entre si

formando estructuras especializadas Y otras son celulas epiteliales

tipicas.

Existen otros tipos de celulas que forman parte del timo Y que han sido

observadas en asociación con el tejido epitelial. Estas son las celulas
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reticulares no epiteliales, células vasculares endoteliales, 

f'ibroblaslos y tejido conectivo, algunos mioblastos y relulas nerviosas, 

as1 como también ~lulas polin ucleares y mastoci tos (Nabarra y 

Adrianarison, 1987). 

1.1.3. Células Epiteliales del Timo 

Las relulas epiteliales se caracterizan principalmente por 2 aspectos 

morfológicos: uno es la presencia de tonofilamentos de queratinas y la 

otra es la formación de desmosomas entre célula y ~lula. 

Desde hace atios se han hecho un gran nmnero de trabajos histológicos 

acerca de la caracterización del timo, pero muchas de éstas 

investigaciones difieren en la momenclatura, y en algunos casos los 

datos son contradictorios unos con otros. Actualmente Nabarra (1987), ha 

presentado una revisión minuciosa acerca de los tipos celulares que 

forman el timo, en la cual se ha tenido en cuenta los trabajos 

realizados por los autores más importantes, y ha propuesto la 

siguiente clasificación: 

a). Celulas Epiteliales Clásicas ó del Tipo I. 

Son relulas que se encuentran localizadas en ambas zonas, cortical y 

medular (Fig.3). Huchos autores se refieren a ellas llamándolas 

retículo-epiteliales, son células elongadas que poseen largos 

pseudópodos, los que comunican unas con otras formando una red 

tridimensional. Su nQ:!leo ea ~f'lil.nd~ y ~v~hiii(.."'.1 1 $U1 ~l ~í t.r:iphu~m;.l ~f;Hi 
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reticulares no epiteliales, celulas vasculares endoteliales,

fibroblastos Y tejido conectivo, algunos mioblastos Y celulas nerviosas,

asi como tambien celulas polinucleares Y mastocitos (Habarra Y

adrianarison, 1987).

1.1.3. Gelulas Epiteliales del Timo

Las celulas epiteliales se caracterizan principalmente por 2 aspectos

morfológicos: uno es la presencia de tonofilamentos de queratinas Y la

otra es la formación de desmosomas entre celula Y celula.

Desde hace años se han hecho un gran numero de trabajos histológicos

acerca de la caracterización del timo, pero muchas de estas

investigaciones difieren en la momenclatura, Y en algunos casos los

datos_ son contradictorios unos con otros. Actualmente Habarra (1987), ha

presentado una revisión minuciosa acerca de los tipos celulares que

forman el timo, en la cual se ha tenido en cuenta los trabajos

realizados por los autores mas importantes, Y ha propuesto la

siguiente clasificación:

a). Celulas Epiteliales Clasicas ó del Tipo I.

Son celulas que se encuentran localizadas en ambas zonas, cortical Y

medular (Fig.3). Huchos autores se refieren a ellas llamandolas

reticulo-epiteliales, son celulas elongadas que poseen largos

pseudópodos, los que comunican unas con otras formando una red

tridimensional. su rnicleo es grande Y ovalada, en el eit.cp1m¦n1a msn
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claros los haces de tonofilamentos y se presentan 3 o 4 vacuolas 

pequetias, las cuales se cree que tienen función secretora. Se ha 

mencionado que el tamatlo y rnmero de vacuolas varia de acuerdo a la edad 

y a los estimules hormonales que se llevan a cabo dentro del 

organismo. 

b). Células Epiteliales Alveolares del Tipo II. 

Se establecen unicamente en la médula, son globulares y nás voluminosas 

que las epiteliales clásicas (Fig.3). Su rmcleo es claro con cierta 

acumulacm de la cromatina; el citoplasma es moderadamente rico en 

tonofilamentos. Estas cEiulas se caracterizan por tener en el citoplasma 

una extensa red de vacuolas medianas que forman Sculos nás o menos 

dilatados que son modificaciones del Aparato de Golgi. Se cree que estas 

vaculas estan relacionadas con algón mecanismo de almacenamiento o 

secreción, aunque algunas veces se observan desocupadas y otras con 

algunas sustancias distribuidas en su interior. Presentan una apariencia 

de laberinto, por lo que se cree que pueden representar un sistema de 

canulación que podria hacer contacto con el medio externo. 

c). Oélulas Epiteliales con Cavidad Intracitoplasrrática de Tipo III. 

Son relulas raras, encontradas en la médula que contienen una, o a veces 

dos cavidades de forma oval bastante extendidas (Fig.3). Su citoplasma 

es m:1s denso que las ~lulas descritas anteriormente, y la cavidad ocupa 

casi todo el citoplasma. El lmnen de ésta. cavidad se encuentra rodeado 

por cilios o por una orilla parecida a un cepillo. Algunos autores 
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por cilios o por una orilla parecida a un cepillo. Algunos autores

_g_



opinan que su mnero y tamaf'1o disminuye paralelamente con la secreción 

de hormonas timicas. 

d). Estructuras del timo en las que participan las OOulas 

Epiteliales. 

Las células epiteliales pueden estar unidas con otros tipos celulares 

para formar grupos específicos. Estas asociaciones oélula-oélula forman 

principalmente en el timo dos estructuras: unas las cavidades qu1st1cas, 

de forma mas o menos elongada con ramif'icaciones¡ y la segunda 

asociación da lugar a los cor~culos de Hassall formados por 

agrupaciones celulares con arreglos concéntricos (Fig.3). 

Las cavidades quisticas, son cavidades extracelulares, que habian sido 

descritas en los trabajos de microscopia de luz desde hace muchos at1os, 

pero en los trabajos realizados mas recientemente han sido casi 

olvidadas. Se encuentran en la médula del timo y son altamente 

desarrolladas en los murinos. Están formadas por oél ulas reticulares que 

se orientan alrededor, dando una apariencia pseudotubular. Las oélulas 

epiteliales que rodean éstas estructuras tienen continuidad con la red 

timica, exhiben una polaridad definida y presentan a su alrededor 

tonofilamentos. Su función hasta el momento no ha sido explicada 

convincentemente, pero se cree que sirven como indicador en la 

trayectoria de los linfocitos entre las dos zonas del timo, durante los 

procesos de maduración. También se ha observado, en timos de humano y 

ratón con enfermedades patológicas y stress, que éstas cavidades 

secretan sustancias mucosas (Herny (1966) y Cordier (197'!), citados por 
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de hormonas timicas.

cl). Estructuras del timo en las que participan las Oelulas

Epiteliales.

Las celulas epiteliales pueden estar unidas con otros tipos celulares

para formar grupos especificos. Estas asociaciones celula-celula forman

principalmente en el timo dos estructuras: unas las cavidades quisticas,

de forma mas o menos elongada con ramificaciones; Y la segunda

asociación da lugar a los corpcsculos de Hassall formados por

agrupaciones celulares con arreglos concentricos (Fig.3).

Las cavidades quisticas, son cavidades extracelulares, que habian sido

descritas en los trabajos de microscopía de luz desde hace muchos anos,

pero en los trabajos realizados mas recientemente han sido casi

olvidadas. Se encuentran en la medula del timo Y son altamente

desarrolladas en los murinos. Están formadas por celulas reticulares que

se orientan alrededor, dando una apariencia pseudotubular. Las celulas

epiteliales que rodean estas estructuras tienen continuidad con la red

ttmica, exhiben una polaridad definida Y presentan a su alrededor

tonofilamentos. Su función hasta el momento no ha sido explicada

convincentemente, pero se cree que sirven como indicador en la

traYectoria de los linfocitos entre las dos zonas del timo, durante los

procesos de maduración. Tambien se ha observado, en timos de humano Y

ratón con enfermedades patológicas Y stress, que estas cavidades
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Fig.3. Representación esquemática de los tipos de relulas epiteliales 

que se encue ntran en el timo y de las estructuras especializadas 

como ca vida d. e~ quisticas (CK) y corp1sculos de Hassall's (CH) 

caracter1sticas de este órgano (tomada de Nabarra, 1987). 
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caracteristicas de este organo (tomada de Nabarra, 1987)
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Nabarra, 1987). 

Los corµX:ulos de Hassall son estructuras que se encuentran en la 

médula del timo. Estas estructuras son muy abundantes en el timo de 

los murinos, pero en otras especies no son muy frecuentes. Los 

corpisculos están formados por un centro más o menos denso, encerrado 

por un mnero considerable de células epiteliales unidas por desmosomas. 

El centro esta formado por una o varias células necróticas, sus rmcleos 

tienen una apariencia picnótica y presentan acD!nulos de cromatina¡ el 

citoplasma contiene numerosas agrupaciones de queratina. Las células que 

encierran el rnxleo central, tienen distintos arreglos de tonofilamentos 

que se presentan en numerosas agrupaciones de capas concéntricas 

alrededor del rnxleo. También se han observado a éste nivel algunos 

linfocitos y células polinucleares en proceso de degeneración. Por todo 

ésto se cree que los corpisculos de Hassall representan el cementerio 

del timo. La función y el origen de los corpisculos de Hassall ann 

estan sujetos a investigación y existen acaloradas controversias al 

respecto. Sin embargo es generalmente aceptado que son estructuras de 

naturaleza epitelial. Las radiaciones y el al to nivel de los 

corticosteroides aumentan su cantidad y también su complejidad 

estructural parece estar muy ligada a ciertas modificaciones 

inmunológicas (Bla u JN (1967 y 1968), Jaroslow B.(1967): cita dos por 

Nabarra, 1987). 

1.2. Función del Timo en el Sistema Inmune 

1.2.1. Inmunidad. 
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Los corpdculos de l-lassall son estructuras que se encuentran en la

medula del timo. Estas estructuras son muy abundantes en el timo de

los murinos, pero en otras especies no son muy frecuentes. Los

corlmculos estan formados por un centro mas o menos denso, encerrado

por un ntmero considerable de celulas epiteliales unidas por desmosomas.

El centro esta formado por una o varias celulas necróticas, sus rmcleos

tienen una apariencia picnótica Y presentan acnmulos de cromatina: el

citoplasma contiene numerosas agrupaciones de queratina. Las celulas que

encierran el nucleo central, tienen distintos arreglos de tonofilamentos

que se presentan en numerosas agrupaciones de capas concentricas

alrededor del núcleo. Tambien se han observado a este nivel algunos

linfocitos Y celulas polinucleares en proceso de degeneración. Por todo

esto se cree que los corpisculos de l-lassall representan el cementerio

del timo. La función Y el origen de los corpósculos de Hassall adn

estan sujetos a investigación Y existen acaloradas controversias al

respecto. Sin embargo es generalmente aceptado que son estructuras de

naturaleza epitelial. Las radiaciones Y el alto nivel de los

corticosteroides aumentan su cantidad Y tambien su complejidad

estructural parece estar muy ligada a ciertas modificaciones

inmunológicas (Blau JH (1967 Y 1968), Jaroslow B.(i967): citados por

Habarra, 1987).

1.2. Función del Timo en el Sistema Inmune

led. Inmunidad.
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La inmunidad está. relacionada con el reconocimiento y la eliminación de 

todo material extraf'1o o no propio que pueda penetrar en el organismo, ya 

sea una infección patógena o un injerto benéfico. La inmunologia estudia 

a los órganos, células y moléculas responsables de estos procesos de 

reconocimiento y eliminación¡ la manera como estos elementos reaccionan 

e interaccionan entre si; las consecuencias benéficas o indeseables de 

su actividad; y por ñltimo, los mecanismos involucrados para que estas 

actividades pueda ser aumentadas o disminuidas en beneficio propio, 

(Playfair, 1983). 

El sistema inmune puede ser subdividido en sistema inmune "no 

especifico" (también conocido como sistema innato o natural), y el 

sistema inmune especifico (conocido como sistemna inmune adquirido). El 

no especifico comprende todas las reacciones que no son anUgeno

dependientes¡ mientras que en las reacciones del sistema inmune 

especifico están involucradas las oél u las T, las células B y los 

anticuerpos: todos ellos funcionan por un mecanismo 

dependiente. 

antígeno-

La inmunidad adquirida está. basada en las propiedades especiales de los 

linfocitos, los cuales pueden responder selectivamente a diferentes 

ant.igenos o moléculas extratias¡ además tienen la capacidad de originar 

una memoria especifica y un patrón de respuesta adaptativa. En la 

mayoría de las ocasiones se ejercen interacciones entre los anticuerpos 

con el complemento y las células fagociticas¡ e interacciones de los 

linfocitos T con los macrófagos para dar una respuesta inmunológica 

nas eficaz ante un agente extrat1o. 

- 13 -

La inmunidad esta relacionada con el reconocimiento Y la eliminación de
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(Playfair, 1963).

El sistema inmune puede ser subdividido en sistema inmune "no

especifico" (tambien conocido como sistema innato o natural), Y el

sistema inmune especifico (conocido como sistemna inmune adquirido). El

no especifico comprende todas las reacciones que no son antígeno-

dependientes; mientras que en las reacciones del sistema inmune

especifico estan involucradas las celulas T, las celulas B Y los

anticuerpos: todos ellos funcionan por un mecanismo antígeno-

dependiente.

La inmunidad adquirida esta basada en las propiedades especiales de los

linfocitos, los cuales pueden responder selectivamente a diferentes

antigenos o moleculas extrañas; ademas tienen la capacidad de originar

una memoria especifica Y un patrón de respuesta adaptativa. En la

mayoria de las ocasiones se ejercen interacciones entre los anticuerpos

con el complemento Y las celulas fagociticas; e interacciones de los

linfocitos T con los macrófagos para dar una respuesta inmunológica

mas eficaz ante un agente extraño.
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Los macrófagos juegan un papel importante en la respuesta inmune, ya que 

tienen la capacidad de fagocitar a las células extra!ias, procesarlas y 

exponer los determinantes antigénicos a los linfocitos T, los que a su 

vez estimulan la formación de clonas de ~lulas B y T, para act1 var y 

potenciar la respuesta inmune contra las estructuras que contienen los 

antigenos, (Roitt, 1984). 

1.2.2. Los Linfocitos 

Los lin-focitos son ~ulas pequet1as de -forma esférica en la mayoria de 

las especies¡ son relativamente inactivos meta:tólicamente en condiciones 

normales ya que no presentan di visión celular y su principal 

caracter!stica es que encuentran circulando continuamente en el cuerpo 

a través del torrente sanguineo. Bajo estimulación apropiada con un 

antigeno, los linfocitos pequet1os se transforman en relulas grandes, y 

activan su división celular. Este -fenómeno indica que en esos momentos 

hay una intensa actividad meta:tólica. 

Los linfocitos se clasifican en dos tipos: los "B" y los "T", los cuales 

tienen distintas funciones. Los B son relulas productoras de anticuerpos 

que se liberan a la sangre y son los responsables de la inmunidad 

humoral. Los lin-foci tos T son células "sensibilizadoras", 

timo-dependientes, responsables de la inmunidad celular y en parte 

también participan en la regulación de la inmunidad hu moral 

(Alastair, 1978 y Roi tt, 1984). 

La existencia de una célula tronco o célula madre (originada en la 
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tienen la capacidad de fagocitar a las celulas extrañas, procesarlas Y
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médula ósea) como precursora de los linfocitos, ha sido un tema muy 

discutido y en la actualidad se ha demostrado su existencia por medio de 

transferencias celulares y analisis cromosoma les en ratones irradiados. 

A diferencia de otras células hematopoyéticas, los linfocitos oolo se 

dividen cuando son estimulados con al~ antigeno, y la propagación de 

clonas requiere de la exposición repetida al antigeno, seguida de un 

proceso de selección especifica. 

En los mamtferos los linfocitos de la clase B completan su maduración en 

la médula dsea, y los de la clase T sufren posteriormente diferenciación 

en el timo. 

La célula madre, una vez que ha migrado al timo se dividirá 

repetidamente y dara como resultado pequet1.os linfocitos del tipo T. Los 

timocitos al madurar, adquieren una especialización que determina el 

papel que desempet'ia.ran en la respuesta inmune. Se describen generalmente 

tres poblaciones de linfocitos T: los ci totóxicos, los coadyuvan tes y 

los supresores, (Tonegawa, 1985). Pero desde el punto de vista funcional 

se tienen 5 tipos de linfocitos T: ci totóxicos (Te) que eliminan 

directamente a las ~ulas extra.t1as; de la hipersensibilidad tardia 

(Td); coadyuvantes que son a su vez de dos tipos: los Th que ayudan a la 

diferenciación y proliferación de los linfocitos B, y los Ta que 

amplifican la diferenciación y proliferación de los Te; y por ñltimo, 

se encuentran los linfocitos T supresores (Ts) que suprimen la 

respuesta inmune. Todas las interacciones que realizan los linfocitos T 

se llevan a cabo por interacciones célula-célula; en cambio los 

linfocitos B actnan produciendo anticuerpos que se exportan a la 
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los supresores, (Tonegawa, 1985). Pero desde el punto de vista funcional

se tienen 5 tipos de linfocitos T: citotóxicos (Tc) que eliminan

directamente a las celulas extrañas; de la hipersensibilidad tarcita

{Td); coadYuvantes que son a su vez de dos tipos: los Th que aYudan a la

diferenciación Y proliferación de los linfocitos B, Y los Ta que

amplifican la diferenciación Y proliferación de los Tc; Y por ultimo,

se encuentran los linfocitos T supresores (Ts) que suprimen la

respuesta inmune. Todas las interacciones que realizan los linfocitos 'I'

se llevan a cabo por interacciones celula-celula; en cambio los

linfocitos B actuan produciendo anticuerpos que se exportan a la
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circulac.ü:•n. Una vez que han madurado, los linfocitos T dejan el tim o y 

se dirigen a su s1 tio de acción dentro del sistema inmune, ademas de que 

una parte de ellos también circula en el torrente sanguineo, (Khan, 

1978). 

1.2.3. Interacción Linfo-Epi telial del Timo 

Los linfocitos T muestran ciertas características de acuerdo al 

micro-ambiente del timo en el que se han diferenciado. Se ha demostrado 

por medio de técnicas de inmunofluorecencia, que los sitios donde 

existen ~ulas epiteliales, macrófagos y ~ulas interdigitales, poseen 

patrones que determinan la selección, proliferación y diferenciación de 

los timoci tos (Duijvestijn y Hoefsmi t, 1981). 

Maximov (1908-1912: citado por Trainin,1974), reali:zD algunos estudios 

histo~icos y observó que existe una interacción muy estrecha entre las 

cEl ulas epiteliales y las cEl ulas linfoides del timo, las que de alguna 

manera, interactuan unas con otras y ellas mismas estimulan su 

proliferación y diferenciación. 

Con la base de éstos trabajos, Jolly (1913-1932: citado por Dougherty, 

1952) despjes de varios atios de experimentación, elabora el concepto 

de "simbiosis linfoepi telial para referirse al mecanismo de maduración 

en el que es tan involucrados el timo y las cEl ulas linfoides. 
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1.2.4. Hormonas y Factores Timicos. 

A partir de 1949, Abraham Whi te, conocido como el padre de la 

endocrinología timica, es el primero en declarar la vital importancia 

del timo en la regulación inmunológica. 

El timo es considerado como una glándula endocrina, ya que en él se 

sintetizan muchos y diferentes productos parecidos a las hormonas, que 

son encontrados en el mismo timo y en el plásma. Estas sustancias tienen 

diferentes estructuras quimicas y presentan actividad biológica, 

(Pierpaoli y Sorl<.in, 1972¡ y Goldstein, 1984). En experimentos con 

abnaras con perfusión, se ha demostrado que las sustancias difundidas 

por el tejido del timo pueden restaurar las funciones inmunes en ratones 

timectomizados y atlmicos: con ésto se demuestra que existen factores 

humorales que son secretados por las a!l u las del timo integro (Khan, 

1978), y también por las células de timo cultivadas in vitro, 

(Kruisbeek y cols., 1977). 

Generalmente se consideran a las a!lulas epiteliales, del timo, como 

las encargadas de la producción de tales factores inmunológicos. 

Se ha observado en timoci tos de rata, que cuando éstos se incuban 

junto con monocapas de células epi telilales de timo, exhiben un 

incremento de la síntesis de proteínas, medida mediante la 

incorporación de aminc:é:::idos marcados radiacti vamente, y en presencia de 

mi tógenos. También se ha visto en estos casos un incremento de las 

~ulas T coadyuvantes (Kruisbeek, 1977). Esta misma inducción en los 

linfocitos se ha observado en presencia de monocapas de células 

epiteliales de timos hu manos (W illis-Carr y cols., 197 8), y tamb~n 
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las encargadas de la producción de tales factores inmunológicos.
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incremento de la sintesis de proteinas, medida mediante la
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cuando se exponen los linfocitos de ratones atimicos (nu/nu) a monocapas 

de timos de sus parientes normales (Sato y cols., 1976). 

Varios de éstos factores han sido ya aislados, semipurificados y algunos 

caracterizados, con la finalidad de estudiar la relación que guardan 

con el sistema inmune y con otros órganos. Los factores y hormonas 

timicas hasta ahora descritos, se muestran en la tabla 1 asi como 

algunos aspectos relacionados con su actividad biológica. 

Goldstein y colaboradores desde principios de los 60's, han venido 

realizando experimentos en donde proponen la existencia de factores 

tirnicos de tipo no celular, llamados inicialmente "fracción 5 de 

tirnosina". Cuando se administra la fracción 5 a ratones previamente 

irradiados, les induce una potente estimulación en la regeneración del 

tejido linfoide (Goldstein, 1984)¡ asi como también aumenta la 

proporción de recuperación de las células inmunocompetentes del timo en 

diferentes razas de ratones, (Neta y cols., 1985). Posteriormente 

Goldstein y su grupo realizaron trabajos mas finos y detallados con las 

timosinas para lograr su purificación, localización dentro del timo y su 

caracterización quimica. Por ejemplo indican que la timosina Al fa-1, se 

localiza en la parte cortical y medular del timo: pero la timosina que 

se encuentra en la médula desaparece des¡Xles de los 13 a.tios de edad; 

mientras que la de la zona cortical persiste durante toda la vida 

(Hirokawa y cols., 1982), y la presencia de las timosinas y otros 

factores timicos en el organismo, van disminuyendo conforme avanza la 

edad, y en la mayoria de los casos su función se correlaciona con los 

diferentes pasos que sigue la maduración de los linfocitos T (Schuurman 

y cols., 1985). Las timosinas inducen diferenciación de las a!lulas T 
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incrementando las funciones inmunológicas, en ratones atimicos, en 

ratones timectomizados, en ratones propensos a presentar enfermedades 

autoinmunes y en humanos con deficiencias inmunológicas (Thurman y 

col s., 1975). 

Por otro lado el grupo de Dardenne, Bach y colaboradores hé!:n logrado 

aislar y caracterizar, asi como también obtener un anticuerpo especifico 

para encontrar la localización en el timo de otra hormona Umica, la 

timulina o formalmente llamada "Factor Timico Sérico" (Dardenne y cols., 

1974). Este grupo ha llegado también a establecer en cultivos de células 

epiteliales de timo, que las vacuolas de éstas o!lulas contienen el 

factor timico sérico (Schmi t t y cols., 1982). 
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1.2.5. Involución Timica. 

Las dimensiones del timo varian segñn la edad del organismo, son máximas 

en proporción al resto del cuerpo, durante la vida fetal y en los 

primeros estadios de la vida extrauterina; conforme avanza la edad 

aumentan en tama:tb hasta llegar al rraximo en la pubertad. Des?Es de la 

pubertad el timo tiende a involucionar, en consecuencia disminuye su 

volñmen a medida que pasan los at1os (Ham, 1975). Su apariencia 

histológica también cambia con la edad; comienza con un proceso 

generalmente lento, que consiste en un adelgazamiento gradual de la 

corteza seguido por un reemplazo parcial del tejido caracteristico de 

timo por tejido adiposo con un poco de tejido conectivo (Windle, 1977). 

Hammar (1905), observó que el decremento en el tamat1o del timo puede 

presentarse de dos maneras: una "aguda o accidental", y otra que 

es de tipo "gradual o de la edad". La involución gradual se lleva a cabo 

conforme avanza la edad del individuo. Hellman (1913) utilizando métodos 

cuantitativos establece que los órganos linfoides, incluyendo al timo, 

van perdiendo peso conforme avanza la edad. De acuerdo a éstos 

trabajos, Dougherty (1952), sugirió que las hormonas sexuales producidas 

a partir de la pubertad, tienen que ver con la involución gradual del 

timo. 

En el caso del humano, el timo involuciona rápidamente des?Es de los 20 

at1os; al mismo tiempo se observan reducciones en los ni veles de 

timulina y tirnosinas en plasma y disminuye la actividad biológica de 

las ~lulas epiteliales del timo (Schuurman, 1985). Por otro lado se 

observa que cuando se efectña la castración en ratas adultas, el timo 
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se regenera rápidamente (Fitzdpatrick, 1985). 

La involución aguda en la rata puede presentarse con la administración 

de hidrocortisona, en éstos animales hay una reducción en el peso 

del timo des~s de los 8 dias de tratamiento, y el tejido timico 

presenta severos dat1os que se manifiest?..n como picnosis en los rn:'lcleos 

de los linfocitos y como vacuolas en las <Elulas reliculoepj.teliales, 

las que provocan un fenómeno inflamatorio que las hace aumentar de 

vohlmen e hipertrofiarse; las ~ulas f2gociticas muestran una gran 

actividad acabando con los linfocitos datiados (Ito y Hoshino, 1962; 

Haelst, 1967), y en los cultivos de timo la dexametasona promueve 

cambios morfológicos en los tipos celulares (Masuda y cols., 1985). 

El stress, las enfermedades graves, la exposición a radiaciones, la 

administración de fármacos y sustancias coloidales o quelantes, etc., 

pueden provocar la involución aguda o atrófia del timo (Hél.elst, 196'7¡ 

Cowan y Sorenson, 1964). 

1.3. Interacción Neuro-Inmuno-Endócrina. 

Existen muchas evidencias de productos peptldicos que parecen transmitir 

información desde el compartimiento inmune al sistema nervioso central 

(SNC). Dentro de estos productos se iuncluye a las timosinas, 

liníocinas, in terleucinas, ¡:;eptidos opi.aceos, hormona de cr-=cimiento 

(GH), hormona adrenocorticotrópica (ACTH) y hormona estimuladora de la 

tiroides (TSH). Estas sustacias podrían funcionar como drcuitos 

se regenera rapidamente {Fitzdpatricl-1, 1985).

La involución aguda en la rata puede presentarse con la administración

de hiclrocortisona, en estos animales hay una reducción en el peso

del timo despúes de los 5 dias de tratamiento, y el tejido timico

presenta severos danos que se manifiestan como picnosis en los nucleos

de los linfocitos 1.* como vacuolas en las celulas reticulcepiteliales,

las que provocan un fenomeno inflamatorio que las hace aumentar de

volumen e hipertrofiarse; las celulas fagociticas muestran una gran

actividad acabando con los linfocitos dañados (Ito jr Hosl-lino, 1962;

Haelst, 196'T}, Y en los cultivos de timo la dersametasona promueve

cambios morfológicos en los tipos celulares flãasuda y cols., 1955].
1
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El stress, las enfermedades graves, la exposición a radiaciones, la

administración de fármacos Y sustancias coloidales o quelantes, etc.,

pueden provocar la involucion aguda o atrofia del timo {Haelst, 196-'?;

Cowan y Sorenson, 1954).

1.3. Interacci-on Heuro-Inmuno-En-dócrina.

Ei-:isten muchas evidencias de productos peptidicos que parecen transmitir

información desde el compartimiento inmune al sistema nervioso central

(SNC). Dentro de estos productos se iuncluye a las timosinas,

linfocinas, interleucinas, péptidos opiaceos, hormona de crecimiento

(GI-I), hormona adrenocorticotrópica [ACTH] Y bormona estimuladora de la

tiroides (TSHL Estas sustacias podrian funcionar como circuitos
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inmunomoduladores neuroendecrinos, por lo que se les adjudica el nombre 

de "Inmunotransmisores", ya que transmitirían signos especiíicos e 

información a las neuronas y otros tipos celulares (Harbour-McMenamin 

y cols., 1986); y BlalocK, 1987). 

Se propone que muchas de las sustancias producidas por el sistema inmune 

pueden servir como inmunotransmisores para modular ambos E'jes, 

HipoUU amo-Hipof isiar io-Adrenal y el Hipotalámo-Hipof isioar io-Gonadal 

(Hall y cols., 1985). 

En ratón, rata y conejillo de indias se ha detectado que existen sitios 

en el cerebro, principalmente en hipoUUamo y glandula pituitaria, donde 

se localizan timosinas-1 y 4. Cuando se inyecta directamente timosina-1 

en el cerebro se produce un aumento de los niveles sangu.1neos de 

corticosterona; sin embargo éste fenómeno no se repite cuando se 

administra la timosina directamente a las células adrenales en cultivo. 

Esto lleva a pensar que el efecto corticogénico de la timosina-1 

esta mediado por el SNC y/o la glandula pituitaria (Oates, 1984). Por 

otro lado la timosina-4 estimula en el cerebro, la secreción del 

Factor Liberador de Hormona Luteinizante (LHRH) del hipot.alamo y, 

consecuentemente, se libera LH de la pituitaria (Rebar y cols., 1981). 

La ACTH derivada de los leucocitos es muy similar a la que secreta la 

pituitaria, con respecto a su actividad biológica, peso molecular, 

antigenidad y tiempo de retención (en la fase de inversión de 

cromatograf.ia en columna); tamb.i.en se ha mostrado alguna semejanza en su 

secuencia de a _minaicidos. Trabajos recientes muestran que las células 

linfoides periféricas responden a la ACTH y al Factor Liberador de 
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consecuentemente, se libera LH de la pituitaria (Rebar Y cols., 1981).
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Corticotropina (CRF) (Weigent y BlalocK, 1987). Esto sugiere que 

las celulas del sistema inmune manifiestan alguna semejanza con las 

celulas de la pituitaria en su habilidad para responder a un signo 

positivo proveniente del hipotalamo y a uno negativo proveniente de la 

glándula adrenal. Por ejemplo, experimentos relizados en ratas macho 

muestran que el t.imo guarda una relación directa con la corteza adrenal: 

ya que en los animales timectom1za.dos, bajan los ni veles en plasma de 

corticosterona y de ACTH, en comparación con los controles normales¡ y 

por otro lado los animales hipofis~ctomizados y timectomizados tienen 

ni veles de corticosterona siempre m:~s bajos que los animales simplemente 

hipofisectomizados (Deschaux y cols., 1979). 

En los linfocitos B, se ha mostrado que existen receptores para insulina 

y hormona de cr;ecimiento · (GH) y que estas hormonas actüan en distintos 

tiempos del ciclo celular. Bajo ciertas condiciones los linfocitos 

ademas producen factores parecidos a la insulina y GH los cuales son 

secretados al ambiente (Snow, 1985). 

La interleucina-1 producida por los macrófagos del timo es una monoquina 

que puede afectar directa o indirectamente el cerebro, ya que produce 

efectos pirogé1os cuando es administrada en el ventriculo cerebral. 

También otras sustancias tales como la histamina y la serotonina, 

cl.asicos neurotransmisores del cerebro, son liberadas durante ciertos 

tipos de respuesta inmune por los linfocitos¡ por esto se cree que 

podrían actuar como mensajeros dado que tienen la probabilidad de 

penetrar al cerebro y producir una determinada respuesta (Besedovsl<y y 

cols., 1985). 

Los opioides o endoríinas endógenas, también est.an involucradas en 
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algunos cambios patológicos inducidos durante el shock endotóxico, y 

se ha vis to que también los leucocitos, junto con las cel u las de la 

pituitaria son fuente de endorfinas (Weigent, 1987). 

1.3.1. Interacción del Timo con las Gónadas . 

Es bien conocido el hecho de que los ~steroides sexuales ejercen 

una profunda in-fluencia sobre la respuesta inmunológica. Un ejemplo son 

los estrógenos que actuan sobre el timo afectando "in vilro''. la 

liberación de factores inmunorreguladores, importantes para la 

proliferación, dH:erenciación y respuesta de los linfocitos (Stimson y 

Crilly, 1981). También exiten evidenciás de que las c:Elulas d-el timo 

presentan receptores a ciertos esteroides cono estrad.iol, testosterona y 

androstendiona (Grossman y cols., 1979; y Morgan y Grossman, 1985). 

Por otra parte Soli (1907-1909: citado por Chiodi, 1938), observó que 

cuando se extirpa el timo a pollos pvenes, se produce una disminución 

en el peso y volñmen de los testiculos. Pighimi (1922: citado por 

Chiodi, 1938), encontró que la timectomia en gallos produce atrofia 

testicular, los tUbulos seminíferos son pequet'1os y la evolución 

espermatica es incompleta; y en el caso de la hembras observó que se 

presentaron alteraciones similares en los ovarios, y que nunca 

produJeron huevos. 

/ Chiodi hac.ia la decada de los 30's, observó que conforme avanza la edad 

en las ratas normales, el timo va perdiendo peso; y que en animales 

castrados, el timo y la hip6-fisis aumentan significativamente de peso, 
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androstendiona (Grossman Y cols., 1979; Y Morgan Y Grossman, 1985).
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cuando se extirpa el timo a pollos jóvenes, se produce una disminución

en el peso Y volumen de los testículos. Pighimi (1922: citado por

Chiodi, 193-5), encontró que la timectornia en gallos produce atrofia

testicular, los tubulos seminiferos son pequeños Y la evolución

espermatica es incompleta; Y en el caso de la hembras observó que se

presentaron alteraciones similares en los ovarios, Y que nunca

produjeron huevos.

Chiodi hacia la decada de los 30's, observó que conforme avanza la edad

en las ratas normales, el timo va perdiendo peso; Y que en animales

castrados, el timo Y la hipofisis aumentan significativamente de peso,

†2s-



hasta los 100 dlas de edad. Por otras parte observó que los extractos 

de placenta y orina de mujer embarazada, inyectados a ratas normales, 

provocan una disminución en la región de la corteza y una reducción 

del rnirnero de 1os corpisculos de Hassall en el timo, el cual presenta 

una apariencia de involución aguda (Chiodi, 1938}. 

Nishizul<a y SaKal<ura (1969-) han o::-nccntrado, que la t.imectomia 

realizada a ratones hembra a los 3 dlas de edad, impide el desarrollo 

normal de los ovarios y causa esterilidad. Los ovarios de éstos animales 

se presentan extremadamente pequetios, tienen ausencia de follculos 

maduros y cuerpos lüteos, y las células intersticiales es tan 

hipertrofiadas. También se observa una ligera rnasculinización en las 

hembras y una marcada infiltración linfccitica en lo~ c•irarios 

hipertrofiados (Nishizul<a. y Sal<al<ura; 1969 y 1971 (a y b) ). Por ·otra 

parte, observaron que los injertos singénicos de timo, o bien las 

inyecciones de cel.ulas dispersas en suspensión provenientes de ratones 

recien nacidos, pueden prevenir en éstos animales la disgenesia ov.1rica, 

cuando son administrados durante los primeros 14 d.ia.s de vida post na tal 

(Sal:<.al<ura y Nishizul<a, 1972). Han sugerido también que el desarrollo 

folicular temprano (posnatal) es independiente de las f1.!nciones de la 

pituitaria, ya que han observado que la hipofisectomia en ésta etapa no 

afecta ni el rmmero ni el crecimiento de los oocitos, ni tampoco el 

tamafio normal de los foliculos, pero en cambio es i mportan te la 

presencia del timo para que se lleve a acabo el desarrollo normal y 

maduración de la gónada femenina. 

En ratones timectomizados a los 3 d.ias de edad, también se ha visto que 

existe un decremento en los ni veles rericos de Hormona Luteinizante 
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(LH), Hormona Follculo Estimula nte (FSH) y Hormona de Crecimiento (GH), 

y se observa hasta los 60 el.tas de edad; y despjes de los cuatro meses 

estos anima les presentar~ ni veles de prolactina, LH y FSH 

significa ti va mente elevados y se observa.n tumores en los ovarios. Se 

cree que ést3.s alteraciones son debidas al inadecuado desarrollo 

gonadal, con bajas concentraciones de estrógenos y a la falta del 

desarrollo de receptores para LH en las células de la granulosa 

(Michael, 1979; Michael }. cols .. 1980; y Allen y cols., 1984-). 

Besedovsky y Sorkin (1974) observaron que la timectomia practicada entre 

los 2 a 10 d.1as de vida en ratones hembras da como resultado un retardo 

de la pubertad, con r etraso de la apertura vaginal y una reducción en el 

tamatio de los ovarios y u tero1 los cuales tienen la apariencia 

característica de la inmadurez prepuberal. 

La timectomia "in U.t ero" de monos rhesus, inhibe la oogenesis e induce 

diferenciación anormal de los ovarios; éstos contienen un numero 

reducido de células germinales totales y presentan atrofia folicular, 

(Healy y cols., 1965). Se propone que en este case la relación 

timo-gónada esta mediada por algan factor timico que estimula 

directamente la oogenésis , o que indirectamente estimula la secreción 

de la hi~isis. Estos da tos sugieren que el timo fetal en monos 

rhesus, modula de alguna forma el desarrollo folicular. 

El desarrollo ovárico de los ratones atimicos (nu/nu), es muy similar al 

de los ratones timectomizado neonatalmente. Ambos grupos muestran una 

reducción en el número y desarrollo de los foil.culos, retraso de la 

pubertad y despjes de los i1 meses de edad ya no hay ovulacion. Los 

ovarios también tienen tamatio reducido y la mayoria de las hembras son 

- 26-

(LH), Hormona Foliculo Estimulante (FSH) Y Hormona de Crecimiento (GH),

Y se observa hasta los GO dias de edad; Y despúes de los cuatro meses

estos animales presentan niveles de prolactina, LH Y FS!-I

significativamente elevados Y se observan tumores en los ovarios. Se

cree que estas alteraciones son debidas al inadecuado desarrollo

gcnadal, con bajas concentraciones de estrógenos Y a la falta del

desarrollo de receptores para LH en las celulas de la granulosa

(Michael. i9'?9; Michael Y cols.,l9B0; Y Allen Y cols., 1984).

Besedovsl<:.Y Y Sorl-Lin (l9'?'4) observaron que la timectomia practicada entre

los 2 a 10 dias de vida en ratones hembras da como resultado un retardo

de la pubertad, con retraso de la apertura vaginal Y una reduccion en el

tamaño de los ovarios Y utero, los cuales tienen la apariencia

caracteristica de la inmadurez prepuberal.

La timectomia "in útero" de monos rhesus, inhibe la oogenesis e induce
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usualmente estériles. La esterilidad en las hembras aµmicas, se debe a 

que existen cambios en el desarrollo y disposición folicular: hay 

pérdida de foliculos primarios, retraso en el crecimiento de los 

oocitos y retardo de la primera ovulación (Linter-Morre I y II, 1975). 

La cepa de ratones atimicos homocigótos (nu/nu) ha sido ampliamente 

estudiada por Rebar y colaboradores, se ha observado que presentan 

niveles bajos de gonadotropina.3 tanto en pl3.sma como en la lli:¡Xrfisis de 

hembras y machos. También han ob:::;ervado en animales adultos reducción 

de los ni veles de es trona, estradiol, androstendiona y testosterona 

en sangre. En el hipotAfamo de estos animales se encuentran reducidas 

las cantidades de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH). Los 

datos anteriormente mencionados en los nu/nu, fueron comparados con los 

de sus pari.entes heterocigótos (nu/+), que son fenotipica y 

endocrinológicamente normales (Rebar y cols., 1981 y 1982). 

Se ha observado que los transplantes de timos en los nu/nu (provenientes 

de los heterocigotos (nu/+) restablecen los ni veles de LH y FSH a las 

hembras y en cierta forma a los machos (Rebar y cols., 1980). Por otra 

parte se ha visto que no existen diferencias entre los ovarios de los 

ratones homocigótos heterocigótos en su habilidad para unir 

gonadotróopina coriónica humana (hCG) en condiciones "in vi tro", por lo 

que sugieren que la anormalidad en los ratones a timicos no es debido a 

las def'iciencias gonadales per se (Rebar, 1984). 

Se ha reportado que la fracción 5 de timosina, produce un incremento en 

los ni veles plasmicos de estrógenos, acelera la apertura Vo.ginal y 

produce involución timica. Cuando se elevan las concentraciones de 
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eEtradiol, se observa una disminución en plasma de, timosina -1 (un 

péptido que comprende el 0.6/. de la fracción 5 de timosina). Con éstos 

resultados se sugiere que existe un mecanismo de retroalimentación en el 

mismo timo (Allen y cols., 1984). 

Romano y colaboradores (1981) reportaron, que el medio de incubación de 

un órgano inmunológico caracteristico de las aves, llamada Bursa de 

Fabricio, inhibe "in vi tro" la respuesta de las celulas del testiculo 

a la gonadotropina coriónica humana (hCG) en pollos recién nacidos, 

provocando una disminución de la produc~ión de testosterona. Por otra 

parte el extracto de timos de pollo produce el mismo efecto sobre las 

OO!ulas del testiculo que el medio de incubación de Bursa (PedErncra y 

cols., 1985). Fraccionando en una columna de Ultrogel un extracto crudo 

de timos de rata prepfuer, se observó que la fracción con ~ptidós de 

alrededor de 28,000 D de tamat1o, el cual se llamó "F'actor Timj_co" (F'I'), 

es capaz de inhibir la acción de la hCG sobre las rel ulas de Leydig 

"in vitro", (Pedernera y cols., 1986). 

,,, Hiriart y Romano (1986), realizaron observaciones acerca del mecanismo 

de acción del FT de 28 l<.D en la ~ulas de Leydig, y encontraron que 

existe una interacción de tipo competí ti vo entre el FT y la 125 1-hCG, 

por el mismo receptor o sitio de unión (Fig. J.!.). 

En este grupo actualmente se continUa. con las investigaciones 

relacionadas con el factor tlmico. Se ha realizado el estudio de la 

actividad del factor timico en diferentes edades, y se ha visto que 

la mayor actividad inhibitoria del factox:- se encuentra cuando los 

animales tienen 3 d.ias de edad (Reyes-Esparza y Romano, i9e8). Se ha 
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"in vitro”, (Pedernera y cols., 1986).
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existe una interacción de tipo competitivo entre el FT y la 135 I-1108,

por el mismo receptor o sitio de unión (Fig. 1-1-).

En este grupo actualmente se continua con las investigaciones

relacionadas con el factor timico. Se ha realizado el estudio de la

actividad del factor timico en diferentes edades, y se ha visto que

la mayor actividad inhibitoria del :factor se encuentra cuando los

animales tienen 3 dias de edad (Reyes-Esparza y Romano, i9E~-Sl. Se ha
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avanzado en la purificación y caracterización del F'f (Porras y Romano, 

1988). Aderrás también se han estudjado los efectos que producen factores 

timicos en otros órganos como ovario e hiFÓf isis. Hendoza (1988) 

estudió el efecto d el F'f dE: 2A kD en las ~ulas gonadotropas de la 

hi~isis en cultivo, y encontró que los grupos ~ulares estimulados 

con la Hormona L.i.beradora de Gonadotrópinas (GnRH) en presencia del FT, 

liberan al medio de cultivo ma yorez concentraciones de gonadotropinas 

(LH se incremen la 45/. y FSH 56/.) que aquellas que sólo recibieron 

GnRH, mientras que el FT por si sólo no modifica la secreción basal. 

Aguilera (1988), muestra también que el FT de 28 :KD inhibe la secreción 

de estradiol, progesterona y testosterona en las células del ovario 

cuandc estas son estimuladas con la ~1CG . 

1.3.2. Interacción d e l Timo con otros Organos Endó:::rinos. 

Gregoire y Comsa hacia los atios 30's, inician independientemente, 

investigaciones que contribuyen al entendimiento de los mecanismos 

involucrados en la involución timica. Comsa observó que la timectomia 

provoca cambios degenera ti vos de caracter irreversible, en la corteza 

adrenal, en tiroide::: y en las gónadas. Posteriormente cuando administró 

extractos tinucos p or diferentes vi.as, obs ervó que los datios causados en 

estos órganos pueden ser reversibles, (Trainin, 1974). 

El limo es uno de los primeros órganos endócrinos que aparecen durante 

el desarrollo embrionario. En e.sta e:tapa los cambios que sufre la 

adenohip:)fisis por la limectomia, y los cambios que sufre el timo por la 

hipofisectomia su gieren que el eje Timo-Hi~isis ya es funcional 

avanzado en la purificación y caracterización del FT (Porras y Romano,

1988). Ademas tambiei se han estudiado los efectos que producen factores

timicos en otros órganos como ovario e hipófisis. Mendoza (1988)

estudió el efecto del F"I' de E8 RD en las celulas gonadotropas de la

hipófisis en cultivo, 1-' encontró que los grupos celulares estimulado.:

con la Hormona Liberadora de Gonadotrópinas (GnRI-I) en presencia del FT,

liberan al medio de cultivo mayores concentraciones de gonadotropinas

(LH se incrementa 453€ jv FSI-I 562) que aquellas que sólo recibieron

GnRH, mientras que el FT por si sólo no modifica la secreción basal.

Aguilera (1988), muestra tambien que el FT de EB KD inhibe la secreción

de estradiol, progesterona Y testosterona en las celulas del ovario

cuando estas son estiinuladas con la 1106.

1.3.2. Interacción del Timo con otros Organos Endócrinos.

Gregoire y Comsa hacia los años 30*'s, inician independientemente,

investigaciones que contribuyen al entendimiento de los mecanismos

involucrados en -la involución Limica. Comsa observó que la timectomia

provoca cambios degenerativos de caracter irreversible, en la corteza

adrenal, en tiroides y en las gónadas. Posteriormente cuando administró

extractos tirnicos por diferentes vias, observó que los daños causados en

estos órganos pueden ser reversibles, (Trainin, 1974).

El timo es uno de los primeros órganos endócrinos que aparecen durante

el desarrollo embrionario. En esta etapa los cambios que sufre la

adenohipófisis por la timectomia, 1: los cambios que sufre el timo por la

hipofisectomia sugieren que el eje Timo-Hipófisis ya es funcional
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durante la embriogenesis. En el caso del embrión de pollo, la timectomia 

produce una disminución de las cé.h1las hipofisiaria.s productoras de 

prolactina,TSH y GH. Por otra parte, cuando se extirpa la hip:'rfisis se 

encuentra un decremento en la actividad mi totica de las cel u las 

epiteliales del timo y ios linfocitos timicos se encuentran inactivos y 

resistentes a los tratamieatos pr0longados con cortisol, (Jankovic y 

1981 ). 

La timectomia en ratón neonatal, ha.ce que se pre sen ten cambios en las 

c:Elulas hipofisiarias, aumentan de tamatio y presentan acumulaciones 

granuio.sas; el retículo endoplasmico se deforma y aumenta de tamaf1o 

formando estructuras parecidas a dsternas. La hipofisectomia neonatal 

en estos ratones t;:1.mbién provoca cambios en el desarrollo del timo e 

inactividad lin-focitica; se cree que estos cambios se deben a 

alteraciones en las concentraciones de hormona de crecimiento, ya que 

esta hormona se considera clave en los procesos de proliferación y 

diferenciación de los linfocitos T durante el desarrollo. También la 

tiroidectomia en ratas de 35 dias de edad, provoca cambios en la 

histologia del timo, éste pres'ó"nta una apariencia muy semejante al timo 

de ratas viejas en cuanto al estado de hipertrófia. Cuando las ratas son 

adrenalectomizada!:;, se observa que existe un aumento en el lama.tic del 

timo y en la liberación de factores timicos¡ pero en cuanto .se 

administra cortisol, la producci~n y liberaci(~n de factores timicos 

decrece (Comsa y cols., 1979). 

1.l!. Estructura y Función •resticular. 

Los testlculos son las gJ.::indulas del sistema reproductor masculino, 
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durante la embriogenesis. En el caso del embrión de pollo, la timectomia

produce una disminución de las celulas hipofisiarias productoras de

pro1actina,TSl-I Y GH. Por otra parte, cuando se extirpa la hipófisis se

encuentra un decremento en la actividad mitótica de las celulas

epiteliales del timo 1: los linfocitos timicos se encuentran inactivos y

resistentes a los tratamientos prolongados con cortisol, (Jankovic Y

co1s¬ i9B1L

La timectomia en ratón neonatal, hace que se presenten cambios en las

celulas hipofisiarias, aumentan de tamaño Y presentan acumulaciones

granulosas; el reticulo endoplasmico se deforma y aumenta de tamaño

-formando estructuras parecidas a cisternas. La hipofisectomia neonatal

en estos ratones tambien provoca cambios en el desarrollo del timo e

inactividad linfocitica; se cree que estos cambios se deben a

alteraciones en las concentraciones de hormona de crecimiento, ya que

esta hormona se considera clave en los procesos de proliferación 1-r

diferenciación de los linfocitos T durante el desarrollo. Tambien la

tiroidectomia en ratas de 35 dias de edad, provoca cambios en la

histologia del timo, este presenta una apariencia muy semejante al timo

de ratas viejas en cuanto al esta-:io de hipertrofia. Cuando las ratas son

adrenalectomizadas, se observa que existe un aumento en el tamaño del

timo y en la liberación de factores -timicos; pero en cuanto se

administra cortisol, la producción y liberación de factores tímicos

decrece (Comsa Y cols., 1979).

1.4. Estructura y Función Testicular.

Los testículos son las glándulas del sistema reproductor masculino,
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juegan una función primordial en la secreción y producción de hormonas 

esteroides sexuales, ademas en ellos se lleva a cabo la proliferación y 

diferenciación de las células germinales. 

En los mamiferos los testiculos se originan en la cavidad del cuerpo por 

detrás del per·.t toneo y por dentro del rit'ton que se esta desarrollando. A 

medida que prosj_gue el desarrollo, los testiculos emigran hacia abajo, 

penetran en el conducto inguinal y bajan hacia el escroto, que alcanzan 

aproximadamente .hasta el septimo mes de vida fetal (humano). 

Los testlculos son de forma oval, es~.J1 cubiertos por una capa gruesa de 

tejido fibroso blando llamada capsuia albugínea. A nivel del borde 

posterior de cada testiculo, la. capa se engrosa consl.derablemente y 

penetra hacia la glándula, para formar tabiques incompletos o lóbulos, 

que tienden a junta.r~e en forma concéntrica formando una red 

(rete-testis). Cada lóbulo contiene de uno a tres tñbulos seminíferos 

enrollados de manera apretada y compacta (Ham, 1975). 

1.4.1. Organización Celular del Testiculo. 

En el :¡:a-iodo fetal temprano existe proli-feración de c~ulas germinales 

y diferenciación celular. Tanto en la hembra como en el macho, las 

relulas germinales primordiales no se forman en la gónada; en el caso 

del macho emigran hr.1.sta llegar al testículo, y penetran en él 

incorponmdose a los cordones epiteliales de los tñbulos seminíferos. 

Un corte transversal de un tñbulo seminífero de adulto, nos muestra 

células espermaticas en diferentes estados de maduracl.ón ; otro tipo de 
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juegan una función primordial en la secreción Y producción de hormonas

esteroides sexuales, ademas en ellos se lleva a cabo la proliferación Y

diferenciación de las celulas germinales.

En los mamíferos los testículos se originan en la cavidad del cuerpo por

detrás del peritcneo Y por dentro del riñon que se esta desarrollando. A

medida que prosigue el desarrollo, los testiculos emigran hacia abajo,

penetran en el conducto inguinal Y bajan hacia el escróto, que alcanzan

aproximadamente hasta el septimo mes de vida fetal (humano).

Los testículos son de forma oval, estan cubiertos por una capa gruesa de

tejido fibroso blando llamada enpsula albuginea. A nivel del borde

posterior de cada testículo, la cara se engrosa considerablemente Y

penetra hacia la gändula, para formar tabiques incompletos o lóbulos,

que tienden a juntarse en forma conoentrica formando una red

[rete-testis). Cada lóbulo contiene de uno a tres tóbulos seminiferos

enrollados de manera apretada Y compacta (Ham, 1975).

1.4.1. Organización Celular del Testiculo.

En el periodo fetal temprano existe proliferación de celulas germinales

Y diferenciación celular. Tanto en la hembra como en el macho, las

celulas germinales primordiales no se forman en la gónada; en el caso

del macho emigran hasta llegar al testículo, Y penetran en el

incorporándose a los cordones epiteliales de los tubulos seminiferos.

Un corte transversal de un tóbulo seminifero de adulto, nos muestra

celulas espermaticas en diferentes estados de maduración ; otro tipo de
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células epiteliales llamadas ttceiulas de Sertoli" qti,e se encuentran 

unidas a la membrana basal del tubulo y el tejido interst.icial del 

testiculo, formado por las células de Leydig las cuales son las 

encargadas de la producción de esteroides sexuales (Fig.5). 

Las relulas de Sertoli no son muy prominentes durante la nitiez, pero a 

partir de la pubertad comienzan a aumentar de voJ.Urnen presentando un 

rrocleo polimorfo y voluminoso con un citoplasma que se extiende desde 

la membrana basal hasta la luz tubular, atravesando diver·sas capas de 

células germinales en desarroilo, 

1.4.2. Hormonas que Regulan la Función Testicular. 

En el feto del mamífero la síntesis de testosterona se correlaciona 

con la diferenciación de las células de Leydig; en esta etapa el 

testículo es principalmente modulado por la gonadotrópina coriónica 

(CG) (Kretser y cols., 1983). 

Tanto la gonadotrópina coriónica como la hormona luteinizante (LH) y la 

hormona foliculo estimulante (FSH) son moduladoras de la función del 

testículo. Son gl ucoproteinas formadas por dos subunidades designadas 

como Alfa y Beta. Desde el punto de vista biolóf: ico son importantes las 

dos cadena ya que la molécula completa interacciona con el receptor del 

órgano blanco. Las cadenas de la hCG tienen un peso molecular C.e 18,000 

y 28,000 respectivamente. 

En el testiculo adulto, la secreción de testosterona por las ~lulas de 

Leydig esta regulada por estas hormon a s adenohipofisiarias 
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celulas epiteliales llamadas "üelulas de Sertoli" que se encuentran

unidas a la membrana basal del tóbulo Y el tejido intersticial del

testículo, formado por las celulas de Leydig las cuales son las

encargadas de la producción de esteroides sexuales (Fig.5).

Las celulas de Sertoli no son muy prominentes durante la ninos, pero a

partir de la pubertad comienzan a aumentar de volómen presentando un

nucleo polimorfo Y voluminoso con un citoplasma que se extiende desde

la membrana basal hasta la luz tubular, atravesando diversas capas de

celulas germinales en desarrollo..

1.4.2. Hormonas que Regulan la Función Testicular.

En el feto del mamífero la sintesis de testosterona se ccrrelaciona

con la diferenciación de las celulas de LeYdig; en esta etapa el

testículo es principalmente modulado por la gonadotrópina coriónica

(CG) (Kretser Y cols., 1983).

Tanto la gonadotrópina coriónica como la hormona luteinizante (LI-I) Y la

hormona folículo estimulante (FSI-I) son moduladoras de la función del

testículo. Son glucoproteinas formadas por dos subunidades designadas

como alfa Y Beta. Desde el punto de vista biológico son importantes las

dos cadena Ya que la molécula completa interacciona con el receptor del

órgano blanco. Las cadenas de la hCG tienen un peso molecular de 15,000

Y 28,000 respectivamente.

En el testículo adulto, la secreción de testosterona por las celulas de

LeYdig esta regulada por estas hormonas adenohipofisiarias
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Fig.5. Organización celular y actividad endocrina del testiculo adulto. 

testosterona ('I'), hormona follculo estimulante (FSH), hormona 

luteinizante (LH), hormona liberadora de gonadotrofinas (GNRH), 

y proteina unidora de andró:;;enos (ABP) (tomado de Kretser, Burger 

y Hudson, 1983). 
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F1g.5. Organización celular y actividad endocrina del testiculo adulto

testosterona ('I`), hormona folículo estimulante (FSI-I), hormona

luteinizante (LI-I), hormona liberadora de gonadotrofinas {G!~IRI-I).

Y proteina uniclora de androgenos (ABF) (tornado de Kreteer. Burger

Y Hudson, 1953).
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principalmente LH, FSH y Prolactina. Existe un control de 

retroalimentación entre el hipotalamo, las células gonadotropas de la 

hi¡:óf isis y las Células de Leydig. Cuando bajan los ni veles de 

andrógenos en sangre, el hipotalamo capta la set1al y sus neuronas 

comienzan a secretar cantidades de Hormona Liberadora de Gonadot:rópinas 

(GnRH), un decapéptido que es liberado a traves de las terminales 

neuronales hacia el sistema portal, el cual lo transporta sin diluir 

hasta las células de la hipófisis. 

En la hipófisis se estimulan las células gonadotropas, y en respue~ta 

se libera LH hacia la sangre, la LH llega al testiculo, y estimula la 

sin tesis de esteroides. Cuando aumentan las concentraciones de 

andróge!leis en sangre, se deprime nuevamente la secreción de LH por la 

hiJ;Of ists (Gordon, 1979). 

Amba.s hormonas, la LH de origen hipofisiario, y la hCG de origen 

placentario, a pesar de ciertas diferencias estructura.les y procedencia, 

tienen una similitud en cuanto a su actividad biológica y comparten el 

mismo receptor en la células de Leydig. 

Las gonadotropinas en el adulto, son secretadas por la hi¡:úf isis en 

pulsos de al ta actividad biológica. Los cambios del estado reproductivo 

del organismo están íntimamente asociados con los cambios c11:urridc•s en 

la amplitud y frecuencia de los pulsos secretorios (Tahka, 1986). 

Los efectos de la LH/hCG en la función de la rel ula de Leydig, de la 

r-at.a madura, son dosis-dependiente. Las pequetl.as dosis de LH/hCG 

aumentan el rnnero de receptores, asi como también estimulan la sintesis 

de testosterona, y las grandes dosis dan un efecto opuesto (Du:fau y 
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principalmente LH, FS!-I y Prolactina. Existe un control de

retroalimentación entre el hipotalamo, las celulas gonadotropas de la

hipo-:fisis Y las celulas de Leydig. Cuando bajan los niveles de

androgenos en sangre, el hipotalamo capta la señal y sus neuronas

comienzan a secretar cantidades de Hormona Liberadora de Gonadotropinas

(Gnltï-I), un decapeptido que es liberado a traves de las terminales

neuronales hacia el sistema portal, el cual lo transporta sin diluir

hasta las celulas de la hipofisis. .

En la hipofisis se estimulan las celulas gonadotropas, y en respuesta

se libera LH hacia la sangre, la LH llega al testículo, y estimula la

sintesis de esteroides. Cuando aumentan las concentraciones de

androgenos en sangre, se deprime nuevamente la secrecion de LH por la

hipo-fisis (Gordon, 197 9).

Ambas hormonas, la LH de origen hipofisiario, y la hCG de origen

placentario, a pesar de ciertas diferencias estructurales y procedencia,

tienen una similitud en cuanto a su actividad biologica y comparten el

mismo receptor en la celulas de Leydig.

Las gonadotropinas en el adulto, son secretadas por la hipofisis en

pulsos de alta actividad biológica. Los cambios del estado reproductivo

del organismo estan íntimamente asociados con los cambios ocurridos en

la amplitud Y frecuencia de los pulsos secretorioš: (Tahka, 1986).

Los efectos de la LH/hCG en la funcion de la celula de Leydig, de la

rat.a madura, son dosis-dependiente. Las pequeñas dosis de LH/hCG

aumentan el rnmero de receptores, asi como también estimulan la sintesis

de testosterona, 1' las grandes dosis dan un efecto opuesto (Dufau y
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cola., 1984). 

1.4.3. Mecanismo de Acción Gerneral de las Gonadotropinas. 

La unión de la LH o hCG, al receptor membranal de las células de L ydig 

induce la unión de nucle6t1dos de guanina (GTP) a las proteínas G (o N) 

reguladoras que conducen a la activación de la adenilato-ciclasa, y al 

aumento del nucleót.ido intracelular 3',5'-AMP (AHPc). El AHPc actm. como 

un segundo mensajero incrementando la esteroido&'l!nesis en sus pasos 

limitantes (ruptura de la cadena lateral del colesterol en la 

mito<:Ondria) para conducir a la sintesis testicular de testosterona 

(Duf'au, 1988) (Fig.6). 

1.4.4. Sintesis de Testosterona. 

se considera al colesterol como el precursor obligado de todas las 

hormonas est..eroides. En el testiculo, se propone que la ruptura de la 

cadena la ter al de colesterol, está regulada por la LH, dando como 

resultado a la mo~ula de pregnenolona. La pregnenolona resultante 

migra hada el citoplasma de la oél ula de Leydig, donde puede seguir dos 

caminos para la síntesis de andrógenos: (a) la v1a fl4 o (b) la via 

d Ambas rutas de bios.tntesis dan como producto a la testosterona 

(Fig.7). 
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cols., 1984).

1.4.3. Mecanismo de Accion Gerneral de las Gonadotropinas.

La union de la LH o hCG, al receptor membranal de las celulas de L ydig

induce la union de nuclectidos de guanina (GTP) a las proteinas G (o H)

reguladoras que conducen a la activacion de la adenilato-ciclasa, Y al

aumento del nucleotido intracelular 325'-AMP (Al-lPc). El AHPc actúa como

un segundo mensajero incrementando la esteroidogenesis en sus pasos

limitantes (ruptura de la cadena lateral del colesterol en la

mitooondria) para conducir a la sintesis testicular de testosterona

(Dufau, 1988) (F.1.g.6). .

1.4.4. Sintesis de Testosterona.

Se considera al colesterol como el precursor obligado de todas las

hormonas esteroides. En el testículo, se propone que la ruptura de la

cadena lateral de colesterol, esta regulada por la LH. dando como

resultado a la molécula de pregnenolona. La pregnenolona resultante
'I

migra hacia el citoplasma de la mlula de Leydig, donde puede seguir dos

caminos para la sintesis de andrdgenos: (a) la via Ago (b) la via

Á' Ambas rutas de biosintesis dan como producto a la testosterona

(F'ig.'7).
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Mg++ PP1 

i FosforilaciÓn 
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Protefna-P + ADP 

Fig.6. Mecanismo de acción general de las gonadotrofinas (y algunas 

otras hormonas proteicas) en la ~lula blanco. (R), receptor; 

(G), proteína G o N; (AC), adenilatociclasa. 
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ACETATO 

' ' ' COLESTEROL 

!© 
PREGNENOLONA 

vía~ 
Progesterona [ 17a-Hidroxipregnenoiono ] 

@J 
Dehidroe¡:;iandrostcrono J @y--- . J 17a-:Hidroxiprogesterona 

!@ 
~4 Androstendiona f:l5 Androstendiol ] 

~ ;Y 
(TESTOSTERONA) 

ESQUEMA DE SINTESIS DE TESTOSTERONA EN TESTICULO. 

Fig.7. V1as de s1tesis de testosterona y enzimas que participa_n . (1) 

20<-Hidroxilasa, 22R-Hidroxilasa y la 20,22R-Desmola.sa ; (2) 

17<-Hidroxilasa; (3) 3~ -Esteroide deshidrogenasa y la L\ 4 -

..6_5Isomerasa; (4) 17,20-Esteroide desmolasa; y (5) 17 , .... 

oxido red u etas a. 
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¿§5Isornerasa; (4) 17,20-Esteroide desmolasa; y U5) 17?

oi-:ido reductasa.
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1.5. Cultivo de tejidos 

En los ult1mos anos se han llevado a cabo di versas investigaciones 

utilizando los modelos de cultivos .. in vitro" encaminadas al estudio de 

los sistemas fisiológicos. Una gran parte de ~stos trabajos han 

contribuido sustancialmente a el entendimiento del comportamiento 

funcional de las celulas. 

1.5.1. Tipos de Cultivos 

Existen principalmente dos: .los cultivos primarios y los de lineas 

celulares establecidas, a continuación se discute cada tipo de cultivo. 

I. Los cultivos primarios se refieren a las ~lulas aisladas, las 

cuales se obtienen por diferentes ~odos a partir de un tejido u órgano 

extraído directamente del organismo. Dentro de éstos cultivos ademas se 

encuentran distintas modalidades: 

a). Cultivos de explantes u organotlpicos, son cultivos de órganos 

completos o fragrnen tos de tejido, en un sustrato adecuado y con un 

medio nutritivo especial. En general se utilizan en esta tecníca un 

medio solido contenido en tubos o cajas de Petri y en algunas ocaciones 

se utilizan camaras especiales para mantener el órgano, esto depende del 

tipo de cst u dio que se realice. 

La ventaja de éste sistema es que se mantiene aislado el tejido, no 

influyen otros órganos en su actividad. Pero las desventajas que se 

presentan es que la región central del explante es pobremente nutrida, 

por lo que las celulas en esa zona lo mas poblable es que esten datLadas. 
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1.5. Cultivo de tejidos

En los ultimos años se han llevado a cabo diversas investigaciones

utilizando los modelos de cultivos "in vitro" encaminadas al estudio de

los sistemas fisiologicos. Una gran parte de estos trabajos han

contribuido sustancialmente a el entendimiento del comportamiento

funcional de las celulas.

1.5.1. Tipos de Cultivos

Existen principalmente dos: ,los cultivos primarios y los de lineas

celulares establecidas, a continuacion se discute cada tipo de cultivo.

I. Los cultivos primarios se refieren a las celulas aisladas, las

cuales se obtienen por diferentes metodos a partir de un tejido u organo

extraido directamente del organismo. Dentro de estos cultivos ademas se

encuentran distintas modalidades:

a). Cultivos de e.:-tplantes u organotipicos, son cultivos de organos

completos o fragmentos de tejido, en un sustrato adecuado y con un

medio nutritivo especial. En general se utilizan en esta tecnica un

medio solido contenido en tubos o cajas de Petri Y en algunas ocaciones

se utilizan camaras especiales para mantener el organo, esto depende del

tipo de estudio que se realice. -

La ventaja de este sistema es que se mantiene aislado el tejido, no

influyen otros organos en su actividad. Pero las desventajas que se

'presentan es que la region central del explante es pobremente nutrida,

por lo que las celulas en esa zona lo mas poblable es que esten dañadas.
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Por otra parte este sistema dificulta la difusión de sustancias a través 

del tejido y tampoco es posible observar las estructuras y condiciones 

celulares bajo el microsropio debido a el espesor del explante. 

b). Cultivos de relulas aisladas mantenidas en suspensión. Se 

realizan en un medio de cultivo liquido con las celulas en movimiento 

cont.il--:.u ,..J para evitar las uniones entre ellas, ya que la mayoría de los 

tipos celulares tienden a formar agregados expresando de esta manera la 

importancia de reconocimiento y 'funcionalidad. 

Este método proporciona la ventaja de poder manejar grandes cantidades 

de células y cosecharlas sin necesidad de utilizar enzimas que pudieran 

alterarl2.s. Pero con esta forma de cultivo no es posible analizar el 

comportamiento celular ya que no permite valorar las interacciones que 

se llevan entre ellas. Esta técnica es mas adecuada para el estudio de 

células que no requieren unirse a un sustrato ni crear comunicaciones 

físicas con sus vecinas, como seria el caso de los cultivos de 

linfocitos. 

c). Cultivos de relulas aisladas adheridas a un sustrato. Este tipo 

de rel u las tienden a formar monocapas. Las c:El ulas se obtienen al 

disgregar el tejido por metodos enzirmticos (con colagenasa, tripsina, 

pepsina,elastasa, etc.) y /o mecanices con la utilización de pipetas de 

diferente s calibres. 

En estos cultivos las cel u las se adhieren, f'orman una monocapa pero su 

desarrollo esta limitado por la superficie del sustrato donde crecen. 

Para los cultivos primarios es muy importante la edad del tejido, por lo 

que preferentemente se utilizan los tejidos de organismos en los 

_t+ O-

Por otra parte este sistema dificulta la difusion de sustancias a traves

del tejido y tampoco es posible observar las estructuras y condiciones

celulares bajo el microscopio debido a el espesor del explante.

bj. Cultivos de celulas aisladas mantenidas en suspension. Se

realizan en un medio de cultivo liquido con las celulas en movimiento

continuo para evitar las uniones entre ellas, ya que la mayoria de los

tipos celulares tienden a formar agregados expresando de esta manera la

importancia de reconocimiento Y funcionalidad.

Este metodo proporciona la ventaja de poder manejar grandes cantidades

de celulas y cosecharlas sin necesidad de utilizar enzimas que pudieran

alterarlas. Pero con esta forma de cultivo no es posible analizar el

comportamiento celular ya que no permite valorar las interacciones que

se llevan entre ellas. Esta tecnica es mas adecuada para el estudio de

celulas que no requieren unirse a un sustrato ni crear comunicaciones

fisicas con 'sus vecinas, como seria el caso de los cultivos de

linfocitos.

c). Cultivos de celulas aisladas adheridas a un sustrato. Este tipo

de celulas tienden a formar monccapas. Las celulas se obtienen al

disgregar el tejido por metodos enzimaticos (con colagenasa, tripsina,

pepsiI1a,elastasa, etc.) Y/o mecanicos con la utilizacion de pipetas de

diferentes calibres.

En estos cultivos las celulas se adhieren, forman una monocapa pero su

desarrollo esta limitado por la superficie del sustrato donde crecen.

Para los cultivos primarios es muy importante la edad del tejido, por lo

que preferentemente se utilizan los tejidos de organismos en los
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primeros estadios del desarrollo, ya que presentan una ·, mayor capacidad 

para adherirse al sustrato y se adaptan mas rapidamente a las 

condiciones "in vitro". Con este tipo de cultivos se permite observar la 

adaptación y formaciones de conexiones entre las células para la 

construcción de monocapas. 

II. Cultivos de lineas celulares establecidas. Estos son originarios de 

un cultivo primario inicial que posteriormente se han sometido a 

diferentes pasajes a través de los cuales las celul~s su'fren 

modificaciones. El nrunero de pasajes esta referido a las veces que las 

células son recultivadas desde la obtención inicial. La edad del cultivo 

se expresa como el nrunero de pases o subcultivos. 

Durante la transformación (inducida o expontanea) si= presentan cambios 

genéticos y morfológicos importantes (mutantes), de tal modo que esto 

representa una desventaja en cuanto a la utilidad. Por otra parte éstas 

células tienen una gran potencialidad para dividirse por lo que su 

proliferación es ilimitada (Gonzáles del Pliego, 1983). 

1.5.2. El Medio de Cultivo 

El exi to de un cultivo de células depende de mul tiples factores 

fisicoquimicos y bioquirnicos que afectan la forma, proliferación y 

diferenciación celular. Desde el punto de vista bioquimico son 

importantes las prote.inas, hormonas y nutrientes que se present.a.n en el 

medio para optimizar el desarrollo celular. 
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primeros esta-dios del desarrollo, ya que presentan una mayor capacidad

para adherirse al sustrato y se adaptan mas rapidamente a las

condiciones "in vitro". Con este tipo de cultivos se permite observar la

adaptacion y -.Formaciones de conexiones entre las celulas para la

construccion de monccapas.

II. Cultivos de lineas celulares establecidas. Estos son originarios de

un cultivo primario inicial que posteriormente se han sometido a

diferentes pasajes a traves de los cuales las celulas sufren

modificaciones. El numero de pasajes esta referido a las veces que las

celulas son recultivadas desde la obtención inicial. La edad del cultivo

se expresa como el numero de pases o subcultivos.

Durante la transformacion (inducida o expontanea) se presentan cambios

genéticos Y morfologicos importantes (mutantesl, de tal modo que esto

representa una desventaja en cuanto a la utilidad. Por otra parteestas

celulas tienen una gran potencialidad para dividirse por lo que su

proliferacion es ilimitada fdonäles del Pliego, 1983).

1.5.2. El Medio de Cultivo

El 'exito de un cultivo de celulas depende de multiples factores

fisicoquimicos y bioquímicos que afectan la forma, proliferacion y

diferenciacion celular. Desde el punto de vista bioquímico son

importantes las proteinas, hormonas Y nutrientes que se presentan en el

medio para optimizar el desarrollo celular. -

`-u1_



Existen diferentes tipos de medios de cultivo que han sido di.setiados 

para las necesidades de los distintos tipos celulares, esto depende de 

la clase de Células que se trate. El medio de cultivo se suplementa 

para proporcionarle a las ~ulas un ambiente semejante a su mcdi~ 

natural, con el fin de evitarles cambios traumiticos violentos. 

Generalmente los medios de cultivo contienen una mezcla definida de 

nutrientes de bajo peso molecular disueltos en una solución 

amortiguadora salina fisiológica. Este medio debe de proporcionar todos 

los nutrientes esenciales, incluyendo todos los materiales crudos 

necesarios para la producción de nuevas ~ulas, sustratos para el 

metabolismo energético, vitaminas, trazas de minerales y una 

concentración de iones inorgtr,.icos adecuada. Ademas de nutrientes, 

contienen di versos compuestos que no lo son, como el rojo de fenol que 

es un indicador de pH y algunos amortiguadores como el HEPES 

(N-2-Hidroxietilpiperacina-N-2 acido etanesulfónico), (Harn R., 1979). 

1.5.3. Sustratos de Cultivo 

Un sustratc• para utilizar' se en las técnicas de cultivo debe de reunir 

ciertas caracteri.sticas para cumplir realmente su función, y son las 

siguientes: debe no ser biológicamente inerte (no tóxico) y opticamente 

transparente, debe permitir la a d.hesión, la adaptac iéin y a c t1 v i d ad 

celular de migración y desarrollo; ya que la interacción entre la cel ula 

y el sustrato es un factor muy importante en el mantenimiento y 

diferenciación de las · mismas. 
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Existen diferentes tipos de medios de cultivo que han sido diseñados

para las necesidades de los distintos tipos celulares, esto depende de

la clase de celulas que se trate. El medio de cultivo se suplemen-ta

para proporcionarle a las celulas un ambiente semejante a su medio

natural, con el fin de evitarles cambios traumaticos violentos.

Generalmente los medios de cultivo contienen una mezcla definida de

nutrientes de bajo peso molecular disueltos en una solucion

amortiguadora salina fisiologica. Este medio debe de proporcionar todos

los nutrientes esenciales, incluyendo todos los materiales crudos

necesarios para la produccion de nuevas celulas, sustratos para el

metabolismo energetico, vitaminas, trazas de minerales Y una

concentracion de iones inorgtnicos adecuada. ade@ de nutrientes,

contienen diversos compuestos que no lo son, como el rojo de fenol que

es un indicador de pH Y algunos amortiguadores como el HEPES

{l~I-2-Hidro:-cietilpiperacina-H-E acido etanesulfonicol, (Ham R., i9'?9},

1.5.3. Sustratos de Cultivo

Un sustrato para utilizarse en las tecnicas de cultivo debe de reunir

ciertas caracteristicas para cumplir realmente su funcion, Y son las

siguientes: debe no ser bioìogicamente inerte (no to:-tico] Y opticamente

transparente, debe permitir la adhesion, la adaptacion Y actividad

celular de migracion Y desarrollo; Ya que la interaccion entre la mlula

Y el sustrato es un factor muy importante en el mantenimiento Y

diferenciacion de las mismas.
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Actualmente el crecimiento de células, tejidos y el mantenimiento de 

órganos se realiza en di versos elementos como: cajas de Petri, . botellas, 

cubreobjetos, matraces, cámaras microsoopicas, etc .. Ademas estas 

superficies, de vidrio o plástico, comunmente son cubiertas por 

sustancias organicas como: colagenasa, sueros, hor.rr.ona.s, componentes de 

matriz extracelular, etc., las cuales aumentan y favorecen la 

adhesividad y desarrollo del culti V ·'.) (Gonz:lles del Pliego, 1983). 
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Actualmente el crecimiento de celulas, tejidos Y el mantenimiento de

organos se realiza en diversos elementos como: cajas de Petri, botellas,

cubreobjetos, matraces, camaras microscopicas, etc.. Ademas estas

superficies, de vidrio o plastico, comunmente son cubiertas por

sustancias organicas como: colagenasa, sueros, hormonas, componentes de

matriz extracelular, etc., las cuales aumentan Y favorecen la

adhesividad Y desarrollo del cultivo (dorizeles del Pliego, 1983).
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HIPOTi!:..SIS 

Desde hace tiempo en nuestro laboratorio se viene investigando el 

efecto que tienen un factor Umico (F'T) de aproximadamente 28 kD que 

modula la res puesta de las d.:lulas de testículo a la hCG. Este -factor 

inicia lmente se obtuvo de un extracto crudo de timos de rata prepu:ber, y 

se ha. yj!;tO que compite por el mismo receptor de la hCG en la CÉ!Ula de 

Leydig. ¡>ero aun no sabemos cuales de los componentes cel'.llares del timo 

son los encargados de producir dicho FT. Como ya se menci<>nó 

a.nteri c rmente en la introducción, la timulina y algunas tiraosinas .son 

producidas por las celulas epitelilaes del timo. Por esta razón nosoti·os 

per!samo.'..i que el FT de 28 kD que estamos estudiando podria ser prcducido 

y secretado por las células epi telia.les del timo al medio de cultivo. 

Por otra parte se ha encontrado que las hormonas producidas por el 

sistema endócrino, principalmente las hormonas esteroides modulan el 

desarrollo y funcionamiento de algunos órganos del sistema inmune como 

es el caso del timo. La administración de altas concentraciones de estas 

hormonas a animales jovenes afecta tanto la población de ~ulas 

lin-foides como la producción de factores y hormonas timicas que modulan 

el funcionamiento del sistema inmune. Tambi~n se ha observado que 

algunos tipos de linfocitos y células epiteliales de timo tienen 

receptores para esteroides como estradiol, dihidrotestosterona, 

corticosterona, progestereina, testosterona y dexametasona (Cowa y cols., 

1964¡ rrrainin, 1974¡ Grossman, 1984¡ Masuda y cols., 1985). Por esto 

suponemos que la administración de testosterona a las cel ulas de timo en 

cultivo, podr.!.a afectar directamente la producción y /o la secreción del 

FT al medio. 
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E. H]I~`0'I*e¬SIS

Desde hace tiempo en nuestro laboratorio se viene investigando el

efecto que tienen un factor timico (FT) de aproximadamente 28 l-LD que

medula la respuesta de las celulas de testículo a la hCG. Este factor

inicialmente se obtuvo de un e:-:tracto crudo de timos de rata prepuber, Y

se ha visto que compite por el mismo receptor de la hCC-1 en la celula de

Leydig. Pero ailn no sabemos cuales de los componentes celulares del timo

son los encargados de producir dicho FT. Como Ya se menciono

anteriormente en la introduccion, la timulina Y algunas timosinas son

producidas por las celulas epitelilaes del timo. Por esta razon nosotros

pensamos que el FT de 28 KD que estamos estudiando podria ser producido

Y secreta-:lo por las celulas epiteliales del timo al medio de cultivo.

Por otra parte se ha encontrado que las hormonas producidas por el

sistema endocrino, principalmente las hormonas esteroides moclulan el

desarrollo Y funcionamiento de algunos organos del sistema inmune como

es el caso del timo. La administracion de altas concentraciones de estas

hormonas a animales jovenes afecta tanto la poblacion de celulas

linfoides como la produccion de factores Y hormonas timicas que modulan

el funcionamiento del sistema inmune. Tambien se ha observado que

algunos tipos de linfocitos Y celulas epiteliales de timo tienen

receptores para esteroides como estradiol, -dihidrotestosterona,

corticosterona, progesterona, testosterona Y del-:ametasona (Cowa Y cols.,

1964; Trainin, 1974; Grossman, 1984; Hasuda Y cols., 1985). Por esto

suponemos que la administracion de testosterona a las celulas de timo en

cultivo, podria afectar directamente la produccion Y/o la secreción del

FT al medio. '
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3. 

Hasta el momento se ha d e mostrado que el timo de rata pre¡:Uber contiene 

un :factor. de aproximadamente 28 l<.D que es capaz de inhibir la acción 

de la hCG en las células del ·testlculo. Sin embargo se desconoce alil o 

cuales de todos los tipos celulares que componen al timo. producen este 

:factor qc.e modula la esteroid.ogt~ne.~is en el te.stlculo. 

Por lo tan to los objetivos especi-ficos de éste trabajo son los 

s!gutent.es: 

1.- Obtene r monocapas de células reticuloepiteliales de timo de rata y 

el medio condicionado Cf'.J.e prod ".l~en. 

2.- Obtener monocapa.s de células de piel de rata y el medio condicionado 

que producen. 

3.- ldenti:ficarlas mor-fológic:amente a las células de timo cultivadas 

mediante microscopia de 1 uz y electrónica de t.ransmis.ión. 

4.- Estudiar los e:fectos de los medios condicionados de timo y piel 

obtenidos de monocapas de 7 y 15 d1as de cultivo, sobre una 

suspens.idn de relulas de testlculo enriquecida en ~ulas de Leydig 

utilizada como ensayo bio~ico de actividad de las mismas. 

5.- Determinar la secreción de testosterona por las células de Leydig, 

mediante la ta:nica de radioinmunoanUisis. 

3. OBJETIVOS

Hasta el momento se ha demestrade que el timo de rata prepúber contiene

un factor, de aproximadamente 28 R1) que es capas de inhibir la accidn

de la DCG en las celulas del testiculc. Sin embargc se desconoce cúal c

cuales de Led-es les tipus celulares que cemponen al time, producen este

facrtcr que medula la estercidegmesis en el testiculc.

Por lo tante les objetivos especificos de este trabajo son los

siguientes:

1.- Obtener monccapas de celulas reticulc-epiteliales de time de rata 7

el me-die ccndicicnadc cfue producen.

2.- Obtener mena-capas de celulas de piel de rata 11' el medie condicionado

que producen.

3.- Identificarlas mcrfcldgicamente a. las células de timo cultivadas

mediante micrescopia de luz 7 electrónica de transmisjún.

4.- Estudiar les efectos de los medios condicionados de timo y piel

cbtenidcs de menecapas de 'T y 15 dias de cultivc, sc-bre una

suspensión de celulas de testiculc enriquecida en celulas de Leydig

utilizada come ensayc hiokfigicc de actividad de las mismas.

5.- Determinar la secreción de testosterona per las células de Leydig,

mediante la tecnica de radicinmunoanzilisis.

_u5-



Por otra. parte tambmn en la literatura se sugiere que los esteroides 

gonadales a-fecti.!.n algunas :funciones inmu11es, entre ellas las del timo. 

Por esta ra~ también nos planteamos el siguen te objetivo : 

• Utilizando el modelo de cultivo de monocapas de timot administrar 

testosterona al medio con el fin de aná:U.zar su efecto sobre la 

producción del 'factor (o :factores), que se encuentra en el medio 

condicionado de timo y que modula esteroido~esis en el testiculo de 

la rata adulta. 
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Por otra parte también en la literatura se sugiere que los esteroides

gonadales afectan algunas funciones inmunes, entre ellas las del timo.

Por esta razon tambim nos planteamos el siguente objetivo :

I Utilizando el modelo de cultivo de monocapas de timo, administrar

testosterona al medio con el fin de a1'.e`1isar su efecto sobre la

produccion del factor (o -factores), que se encuentra en el medio

condicionado de timo Y que medula esteroidofiiesis en el testículo de

la rata adulta.
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4. 

4.1. Cultivo Pr.t.mario de ~lulas de Timo y Piel de Rata 

Se utilizaron ratas macho de la raza Wistar de 1 o 2 dias de nacidas, 

provenientes de la granja del CINVESTAV. El timo y una pequet1a. porción 

de piel abdominal fueron extraidos quirorgicamente de los animales, bajo 

condiciones de esterilidad bajo un microscopio estereosropico (Zeiss, 

W. G. mod. 475022) a un aumento d.e 2x10. Se lavaron y limpiaron varias 

veces los tejidos en una solución salina libre de Ca 2+ y M 2+ estéril 

(NaCl,800 mg; KCl, 40 mg; NaHCO 3 , 34.8 mg; glucosa 100 mg en 100 ml a 

pH: 7.4), extrayéndose cuidadosamente la cápsula de tejido conectivo del 

timo. Los tejidos de timo y piel se picaron y se incubaron durante 15 y 

45 minutos, respectivamente, en una solución enzimática conpuesta por 

tripsina (GIBCO,semipurificada) al 0.25:1. en solución salina libre de 

Ca 2+ y Mg 2+ a 37 o e con agitación constante de 90 ciclos por 

minuto, en un batio ti Dubnoff. Posteriormente las fracciones de tejido 

se la va ron 3 veces con solución salina libre de Ca 2+ y Mg 2+ 1 y se 

suspedieron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) enriquecido 

con 15:1. de Suero Bovino Fetal (SBF) y 1:1. de una solución de antibióticos 

(penicilina 10,000 U /ml y estreptomicina 10,000 ug/ml, GIBCO). A éste 

medio preparado le llamamos DMEM-completo. A continuación se realizó la 

disociación mecanica de las relulas con una pipeta Pasteur con punta 

flameada. Para evitar los grumos de tejido se pa~ la suspensión celular 

atra~ de una malla de nylon. De la suspensión celular de timo se 

tomaron alícuotas de 200 uJ., que corresponden aproximadamente a 10 5 

relulas vi vas (determinación por la técnica de exclusión celular de azñl 
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4. HEIÚDOIDGLA

4.1. Cultivo Primario de Oelulas de Timo y Piel de Rata

Se utilizaron ratas macho de la raza Wistar de 1 o 2 dias de nacidas,

provenientes de la granja del CINVESTAV. El timo y una pequeña porción

de piel abdominal fueron extraídos quirúrgicamente de los animales, bajo

condiciones de esterilidad bajo un microscopio estereoscopico (Zeiss,

W. G. mod. 1135022) a un aumento de 21:10. Se lavaron y limpiaron varias

veces los tejidos en una solucion salina libre de Ca 3* y H 3* estéril

(HaC1,E›00 mg; KCI, 40 mg; HaHCO 3 , 31!-.B mg; glucosa 100 mg en 100 ml a

pl-I= 7.4), extrayendose cuidadosamente la capsula de tejido conectivo del

timo. Los tejidos de timo y piel se picar-on y se incubaron durante 15 y

45 minutos, respectivamente, en una solucion enzimática conpuesta por

tripsina (GIBCO,sernipurificada) al 0.857. en solucion salina libre de

Ca 3* Y Hg 3* a 37 ° C con agitación constante de 90 ciclos por

minuto, en un bano ti Dubnoff. Posteriormente las fracciones de tejido

se lavaron 3 veces con solución salina libre de Ca E* y Mg 2* , y se

suspedieron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DHEM) enriquecido

con 153€ de Suero Bovino Fetal (SBF) y 12 de una solucion de antibioticos

[penicilina 10,000 U/ml Y estreptomicina 10,000 ug/ml, GIBCO). A este

medio preparado le llamamos DHEH-completo. A continuacion se realizo la

disociación mecanica de las celulas con una pipeta Pasteur con punta

flameada. Para evitar los grumos de tejido se paso la suspension celular

atraves de una malla de nylon. De la suspension celular de timo se

tomaron alicuotas de 200 ul, que corresponden aproximadamente a 10 5

celulas vivas (determinacion por la tecnica de exclusión celular de azul
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de Tripan), y de piel alicuc•tas de 200 ul (10 4 células vivas). Las 

celulas de timo y piei se s e mbr a ron en cajas de p la.s tico para cultivo de 

35mm de d.iametro con 1 ml d e DMEM-completo. Las celulas se mantuvieron 

en una incubadora (Hotpa ck, CO 2 Incub., mod. 351820, Mul timode Control 

System) con una a tm:'.isíerz. de 95% de aire htlmedo y 51. de CO 2 a una 

temperatura. de 37 o c. El medio fue cambiado cada tercer diá. por 

DMEM-completo fresco, y d os dias antes de realizar el Bioensayo 

(detallado rnas adelante) se cambio el medio a todos los cultivos pero 

ahora Po se agregó SBF. Las celula.s s e mantuvieron en cultivo durante 7 

o 15 dias. Al final de estos dos ultimes dias de cultivo, se tomo el 

medio al que llamaremos medio condicionado de timo (MCT) y de piel 

(MCP), se centrifugó a 5000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se 

utilizó para los experimentos que rras adelante se detallan. 

4.2. Microscopia Eltctrónica de las cei u.las Epiteliales del Timo 

La técnica utilizada para realizar la preparación de las monocapas de 

timo fue la con vencicmal, y se llevó a cabo de la siguiente 

manera: las monocapas de células obtenidas de cultivos primarios 

de timo de 7 y i5 dias, se lavaron con 1 mililitro de solución de 

Cloruro de Sodio (9 g:1000 ml). Se fijaron las monocapas con 

glutaraldeh1do al 21. en amortiguador de fosfatos PBS a pH=?.l.!- por 3 

horas; pasado ese tJempo se levantaron las células con una es¡:á.tula de 

hule y se recolectaron en un tubo pequet1o. Se lavaron con PBS, y se 

centri-fugaron 3 veces a 1000 rpm durante 10 minutos. El tratamiento 

posterior se realim por parte de la unidad de microscopia electrónica 
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de Tripan), y de piel alicuotas de 200 ul (io 4 celulas vivas). Las

celulas de timo Y piel se semi:-r-aron en cajas de plastico para cultivo de

35mm de diametro con 1 ml de DHEH-completo. Las celulas se mantuvieron

en una incubadora il-lotpack, CO 3 Incub., mod. 351820, Hultimode Control

System) con una atmosfera de 95'/. de aire humedo y 52 de CO 3 a una

temperatura de 3'? Ú C. El medio fue cambiado cada tercer dia por

DHEH-completo fresco, v dos dias antes de realizar el Bioensayo

(detallado mas adelante) se cambio el medio a todos los cultivos pero

ahora no se agrego SBF. Las celulas se mantuvieron en cultivo durante 'T

o 15 dias. A1 final de estos dos ultimos dias de cultivo, se tomo el

medio al que llamaremos medio condicionado de timo (MCT) y de piel

(MCP), se centrifugo a 5000 rpm durante 10 minutos Y posteriormente se

utilizo para los experimentos que mas adelante se detallan.

4.2. Microscopía Electronica de las Celulas Epiteliales del Timo

La tecnica utilizada para realizar la preparación de las monccapas de

timo fue la convencional, y se llevo a cabo de la siguiente

manera: las monccapas de celulas obtenidas de cultivos primarios

de timo de 7 y 15 dias, se lavaron con 1 mililitro de solución de

Cloruro de Sodio (9 $1000 ml). Se fijaron las monccapas con

glutaraldehido al 22 en amortiguador de fosfatos PBS a pl-I=7.1+ por 3

horas; pasado ese tiempo se levantaron las celulas con una espatula de

hule y se recolectaron en un tubo pequeño. Se lavaron con PBS, y se

centrifugaron 3 veces a 1000 rpm durante 10 minutos. El tratamiento

posterior se realizo por parte de la unidad de microscopía electronica
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de:l CIHVESTAV, donde fue ron tratadas la monocapa.s para su deshidratacia1 

c on etanol a diferentes grados de diluc j:6n, también con resina en 

d i ferentes fases, también se realizaron diferentes cortes con un 

ultramicrotórno. La tinción de las preparaciones se realiw con acetato 

de uranilo y citrato de plomo. Por tlltimo las observaciones se 

rea1izar ::> n en un microsoopio electrónico tipo JEOL 2000-X. 

4.3. Bioensayo de las ~ulas de Testiculo con los MCT y MCP. 

Los te>stb ulos se obtuvieron de· una rata Wistar adulta joven (250-300 g) 

de acuerdo a la técnica de Mendelson y cols. (1975) modificada, que se 

realiz0 de la siguiente manera: se anestesió a la rata hasta el paro 

respira torio, se extrajeron los testiculos quintrgicamente, se lavaron 

3 veces en solución salina libre de Ca 2+ y Mg 2+ , se les desechó la 

rapsula albuginea y la mayor parte de vasos sangu!neos. Para separar a 

las células intersticiales de los ttabulos seminíferos se utilizó una 

solución enzimática compuesta por DMEH con 0.1Z de All:xmlina de Suero 

Bovino (ASB) de GIBCO y 15 ug de colagenasa (Sigma Chem. Co.) por ml. 

Los testlculos se incubaron en é:zta solución enzimática durante !5 

minutos en batio de incubación a 37 ° C con agitación constante de 9 

ciclos por segundo. Posteriormente se lavaron las celulas dos veces para 

desechar las enzimas con DMEM-ASB. Se pasaron a través de una malla de 

nylon y se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos (este procedimiento 

se repitió las veces que se lavaron las células). Finalmente el 

precipi lado celular se resuspendió en DMEM-ASB más 0.1 mM de 

1-metil-3-IsobutilJ<antina (Sigma Chem. Co.), a razón de un mililitro por 

cada 100 ul de precpi lado celular. De la suspensión · celular se tomaron . 
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del CIIW'E¦STAV, donde fueron tratadas la mono-capas para su deshidratacidn

con etanol a diferentes grados de dilución, también con resina en

diferentes fases, también se realizaron diferentes cortes con un

ultrarnicrotomo. La tincion de las preparaciones se realizó con acetato

de uranilo 3' citrato de plomo. Por último las observaciones se
J'

realizaron en un microscopio electronico tipo JEOL 2000-X.

4.3. Bio-ensayo de las Células de Testiculo con los MCT Y MCP.

Los t-:-'-sticulos se obtuvieron de'una rata Wistar adulta joven (250-300 g)
1-

de acuerdo a la tecnica de Mendelson y cols. (1975) modificada, que se

realiso de la siguiente manera: se anestesio a la rata hasta el paro

respiratorio, se extrajeron los testículos quirúrgicamente, se lavaron

3 veces en solucion salina libre de Ca 3* Y Hg 3* , se les desecho la

fipsula albuginea y la mayor parte de vasos sanguíneos. Para separar a

las celulas intersticiales de los túbulos seminiferos se utilizo una

solucion enzimática compuesta por DHEH con 0.12 de Albomina de Suero

Bovino (ASB) de GIBCO y 15 ug de colagenasa (Sigma Cnem. Co.) por ml.

Los testículos se incubaron en esta solucion enzimática durante 15

minutos en baño de incubación a 3'? 0 C con agitación constante de 9

ciclos por segundo. Posteriormente se lavaron las celulas dos veces para

desechar las enzimas con DHEH-ASB. Se pasaron a traves de una malla de

nylon Y se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos (este procedimiento

se repitió las veces que se lavaron las celulas). Finalmente el

precipitado celular se resuspendio en DMEH-ASE mas 0.1 mlfï de

1-metil-3-Isobutila-cantina (Sigma Chem. Co.}, a razon de un mililitro por

cada 100 ul de precpitado celular. De la suspensioncelular se tomaron
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alicu.ot.as de 200 ul y se llevaron a un voh.Jmen final de 2 mililitros, 

con 50/. de DMEM-ASB-Isobultilxantina. mis el 50/. de los medios 

condicionados de timo (MCT) y de medio condicionado de piel (MCP) 

respectivamente. El control recibio rolo DMEH. Algunos de los grupos 

fueron estimulados con 1 mu de gonadotropina corién.i.ca humana (h.CG) por 

mililitro de medio de incubación. Posteriormente se gasearon las Células 

en suspensión por 15 minutos en una incubad()ra con una atmósfera de 5 /. 

de CO 2 y un 951. de aire hñ.111edo¡ se p::-osi.guió la incubación e!1 un ba.tio 

metabólico Dubnof-f con agitación constante de 3 ciclos por segundo 

durante 105 minutos más. Terminada la incubación se transfirieron las 

~ulas a tubos de plastico para ser centrifugadas a 5000 rpm durante 10 

minutos. Se extrajeron los sobrenadantes y se congelaron inmediatamente, 

para rras tarde realizar la determinación de testosterona producid~ por 

las células. 

ll-A-. Efecto de Diferentes Dosis del HCT sobre las C'elulas de Testiculo. 

El MCT se concentró por el método de liofilización, el cual consiste en 

evaporar el agua contenida en el medio a temperaturas menores de -20 ° e 

al alto vacio. Posteriormente el polvo se düolvió en una proporción 

de .10 ml:1 ml con DMEM. Este pequetio vo:ternen se sometió a d.iálisis en 

solución de Hanl<.'s {NaCl; KCl¡ CaCl 2 MgSO .q. -7H 2 O; 

MgCl 2 -6H 2 O¡ Na 2 HPO .q. -2H 2 O¡ KH 2 PO 4 ; Glucosa y NaHCO 3 ) 

a pH: 7.4 durante 24 horas, utilizandose bolsas de celulosa para 

dialisis. 

Las células de testiculo disociadas, como se describió antes, se 
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alícuotas de E00 ul y se llevaron a un volúmen final de E mililitros,

con soz de DMEM-Ass1sobu1±11›ar1t1ns. mas E1 eoz de Los medios
condicionados de timo (H-CT] Y de medio condicionado de piel (MCP)

respectivamente. El control recibio sólo DHEH. Algunos de los grupos

fueron esttmulados con 1 mU de gonadotropina coriónica humana (1106) por

mililitro de medio de incubación. Posteriormente se gasearcn las celulas

en suspensión por 15 minutos en una incubadora con una atrnosfera de 5 Z

de C0 3 y un 953/. de aire hximedo; se prosiguio la incubación en un baño

metabólico Dubnofi? con agitación constante de 3 ciclos por segundo

durante 105 minutos mas. Terminada la incubación se transfirieron las

celulas a tubos de plastico para ser centrifugadas a 5000 rpm durante 10

minutos. Se ei-:trajeron los sobrenadantes y se congelaron inmediatamente,

para mas tarde realizar la determinación de testosterona producida por

las celulas.

4.4. Efecto de Diferentes Dosis del HCT sobre las Celulas de Testiculo.

El HCT se concentró por el metodo de lio-Eilizacion, el cual consiste en

evaporar el agua contenida en el medio a temperaturas menores de -20 0 C

al alto vacío. Posteriormente el polvo se disolvió en una proporción

de .10 m1:1 ml con DMEM. Este pequeño votomen se sometió a diálisis en

solucion de I-Ian!-rs (HaC1; I<C1¡ CaC1 3 ; I-lgSO 4 -'TH 3 0;

I-!gCl 3 -6H 3 0; Ha 3 HPO 4 -EH 3 0; KH ¿› PO QT ; Glucosa y l~lal~ICO 3 )

a pl-I: 7.4 durante 24 horas, utilizandose bolsas de celulosa para

diálisis. _

Las celulas de testículo disociadas, como se describió antes, se
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resuspendieron en matraces de vidrio con DMEM-ASB-Isobutilxantina mas 

diferentes cantidades d 12l MC'r previamente co!1centrado y diaiizado (25, 

50, 100 y 1.50 ul de HCT por mililitro de la suspensión celular) 

ajustando un volj men final de 1 ml. Se incubaron las células durante 2 

horas. Posteriormen t e se cent :rifugaro y se recolectaron los 

sobrenadan tes, en los que post0ri or mente .3e determinó la concentración 

de testosterona por el rr.>étodo de Radioinmunoanalisis (RIA). 

'!-.5. Determinación de Testosterona. 

Se llevó a cabo por la tecnica de Radioinmunoanalisis (RIA). Esta es una 

de las técnicas mas confiables para realizar la determinación de 

esteroides. Tiene un2. sensibilidad y especificidad muy alta, ya que 

permite cuantificar cantidades diminutas de inumerables sustancias. El 

fundamento l:ásico del RIA se rige mediante la ley de acción de masas de 

las uniones anti.geno-anticuerpo, donde la hormona marcada (radiactiva) 

compite por la unión al receptor con la hormona no marcada ('fria). 

Se utilizó para realizar el RIA · un anticuerpo anti-testosterona 

(Radioassay System Lab., !ne. # 1720), que une ademas un 18.75/. de 

5 -dihidrotestosterona. Se utilizó el anticuerpo a una dilución final de 

1:56,000 ¡ la hormona marcada fue la · [1,2 16 17- 3 H) Testosterona 

(Amersham, Int.). La separación de la testosterona tri liada libre de la 

unida al anticuerpo, se realiz6 adsorbiéndola con carbón activado 

(Merck) al 0.6251. en amortiguador para RIA (H NaPO 4.3g , HNa PO 2.7g , 

Na.Cl l!.5 g Azida de Sodio 0 .5g y Ge lc:. tina 0.5g :para 500 ml a pH=7.2). La 

cuantificación del complejo Anticuerpo( 3 H]Testosterona, se realizó en 
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resuspendieron en matraces de vidrio con Dl~IEH-ASB-Isobutilxantina rnas

diferentes cantidades del HIFI' previamente concentrado y diaii:-:ado (EE,

50, 100 Y 150 ul de HCIT por mililitro de la suspension celular)

ajustando un vohàmen final de 1 ml. Se incubaron las celulas durante ¿-2

horas. Posteriormente se centrifugaro y se recolectaron los

sobrenadantes, en los que posteriormente se determinó la concentracion

de testosterona por el metodo de Radioinmunoanalisis (RIA).

4.5. Determinación de Testosterona.

Se llevo a cabo por la tecnica de Rafiioinmunoanalisis (RIA). Esta es una

de las tecnicas mas confiables para realizar la determinacion de

esteroides. Tiene una sensibilidad v especificidad muy alta, ya que

permite cuantificar cantidades diminutas de inumerables sustancias. El

fundamento basico del RIA se rige mediante la ley de accion de masas de

las uniones antígeno-anticuerpo, donde la hormona marcada (radiactiva)

compite por la union al receptor con la hormona no marcada (fría).

Se utilizó para realizar el Ria un anticuerpo anti-testosterona

(Radioassay System Lab., Inc. :lt 1'TEO), que une ademas un 18.752 de

5 -dihidrotestosterona. Se utilizo el anticuerpo a una dilución final de

í:56,000 ; la hormona marcada fue la' [1,2,6,'7- 3 H] Testosterona

(Amersnam, Int.). La separacion de la testosterona tritiada libre de la

unida al anticuerpo, se realizo adsorbiendola con carbon activado

(Merck) al 0.6252 en amortiguador para RIA (H HaPO 1'-l-.Bg , Hlla F0 2.'?g ,

HaC1 ll›.Sg Asida de Sodio 0.5g y Gelatina 0.E›g :para 500 ml a pl-l=7.8). La

cuantificación del complejo Antic'-.1erpo[ 3 H]Te-stosterona, se realizo en
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un contador para emisiones beta (Pac:Kard, Tri-Card #3255), utiliz:trldose 

el liquido de centelleo dr.~ Miles-Yeda (PPO 4g¡ POPOP 200mg; Tol ueno 

655ml; Tritón 335ml, para un litro). La sensibilidad del RIA fue de 6.25 

pg/ml. 

El a:1lculo de las concentraciónes hormonales se realizó con el método 

logi t-log propuesto por Rodbard (Bedolla y cols., 1984), extrapolando 

los resultados obtenidos a una curva estandar, realizada con el 

logaritmo de las concentraciones conocidas contra el logi t de "Y" : 

donde "Y" es la relación entre la unión total y la unión en pre..,encia de 

la hormona fria, y la transformación logi t de "Yº es ln (y /100-y)]. 

4.6. ~ulas de Timo Tratadas con Testosterona Durante el Cultivo. 

A los 5 d.1as de cultivo las monocapas de células de timo, se trataron 

con 10 ng/ml de testosterona durante 48 horas, el esteroide previamente 

se disolvió en un pequelio volumen de alcohol etillco y se agregó al 

DMEM sin SBF. Posteriormente se recolectaron los medios y .se trataron 

con carl:ón activado al 0.625/. durante 10 minutos a lt- ° C, con el fin de 

eliminar la testosterona del medio. Pasado éste tiempci se centrifugaron 

a 5,000 rpm por 10 minutos más. Se recuperaron los sobrenadantes, se 

filtraron con filtros millipore de celulosa con una abertura de 0.22 um 

(Swinnex-Gs), y finalmente rectifiro el pH de los mismos . El MCT asi 

trata do se agrogó al bioensayo de las cei u las de testiculo (50/. DMEM + 

50/. MCT). Los grupos experimentales que utilizamos se ilustran a 

continuación: 
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un contador para emisiones beta (Pacláard, Tri-Card #3255), utilizándose

el líquido de centelleo de Miles-Yeda {PPO 4€; POPOP 200mg;' Tolueno

665m1; Triton 335m1, para un litro). La sensibilidad del RIA fue de 6.25

Ps/mL

E1 calculo de las concentraciones hormonales se realizo con el metodo

logit-log propuesto por Rodbard (Bed-.olla y' cols., 1984), extrapolando

los resultados obtenidos a una curva estandar, realizada con el

logaritmo de las concentraciones conocidas contra el logit de "y" :

donde "y" es la relacion entre la union total y la union en presencia de

la hormona fría, 1' la transformacion logit de "jr" es ln [Y/100-y)].

4.6. Oelulas de Timo T1'-atadas con Testosterona Durante el Cultivo. _

A los 5 días de cultivo las monccapas de celulas de timo, se trataron

con 10 ng/ml de testosterona durante L1-B horas, el esteroide previamente

se disolvio en un pequeño volumen de alcohol etilíco y se agregó al

DMEH sin SBF. Posteriormente se recolectaron los medios Y se trataron

con carbon activado al 0.62534 durante 10 minutos a 4 Ú C, con el fin de

eliminar la testosterona del medio. Pasado este tiempo se centrifugaron

a 5,000 rpm por 10 minutos mas. Se recuperaron los solorenadantes, se

filtraron con filtros millipore de celulosa con una abertura de 0.22 um

(Svrinnez-c-Ss), y finalmente rectifico el pH de los mismos. El MCT así

tratado se agrego al bioensayo de las celulas de testículo (502 DHEM +

50% HOT). Los grupos experimentales que utilizamos se ilustran a

continuacion:
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Medios Tratamiento con 

carlX>n activado 

DMEM 

DMEM + . 
DMEM+Testo + 

MCT 

HCT + 

HCT-+Testo + 

4.7. A~isi.s Estadistico. 

Utilizamos la prueba de F de Fisher para dos muestras poblacionales 

para determinar el tipo de varianzas (homogeneas o heterogeneas). Para 

el analisis de datos se realizó analisis de varianza y utilizamos la 

prueba de t de Student de dos colas. 
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Hed ios Tratamiento con

carbon activado

ones
ones

Dl-lEH+Testo

ace '
sos
I-lCT+Testo

-f-l.'?. analisis Estadístico.

Utilizamos la prueba de F de Fisher para dos muestras poblacionales

para determinar el tipo de varianzas (homogeneas o heterogeneas) Para

el analisis de datos se realizo analisis de varianza 1' utilizamos la

prueba de t de Student de dos colas.
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5. RESULTADOS 

5.1. Cultivos de Timo y Piel de 7 y 15 cU.as. 

Al inicio de los cultivos de timo se observa una gran abundancia de 

células flotando en el medio, pero conforme avanzan los dias de cultivo~ 

las ~lulas epiteliales se adhieren al sustrato de modo que cuando es 

cambiado el medio anterior por medio fresco se van eliminando los 

timoci tos, ya que como se ha descri tó (Kruisbeek, 19?7 y Raedler, 

197 8) no se unen al substrato como lo hacen la ma yoria de las células no 

linfoides. 

La confluencia celular de las células de timo se obtuvo hasta los 7 

dias de cultivo, mientras que en piel la monocapa es completa a partir 

del 5to d1a de cultivo. 

La micrografía 1-A muestra un cultivo de células de timo de cinco d.1as, 

dónde se observan cillulas con aspecto epitelioide de varios tipos que 

forman en general un reticulo caracteristico. El tipo celular 

predominante son relulas alargadas, con extremidades bifurcadas y un 

nó:leo de mediano tamat1o ubicado mas o menos centralmente. Ademas entre 

las cel ulas reticuloepi teliales se encuentran algunas cel ulas las 

cuales han sido clasificadas por su apariencia morfológica como ~ulas 

dendríticas (Kamperdijk, 1985), (ver la micrografia 1-B). A los 15 dJ.as 

de culti.vo (micrografías 1-C y 1-D) se observa una monocapa completa de 

célula de timo, las cuales tienden a formar arreglos epiteliales; en 

este tiempo persisten las <Elulas dendríticas pero en escasa cantidad. 

Los cultivos de piel fueron utilizados como testigos para obtener 
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5. RESIJLTADOS

5.1. Cultivos de Timo Y Piel de 'T y 15 días.

Al inicio de los cultivos de timo se observa una gran abundancia de

celulas flotando en el medio, pero conforme avanzan los dias de cultivo,

las celulas epiteliales se adhieren al sustrato de modo que cuando es

cambiado el medio anterior por medio fresco se van eliminan-do`los

timocitos, ya que como se ha descrito (líruisbeeli, 19'?? y Raedler,

1978) no se unen al substrato como lo hacen la mayoría de las celulas no

linfoides. '

La confluencia celular de las mlulas de timo se obtuvo hasta los 'T

días de cultivo, mientras que en piel la monocapa es completa a partir

del 5to dia de cultivo.

La micrografía 1-A muestra un cultivo de celulas de timo de cinco dias,

donde se observan celulas con aspecto epitelioide de varios tipos que

forman en general un reticulo característico. El tipo celular

predominante son celulas alargadas, con extremidades bifurcadas Y un

nucleo de mediano tamano ubicado mas o menos centralmente. Ademas entre

las celulas reticuloepiteliales se encuentran algunas celulas las

cuales han sido clasificadas por su apariencia morfológica como celulas

dendríticas (Kamperdijl-t, 1985), (ver la micrografía 1-B). A los 15 dias

de cultivo (micrografias 1-C Y 1-D) se observa una monocapa completa de

celula de timo, las cuales tienden a formar arreglos epiteliales; en

este tiempo persisten las celulas dendríticas pero en escasa cantidad.

Los cultivos de piel fueron utilizados como testigos para obtener
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Micrografías 1-A y 1-B. ~lulas de timo de rata cultivado durante 5 

dias. En la 1-B se muestra la presencia de algunas ~ulas 

dendríticas (CD). Toma en microscopio de luz y contraste de 

fases, 1920X. 
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dias. En la 1-B se muestra la presencia de algunas celulas

dendríticas (CD). Toma en microscopio de luz y contraste de

fases, 1920)-I.

_55_



' I .· . . , ... , ' ' 
\ , ' )lt..: l ~. ' I : J "w· /' I ;J ' J." r ./( 1' . • • ' ' : ·~ ' ' :.~ ,·', ~-.,!1)· :.~"' .~ · M·"j~· .,:. ;7i:·tfJ1·:':·/"t.·1 • .I'.' · ~r,_ ·. ~1, \.('.: . '·~ CJ \ y ~.'f •r 1 '¡ ' , V , r , " / . /i./ j, f , . • ./ .. • ~ 1 i¡'\ ., · •.•· .. ·t' .. . ' "! ... ... ; f ' ... , .. ,,, ' . ,~,; 14' d • 

\ '°"".: '' ":~ ' .. < ~ '1 . llr"I.,, .. . ' '¡'. ', l . . ' ' "' ~' ... . 1• ' "'1 ' "''·· ~'(' . \\.> .. · \\/ . ,)~,~·i', ,•; ' r.I'· . .) ' '/ ;(,'..~·· • Í. ~;;1~ .. jf fll~:C\ \} ·.• .. . \..··· :~~~· .>tÍJ.'lj ··' - ~ ·;ff ., . __ .... ' . .. ,1.t,.,,·, ·¡· ;',,.. •• ·r. 
t " ' ' ,J • ~ 1, ~ , I .,• ¡,,. ; . • ,· , 1 f ·f • f, ._.. • 

. } ':):·.·.' ~;'$..Jb~¡~ ·,'·. r,/'¡t 7 '.h~~ /> /}.· .')'"~1·'{\. :J:f/. J~, v, .. 
. \ • • 1 '. f, G ¡v . . ; ' > F ' ¡;\.' ',) • ~,' • ' f" •' I '/ l : t' • ·17'' ' í ~ ' . 

n·\'·¡\'•\ ;
1e · · t h .,tr /4 :':· ""';('·::,r /1 ...t. ~· . ·~'.'.·, .· ~- ~-\:. ,; '.('1. . ·•.· ~ ; ...... /:' 

•. · .: . ,, . " ,.... \ .... • ... • ; · ( ) ; \ / / • .' ., _~ , ' ' ~ •) ' • -.: 4 ' .. ~ ' 

,. ' • ~ ., 1 ~ • n ' , . . .. -. . ¡.· ' ' ~. ·r~r 1,. ) ~ f ' ~ 
• • • ... . -. ...,. • , . .1 • / ' I · "·> ~_.'1 : · · -.1~ · · 
' . · .. ' . ~ ; í, ', 1 ...... , , ~ ! ' ; ' ; 1,.' 'I ,,., . ¡)-:· . '~ ' .I 

" ) ·· .· .. ··. L ~ ......... · ·· ·, .... .. ·.- ... -, /; .. ,, ! ... ...... y .. · .... ?J. ~. (Jl . .r . 
',. .... 1·. • l 'I · .... ·¡ . '"' · i.•11 ·· •'• 'IÍI.,,;.' l ' ' 
:'. · .• \ '" . .. ' . , , ' " i , , /.~ ... / ' í l •· 1,'//if.'.:.', Yllf1 : 'J' ·.· -t J 

;..¿ : .. · .. ~·. ·)·p." °'' .. · . :~.·. , ··!. (V,. ;i.. ·.1 . .::c.·.·;,:'. 1··; .. 'í'•1'tf1,. '.:,(r~~~ ;¡:'.¡~.·.~ .. J' ' ··\.'. ; · ~: ~if if .: f V \ .· ·~ 1 t"" · ' '¡ '. , . · '';/ ' t1~r·11',1~'1 ·.·¡ , . t. ( i · '·Jf! · l\· / •'1./l·;_ ·~~: · , .· ,.: 1<. ' il• 'l 'J',/r,·i · ~ '. )," ~ 1 ; • ' .~. ¡.. ,~~ .' ·'·'} J ,; . '"" .,. ' ., ~' ··:/ .. ./ ,.· ''. - ' ' 
" ' ·. • \' • • · • ... 1 .. · . · • r · . r f : l ~ ., n 1 · " . · • .. . , , , ( . • I f ,·\..x•,, . v ·71 .. •.-.-, ·, ,., ... ,,/·, ~· ¡·j·) .: :--,:" \ ··; ·.'\ ,; , (tj 

. , Q¡; . ~· ~.:-..'.¡)¡. t { ·1. ··. :'.ti '· 'I ·. '. ,•! J ~l'f. '¡~· I • .. j . . : ' .. ..'lu' ~á f •, . -~ j . .• 
, . e.· ' '" .. '.,. 1' '·· .' f ¡,. ' · · ')· , ,,• , '., .·· ,,,,>:\..Jl'f '2 .. , ' (. - 1 • . • f.I .- . ' t. .. fo ( ,• ' f· 1. ~. • , . ~ - t - ~ " • 

., '·: .. •(· .'.'. , ... ... fil ' ... ' .. ,, • ¡f i ;' ' ... ,. \'-.-~ . ,, '.' l', ' ' • i 

·'. '• :· l · .. ·• 4," ·.i-J? ~ .. ~.· .. (, i•i· ~.r,/f~• . I) I u. ; ./. el,· /Í I ," .i. .* ¡ .· ·,·.: I . \ ~ .. · '· ·t "~'c1,r · ,,,, ,,. . .;,I·' .. ,, '\• .. .1 . • ' ./ . • ·• '~ •,l •r,•! t· ···~ 11 1/.)'• 'r '# !'l _. '.l. • 11·¡.,~',J fl '-··,"< .. \ , , l ~ "I' 
"t '. _, •"'l\i •.,; l' - ~ 1 ·'.,. n J . .. ·f·-t ·o ¡ ~·~ ( i" ."'• r 't· ."t;/~ · . r· ·~ \< · ' • .. ~ :~ ! ..' ' J ·>· t ~, ' ~. f.i ,J /, , ' ·• "'\. ·~' ~ ~-- .••• .,_ • .' - •,.:.; • ; ' ... . - • • ~ 

Micrografías 1-C y 1-D. Células de timo de rata cultivadas durante 15 

d.1as. Microscopio de luz y contraste de fases, 1920X. 
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Micrografias 1-C Y 1-D. Oelulas de timo de rata cultivadas durante 15

dias. Microscopio de luz Y contraste de fases, 19201-I.
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su medio condicionado y probarlo en condiciones semejantes al HCT. 

Desde el inicio del cultivo, las células de piei tenian una apariencia 

fibroblastoide caracter.1stica, con citoplasma abundante y bordes 

irregulares y una capacidad de adherencia al sustrato mucho mayor que 

las células de timo, (en la micrograf.ia 2-A se ri:1uestra un cultivo de 

piel de 5 d.1as y en la 2-B un cultivo de piel de 15 d.1as). En estos 

cultivos se muestran también colonias celulares de apariencia 

morfológica uniforme de tipo epi telioide conformadas por células 

poligonales (microeraf.1a 2-B). 

5 . .2. Microscopia Electrónica de las OOulas de Timo. 

Las células de timo al igual que otros tipos de C'él u las epiteliales se 

caracterizan por la presencia de filamentos intermedios de quera tinas. 

Estos filamentos se encuentran IIE.s densamente organizados en las 

estructuras llamadas desmosomas, que son sitios de unión célula-célula. 

Los desmosomas se prolongan hasta los espacios intercelulares creando 

una fuerte unión entre las relulas. 

En el caso de los epitelios de timo los desmosomas no son muy 

abundantes, pero son muy importantes y caracteristicosi sobre todo en 

las · zonas donde se realiza la unión intercelular para la formación del 

reticulo. 

En las electromicrografias 3-A y 3-B de células de timo se observa que 

los tonofilamentos de queratinas se orientan alrededor de las membranas 

plasmáticas de ambas células, t.anto de la cara interna como de la 
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su medio condicionado y probarlo en condiciones semejantes al HCT.

Desde el inicio del cultivo, las celulas de piel tenian una apariencia

fibroblastoide característica, con citoplasma abundante y bordes

irregulares y una capacidad de adherencia al sustrato mucho mayor que

las celulas de timo, (en la micrografia 2-A se muestra un cultivo de

piel de 5 dias y en la 2-B un cultivo de piel de i5 dias). En estos

cultivos se muestran tambien colonias celulares de.apariencia

morfologica uniforme de tipo epitelioide conformadas por celulas

poligonales (micrografia E-B).

5.2. llicroscopia Electronica de las Gelulas de Timo.
4

Las celulas de timo al igual que otros tipos de celulas epiteliales se

caracterizan por la presencia de filamentos intermedios de queratinas.

Estos filamentos se encuentran mas densamente organizados en las

estructuras llamadas desmosomas, que son sitios de union celula-celula.

Los desmosomas se prolongan hasta los espacios intercelulares creando

una fuerte union entre las celulas.

En el caso de los epitelios de timo los desmosomas no son muy

abundantes, pero son muy importantes y caracteristtcos, sobre todo en

las-zonas donde se realiza la union intercelular para la formacion del

reticulo.

En las electromicrografias 3-A y 3-B de celulas de timo se observa que

los tonofilamentos de queratinas se orientan alrededor de las membranas

plasmaticas de ambas celulas, tanto de la cara interna como de la

L5?-



Micrograf!as 2-A y 2-B. OOulas de piel de rata cultivadas durante 5 

d!as. La micrograf!a fue tomada con microscopio de luz y 

contraste de fases, 2720 X y 1920 X respectivamente. 
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Hicrografías E-A Y 8-B. Celulas de piel de rata cultivadas durante 5

dias. La micrografia fue tomada con microscopio de luz Y

contraste de fases, 8720 X Y 1920 X respectivamente.
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11-1 mo1m -mm se nu xm mn1 

Electromicrograf1as 3-A y 3-B tomadas de ~lulas epiteliales del timo 

de la rata, cultivadas durante 7 'd1as. Las zonas obscuras 

alrededor de la membrana plasm1tica son acumulos de filamentos 

de queratinas, las cuales forman uniones llamadas desmosomas 

entre las relulas vecinas. 
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Electromicrografías 3-A Y 3-B tomadas de celulas epiteliales del timo

de la rata, cultivadas durante 'T`dias. Las zonas obscuras

alrededor de la membrana plaslràtica son acumulos de filamentos

de queratinas, las cuales forman uniones llamadas desmosomas

entre las celulas vecinas.
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externa, donde se lleva a cabo la unión. 

5.3. Efectos del HCT sobre la producción de Testosterona de las OOulas 

de Testiculo. 

Cuando a las preparaciones de ~ulas t.esticulares se les agregó MGT, 

obtenido de monocapas de 7 . dias de cultivo, no se observaron cambios en 

la producción basal de testosterona. Sin embargo la respuesta de estas 

células a la hCG se modifioo significativamente, obteniendo una 

inhibición aproximadamente d~l ;a8X d~ l~ J"'~111pu1<~t11a. mi~m~ (F:i.tj, ~). 

El MCP de 7 dlas de cultivo, no produjo cambios en la secreción basal 

de testt>3terona, ni tampoco modifioo la respuesta de las ~lulas del 

testiculo a la hCG. 

En la figura 9 se muestran los efectos del MCT obtenido de cultivos de 

15 dias de desarrollo. Nuevamente se observa una reducción significativa 

(P<0.05) de la producción de testosterona en presencia de la hCG. Sin 

embargo la disminución es menos importante que cuando se uro el MC'l' de 7 

dias en presencia de la hCG. La producción basal del esteroide no se 

afectó por el agregado del MCT. 

Cuando se utilizó el MCP de cultivos de 15 dias se produjo un aumento 

significativo de la producción basal de testos;terona. Asimismo se 

produjo un aumento de la respuesta a la hCG en presencia del MCP. Este 

incremento de la respuesta a la hCG es evidente aun cuando se resta la 

producc~n basal del esteroide (Fig. 9). 
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5.3. Efectos del HCT sobre la produccion de Testosterona de las Celulas

de Testículo.

Cuando a las preparaciones de celulas testiculares se les agrego HCT,

obtenido de monccapas de 'Tdias de cultivo, no se observaron cambios en

la produccion basal de testosterona. Sin embargo la respuesta de estas

celulas a la l-¿CG se modificó significativamente, obteniendo una

inhibici-.on aproximadamente del 2355?! de ls respuesta mismo (Fig. E5).

El MCP de 7 días de cultivo, no produjo cambios en la secreción basal

de testosterona, ni tampoco modifico la respuesta de las celulas del

testículo a la hCG.

En la figura 9 se muestran los efectos del l-ICT obtenido de cultivos de

15 dias de desarrollo. Nuevamente se observa una reducción significativa

(P<0.05) de la produccion de testosterona en presencia de la hCG. Sin

embargo la disminucion es menos importante que cuando se uso el MOT de 'T

dias en presencia de la hCG. La producción basal del esteroide no se

afecto por el agregado del l-ICT.

Cuando se utilizó el MCP de cultivos de 15 dias se produjo un aumento

significativo de la producción basal de testosterona. Asimismo se

produjo un aumento de la respuesta a la hCG en presencia del MCP. Este

incremento de la respuesta a la hCG es evidente aún cuando se resta la

produccion basal del esteroide [F'ig. 9).
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Fig.8. Efecto del medio condicionado de timo (MCT), obtenido de . 
monocapas de células timicas cultivadas durante 7 dias, sobre la 

producción de testosterona por las células de testlculo en 

condiciones basales y bajo estimulo con 1mU de hCG. Las barras 

vadas indican la secreción basal y las barras rayadas la 

secreción del esteroide ante el estimulo de la hCG. C, grupo 

control; MCT, grupo que recibió medio condicionado de timo; y 

MCP, grupo que recibió medio condicionado de piel. Los datos 

expresan la media ±desviación estandar, con (011) P<0.001 . 
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Figü Efecto del medio condicionado de timo (HOT), obtenido de

monccapas de oelulas timicas cultivadas durante 'T dias. sobre la

produccion de testosterona por las células de testículo en

condiciones basales y bajo estimulo con 1mU de hCG. Las barras

vacías indican la secreción basal Y las barras rayadas la

secreción del esteroide ante el estimulo de la hCG C grupo

control; HCT, grupo que recibió medio condicionado de timo 1'

HCP grupo que recibio medio condicionado de piel. Los datos

expresan la media idesviacion estandar, con (mm) P-(0.001
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Fig.9. Efecto del medio condicionado de timo (MCT), obtenido de 

monocapas de células cultivadas d:irante 15 clias, sobre la 

producción de testosterona por las células de testlculo en 

condiciones basales y estimulada con 1 mU de hCG. Las barras 

vacias indican secreción basal de testosterona y las barras 

rayadas la secreción de este esteroide ante el estimulo de la 

hCG. (C) grupo control; (MCT) medio condicionado de timo; y (MCP) 

grupo que recibió medio condicionado de piel. Los da tos expresan 

la media :!: desviación est&ldar, con (11) P<0.05 y (1111) P<0.01 . 
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F'ig.9. Efecto del medio condicionado de timo (HOT), obtenido de

monccapas de celulas cultivadas durante 15 dias, sobre la

produccion de testosterona por las celulas de testículo en

condiciones basales y estimulada con 1 mU de hCG. Las barras

vacías indican secreción basal de testosterona y las barras

rayadas la secreción de este esteroide ante el estimulo de la

hCG. (C) grupo control; (HOT) medio condicionado de timo; y (HCP)

grupo que recibió medio condicionado de piel. Los datos expresan

la media Í desviación estandar, con (I) P<0.05 Y (auf) P<0.0l .
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5.4. Curva Dosis-Respuesta. 

En la -figura 10 se muestra el efecto de diíerentes concentraciones de 

MCT obtenido da cultivos de 7 dia.s sobre la producción de testosterona 

en las relulas de testiculo, en condiciones basales y estimuladas con 

hCG. No se observaron cambios significativos en la producción basal de 

testosterona del control ni del grupo tratado con el l'{CT. En los grupos 

tratados con MCT y estimulados simultaneamente con hCG se obserw una 

inhibición significa ti va de la producción de testosterona, en 

comparación con el grupo control estimulado con hCG. La mayor inhibición 

se obserw desde 1oou1 del MCT concentrado (10:1); a partir de la cual 

no hubo respuesta practicamente a la hCG. La dosis de inhibición del 

501. -fue la de 50ul. En esta :figura se muestra que la inhibición de la 

respuesta a la hCG por el HCT es dependiente de la dosis del medio 

condicionado agregado al bioensayo. 

5.5. Eíecto de la Testosterona sobre las Monocapas de 00 ulas 

Epi te Hales de Timo. 

La utilización del cartón no parece modificar la secreción basal ni 

estimulada de testosterona por las reiuias del testiculo. Los Medios 

condicionados de timo obtenidos de c."él ulas tra ladas por 48 horas con 10 

ng de testosterona/ml de medio, no modificaron la producción basal de 

testosterona por las relulas de testiculo. Sin embargo todos los HCT, 

los que fueron tratados con testosterona y los que no fueron tratados, 

produjeron inhibición en la producción de testosterona cuando estuvo 
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En la -figura 10 se muestra el efecto de diferentes concentraciones de

PICT obtenido de cultivos de 7 dias sobre la producción de testosterona

en las celulas de testículo, en condiciones basales Y estimuladas con

hCG. Ho se observaron cambios significativos en la producción basal de

testosterona del control ni del grupo tratado con el HCT. En los grupos

tratados con HCT y estimulados simultaneamente con hCG se observó una

inhibición significativa de la producción de testosterona, en

comparacion con el grupo control estimulado con hCG. La mayor inhibición

se observó desde 1001.11 del MCT concentrado (10:i); a partir de la cual

no hubo respuesta practicamente a la hCG. La dosis de inhibición del

507! fue la de 501.11. En esta figura se muestra que la inhibición de la

respuesta a la hCG por el HCT es dependiente de la dosis del medio

condicionado agregado al bioensayo.

5.5. Efecto de la Testosterona sobre las Honocapas de Celulas

Epiteliales de Timo.

La utilización del carbón no parece modificar la secreción basal ni

estimulada de testosterona por las celulas del testículo. Los Medios

condicionados de timo obtenidos de celulas tratadas por Ilo horas con 10

ng de testosterona/ml de medio, no modificaron la producción basal de

testosterona por las celulas de testículo. Sin embargo todos los HCT,

los que fueron tratados con testosterona y los que no fueron tratados,

produjeron inhibición en la producción de testosterona cuando estuvo
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Fig.10. curva dosis-respuesta al medio condicionado de timo (HCT) 

concentrad.o (10:1), obtenido de monocapas de a!lulas epiteliales 

de timos cultivadas durante 7 d.1as. El efecto de diferentes 

dosis del MCT sobre la producción de testosterona por las 

oélulas de testiculo de rata adulta, estimuladas con 1mU de hCG, 

se muestran en las barras punteadas. Los datos expresan la media 

!desviación estandar, con (tt) P<0.05, (utt) P<0.001 

comparandolos con su grupo control (barras rayadas). 
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Fig.i0. Curva dosis-respuesta. al medio condicionado de timo (HCT)

concentrado (lcd), obtenido de monccapas de celulas epiteliales

de timos cultivadas durante 7 dias. El efecto de diferentes

dosis del 1-ICT sobre la producción de testosterona por las

celulas de testículo de rata adulta, estimuladas con 1mU de hCG,

se muestran en las barras punteadas. Los datos expresan la media

idesviación estandar, con (u) P<0.05, (nun) P-<0.00i

comparandolos con su grupo control (barras rayadas).
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presente la. hC<3 sobre la.a c:el.ula.s de testiculo (ver Fig.11). 

En resumen con los experimentos preliminares presentados en este inciso 

no se ha podido demostrar una modulación de la producción del f"actor 

( o factores ) timico modulador de la función testicular. Sera necesario 

realizar otro3 experimentos para obtener con3ideraciones mas certeras 

sobre este punto. 
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Fig.11. Efecto del medio condicionado de timo (MCT) obtenido de 

~ulas epiteliales previamente tratadas con 10 ng/ml de 

testosterona por 48 horas, sobre ~a producción de testosterona 

por las células de tesUculo de rata en condiciones basales y 

est1mulahdo con 1 mu de hCG. Los da tos expresan la media ! 

desviación estándar, (11) P<0.05 y (u) P<0.01, comparando 

cada grupo con su control (C). 
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celulas epiteliales previamente tratadas con 10 ng/ml de

testosterona por 46 horas sobre la producción de testosterona

por las celulas de testículo de rata en condiciones basales Y

estimulando con 1 mU de hCG Los datos expresan la media .Í
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6. DISCUSIOH 

Las modificaciones qu~ realizamos a la técnica de cultivo cons1stio en 

disociar completamente las ~ulas antes de la siembra, ésto facilitó 

que el cultivo estuviera mas rapidamente libre de la mayor cantidad de 

linfoci t~s. En la mayor!a de los trabajos reportados por otros autores, 

se reporta la siembra de trozos del tejido de timo (Kruisbee.K, 1977¡ 

Stim.son, 1981; Cohen, 1986). 

La confluencia celular de los !=ultivos de timo, se obtuvo alrededor de 

los 7 d.!as. Sato( 1976) reporta que los cultivos de c::elulas de timo de 

ratón consiguen la confluencioa en un tiempo semejante al que hallamos 

nosotro~:, y en el caso de los cultivos de timo humano se logra hasta los 

12 d.!as, (Cohen, 1986). 

En nuestro laboratorio y en otros como el de Kruisbeel<. (1977), 

Stimson (1981) y Cohen (1986), se ha observado que las cél. u las 

epiteliales constituyen la población m:\s numerosa en este modelo de 

cultivo primario de timo. Las observaciones realizadas con el 

microscopio electrónico, de los cultivos de ~ulas de timo de 7 d!as 

obtenidos en nuestro laboratorio, muestran que exite un alto porcentaje 

(90-95 %) de ~ulas que presentan propiedades caracter!sticas de los 

epitelios, es decir abundancia de tono-filamentos y presencia de 

desmosomas. 

Durante los d!as de cultivo se examinaron las células de timo 

diariamente y se distinguieron cuatro tipos celulares con 

caracteristicas morfológicas diferentes. Unas presentaban :forma 
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iibroblastoide de tamatio pequet1o¡ otras eran de tama.t1o mediano con 

largas prolongaciones cito plasmáticas y tendían a formar un re tic u lo 

entre ellas; otras presentaban prolongaciones parecidas a las dendritas 

neuronales. El liltimo grupo estaba formado por células pequet1as y 

redondas que se encontraban flotando en el medio de cultivo, por su 

apariencia sugerimos que sean linfocitos que no se adhieren al 

substrato, y adem1s fueron perdidos cada que se cambiaron los medios de 

cultivo¡ algur.as de estas células también podrian haber sido células 

epiteliales que se despegaron del sustrato. Las células que predominaron 

des~s de los 5 dias de cultivo fueron las células medianas de 

apariencia reticular. Conforme fue aumentando la población celular en 

las cajas, estas células formaron monocapas con apariencias reticulares 

(ver micrograf!as 1-C y 1-D). 

Por trabajos realizados por otros autores se sabe que en el cultivo de 

timo, la población de fibroblastos es minima durante los primeros 10 

dias de cultivo. Kruisbeek (1977) comunica que la contaminación de 

fibroblastos en los cultivos primarios de células de rata es minima, en 

contraste con otros cultivos de ratón, conejo y humano. Por ejemplo en 

los cultivos de timo humano se hace prominente la contaminación de 

fibroblastos de los 13 dias en adelante (Cohen, 1986). 

Observaciones de nuestros cultivos al microsoopio de luz y electrónico 

concordan con dichos resultados. Sin embargo sera necesario realizar 

estudios adicionales para caracterizar completamente las poblaciones 

celulares. 

Como se mostró en la sección de resultados, el medio condicionado 
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largas prolongaciones citoplasrraticas y tendian a formar un reticulo
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apariencia reticular. Conforme fue aumentando la población celular en
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Por trabajos realizados por otros autores se sabe que en el cultivo de

timo, la población de fibroblastos es mínima durante los primeros 10

dias de cultivo. Kruisbeek (1977) comunica que la contaminacion de

fibroblastos en los cultivos primarios de celulas de rata es minima, en

contraste con otros cultivos de raton, conejo y humano. Por ejemplo en

los cultivos de timo humano se hace prominente la contaminación de

fibroblastos de los 13 dias en adelante (Cohen, 1986).

Observaciones de nuestros cultivos al microscopio de luz Y electrónico

concordan con dichos resultados. Sin embargo sera necesario realizar

estudios adicionales para caracterizar completamente las poblaciones

celulares.

Como se mostró en la sección de resultados, el medio condicionado
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obtenido de los cultivos de células de timo produce una marcada 

inhibición de la respuesta a la hCG por parte de las ~lulas de 

Leydig. Dado que a los 7 días de cultivo, de los timos disociados, el 

mayor porcentaje celular esta represen ta do por las células 

reticuloepi teliales, se podr:!a afirmar que este tipo celular es el 

responsable de la producción y la liberación de un factor (o 'factores) 

capaz de modular la producción estimulada de testosterona. 

Con la ayuda de anticuerpos otros investigadores han logrado 

identificar los tipos celulares responsables de la producción 

de hormonas timicas y 'factores relacionados. Tal es el caso de la 

timulina la cual se ha localizado en las vacuolas de las células 

epiteliales de corteza y médula del timo (Dardenne y cols.1 1974¡ y 

Schmitt, 1982). Estos mismos autores han observado que los cultivos de 

células epiteli_ales de timo producen timulina, y la secretan al medio 

(Cohen, 1986). 

Los resultados de nuestro laboratorio y los de otros autores nos 

permiten sugerir que las células reticuloepi teliales del timo que 

cultivamos son las encargadas de producir el FT de 28 KD, que modula 

la producción de testosterona en el testiculo in vitro. 

El efecto del HCT se observa unicamente sobre la secreción de 

testosterona dependiente de hCG, lo cual sugiere que el factor modula la 

respuesta a esta hormona interactuando sobre algunos de los sitios 

activos para esta gonadotropina en la células de Leydig. Por los 

resultados obtenidos con el factor timico del fraccionamiento 

cromatográfico del extracto crudo acet.Onico de timo, se puede plantear 
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que en el MCT se encontraría una. molacula. zimila.r que inhibe 

competitivamente la respuesta a hCG (Hiriart y Romano, 1986). Sin 

embargo dado que el MCT es rras complejo no se pueden descartar otros 

mecanismos de acción. Es importante hacer notar que estos otros 

probables factores activos no modifican la secreción basal de 

testoster~na en este modelo. 

El medio condicionado usado como control (MCP), obtenido d·e las celulas 

de piel, o bien no tuvo efecto sobre la producción de testosterona, o 

bien estimuló marcadamente la producción de este esteroide en ambos 

casos: basal y el estimulado con hCG, para el caso de los cultivos de 15 

d.tas. Estos da tos sugieren que el efecto del MCT es particular y que no 

es el r~sultado de incubar ~ulas de cualquier tipo, ya que el MCP 

produce modificaciones opuestas a las del MCT. De paso es interesante 

destacar el efecto del MCP sobre la esteroidogénesis, el que sera 

interesante investigar en el futuro. 

Por otra parte, el hecho de que la influencia de los medios 

condJcionados, sea diferente cuando se toma el MCT de cultivos de 

diferente edad sugiere que podria estar cambiando la población celular, 

o bien que por alguna ra:zOn los tiempos prolongados de cultivo modifican 

el comportamiento de las ~ulas involucradas en el ef'ecto modulador de 

la esteroidogénesis. Puesto que sabemos que .el modelo de cultivo 

utilizado, es una población enriquecida pero no pura de células 

reticuloepi teliales, nos parece mas probable que los cambios que se 

producen cuando el cultivo avanza, podr.1.a.n deberse a que como vemos en 

el MCP producen un efecto opuesto. Este hecho podr.1.a. explicar la 

diminución de la actividad del MCT que se observa cuando se toma de . 
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cultivos de células de 15 dia.s de desarrollo in vitro. Estas 

interrogantes podrían retomarse en el fut.uro trabajando con poblaciones 

mas puras de las células del timo. 

Puesto que las hormonas esteroides producen disminución en la producción 

de los factores producidos por el timo, esperábamos que existiera 

alguna alteración del factor (o factores) que modula la secrecion de 

testosterona en el testiculo, por un mecanismo de retroalimentación 

entre el mismo esteroide: y las células del timo. Sin embargo los 

resulta dos preliminares expuestos en la figura 11 indican que la 

testosterona a la concentración de 10 ng/ml de medio no produce 

cambios ni en las condiciones morfológicas de las células ni en la 

activi.dad que tienen el factor en las células testiculares frente a la 

hCG. El hecho de que añn los medios condicionados tratados con carl:ón no 

desapareció la inhibicion de la esteroidogenesis, indica que a pesar 

del tratamiento con carl:ón , el MCT conserva a la sustancia activa que 

investigamos. La falta de respuesta de las monocapas al tratamiento con 

testosterona podría explicarse por la falta de receptores celulares a 

esta hormona¡ las células que nos ocupan podrían sin embargo ser 

sensibles a otras dosis o a otras hormonas esteroides como la 

dihidrotestosterona, progesterona o estradiol, lo que indica la 

necesidad de extender estos estudios para profundizar sobre los posibles 

mecanismos de retroalimentación entre el timo y el testículo. 
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7. COHCLUSIOHES 

- El medio condicionado obtenido de células de timo en desarrollo 

contiene un factor que inhibe la secrecron de testosterona 

inducida por hCG en las reJ.ulas de Leydig de rata adulta, sin 

afectar la secreción basal de esta hormona. 

- Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que las Gélulas 

reticuloep1tel1ales del timo son las encargadas de proú.ut".'ir 

el :factor que modula la secrecidn de testosterona en las 

células de Leydig. 

- El medio condicionado de piel no proa uce inhibición en la 

produ~.xn de testosterona, por el contrario estimula la 

producc.lin de dicha hormona cuando es tomado de cultivos de 15 

dias. 

- La testosterona a la concentración de 10 ng/ml de medio en las 

relulas de timo, no produce cambios aparentes en la produccial 

y /o la actividad 1nhi.b1 toria del HCT que inhibe la prod uccim 

estimulada de testosterona en las relulas de Lcydig. 
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COHCLUSIO

- El medio condicionado obtenido de celulas de timo en desarrollo

contiene un factor que inhibe la secrecicm. de testosterona

inducida por l1CG en las celulas de Leydig de rata adulta, sin

afectar la secreción basal de esta hormona.

- Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que las celulas

reticuloepiteliales del timo son las encargadas de producir

el factor que modula la secreción de testosterona en las

celulas de Leydig.

- El medio condicionado de piel no produce inhibición en la

producción de testosterona, por el contrario estimula la

produccion de dicha hormona cuando es tomado de cultivos de 15

días.

- La testosterona a la concentración de 10 ng/'ml de medio en las

flulas de timo, no produce cambios aparentes en la producción

y/o la actividad inhibitoria del HCI' que i'.nh_i_be la produccion

estimula-da de testosterona en las fmlulas de Leydig.
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Olosirio de palabras clave. 

- Bioensayo de células de testiculo, consiste en mantener "in vitro" a 

las oélulas durante un periodo corto (2 horas en este caso), y hacer el 

estudio de su actividad bio16gica (en este caso cuantificamos la 

testosterona producida). 

- Cultivo Primario, es aquel donde las oélulas cultivadas, fueron 

extraídas del órgano del animal integro. 

- Desmosomas, estructuras caracteristicas que se encuentran entre las 

uniones de los epitelios. Estan formados principalmente por proteinas 

como las quera tinas y desmoplaquinas. 

- Gónadas, gJmldulas sexuales (testiculos/ovarios), las cuales 

secretan hormonas que regulan el desarrollo y maduración de las células 

germinales, asi como también el desarrollo de los órganos sexuales 

secundarios y el comportamiento sexual del individuo. 

- Gonadotropinas, hormonas peptidicas cuyos órgano blanco son las 

gónadas. 

- Hipófisis, se encuentra en el cerebro. y la cual es responsable de 

secretar varios tipos de hormxias peptidicas que regulan, entre otras, 

las funciones las oél u las del pmcreas, gonadas, tiroides, etc. 

- Hormonas T1m1cas, producidas por el timo, las cuales Juegan un papel 

muy importamnte en las setiales de regulación y maduración de las oélulas 

que forman el sistema inmune humoral y el celular. 

- Involuc~ Timica, f'e~eno en el cual se lleva acabo un 
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reemplazamiento del tejido linioepitelial del timo por tejido adiposo, 

conforme avanza la edad. Los factores que la regulan cmn no se han 

determinado concretamente, pero existen muchas evidencias de que puedan 

ser, entre otros, los esteroides sexuales. 

- Leydig-oélulas, son a!lulas testiculares pertenecientes al tejido 

insterticial, las cuales son las encargadas de producir y secretar 

testosterona, fundamentalmente. 

- Linfocitos T, oélulas pequetias las cuales maduran en el timo, se 

encargan de la inmune mediada por células, y regulan la inmunidad 

humoral. 

- Linfoepitelial, tejido formado por epitelio y células linfociticas. 

- Medio Condicionado de Timo, medio obtenido de monocapas de oélulas 

ya desarrolladas, des~s de 7 o 15 dias que son sembradas. 

- Medio de Incubacm, medio obtenido de la produccicXl y metabolismo 

tejido fragmentado, los cuales han sido incubados por un periodo corto 

de tiempo (horas). 

- Radioinmunoalliilisis, té::nica de investigación, en la cual se 

utilizan sustancias radiactivas (iones, proteínas, esteroides, etc.) 

para estudiar y cuantificar cantidades muy pequetsa.s de substancias que 

participan en los fermenos fisiológicos. 

- Retlculo-epitelial, característica de las a!lulas epiteliales 

timicas, las cuales tienden a formar redes tridimencionales entre ellas. 
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