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1. INTRODUCCIONR

El timo es un dérgano linfoepitelial perteneciente al sistema inmune;
en ¢l se lleva a cabo la maduracién de los linfocitos T responsables
de la inmunidad celular en los vertebrados. Este érgano secreta varios
tipos de hormonas y factores que intervienen en la regulacién tanto de

la inmunidad celular como de la humoral.

Desde el punto de vista anatdmico, el timo es conocido desde hace
muchos aflos, pero es hasta finales del siglo pasado y principios del
presente cuando se comenzd a estudiar su funcién y estructura celular
durante el desarrollo: los cambios que sufre durante las etapas
prepuberal, puberal y adulta; asli comc también las influencias que

ejercen las hormonas sobre su funcionamiento.

Actualmente son tema de gran interés las interacciones que guardan el
Sistema HNervioso Central (SNC), el Sistema Enddécrino y el Sistema
Inmune. El alto grado de versatilidad de éstos sistemas, sugiere que
existe una red compleja de diferentes tipos celulares y estructuras

capaces de emitir y reconocer sefiales en forma bidireccional.

En los vltimos afios se ha estudiado la influencia del timo sobre algunas
glaindulas enddcrinas como la tiroides, corteza adrenal yl las gbénadas:
cuando se extirpa el timo en los primeros dias de vida posnatal,
posteriormente se presentan cambios degenerativos en éstos drganos, pero
si se administran extractos timicos o se hacen injertos de timo, casi

inmediatos despdes de la extirpacién, se observa reversibilidad de los



cambios, (para revisidn ver Trainin, 1974),

También se ha encontrado que las hormonas esteroides producidas por
la corteza suprarrenal y gonadas, intervienen en el proceso de
involucidn del timo: l1a involucién provocada por las hormonas puede ser
de tipo gradual o aguda, dependiendo de las concentraciones de hormonas

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

La influenca de las hormonas sobre la involucién del timo no ha sido
completamente estudiada y ain 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 involucidén timica en los animales, también 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 fendmeno de involucidn aguda del timo,
mientras que en las no castradas el timo se presenta severos dafios
con disminucién de la corteza y abundancia de macrdfagos (Dougherty,

1952).

1.1. Descripcién del Timo,

En la mayoria de los mamiferos el timo se encuentra en la parte superior
del térax: en el caso de la rata se encuentra inmediatamente arriba del
corazén y en el humano se eng:uentr'a detras del esterndn (Fig.l). Es una

masa de tejido color rosado grisaceo bilobulada con una apariencia

q._
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Fig4. Esquéma de la localizacidn del timo en el



triangular semiaplanada (Ham, 1975).

1.1.1. Desarrollo Embrionario.

El timo se origina embrioldgicamente, a partir de la tercera bolsa
faringea del intestino primitivo, como resultado del crecimiento de
ctlulas epiteliales de origen endodérmico. El epitelio dorsal de 1la
tercera bolsa se convierte por diferenciacién en tejido paratiroideo,
mientras que el epitelio de la regién ventral forma el primordio del
timo (Langman, 1976). A medida gque prosigue el desarrollo los tejidos
timicos y paratiroideos se separan de la pared faringea, y en el caso
del timo, éste migra en direccién caudal hasta alcanzar su sitio

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

Las ctlulas epiteliales que forman el timo proliferan hacia .fuera
formando ramos laterales, los cuales serdn los ldbulos 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 contribucidn celular es semejante.

Una vez formado el timo, dentro de él comienzan a cambiar las
disposiciones de las ctlulas epiteliales: unas se distribuyen en grupos
pequetios alrededor de un punto formando una especie de esferas llamadas
"cormidsculos de Hassall"; otras se distribuyen de manera mds O menos
denza y tienden a gepararese manteniendozge oconectadaszs por desmosomas,
estableciendo una estructura tridimendional sdlida pero porosa, esta

forma poco comrin de las ctlulas epiteliales fue la razén para gue se

T



lez diera el nombre de "CElulas Reticuloepiteliales del Timo" (Ham,
1975). La capa que rodea los primordios epiteliales del timo es de
origen mesenguimal y penetra a lo largo de los vasos sanguineos. Las
@lulas linfoides aparecen un poco mds tarde en el desarrollo, cuando
provenientes del sistema s3dnguineo, penetran a los primordios

epiteliales, donde proliferan y se diferencian.

14.2. Histologia del Timo

Anteriormente se mencioné que el timo estd conformado por dos ldbulos
que se encuentran encapsulados por una capa de tejido conectivo. Esta
capa se extiende hacia el interior del érgano formando tabiques y
dividiendo ambos ldbulos en lobulillos incompletos. Los tabiques aungque
penetran con cierta profundidad, no separan por completo al tejido
timico, ya que exislten comunicaciones entre los lobulillos en las partes

centrales (Ham, 1975).

Desde el punto de vista histolégico, se divide 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 maduracidén, envueltos en
una trama de cglulas reticuloepiteliales. Hacia el interior, en la zona
medular, son mids evidentes las ctlulas reticulares, ctlulas dendriticas
y las células epiteliales; hay muy pocos linfocitos y algunos

corpusculos de Hassall aislados (Ham, 1975; Windle, 1977; y Roitt,
o



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 (fotografia tomada de Ham, 1975).



1984).

En la corteza es donde se lleva a cabo la mayor actividad de
diferenciacién linfocitica, en particular durante la etapa fetal y
postnatal temprana. En ésta parte se crea un microambiente de
interacciones celulares, gque conjutamente realizan wuna "simbiosis
linfoepitelial” entre las células epiteliales y las linfoides, para
hacer posible la maduracién de los linfocitos T (Trainin, 1974; y

Nabarra y Adrianarison, 1987).

En la corteza se encuentran grupos de ctlulas epiteliales, unidas entre
si por prolongaciones exopldsmicas largas, a través de desmosomas,
formando redes en cuyos huecos existen una gran cantidad de linfocitos
(Hoshino 1963). En el timo no existen centros germinativos de clulas
linfoides; lo que sucede es que las ctlulas o linfocitos provienen de
otra parte (médula dsea para los adultos o del higado en el caso del

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

En la médula del timo se encuentra la mayor parte de la ctlulas
epiteliales menor rmmero de linfocitos y una cantidad considerable de
macréfagos y cdlulas interdigitales. Los contactos entre las cdlulas
epiteliales en la zona de la médula del timo son mds cortos y estrechos
gue en la corteza (Hoshino, 1963). En la médula se encuentran diferentes
tipos de lulas epiteliales, algunas se encuentran asociadas entre si
formando estructuras especializadas y otras son colulas epiteliales

tipicas.

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

observadas en asociacién con el tejido epitelial. Estas son las ctlulas



reticulares no epiteliales, células vasculares endoteliales,
fibroblastos y tejido conectivo, algunos mioblastos y ctlulas nerviosas,
asi como también c¢e¢lulas polinucleares y mastocitos (Nabarra y

Adrianarison, 1987).

1.4.3. Células Epiteliales del Timo

Las ctlulas epiteliales se caracterizan principalmente por 2 aspectos
morfoldgicos: uno es la presencia de tonofilamentos de gqueratinas y la

otra es la formacién de desmosomas entre célula y célula,

Desde hace afios se han hecho un gran rmmero de trabajos histolégicos
acerca de 1la caracterizacién del timo, pero muchas de eéstas
investigaciones difieren en la momenclatura, y en algunos casos los
datos son contradictorios unos con otros. Actualmente Nabarra (1987), ha
presentado una revisién minuciosa acerca de los tipos celulares que
forman el timo, en la cual se ha tenido en cuenta los trabajos
realizados por 1los autores mds importantes, y ha propuesto 1la

siguiente clasificacidn:

a). Celulas Epiteliales Clasicas ¢ del Tipo 1.

Son clulas que se encuentran localizadas en ambas zonas, cortical y
medular (Fig.3). Muchos autores se refieren a ellas 1llamdndolas
reticulo-epiteliales, son ceélulas elongadas gque poseen largos
pseudépodos, los gue comunican unas con otras formando una red
tridimensional. Su miclen ez grande y ovalade, &1 €] citeplasma son
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claros los haces de tonofilamentos y se presentan 3 o 4 vacuolas
pequefias, las cuales se cree gque tienen funcién secretora. Se ha
mencionade que el tamafio y r¥mero de vacuolas varia de acuerdo a la edad
y a los estimulos hormonales gque se llevan a cabo dentro del

organismo.

b). C¢lulas Epiteliales Alveolares del Tipo II

Se establecen unicamente en la médula, son globulares y mds voluminosas
que las epiteliales clasicas (Fig.3), Su mileo es claro con cierta
acumulacién de la cromatina; el citoplasma es moderadamente rico en
tonofilamentos. Estas clulas se caracterizan por tener en el citoplasma
una extensa red de vacuolas medianas gue forman siculos mds o menos
dilatados gque son modificaciones del Aparato de Golgi. Se cree que estas
vaculas estan relacionadas con algin mecanismo de almacenamiento o
secrecidn, aungue 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

canulacién gque podria hacer contacto con el medio externo.

c). C8lulas Epiteliales con Cavidad Intracitoplasmiatica de Tipo III.

Son ¢dlulas raras, encontradas en la médula que contienen una, o a veces
dos cavidades de forma oval bastante extendidas (Fig.3). Su citoplasma
es mds denso que las ctlulas descritas anteriormente, y la cavidad ocupa
casi todo el citoplasma. El1 Mmen de ésta cavidad se encuentra rodeado

por cilios o por una orilla parecida a un cepillo. Algunos autores
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opinan gue su rmerc y tamafio disminuye paralelamente con la secrecidn

de hormonas timicas.

d). Estructuras del timo en las que participan las C¢lulas

Epiteliales.

Las ctlulas epiteliales pueden estar unidas con otros tipos celulares
para formar grupos especificos. Estas asociaciones ctlula-ctlula forman
principalmente en el timo dos estructuras: unas las cavidades quisticas,
de forma mids o menos elongada con ramificaciones; y la segunda
asociacién da lugar a los corpisculos de Hassall formados por

agrupaciones celulares con arreglos concntricos (Fig.3).

Las cavidades quisticas, son cavidades extracelulares, que hablan sido
descritas en los trabajos de microscopia de luz desde hace muchos afios,
pero en los trabajos realizados mds recientemente han sido casi
olvidadas. Se encuentran en la medula del timo y son altamente
desarrolladas en los murinos. Estdn formadas por cdlulas reticulares que
se orientan alrededor, dando una apariencia pseudotubular. Las cédlulas
epiteliales que rodean éstas estructuras tienen continuidad con la red
timica, exhiben una polaridad definida y presentan a su alrededor
tonofilamentos. Su funcién hasta el momento no ha sido explicada
convincentemente, pero se cree gque sirven como indicador en la
trayectoria de los linfocitos entre las dos zonas del timo, durante los
procesos de maduracién. También se ha observado, en timos de humano y
ratén con enfermedades patolégicas y stress, que éstas cavidades

secretan sustancias mucosas (Herny (1966) y Cordier (1974), citados por

-10-



Cortov e J

F'ig.3. Representacidn esquemdtica de los tipos de ctlulas epiteliales

gue se encuentran en el timo y de las estructuras especializadas
como cavidades gquisticas (CK) y corpisculos de Hassall’s (CH)

caracteristicas de este dérganc (tomada de Habarra, 1987).

B



Nabarra, 1987).

Los corpiulos 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
corpdsculos estan formados por un centro mids o menos denso, encerrado
por un rdmero considerable de células epiteliales unidas por desmosomas.
El centro estd formado por una o varias ctlulas necrdticas, sus rmcleos
tienen una apariencia picnética y presentan acimulos de cromatina; el
citoplasma contiene numerosas agrupaciones de queratina. Las cdlulas que
encierran el mxleo central, tienen distintos arreglos de tonofilamentos
gque se presentan en numerosas agrupaciones de capas concntricas
alrededor del rmmcleo. También se han observado a éste nivel algunos
linfocitos y ctlulas polinucleares en procesoc de degeneracién. Por todo
ésto se cree que los corpidsculos de Hassall representan el cementerio
del timo. La funcién y el origen de los corpisculos de Hassall aun
estdn sujetos a investigacién 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 también su complejidad
estructural parece estar muy 1ligada a ciertas modificaciones
inmunolégicas (Blau JN (1967 y 1968), Jaroslow B.(1967). citados por

Nabarra, 1987).

i.2. Funcién del Timo en el Sistema Inmune

1.24. Inmunidad.

1.9 .



La inmunidad estid relacionada con el reconocimiento y la eliminacién de
todo material extrafio o no propio que pueda penetrar en el organismo, ya
sea una infeccidn patdgena o un injerto bengfico. La inmunologia estudia
a los drganos, ctlulas y moléculas responsables de estos procesos de
reconocimiento y eliminacidn; la manera como estos elementos reaccionan
e interaccionan entre si; las consecuencias benégficas o indeseables de
su actividad; y por dltimo, 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 gqgue no son antigeno-
dependientes; mientras gque en las reacciones del sistema inmune
especifico estdn involucradas las células T, las c¢¢lulas B y los
anticuerpos: todos ellos funcionan por un mecanismo antigeno-

dependiente.

La inmunidad adquirida estd basada en las propiedades especiales de los
linfocitos, los cuales pueden responder selectivamente a diferentes
antigenos o moléculas extrafias; ademds tienen la capacidad de originar
una memoria especifica y un patrén de respuesta adaptativa. En la
mayoria de las ocasiones se ejercen interacciones entre los anticuerpos
con el complemento y las ctlulas fagociticas; e interacciones de los
linfocitos T con los macréfagos para dar una respuesta inmunoldgica
mds eficaz ante un agente extrafio.

~18..



Los macrdfagos juegan un papel importante en la respuesta inmune, ya que
tienen la capacidad de fagocitar a las ctlulas extrafias, procesarlas y
exponer los determinantes antigénicos a los linfocitos T, los que a su
vez estimulan la formacién de clonas de ctlulas B y T, para activar y
potenciar la respuesta inmune contra las estructuras que contienen los

antigenos, (Roitt, 1984),

1.2.2. Los Linfocitos

Los linfocitos son c¢lulas pequefias de forma esférica en la mayoria de
las especies; son relativamente inactivos metabdlicamente en condiciones
normales ya gque no presentan divisidén celular ¥y su principal
caracteristica es que encuentran circulando continuamente en el cuerpo
a iravés del torrente sanguineo. Bajo estimulacidn apropiada con un
antigeno, los linfocitos pequefios se transforman en ctlulas grandes, y
activan su divisién celular. Este fendmeno indica gque en esos momentos

hay una intensa actividad metabdlica.

Los linfocitos se clasifican en dos tipos: los "B" y los "T", los cuales
tienen distintas funciones. Los B son ctlulas productoras de anticuerpos
que se liberan a la sangre y son los responsables de la inmunidad
humoral. Los linfocitos T son <ceélulas "sensibilizadoras",
timo-dependientes, responsables de la inmunidad celular y en parte
también participan en 1la regulacién de la inmunidad humoral

(Alastair, 1978 y Roitt, 1984).

La existencia de una clula tronco o clula madre (originada en 1la
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médula dsea) 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 cromosomales en ratones irradiados.

A diferencia de otras otlulas hematopoyeticas, los linfocitos sdlo se
dividen cuando son estimulados con algin antigeno, y la propagacién de
clonas requiere de la exposicidn repetida al antigeno, seguida de un

proceso de seleccién especifica.

En los mamiferos los linfocitos de la clase B completan su maduracién en
la médula dsea, y los de la clase T sufren posteriormente diferenciacion

en el timo.

La c¢lula madre, una vez gque ha migrado al timo se dividird
repetidamente y dard como resultado pequefios linfocitos del tipo T. Los
timocitos al madurar, adguieren una especializacién que determina el
papel que desempefiardan en la respuesta inmune., Se describen generalmente
tres poblaciones de linfocitos T: los citotdxicos, los coadyuvantes y
los supresores, (Tonegawa, 1985). Pero desde el punto de vista funcional
se tienen 5 tipos de linfocitos T: citotdéxicos (Tc) gque eliminan
directamente a las ctlulas extrafias; de la hipersensibilidad tardia
(Td); coadyuvantes que son a su vez de dos tipos: los Th que ayudan a la
diferenciacion y proliferaciéon de los linfocitos B, y los Ta que
amplifican la diferenciacién y proliferacién de los Tc¢; y por ultimo,
se encuentran los linfocitos T supresores (Ts) gque 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 actian produciendo anticuerpos que se exportan a la
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circulaciin, Una vez gue han madurado, los lindfocitoz T dejan el timo y
se dirigen a su sitio de accidn dentro del sistema inmune, ademds de que
una parte de ellos también circula en el torrente sanguineo, (Khan,

1978).

1.2.3. Interaccién Linfo-Epitelial del Timo

Los linfocitos T muestran ciertas caracteristicas 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 ctlulas epiteliales, macrdfagos y ctlulas interdigitales, poseen
patrones que determinan la seleccidn, proliferacidn y diferenciacidn de

los timocitos (Duijvestijn y Hoefsmit, 1981).

Maximov (1908-19i2: citado por Trainin,974), realizd algunos estudios
histoldgicos y observd que existe una interaccidn muy estrecha entre las
clulas epiteliales y las c®lulas linfoides del timo, las gue de alguna
manera, interactuan unas con otras y ellas mismas estimulan su

proliferaciéon y diferenciacion.

Con la hase de éstos trabajos, Jolly (1913-1932: citado por Dougherty,
1952) despdes de varios afios de experimentacidn, elabora el concepto
de "simbiocsis linfoepitelial para referirse al mecanismo de maduracion

en el gue estdn involucrados el timo y las ctlulas linfoides.
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i.2.4. Hormonas y Factores Timicos.

A partir de 1949, Abraham White, conocido como el padre de la
endocrinologia timica, es el primero en declarar la vital importancia

del timo en la regulacién inmunolégica.

El timo es considerado como una glindula enddcrina, ya que en ¢l se
sintetizan muchos y diferentes productos parecidos a las hormonas, que
son encontrados en el mismo timo y en el pldsma. Estas sustancias tienen
diferentes estructuras gquimicas y presentan actividad biolégica,
(Pierpaoli y SorkKin, 1972; y Goldstein, 1984). En experimentos con
camaras con perfusién, se ha demostrado que las sustancias difundidas
por el tejido del timo pueden restaurar las funciones inmunes en ratones
timectomizados y atimicos: con ésto se demuestra que existen factores
humorales que son secretados por las ctlulas del timo integro (Khan,
1978), y también por las celulas de +timo cultivadas in vitro,

(KruisbeeK y cols.,, 1977).

Generalmente se consideran a las co¢lulas epiteliales, del timo, como

las encargadas de la produccién de tales factores inmunolégicos.

Se ha observado en timocitos de rata, gue cuando éstos se incuban
Junto con monocapas de c¢flulas epitelilales de timo, exhiben un
incremento de la sintesis de proteinas, medida mediante 1la
incorporacitn de amincdcidos marcados radiactivamente, y en presencia de
mitégenos. También se ha visto en estos casos un incremento de las
celulas T coadyuvantes (KruisbeeK, 1977). Esta misma induccién en los
linfocitos se ha observado en presencia de monocapas de ceélulas
epiteliales de timos humanos (Willis-Carr y cols., 1978), vy también
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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 relacién que guardan
con el sistema inmune y con otros ¢rganos. Los factores y hormonas
timicas hasta ahora descritos, se muestran en la tabla { asi como

algunos aspectos relacionados c¢on su actividad Dbioldgica.

Goldstein y colaboradores desde principios de los 60’s, han venido
realizando experimentos en donde proponen la existencia de factores
timicos de tipo no celular, llamados inicialmente "fracciéon 5 de
timosina". Cuando se administra la fraccién 5 a ratones previamente
irradiados, les induce una potente estimulacién en la regeneracién del
tejido linfoide (Goldstein, 1984); asi como también aumenta la
Proporcion de recuperacién de las ctlulas inmunocompetentes del timo en
diferentes razas de ratones, (Neta y cols., 1985). Posteriormente
Goldstein y su grupo realizaron trabajos mds finos y detallados con las
timosinas para lograr su purificacidn, localizacién dentro del timo y su
caracterizacién quimica. Por ejemplo indican que la timosina Alfa-i, se
localiza en la parte cortical y medular del timo: pero la timosina que
se encuentra en la mé¢dula desaparece despies de los 13 afios 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 funcién se correlaciona con los
diferentes pasos que sigue la maduracién de los linfocitos T (Schuurman
Yy cols., 1985). Las timosinas inducen diferenciacién de las ctlulas T
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incrementando las funciones inmunoldgicas, en ratones atimicos, en
ratones timectomizados, en ratones propensos a presentar enfermedades
autoinmunes y en humanos con deficiencias inmunolégicas (Thurman y

cols., 1975).

Por otro lado el grupo de Dardenne, Bach y colaboradores han logrado
aislar y caracterizar, asi como también obtener un anticuerpo especifico
para encontrar la localizacién en el timo de otra hormona timica, la
timulina o formalmente llamada "Factor Timico Sérico" (Dardenne y cols,
1974). Este grupo ha llegado también a establecer en cultivos de cdlulas
epiteliales de timo, que las vacuolas de éstas otlulas contienen el

factor timico s#rico (Schmitt y cols, 1982).
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1.2.5. Involucién Timica.

Las dimensiones del timo varian segin la edad del organismo, son mximas
en proporcién al resto del cuerpo, durante la vida fetal y en los
primeros estadios de la vida extrauterina; conforme avanza la edad
aumentan en tamafic hasta llegar al méximo en la pubertad. Despdes de la
pubertad el timo tiende a involucionar, en consecuencia disminuye su
voldmen a medida que pasan los afios (Ham, 1975). Su apariencia
histoldgica 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), observd que el decremento en el tamafio del timo puede
presentarse de dos maneras: una "aguda o accidental", y otra que
es de tipo "gradual o de la edad". La involucién gradual se lleva a cabo
conforme avanza la edad del individuo. Hellman (1913) utilizando métodos
cuantitativos establece que los drganos linfoides, incluyendo al timo,
van perdiendo peso conforme avanza la edad. De acuerdo a éstos
traba jos, Dougherty (1952), sugiridé que las hormonas sexuales producidas
a partir de la pubertad, tienen gue ver con la involucién gradual del

timo.

En el caso del humano, el timo involuciona rdpidamente despdes de los 20
afios; al mismo tiempo se observan reducciones en los niveles de
timulina y timosinas en plasma y disminuye la actividad bioldégica de
las clulas epiteliales del timo (Schuurman, 1985). Por otro lado se

observa que cuando se efectda la castracidn en ratas adultas, el timo
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se regenera rdpidamente (Fitzdpatrick, 1985).

La involucién aguda en la rata puede presentarse con la administracisn
de hidrocortisona, en éstos animales hay una reduccidén en el peso
del timo despdes de los 8 dias de tratamiento, y el tejide timico
presenta severos dafios que se manifiestan como picnosis en los mmcleos
de los linfocitos y como vacuclas en las clulas reticuloepiteliales,
las que provocan un fendmeno inflamatorio que las hace aumentar de
vokmen e hipertrofiarse; las clulas fagociticas muestran una gran
actividad acabando con los linfocitos daflados (Ito y Hoshino, 1962;
Haelst, 1967), ¥y en los cultivos de timo la dexametasona promueve

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

El stress, las enfermedades graves, la exposicién a radiaciones, la
administraciéon de farmacos y sustancias coloidales o guelantes, etc,
pueden provocar la involucidn aguda o atrdfia del timo (Haelst, 1967;

Cowan y Sorenson, i964).

1.3. Interaccién Neuro-Inmuno-Enddcrina.

Existen muchas evidencias de productos peptidicos que parecen transmitir
informacidn desde el compartimiento inmune al sistema nervioso central
(SHNC). Dentro de estos productos se iuncluye a las timosinas,
linfocinas, interleucinas, péptidos opidceos, hormona de crecimiento
(GH), hormona adrenocorticotrépica (ACTH) y pormona estimuladora de la

tiroides (TSH). Estas sustacias podrian funcionar como circuitos
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inmunomoduladores neurcenddcrinos, por lo que se les adjudica el nombre
de "Inmunotransmisores", ya que transmitirian signos especificos e
informacién a las neuronas y otros tipos celulares (Harbour-McHMenamin

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 ejes,
Hipot&lamo—Hipofisiario-Adrenal y €l Hipotalamo—Hipofisioario—Gonadal

(Hall y cols., 1985).

En ratdn, rata y conejillo de indias se ha detectado que existen sitios
en el cerebro, principalmenﬁe en hipotdlamo y glindula pituitaria, dondce
se localizan timosinas-i{ y 4. Cuando se inyecta directamente timosina-1
en el cerebro se produce un aumento de los niveles sanguineos de
corticosterona; sin embargo éste fendmeno no se repite cuando se
administra la timosina directamente a las c®lulas adrenales en cultivo.
Esto lleva a pensar que el efecto corticogénico de la timosina-i
eéta mediado por el SHC y/o la glindula pituitaria (Oates, 1984), Por
otro lado la timosina-4 estimula en el cerebro, la secreciétn del
Factor Liberador de Hormona Luteinizante (LHRH) del hipotdlamo vy,

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 bioldgica, peso mo_lecular,
antigenidad y tiempo de retencién {(en la fase de inversidn de
cromatografia en columna); también se ha mostrado alguna semejanza en su
.secuencm de amincicidos. Trabajos recientes muestran que las ctlulas

linfoides periféricas responden a la ACTH y al Factor Liberador de
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Corticotropina (CRF) (Weigent y Blalock, 1987). Esto sugiere que
las celulas del sistema inmune manifiestan alguna semejanza con las
c¢tlulas de la pituitaria en su habilidad para responder a un signo
positivo proveniente del nipotdlamo y a uno negativo proveniente de la
glandula adrenal. Por ejemplo, experimentos relizados en ratas macho
muestran gue 21 timo guarda una relacidn directa con la corteza adrenal:
ya que en los animales timectomizados, bajan los niveles en plasma de
corticosterona y de ACTH, en comparacién con los controles normales; y
por otro lado los animales hipofisectomizados y timectomizados tienen
niveles de corticosterona siempre mds bajos que los animales simplemente

hipofisectomizados (Deschaux y cols, 1979).

En los linfocitos B, se ha mostrado que existen receptores para insulina
Yy hormona de crecimientce-(GH) y gque estas hormonas actdan en distintos
tiempos del ciclo celular. Bajo ciertas condiciones los linfocitos
ademds producen factores parecidos a la insulina y GH los cuales son

secretados al ambiente (Snow, 1985).

La interleucina-i producida por los macrd¢fagos del timo es una monoquina
que puede afectar directa o indirectamente el cerebro, ya gque produce
efectos pirogénos cuando es administrada en el ventriculo cerebral.
También otras sustancias tales como la_ histamina y la serotonina,
cldsicos neurotransmisores del cerebro, son liberadas durante ciert.os
tipos de respuesta inmurne por los linfocitos; por esto se cree que
podrian actuar como mensajeros dado que tienen la probabilidad de
penetrar al cerebro y producir una determinada respuesta (BesedovsKy y

cols., 1985),

Los opioides o endorfinas enddgenas, también estdn involucradas en
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algunos cambios patoldgicos inducidos durante el shock endotdxico, y
se ha visto que también los leucocitos, junto con las clulas de la

pituitaria son fuente de endorfinas (Weigent, 1987).

1.34. Interaccidn del Timo con las Gdnadas.

Es Dbien conocido el hecho de que los esteroides sexuales ejercen
una profunda influencia sobre la respuesta inmunoldgica. Un ejemplo son
los estrdgenos que actdan sobre el timo afectando "in vitro", 1la
libe;raciOn de factores inmunorreguladores, importantes para la
proliferacidn, diferenciacidén y respuesta de los linfocitos (Stimson ¥y
Crilly, 1981).- También exiten evidencias de que las ctlulas dz21 timo
presentan receptores a ciertos esteroides cono estradicl, testosterona y

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

For otra parte Soli (1907-1909: citado por Chiodi, 1938), observé que
cuando se extirpa el timo a pollos jpvenes, se produce una disminucidn
en el peso y volmen de los testiculos. Pighimi (i1922: citado por
Chiodi, 1938), encontrd gue la timectomia en gallos produce atrofia
testicular, los tdbulos seminiferos son pequefics y la evolucidn
espermdtica es incompleta; y en el caso de la hembras observé que se
présentaron alteraciones similares en los ovarios, y que nunca

produjeron huevos.

Chiodi hacia la decada de los 30’s, observdé que conforme avanza la edad
en las ratas normales, el timo va perdiendo peso; Yy que en animales

castrados, el timo y la hipdfisis aumentan significativamente de peso,
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hasta los 100 dias de edad. Por otras parte observd que los extractos
de placenta y orina de mujer embarazada, inyectados a ratas normales,
provocan una disminucién en la regién de la corteza y una reduccidén
del mimero de 'c¢s corpisculos de Hassall en el timo, el cual presenta

una apariencia de involucién aguda (Chiodi, 1G38).

NishizuKa y SaKakura (1969-) han encentrado, gque la {imectomia
realizada a ratones hembra a los 3 dias de edad, impide el desarrollo
normal de los ovarios y causa esterilidad. Los ovarios de éstos animales
se presentan extremadamente pequefios, tienen ausencia de foliculos
maduros Yy cuerpos Ntecs, ¥ las ctlulas intersticiales estdn
hipertrofiadas. También se observa una ligera masculinizacién en las
hembras y Iuna marcada infiltracidn linfccitica en lo¢ ovarios
hipertrofiados (NishizuKa y SakKakKura; 1969 y 1974 [(a y b] ). Por .otra
parte, observaron que los injertos singénicos de timo, o bien las
inyecciones dé ctlulas dispersas en suspensién provenientes de rgtones
recien nacidos, pueden prevenir en éstos animales la disgenesia ovarica,
cuando son administrados durante los primeros {4 dias de vida post natal
(SakaKura y HNishizuKa, 1972), Han sugerido tamblién que e! desarrollo
folicular temprano (posnatal) es independiente de las funciones de la
pituitaria, ya gque han observado que la hipofisectomia en é¢sta etapa no
afe_cta ni el mimero ni el crecimiento de los oocitos, ni tampoco el
tamafio normal de los foliculos, pero en cambico es importante 1la
presencia del timo para que se lleve a acabo el desarrollo normal y

maduracidn de la génada femenina.

En ratones timectomizados a los 3 dias de edad, también se ha visto que
existe un decremento en los niveles s?ricos de Hormona Luteinizante
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(LH), Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y Hormona de Crecimiento (GH),
y se observa hasta les €0 dias de edad; y desples de los cuatro meses
estos animales presentan niveles de prolactina, LH y FSH
significativamente elevados y se observan tumores en los ovarios. Se
cree gue éstas alteraciones son debidas al inadecuado desarrollo
gonadal, c¢on bajas concentraciones de estrdgenos y a la falta del
desarrollo de receptores para LH en las celulas de la granulosa

(Micheael, 197¢; Michael y co0ls.1980; y Allen y cols., 1984),

BesedovsKy y SorKin (1974) ocbservarcn 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 reduccién en el
tamafioc de leos ovarios y utero, los cuales tienen la apariencia
caracteristica de la inmadurez prepuberal.

La timectomia "in tdYiero" de monos rhesus, inhibe la oogenesis e induce
diferenciacién anormal de los ovarios; éstos contienen un numero
reducido de cglulas germinales totales y presentan atrofia folicular,
(Healy y cols., 196%). Se propcne gue en este casc la relacidn
timo-génacda estd mediada por algin factor timico que estimula
directamente la oogenédsis , o que indirectamente estimula la secrecidn
de la hipdfisis. FEstos datos sugieren que el timo fetal en monos

rhesus, mcdula de zlguna forma el desarrollo folicular.

El desarrollo ovdrico de los ratones atimicos (nu/nu), es muy similar al
de los ratones timectomizado neonatalmente. Ambos grupos muestran una
reduccidn en el mmero y desarrcllo de los foliculos, retraso de la
pubertad y despdes de los 4 meses de edad ya no hay ovulacion. Los
ovarios también tienen tamafio reducido y la mayoria de las hembras son

=2 G



usualmente estériles. La esterilidad en las hembras atimicas, se debe a
que existen cambios en el desarrollo y disposicidn folicular: hay
pérdida de foliculos primarios, retraso en el crecimiento de los

oocitos y retards de la primera ovulacién (Linter-Morre I y II, {975).

La cepa de ratones atimicos homocigdtos {(nu/nu) ha sido ampliamente
estudiada por Rebar y colaboradores, ze ha observado que presentan
niveles bajos de gonadotiropinas tanto en plasma como en la hi'}f.rfisis de
hembras y machos. También han observado en animales adultos reduccidn
de los niveles de estrona, estradiol, androstendiona y testosterona
en sangre. En el hipotdlamo cde éstos animales se encuentran reducidas
las cantidades de la Hormona Liberadora de Gonadctropinas (GnRH). Los
datos anteriormente mencionados en los nu/nu, fueron comparadcs con los
de sus parientes heterocigdétos (nu/+), gue son fenotipica vy

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

Se ha observado gue los transplantes de timos en los nu/nu (provenientes
de loz heterocigotos (nu/+) restablecen leos niveles 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 homocigdtos heterocigétos e.n su habilidad para unir
gonadotrdopina coriénica humana (hCG) en condiciones "in vitro", por lo
gue sugieren que la anormalidad en los ratones atimicos no es debido a

las deficiencias gonadales per se (Rebar, 1984),

Se ha reportado que la fraccidn 5 de timosina, produce un incremento en
los niveles pldsmicos de estrdgenos, acelera la apertura vaginal y

produce involucién timica. Cuando se elevan las concentraciones de
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estradiol, se observa una disminucién en plasma de timosina -{ (un
péptido que comprende el 0.64 de la fraccidn 5 de timosina). Con éstos
resultados se sugiere que existe un mecanismo de retroalimentacion en el

mismo timo (Allen y cols., 1984),

Romano y colaboradores (1981) reportarcn, que el medio de incubacién de
un drgano inmunoldgico caracteristico de las aves, llamada DBursa de
Fabricio, inhibe "in wvitro" la respuesta de las <lulas del testiculo
a la gonadotropina coridnica humana (RCG) en pollos recign nacidos,
provocando una disminucidn de la produccidn de testcsterona. Por otra
parte el extracto de timos de pollo produce el mismo efecto sobre las
ctlulas del testiculo gque el medio de incubacién de Bursa (Pedernera y
cols,, 1985). Fraccionando en una columna de Ultrogel un extracto crudo
de timos de rata prepiber, se observé que la fraccidn con péptidos de
alrededor de 28,000 D de tamafio, el cual se llamd "Factor Timico" (FT),
es capaz de inhibir la accitn de la hCG sobre las ctlulas de Leydig

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

Hiriart y Romano (1986), realizaron observaciones acerca del mecanismo
de accién del FT de 28 KD en la ctlulas de Leydig, y encontraron que
existe una interaccién de tipo competitivo entre el FT y la 185 1-ncag,

por el mismo receptor o sitio de unidn (Fig. &)

En este grupo actualmente se contimla 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, 1988}, Se ha
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avanzado en la purificacidn y caracterizacién del FT (Porras y Romano,
1088). Ademds también se han estudiado los efectos que producen factores
timicos en otros dérganos como ovario e hipdéfisis. Mendoza (1988)
estudié el efecto del FT de 28 KD en las ctlulas gonadotropas de la
hipdfisis en cultivo, ¥ encontrdé que los grupos ctlulares estimulados
con la Hormona Liberadora de Gonadotrdpinas (GnRH) en presencia del FT,
liberan al medio de cultive mayocres concentraciones de gonadotropinas
(LH se incrementa 457 y FSH £6X) gque aquellas gue sdlo recibieron
GnRH, mientras que 2l FT por =gi 200 no modifica la secrecién basal.
Aguilera (1988), muestra tambin que el FT de 28 KD inhibe la secreci¢n
de estradiol, progesterona y testosterona en las ctlulas del ovario

cuandc estas son estiimuladas con la hCG,

i.3.2. Interacci¢én del Timo con otros Organos Endécrinos.

Gregoire y Comsa hat-:ia los afios 30’s, inician independientemente,
investigaciones que contribuyen al entendimiento de los mecanismos
involucrados en ‘la involucidn timica. Comsa observd que la timectomia
provoca cambios degenerativos de caracter irreversible, en la corteza
adrenal, en tiroides y en las gdnadas. Posteriormente cuando administrd
extractos timicos por diferentes vias, observd que los dafios causados en

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

El timo es uno de los primeros érganos enddcrines que aparecen durante
el desarrollo embrionario. En esta etapa los cambios gue sufre la
adenohipdfisis por la timectomia, y los cambios que sufre el timo por la

hipofisectomia sugieren gque el eje Timo-Hipéfisis ya es funcional
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durante la embriogenesis, En el caso del embrién de pollo, la timectomia
produce una disminucién de las cflulas hipofisiarias productoras de
prolactina,TSH y GH. Por otra partie, cuando se extirpa la hipdfisis se
encuentra un decremento en la actividad mitdtica de las células
epiteliales de! timo y ios linfccitos timicos se encuentran inactivos y
resistentes a loz {iratamientos prolongados con cortisol, (JanKovic y

cols., 1981).

La timectomiz en ratdin neonatal, hace que se presenten cambios en las
ctlulas hipofisiarias, aumentan de tamafio y presentan acumulaciones
granuliosas; el reticule endopldsmico se deforma y aumenta de tamafio
formando estructuras parecidas a cisternas. La hipofisectomia neonatal
en éstos ratones tambiegn provoca cambios en el desarrollo del timo e
inactividad linfocitica; se cree gque estos cambios se deben a
alteraciones en las concentraciones de hormona de crecimiento, ya que
esta hormona se considera clave en los procesos de proliferacidn y
diferenciacidn 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 preszenta una apariencia muy semejante al timo
de ratas viejas en cuanto al estado de hiperirdfia. Cuando las ratas son
adrenalectomizadas, se observa que existe un aumento en el tamafio del
timo y en 1la liberacidn de factiores timicos; pero en cuanto se
administra cortisol, la produccién y liberacidn de factores timicos

decrece (Comsa y cols, 1979).

1.4, Estructura y Funcién Testicular,

Los testiculos son las gldndulas del sistema reproductor masculino,
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Jjuegan una funcién primordial en la secrecidén y produccién de hormonas
esteroides sexuales, ademds en ellos se lleva a cabo la proliferacidén y

diferenciacién de las c<tlulas germinales.

En los mamiferos los tesiiculos se originan en la cavidad del cuerpo por
detrds del peritoneo y por dentro del rifion que se estd desarrollando. A
medida gue prosigue el desarrollo, los testiculos emigran hacia abkajo,
renetran en el conducto inguinal y bajan hacia el escréto, que alcanzan

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

Los testiculos son de forma oval, estin cubiertos por una capa gruesa de
tejido fibroso blando 1llamada dipsula albuginea. A nivel del borde
posterior de cada testiculo, la capa se engrosa considerablemente y
penetra hacia la glandula, para formar tabiques incompletos o kbulos,
gque tienden a juntarse en forma concéntrica formando una red
(rete-testis). Cada IYbulo contiene de uno a tres tbulos seminiferos

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

1.4.1. Organizacién Celular del Testiculo.

En el périodo feta! temprano existe proliferacidén de células germinales
y diferenciacién celular. Tanto en la hembra como en el macho, las
ctlulas germinales primordiales no se forman en la gonada; en el caso
del macho emigran hasta llegar al testiculo, y penetran en ¢l

incorpordandose a los cordones epiteliales de los tidbulos seminiferos.

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

ctlulas espermiticas en diferentes estados de maduracién ; otro tipo de‘
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celulas epiteliales llamadas "Ceélulas de Sertoli" gue se encuentran
unidas a la membrana basal del tdbulo y el tejido intersticial del
testiculo, formado por 1las cclulas de Leydig las cuales son las

encargadas de la produccién de esteroides sexuales (Fig.b).

Las c?lulas de Sertoli no son muy prominentes durante la niflez, pero a
partir de la pubertad comienzan a auvmentar de volmen presentando un
mcleo polimorfo y voluminoso c¢on un citopiasma gue se extiende desde
la membrana basal hasta la luz tubular, atravesando diversas capas de

cdlulas germinales en desarrollo.

1.4.2, Hormonas gque Regulan la Funcidén Testicular.

En el feto del mamifero la sintesis de testosterona se correlaciona
con la diferenciacién de las cglulas de Leydig; en esta etapa el
testiculo es principalmente modulado por la genadotrdépina coridnica

(CG) (Kretser y cols, 1983).

Tanto la gonadotrdpina coridnica como la hormona luteinizante (LH) y la
hormona foliculo estimulante (FSH) son moduladoras de la funcidn del
testiculo. Son glucoproteinas formadas por dos subunidades designadas
como Alfa y Beta. Desde el punto de vista bioldgico son importantes las
dos cadena ya que la moldcula completa interaccicna con el receptor del
érgano blanco, Las cadenas de la hCG tienen un peso molecular ce 18,000

Yy 28,000 respectivamente.

En el testiculo adulto, la secrecidén de testbster‘ona por las c<2lulas de
Leydig estd regulada por estas hormonas adenohipofisiarias
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Fig.5. Organizacién celular y actividad enddcrina del testiculo adulto.
testosterona (T), hormona foliculo estimulante (FSH), hormcna
luteinizante (LH), hormona liberadora de gonadotrofinas (GNRH),
y proteina unidora de andrdgenos (ABP) (tomado de Kretser, Burger

y Hudson, 1983).
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principalmente LH, FSH y Prolactina. Existe un control de
retroalimentacién entre el hipotalamo, las ctlulas gonadotropas de la
hipdéfisis y las cdglulas de Leydig. Cuando bajan los niveles de
andrdgenos en sangre, el hipotdlamo capta la sefial y sus neuronas
comienzan a secretar cantidades de Hormona Liberadora de Gonadotrdpinas
(GnRH), un decap¢ptido gque es liberado a través de las terminales
neuronales hacia el sistema portal, el cual lo transporta sin diluir

hasta las lulas de la hipdfisis.

En la hipdfisis se estimulan las cdlulas gonadotropas, y en respuesta
se liberz LH hacia la sangre, la LH llega al testiculo, y estimula la
sintesis de esteroides. Cuando aumentan las concentraciones de
andrégencs en sangre, se deprime nuevamente la secrecién de LH por la

hipéfisis (Gordon, 1979).

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 bioldgica y comparten el

mismo receptor en la c®lulas de Leydig.

Las gonadotropinas en el adulto, son secretadas por la hipdfisis en
pulsos de alta actividad bioldgica. Los cambics del estado reproductivo
del organismo estidn intimamente asociados con los cambioz ocurridoz en

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

Los efectos de la LH/hCG en la funcidén de la c2lula de Leydig, de 1la
rata madura, son dosis-dependiente. Las pequefilas dosis de LH/hCG
aumentan el r@mero de receptores, asi como también estimulan la sintesis

de testosterona, y las grandes dosis dan un efecto opuesto (Dufau y

»
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aola,, 1984),

1.4.3. Mecanismo de Accién Gerneral de las Gonadotropinas.

La unién de la LH o hCQG, al receptor membranal de las cflulas de L ydig
induce la unién de nuclestidos de guanina (GTP) a las proteinas G (o N)
reguladoras que conducen a la activacién de la adenilato-ciclasa, y al
aumento del nucledtido intracelular 3’5'-AMP (AMPc). E1 AMPc actya como
un segundo mensajero incrementando la esteroidogénesis en sus pasos
limitantes (ruptura de 1la cadena lateral del colesterol en 1la
mitoodndria) para conducir a la sintesis testicular de testosterona

(Dufau, 1988) (Fig.6). 5

1.4.4, Sintesis de Testosterona.

Se considera al colesterol como el precursor obligado de todas las
hormonas esteroides. En el testiculo, 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
migra hacia el citoplasma de la cdlula ‘de Leydig, donde puede seguir dos
caminos para la sintesis de andrdgenos: (a) la via A“'o (b) 1la via
A Ambas rutas de biosintesis dan como producto a la testosterona

(Fig.7).
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Fig.6. Mecanismo de accidn general de las gonadotrofinas (y algunas
otras hormonas proteicas) en la @lula blanco. (R), receptor;

(@), proteina G o N; (AC), adenilatociclasa.
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ESQUEMA DE SINTESIS DE TESTOSTERONA EN TESTICULO.

Fig.7. Vias de sitesis de testosterona y enzimas gue participan. (1)
20sw-Hidroxilasa, 22R-Hidroxilasa y la 20,22R-Desmolasa ; (2)
{7<-Hidroxilasa; (3) 3P-Esteroide deshidrogenasa y la A3-
ASIsomerasa; (4) 17,20-Esteroide desmolasa; y (5) 17#7

oxido reductasa.
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1.5. Cultivo de tejidos

En los ultimos afios se han llevado a cabo diversas investigaciones
utilizando los modelos de cultivos "in vitro" encaminadas al estudio de
los sistemas fisioldgicos. Una gran parie de éstos trabajos han
contribuido sustancialmente a el entendimiento del comportamiento

funcional de las células.

1.54. Tipos de Cultivos

Existen principalmente dos: los cultivos primarios y los de lineas

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

I. Los cultivos primarios se refieren a las células aisiadas, las
cuales se obtienen por diferentes megtodos a partir de un tejido u drgano
extraldo directamente del organismo. Dentro de éstos cultivos ademds se

encuentran distintas modalidades:

a). Cultivos de explantes u organotipicos, son cultivos de drganos
completos o fragmentos de tejido, en un sustrato adecuado y con un
medio nutritivo especial. En general se utilizan en esta técnica un
medio solido contenido en tubos o cajas de Petri y en algunas ocaciones
se utilizan cdmaras especiales para mantener el érgano, esto depende del
tipo de estudio que se realice.

La ventaja de éste sistema es que se mantiene aislado el tejido, no
influyen otros érganos en su actividad. Pero las desventajas que se
'presentan es que la regién central del explante es pobremente nutrida,

por lo que las ctlulas en esa zona lo mas poblable es que esten dafiadas.
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Por otra parte este sistema dificulta la difusidn de sustancias a traveés
del tejido y tampoco es pcsible observar las estructuras y condiciones

celulares bajo el microsadpio debido a el espesor del explante.

b). Cultivos de c?lulas aisladas mantenidas en suspensién. Se
realizan en un medio de cultivo liguido con las celulas en movimientc
continus 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 m¢todo proporciona la ventaja de poder manejar grandes cantidades
de ctlulas y cosecharlas sin Inecesidad de utilizar enzimas que pudieran
alterarlas. Pero con esta forma de cultivo no es posible analizar el
comportamie_nto celular ya que no permite valorar las interacciones gque
se llevan entre ellas. Esta técnica es mds adecuada para el estudio de
ctluias que no requieren unirse a un sustrato ni crear comunicaciones
fisicas con sus vecinas, como seria el caso de los cultivos de

linfocitos.

¢). Cultivos de ctlulas aisladas adheridas a un sustrato. Este tipo

de c¢lulas tienden a formar monocapas. Las celulas se obtienen al
disgregar el tejido por métodos enzimdticos (con colagenasa, tripsina,
pepsina,elastasa, etc.) y/0 mecanicos con la utilizacién de pipetas de
diferentss 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
adaptacién y formaciones de conexiones entre las alulas para la

construccién 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 ceélulas sufren
modificaciones. El mimero de pasajes estd referido a las veces que las
ctlulas son recultivadas desde la obtencién inicial. La edad del cultivo

se expresa como el ndmero de pases o subcultivos.

Durante la transformacién (inducida o expontanea) se presentan cambios
genéticos y mgrfolégicos importantes (mutantes), de tal modo que esto
representa una desventaja en cuanto a la utilidad. Por otra parte éstas
cglulas tienen una gran potencialidad para dividirse por lo que su

proliferacién es ilimitada (Gonzdles del Pliego, 1983).

1.5.2. El1 HMedio de Cultivo

El 'exito de un cultivo de ctlulas depende de multiples factores
fisicoquimicos y bioquimicos que afectan l1la forma, proliferacidn y
diferenciacién celular. Desde el punto de vista bioquimico son
importantes las proteinas, hormonas y nutrientes que se presentan en el

medio para optimizar el desarrollo celular. .



Existen diferentes tipos de medicz de cultivo que han sido disefiados
para las necesidades de los distintos tipos celulares, esto depende de
la clase de c¢tlulas que se trate. El medio de cultivo se suplementa
para proporcicnarle a las oflulas un ambiente semejante a su medic

natural, con el fin de evitarles cambios traumdticos violentos.

Gdeneralmente los medios de cultivo contienen una mezcla definida de
nutrientes de Dbajo peso molecular disueltos en una solucidén
amortiguadora salina fisioldgica. Este medio debe de proporcionar todos
los nutrientes esenciales, incluyendo todos los materiales crudos
necesarios para la produccion de nuevas ctlulas, sustratos para el
metabolismo energético, vitaminas, trazas de minerales y una
concentracién de iones inorginicos adecuada. Ademds de nutrientes,
contienen diversos compuestos quée no lo son, como el rojo de fenol que
es un indicador de pH y algunos amortiguadores como el HEPES

(H—E-Hidroxietilpiperacina-;ﬂ—a acido etanesulfdnico), (Ham R., 1979).

1.5.3. Sustratos de Cultivo

Un sustrate para utilizarse en las tédcnicas de cultivo debe de reunir
ciertas caracteristicas para cumplir realmente su funcidén, y son las
siguientes: debe no ser bioldgicamente 1nérte (no tdxico) y opticamente
transparente, deke permitir la adhesidn, la adaptacién y actividad
celular de migracién y desarrollo; ya qgue la interaccidn entre la célula
y el sustrato es un factor muy importante en el mantenimiento ¥y

diferenciacién de las mismas.
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Actualmente el crecimiento de cdlulas, tejidos y el mantenimiento de
érganos se realiza en diversos elementos como: cajas de Petri, botellas,
cubreobjetos, matraces, cidmaras microscdpicas, etc. Ademads estas
superficies, de vidrio o plastico, comunmente son cubiertas por
sustancias orgdnicas como: colagenasa, sueros, hormonas, componentes de
matriz extracelular, etc., 1ias cuales aumentan y favorecen 1la

adhesividad y desarrollo del cultivo (Gonzdles del Pliego, 1983}.-
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&, HIFOTESIS

Desde hace tiempo en nuestro laboratorio se viene investigando el
efecto gque tienen un factor timico (FT) de aproximadamente 28 KD gue
mcdula la respuesta de las cilulas de testiculo a la hCG. Este factor
inicizlinente s2 obtuvo de un extracto crudo de timos de rata prepuber, ¥y
se ha visto gue compite por el mi;smo receptor de la hCG en la clula de
Leydig. Pero aan no sabemos cuales de los componentes celulares del timo
son loz encargados de preoducir dicho FT. Como ya se menciond
antericrrmente en la introducqién. ia timulina y algunas timosinas son
producigas por las ctluias epitelilaes del timo. Por esta razn nosotros
penr:sancs que €l PT de 28 KD que estamos estudiando podria ser prcducido

y secrefado por las c@lulas epiteliales del timo al medio de cultivo.

Por otra parte se ha encontrado gue las hormonas producidas por el
sistema enddcrino, principalmente las hormonas esteroides mocdulan el
desarrclio ¥y funcionamiento de algunos drganos del sistema inmune como
es el caso del timo. La administracidén de altas concentraciones de estas
hormonas a animales jovenes afecta tanto la poblacién de ctlulas
linfoides como la produccién de factores y hormonas timicas que modulan
el funcionamiento del sistema inmune. También se ha observado que
algunos tipos de linfocitos y cflulas epiteliales de timo tienen
receplores para esteroides como estradiol, 'dihidrotestosterona,
corticosterona, progesterona, testosterona y dexametasona (Cowa y cols,
1964; Trainin, 1974; Grossman, 1984; Masuda y cols, 1985). Por esto
suponemos que la administracidn de testosterona a las celulas de timo en
cultivo, podria afectar directarﬁente la produccidén y/o la secreci¢n del

FT al medio.
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3. OBJETIVCS

Hasta el momento se ha demostrado que el 1imo de rata prepiber contiene
un factor, de aproximadamente 28 KD que es capaz de inhibir la accidn
de la hCG en ias ctlulas del testdcule. Sin embargo se desconoce ajal o
cuales de todos los tipos celulares gue componer: al timo, producen este

factor guve modula la esteroidogiesis en el testiculo.

Per lo tanto lo= objetivos especificos de éste trabajo son 1los

siguientes:

i.- Obtener monocapas de ctlulas reticuloepiteliales de timo de rata y

el medio condicionado cue producen.

2.~ Obtener monocapas de cdlulas de piel de rata y el medio condicionado

que producen.

3.- Identificarlas morfoldgicamente a las clulas de timo cultivadas

mediante microscopia de luz y electrdnica de transmisidn.

4.- Estudiar los efectos de los medios condicionados de timo y piel
obtenidos de monocapas de 7 y 15 dias de cultivo, sobre una
suspension de cdlulas de testiculo enriquecida en cflulas de Leydig

utilizada como ensayo biokgico de actividad de las mismas.

5.~ Determinar la secrecidn de testosterona por las cdlulas de Leydig,

mediante la t8cnica de radioinmunoardlisis.
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Por otra parte tambifn en la literatura se sufgiere gque los esteroides
gonadales afectan algunas funciones inmunes, entre ellas las del timo.

Por esta razsn también nos planteamos el siguente cbjetivo :

% Utilizando el modelo de cultivo de monocapas de time, administrar
testosterona al medio con €l fin de ardiizar su efecto sobre ia
produccidn del factor (o factores), que se encuentra en el medio
condicionado de timo y que modula estercidoginesis en el testiculo de

l1a rata adulta.
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q, METODOLOGIA
4.4, Cultivo Primario de (#lulas de Timo y FPiel de Rata

Se utilizaron ratas macho de la raza Wistar de { o 2 dias de nacidas,
provenientes de la granja del CINVESTAV. El timo ¥y una pequefia porcién
de piel abdominal fueron extraidos quirurgicamenie de los animales, bajo
condiciones de esterilidad bajo un microscopio estereosadpico (Zeiss,
W. G, mod. 475022) a un aumento de 2x10. Se lavaron y limpiaron varias
veces los tejidos en una solucidén =alina libre de Ca 2+ Yy M 2+ esteril
(NaC1,800 mg; KCl, 40 mg; NaHCO 3 , 34.8 mg; glucosa 100 mg en 100 ml a
pPH:= 7.4), extrayéndose cuildadosamente la capsula de tejido conectivo del
timo. Los tejidos de timo y piel se picaron y se incubaron durante 15 y
45 minutos, respectivamente, en una solucién enzimdtica conpuesta por
tripsina (GIBCO,semipurificada) al 0.25YX en solucidén salina libre de
Ca 2+ y Mg @+ a 37 © C con agitacién constante de 90 ciclos por
minuto, en un bafio ti Dubnoff. Posteriormente las fracciones de tejido
se lavaron 3 veces con solucién salina libre de Ca &+ y Mg 2+ » Y se
suspedieron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) enriquecido
con 15/ de Suero Bovino Fetal (SBF) y i1Z de una solucidn de antibidéticos
(penicilina 10,000 U/ml ¥y estreptomicina 10,000 ug/ml, GIBCO). A éste
medio preparado le llamamos DHEH—complet?o. A continuacién se realizo la
disociacidén mecinica de las cglulas con ﬁna pipeta Pasteur con punlta
flameada. Para evitar los grumos de tejido se pasd la suspensién celular
através de una malla de nylon. De la suspensién celular de timo se
tomaron alicuotas de 200 ul, que corresponden aproximadamente a 10 5

clulas vivas (determinacién por la técnica de exclusidn celular de azil
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de Tripan), y de piel alicuotas de 200 ul ({0 4 @lulas vivas). Las
clulas de timo y piel se sembraron en cajas de plistico para cultivo de
35mm de didmetro con 1 ml de DMEM-completo, Las clulas se mantuvieron
en una incubadora (HoipacK, CO , Incub, mod. 351820, Multimode Control
System) con una atmisierz de 95/ de aire humedo y 54 de CO p» a una
temperatura de 37 © C. El medio fue cambiado cada tercer dia por
DMEM-completo fresco, y dos dias antes de realizar el Bioensayo
(detzllado mds adelante) se cambio el medio a todos los cultivos pero
ahora ro se agregdé SEF. Las lulas s mantuvierdn en cultivo durante 7
o 15 dias. Al 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 centrifugs a 5000 rpm durante 10 minutos y posteriormente se

utilizd para los experimentos que nas adelante se detallan.

4.2, Microscopia Electrdnica de las Celulas Epiteliales del Timo

La técnica utilizada para realizar la preparacién de las monocapas de
timo fue 1la convencicnal, y se llevd a cabo de la siguiente
manera: las monocapas de c¢¢lulas obtenidas de cultivos primarios
de timo de 7 y i5 dias, se lavaron con {1 mililitro de solucidn de
Cloruro de Sodio (9 g£:1000 ml). Se fijaron las monocapas con
glutaraldehido al 2% en amortiguador de fosfatos PBS a pH:=7.4 por 3
horas; pasado ese tiempo se levantaron las celulas con una espatula de
hule y se recolectaron en un tubo pequefio. Se lavaron con PBS, y se
centrifugaron 3 veces a {000 rpm durante 10 minutos. El tratamiento

posterior se realiz’ por parte de la unidad de microscopia electrdnica
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del CINVESTAV, dende fueron tratadas la monocapas para su deshidratacion
con etanol a diferentes grados de dilucidn, también con resina en
diferentes fases, también se realizaron diferentes cortes con un
ultramicrotémo. La tincion de las preparaciones se realizb con acetato
de uranilo y citrato de plomo. Por dltimo las observacicnes se

1

realizaron en un microsadpio electrdnico tipo JEOL 2000-X.
4.3. Bicensayo de las (#lulas de Testiculo con los MCT y MCP.

Los tiestizulos se obtuvieron de una rata Wistar adulta joven (250-300 g)
de acuerdo a la técnica de Mendelson y cols, (1975) modificada, que =ze
realiizo de la siguiente manera: se anestesié a la rata hasta el paro
respiratorio, se extrajeron los testiculos quixﬁrgicaménte. se lavaron
3 veces en solucidn salina libre de Ca &* y Mg 2* , se les desechd la
dpsula albuginea y la mayor parte de vasos sanguineos. Para separar a
las células intersticiales de los tdbulos seminiferos se utilizd una
sclucidn enzimiAtica compuesta por DMEM con 04/ de Albdmina de Suero
Bovino (ASB) de GIBCO y 15 ug de colagenasa (Sigma Chem. Co.) por ml
Los testiculos se incubaron en ézta solucidn enzimdtica durante 15
minutos en bafio de incubacién a 37 © C con agitacién constante de §
ciclos por segundo. Posteriormente se lavaron las ctlulas dos veces para
desechar las enzimas con DMEM-ASB. Se pasaron a traves de una malla de
nylon y se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos (este procedimiento
se repitid las veces gque se lavaron las celulas). F_‘inalmente el
precipitado celular se resuspendid en DMEM-ASB mis 04 mM de
1—met11—3-Isobut.11xant1na (Sigma Chem. Co.), a razdn de un mililitro por
cada 100 ul de precpitado celular. De la suspensidn’celular se tomaron
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alicuctaz de 200 ul y se llevaron a un vohimen final de 2 mililitros,
con 50% de DMEM-ASB-Isobultilx@ntina mds el 50Z de los medios
condicionados de timo (MCT) y de medio condicionado de piel (HMCP)
respectivamente. El control recibio stlo DMEHM. Algunos de los grupos
fueron estimulados con 1 mU de gonadotropina coridnica humana (CG) por
mililitro de medio de incubacién. Posteriormente se gasearcn las cdlulas
en suspensién por 15 minutos en una incubad¢ra con una atrrm{era-de 5 %
de CO » y un 95%Z de aire hdmedo; se presiguid l2 incubacidn en un bafio
metabdlico Dubnoff con agitacidn constante de 3 ciclos por segundo
durante 105 minutos mds. Terminada la incubacidn se transfirieron las
cdlulas a tubos de plastico para ser centrifugadas a 5000 rpm durante 10
minutos. Se extrajeron los sobrenadantes y se congelaron inmediatamente,
para mes tarde realizar la determinacidn de testosterona producida por

las células.

4.4, Efecto de Diferentes Dosis del MCT sobre las Clulas de Testiculo.

El MCT se concentrd por el mg¢todo de liofilizacidn, el cual consiste en
evaporar el agua contenida en el medio a temperaturas menores de -20 © C
al alto vaclo. Posteriormente el polvo se disolvid en una proporcidn
de 10 mlid ml con DMEM. Este pequefic voldmen se sometid a didlisis 2n
solucion de Hank’s (NaCl; KCl; CaCl , ; MgSO 4 -7TH 2 O
MgCl o -6H p O; Na » HPO 4 -@H p O; KH p PO » ; Glucosa y HNaHCO 3 )
a pH:= 7.4 durante 24 horas, utilizandose blholsas de celulosa para

didlisis,

Las c2lulas de +testiculo disociadas, como se descrilid antes, se
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resuspendieron en matraces de vidrio con DMEM-ASB-Isobutilxantina mds
diferentes cantidades da2! MCT previamente concentrado y diaiizado (25,
50, 100 y 450 wul de MCT por mililitro de la suspensién celular)
ajustando un volmen final de 1 ml. Se incubaron las cdlulas cGurante 2
horas. Posteriormenie se centrifugaro y se recolectaron 1los
sobrenadantes, en los gque posteoriormente se determind la concentracidn

de testosierona por el meétodo de Radicinmunoandlisis (RIA).

45, Determinacidn de Testosterona.

Se llevd a cabo por la técnica de Radioinmunoandlisis (RIA). Esta es una
de las técnicas mAs confiables para realizar la determinacién de
esteroides. Tiene una sensibilidad y especificidad muy alta, ya que
permite cuantificar cantidades diminutas de inumerables sustancias, El
fundamento kdsico del RIA se rige mediante la ley de accidn de masas de
las uniones antigeno-anticuerpo, donde la hormona marcada (radiactiva)
compite por la uni¢n al receptor con la hormona rno marcada (fria).
Se utilizd para realizar el RIA un anticuerpo anti-testosterona
(Radioassay System Lab., Inc. # 1720), que une ademds un 18.75% de
5 -dihidrotestosterona. Se utilizd el anticuerpo a una dilucidn final de
1:56,000 ; la hormona marcada fue la [1,2,6,7- 3 H) Testosterona
(Amersham, Int.). La separaciéon de la testosterona tritiada libre de la
unida al anticuerpo, se realizé adsorbiéndola con carbdn activado
(Merck) al 0.625% en amortiguador pdara RIA (H NaPO 4.3g , HNa FO 27¢ ,
NHaCl 4.5g Azida de Sodio 05g y Gelatina 05g :para 500 ml a pH=7.2). La

cuantificacién del complejo Anticuerpo( 3 H]Testostercona, se realizd en



un contador para emisionesz beta (PackKard, Tri-Card $#3255), utilizAndose
el llquido de centelleo de Miles-Yeda (PPO 4g; POPOP 200mg: Toluveno

665ml; Tritén 335ml, para un litro). La sensibilidad del RIA fue de 6.25

pg/ml.

El cllcule de las concentraciénes hormonzles se realizd cen €l método
logit-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 logit de "y" :
donde "y" es la relacidon entre la unidn total y la unidén en presencia ce

la hormona fria, y la transformacién logit de "y" es Iln [y/100-y)).

4.6, Cdlulas de Timo Tratadas con Testosterona Durante el Cultivo.

A los 5 dias de cultivo las monocapas de cdlulas de timo, se trataron
con 10 ng/ml de testosterona durante 48 horas, el esteroide previamente
ge disolvid en un pequefio volumen de alcohol etilico y se agregd al
DMEM sin SBF. Posteriormente se recolectaron los medios y se trataron
con carbdn activado al 0.625% durante 10 minutos a 4 © C, con el fin de
eliminar la testosterona del medio. Pasado éste tiempo se centrifugaron
a 5,000 rpm por 10 minutos mds. Se recuperaron los sobrenadantes, se
filtf‘aron con filtros millipore de celulosa con una abertura de 0.22 um
(Swinnex-Gs), y finalmente rectificd el pH de los mismos. El MCT ast
tratado se agrogd al bioensayo de las cglulas de iesticulo (507 DMEM +
507%Z MCT). Los grupos experimentales que utilizamos se ilustran a

continuacidn:
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Medios Tratamiento con

carbdn activado

DMEH =
DMEM + .
DHMEH+Testo - +
MCT | -
MCT %
MCT+Testo +

4.7. Andlisis 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 realizé andlisis de varianza y utilizamos la

prueba de t de Student de dos colas.
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5. RESULTADOS

5.4. Cultivos de Timo y Piecl de 7 y 15 dias.

Al inicio de los cultivos de timo se observa una gran adbundancia ce
ctlulas flotando en el medio, pero conforme avanzan los dias de zultivo,
las c?lulas epiteliales se adhieren al sustrato de modo gque cuando es
cambiado el medio anterior por medio fresco se van eliminandollos
timocitos, ya que como se ha descrité (Kruisbeek, 1977 y Raedler,
1978) no se unen al substrato como lo hacen la mayoria de las clulas no
linfoides.

La confluencia celular de las cdlulas de timo se obtuvo hasta 103. 7
dias de cultivo, mientras que en piel la monocapa es completa a partir

del 5to dia de cultivo.

La micrografia 1-A muestra un cultivo de ctlulas de timo de cinco dias,
dénde se observan cdlulas con aspecto epitelioide de varios tipos que
forman en general un reticulo caracteristico. El tipo celular
predominante son ctlulas alargadas, con extremidades bifurcadas y un
rmcleo de mediano tamafio ubicado mds o menos centralmente. Ademds entre
las celulas reticuloepiteliales se encuentran algunas cslulas las
cuales han sido clasificadas por su apariencia morfoldgica como cdlulas
dendriticas (KamperdijKk, 1985), (ver la micrografia 1-B). A los {5 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 elulas dendriticas pero en escasa cantidad.

Los cultivos de piel fueron utilizados como testigos para obtener

.
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Micrografias {-A y 1-B. (B®lulas de timo de rata cultivado durante 5
dias. En la 1{-B se muestra la presencia de algunas ctlulas
dendriticas (CD). Toma en microscopio de luz y contraste de

fases, 1920X.
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Micrografias i{-C y 1-D. C8lulas de timo de rata cultivadas durante 15

dias. Microscopio de luz y contraste de fases, 1920X.

=B



su medioc condicionado y prokarlo en condiciones semejantes al MCT.
Desde €l inicio del cultivo, las clulaz de piel tenian una apariencia
fibroblastoide caracteristica, con citoplasma abundante y bordes
irregulares y una capacidad de adherencia al sustratc mucho mayor que
las «®lulzz de timo, (en la micrografia 2-A =se muestra un cuitivo de
piel de 5 dias y en la 2-B un cultive de piel de 5 dias). En estos
cultivos se muestran también colonias celulares de . apariencia
morfoldgica uniforme de tipo epitelinide conformadas por celulas

poligonales (micrografia 2£-B).
5.2. HMicroscopia Electrdnica de las Celulas de Timo.

Las c®lulas de timo al igual gque otros tipos de c?lulas epiteliales se
caracterizan por la presencia de filamentos interniedioszs de queratinas.
Estos filamentos se encuentran mis densamente organizados en las
estructuraz llamadas desmosomas, que son sitios de unién cdlula-cdlula.
Los desmosomas se prolongan hasta los espacios intercelulares creando

una fuerte unidn entre las ctlulas.

En el caso de 1los epitelios de timo los desmosomas no son muy
abundantes, pero son muy importantes y caracieristicos, sobre todo en
las zonas donde se realiza la unidn intercelular para la formacidn del

reticulo.

En las electromicrografias 3-A y 3-B de cflulas de timo se observa que
los tenofilamentos de queratinas se orientan alrededor de laz membranas

plasmidticas de ambas odlulas, tanto de la cara interna como de la
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Micrografias 2-A y 2-B. (8lulas de piel de rata cultivadas durante 5
dias. La micrografia fue tomada con microscopio de luz y

contraste de fases, 2720 X y 1920 X respectivamente.
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Electromicrografias 3-A y 3-B tomadas de c#lulas epiteliales del timo
de la rata, cultivadas durante 7 'dias. Las zonas obscuras
alrededor de la membrana plasmdtica son acumulos de filamentos
de querétinas. las cuales forman uniones llamadas desmosomas

entre las ctlulas vecinas.
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externa, donde ze lleva a cabo la unidn.

5.3. Efectos del MCT sobre la produccién de Testosterona de las (lulas

de Testiculo.

Cuando a las preparaciones de celulas testiculares =se les agregd MCT,
obtienido de monocapas de 7 dias dé cultivo, no se observaron cambios en
la produccién basal de testosterona. Sin embargo la respuesta de estas
ctlulas a la hCG@ se modificd significativamente, obteniendo una

inhibicidn aproximadamente del 264 de la seapuratn misma (Fig, &)

El MCF de 7 dias de cultivo, no produjo cambios en la secrecién basal
de testosterona, ni tampoco modificd la respuesta de las cflulas 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 reduccidn significativa
(P<0.05) de la produccién de testosterona en presencia de la hCG. Sin
embargo la disminucidn es menos importante que cuando se usd el MCT de 7
dlas en presencia de la hCG. La precduccién basal del esteroide no se

afectd por el agregado del MCT.

Cuando se utilizé el MCP de cultivos de 15 dias se produjo un aumento
significativo de la produccidn 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 hC@d es evidente ain cuando se resta la

produccién basal del esteroide (Fig. 9).
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Fig.8. Efecto de} medio condicionado de timo (MCT), obtenido de
monocapas de ctlulas timicas cultivadas durante 7 dias, sobre la
produccién de testosterona por las cdlulas de testiculo en
condiciones basales y bajo estimulo con imU de hCG. Las barras
vacias indican la secrecién basal y las barras rayadas la
secrecidon del esteroide ante el estimulo de la hCG. C, grupo
control; MCT, grupo que recibié medio condicionado de timo; y
MCP, grupo que recibié medio condicionado de piel. Los datos

expresan la media idesviacién estdndar, con (xxx) P<0.001 .
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Fig.9. Efecto del medio condicionado de timo (MCT), obtenido de
monocapas de clulas cultivadas d}lrante i5 dias, sobre la
produccién de testosterona por las cdlulas de testiculo en
condiciones basales y estimulada con { mU de hC@. Las barras

vacias indican secrecién basal de testosterona y las barras
rayadas la secrecidn de este esteroide ante el estimulo de la
hCd. (C) grupo control; (MCT) medio condicionado de timo; y (MCP)
grupo que recibidé medio condicionado de piel. Los datos expresan

la media * desviacién estdndar, con (x) P<0.05 y (xx) P<0.01 .
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5.4. Curva Docsis-Respuesta.

En la figura 10 se muestra el efecto cde diferentes concentraciones de
MCT obtenido dz cultivos de 7 dias sobre la produccién de testosterona
en las lulas de testiculo, en condiciones basales y estimuladas con
hCG. No se observaron cambios significativos en la produccidn basal de
testostercna del control ni del grupo tratado con el MCT. En los grupos
tratados con MCT y est.ﬁnulados_: simultaneamente con hCG se observé una
inhibicidn significativa de 1la produccién de testosterona, en
comparacidn con el grupc control estimulade con hCG. La mayor inhibicidn
se observd desde 100ul del MCT concéntrado (10:4); a partir de la cual
no hubo respuestz practicamente a la hCG. La -closia de inhibicidn del
50Z fue la de 50ul. En esta figura se muestra que la inhibicién de la
respuesta a la hCG por el MCT es dependiente de la dosis del medio

condicionado agregado al bioensayo.

5.5. Efecto de la Testosterona sobre las Monocapas de Células

Epiteliales de Timo.

La utilizacién del carbdn no parece modificar la secrecidn basal ni
estimulada de testosterona por las celulas del testiculo. Los Hedilos
condicionados de timo obtenidos de ctlulas tratadas por 48 horas con 10
ng de testosterona/ml de medio, no modificaron la produccién basal de
testosterona por las ctlulas de testiculo. Sin 'embar‘go todos los HMCT,
los que fueron tratados con testosterona y los que no fueron tratados,

produjeron inhibicidn en la produccién de testosterona cuando estuvo
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Curva dosis-respuesta del MCT.
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Fig10. Curva dosis-respuesta al medio tondicionado de timo (MCT)
concentrado (10:d4), obtenido de monocapas de oflulas epiteliales
de timos cultivadas durante 7 dias. El efecto de diferentes
dosis del MCT sobre la produccién de testosterona por las
células de testiculo de rata adulta, estimuladas con imU de hCQq,
se muestran en las barras punteadas. Los datos expresan la media
tdesviacidn estandar, con (x) P<0.05, (xxx) P<0.001

comparandolos con su grupo control (barras rayadas).
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prezente la hCd zobre laz cdlulaz de testicule (ver Fig.di).

En resumen con los experimentos preliminares presentados en este inciso
no se ha podido demostrar una modulacién de la produccién del factor
( o factores ) timico modulador de la funcidn testicular. Sera necesario

realizar otroa experimentos para obtener consideraciones mds certeras

sobre este punto.
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Fig.il. Efecto del medio condicionado de timo (MCT) obtenido de

clulas epiteliales previamente tratadas con 10 ng/ml de

testosterona por 48 horas, sobre la produccién de testosterona

por las cglulas de testiculo de rata en condiciones basales y

estimulanhdo con 1 mU de hCG. Los datos expresan la media *

desviacién estandar, (x) P<0.05 y (xx) P<0.01, comparando

cada grupo con su control (C).
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6. DISCUSION

Las modificaciones que realizamos a la técnica de cultivo con-slstio en
disociar completamente las lulas antes de la siembra, ésto facilité
que el cultivo estuviera mds rapidamente libre de la mayor cantidad de
linfocitss. En la mayoria de los trabajos reportados por otros autores,
se reporta la siembra de. trozos del tejido de timo (KruisbeeK, {97T;

Stimson, 1981; Cohen, 1986).

La confluencia celular de los cultivos de timo, se obtuvo airededor de
los 7 dias. Sato( 1976) reporta que los cultivos de cflulas de timo de
ratin consiguen la confluencioa en un tiempo semejante al que hallamos
nosotros, y en el caso de los cultivos de timo humano se logra hasta los

12 dias, (Cohen, 1986).

En nuestro laboratorio y en otros como el de XruisbeeK (1977),
Stimson (1981) y Cohen (1986), se ha observado gque 1las ceélulas
epiteliales constituyen la poblacién mds numerosa en este modelo de
cultivoe primario de timo. Las observaciones realizadas con el
microscopio electrdnico, de los cultivos de ctlulas de timo de 7 dias
obtenidos en nuestro laboratorio, muestran que exite un alto porcenta je
(90-95 %) de ctlulas que presentan propiedades caracteristicas de los

epitelios, es decir abundancia de tonofilamentos y presencia de

desmosomas.

Durante los dias de cultivo se examinaron las celulas de timo
diariamente y se distinguieron cuatro tipos celulares con

caracteristicas morfoldégicas diferentes. Unas presentaban forma

L]
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fibroblastoide de tamafic pequefio; otras eran de tamafio mediano con
largas prolongaciones citoplasmdticas y tendian a formar un reticulo
entre ellas; otras presentaban proiongaciones parecidas a las dendritas
neuronales. E]l dltimo grupo estaba formadoc por cctlulas pequefias 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 ademds fuercon perdidos cada que se cambiaron los medios de
cultivo; algunas de estas ctlulas también podrian haber sido clulas
epiteliales que se despegaron del sustrato. Las ¢lulas que predominaron
despiies de los 5 dias de cultivo fueron las ctlulas medianas de
apariencia reticular. Conforme fue aﬁmentando la poblacién celular en
las cajas, estas ctluias formaron monocapas con apariencias reticulares

(ver micrograflas {-C y 1-D).

Por trabajos realizadcs por otros autores se sabe que en el cultivo de
timo, ;a poblacién de fibroblastos e3 minima durante los primeros 10
dias de cultivo. XKruisbeeK (1977) comunica que la contaminacién de
fibroblastos en los cultivos primarios de dlulas de rata es minima, en
contraste con otros cultivos de ratdn, conejo y humano. Por ejemplo en
los cultivos de timo humano se hace prominente la contaminacion de

fibroblastos de los 13 dias en adelante (Cohen, 1986)

Observaciones de nuestros cultivos al microsodpio de luz y electrdnico
concordan con dichos resultados. Sin embargo serd necesario realizar

estudios adicionales para caracterizar completamente las poblaciones

celulares.
Como =2e mostrd en la seccidén de resultados, el medio condicionado
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obtenido de los cultivos de cdlulas de timo produce una marcada
inhibicién de la respuesta a la hCG por parte de las cdtlulas de
Leydig. Dado que a los 7 dlas de cultivo, de los timos disociados, el
mayor porcentaje celular estd representado por 1las cdlulas
reticuloepiteliales, se podria afirmar gque este tipo celular es el
responsable de la produccién y la liberacién de un factor (o faptores}

capaz de modular la produccidn estimulada de testosterona.

Con 1la ayuda de anticuerioos otros 1nvestigadores han logrado
identificar 1los tipos celulares responsables de 1la produccidn
de hormonas timicas y factores relacionados. Tal es el caso de 1la
timulina 1a_cual se ha localizado en las vacuolas de las células
epiteliales de corteza y médula del timo (Dardenne y cols, 1974; y
Schmitt, 1982). Estos mismos autores han observado que los cultivc;s de
- cdlulas epiteliales 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 c¢lulas reticuloepiteliales del timo que
cultivamos son las encargadas de producir el FT de 28 KD, que modula

la produccidn de testosterona en el testiculo in vitro.

El efecto del MCT se observa unicamente sobre la secrecidn 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 ctlulas de Leydig. Por los
resultados obtenidos con el factor +timico del fraccionamiento

cromatografico del extracto crudo acetdnico de timo, se puede plantear
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gue en el MCT ze encontraria una molécula zimilar que inhibe
competitivamente la respuesta a hC3 (Hiriart y Romano, 1986). Sin
embargo dado que el MCT es mds complejo no se pueden descartar otros
mecanismos de accién. Es importante hacer notar que estos cotros
probables factores activos no modifican la secrecién basal de

testosterona en este modelo.

El medio condicionado usado como control (MCP), obtenido de las céluias
de piel, o bien no tuvo efecto sobre la produccién de testosterona, o
bien estimuld marcadamente la produccidn de este esteroide en ambos
casos: basal y el estimulado con hCG, para el caso de los cultivos de 15
dias. Estos datos sugieren que el efecto del MCT es particular y gque ho
es el rasultado de incubar ctlulas de cualquier tipo, ya gque 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
condicionados, sea diferente cuando se toma el MCT de cultivos de
diferente edad sugiere que podria estar cambiando la poblacién celular,
o bien gue por alguna razn los tiempos prolongados de cultivo modifican
el comportamiento de las clulas involucradas en el efecto modulador de
la esteroidogénesis. Puesto que sabemos que .1 modelo de cultivo
utilizado, es una poblacién enriquecida pero no pura de células
reticuloepiteliales, nos parece mds probable que los cambios que se
producen cuando el cultivo avanza, podrian deberse a que como vemos en
el MCP producen un efecto opuesto. Este hecho podria explicar la

diminucién de la actividad del MCT que se qQbserva cuando se toma de
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cultivos de c2lulas de {5 diss de desarrollo in vitro. Estas
interrogantes podrian retomarse en el futurce trabajando con poblaciones

mds puras de las ctlulas del timo.

Puesto que las hormonas esteroides producen disminucién en la produccién
de los factorez producidos por el timo, esperdbamos que existiera
alguna alteracién del factor (o factores) gque modula la secrecion de
testosterona en el testiculo, por un mecanismo de retroalimentacién
entre el mismo esteroide y. lag células del timo. S8in embargo los
resultados preliminares expuestos en la figura 11 indican que la
testosterona a 1la concentracién de 10 ng/ml de medio no produce
cambios ni en las condiciones merfoldgicas de las cdlulas ni en la
actividad que tienen el factor en las clulas testiculares frente a la
hCG. El hecho de que an 10s medios condicionados tratados con carbdn no
desaparecid la inhibicion de la esteroidogenesis, indica gue a pesar
-del tr‘atamiento coni carbdn , el MCT conserva a la sustancia activa que
investigamos. La falta de respuesta de las monocapas al tratamiento con
testosterona podria explicarse por la falta de receptores celulares a
esta hormona; las clulas que nos ocupan podrian sin embargoe ser
sensibles a otras dosis 0 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 retroalimentacién entre el timo y el testiculo.
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CONRCLUSIONES

— El medio condicionado obtenido de cdlulas de timo en desarrollo
contiene un factor que inhibe la secrecidn de testosterona
inducida por hCG en las cdlulas de Leydig de rata adulta, sin

afectar la secrecidén basal de esta hormona.

- Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que las dlulas
reticuloepiteliales del timo son las encargadas de producir
el factor que modula la secrecidn de testosterona en 1as

cdlulas de Leydig.

- El medio condicionado de piel no produce inhibicién en la
produccicn de testosterona, por el contrario estimula la
pProduccidn de dicha hormona cuando es tomado de cultives de 15

dias.

- La testosterona a la concentracidn de 10 ng/ml de medio en las
adlulas de timo, no produce cambios aparentes en la produccidn
Y/o 1a actividad inhibitoria del MCT que inhibe 12 produccidn

estimulada de testosterona en las ctlulas de Leydig.
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GlosArio de palabras clave,

- Bioensayo de cflulas de testiculo, consiste en mantener "in vitro" a

las cdlulas durante un periodo corto (2 horas en este caso), y hacer el
estudio de su actividad bioldgica (en este caso cuantificamos la

testosterona producida).

- Cultivo Primario, es agquel donde las ocdlulas cultivadas, fueron

extraidas del drgano del animal integro.

- Desmosomas, estructuras caracteristicas que se encuentran entre las
uniones de los epitelios. Estan formados principalmente por proteinas

como las queratinas y desmoplaquinas.

- Gcfnadas. glAindulas sexuales (testiculos/ovarios), las cuales
secretan hormonas que regulan el desarrollo y maduracién de las ctlulas
germinales, asi como tambié¢n el desarrollo de los érganos sexuales

secundarios y el comportamiento sexual del individuo.

- Gonadotropinas, hormonas peptidicas cuyos érgano blanco son las

gonadas.

- Hipéfisis, se encuentra en el cerebra y la cual es responsable de
secretar varios tipos de horménias peptidicas que regulan, entre otras,

las funciones las oflulas del pancreas, gonadas, tiroides, etc.

- Hormonas Timicas, producidas por el timo, las cuales juegan un papel

muy importamnte en las sefiales de regulacién y maduracién de las ocdlulas

que forman el sistema inmune humoral y el celular.

- Involucién Timica, fendmeno en el cual se lleva acabo un

-



reemplazamiento del tejido linfoepitelial del timo por tejido adiposo,
conforme avanza la edad. Los factores que la regulan ain no se han
determinado concretamente, pero existen muchas evidencias de que puedan

ser, entre otros, los esteroides sexuales.

- Leydig-cdlulas, son cdlulas testiculares pertenecientes al tejido
insterticial, las cuales son las encargadas de producir y secretar

testosterona, fundamentalmente.

- Linfocitos T, cdlulas pequefias las cuales maduran en el timo, se

encargan de la inmune mediada por cdlulas, y regulan la inmunidad

humoral.

- Linfoepitelial, tejido formado por epitelio y ctlulas linfociticas.

- Medio Condicionado de Timo, medio obtenido de monocapas de ctlulas

Ya desarrolladas, despies de 7 o 15 dias que son sembradas.

- Medio de Incubacidn, medio obtenido de la produccidn y metabolismo

tejido fragmentado, los cuales han sido incubados por un periodo corto

de tiempo (horas).

- Radioinmunoandlisis, técnica de investigacién, en la cual se

utilizan sustancias radiactivas (iones, proteinas, esteroides, etc.)
para estudiar y cuantificar cantidades muy pequefias de substancias que

participan en los fendmenos fisioldgicos.

- Reticulo-epitelial, caracteristica de las ocflulas epiteliales

timicas, las cuales tienden a formar redes tridimencionales entre ellas.
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