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RESUMEN 

El Timo es una gU.ndula endkrina que deseftlpet"la una func:iOn 

ijDQor-tante en el sistecaa inmunolOgico. 

Se ha detnostrado que una -fracc:iOn proteica derivada del timo de 

rat.a prepú.ber. obtenida por filtraciOn lhfllecu1ar. modula la producciOn 

de testosterona en ~lulas de testtculo de rata adulto "in vitro"'. La 

frac:c:iOn U mica tiene un peso 9;0lecular de 28 Kd e interfiere con la 

uniOn de la ~ 1-gonadotro-fina coriOnica humana (htG> a su receptor 

en dichas cct lulas. 

Se prepa~ un honteqenado de ti•os de ratas Wistar machos 

de 14 di as de edad en presencia de 'fi!ni 1-caeti 1- sulfonil-fluoruro 

<PHSF> O.OllRM • el cual se centrifuq6 a 26 OOÓ g y luego a 62 000 g. 

El sobrenadante: se proc~ en una columna de Ultrogel ACA 54 que se 

equilibro previa11.ente con NaCl O.lm/Tris 50 mH a pH 7.4. La -FracciOn 

obtenida de aproMill'lada.mente :SO Kd. se inyecte a una columna de 

cromatograff a de afinidad <Heparina-Se-faros.a CL 6B>. Para eluir las 

prote! nas adsorbidas Sft enaplearon soluciones de fuerza iOnica 

creciente. La actividad antigonadotrO.fi'Ca de las diTerentes Tracciones 

se probO en un bioensayo de células de testt culo \.n vitro. La cantidad 

de protet nas se determir:5 por el ~todo de Lowry. Finalmente. mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil 

sulfato de sodio <.OSS> • se caracterizaron las diferentes bandas 

proteicas obtenidas de la columna de a-f1nida.d. Algunos geles se 

realizaron en presencia de 2-naercaotoetanol. 

Se obser\'6 Que la actividad antigonadotrO.fica de la protet na 

t! m¡c;a no se altera desc:u.'1s de los pasos efectuados; logrAndose una 

pur1-r1caci6n de 144 veces con resgec;to al hornogenado. 11.edido en 

té nn1nos de la actividad esp~ fica de la ft·acciOn c.orresoondiente. El 

avance en la ourificaci~n se confirmó en la electroforesis, en donCe 

se encont.r~ u.na reducc1~n del rCcDero de bandas en los pasos sucesivos 

utilizados en el pt"oceso de purificaciOn. 
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INTRODUCC IO~l 

Las especies animales incluyendo al ser hUmano, presentan un 

sistema irutt.1nolOgico que es vital para la supervivencia. Este sistema 

inmunitario participa en la derensa ante la invasiOn de patOgenos y el 

rechazo a células e:<trafias. 

La respuesta inmunitaria engloba los TerOmenos que resultan de la 

interacci6n de e~ lulas e5Ped .f-icas del sistema inmunitario con un 

anti geno. Ca1to resultado de esta interacciOn aparecen células que 

participan en las respuestas inmunitarias celulares, al igual Que 

células que sintetizan y secretan inmunoglobul1nas. En este enunciado 

esU establecido lo que se conoce COfnO dualidad del sisteina 

inmunitario, lo cual incluye dos eecil.nisRtOs diTerentes: 

a) Inmunidad celular: iaediado por células, esta Tor111a de inmunidad 

es la causa del rechazo a células extral'ías y de la resistencia 

infecciones. virus y hongos. 

b) Inmunidad humorah· depende de la 'S!. ntGSis de anticuerpos por las 

d lulas plasodticas ca.o respuesta a la acci6n de un anti geno. 

El componente principal celular de estas respuestas es el 

linfocito. Durante el ·desarrollo embrionario el lin.f:ocito adquiere su 

di-ferenciaci6n en el ti.a rudimentario para dar origen a los 

lin-Focitos T. debido a. c~tc proce~m el timo es considerado Organo 

linfoide primario. Los ganglios linf~ticos v el bazo son estructuras 

dependientes del timo. ya que en la etapa mis tardt a de la vida fetal 

(momentos antes del naci•iento), son colonizados por das poblaciones 

de linfocitos, una población que depende del timo y la ot.ra del tejido 

linfoide del intestino <Stanley, 1975). 

Esta i=unciOn debe ser controlada para evitar patologt as como las 

enfermedades autoinmunes y lD'D procesos inflamatorios excesivos. Otros 

sistemas del organismo, entre ellos el endrOcino. participan del 

control de la respuesta inmunitaria para que resulte e-fectiva y no 

da.Pie al suJeto. 
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ESTRUCTURA DEL TI HO 

El timo e9 un Organo linfoide central, situado en la porciOn 

superior del mediastino anterior a nivel del mango esternal, y 

representa un papel fundamental en la inmunidad eediada por c6lulas 

<Ham.197Ss Roitt, 1900>. 

El timo es una. gU.ndula bilobular rodeado de una ~psula de 

tejido conectivo la>eo. Se organiza en una serie de lObulos 

constituidos esencialmente de una red de e~ lulas epiteliales las 

cuales forman paquetes agregados de linfocitos. Cada lObulo estA 

dividido en lobulillos por tabiques fibrosos; en la periferia de cada 

lobulillo· se encuentra la corteza la que rodea la caédula centt'°al. La 

primera esU. constituida de células epiteliales tipo y células 

dentrt ticas reticulares. La médula esU constituida de ~lulas 

epiteliales tipo I, II III. macr6.fagos, células dentñ ticas 

interdigitales y corpO.sculos de Hassatl. La .figura 1 nos muestra los 

tipos celulares y las estructuras que componen al retl culo tI mico. Las 

e§ lulas epiteliales se clasi-fican de acuerdo a sus caractert sticas 

mor.folOgicas en tipos I, II y III. CNabarra y Andri"anarison, 1987). 

Células epiteliales tipo I. Se encuentran en todo el Timo, y 

tamblftn se conocen como c§lulas epiteliales clásica~. Presentan 

rilcleo oval con cromatina dispersa: el citoplasfQa es claro con una 

.fina matriz de .fibras. 6ste contiene cuerpos densos de tono.filamentos. 

organelos y vacuolas con gr~nulo~ densos. En cuanto a su .funcUin, 

estas células eMpresan antígenos de histococpatibilidad, son cnuy 

importantes para que los tht0citos adquieran diversas -funciones 

iruMJnolfigicas. No se han observado indicacione~ de actividad 

.fagod tica en estas ~lulas. 

Células epiteliales tipo 11. (Laberinto vacuolar). Se encuentran 

9510 en la ~dula del Timo. Son globulares, ovales y mis voluminosas 

que las del ~ipo I. Su riicleo es claro con escasa cromatina: el 
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citoplasma es moderadamente densoi al compararlas con otr"as células 

presentan la particularidad de que en el aparato de Golgi se 

encuentran sacos dilatados. Las vacuolas esUn constitut das por 

microvellosidades parecida~ a la secciOn de una esponja. Estas células 

laberl nticas muestran partl cu las de virus que coníinmente infectan 

ratones. Son células que probablemente secretan -factores y hormonas 

U micas. 

~lulas epiteliales tipo 111, también conocidas como células 

con cavidad intracitoplasm.1ticas. Se encuentran en la ltddula, son de 

.forma oval y suelen ser muy escasas. El n:Jcleo es ex~ntrico, presenta 

una cromatina clara y grumos en menor proporciOn en la periferia; el 

citoplasma suele ser mis denso que el de las células OOGcritas 

anterioratente. Su particularidad Sís notable es la presencia de una 

larga cavidad redonda. la cual ocupa una extensa parte de su 

citoplasma. Se considera que éstas células tienen una Tunci!Sn en la 

producciOn de .factores ti micos y sus cavidades son centros de 

almacenamiento. Mandel <1970>, observ6 que la diferenciac:iOn de este 

tipo de c~lulas ocurre relativamente tarde en la ontogenia murina del 

timo por lo cual suQiere que es la representaciOn de un 

embriol6gico de epitelio .farS ngeo, que testiTica el origen 

del ti.a. 

vestigio 

branquial 

Corpasculos de Hassal 1. En general se acepta, que son estructuras 

degenerativas. tturray y Woods <1967>, y otros como Mandel ( 1968), 

proponen que en estas l.reas es donde se enc:uentran los 

lisados y que representan el ¡¡itio de deGtrucci6n 

lin~ocitos 

de clonas 

prohibidas. Algunos autores tienden a considerar que estas¡ estructuras 

i~tervienen en la regulaciOn de la proti-feraciOn celular, en la lisis 

de ti mocitos y .;,tras dtlulas ti micas (Hood y col. 1984). 

Las células dentrtticas. conocidas como interdigitales, presentan 

localizaciones espect ficas en el timo. Ambos tipos de cl!lulas se 

derivan de los precursores hematolinfoidP.S de la ~dula Osea. Est~n 
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involucradas en la presentaciOn de anttgenos v comparten-esta .funci6n 

con los macrO.fagos CHood y col. 1984). 

Cavidades c1 sticas. Se cree que éstas estructuras son vestigios 

de la paratiroides y que se adhieren al timo durante el desarrollo 

embrionario <Dunay C; citado por Nabarra y Andrianarison, 1987>. 

DESARROLLO DEL TIMO 

El Timo es de origen endo~rmico y meso~rmico; proviene de la 

tercera y cuarta bolsas .fart ngeas. El endodermo anterior con ectodermo 

adherido penetra al mesodermo para iniciar la TormaciOn del timo. El 

rudimento del tieoo se separa y migra hacia la cavidad del tOraK para. 

localizarse en la cavidad pleural. Durante su migraciOn es invadido 

por lin.foblastos. precursores de los linfocitos T, que se originan en 

el tejido hematopoyOt1co de la ~dula Osea. Durante el desarrollo 

embriolOgico del timo. los precursores de las células T se organizan 

dentro de la capa cortical, que tiene un grosor de 2 a 10 células, y 

se agranda a medida que las células se dividen para generar los 

diTerentes tipos de linTocitos (Hood y col. 1984; Bockman y 

Kirby, 1985). 

El desarrollo del tejido lin.foide parece ser un 
dependiente del timo U1iller. 1962; Parrot y col. 196ál. 

dos caminos en los cuales el timo in-fluye el 

linToide periférico: 

proceso 

Se postulan 

tejido desarrollo del 

a> El timo genera linfocitos que miQran al tejido periffrico. 

b) El timo produce un .factor di.fusible el cual induce el desarrollo de 

linTocitos "n •Llu en el tejido linToide periférico <Weissman y col. 

191>7>. 

Cuando el timo madura estfi. constituido de un 991. de linTocitos. 

Bajo condiciones normales el 5% de linfocitos t! micos iie divide. el 
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SS/. de estos linTccitos est1n en la capa cortical y 10% son linTocitos 

medúlares. 

Los linfocitos T al madurar adquieren una especializaciOn que 

cumple un papel muy importante en el sistema inmunitario. Hay 

diTerentes tipos de• linfocitos T, clasificados con base a la funci!ln 

que real izan y a las mol~culas que se secretan en la superficie 

celular <Roitt. 1993): 

1) ~lulas Ta (citotOxicas/supresoras). Se re-Fiaren cO lulas 

efector-as que el tminan cG lulas extraf"ias (ej: otros linfocitos). Esta 

funci6n la realizan cambiando la penneabilidad de su membrana. AdelM.s 

suprimen directamente o por v1 a de -factores supresores la TuncilSn de 

otras células Cej. suprimen la .función de las cO lulas T4). Los 

precursores de Ostas ~lulas son activados por antI genes. 

2> Células T4 (ayudadoras/amplificadoras>. Constituyen una tercera 

parte de la poblac:i6n de las d lulas T; est:in programadas para 

ampli-Ficar la TunciOn de otras c~lulas (linfocitos B, otros linToc:i~os 

TO macrOfagos), participando en su proliTeraciOn y diTerenciaciOn. 

Adem1s activan molAculas de clase II en cultivos de linfocitos y 

amplifican la prolif=eraciOn y diferenciaciOn de las células Ta. Si las 

cQlul<'ls se estimulan producen una variedad de sustancias solubles 

<ej. interleucinas). 

3) Células T (asesinas naturales>. Intervienen en la eliminaci6n 

inespect Tica (no necesitan ser activadas) de células transformadas y 

cO lulas infectadas por virus. 

4> COlulas T responsables de la hipersensibilidad tardl a CTh). 

En la pubertad el timo- disrairKJye considerablemente de tamal'l:o en 

respuesta a la 1 iberaciOn de hormonas esteroides adrenales 

gana.dales en ambos sexos CHood, 1984). En el hambre alcanza un peso 
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mii><imo de 20 a 37 g, posteriormente sufre un proceso involutivo 

sustituyendo gran parte de su parOnquima. por tejido conjuntivo y 

adiposo disminuyendo su peso a 6 g a los 75 anos. 

FUNCION DEL Tll10 

El t1mo juega una funciOn importante en el sistema. inmune. La 

amplia gama de trastornos del sistema inmunitario puede clasi.ficarse 

.en grupos: 

U Estados de def-
1

iciencia inmunitaria. 

2> Reacciones de hipersensibi 1 idad. 

3) Enfermedades autoinmunitarias. 

4) Pral iferacianes anormales y neoplasias que nacen en el sistema 

inmunitario <Stanley, 1975). 

La tabla l resume algunas de las funciones del timo y los 

des6rdenes relacionados o de.f=iciencias ti micas. 

El desarrollo arOmalo del timo en la etapa embrionaria puede dar 

como resultado at! mia O de.ficiencias··combinadas del timo con otras 

estructuras de origen embriolOgico <gUndula paratiroides, arco 

aórtico). pr·oduciomdo un.:i v.:iri~doid d~ diversos st ndromes como el de Di 

George. 

Las anomal1 as pueden clasifica1·se en con~nitas. hiperplasia y 

neoplasia. Entre las anomaH as con~nitas tenemos el S1 ndrome de 

DiGeorge, en el cual no hay timo <agenesia). Puede presentarse una 

hipoplasia con falta o disminuciOn notable en el nOme1·0 de lin.focitos 

pequef'l:os. como ocurre en la alinfoplasia t1 mica <Si ndrome de Good> y 

en la agamaglobulinemia de tipo suizo. La hioerplasia ti mica causa 

aumento del volumen de la gU.ndula, debido a la aparición de nuevos 

foH culos 1 infoides. En cuanto a las anomalt as causadas por 

deficiencia inmunolOgica se han descrito diversos si ndromes como la 
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ataxia- t·elangted:.asia. ·dei=iciem:ia de. Ig A. entre otros <Stanley, 

1975). 

La remociOn completa del timo en ratones durante el pert odo 

neonatal induce generalmente diversos 51 ndromes. Estos incluyen 

di!ficit en la ganancia de peso, deterioro de las condiciones fl sicas, 

deficiencia de linTocitos (expresada por una reducciOn en la poblaciOn 

de c~lulas linfod ticas de los Organos linfoides y sangre peri.férica>, 

deterioro de la capacidad inmunolOgica y muerte que se conoce colflo 

SS: ndrome da desgaste <Cross y col. 19ó4). 

El timo produce una gran cantidad de -factores y hormonas que 

muestran actividad inmunolOgica. Para investigar 6sta posible TunciOn 

de -factores ttmicos humorales se utilizan injertos de timo obtenidos 

de ratones <1 a. 8 cri: as de edad>. y se implantan subcuta.neamente dentro 

de una cAmara Millipore a ratones timectomizados neonatalmente. Los 

resultados mue.atran que d stos animales presentan una rec:uoerac:i6n de 

la capacidad inmunolOgica, por lo que se demuest,.-a que la implantación 

d~l tejido tt mico en animales timectomizados neonatalmente previene o 

hace reversible los cambios en el tejido lin.foide y evita el s1 ndrome 

de desgaste <Trainin. 1974). 

El e.fecto de las hormonas tI micas en el sistema lin.foide 

hipotQticamente puede darsa a tra~s de la. estimulacH5n de la 

linfopoyesis, por inducci6n de inrnunocornpetencia en 1 i.n-focito!i 

circulantes, o pdr la ac:ci!Sn simulUnea de ambos mecanismos. Adem.1s 

de otros~ se sugieren dos -factores ti micos; un -factor que estimular! a 

la linfocitosis y otro -factor que induciYt a la competencia, capaces de 

actuar independientemente (11etcal.f=. 1964; Miller. 1965; VLtnis y col. 

191.4). 
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Tabla 1. 5t ndromes cu nicos causados por displasia del timo 

<Luckey y col. 1973>. 

FUNCIONES NORl1ALES 

DEL TIMO. 

Desarrollo de competencia 

inmunolOgica. 

RegeneraciOn de competencia 

inmunolOgica. 

Mantenimiento de competencia 

inmune. 

Regulación de la. actividad 

en~crina relacionada con 

el sexo. 

ProducciOn de -factor estimu

lante de la ~dula Osea. 

ProducciOn del -factor hipo

glucemiante. 

Producción del -factor de 

permeabilidad. 

ProducciOn de un -factor 

inhibitorio de la trans

misión muscular. 

1l 

MANIFESTACIONES PATOLOGICAS 

DE DEFICIENCIAS. 

S1 ndrome de de-ficiencia 

inmunolOgica. 

Enfermedades autoinmunes. 

Neoplasia relacionada a 

la -falta de reconocimiento. 

No presenta. 

Timoma, amaglobul inemia 

con aplasia eritroide. 

Hipogluce¡:i,i&1. en leucemia. 

Reacciones de hipersensi-

bilidad retardada. 

Hiastema grave. 



f:JTIPO 1 

EITIPO 11 
E'ZJTIPOlll 

CÓpaufa 

r . . 
~ 
u 

~ 

1 
Esquema de la parte epitelial del rett culo tl mico. Ee representan 

~lulas epiteliales tipo I, II y III; asf como los corpC1sculos de 

Hassal (CH> v la cavidad et stica <Ct<>. 

Fig.1 

<Nabarra y Andrianarison, 1"i'B7>. 
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RELAC:ION FUNCIONAL TIMO-GONADA 

Se ha establecido en forma expet"imental ciue el timo. glAndula 

principal de la inmunidad, es también un Organo endOcrino importante. 

La relaci6n entre el timo y las gónadas fue confirmada en 1969 por 

Nizhizuka y Sakakura. Estos autor·es reportan que la timec:tomt a 

neonatal <Tx> en el ratOn hembra provoca la muerte a consecuencia del 

si ndrome de desgaste. La timectom! a entre los 2 a 4 ctt as de edad trae 

como consecuencia una alta frecuencia de disgenesia ov:irica, 

caracterizada por una r~pida disminuciOn en el nt'.imero de ovocitos, con 

subsecuente disminuciOn de .foU culos y cuerpos lCiteos. Cuando la 

timectomi a se realiza a los 7 das de edad no interfiere en la 

morfogénesis del ovario. 

Los cambios en las qOnadas se asocian con reducidas 

concentraciones ~ricas de Hormona Luteinizante .<LH>, Hormona Fo U culo 

estimulante <FSH> y Hormona de crecimiento <GH>. El Otero del rat6n 

t imectomi za.do no se encontrO hipopU.sica y presentaron cambios 

atróficos en los ToU culos después de remover el ovario disgeo1tico. 

Se encentro histol6gica:nente una alta masculinizaciOn de la glA.ndula 

submandibular en el raton timectomizado. 

Evidencias e>eperimentales indican que el ovario disg~nico del 

ratOn timectomizado .funciona bajo el control hormonal de la hipOTisis. 

Estos resultados sugieren que dicho ovario, con predominancia de 

células intersticiales y estroma ov.1rico,. tiene una TunciOn endOcrina 

alterada que puede ser la responsable de la ciasculinizaci6n de las 

gl.1ndulas salivales que se observa en el raton timectomizado. En 

eTecto. estudios real izados "n v"t.ro sobre la conversiOn de [ 3H] 

pregnenolona a andrOgenos demuestran que la masculinizaciOn de la 

gl.1ndula salival se debe a altet·aciones metabOlicas del ovario 

disgenético. que es cap~z de -formar grandes cantidades de andrOgenos 

en comparación con el ovario control (Nishizuka, 1973). 
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La disgénesis ovA.rica en ratones timectomizados puede prevenirse 

mediante el trasplante del timo de donadores singanicos o por 

inoculación de células disociadas del timo, del bazo o de l infonodos .. 

En estos Organos <a e><cepci6n de la n~dula Osea), se encuentra la 

poblaciOn celular, capaz de prevenir la disgenesia. Estas cl!lulas se 

supone derivan del timo; en el raton timectomizado hay ausencia de 

dichas células en el bazo v en los linfonodos (Sakakura, y Ni!:ihizuka 

1971: Nishizuka y Sakakura, 1971). 

En el ratón macho timectomizado <realizado a los 3 df as de edad) 

se presenta desarrollo normal del test( culo y de Organos asociados con 

el aparato reproductor. Los testl culos e><aminados histol6gicamente no 

presentan anormalidades en las etapas de la espermatogénesis o en la 

morfologl a de las ca lulas de Leydig.. Las ves! culas seminales eran 

normales en apariencia y no se encontraron cambios en las gU.ndulas 

salivales <Nishizuka y Sakakura, 1969> w Sin embargo, macho y hembra 

son predominantemente in-fértiles (Hattori y Brandon, 1977). 

En el ratón hembra COOCJ~nicamente att mico de genotipo recesivo 

homocigoto rou/N.J <nude), e><iste un.a deficiencia en el nQmero de 

foU culos y generalmente desapariciOn del cuerpo lOteo <Shire y 

Pantelouris, 1974). Otros estudios demuestran que ademts su observa 

retraso en el desarrollo puberal. caracterizado por disminución en la 

producción de gonadotrofinas, apertura vaginal retardada y disminuciOn 

en la fertilidad (Besedovsky v Sorkin, 1974; Rebar y col. 1980). 

En el estudio histológico de los testt culos del ratón macho nudo 

se observa qlle a los 20 cll as de edad el rtlmero de células de Leydig 

est& disminuido y adem1s presenta disminuciOn en la fertilidad. A tos 

40 d1 as de edad hay desarrollo de tabules semird Teros con extensos 

grupos de células de Leydig esparcidos en el tejido intersticial 
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testicular. A esta edad no se puede detectar diferencias morfolOgicas 

o histolOgicas en el tejido del testt culo y la espermatogl!nesis 

es normal. Estos 1·esultados est.in relacionados con la secrecitin de 

gonadotrofinas. ya que se observa que en la etapa previa a la 

maduraciOn sexual hay una marcada disminuciOn de LH y FSH. y a los 40 

d!: as la LH tiene su mixima concentraciOn que persiste en los adultos. 

La concentraciOn de testosterona es marcadamente reducida a los 20 

d1 as de edac! y a partir de los 30 di'. as la concentraciOn es elevada. 

<Lintern-Moore. 1975 a>. 

La disminuci6n en la concentraciOn de gonadotroTinas se puede 

prevenir con trasplantes de timo en el di a del nacimiento <Rebar y 

col. 1980L 

Por otro 1 ado, se ha demostrado que en ratas hembra Wistar 

desp~s de '50 d! as de la timectoml a neonatal <reali::ada 12 horas 

desp~s del nacim1ento). se produce disgénesis ov~rica caracterizada 

POI"! a> reducciOn en el n:imero de foll·culos primordiales, primarios y 

secundarios por degenerac10n; b) hipertrofia e hiper·pla!it.:i de células 

intersticiales; e> proliferaciOn de tejido conectivo intersticial, 

constituido por fibrocitos; d) presencia de vest culas dentro del 

cuet-po lCi.teo: e) ausencia, destrucciOn o ambos del cuerpo lOteo por 

proliferaciOn de tejido conectivo intersticial. 

En ratas macho Wistar timectomizados en la etapa neonatal ( 12 

horas después del nacimiento> se observa que a los 130 di as de la 

cirugi a presentan atrof-ia en los test:!: culos~ 

pequeftos tCi.bulos semin1 feros, situados en 

caracterizado pon a) 

la porciOn central 

periférica o ambos. que contienen cG-lulas de Sertoli y un n:Jmero 

reducido de espermatogonias. ausencia de espermatozoides y grandes 

espermatocitos vacuolados. No se encontr!5 infiltraciOn de células 
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1 inf=od ticas en el estroma y las c~ lulas de Leydig son 

tHattori y Brandon, 1977: Hattori y Brandon, 1979) .. 

nc:·males 

En resumen, los estudios con ratas timectomizadas neonatalmente 

sugieren que el timo modula ta funci6n reproductiva y secreta una 

variedad de ~ptidos los cuales afectan la secreciOn de las hormonas 

reproduc:t i vas. AdemS.s se ha demostrado que las hembras desarrollan 

anticuerpos contra ovocitos CTaguchi y col. 1980). Taguchi y 

Nishizuka (1981>, mostraron en el macho la presencia de anticuerpos 

contra espermatozoides. 

Calzolari <1898) fue el primero en a-firmar que el timo de conejo 

se atro-fia m.1s lentamente en los animales cast1--ados. Posteriormente 

Chiodi (1940) demostrO que el e-fecto de la castraci6n se pod't a 

revertir con la administraciOn de andrOgenos. 

Castro <1974) observa que la orquidectomi a en ratones prepúberes 

Balb C (4 a 6 semanas edad). causa hipertrofia del timo, l.:t. cual 

m.1xima un mes desp~s de la cirugt a. Al realizar un estudio 

histoll5gico del timo en estas condiciones se observa aumento en el 

tamafío de la corteza y la m1 dula, con incremento de la poblaciOn 

celular. Cuando la orquidectond a es postpuberal < 10 a 12 semanas de 

edad), el tamafto del timo aumenta y el peso del lin-fonodo y bazo es 

menor a los cambios que se presentan cuando se real i:ta la cirugt a 

prepuberal; a los 3 meses de la cirugt a la masa del 1 in-fonodo es muy 

grande en relaci6n a los controles. La gonadectomI a en ratones a-fec:ta 

la respuesta a los antI genes originando cambios en la produccil5n de 

anticuerpos. La capacidad para rechazar injertos aumenta, siendo 

mayor el rechazo cuando el injerto es de piel; ésta respuesta puede 

prevenirse mediante la administracil5n de andrOgenos. Estos datos 
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sugieren que los andrOgenos deprimen la respuesta inmune mediada por 

por células y que la remoc:i6n de esteroides las activa. Por otro lado,, 

cuando en los ratones se realiza de manera simul U.nea la orquidec:tomr a 

y t imectomI a se observa que no hay rechazo al injerto de piel <Castro, 

1974 b>. Adem.is previene la hipertrofia de los ganglios lin.fA tices,, 

ésto indica que los efectos de la orquidectomt a sobre los ganglios 

fueron mediados a traWs del camino tl mico <Castro, 1974 a>. 

Se sabe que el timo se atrofia progresivamente a partir de la 

pubertad y la funciOn que se considera importante retrocediendo 

hasta hacerse mi nima o nula en la etapa adulta. En ratas Wistar el 

timo se atrofia a la edad de 12 a 15 meses. Al real izar la 

orquidectomf a a ratas Wistar de esta edad se observa que el timo 

restaura en tamaf'(o 30 di as despuOs de la cirugt a .. El Organo regenerado 

es multilobular idantico a un timo de rata pCibet· <Greenstein y col. 

1986). 

Desde el punto de vista histol6gico el Organo de los animales 

mencionados anteriormente aparece normal, presenta una corteza y 

~dula dei=inidas,, vascular izadas y llenas de timocitos. La 

regeneraciOn del timo despu~s de la· orquidectom1 a es inhibida por 

testosterona <T>. la cual se administl"a pot" implantes subcut!ineos de 

una clpsula de liberaciOn prolongada que produce concentraciones 

~ricas de T dentro de los rangos fisiolOgicos. TambiOn se obsei-va que 

hay un aumento de tamaHo del timo a las 10 semanas despOOs de realizar 

la orquidectoftlf a; el agrandamiento del timo es inhibido por T. Estos 

resultados tienen importantes implicaciones en el .funcionamiento del 

sistema inmune durante el envejecimiento y las enf"ennedades, adem.1s de 

su importancia en la -fisiologl a del sistema inmune y enti':icrino 

<Greenstein y col. 1986). 
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EFECTO DE LAS HORMONAS ESTEROi DES SOBRE EL TIMO 

Existen evidencias en las que se demuestra que los esteroides 

gon~~ales y adrenales ejercen una importante influencia sobre el 

desarrollo y la funciOn del timo (Boc:kman y Kirby, 1985; Castro, 

1974). 

Es importante destacar que la acciOn de los asteroides sobre el 

timo es mediada par receptores esped -fices para estas hormonas 

<FuJii-Hanamoto y col. 1985; Sakabe ..,. col. 1986; Grossman, 1984). Se 

han descrito receptores a glucocorticoides en la bolsa de Fabricio 

<Sullivan y Wira, 1979) y a andr6genos <Pearce y col. 1981> y 

estrtigenos en timo <Screpanti y col. 1982). Estos son receptores 

espec:r .fices que muestran gran afinidad por sus l igandos; se les 

encuentra en el citosol de la i'racciOn epitelial del timo. El receptor 

a estrOgenos esU. presente en la cobaya y otras especies. En cuanto 

los estr6genos se sabe que modulan la funci6n inmune y afectan la 

morfologl a U mica, su efecto parece ser m.is crl tico durante el periodo 

prenatal y neonatal (Screpanti, 1982). 

Cuando se administra estradiol (E2) a cobayas pref'ladas (36 a 68 

d1 as de gestaciOn) y se obtienen les timos fetales, se observa 

que en el primer d1: a de tratamiento el Ez no modifica el tamafro del 

lObulo U mico, corteza O mOdula. En cuanto a la poblaciOn celular hay 

una disminuciOn en el rúmero de células linfoides de la corteza. Los 

efectos estro~nicos <reducción en tamaf'l'.o de 16bulos tt micos y 

disminuci6n en el A.rea linfoide cortical), aparecieron despu6s de 2 

el[ as de tratamiento, siendo similares cuando ~ste se prolonga. Adem.1s 

se observa que el Ez modifica la c.ompartamentalizaciOn del receptor 

para estrOgeno en el timo <Screpanti, Gulino y Pasqualini, 1983). 

Se concluyO que el Ez afecta a la subpoblaci6n celular 

localizada en la corteza subcapsular tt mica .. La respuesta inducida por 

Ez sobre el desarrollo del tim.o durante la vida Tetal es antagonizada 
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por el antiestrt1geno llamado Tamoxiffn 

Pasqualini. 1983). 

(Sc:repanti, Gulino y 

Grar1des c:antidades de progesterona producen también atroi=ia del 

timo en ratas •acho, sin embargo dosis moderadas por 30 di as no causan 

ningún e.fec:to. <Dougherty, 1952). Se sabe que en ratas, los andrOgenos 

inducen involuciOn del timo <Sasson y Mayer; citado por Grossman y 

col. 1983). En el timo de estas se han encontrado receptores a 

dehidrotestosterona <DHT>, l!ostas se encuentran localizados en las 

c6lulas retl culo-epiteliales.. Grossman y colaboradores 11983). 

demostraron la pr'esencia de un receptor a DHT de alta a.finidad y 

espec:i.ficidad para el tejido ti mico humano. Los receptores para DTH, 

se encuentran en los compartimientos citoplastrático y nuclear .. 

En otro estudio experimental se mostrO que tanto la T como la 

DHT tienen actividad antiglucocorticoide en timo de rata <Sasson y 

Mayer; citado por Grossman, y cnl. 1983>. El rec:eptor a DHT tlmico 

humano puede .formar parte de los des6rdenes autoinmunes del sistema 

mediado por cO lulas. como es el caso del lupus eritematoso sistOmico 

y artritis reumatoide. Por· otro ·lado, 

administraci6n de DHT no al ter a el 

1>e ha demostrado que la 

peso del timo ni las 

concentraciones de andr6genos en ratones machos controles (6ro=-sa1an y 

col. 1CJl83). Sin embargo, la administraciOn de esta hormona a aniinales 

castra.dos, previene la hipertroi=ia del timo e incrementa 

signiTicativamente el contenido tt mico total del receptor a andrógenos 

(Pearce y col. 1981). 

Stimpson y Crilly (1981>, confirmaron que los esteroide6 1.n v~lro 

Ez, T, corticosterona, y no progasterona modulan la Sl!Crec:iOn de 

.factores inmunorreguladores. Se han realizado estudios sobre 

receptores citosOlicos a estr6genos en el timo de la rata. en el que 

se caracterizan las constantes de asociaciOn y disociación. el nCimero 
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de sitios de uniOn y el _efecto del estradiol sobre dichas sitios 

<Horgan y Grossman, 1985) • 

AISLAl1IENTO Y PURIFICACION DE HORl10NAS Tll1ICAS 

Estudios realizados con extractos tt micos con diferente grado de 

pureza sugieren que las funciones inmunes del tima se llevan a cabo al 

menos en parte por factores humorales <Goldstein y col. 1970; Law y 

Awnew, 1906). 

Entre las diversas preparaciones parcialmente purii=icadas las más 

estudiadas 50n: fraccil5n 5 de la timosina, factor tt mico X, 

timoestimulina., factor timico humoral, timopoyetina, -Factor Umico 

sarico y factor t!mico home6statico <Dates y Goldstein <1984). Una de 

las preparaciones de la hormona del timo fue preparada por primera vez 

y a partir de ese momento se le designa el nombre de timosina 

<Goldstein y col. 1966). La purificación y la determinaciOn de las 

propiedades qui micas .f=ue realizada por Goldstein en 1972. 

Las fracciones obtenidas de la timosina disminuyen la incidencia 

de la enfermedad de udesgaste" en el raton tim.ectomizado prenatalmente 

<Asanuina y col .. 1970>, y facilitan el desarrollo de la respuesta 

inmune .ediada por cO lulas, incluyendo la capacidad de cO lulas 

huOspedes para aceptar injertos (Law y col.. 1968), e impiden el 

desarrollo de tumores despuOs de la inoculacil5n con virus del sarcoma 

de Haloney <Zisblatt y Goldstein, 1970> .. 

Ademls, se han aislado a partir de extractos crudos del timo 

diversos carbohidratos, ll pi dos y prote! nas 

actividad biolOgica CGoldstein y col. 1970>. 

determinaciOn de las propiedades qui micas de 

homogOneas que tienen 

La puriTicac:iOn y la 

la timosina, fueron 

realizadas por Goldstein en 1972. La actividad biolOgic:a de esta 
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hormona se realiza mediante un ensayo de formaciOn de roseta. el cual 

permite determinar la dependencia del timo de las c~ lulas linfoides. 

La actividad biolt5gica de la timosina se encuentra en una protet na 

hom5genea de peso molecular de 12 600 daltones. En experimentos 

reportados por Klein y colaboradores (1965>, se observa que el 

homogenado de timo estimula la linfoeitopoyesis y la incorporacit5n de 

precursores radioactivos al DNA, en linfonodos de conejos adultos. 

Por otro lado Bach y col. <1971>, demuestran que la timosina puede 

restaurar la población de cO lulas sensibles a azatioprina cuando se 

agregan a suspensiones de c~lulas de bazo de rat6n timectomiz.ado. 

Estas células sensibles a timosina estln presentes en el bazo en 

l"'timero adecuado y reQuieren sólo de la influencia enó5crina de la 

gU.ndula del timo para convertirse a células activadas; estas e@ lulas 

sensibles a t1mosina esU.n también en la ~dula Osea. 

La timosina puri-ficada parcialmente (fracción 5) contiene 

orate! nas estables al calor con pesos moleculares que esUn entre el 

rango de 1200 y 14 000 daltones. En 1975 fue estandarizada la fracciOn 

5 de timosina. a partir de ella se han realizado purificaciones y 

caracterizaciOn de ~ptidos· hormonale<5 ·que han sido aislados del timo. 

Cuando se analiza por enfoque isoeléctrico la fracciOn 5 de timosina 

revela la presencia de varios componentes en la preparaciOn. Las 

pali~ptidas se dividieron en tres regiones: La región a contiene 

poli~ptidos con puntos isoeléctricos abajo de :;.o. la regiOn B entre 

5.0 y 7.0 y la regiOn r arriba de 7.0. Estos a la vez se subdividen en 

ru.. az, B, S.., Bz. El subt ndice es usado para designar los 

polipOptidos de cada región tal como fueron encontrados <Hooper y 

Goldstein. 1975>. 

Timosina ao Es el prime_. polip~ptido activo biolOgicamente en 

la amplif1caci0n de la inmunidad de células T (Low y col. 1979; Ahmed 

y col. 1979), y también es activo modulando la expresiOn de la 

detiox inucleotidil transferasa terminal <TdT>. Fue aislada por 
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cromatograi=t a de intercambio iOnico; su peso molecular es de :sioe 
daltones. compuesto por 28 residuos de amino1cidos y con un pl de 4.2. 

El amino terminal es bloqueado por un grupo acetil. Estudios de Freire 

y col. <1978>, sugieren que esta timos~na es producida por el timo 

como parte de una protet na grande de peso molecular de lb 000 

daltones. 

Timosina S.: Es el primer polip~ptido activo biolOgicamente de 

la región (1 completamente caracterizado <Low \' col. 1981). Fue aislado 

por cromatograf! a de intercambio iOnico. Est.5. compuesto de 43 residuos 

de amin~cidos, con peso molecular de 4 982 daltones y un pl de 5.1. 

Esta mol@cula induce la expresi6n TdT en células de ~dula Osea, Ln 

vi.tro e ln vwo. Ademis, incrementa la actividad TdT en timocitos de 

ratones inmunosupriinidas; también actaa en dlulas linfoides e influye 

en estados temprano.s sobre la maduraci6n de linfocitos dependiente del 

timo <Goldstein y col. 1981). 

Timasina 71 Fue aislada usando la misma técnica de las 

Tracciones anteriores. Esta Tracción es altamente .5.cida, con un pl de 

alrededor de 3 .. 5 y esU libre de cat·bohidratos y U pidas; tiene un 

peso molecular apro>eimado de 2 200 daltones. Demostró ser un potente 

inductor de ciiolulas supresoras <Goldstein y col. 1981> y c~lulas T 

1narcadoras <Ahmed y col. 1979). Por otra parte, se han aislado 

.factores con actividad .. Uaaico humoral'" de la sangre y los tejidos. 

Estas preparaciones que incluyen la fracci6n 5 de la timosina son: 

Factor T1 mico )( <~Xl, Timoestimulina, Factor n mico Humoral <FTH>, 

Timopoyetina, Factor Tl mico Sllrico <FTS> y Factor T! mico HomeOstatico 

<FTH) (Goldstein y col. 1991). 

Factor Ti mico X: Pol ipOptido con FM. de 4 200 daltones, 

restaura la sensibilidad a la azatioprina del ensayo de rosetas en 

cOlulas de ratones adultos timectomizados, incrementa en san9re el 

n:lmero de cOlulas linfoci ticas y recupera la hipersensibilidad 

retardada u• vwo <Aleksandr'ohi1cz y Skotnick, 1976). 
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Timoestimul ina: Estudiada por Falchetti y c:oL <1977), es una 

mezcla de polipé'ptidos. Induce marcas y .funciones especl .ficas en 

linfocitos Ten animales y en pacientes inmunosuprimidos; estimula la 

producciOn de interferOn en las mismas especies. 

Factor TI mico Humoral: polipéptido de peso molecular de 3 200 

daltones. pl de s. 7. Un homogenado crudo de timo bovino se centrifuga 

a 105 000 g por una hora; se obtiene el sobrenadante activo v se 

encuentra que restaura la respuesta inmunolOgica del raton 

timectomizado. Esta respuesta no se observa en animales deprovistos de 

timo Que son inyectados con el m:lsculo de ternera o de rii"i!Sn 

preparado por similares procedimientos. Asl mismo se demuestra que al 

aplicar inyecciones de .factor t!mico huraoral se restaura la capacidad 

de las cO lulas 1 infoides de ratones timectomizados neonatalmente, para 

inducir en v~vo esplenomegal ia. <Trainin y col. 1967). 

Timopoyet1na: Durante el aislamiento de ~sta hormona a partir 

de timo bovino suroieron dos poli~ptidos timopoyetina I y II de peso 

molec:ular de 7 001) daltones; c:!stas son consideradas 

que inducen la di-ferenciaciOn de· ·protimocitos a 

hormonas t{ micas 

timocitos. La 

especi-ficidad en la inducciOn de la di-ferem:iaciOn de células T y no 

de c:é lulas B. sugiere que es una ho1·mona fisiolOgicamente indu-:tora en 

el timo, ya que sus e-fectos de bloqueo intramuscular no se presentan 

con extractos de otros tejidos. Su aislamiento se realiza por 

cromatografl a de -filtración molecular· y de adsorciOn CGoldstein y col. 

1975). Se considera activa sOlo una .fracciOn, esU. .formada por 49 

re!iiduos. peso molecular de 5 562 daltones con pI de 5. 7 y secuencia 

determinada. <Goldstein y col. 1981 >. 

Factor Tl mico HomeosU.tico <FTH> 1 Su constituciOn qu! mica es aan 

desconocida. Se eluye de la columna de hidroxiapatita y se divide 

arbitrariamente en 4 subfrac:ciones durante la eluciOn. éstas fueron 

bioensayadas separadamente por el né todo de Comsa <Berna.i-di y Comsa, 
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1965J. Se supone que es un glicopéptido de 1 800 a 2 500 daltones1 

su tamaHo se estima por ultracentrifugaciOn (Luckey y col .. 1973>. En 

cuanto a sus efectos TisiolOgicos, suprime las consecuencias del 

deterioro ocasionado por la timectomr a en cobayas pOberes, y restaura 

la hipersensibi 1 idad en ratas timectomizadas CComsa. 1973).. En el 

aislamiento de las hormonas ti micas, Hetcalf (1959) utiliza un ensayo 

modiTicado por €! l mismo, en donde usa la relación radio L/P 

(linfoc:ito/polimorfo>, para aislar la hormona llamada estimulante de 

linToc:itos <HEL>. De ésta se han obtenido los poli~ptidos LSH h Ch de 

Hand). y LSH r <r de Robeyl, con peso molecular de 10 000 y 80 000 

daltones respectivamente, ambos estables al calor. Estos compuestos 

participan en la producciOn de anticuerpos y eritrocitos e inducen 

linfoc.itosis. Se aisla por precipitacil5n can sulfato de amonio y 

cromatograf'I a usando una columna de Sephade>< <Luckey y col .. 1973). 

HORMONAS ClUE ACTUAN SOBRE LA FUNCION TESTICULAR 

Las c€!lulas de Lcydig son células altamente diferenciadas para la 

st ntesis y secrecil5n de andrógenos. Las enzimas participantes en la 

esteroidogénesis 5e encuentran en las mitocondrias y el citoplasma. El 

_estado diferenciado de los organelos de las calulas de Leydig ast como 

la inducciOn y manteni11iento de las enzimas esteroidogénicas está bajo 

el control tr6Tico de la hipO-fisis (Catt y col. 1980>. 

El control de la produce ion de esteroides por las e.O lulas de 

Leydig depende de la acción de las gonadotrofinas. La secreciOn de la 

LH mantiene la TunciOn esteroidog§nica de las células de Leydig, éste 

eTecto se realiza a tra~s de la interac:ci6n con receptores 

espect fices en la superficie celular, que ! levan a la subsecuente 

estimulación de la produce.ion de AHPc:. La regulaciOn positiva de 

receptores membranales v de la e5teroidogénesis es causada por 

incrementos -fisiolOgicos en la hormona end6gena : una mayor elevación 
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en las concentraciones circulantes; de gonadotroTinas oca.Giona 

reoulaciOn neQativa de receptores homOlooos y desensibil izaciOn de la 

respuesta en las cOlulas blanco <Catt y col. 1980; DuTau y Catt 

1978 y Duhu y c:ol. 1984> 

La Prolactina modula los efectos de la LH en la célula de Leydig 

potenc~ando el efecto de esta hormona en parte a través del control 

del n:liaero de receptores a LH <Chan y col. 198 l >. 

La FSH. probablemente • través de efectos a nivel tubular induce 

la producciOn de factores y hormonas en el tabulo y juega una funciOn 

importante en la diferenc:iaci6n de las células de Leydig. Se ha 

observado oue la FSH induce receptores a LH e incrementa la capacidad 

esteroidogénica del testl culo y que ambas producen un e.fecto 

sin11rg[ stico en la función testicular. Adem.ls, la FSH induce cambios 

en la funciOn de los macrO.faQ?S del testl culo (Yee y Hutson, 1985). 

La producciOn de andrógenos por la célula de Leydig es importante 

en el control de la esperruatogénesis y en muchos aspectos de la 

funciOn epididimal (Dufau y col. 1984). Asimismo, la testosterona 

in-fluye en la di.ferenciacióii de !OS·· cordones testiculares y del 

5i5tema productor de asteroides de la cO lula de Leydig tYee y 

Hutson. 1985). 

ACTIVIDAD ENDOCRINA DEL TIMO 

Se ha postulado que las interrelacione& entre el sistema inmune y 

reproductivo tiene eTectos bidireccionales entre gónadas y timo. 

Un factor que se encuentra en el timo con peso raalecular de 28 000 

daltona11 es capaz de inhibir la producciOn da T inducida por la 

hormona oonadotr1Htna cori6nica humana <hCG> en una suspenst5n de 

cOlulau de Leydio -.n vU.ro (Pedernera y col. 1986>. 
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Hi r iart y Romano 11986). investigaron la actividad 

antigonadotrl5.fica de una .fraccil5n del timo sobre los receptores para 

hCG en cO lulas de L.eydig .. El polvo acetOntco obtenido de timos de rata 

Wh•tar de 14 df as de edad es separado poi'" croinat09raff a de 

<filtraciOn • Una .fracci6n correspondiente a 27 000 - 28 000 daltones 

que fue llamado .factor U mico <FT>, compite con la Ctr.1 IJ-hCG por 

el receptor en testt culo; G ste e.fecto es 

an.1lisis de Scatchard se derDOstrO que la 

dosis dependiente. Por 

inhibiciOn es de tipo 

competitivo. El valor de Ka (constante de asociaciOn> disminuye en 

presencia del FTJ no se detectaron cambios significativos en el n<lmero 

de sitios receptores. 

Por otra parte se estudi6 el e.fecto del atedio de incubación de 

timos de ratas Wistar mac:.hos prer;iúberes <HIT> sobre la secreciOn de la 

LH y FSH a partir de c~lulas cultivadas de hipO.fisis y se enuentra 

que con el HIT se incrementa la libet"aci6n de la LH y FSH inducida por 

LHRH, sin modi<ficarse la secreciOn basal en el caso de la FSH y adefl\3.s 

esti1nUla la secrecian de la LH, aunque liste efecto es de menor 

magnitud que el anterior. En relaci6n a la secreci6n de FSH no se 

observa nlngCin cambio significativo en un medio de incubac.i6n de 

rirtOn. U1endoza y Roeano, 1985). Por otra parte se ensayO sobre las 

11isinas e~ lulas el e-fecto de las fracciones obtenidas por cromatograff a 

en columna <Ultt·ogel ACA 54). Una de estas <fracciones de peso 

•olecular de alrededor de 28 000 daltones potenci• la respuesta a 

LHRH, produciendo un increti01ento signi<ficativo en la secreciOn 

estimulada de l• LH y FSH <Hendoza y Romano, 1989) .. 

Para el estudio de la influencia del timo sobre el .funcionamiento 

del ovario, so nral izaron experimentos en los que &e midieron las 

concentraciones de P, Ez v T,. en el 11edio de incubactan de ccHulas de 

ovario obtenido de ratas en proeatro .. Las cOlulas Si& ditipersaron con 

colaoenau y &e incubaron durante tftN1PD5 variabl•s con y 11in <factor 

tt l'lico cbteni• ndo .. la secreci6n b•••l v la estimulada. can hCG. L.os 
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resultados permiten afirmar Que el .factor tl mico inhibe la se-:recHin 

estimulada de estas hormonas por el ovario siendo la P y la T las m.1s 

afectadas por el tratamiento <Aguilera y Romano, 1989). 

Recientemente se ha demostrado que el medio de incubación de timo 

obtenido luego de incubar estos órganos en medio nutritivo contiene 

al FT que inhibe la liberación estimulada de T en las células de 

Leydig <Reyes y Romano, 1989) .. 

t1art1 n y Romano <1993), demostraron que una población enriquecida 

du células epiteliales de timo de rata neonatal secreta al l!'ledio una 

sustancia que modula la secreciOn de T en cO lulas de testr culo del 

.factor t1 mico. 

Recientemente Porras (1988), llevO a cabo la purificaciOn parcial 

del FT. usando dos mGtodos de purificación.. El primero es por 

.filtración molecular y columna de a.finidad. El segundo se realiza 

obteniendo primero la protet na mediante precipitación con sulfato de 

amonio y luego por cromatografl a de afinidad. Los resultados muestran 

que de los dos métodos, el ~s recomendable es el primero, ya que la 

purificaciOn e-a mayo,.. .. El gél nativo ... rñliestr.1. una banda Onica cuando se 

aplica la fracción m5.s pura que es del orden de nanogramos, por lo que 

esta banda se hace evidente al utilizar la técnica de impregnaci6n de 

plata (Sammons y col. 1981>. 

METDDOS DE PURIFICACION DE PROTEINAS 

La purificación de protet nas se puede llevar a cabo utilizando 

los mOtodos cl.5..sicos considerando las ventajas y desventajas que tstos 

pueden presentar. La proliferaci.On de técnicas cuya e-ficiencia ha sido 

demostrada para la separación de protet na, a menudo hace difl ci 1 la 

elección del mdtodo adecuado <Jacobi, 1971' Morris y Morris, 1963). 
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Las propiedades relevantes de la mOlecula a separar nos da un 

indicio de la elecci6n del mOtodo. Adeni.ts se debe considerar 

cuestiones pr~cticas tales como la complejidad del aparato y la escala 

sobre la cual se va a efectuar. Consideramos aqul los que se 

detallan a continuaciOm 

U Cromatografl a de afinidad. 

Ml!todo ampliamente utilizado en la purificaciOn de protef nas, se 

basa en el reconocimiento biolOgico de algunas secuencias de residuos 

o bien de alguna determinado estructura <Lowe C.R. 1977>. 

En forma general la cromatografl a de a-finidad involucra un enlace 

covalente del ligando a un soporte sOlido. Si un homogenado cr:udo 

una suspensiOn proteica es pasada por una columna de afinidad, las 

macromole~culas que interact.G.an esped ficamente con el ligando serán 

retenidas. Estas moléculas pueden ser elui das espect f'icamente de la 

columna mediante la adici6n de un ligando al amortiguador de 

equilibrio o mediante el uso de sustancias que interfieran con la 

uniOn 1 igando-protet na tales como sales de distinta -fuerza iOnica 

<Farooqui, 1980 ) • El proceso de este tipo de cromatograff a depende 

ampliamentE! do las condiciones usadas en los experimentos o 

de las interacciones bioUu;¡icas. La croaatografl a de a.f"inida.d es 

una separaciOn que · presenta ventaja sobre otros métodos de 

puri-ficaciOn por su alta especificidad U1ulder y col. 1979). 

Por este ~todo han sido puri.ficados una gran cantidad de 

protet nas tales como enzimas lnhibidoras de las mismas hormonas de 

naturaleza glicoproteica, receptores de membrana y del citosol 

<Mulder, 1979 Gospodorowick y Chang, 1984> ª Katchalski-Katzir 

0981> • describe el reconocimiento de una molOcula proteica en 

tOrminos de complementaridad, especificidad y din.\m.ica. 

29 



1.- Complementaridad: EsU. revelado por: a) la observaciOn de la 

interferenci.a. entre una enzima y su sustrato. de un anticuerpo y su 

correspondiente anU geno o entre dos prote1 nas: b) las formas de la 

enzima y sustrato o anU geno y anticuerpo esU. dado por una 

interferencia de paquete cerrado con agujeros internos; e> 

.a.pareamiento de grupos cargados opuestamente siendo importante por 

razones de especificidad. 

2.- Especi.ficidad: EstA. dada a través de interacciones favorables 

entre un ligando y un soporte sOlido a.ltamonte espect .fice, compuesto 

por esta union: a) la naturaleza de las fuerzas interat6micas dan 

ciertas Tuerzas en la especificidad; b) los sustratos cargados pueden 

ser t-econocidos con alta especificidad desde la uniOn entre cargas 

contrarias que son favorables para la interacci6n, porque dichas 

fueyzas entre cargas disminuye. 

3. - Din.\mica: Est~ dada por 109 siguientes puntos: a> el movimiento de 

los itomos es consecuencia inescapable de la energ'( a termal 

temperatura ordinaria; bl el reconocimiento preciso ocurre a pesar del 

movimiento atomice; c) en ciertos casos la din1raica puede jugar una 

funciOn constructiva permitiendo un a.c::c:eso 'de los sustratos a los 

sitios activos que son bloqueados en la estructura est~tica; d) bajo 

cpndiciones apropiadas alteraciones conformacionales pueden ocurrir en 

pr-otm nas y otros biopolt meros. 

II> Cromataoraff a de TiltraciOn. 

La cromatograff a de filtraciOn es un método de separación que se 

basa en la discriminación por el tamaffo molecular <Fischer. 1977; 

Osborn. 1972). 

Este ~todo separa sustancias de acuerdo a su tamaf'io molecular; 

de este modo las grandes saldr!n primero, mientras que las pequeffas se 
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retienen. La resina que se utiliza no posee carga eléctrica, lo que 

impide el intercambio iOnico. 

El proceso de separaciOn en una cromatograft a de .filtración en 

gel para propOsitos pr~cticos pueden e>eplicarse mediante el siguiente 

esquema : 1.- Las molftc.ulas son llevadas a la parte inferior del lecho 

' cromatogrAfico por el f=lujo del 11 quido entre las partl culas del gel; 

2.- Las moléculas grandes por impedimento estérico son incapaces de 

penetrar en el interior del grl.nulo del gel y viajan a la misma 

velocidad que el ll qui do de eluciOn; 3.- Las moH~culas pequefías pueden 

penetrar al grAnulo del gel; las moléculas que se encuentran en el 

interior de los gr~nulos se encuentran en un estado estacionario; 

4.- La velocidad promedio del Tlujo es inversamente proporcional al 

tiempo que permanece el polielectrolito en el espacio entre los 

gr~nulos del gel. Las mol~culas pequef'las en consecuencia viajar:ln a 

menor velocidad • 

La matriz del gel en la cromatograff a generalmente no causa 

desnaturalización de las protel nas durante la cromatogra.fl a. 

Con la cramatografl a de TiltraciOn se ha conseguido resolver 

algunos problemas como la desataciOn de soluciones de protet nas. y 

otras sustancias de peso molecular alto y la determinaciOn de los 

pesos moleculares de macromoléculas. particularmente protef nas.. El 

lecho cromatogr~-fico usualmente no necesita regeneraciOn y puede ser 

usado por anos, sieinpre y cuando se eviten las alteraciones que puedan 

causar la contaminaciOn microbiana <Fischer, 1977). En -forma general, 

el leche cromatogrS:fico esU. Terma.do por partl culas pequeflas 

usualmente empaquetadas en un tubo; estas partl cu la& se eKtienden en 

una capa sobre un soporte sOlido. El espacio entre las partl cu las es 

ocupado por un U qui do que .fluye a través del gel. La Tase 

efitacionaria retarda el progreso de las moléculas mediante la 
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generaciOn de diTerentes velocidades. Para muchos grupos de sustancias 

se encuentt"a una c.orrelac.10n entre el peso molecula.·· y el volumen de 

eluciOn; y en la prS.ctic.a el volumen de eluciOn es determinado por la 

masa molecular, este ~todo es explicado por Flodin (1962>. 

De acuerdo a ese rrétodo el coeTiciente de particiOn del soluto 

entre las Tases del gel v la Tase U quida es determinado por eTectos 

e-at~ricos. El model1J explica el comportamiento de eluciOn de muchas 

sustancias, sin embargo se ha observado ciertas excepciones. Algunos 

sustratos se retienen -Fuertemente lo que di-ficulta su eluciOn; dentro 

de estos sustratos esU. n las sustancias arom!ticas. mol~culas 

org!nic.as hidrofObicas, aniones inorg.inicos y cationes cuya eluciOn se 

retarda por efectos de interacc.iOn hidrofObica (Fischer, 1977>. 

I 11) ELECTROFORESIS EN GEL. 

Por otro lado si se desea separar una mezcla de protet nas es 

conveniente la aplicaciOn de un an1lisis electrO'forético que 

proporcionara. informaciOn acerca de las caracterl sticas de los 

elementos constituyentes de· dicha mezcla <Davies. 1964>. 

En la elec:troToresis los componentes cargados migran separándose 

en un campo elOctrico a diTerentes velocidades, que san gobernadas 

principalmente por la carga y por la Tuerza del campo elGctrico 

<Takacs, citado por Istvan Kerese, 1984). 

El gel de acrilamida est.1. .formado de largas cadenas de acrilamida 

tCH:z•CH-CO-NHz) y al adicionar la N-N•-meti len-tiisacri lamida .forman 

matrices de poliacrilamida por el efecto de polimerizaciOn (Fawcet y 

Hort"is, 1977>. La mezcla del monOmero con un agente de 

entrecruzamiento, la bisacrilamida, se polimeriza a tra~s de un 

proceso de D><idaciOn. A tr'a~s de la concentraciOn y pureza del 
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morómero se pueden determinar propiedades de firmeza y transparencia 

al tiempo de la polimerización (Takacs; citado por lstvan Kerese, 

1984). 

Para que se lleve a ·cabo la polimerizaciOn es necesario la 

existencia de radicales libres que se inician con agentes oxidantes 

como el persulTato de amonio o per6Kido de hidrógeno, en ausencia de 

oK'l geno atmosffrico, cuya función es la de terminador de cadena. 

Desp~s de dicho proceso, las moléculas que se siembran pasan a través 

de la malla de gel, cuyos orificios pueden tener diferente tamaf'io y 

forma (Charambach, 1969). 

Elec:trgfgresis go .Q!t! .Qg pol iacri lamida. La electroforesis en gel 

de acrilamida es un ~toda sencillo y econ!)mico que requiere de muy 

pequet'ias cantidades de muestra <0.1 mg si se trata de extracto crudo y 

0.005 mg si es protet na pura). Afortunadamente. al menos con 

protel na.s, las interacciones tales coma la adsorci6n en el gel son tan 

raras que las mezclas de toda clase de prote1 nas incluyendo histonas y 

nucleoprote'l nas pueden ser separadata satisfactoriamente <aplicación 

analttica Davies, 1964>. 

1> Amortig'-!adores apropiados para la electroforesis en gel .. 

Para obtener un resultado satisfactorio en la se¡:iarac16n 

electro-forética de tipo zonal, en la cual los constituyentes del gf!l 

esta.n en presencia de muchas otras moHculas que no son de inter~s, es 

importante mantener el pH uniTorme, al menos en la parte del gel en la 

cual ocurre la separaciOn. Asimismo, es importante elegir un sistema 

amortiguador adecuado para la electroforesis. 

ii> Caractert sticas del gel anaU: tico. 

Las caractert sticas del gel residen en: 1.-la variación 

controlada del tamaf'ío del poro con el objeto de incrementar la 
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resoluciOn de iones basado en las diferencias dimensionales y 2.- Un 

paso electroforético para la concentraciOn de la muestra en una zona 

inicial previa a la separaciOn electroforético en'tre st. 

DeterminaciOn de peso niolecular por geles de acrilamida-DSS. 

El detergente dodecil sulfato de sodio <DSS> disocia prote1 nas en 

sus cadenas polipeptl dicas constituyentes. La electroforesis en gel de 

poliacrilamida en presencia de 055 separa las cadenas polipept1 dicas 

de acuerdo a sus pesos moleculares. El Mtodo es .fidedigno y 

reproducible y los resultados que se obtienen dentro de un rango de 

pesos moleculares de 15 000 a 200 000 daltones son generalmente muy 

aproximados a los obtenidos por otras técnicas. La movilidad de una 

cadena polipeptt dica durante la electro.foresis en gel con DSS depende 

primariamente de sus pesos moleculares <Weber y Osborn, 1975>. 

De acuerdo a los estudios realizados se han establecido di.ferentes 

concentraciones adecuadas para los di.ferentes rangos de pesos 

moleculares. Se sugiere que se obtiene una buena separaciOn para 

rangos de pesos moleculares entre 10 ·ooo -·70 000 daltones con gel 

una concentraciOn del 101.; entre 25 000 - 200 000 daltones con una 

concentraciOn del 5% y una conc:entraciOn del 3. 3% permite la 

separaciOn de componentes de altos pasos moleculares; hasta de 

1 000 000 daltones. Los geles conteniendo 15'1.. de poliacrilamida se 

sugieren para pesos tnoleculares menores de 50 000 daltones .. 

El valor constante de movilidad electro.for6tica en gel DSS indica 

que el complejo de la protei na DSS actúa de tal manera que su 

movilidad libre es independiente de carga y tamaft:o <Peacock y Dingman. 

19bBl. 

Estudiof» d.:.? una variedad de di.ferentes proteinas, indican que 

existe un alto nivel de uniOn de éstas al DSS. La medida de uniOn al 
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DSS indica que el porc:entaje de OSS como cno~mero libre o coma micelas 

varl a con la fuerza iónica y que la unUin depende de la c:onc:entraciOn 

de equilibrio del morómero y no del DSS total (Pitt-Rivers y 

Impiombato. 1968). Las relaciones establee: idas empt ric:amente entre 

movilidad electroforatic:a y peso molec:ular de cadenas polipeptt dicas 

en el c:omplejo protet na-DSS son : 1.- La carga por unidad de masa es 

aproximadamente constante y 2.- El radio de carga eTectiva para el 

coe-ficiente Triccional es aproximadamente constante e independiente 

del peso molecular .. Esta tOcnic.:i es particulc'lrmcnte Citil para el 

an!lisis de si!»ternas multiconformados tales como complejos 

enzim.iticos, virus y membranas los cuales son a menudo diflciles de 

disociar por otros f!'étodos. Las protet nas separadas en DSS pueden ser 

sujetas a una caracterización posterior, eluyendo de los geles las 

cadenas polipepU dicas separadas. La eluciOn de s6lo una parte de gel 

produce generalmente nanomoles de los componentes individuales. Estas 

cantidades de protet nas pueden ser suficientes pat·a un an.\lisis de 

aminOO.cidos y carboxilo terminale!:i o para la caracteri2ac:Uin de 

fragmentos de bromuro de ciarógeno <Weber y Osborn, 1975>. 

Sin embargo, pueden presentarse algunos problemas con esa t~c:nica 

en los siguientes casos: 1.- Unión anormal al OSS; 2.- Contribuc:iOn de 

la carga neta intrl nseca de la protel na; 3. - Protel nas de bajo peso 

molecular y 4.- Presencia de enzimas proteoll tic:as <Tung y Knight. 

1971l. 

IV) ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA-DSS Y AGENTES REDUCTORES 

Como se mencion6 anteriormente las protet nas de peso moleculat· 

alto tienen una mayor influencia sobre las prote! nas ms pequei'ias.. En 

estas prote1 nas la carga intrt nseca y la conformaciOn de pequef'ias 

cadenas polipeptt dica¡¡ pueden ser ms importantes en su movilidad 

sobre geles con DSS, que para el caso de protet nas mayores. Si se 

incrementa la concentraciOn de .bisac:rilamida y se agrega urea 8 M los 
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resultados parecen mejorar~ ya que las uniones por puente de hidrOgeno 

desaparecen en solwc:.iones que contienen una alta com:entrac:.iOn de 

urea. Adem.is el agregado posterior de agentes reductores como 

2-mercaptoetanol 5eguida de un agente al qui lante como yodoacetamida o 

a.cido yodoace!tico. previene la -formaciOn de puente5 disul-furo en la 

separacil5n electroforética y de esta manera se hace posible la 

obtenciOn de subunidades <Weber y coL 1972; Weber y Osborn, 1975>. 

TinciOn del gel. 

a> Técnica de azul de Coomassie. El azul de Coon1assie es cn.1s sensible 

que otr05 tintes como el amino negro <Weber y col.. 1972). El uso 

de tinciOn seguida de la destinci6n del gel o.frece m:ixima 

sensibilidad .. Una técnica aás ra.pida pero de menor sensibilidad de 

tinciOn fue descrita por Charambach y col. (1967>; en este 

procedimiento el gel se sumerge en azul de Cooir.assie con a.cido 

tricloroacético,. el colorante actaa sobre sitios de la prote1 na, por 

lo que se dice que es relativamente insoluble en esta solucilSn. Si 

esU. presente bastante protet na en cada banda. aparece despuós de un 

procedimiento corto de tinción y no ~ar-.5. n~cas01r io un procedimiento 

deste'fidor. 

bl Técnica de nitrato de plata. Con el objeto de mejorar la resoluc:ii:!in 

de la tinciOn se utiliza el método de impregnac:i6n de plata pilra el 

cual se requiere que el gel est~ completamente destef'íido. Esto se 

logra mediante dos pasos da alc:ohol-ac~tico que se aplican luego de la 

tinciOn con Coomassie Y previo a la tinciOn completa (Sammons y col. 

1981>. 

DestinciOn de gel. 

Para destefhr el gel se utiliza la misma soluciOn de la t~c:nic:a 

de azul de Coomassie, pero sin el colorante <Shapiro y col. 1967). 
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DETERMINACION DE HORMONAS POR RADIOINl'IUNOANALISIS IRIAl. 

El RIA esU basado en el principio de QUe el ant1 geno no marcado 

compite con el anti geno marcado por el sitio de un16n del anticuerpo. 

Los datos desconocidos se comparan con una curva esta.ndar derivada de 

diluciones da una qrntidad conocida de anU geno puro. La sensibilidad, 

especificidad y precisiOn del ensayo estAn dados por el anticuerpo. La 

sensibilidad del RIA depende de tres factores: especificidad, afinidad 

y maneja del anticuerpo (Benade,. 1982). 

BIOENSAVO EN CELULAS DE LEVDIG in vi.lro. 

Esta tOcnica ha sido empleada como bioensayo de preparaciones de 

LH y hCG puri-ficadas, as{ como de sus subunidades. y de gonadotrofinas 

radioiodinadas. Mediante esta técnica se obthme una población 

enriquecida en c~lulas intersticiales o de Leydig. Se utiliza 

colagenasa para la dispersi6n de las có lulas ya que durante la 

investigaci6n de mecanismos de acc~On de gonadotrafinas sobre células 

de Leydig, se ha demostrado la ei=iciem:ia de esta enzima para 

dispersar las ce!lUlas intersticiales de la rata sin alterar la 

secreciOn esponU.nea de testosterona y sin dai"íar los receptores de 

gonadotrO'finas (DuTau y col. 1974>. 

DETERMINACION DE PROTEINAS POR LA TECNICA DE LOWRV. 

Desde 1922 este ~todo fue propuesto por Wu, usando Tolin Tenol 

como reactivo para la determinaci6n de prote1 nas.. El reactivo es 

recomendable por su gran sensibilidad y la simplicidad del 

procedimiento de uso. Ha sido estudiado considerando efectos de 

variaciones en pH, tiempo de reacciOn y concentracion de reactivos 
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corn:lnmente usados en el manejo de protel nas- y sústancias que 

interf=ieren con la reaccifln. 

El procedimiento ha sido descrito para determinar protel nas en 

soluci6n o despuOs de una precipitacian con Acidos u otros 

Sirve para determinar pequef'fas cantidades de pratef nas del 

micragramos (Lowry y col. 1951>. 
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JUSTIFIC:AC:ION 

En estudios anteriores se ha demostrado que del timo se deriva 

una Tracc:iOn proteica con peso molecular aproximado de 28 Kd que 

inhibe la liberaci011 de Ten c~lulas testiculares estimuladas con la 

hCG. Resulta conveniente que este -Factor se tenga en forma pura ya que 

de esta manera podrl amos identificar lo bioqut micamente y nos 

permitir! a c:onocer el mecanismo de acci6n por el que lleva a cabo su 

e.fecto a nivel GisUmico y a nivel celular. En la actualidad existe 

muy poca informacifln sobre los mecanismos subyacentes mediante los 

cuales el timo puede afectar la estructura. y Tunci6n de las g6nadas. 

Micha.el S.O. y col. <1983>, explican las interacciones timo-gOnadas 

traWs de dos mecanismos distintos pero que guardan relaciOn entre st .. 

Con el objeto de conocer in.is sobre este mecanismo 5e hace necesario 

intentar la pur1-ficaci6n de la prote1 na existente en la TracciOn que 

hemos llamado "-factor tlmico "· 

HIPOTESIS 

Si el -factor t1 mico que nos interesa es ai=I n a la heparina, se 

espera que el -fraccionamiento del homogenado completo de timo a tra~s 

de una cromatografl a de a-finidad en heparina-se-Farosa permita una 

mayor puriTicaciOn y un incremento de la inhibiciOn en la liberaciOn 

de testosterona. Si se logra avanzar en la puri-ficac:iOn, entonces se 

encontrar.5.n menos bandas en la electroforesis en geles de 

pol iacrilamida. 
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OBJETIVO GENERAL: 

-Describir las caractert sticas de una protet na del timo que 

regula la liberaciOn de testosterona en calulas testiculares 

en respuesta a la Hormona Gonadotropina CoriOnic:a Humana. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

a> Caracteri::rnc10n del "-factor ti mico'' en sus di-ferentes 

pasos de puri-ficaciOn. 

b) Determinar el grado de puri.ficac:iOn mediante el ~todo 

de electroforesis en gel de poliacrilamida en medio 

desnaturalizante con dodecil sulfato de sodio, y 

comparar los resultados observados usando el mismo 

~todo en presencia de 2-mercaptoetanol. 

e) Determinar la cantidad de protet na existente en las 

fracciones obtenidas por el nétodo de Lowr"y. 

d) Estudiar la actividad biolOgica de las preparaciones 

obtenidas midiendo la produccil5n de T en c~lulas de 

de Leygig t.n vi.Lro. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Obtenc::i6n del polvo ac4tonico del tiene. 

Se extrajo el timo de ratas Wistar mac:ho de 14 ± 1 di as de edad, 

los animales se anestesiaron previamente en una ca.mara saturada de 

~ter. Los timos se colocaron en acetona con hielo seco para 

mantenerlos a lS"C, y luego se homogenizaron en un 

homogenizador con motor <Kineruatica CH-6010 kriens-lu, llOv; 60Hz>. 

El homogenado resultante se centrifug6 a 26 000 g por 10 minutos; esta 

operac::iOn se r·ealiz6 dos veces. El sobt'"enadante se desech5 y el 

precipitado se coloc6 en un desecador a 4• C, hasta obtener el polvo 

acetanico. Este se resuspendiO en amortiguador Tris SO mH /NaCl 0 .. 1 M 

CAT> a pH 7.0 <100 sag de polvo/ ml de amortiguador >, que contienen 

-fenil-metil suli=oni l Tluoruro CPMSF) 0.1mM. y se homogeinizO. El 

homogenado resultante se centrifügO nuevament2 a 28 000 g por 30 

rninutos a 4• C y el precipitado se desee~. El sobrenadante, que es 

el extracto crudo y contiene el factor proteica que se pretencn: a 

purificar. se mantuvo de aqul en adelante a una temperatura de 4° C • 

. CromatograTt a de Tiltracil5n. 

Se utilizO una columna de gel de acrilamida-agarosa <Ultrogel ACA 

54) de 2.6 x 100 cm. Esta columna fue calibrada con esU.ndares de 

protef na de pesos moleculares conocidos. En estas condiciones se 

inyecto a la columna 5 ml de extracto acetOnico y se eluyO la protet na 

adsorbida con AT a 4ºC. So unieron las dos -fracciones d~ peso 

molecular apro>eimado de 30 Kd, obtenidas en esta columna despuf!s de 

la apariciOn de la media hemoglobina <Pedernera y Calcagno, 1984), y 

se procediO a lio-filizar y dial izarlas para concentrar la protet na 

de interés. Una parte de esta protet na concentrada se desti~ para la 



prueba de actividad en el bioensayo de cO lulas de_._ ~t!ydig;. Otra 

parte de C!sta se eluyO en la columna de afinidad <Figura 2) ., 

Cromatografl a de afinidad. 

Para este proc:eso se utilizo una columna hecha con una jeringa de 

pU.stico con un lecho de 10 ml de resina sefarasa-heparina, la cual se 

reactiva a 4• C, con soluciones de NaCl 2.0 t1 a pH de 2, 7 y 9. 

Posteriormente se equilibro toda la noche con solución amortiguadora 

de tris-HCl 100 mM~ pH 7.0. Para la eluciOn se utilizaron tres 

soluciones amortiguadoras de diferente fuerza iOnicaJ tris-HCl 100 

mM; tris-HCl 10 ml"l/NaCl 0.6 H, tris 10 mM/NaCl 1.0 M y tris HCl 10 

mM/NaCl :.o M, las tr·es a pti 7.0 <Figura 2>.' 

Las f1·acciones en donde se obtuvieron picos de protel nas 

dializaron contra soluciOn amortiguadora tris-HCl 50 mM/NaCl 0.1 H, pH 

7.0 a 4° C, por 24 horas cambiando por dos veces la solucion. La 

dU.lisis se realiza usando membranas de celulosa con un tamaf>io de poro 

de 800 Da. Las fracciones se concentt"aron· en tubos de Centricell 

<Polyscience>, que retienen las protel nas de m.5.s de 10 Kda Las 

fracciones dializadas se probaron po6teriormente con un bioensayo de 

c4 lulas de Leydig para verificar su actividad. 

Electro-foresis en gel de poliacrilamida. 

a) PreparaciOn de las muestras: 

Las muestras se dializaron contra la soluciOn amortiguadora. del 

gel concentrador di luido U 4, este paso es necesario 

-fracciones que tienen sales de alta com:entraciOn. 
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Tris 100 mM 
pH7.0 

NoCI 0.6 H 
Tris IOmU 

pH 7.0 

NoCI 1.0M 
Ttis KJ11M 

pH7.0 

NoCI 2.0 U 
Tris IOmM 

pH7.0 

Figura 2. - Esquema de las etapas a ~eguir para 

la purificaci6n del factor tt mico. 
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b) Aparatos utilizados: 

La corrida de las muestras se 1 levd a cabo ut i l izando un sistema 

de elctroTcresis <Aparato para microelec:tro-Foresis t1od. ES-50>; que 

consta de una c~inara rectangular con dos placas de vidrio, en donde se 

e-fectu6 la polimerizaciOn. Las placas esU.n protegidas por un capuch:5n 

aue consta de dos polos donde se aplico el voltaje para llevar a cabo 

la elec:tro-Foresis. El tamaf'fo de la es.mara -Fue de 11 K 8.5 cm de 

altura. 

e) Preparac:iOn del gel: 

La aplicac:iOn del gel se realizo inmediatamente despu~s de su 

preparaciOn. Se prepara al gel resolvedor (al 12X de acrilamida), que 

contiene los siguientes reactivos: 2.4 ml deºacrilamida (8%>; 1.5 ml 

de amortiguador Tris pH 8.B; 2.1 ml de agua; 16 1-11 de persul'fato de 

amonio <107.> y 5 µl de N-N-N'-N"-tetrametiletihmdiatuina (TEHED>. El 

tris amortiguador contiene DSS, a una concentraciOn de O. 25X. 

DespuOs de "SO minutos de realizada la polimeri:!aciOn se aplic6 

el gel concentrador (al 12X.>. qua contiene los siguientes reactivos: 

1.25 ml de acrilamida(B'X.>; 0.625 ml de Tris pH 6.B; 0.625 ml de agua; 

1.2'5 µl de persulf=ato de amonio <10'1.); y 2.5 µl de TEMED. Las 

dimensiones de los geles -Fueron de O. B x 6. O cm para el gel 

concentrador y de 5 x 6 cm para el gel separador ambos con un espesor 

de O. 75 mm. 

Electro'foresis en gel de poliacrilamida en medio desnaturalizante DSS. 

Se realizo el procedimiento mencionado anteriormente sólo que en 

este caso al preparar el gel se adicion:5 DSS al 207. v las muestras se 

hirvieron durante un JJert odo de 3 min. a 1oo•c. con 2 mercaptoetanol 

al 5"/.. La tinciOn se realizo como Se describe m.is a.delante. 
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d) Corrida electroforética: 

Las muestras y protet nas esUndar se diluyeron en soluciOn 

buffer que contiene glicercl 50%, azul de bromoTenol 0.5% o en su 

deTecto pironina 2'X. y tris HCl 0.5 M pH 6.B. La cantidad de muestra 

aplicada de protetna es de 25 µg. La corrida electroforCtica de las 

muestras en la clmara se realizó con una corriente constante de 15 mA 

y voltaje variable C:SO - 70 V), hasta la salida del colorante por la 

parte infe1·1or del gel, a 5 mm del borde inferior. 

e) Tincic5n del gel: 

- T~cnica de azul de Coomassie. Se suniergi6 durante dos horas el 

gel en la. siguiente so 1 uciOn: metanol 25X, ~cido acético 107. y 

colorante de azul brillante de Coomassie a.1 o.osr.. Si la coloraciOn 

.fue eKcesiva o se requiriO destet"íir completamente dicho gel para 

aplicarle otra técnica de t inc.i6n, se uti 1 i z6 la misma soluci6n, pero 

sin el colorante. 

- Técnica de plata. Se utilizo este '"'1todo con el objeto de 

eejorar la resoluciOn. Se requiere que el gel est~ completamente 

destef'Udol Osto.se logra mediante dos pasos de alcohol previos a la 

tinci6n: 1 .. - Se coloc6 el gel por dos horas en una mezcla de 

etanolacético (50 - 10X. respectivamente); 2 .. - Se pas6 por 10 minutos a 

una segunda soluci6n etanol - act!tico (1 - 5X respectivamente>, 3.- Se 

coloc:O el gel en la soluciOn de nitrato de plata a.1 o. tX por dos 

horas; 4.- Se rea.lizO un enjuaqe con aoua desionizada; s .. - Se reveli:!I 

con una soluci6n de NaOH al n en medio reductor, con .forraaldeh1 do al 

0.5% por 10 minutos y 6.- Se TijO de 5 a 10 minutos en s;oluciOn de 

Naco.. al o. 72'l.. 

44 



DeterminaciOn del peso molecular de las protel nas. 

El peso molecular de la protet na de la muestra se obtuvo por 

comparaciOn con los patrones electro.foréticos de protet nas esU.ndares: 

Tosfarilasa b <97 Kd>, alb:í;mina sé rica bovina <BSA. 66 Kd), ovalb:í;mina 

<45 Kd>. anhidrasa carbOnica <31 Kd), inhibidor de tripsina (21 Kd> y 

l isozima <14 Kd>. 

Bioensayo de cG lulas testiculares. 

Se obtuvieron testt culos de ratas Wistar adultas (250 - 300g de 

peso>, previamente anestesiadas con éter. Se retiro la capa albugl nea 

y se lavaron en soluciOn libre de calcio y magnesio. Se incubaron 

34ºC en una soluciOn que contiene medio nutritivo <Dulbacco t1EH) con 

alb::J.mina de su2ro bovino <BSA de Sigma> ,al O. !X y colagenasa al 0.015% 

con agitaci~n vigorosa de 160 ciclos/mio dur.:lnte 15 minutos. Despu~s 

de este tiempo se di luyO la acciOn de la enzima agregando un volumen 

igual de soluciOn Dulbecco HEM m.'is BSA 0 .. 11.. se pasO la suspensiOn 

obtenida por una malla de nylon y se centriTug:6 a 405 g por 10 

minutos. El sobrenadante se decanto, la pastilla celular que contiene 

a las cO. lulas de Leydig, se resuspendiO en medio ·de incubaciOn que 

contiene Dt1EH, alba.mina· .. de -suero bovino al O. lr. y 

1-metil-3-hoabutilxo:mtinil ·0.1 cH CD+A+X) • en una proporciOn de ml 

por cada 10ó µl de pastilla celular. La suspensi6n celular so gaseO 

con 95'Y. de aire V 5% de CCb. para obtener un pH similar al del medio 

celular. A c.ada matrA:z que contuvo 1.8 ml de medio de inc:ubaciOn se 

le agreg6 una all cuota de la suspensiOn c:elular nás 200 µl de la 

muestra que va a ser probada. mls 1 mUl/ml de la hCG. Algunos matraces 

no rec:ibiron hCG, con el propOsito de evaluar la ,liberaciOn basal de 

T. Se incubaron durante 2 horas a 3TC can agitaciOn de 90 ciclos, se 

recogieron los medios y luego de centrifugarlos a 6800 g por 10 min 

se guardO el sobrenadante para la determinaciOn de T por 

radioinmunoan1lisis (Figura 3). 
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Figura 3 .. - tietodologt a ~eguida para el btaensa.yo 

bioensayo en e~ lulas testiculares. 



Radio!. :-imunoan.11 is is de testosterona. 

Se empleO anticuerpo contra T ( de RadioAssay). que tiene 

reacciOn cruzada del 18ª 751.. con S-DHT; utilizando la [lHJ-T <Amersham> 

como tt·azador. Las concentraciones de la hormona en las muestras se 

cuanti-ficaron contra una curva est.:indar de C:tHJ-T, con concentraciones 

que estuvieron entre 12.5 y 200 Pg/ml. Se gra-ficO el logaritmo de las 

concentraciones conocidas de los est.!índares de T contt·a el logaritmo 

de Y, donde Y es la relación entre la unión total y la uniOn 

presencia de la hormona -frt a <Bedolla y col. 1984>. Por cada 200 µl 

de muestt"a se agregaron 100 µl del tt-a;:ador radioactivo y 200 µl de 

anticuerpo antitestosteronaª La mezcla s~ incubó pot· 24 horas 4"C, 

al -final de la incubaciOn se agt"egaron 500 µl de una suspensiOn de 

carbOn activado (87..) para adsorber la hormona libre en amortiguador 

RIA (sal monos6dica y disOdica de sodio Oa04 .y 0.06 H respectivamente, 

gelatina y az.ida de sodio 0.5~ y NaCl ú.15t1 a pH 7.0>. OespuOs de 10 

minutos se centriTugaron los tubos a 4500 g dur:..nte 10 minutos el 

sobrenadante se vaci6 en viales de vidt·io. se le agrego Uquido de 

centelleo. Las muestras se contaron contador beta Packard 

:Modelo 2405>, con una ei=iciencia del 30% parcl tritio. 

DeterminaciOn de protef nas por la técnica de Lowry .. 

Se obtuvo una curva est:indar, utilizando albc:imi.{la a 

dii=erer.tes concentraciones entre O y 50 µg/ml; completando velamenes 

con agua bidest1lada.-finalmente se le adicioró 600 µl de solución D 

CsulTato cOpricoa tar\:.rato de sodio y potasio, carbonato de sodio e 

hidrO:<ido de sodio), y luego de 10 minutos se le agrego 100 µ1 d~ 

solución E (disolución 1: 1 Tolin ciocalteu>; se procediO asimismo con 

las aU cuotas de las fracciones cromatogr~-ficas. Después de 30 minutos 

se torrll una al icuota y se leyeron a 280 nm en un espe!:tro-foLOmetro 

Beckman. 
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A~ l 1sis estad! stico de los datos. 

La c.onc.entrac.iOn de prote1 nas se calculo a tra~s de una 

regresión lineal de los datos obtenidos a partir de patrón. 

<Remigton y Schork, 1970>. Los datos obtenidos se e.empararon mediante 

un an.ilisis de vari~nza y una "t" de Student <Remigton y Schork, 

1970). 

Los datos del radioinmunoan-1.lisis se analizaron con un programa 

Logit-RIA. La curva est1ndar se linearizO por regresión lineal, y los 

datos obtenidos se compararon mediante un arúlisis de varianza y una 

"t" de Student <Bedolla y col. 1984; Wayne, 1979). 

La actividad esped .fica se realizo calculando una · di-ferencia 

entre la secreciOn de T de la 'fracción control <Fi.> estimulado con hCG 

y de la secrecUin de T de la muestra problema estimulado con hCG ; el 

valor obtenido de esta operaciOn se divide entre la concentraciOn 

total de proteI nas que presentó cada muestra. Los datos obtenidos se 

analizaron estad! sticamente por una Ji- cuadrada (Wayne, 1979). 

Los datos se consideraron diferentes estadl sticamente cuando la. 

probabi 1 idad Tue meno1- o igual del 5%. 
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RESULTADOS 

VALIDACION DE LAS TECN!CAS B!QClUIMICAS. 

Para con.ferir vali~z de loa resultados obtenidos en el RIA, 

procediO a la vali~z de la curva estfindar linearizada utilizando la 

transformaciOn logi t-log. Los coeficientes de regresiOn de la recta 

son r = 0.99998, m = -2.398 y b = 4.694. 

En la estandarización de la curva que se realizo para calcular la 

concentraciOn de prote! nas los valores -fueron r = 0.9987, m = -2.423 

y b= 4. 760. 

Se realizaron tres experimentos para conocer la dosis de hCG a 

la que las c~lulas de Leydig responden de forma subm5.xima. En la 

figura 4 se muestra una gr.ifica represflntativa de 

dosis-respuesta. en la que se determiM que una dosis de 

curva 

mU/ml se 

emplear{ a en adelante en los bioensayos que se utilizaron para valorar 

el efecto del factor ti mico con tiempos de incubaciOn de dos horas. Se 

considero una respuesta adecuada a la hCG cuando la producciOn de T en 

~resencia de la hormona fue aproximadamente 4 veces mayor en relaciOn 

a la producciOn basal. Se observa que en dosis mayor-es de 1.5 mU/ml 

de...: rece la produce ion de T. 
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hCG (mU/ml) 

Figura 4.- E-Fecto de diferentes dosis de hCG sobre la 

la producciCSn de T. En el bioensayo <n=3> se utilizar-en 

cO lulas de test! culo de rata incubadas por- un pert odo 

de 2 horas a :src. Cada punto representa <X ± D.S.M>. 

* DiTerente al grupo control battal CP < O.OS> Prueba de 

ANDEVA. 
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ErECEi DE LAS DIFERENTES FR!eCCIONES OBTENIDAS MEDIANTE 

CROMTOGRAFIA DE FLTR.ACION. 

21 homogenado (extt·acto Cr"udoi. se hi::o pasar a tra~ ~ de la 

columna de .filt:rac.i6n molecular que Tue previamente calibrada como 

se indic.6 en la metodologt a •. La cantidad de homogenado aplicado Tue de 

11 ml equivalente al volumen que @sta puede aceptar para evitar su 

saturaciOn (el volumen aceptado es del 4'l. del volumen total ) • Despu~s 

de realizar el l"'astreo de columna las Tracciones seleccionadas (34-39> 

se utilizaron para determinar la cantidad de T que se produce en ¡as 

cOlulas. de Leydig. La .fracci6n control <F&>, .fue colectada de una de 

las primeras .fracciones que eluyeron de la columna que es la que se 

considera como blanco. 

En la .figura S y la tabla 2 se muestra la producciOn basal de T 

por las cll lulas de teste culo \n vi.lro y a continuaciOn la respuesta de 

los mismos ante el estt mulo gonadotrOfico. Puede observarse que las 

fracciones 34 a 36 en presencia de hCG tienden a inhibir la producciOn 

de T, sin embargo estas diferencias no son estadl sticamente 

significativas. Es en las Tracciones 37 y 38 donde se observa una 

mayor inhibici6n en la producciOn estimulada de T. Se realiz6 un pool 

de @stas Tracciones y se determir6 la producciOn de T, obteni~ndose 

una inhibici6n con respecto al grupo control estimulado con hCG. Estas 

fracciones inhibitorias corresponden a un peso molecular aproximado de 

'28 Kd <Figura 6). 
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Figura 5.- Pr-oducciOn de testosterona oc ± o. 5. w. • 

en cO lulas de Leydig, incubadas en presencia d~ 

ha«1ogenado COiDpleto de timo y de las diferentes 

Tracciones cromatogr~ficas obtenidas por TiltraciOn 

molecular en present:ia de hCG <n=3>. 

Oi<ferente al control estimulado con hCG 

<P<0.05> Prueba de 11 t 11 de Student. 



Tabla :z. - Secreci15n basal v estimulada de testosterona por 

colulas de testl culo incubados en DMEt1 ~s isobutilmetil 

Xantina <0.1 mH> en presen::ia de homogenado de timo y de 

.fracciones obtenidas de la columna de filtraciOn molecular (FT>. 

PREl'ARAC ION x :!: D.S.H. DE LA 

CONCENTRAC:ION DE 

TESTOSTERONA <Pg/mll. 

Secrecie5n FracciOn control <F•> 4625 ± 495 

basal de 

testosterona Homogenado de timo 2972 ± 139 • 

SecreciOn FracciOn control (F&) 16252 ± 385 

de testost.erona 

estimulada Homogenad.o de timo 10007 :!: 137 • 

con hCG .. 

Fraccian Factor 8840 ± 552. 

TI mico CFT) .. 

e CP < 0.05), vs la fraccian control <Fi.) en condiciones basales .. 

• CP < O.OS>• vs la fracciOn control CF&l estimulando con hCG .. 

• <P < O.OS>, vs la Trace.ion control <F1> estimulando con hCG. 

<P<O. 05) Prueba de 11 t" de Student. 
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Figura. 6.- Experimento tipo que muestra la activ:dad 

bioU5gica de la .fracciOn c:orrespondiente al polipépt1do 

de 28 Kd obtenida por Tiltrac:iOn molecular (FT>. En 

ambos grupos las células .fueron estimuladas con 1 mUI 

de hCG/ml de medio y el grupo representado en la 

columna FThco rec:ibiO adem.\s 100µ1 de la .fracciOn 

cromatoqrJ..ofica. La conc:entraciOn total de prote1 na 

.fue de 1430 µg/ml. <n = '3). 

t OiTerente al control estimulado < P < o. 0~)) Prueba 

de "t" de Student. 
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FACTOR Tl"ICD. 

Se considen·• que l• fr•ccil!n de 28 kd, es l• que contiene al 

factor t! mico v pr"cduJo una inhibiciOn de 4~X en la respcesta de las 

cO lulas a 1• hC6 con respecto al control <Fioura 7A>. Considerando la 

concenti-a.ciOn de protef na para tKta fracciOn coma 1430 µg/ml, se 

calculo l• inhibici6n espect .fica en tfrminas de unidades de inhibiciOn 

(cantidad de protet na que e& cap•z de disminuir un no la cantidad de T 

sintetiza.da en respuesta a la dosis de hCG). Para Osta preparaciOn la 

actividad especl fic:a &e considerO como de 5.18 U/ng de protet na 

<Figura 78>. 

En comparaciOn, el homogenado completo produjo una inhibiciOn del 

38Y. ·1 la actividad espec! fica fue de O, 781 Ul.ng, considerando que la 

concentraciOn de prote! nas del mismo fue de 8000 µg/ml de proteína 

total. 

Una muestra de la .fracci6n que contiene al factor t! Mico, fue 

utilizada para realizar el seQundo m!ltoda o etapa de purificaciOn 

med1anta cromatcgraT! a de a.finidad. 
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Figura 7 A.- InhibiciOn de la producciOn de testosterona 

en cf lulas de testl culo de rata tratados con una 

-FracciOn de aproximadamente '28 Kd , obtenida por 

<f=iltraciOn molecular mis hCG U mUl/ml>, respecto.·al 

gr'upo control que sOlo rec:ib10 hCG. 

Figura 7 s.- lnhibiciOn especl Tica o unidad de :;~ti vi dad. 

definida co110 la cantidad de protel na que produce la 

inhibiciOn de un nanogramo de testosterona en respuesta 

a la hCG. 

DiTerente al grupo control estimulado con hCG 

(p < o.o:n Prueba de Ji-cuadrada. 
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EFECTO DE LAS FRACCIONES ELU!DAS EN LA COLUMNA DE 

HEPAR l NA-SEF AR OSA. 

Después de obtener la fracciOn que contiene el factor U llftico ae 

la columna de filtraci6n molecular se procediO a ltfectuar la segunda 

etapa de purificac:iOn descr·ita en la metodologt a: Cromatograft a de 

afinidad utilizando una columna de heparina-sefarosa. 

En las fracciones eluidas de esta columna se obtuvieron tres 

picos de pt·ote! nas como lo muestra el perfil de eluciOn de la Ti gura 

B. 

En el primer pico es donde se encuentra la mayor cantidad de 

protet r.as ; este pico corresponde a las fracciones 5, 6 y 7 que 

eluyeron con baja fuer-:!a iOnii::a, la suma de l..a concentt·aciOn de las 

tres fracciones de protel nas Tue de 317 µg/rnl. El segundo pico 

corresponde a las fracciones 16, 17, y 18 que eluyeron con Tris 

HCl/NaCl O.ó M. En este caso se encentro en total una cantidad de 

protet na de 85 µg/ml y por Ciltimo en el tercer pico que corresponde a 

las .fracciones 27 a 30 que eluyeron con alta -Fuerza iOnica :2.0 H>, se 

encentro una concentrac iOn Prote! ca da 64 µg/ml (Figura 9). 

Las -fracciones eluidas de la columna de heparina-se-farosa se 

dial izaron contra soluciOn amortiguadora Tris HCl/NaCl 0.1 m y pH de 

7. 4. Posteriormente se incubaron las cO lulas de testl culo en presencia 

de 1000 µl/ml de las fracciones proteicas para deter•inar su 

actividad biológica y mostraron el comportamiento ilustrado en la 

-figura 10. 

Las barras claras muestran la secrec:iOn de testosterona en 

condiciones basales y las oscuras nos muestran la secrecioOn de 

testost.erona en condiciones estimuladas con hCG. Se observa que las 

diferentes .fracciones de la columna de heparina-se.farosa no p··odujeron 

modi.ficac1ones signi-Ficativas en la producci6n basal de test::Jsterona. 

:57 



E 
e 
o 
a> 
N 

o 
·¡; 
e 

.f 
o ., 
.e 
<[ 

1.0 

Fracciones 

Figura 8.- Perfil de eluciOn de la& .frac:ciones obtenidas 

de la columna de heparina'-sei=arosa. La .fracciOn eluida 

contiene el -factor Umico (con peso moleculal"' de 28 Kd). 

La eluciOn se e-fect~ con soluciones de Tuerza iOnica 

creciente NaCl 0.1 H, 0.6 M y 2.0 t1 todos con Tris HCl/ 

NaCl 0.1 H a pH 7.4 El valumen de eluciOn .fue de 20 ml. 

<n=3>. 
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Figut"a 9. - ConcentraciOn de proter nas de las fracciones 

procesadas a tra~s de la columna de heparina-se-farosa. 

Estas Tracciones corresponden a la eluci6n de la 

Tracci6n que contiene el .factor ti mico (FT> obtenido de 

la columna de -filtraciOn molecular con un PH de 28 Kd. 

Los volumen~s recogidos en esta etapa -fueron de 3.5 

5. O y 7.0 ml para cada una de las Tracciones de 0.1, 

0.6 y 2.0 M Que contera: an mayor cantidad de protet nas 

<n=3>. 
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Figura 10.- Actividad bi-ol(iglca de las fracciones 

procesadas en la columna de hepar ina-sefarosa . Las 

barras claras muestran el qrupo control (K .± o. s:. w., 
de las tres .fracciones eluidas con soluciOn 

amortiguadora 0.1, 0.6 y 2.0 H de NaCl en condiciones 

basales y las barras oscuras representan las mismas 

fracciones estimulad2.S con hCG. 

t: Qi-ferente al grupo control estimulado con hCG 

<P < O. 05>. Prueba de "t" de Student. 
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De Hl:..1al manera la pr·otet n¿; eluida con scluc:i·~ ..... amor·~iguac:1m·:. :le 

eQuilibno Tris Hi:¡/i·L:l.Cl ((.1.1 M>. no alter~ la rest:iúesta a !;CG. En 

c:amb10 la prote! na eluida c:an una soluciOn salina de O.ó M (pico 2) 

redujo la respuesta a hCG en las ca lulas ln v\tro y un e.fecto similar 

se obser~ cuando las ca lulas se incubaron en presencia de hCG y una 

aU cuota de la Traccion eluida con alta fuerza iOn1ca (pico 3>. 

El porcentaje de inhibiciOn producido para cada muestra proteica 

con respecto al control que se considero como 100% fue el siguiente: 

pico 1 <eluido a 0.1 M> 13. 41X: pico 2 <eluido a O. 6 H> 45. 69:~ y pico 

3 {elt..~1do a 2.0 M) 47. 78i~ (Figura 11>. Al calcular el ei=ecto 

espec:! fice de las prote! nas se observo que el pico tuvo una 

actividad espec:f Tica de 7 U/ng de protef na, el pico 2 de 81 U/ng y el 

tercer pico de 113 U/ng como se muestra en l.:¡ figura 12. 

Estos 1·e;ultados indican que la .fracciOn c:iue eluye con mayor 

.fuer::=. iOnica de la columna de heparina - se.fa.rosa es la que tiene 

lfl3Yor capacidad de inhibir la respuesta a la hCG. 

La tabla :: nos muestra de forma compa1·at1·10 de los resultados 

obtcn:.dos :::or. les ~todos utili~ados para re?llZ8r la puri..ficación del 

factor- t! mico .. Se constata cue la purif1caci6n aumentó en cada etapa 

del proceso siendo de 6 veces m.\s la correspondiente al -factor tt mico 

de la -fracciOn de Ultrogel, con respecto al homogenado; de 9 veces 

car·.:. e: pico eluico con solución amortiguadora de fuerza i6nica 0.1 M: 

103 veces de puri-ficac:iOn pat·a el pico e1uido con soluci6n 

amcrtiguad~ra de fuerza i~nica 0.6 M: y de 144 veces para el pico 

eluid~ con una -fuerza i5nica de :: .. 1) M. 

6! 



'$. 
e: 

•o 
2 
.n 

75 

50 

:e 25 1 1 e: 

Control Pico 1 Pico2 Pico 3 

Figura 11.-Porcentaje de inhibición de la respuesta 

a la hCG en cé lu.las de testl culo producida por 

.fra(';ciones eluidas con soluciones amortiguadoras 

de Tuerza i6nica creciente (n:3). 

• DiTerente al grupo control estimulado con hCG 

<P < O. 05) Prueba de Ji-cuadrada. 
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Figura 12. -InhibiciOn de las prote! nas ~lu! das a diferentes 

concentraciones; 0.1 M. ú.6 M y 2.0 H. en la columna. de 

a-finidad heparina - se-farosa (barras punteadas), y de la 

Trace: ion de Ultrogel que contiene el -factor U mico <FT). 

La inhibiciOn espect-fica se obtiene de la di-ferenc:ia de 

testosterona. de la Tracci6n control y de la. Trac:ciOn entre 

la concentraciOn de pr·otet: na de cada -fracci6n. 

* Oi-ferentes al grupo control estimul:i:oo con hCG 

CP < 0.05) Prueba de Ji-cuadrada. 
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~UEST~A VOLUMEN PROTEINA ACTIVIDAD FACTOR 

INHIBITORIA DE 

ESPECIFICA PUR I F I CAC ION 

lmll <µg/mb CU/ng de prot. > 

Extrac:to acet6nic:o 10 8000 O. 7BI 

FracciOn de 

Ultrogel (FT). 5 1430 5 

Frac:c:iOn 1 de 

heparina-sei=. 3 317 7 

Frac:c iOn 2 de 

heparina-ser. 4.6 85 81 

Frac:ciOn 3 de 

heparina-sei=. 5.65 64 113 

Tabla 3. - Cuadro comparativo de los resultados 

obtenidos en los distintos pasos de puriT1caciOn 

de la proter na tI mica llamada Factor TI mico (FT), 

que modula la producciOn de testosterona en el 

testr culo. 
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ANALIS IS ELEC:TROFORETIC:O 

El arúlisi-.a electrofor6tico del homugenado completo y de la 

.fracc10n Que contiene el -factor tt mico <FT), obtenida de la columna de 

.filtraciOn molecular en geles de poliacrilamida- OSS al 12% con y sin 

agentes reductores, permitiO estudiar el patrOn de las protet nas 

contenidas en estas Trace iones. 

En la figura 13 se muestra l~ migraciOn electroforOtica de las 

pr::tel nas contenidas en las Tracciones elut das de la columna de 

heparina-seTarosa a diferentes -Fuerzas i6nicas, del factor U mico de 

la columna de Ultrogel y del homogenado. Las muestras se aplicaron por 

duplicado: las sei'íaladas como <B> fueron tratadas con DSS y 

2-men:aptoetanol. 

Er. el homogenado podemos observar que .al tratar las muestras 

con mer·c:aptoetanol las bandas se hicieron mas n1 tidas en comparaci6n 

al que no Tue tratado con este agente reductor. En este carril que 

corresponde al sef'ialado con la letra Hz, se observan múltiples bandas 

cue corresponden a pesos moleculares antre los 2(1 y 35 Kd. 

En los carriles lA y lB se muestra la 'f-racciOn que eluye a 2.0 M 

de NaCl en la columna de heparina-se.farosa, y en el primer carril 

podemos observar que hay dos bandas de-finidas en un rango de 45 y bb 

Kd. y que esta misma .fracciGn con mcrc:.'.lpto~tanol IT'Uest:ra una serie de 

bandas de-finidas y que entre ellas podemos 1·esaltar que existe una 

prote! na de peso molecular cercano a los 30 Kd; dos bandas se 

localizan aproximadamente a 18 kd y 24 l<d, y otra rrás a 55 Kd. 

En cuanto a la -frac:ciOn que contiene la TracciOn obtenida de la 

:.olumna de Ultt·ogel podemos observar que en ambos carriles <3A y 38), 

se encuer.tran bandas bien de.finidas y que entre el las tenemos una 

prote! na que tiene un peso molecular aproximado de 30 l<d. Esta 

orate! na se hace aún m.is visible en la -fracci~n tratada con 

mer::::;iptoetan':ll: adeiro.s se observan rrGltiples bandas de peso molecular 

mayor a los 37 kd. 
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Figura 13.- SeparaciOn de prote! nas esUndar y -fracciones 

preparadas en pol iacri lamida SOS al 12'X ccn y sin agente~ 

reductores <mercaptoeta:iol >. (f'tr) :Protaf nas de peso molecular 

conocido CCO?SUndar bajo) a) li50sima; b) inhibidor de la 

tripsina; e) anhidrasa cart6nica; dl ovalbúmina; e> suero 

albumina de bovino <BSA>; y e> fosfori lasa. Las fracciones 

CA> no -fueron tratadas con mercaptoetanol, las sef'íaladas 

<B> -fueron tratadas con mercaptoetanol. Las Tracciones 

corresponden a: l> Tt·acci6n elutda. con 2.0 M el::; NaCl; 2) 

fracciOn eluida con 0.6 M (ambas en la columna de heparina

se-farosa>. 3) -factor tí mico obtenido de la columna de 

filtraciOn molecular Ht. homogenado sin mercaptoetanol y Hz. 

con mercaptoetanol. 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

Al real izar diferentes rastreos de la actividad del e luido de la 

columna de .fi 1 traciOn molecular, se observO que todos el los mostraban 

un comportamiento similar~ y de esta manera se obtuvo un perfil tipo. 

En los bioensayos realizados con las Tracciones cromatogr.1ficas 

observ6 Que las Traccione5 tomadas como control para cada etapa de 

puriTicaciOr. no produjeron modificaciones en la secrec:it5n de 

testosterona. por lo tanto en los procesos experimentales posteriores, 

sOlo se procediO a incluir una fracciOn control. 

El efectuar bioensayos nos permitiO comparar la actividad 

biolOgica entre las fracciones que se obtens: a.n. y conocer el eTecto 

fisiolOgico de cada una de ellas, en las diferentes etapas de 

puri.fic:aci!5n. 

El primer paso en el proceso eltperimental fue la aplic:aciOn del 

extracto crudo traV\1s de la columna de filtracion molecular 

<Ul trogel ACA 54), obteniéndose una fracc ion que inhibe la 1 iberaciOn 

de testosterona con peso molecular de aproMimadamente de 30 kd~ El uso 

de este ~todo nos permitió tener en cuenta que éste es un oétodo 

ef"ectivo y que el gel usado cuya composi_ci6n es de 5i: de acrilamida y 

4% de agarosa, tiene un rango efectivo de separación de 5 000 - 70 000 

daltons siendo estable en las condiciones que se llevaron a cabo en el 

laboratorio. Los datos de la electro.foresis indican que con esta 

metodologl a se obtiene un enriquecimiento de las bandas que est.tn 

alrededor de 30 000 daltones. 

Procesando la fracciOn obtenida de la columna de -Filtraci6n 

molecular por cromatograft a de a-Finidad en la columna de 

heparina-sef=arosa, se obtuvieron tres .ft·acciones con di-ferente 
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concentraciOn de prctet nas, siendo la de mayor ef'ecto inhibitorio la 

.fracciOn elut da con mayor Tuerza iOnica (2.0 M>, lo cual sugiere 

que la protet na que nos interesa presenta uña alta afinidiad por la 

heparina. Ast mismo se logra un aumento en las unidades de actividad 

espec.t fica o inhibitoria de 6 <Pg de testosterona/ µg de protet na 

probada) a 113 <Po de testosterona/µg de protet na probada), esto 

significa un aumento de 18 veces en la actividad espect fica .. 

Comparando esta eficiencia en la purificaciOn con la obtenida en 

la separaciOn de inhibina, por ejemplo <Franchimont y col .. 1975) puede 

considerarse aceptable. Con estos resultados podemos decir en cuanto 

al ~todo usado (cromatografl a de afinidad), que es eficaz ya que 

separa m.1s -finamente las mol~culas, enriqueciend-:> y aumentando al 

mismo t_iempo la actividad espect Tica. 

Con el aumento en la actividad espec:t fica y el .factor de 

purificaciOn 6 para la -fracciOn obtenida por TiltraciOn 

molecular y 144 para el de heparina se-farosa}, podemos decir que 

eKisten 3 sitios de afinidad 0.6 H, 1.0 f1 y 2.0 M de NaCl para el 

-factor ti mico. El primer sitio es de baja a-finidad pero de alta 

capacidad~ sin embargo el segundo y tercero es de alt;:. a-Finidad pero 

de baja capacidad. La protet na que se une a la heparina con mAs al ta 

afinidad e~ la dc 2.0 H, y c~t.5. f'ue la que presentú mayor actividad 

biolOgica y se obtuvO m.1.s pura .. Esto lo podemos constatar en el gel de 

poliacrilamida-SOS bajo condiciones reductoras, en el que se observa 

una banda deTinida aproximadamente con un peso molecular de 30 kd una 

banda !3emejante se observa bajo condiciones normales SOl9 que se 

observa mis difusa. 

Con esto podemos decir Que la protet na <Factor Tl mico), se 

desplaza de manera adecuada en el gel; por lo tanto es eficiente para 

determinar cadenas polipeptt dicas de acuerdo a sus pesos moleculares v 
oue estos son determinados por compar"aciOn de movilid~d 
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el-e=trofor·~tica sobr·e prote! na.;; 1'tlan::adoras de peso rr.olecula!· co~~C!.do. 

A~imis'!lo que se logra una buena sepa~·aci!n cuand':l la electrofor~s.1$ se 

real iza. en prese!"'lcia de un agente reductor como el merc.aptoetanol ya 

que este previene la formación de puentes intercatenarios en la 

separaciOn electroforéttca. y de ésta manera es posible la obtenci6n de 

subunidades. 

Por otro lado e)(perimentalmente, si hay una afinidad entre el 

-Factor tt mico y la heparina , no se descarta la posibilidad de que 

pase lo mismo en el medio extracalular, ya que el factor tt mico se 

o:oecreta en este medio y por lo tanto esto podr! a tener implicaciones 

en cuanto a. la vida del factor tt mico. 



CONCLUS 1 ONES 

1.-.Por- cromat'ograt=! a de fi!traciOn seguida de una cromatograff a de 

a-finidad. · ha logrado puri-ficar p~rcialmente una protet na 

que .inhibe la respuesta a la hCG en cO lulas de Leydig. 

2.- La inhibiciOn especl fica aumenta en las etapas de purificaci6n 

siendo en la columna de afinidad de 113 CPg de testosterona/µg de 

·protet na). mientras que en el paso de cromatografl a de -filtracUin 

molecular es de o .. 781 <pg de testosterona. /µg de protet na>. 

3 .. - La TracciOn que inhibe el e-fecto de hC6 en la c~lula de Leydig 

eluye de la columna de heparina-se-farosa, con una soluciOn de alta 

fuerza iOnica. Esto indica queo el factor tr mico presenta una alta 

afinidad por la heparina. 

4.- El -factor tt mico que e luye a 2.0 M presenta mavor actividad 

biolGgica. 

5.- La heparina suele ser una resina eFicaz para esta puriTicaciOn, ya 

que la calidad de la separación era la deseada, sin embargo l.a. 

cantidad es muy escasa, ya que de un total de 85'1.. de protel na 

inyectada solo un 107. de prote1 na se adsorbe. 

6.- La electro.for~sis de poliacrilamida DSS al 12'1.. con agentes 

reductores. da una mejor caracterizaciOn del .factor U mico. 
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