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RESUMEN

El Timo es una glandula enddcrina que desempefia una funcifdn
imgar-tante en el sistema iamunoldgico.

S5e ha demostrado que una fraccion proteica derivada del timo de
rata prepiber. abtenida por filtracion nolecular, modula la produccitn
de testosterona en células de testiculo de rata adulto "in vitro“. La
fraccifon timica tiene un peso molecular de 28 Kd e interfiere con 1la
unitn de la swzs I—gonadotrofina ecoritnica humana (hCG) a su receptor
en dichas células.

Se prepart un homogenada de timos de ratas Wistar machaos
de 14 df as de edad en presencia de fenil-metil- gsulfanil~fFluoruro
(FMSF) 0.01mM . el cual se centrifugd a 26 000 g vy luego a &2 0G0 Q.
El saobrenadante se procesS en una columna de Ultrogel ACA 54 que se
equilibré previamente con NaCl O.1m/Tris S50 mM & pH 7.4. La fraccin
obtenida de aproximadamente 30 Kd, se inyectd a una columpa de
cromatografi a de afinidad (Heparina-Sefarosa CL &6B). Para eluir las
protef nas adsorbidas se emplearon soluciones de fuarza iSnica
creciente. La actividad antigonadotrSfica de las diferentes fracciones
se probd en un binensayp de cflulas de testficulo in vitro. La cantidad
de prote! nas se deteraind por el método de Lowry. Finalmeente, mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato de sodio (DS5), s& caracterizaron las diferentes bandas
proteicas obtenidas de la columna de afinidad. Algunos geles se
realizaron en presencia de 2-mercaptoetanol.

Se observt aque la actividad antigonadotréfica de 1la proteina
tfmica no se altera despuwss de los pasos efectuados: lograndose una
purificacitn de 144 veces con respecto al homogenados wedido en
términos de la actividad espect fica de la fracci6n correspondiente. El
avance en la purificacisn se confirmé en la electroforesis. en donce
se encontr? una reduccifn del nCemero de bandas en los pasos sucesivos
utilizados en el proceso de purificacison.



INTRODUCCION

Las especies animales incluvenda al ser bhumano, presentan un
sistema  inmuneldgico que es vital para la supervivencia. Este sistema
inmunitario participa en la defensa ante la invasisn de patigenos y el

rechazo a ceiulas extrafas.

La respuesta inmunitaria engloba los fersmenos que resultan de la
interaccisn de células espectf ficas del sistema immunitario con un
antf geno. Cowmo resultado de esta interaccisn aparecen c€lulas que
participan en las respuestas inmunitarias celulares, al igual que
células que sintetizan v secretan inmunoglobulinas. €En este enunciado
esti establecido lo que se conoce como  dualidad del sistema
inmunitario, lo cual incluye dos mecanicmos diferentes:

a) Inmunidad celular: mediado por c6lulas, esta #orma de inmunidad
es la causa del rechazo a cflulas extrafias y de la resistencia a
infecciones, virus y hongos.

b) Inmunidad humorals depende de la = ntesis de anticuerpos por las
ctlulas plassiticas cosd respuesta a la accifin de un antfgeno.

El compohente principal celular de estas respuestas es el
linfocito. Durante el desarrolle embricnario el linfacito adquiere su
diferenciacién en el tiso rudimentario para dar origen a los
linfocitos Te debido a estc proceso el timo es considerado 6rganc
linfoide primarico. Los ganglios linfitices v el bazo son estructuras
dependientes del timo. va que en la etapa mis tardi a de la vida fetal
{momentos antes del nacimiento), son colanizados por dos poblaciones
de linfocitos, una poblacisn que depende del tiso y la okra del tejido
linfoide del intestina {(Stanley, 1975).

Esta funcitn dehe ser controlada para evitar patologias como las
enfermedades autoinmunes v los procesaos infFlamatorios excesivos. fOtros
s1stemas del organismo, entre ellpos el endrocino, participan del
control de ia respuesta inmunitaria para gque resulte efectiva y no
dafie al sujeto,



ESTRUCTURA DEL TIMOD

€l timo es un Organo linfoide central, situado en la parcitn
superior del mediastine anterior a npivel del mango esternal, vy
representa un papel fundamental en la inmunidad mediada por células
(Ham, 1975: Roitt,1980).

El timo es una glindula bilobular rodeado de una cipsula de
tejido conective laxo. Se organiza en una serie de labulos
constituidos esencialmente de una red de células epiteliales 1las
cuales forman paguetes agregados de linfocitos. Cada 16bulo estis
dividido en lobulillos por tabiques fibrosos: en la periferia de cada
lobulille se encuentra la corteza la gue rodea la m&dula central. Lla
primera esti constituida de oflulas epiteliales tipo 1 y células
dentrf ticas reticulares. La médula estdi constituida de cé lulas
epiteliales tipo I, 1II I1L, macréfagos, células dentri ticas
interdigitales y corpisculos de Hassall. La fiqura 1 nos muestra 1los
tipos celulares y las estructuras que componen al retfculo tImica. Las
cl lulas epiteliales se clasifican de acuerdo a sus caracterfsticas
morfolégicas en tipos I, II y III. (Nabarra y Andrianarison, 1987).

Células epiteliales tipo I. Se encuentran en btudo el Timo, vy
también se conocen como cilulas epiteliales clisicas. Presentan
micleo oval con cromatina dispersa: el citoplasma es claro con una
fina matriz de fibras, &ste contiene cuerpus densos de tonofilamentos,
organelos y vacuplas con grinulos densos. En cuanto a su  funcién,
estag ceélulas expresan antfgenos de histocompatibilidad, son muy
importantes para que Jlos timocitos adquieran diversas funciones
inaunolégicas. Mo se han observade indicaciones de actividad
fagoel tica en estas c@lulas.

Cslulas epiteliales tipo Il. (Laberinto vacuplar). S5 encuentran
s51c en la mAdula del Timo. Son globulares. ovales vy mis voluminasas

que las del tipo I. Su nGcleo es claro con escasa cromatina: el



citoplasma es moderadamente densoj al compararlas cen otras células
presentan 1a particularidad de que en el aparato de Golgi se
encuentran sacos dilatados. Las vacuolas estin constitut das por
microvellosidades parecidas a la seccifin de una esponja. Estas células
laberf nticas muestran partfculas de virus que cominmente infectan
ratones. Son células que probablemente secretan factores y hormonas
tf micas.

Células epiteliales tipo III, también conocidas como células
con cavidad intraciteoplasmiticas. Se encuentran en la midula, son de
forma oval y suelen ser muy escasas. El nicleo es ewcentrico, presenta
una cromatina clara y grumos en menor proporcifn en la periferia; el
citoplasma suele ser mis denso que el de las células descritas
antarioreente. Su particularidad s3s notable es la presencia de una
larga cavidad vredonda, 1a cual occupa una extensa parte de su
titoplasma. Se considera que &éstas cé€lulas tienen una funcisn en la
produccitén de factores timicos y sus cavidades son centros de
almacenamiento. Mandel (1970), chservd que la diferenciacitn de este
tipo de células ocurre relativamente tarde en la antogenia murina del
timo por 1o cual sugiere que es la representacisn de un vestigio
esbriolsgico de epitelio farfngeo, Hue testifica el origen branquial
del timo.

Corptisculos de Hassall. En general se acepta, que son estructuras
degenerativas. Murray y Woods (1947}, y otros como Mandel (1968),
proponen que en estas &reas es daonde se encuentran los linfocitos
lisatdos y que representan el sitio de destruccién de clonas
parohibidas. Algunos auteres tienden a considerar que estas estructuras
intervienen en la regulaci6n da la proliferacién celular, en la lisis
de timocitos y l':l'.ras c#lulas tfmicas (Hood y col. 1984).

Las células dentriticas, conocidas como interdigitales, presentan
localizaciones especi ficas en el timo. Ambos tipos de células se
derivan de los precursores hematolinfoides de la mfdula 6Gsea. Estin



invclucradas en la nresentacxan de antigenns v :omnarten esta funcién

con los macrffagos - (Hood vy col. 19841,

Cavidades cf sticas. Se cree que éstas estructuras son vestigios
de. la paratiroides y gue se adhieren al timo durante el desarrollo
embrionario {(bunay €g citado por Nabarra y Andrianarison, 1987).

DESARRCLLO DEL TIMO

El Timo es de origen endodérmico y mesodérmicos praviene de la
gercera y cuarta bolsas farfngeas. El endodermo anterior con ectodermo
adherido penetra al mesodermo para iniciar la formacifin del timo. EL
rudimento del timo se separa y migra hacia la cavidad del t6rax para
localizarse en la cavidad pleural. Durante su migracifn es invadido
por linfoblastos. precursores de los linfocitos T, gque se originan en
el tejido hematopoytico de la m&dula 6Hsea. RDurante el desarrollo

_ embriolsgico del timo, los precursores de las células T se arganizan
dentro de la capa cortical, que tiene un grosor de 2 a 10 cflulas, vy
se agranda a medida que las células se dividen para generar los
giferentes tipos de linfocitos (Hood y col. 1984: Bockman Yy
Kirby, 1985).

El desarrollo del tejida linfoide parece sger un  proceso
dependiente del timo (Miller, 1962; Parrot y col. 1946), Se postulan
dos caminos en 1los cuales el timo influye el desarrollo del tejido
linfaide periférico:

a) El timo genera linfocitos que migran al tejido periférico.

b) El timo produce un factor difusible el cual induce 1 desarrcollo de
linfocitos wn situ en el tejido linfoide periférico (Weissman y col.
1967).

Cuande el timo madura estd constituido de un 99 de linfocites.

Bajo condiciones normales el 5% de linfocitos tfmicoe se divide., el



83% de estos linfocitos estin en la capa cortical y 10% son linfocitos
medulares.

Los linfocitos T al madurar adquieren una especializaciéan que
cumple un papel muy importante en el sistema inmunitario. Hay
diferentes tipos de' linfocitos T, clasificados con base a la funcién
que realizan vy a 1las moléculas que se secretan en la superficie
celular (Roitt. 1993):

1} C&lulas Te (citotdxicas/supresoras). Se refieren a cé lulas
efectoras que eliminan cflulas extraffias {ej: otros linfocitos). Esta
funcitn la realizan cambiando la perineabilidad de su membrana. Ademis
suprimen directamente o por v a de factores supresores la funcitn de
otras celulas (ej. suprimen la funcién de las células T4). Los
precursores de €stas c€lulas son activados por antigenocs.

2) C6lulas T+ (ayudadoras/amplificadoras). Constituyen una tercera
parte de la poblacitn de las c@lulas T: estin programadas para
amplli'Ficar la funcién de otras células (linfocitos B, otros linfocitos
T & macrb6fagos), participando en su proliferacisn y diferenciacion.
Ademis activan moléculas de clase II en cultivos de linfotitos vy
amplifican la proliferacitn y diferenciacitn de las c€lulas Te. 5i las
ctlulas se estimulan producen una variedad de sustancias solubles

(ej. interleucinas).

3) telulas T (asesinas naturales). Intervienen en la eliminacitn
inespect fica (no necesitan ser activadas) de células transformadas vy
células infectadas por virus.

4) Células T responsables de la hipersensibilidad tardta (Th).
En la pubertad el timo disminuye cansiderablemente de tamafio en

respuesta a la liberacitn de hormaonas esteroides adrenales Y
gonadales en ambos sexos (Hood, 1984). En el hombre alcanza un peso



mﬁxi&m de 20 a 37 g, posteriormente  sufre un - proceso: involutivo
sustituyendo gran parte de su  paré nquLma‘_ por tejido: ‘conjuntivo 'y
adigoso disminuyendo su peso 2 &'g a les 75 afios.

FUNCION DEL TIMD

€1 timo juega una funcibn importante en el sistema inmune. La
amplia gama de trastornos del sistema inmunitario puede clasificarse
.en gruposs
“1) Estados de dE'F.iciencia inmunitaria.
2) Reaccianes de hipersensibilidad.
3) Enfermedades autpinmunitarias,
4) Proliferaciones anormales y necplasias que nacen en el sistema

inmunitario (Stanley, 1%75).

La tabla 1 resume algunas de las funciones del time y los
desSrdenes relacionados o deficiencias timicas.

El desarrollo anémalo del timo en la etapa embrionaria puede dar
como resultado atimia 6 deficiencias combinadas del timo con otras
estructuras de origen embrieligice (glindula paratiraides, arco
adrtico), produciendo una varisdad de diversos sfndromes como el de Di

George.

tas anomall as pueden clasificarse en congdnitas, hiperplasia vy
neoplasia. Entre las anomalf as congfnitas tenemos el Sindrome de
DiGeorge, en el cual no hay tino (agenesial. #uede presentarse  una
hipoplasia con falta o disminucidn notable en el ndmero de linfocitos
pequefios, como ocurre en la alinfoplasia tf mica (5 ndrome de Good) vy
en la agamaglobulinemia de tipo sqizo. La hiperplasia tfmica causa
aumento del volumen de la glindula, debido a la aparicisn de nuevas
folf culos linfoides. En cuante a 1las anomalf as causadas por

deficiencia inmunolGgica se han descrito diversos sindromes camo  la



k art_ggeia'vl!;‘el_a:rii;ie’c‘{a_s_ié'. -d\efi&iévn:x‘aj'de'f Ig 'A. entre .otros (Stanley,
1975). F AR PR

) La remocicn campleta del timo en ratones durante el perfodo
neonatal induce generalmente diversos st ndromes. - Estos incluyen
d8 ficit en la gamancia de peso, deterioro de las condiciones i sicas,
deficiencia de linfocitos (expresada por una reduccifin en la poblacifn
de células linfocf ticas de los Grganos linfoides y sangre periférica)l,
deterioro de la capacidad inmunolfSgica y muerte que Se conoce como
s{ ndrome de desgaste {(Cross y col. 1964).

El timo produce una gran cantidad de <factores vy hormonas que
muestran actividad inmunol6gica. Para investigar €sta posible funcifn
de factores tImicos humorales se vtiliizan injertos de timo obtenidos
de ratones (it a 8 df as de edad). y se implantan subcutineamente dentro
de una cimara Millipore a ratonzs timectomizados nepnatalmente. Los
resultados muestran gue éstos animales presentan una recuteracibn de
la capacidad inmunol6gica, por lo que se demuestra que la implantacifn
de_l tejido timico en animales timectamizados neonatalmente previene o
hace reversible loz cambios en el tejido linfoide y evita el s{ndrome
de desgaste (Trainin., 1974}.

El efecto de 1las hormonas timicas en el sistema lipfoide
hipotéticamente puede darse a traves de la estimulacitn de 1la
linfopoyesis, por induccifin de inmunocompetencia en linfocitos
circulantes, o pdr la acciGn simultinea de ambos mecanismos. Ademis
de otros, se sugieren dos factores timicosy un factor que estimularfa
la linfocitosis y otro factor que induciria la competencia, capaces de
actuar independientemente (Metcalf, 1964; Miller. 1965; Yunis y col.
1344y .
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Tabla. i. Sfndromes clinicos causadns'pnr displasia del timo

{Luckey y col. 1973)..

FUNCIONES NORMALES
DEL TIMOD.

MANIFESTACIONES PATOLOGICAS
DE DEFICIENCIAS.

Desarrollo de competencia .
inmunologica.

Regeneracitn de competencia
inmunolégica.

Mantenimiento de competancia

inmune.

Regulacisn de la actividad
enddcrina relacionada con

el sexo.

Produccisn de factor estimu-—
lante de la médula Bsea. -

Produceitn del factor hipo-
glucemiante.

Produccién del factor de
permeabilidad.

Produccifn de un <factor
inhibitorio de la trans—
misitn muscular.

St ndrome de deficiencia
inmunoldgica.

Enfermedades autoinmunes.

Neoplasia relacionada a
la falta de reconocimianto.

No presenta.

Timoma,  amaglobulinemia
con aplasia eritroide.

Hipoglucemia on leucemia.

Reacciones de hipersensi-

bilidad retardada.

Hiastema grave.

11



Capaula

EBTIPO
ElTipo 1l
TIPO 11

Corteza

]"‘—_'Madula

Ee representan

Esquema de la parte epitelial del retfculo tinico.
de

células epiteliales tipo I,II y III; asf como los corpisculos
Hassal (CH) y la cavidad ci stica (CK:.

Fig.1
{Nabarra y Andrianarison, 1987).

12



RELACION FUNCIONAL TIMO-GONADA

Se ha establecide an forma experimental que el timo, gl&ndula
principal de la inmunidad, es también un Grgano endscrino impoartante.
La relacitn entre el timo y las gonadas fue confirmada en 1949 por
Nizhizuka vy Sakakura. Estos autores reportan que la timectonda
neanatal (Tx) en el ratsSn hembra provoca la muerte a consecuencia del
sI ndrome de desgaste. La timectomf a entre los 2 a 4 df as de edad trae
como consecuencia upa alta frecuencia de disgenesia ovirica,
caracterizada por una ripida disminucién en el nimero de ovocitos, con
subsecuente disminucitn de +folfculos y cuerpos 1ldteos. Cuando 1a
timectom a se realiza a los 7 das de edad no interfiere en la

mor fogénesis del ovario.

ios cambios en las gonadas se asocian can reducidas
concentraciones séricas de Hormona Luteinizante (LH), Hormona Falfculo
estimulante (FSH) y Hormona de crecimiento (GH). El Gtero del ratén
timectomizado no se encontrs hipoplisice y presentaron cambios
atréficos en los folf culos después de remover el avarin disgendtico.
Se encontr8 histolGgicamente una alta masculinizaci6n de 1a glindula
submandibular en el ratin timectomizada.

Evidencias experimentales indican que el oavario disgénico del
raton timectomizado funciona bajo el control harmonal de la hip6fisis.
Estos resultadeos sugieren que dicho ovario, con predominancia de
células intersticiales y estroma ovirico, tiene una funcitn endicrina
alterada que puede ser la responsabla de la masculinizacién de las
glindulas salivales que se observa en el ratén timectomizado. En
efecto, estudios realizados wn witro sohre la conversién de [SH]
pregnenaolana a andrégencs demuestran que la masculinizacitn de la
glindula salival se debe a alteraciones metabdlicas del ovario
disgerdtico, que es capiz de formar grandes cantidades de andrSgenos
en comparacion con el ovario control (Nishizuka, 1973).



La disgénesis ovirica en ratanes timectomizados puede prevenirse
mediante el trasplante del timo de donadores singénicos a por
inoculacidn de células disociadas del timo, del baza o de linfonodos.
En ostos Grganos (a excepcitn de la mSdula OGsea), se encuentra la
poblaci6tn celular, capaz de prevenir la disgenesia. Estas células se
supone derivan del timo; en el ratdn timectomizado hay ausencia de
dichas células en el bazo y en los linfonodos (Sakakura, y WNishizuka
1971: Nishizuka y Sakakura, (971}.

En el ratsSn macha timectomizado (realizado a los 3 df as de edad)
se presenta desarrollo normal del testfculo y de 6rganos asociados con
el aparato reproductor. Los testiculos examinados histologicamente no
presentan anormalidades en las etapas de la espermatogénesis o en 1la
morfolonl a de las cé€lulas de Leydig. Las vesficulas seminales eran
normales en apariencia v no se encontraron cambios en las glindulas
salivales (Nishizuka y Sakakura, 1969). §Sin embargo, machoc y hembhra
son predominantemente infértiles (Hattori y Brandon, 1977).

Ratones congénitamente atimicos.

En el vatsn hembra congénicamente atimico de genotipo recesive
homocigoto ru/eu (nude), existe una deficiencia en el pimero de
folf cules vy generalmente desaparicitn del cuerpo lGteo (Shire vy
Pantelouris, 1974). QOtros estudios demuestran que ademis s observa
retraso en e} desarrollo puberal, caracterizado por disminucifn en 1la
produccisn de gonadotrofinas, apertura vaginal retardada y disminucion
en la fertilidad (Besedovsky y Sorkin, 19743 Rebar y col. 1980).

En el estudio histolégico de los testiculos del ratén macho nude
se observa que a lgs 20 dl as de edad e)l ndmero de c€lulas de lLeydig
esti disminuido v ademis presenta disminucién en la fertilidad. A los
40 df as de edad hay desarrollo de tGbulos semind feros 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 morfolagicas
© histolsgicas en el tejido del testicule y la espermatogénesis
es normal. Estos resultados estén relacionados con la secrecisn de
gonadotrofinas, ya que se observa que en la etapa previa a la
maduracion sexual hay una marcada disminuciton de LH vy FSH, v a los 40
f as la LH tiene su mixima concentracitn que persiste en los adultos.
l.a concentracian de testosterona es marcadamente reducida a las 20
o as de edad y a partir de 1os 30 dlas la concentracion es elevada.
(Lintern-Moore, 1975 a).

La disminucisn en la concentracifn de gonadotrofinas se puede
prevenir con trasplantes de timo en el dia del nacimiento (Rebar vy
col. 1980},

Jimectomi a gen la rata,

for otro lado, se ha demostrado que en ratas hembra Wistar
desputs de 50 ofas de la timectomia neonatal (realizada 12 horas
despudés del nacimiento), se produce disgénesis ovirica caracterizada
por: a) reduccifn en el ntmero de folfculos primordiales, primarios y
secundarios por degeneraciéng b) hipertrofia e hiperplasia de células
intersticiales: ¢} proliferacitn de teiido conectivo intersticial,
constituido por fihrocitos; d) presencia de vesfculas dentro oel
cuerpo lGteo: e) ausencia, destruccitn o ambos del cuerpo 1ldteno por

proliferacion de tejido conectivo intersticial.

En ratas macho Wistar timectomizados en la etapa neonatal (12
horas después del nacimiento) se abserva que a los 130 dias de la
cirugf a presentan atrofia en los testficulos, caracterizado por: a)
pequeffos  tGbulos seminf feros, situados en la porcion central
periférica o ambos., que contienen c&lulas de Sertoli y un nlmero
reducido de espermatogonias. ausencia de espermatozoides vy grandes

espermatocitos vacuolados. No se encantrd infiltracisn de cé€lulas



SlinFm‘(;Eticas en.el estroma y las cflulas de Leydig son ncrmales
‘(Héttnri y Brandon, 1%77: Hattori vy Brandon, 197%).

En resumen, los estudios con ratas timectomizadas neonatalmente
sugieren que el timo modula la funcién reproductiva y secreta una
variedad de peptidos los cuales afectan la secrecifn de las harmonas
reproductivas. Ademis se ha demastrado que las hembras desarrollan
anticuerpos contra ovocitos (Taguchi vy col. 1980) . Taguchi vy
Nishizuka (1981), mostraron en el macho la presencia de anticuerpos
contra espermatozoides.

Efecto de la gonadectomfa scobre el timo,

Calzolari (1898) fue el primero en afirmar que el timo de coneja
se atrofia mis lentasente en los animales castrados. Posteriormente
Chiodi (1940) demostrS que 1 efecto de la castraci6n se podia
revertir con la administracison de androgenos.

Castro ($1974) observa que la orquidectomf a en ratones prepiberes
Balb £ (4 a & semanas edad), causa hipertrofia del timo, la cual es
mixima un mes después de la cirugla. Al realizar un estudio
histol6gico del timo en estas condiciones se aobserva aumento en el
tamafio de la corteza y la mddula, con incremento de la pablacidn
celular. Cuando la orquidectosf a es postpuberal (10 a 12 semanas de
edad), el tamafio del timo aumenta y el peso del linfonodo y bazo es
menor a los cambios gue se presentan cuando se realiza la cirugia
prepuberal; a los 3 meses de la cirugfa la masa del linfonodo es muy
grande en relacitn a los controles. La gonadectom! a en ratones afecta
la vespuesta a ios antfgenos originando cambios en la produccifn de
anticuerpos. La capacidad para rechazar injertos aumenta, siendo
mayar el rechazo cuando el injerto es de piel; ésta respuesta puede
prevenirse mediante la administracién de andrégenos. Estos datos
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sugieren gue los andrfigenos deprimen la respuesta inmune mediada por
por células y que la remocién de esteroides las activa. Por otro lado,
cuandd en los ratones se realiza de manera simultinea la arguidectomf a
y timectom! a se observa que no hay rechazo al injerto de piel (Castro,
1974 b). Ademis previene la hipertrofia de los ganglios linfiticos,
ésto indica que los efectos de la orquidectoma sobre lps ganglios
fueron mediados a través del camino timico (Castro, 1974 al.

Se sabe que el timo se atrofia progresivamente a partir de la
pubertad y la funcifn que se considera importante va retrocediendo
hasta hacerse m{ nima o nula en la etapa adulta. En ratas Wistar el
timo se atrofia a la edad de 12 a 15 meses. Al realizar 1la
orquidectomia a ratas Wistar de esta edad se observa que el timo se
rectaura en tamafio 30 of as despuss de la cirugl a. El 6rgano regenerado
es multilobular idfntico a un timo de rata pdber (Greenstein y col.
1986).

Desde el punto de vista histoldgico el srgano de 1los animales
mencionados anteriormente aparece narmal, presenta una corteza vy
médula definidas, wvascularizadas vy 1ienas de timocitos. ta
regeneracion del timo después de 1la' orguidectomia es inhibida por
testosterona (T), la cual se administra por implantes subcutSneos de
una cipsula de liberacidn prolongada que produce conrcentraciones
sSricas de T dentro de los rangos fisiol6gicas. También se observa que
hay un aumento de tamaffo del timo a las 10 semanas después de realizar
la orquidectom{ a; el agrandamiento del timo es inhibido por T. Estos
resultados tienen importantes implicaciones en el funciopamiento del
eistema inmune durante el envejecimiente y las enfermedades, ademis de
su importancia en la fisiclogia del sistema inmune y endicrine
{Greenstein y col. 1984),
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: EFEC_TCI DE LAS HORMONAS ESTEROIDES SOBRE EL TIMO

: Ag‘yExisten evidencias an las que se demuestra que los esteroides
gonaq_gl}eé y . adrenales ejercen una importante influencia sobre el
desarrolle y la funcién del timo {Bockman y Kirby, 1985; Castra,
1974} .

Es importante destacar que la accidn de los esteroides sobre el
timo es mediada par receptares especl ficos para estas hormonas
(Fujii-Hanamoto y col. 1983; Sakabe y col. t984; Grossman, 1984). Se
han descrito receptores a glucocorticoides en la bolsa de Fabricio
(Sullivan y Wira., 1979) y a andr6genos (Pearce Yy col. 1981) vy
estrGgenos en timo (Screpanti y col. 1982). Estos son  receptores
espec!f £icos que muestran gran afinidad por sus ligandas; se les
encuentra en el citosol de la fracgion epitelial del timo. El receptar
a estrégencs estd presente en la cobaya y aotras especies. En cuanto a
los estrfiigenos se sabe que modulan la funci6n inmune y afectan 1la
morfologt a timica, su efecto parece ser mis critico durante el periodo
prenatal y neonatal (Screpanti, 1982).

Cuando se administra estradiol (Ez) a cobayas preffadas (36 a &8
df as de gestacidn) y se abtienen 1los timos fetales, se observa
que en el primer df a de tratamiento el £ no modifica el tamafio del
16bulo t{mict, corteza 6 mfdula. En cuanta a la poblacifn celular hay
una disminucidn en el nimero de c8tulas linfoides de la corteza. Los
efectos estrogénicos (reducci6n en tamafioc de 15bulos timicos vy
disminucitn en el &rea linfoide cortical), aparecieron después de 2
df as de tratamiento, siends similares cuando éste se prolonga. Ademis
se observa que el Ez modifica la compartamentalizacién del receptor
para estrfgeno en el timo (Screpanti, Gulino y Pasqualini, 1983).

Se concluyd que el Ez afecta a 1la subpoblacifin celular

localizada en la corteza subcapsular timica. La respuesta inducida por
E2 <caobre el desarrolla del timo durante la vida fetal es antaganizada
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por el antiestrSgeno 1lamado Tamaxifén (Screpanti, Guliino v
Pasgualini. 1983).

Grandes cantidades de progesterona producen también atrofia del
timo en ratas macho, sin embargo dosis moderadas por 30 df as no causan
ningin efecto. (Dougherty, 1952). Se sabe que en ratas, los andrSgenos
inducen invelucitn del time (Sasson y Mayer; citado por Grossman y
col. 1983). En 81 timo de estas se ban encontradoe receptores a
dehidrotestosterona (DHT), 6éstos se encuentran localizados en las
células reticulo-epiteliales. Grossman Y colaboradores (1983) .
demostraron la presencia de un receptor a DHT de alta afinidad y
especificidad para el tejido timico humano. Los receptores para DTH,
se encuentran en los compartimientos citoplasmitico v nuclear.

En atro estudio experimental se mostrt que tanto la T comoa 1la
DHT tienen actividad antiglucocorticoide en timo de rata (Sasson vy
Mayer; citado por Grossman, y col. 1983). EIl receptar a DHT t{mico
humanp puede formar parte de los desSrdenes autoinmunes del sistema
mediado por células, como es el caso del lupus eritematoso sistémico
y artritis veumatoide. Por- otro ‘lado, se ha demostrado que la
administracién de DHT no altera el pesa del timo ni las
cancentraciones de andr6genos en ratones machos controles (Grossman y
col. 1983). Sin embargo, la administracisn de esta hormona a animales
castrados, praviene la hipertrofia dal timo e incresenta
sighificativamente el contenido timico total del receptor a andrigenos
(Pearce y col. 1981).

Stimpson y Crilly (1981), confirmaren que los esteroides o wvie
Ez, T. corticosterona, vy no progesterona modulan la secrecitn de
factores inmunorreguladores. Se han realizada estudios sobre
receptores citos6licos a estrdgenos en el timo de la rata. en el que
se caracterizan las canstantes de asociacién y disociacién, el nGmero
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de si_t;f.os de unibn y el _efecto del astradiol sobre dichoa: sitios
tMorgan y Grosaman, 1985).

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE HORMONAS TIMICAS

Estudios realizados con extractos tf mices can diferente grado de
pureza sugieren que las funciones inmunes del timo se llevan a cabo al
menos en parte por factores humorales (Goldstein y col. 19705 Law vy
Awnew, 1986).

Entre las diversas preparaciones parcialmente purificadas las mis
estudiadas son: fraccin § de la timosina, factor ti mico X,
timpestimulina, factor timico humoral, timopoyetina, factor timico
sérico y factor timico homeSstatico (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 vy col. 1964). La purificaci6n y la determinacisn de las
propiedades quf micas fue realizada por Goldstein en 1972.

Las Fracciones‘ abtenidas de la timosina disminuyen la incidencia
de la enfermedad de “desgaste” en el ratdn timectomizado prenatalmente
{Agsanuma y col. 1970), y facilitan el desarrollo de la respuesta
inmune mediada por c8lulas, incluyendo la capacidad de células
huéspedas para aceptar injertos (Law y col. 1948), e impiden el
desarrollo de tumores despufs de la inoculacidn con virus del sarcoma
de HMoloney (Zisblatt y Goldstein, 1970).

Ademis, se han aislado a partir de extractos crudos del timo
diversos carbohidratos, ltpidos y protetnas homogéneas que tienen
actividad hioclsgica (Goldstein v col. 1970). La purificacisn y 1la
determinacitn de las propiedades qufmicas de 1a timosina, fueran
realizadas por Goldstein en 1972. La attividad biol6gica de esta
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hormona se realiza mediante un ensayo de formacifin de roseta. el cual
permite determinar la dependencia del timo de las cé&lulas linfoides.
ta actividad biolSgica de la timosina se encuentra en una protefina
homigenea de peso molecular de 12 600 daltones. En expetrimentos
reportadas por Klein y coiaboradores (1945), <se abserva que el
hompgenado de timo estimula la linfocitopoyesic y la incorporacién  de
precursores radipactivos al DNA, en linfonodaos de conejos adultos.

Por otro lado Bach y col. (1971}, demuestran que 1la timosina puede
restaurar la poblacién de células sensibles a azatioprina cuanda se
agregan a suspehsiongs de c&lulas de bazo de rat6n timectomizado.
Estas c®lulas sensibles a timosina estin presentes en el bazo en
rMimero adecuado y requieren g6loc de la influencia endScrina de 1la
glindula del timo para convertirse a células activadas) estas <c8lulas
sensibles a timosina estin tambi®n en la médula Gsea.

fa timosina purificada parcialmente (fraccifn 5 contiene
protef nas estahles al calor con peses moleculares que estin  entre el
range de 1200 y 14 000 daltones. En 1979 fue estandarizada la fraccifn
S de timosina. a partir de ella se han realizado purificaciones vy
caracterizacion de péptidos hormonales '‘gue han sido aislados del timo.
Cuando se analiza por enfofue isoel&ctrico la fraceibn 5 de timosina
revela la presencia de varios componentes en la preparaci6n. Las
polipéptidos se dividieron en tres regiones: La vregién a contiene
polipéptidos con puntos isoeléctricus abajo de 5.0, la region B entre
5.0y 7.0y la regitn r arriba de 7.0. Estos a la vez se subdividen en
o4, oz, B, B1, Bz. El sublindice es usado para designar las
polipGptidos de cada regidn tal como fueron encontradas (Hooper vy
Goldstein, 1975).

Timosina ot Es el primer polipéptido activa biolegicamente en
la amplificacitn de la inmunidad de células T (Low y col. 1%79: Ahmed
y col. 1979}, v también es activo madulando la expresifin de la
desoxinucleptidil transferasa terminal (TdT). Fue aislada por
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cromatografl a de intercambio ifinico; su peso molecular es de 3108
daltones, compuesteo por 28 residuos de aminoicidos y con un pl de 4.2.
El amino termipal es bloqueado por un grupo acetil. Estudips de Freire
y. col. (1978), sugieren que esta timosina es producida por el timo
como parte de una protefna grande (.:Ie peso molecular de 16 000
daltones.

Timosina Bs: Es €l primer polipéptido activo biolsgicamente de
la regitn ¥ completamente caracterizado (Low y col. 19B1). Fue aislado
por cromatografi a de intercambio iGnico. Esti compuesto de 43 residuos
de aminoicidos, con peso molecular de 4 982 daltones y un pl de S.1.
Egta molécula induce la expresifin TdT en células de mEdula 6sea, n
vitro € in vivo. Ademis, incrementa la actividad TdT en timocitos de
ratones inmunosuprimidos; también actia en vélulas linfoides e influye
en estados tempranos sobre la maduracitn de linfocitos dependiente. del
timo {(Goldstein y col. 19681).

Timosina 7: Fue aislada usando la misma té@cnica de las
fracciones anteriores. Esta fraccitn es altamente &cida, con un pl de
alrededar de 3.5 y esti libre de carbohidratus y 1lipidoss tiene un
peso molecular aproximado de 2 200 daltones. Demostr6 ser un potente
inductor de células supresoras (Goldstein y col. 1981) y células T
marcadoras (Ahmed vy col. 1979). Por otra parte, se han aislado
factores con actividad "timico humaral* de la sangre y los tejidos.
Estas preparacionas que incluyen la fraccién 5 de 1a timosina son:
Factor Timico X (FTX), Timoestimulina, Factor Timico Humoral (FTHY,
Timopoyetina, Factor Timico S&rico (FTS) vy Factor T{mico HomeGstatico
(FTH) (Goldstein y col. 1981).

Factor Timica X: Polipeptido con PM. de 4 200 daltones, 1  vire
restaura la sensibilidad a la azatioprita del ensayo de vrosetas en
cé¢lulas de ratones adultos timectomizadas, incrementa en sangre el
imero de cé@lulas linfociticas y recupera la hipersensibilidad
retardada o viwve (Aleksandroiwcz y Skotnick, 1976).
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Timoestimulina: Estudiada por Falchetti vy col. ('1977), .es  una
mezcla de polipéptidos. Induce marcas y funciones éspe:l ficas ‘en
linfocitos T en animales y en pacientes inmunosuprimidos; estimula la
produccidn de interfer8n en las mismas especies.

Factor T{mico Humoral: polipéptido de peso molecular de 3 200
daltones, pl de 5.7. Un homogenado crudo de timo bovino se centrifuga
a 105 Q00 g por una horas; Sp obtiene el sobrepadante activo y se
encuentra que restaura 1a respuesta inmunoléagica del ratGn
timectomizado. Esta respuesta no se observa en animales deprovistos de
time que cSon inyectados con el aGsculo de ternera o de rifiGn
preparado por similares procedimientos. AsImismo se demuestra que al
aplicar inyecciones de factor timico humoral se restaura la capacidad
de las células linfoides de ratones timectomizados neonatalmente, para
inducir en vive esplenomegalia. (Trainin y col. 19567).

Timopoyetina: Durante el aislamiento de &sta hormona a partirv
de tima bovino surgieron dos polipéptidos timopayetina I y Il de peso
molecular de 7 000 daltones; 6éstas son consideradas hormonas tfmicas
que inducen la diferenciacién de protimocitos a timocitos. La
especificidad en la induccion de la diferenciacién de células T y no
de cflulas B, sugiere gue es una hormona fisiol6gicamente inductora en
el timo, ya que sus efectos de bloqueo intramuscular no se presentan
con extractos de otros tejidos. Su aislamiento se realizs por
ecromatografl a de filtracifn molecular y de adsorcisn (Goldstein y eol.
1975). Se considera activa sSlo una fraccitn, est& Fformada por 49
residuos, peso molecular de 5 5462 daltones con pI de 5.7 y secuencia
determinada. (Goldstein y col. 1981).

Factor Timico Homeostitico (FTH): Su constitucifn quimica es adn
desconocida. Se eluye de la columna de hidroxiapatita y se divide
arbitrariamente en 4 subfraccicnes durante la elucidn, é&stas fueron

bisensayadas separadamente por el método de Eomsa (Berpardi y Comsa,
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19651 . Se gupone que es un glicopéptido de 1 BOO a 2 500 daltonest
su tamafio se estima por ultracentrifugacifn {(Luckey y col. 1973). - En
cuanto a sus efectos fisiolégicos, suprime las consecuencias del
deteriore ocasionado por la timectom a en cobayas pGberes, y restaura
la hipersensibilidad en ratas timectomizadas (Comsa, 1973). En. el
aislamiento de las hormonas tfmicas, Metcalf (1959) utiliza un ensayo
modificado por &1 mismo, en donde usa 1la relaci6n radio L/FP
(linfocito/polimorfo), para aislar la hormona llamada estimulante de
linfocitos (HEL). De &sta se han obtenido los polipgEptidos LSH h (h de
Hand). ¥y LSH r (r de Robey), con peso molecular de 10 000 y 80 000
daltones raspectivamente, ambos estables al calor. Estos compuestos
participan en la produccisn de anticuerpos y eritrocitos e inducen
linfocitasis. Se aisla por precipitacifin can sulfate de amonio vy
cromatografl a usando una columna de Sephadex (Luckey y col. 1973).

HORMONAS GUE ACTUAN SOBRE LA FUNCION TESTICULAR

fas células de Loydig son c8lulas altamente diferenciadas para la
sf ntesis y secrecisn de andrSgenos. Las enzimas participantes en la
esteroidogénesis se encuentran en las mitocondrias y el citoplasma. El
Jestado diferenciado de los organelos de las cglulas de Leydig ast como
la induccitn y mantenimiente de las enzimas estercidogénicas esti bajo
el control tréfico de la hipéfisis (Catt y col. 1980}).

El control de la produccitn de esteroides par las células de
Leydig depende de la acci6n de las gonadotrofinas. La secrecifn de la
LH mantiene la funcitn esteroidogénica de las células de Leydig, ¢&ste
efecto se realiza a traves de la interaccitn con receptores
espect ficos en la superficie celular, que llevan a la subsecuente
estimulacitn de l1a produccisn de AMPc. La regulacién positiva de
receptores membranales v de la esteroidogénesis es causada por
incrementos fisiolsgicos en la hormona endégena ;§ una mayor elgvacicn
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en las concentraciaones circulantes de gonadotrofinas ocasiona
regulacidn naegativa de receptores homSlogos y desensibilizaciSn de la
respuesta en las células blanco (Catt y cel. 19803 Dufau y Catt
1978 y Dufau y col, 1984}

La prolactina mpdula los efectos de la LH en la célula de Leydig
potenciando el efecto de esta hormona en parte a2 través del control
del nimero de receptores a LH (Chan y col, 1981).

La FSH. probablemente a través de efectos a nivel tubular induce
1a produccisn de factores y hormonas en el tGbulo y juega una €funcidn
importante en la diferenciacitn de las ce¢élulas de iLeydig. S5 ha
obsetrvado gue la FSH induce receptores a LH e incrementa la capacidad
esteroidogénica del testicule y que ambas producen un efecto
sinergt stico en la funcitn testicular. Ademis, la FSH induce cambios
en la funcitn de los macrﬂiaqps del testf{culo (Yee y Hutson, 19895).

La producciSn de andrégenos por la célula de Leydig es importante
en e} control de la espermatogénesis y en muchos aspectos de la
funcisn epididimal (Dufau y col. 19B84). Asimismo, la testosterona
influye en la diferenciaciéh de los cordones testiculares y del
sistema productor de esteroides de la célula de Leydig (Yee vy
Hutson, 198%).

ACTIVIDAD ENDOCRINA DEL TIMO

Se ha postulado gue las interrelaciones entre el sistema inmune y
repraductiva tiene efectos bidireccionales entre gfnadas y timo.
Un factor que se encuentra en el timo con peso molecular de 28 000
daltones @s capaz de inhibir la produccién de T inducida por 1la
hormona gonadotréfina corifnica humana <hCG) an una suspensisn de
ctlulas de Laydig un vitro {Pedernera y col. 1986).
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Hiriart vy Romano €1986) . investigaron ia actividad
antigonadotrofica de una fraccin del timo sobre los receptores para
hCG en células de Leydig. E1 pelvo acetfnico obtenido de timos de rata
Wistar de 14 ofas de edad es separado por cromatograffa de
filtracisn ., Una fraccitn correspondiente a 27 000 -~ 28 000 daltones
que fue llamado factor timico (FT), compite con la [e2s 1]1-hCE por
el receptor en testfculo; @ste efecto es daosis dependiente. Por
anilisis de Scatchard se demostrd que 1la inhibicidn es de tipo
competitiva. El valor de Ka (constante de asociacitn} disminuye en
prasencia del FT3 no se detectaron cambios significativos en el ndmero
de sitios receptores.

Par otra parte se estudid el efecto del medic de incubacién de
timos de ratas Wistar machos preplberes (MIT) scbre la setrecién de la
LH y FSH a partir de células cultivadas de hip&fisis y se enuentra
que con el MIT se incrementa la liberacitSp de la LH y FSH inducida por
tHRH, sin modificarse la secrecitn basal en el caso de la FSH y ademis
estimula la secrecifn de la UH, aunque é&ste efecto es de menor
maghitud que el anterior. En relacidn a la secrecifn de FS5H no se
observa ningidn cambio significativo en un medio de incubacicn de
ringsn. (Mendoza y Romano, 1785). Por otra parte se ensayt sgobre las
mismas células el efecto de las fracciones obtenidas por cromatograffa

‘en columna (Ultrogel ACA 5S4). Una de estas fracciones de peso

molecular de alrededor de 28 000 daltones potencia 1a respuesta a
LHRH, produciende un incresento significativo en la secrecidn
astimulada de la LH y FSH (Mendoza y Romano, 1989).

Para el estudio de la influencia del timo sobre el funcioramiento
del ovario, se realizaron experimentos en los que s8 midieron las
concentraciones de Py, Ez y T, en el medio de incubacifn de células de
ovario obtenido de ratas en proestro, Las células se dispercaron con
col aysei on durante tiempos variables con y sin factor
tinico ohtenié ndose la secrecitn basal v la estimulada con hCG. Los




resultadas permiten afirmar Que el factor timico inhibe la secreci6n
estimulada de estas hormonas por el ovario siendo la P y la T las mis
-afectadas por el tratamiento (Aguilera y Romano, 1989).

Recientemente se ha demostrado que el medio de incubacidn de timo
obtenido luego de incubar estos drganos en medio nutritivo contiene
al FT que inhibe la liberacifn estimulada de T en las cglulas de
Lteydig (Reyes y Romano, 1989).

Martf n y Romano (1993), demostraron que una poblacién enriquecida
de células epiteljales de timo de rata neonatal secreta al medio una
sustancia que modula la secrecifn de T en cé€lulas de testfcule del
factor timico.

Recientemente Porras (1988), llevs a cabo la purificacisn parcial
del FT. usando dos métodes de purificacidn. El primero es por
filtracién molecular y columna de afinidad. El1 segundo se realiza
abteniendo primero la protef na mediante precipitacifn con sulfate de
amonio y luego por cromatografia de afinidad. Los resultados auestran
que de los dos métodos, el mis recomendable es el primero, ya que la
purificacidn es mayor. El gl nativo mdestra una banda dnica cuando se
aplica la fraccidn sds pura que es del orden de nanogramos, por lo gque
esta banda se hace evidente al utilizar la técnica de impregnacitn de
plata (Sammons y col. 1981}).

METODOS DE PURIFICACION DE PROTEINAS

La purificacisn de protel nas se puede llewvar a cabo wtilizando
1ps métodos clisicos considerando las ventajas y desventajas que éstos
pueden presentar. La proliferacian de técnicas cuya eficiencia ha sido
demostrada para la separacisfn de protefna, a menudo hace dificil 1la
eleccitn del metodo adecuado (Jacobi, 197i: Morris y Morris, 1‘763).‘
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Las propiedades relevantes de la mSlecula a separar nos da un
indicio de 1la eleccitn del metodo. Ademis se debe considerar
cuestiones pricticas tales como la complejidad del aparato y la escala
sobre la cual se va a efectuar. Consideramos aqul los que se
detallan a continuacién: )

I) Cromatografi a de afinidad.

M&todo ampliamente utilizado en la purificacitn de pratef nas, se
basa en el reconocimiento biolfgico de algunas secuencias de residuos
a bien de alguna determipada estructura (Lowe C.R. 1977).

En forma general la cromatograffa de afinidad involucra un enlace
covalente del ligando a un soporte s6lido. Si un homogenade crudo o
una suspensitn proteica es pasada par una columna de afinidad, las
macromaléculas que interactGan espect ficamente con el 1ligando seran
retenidas. Estas moléculas pueden ser elul das espec! ficamente de la
columna mediante la adicitn de un lIigando al amortiguador de
equilibrio c madiante el uso de sustancias que interfieran con 1la
unién ligando-protet na tales comn sales de distinta fuerza ifnica
(Farooqui, :980 ). El procesn de este tipo de cromatografia depende
ampliamente de las condiciones usadas en los experimentos o
de las interacciones bioldgicas. La cromatografla de afinidad es
una separacisn que - presenta ventaja sobre otros métodos de
purificacion por su alta especificidad (Mulder y col, 1979).

Por este mStodo han sido purificados una gran cantidad de
protet nas tales como enzimas inhibidoras de las mismas hormonas de
naturaleza glicoproteica, receptores de membrana y del citosol
(Mulder, 1979 1t Gospodorowick y Chang, 1984). Katchalski-Katzir
(1981}, describe el reconocimiento de una molécula proteica en
términos de complementaridad, especificidad y dinimica.
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i.~ Complementaridad: Esti revelado por: a) la observacitn de la
interferencia entre una enzima y su sustrato. de un anticuerpo y su
carrespondiente antfgeno o entre dos protelnas: b) las formas de la
‘enzima y sustrato o antfigeno y anticuerpo esti dado por una
interferencia de pagquete cerrado con agujeras internoss c)
apareamiento de grupos cargados opuestamente siendo importante por

razones de especificidad.

2.~ Especificidad: Esti dada a través de interacciones favorables
entre un ligando y un soporte s6lido altamente espec! fico, compuestao
por esta unién: a) la naturaleza de las fuerzas interatSmicas dan
ciertas fuerzas en la especificidad; b) los sustratos cargados pueden
ser rvecanocidos con alta especificidad desde la unidn entre cargas
contrarias que son favaorables para la interacciSn, porque dichas

fuerzas entre cargas disminuye.

.- Dinimica: Ests dada por los siguientes puntos: a) el mavimiento de
los 4tomos es consecuencia inescapable de la epergla termal a
temperatura ordinaria; b) el reconocimiento preciso acurre a pesar del
movimiento atfmicos €) en ciertos casos la dindmica puede jugar una
funcién constructiva permitiendo un acdeso "de las sustratos a los
sitios activos que son blogueados en la estructura estitica; o) bajo
condiciones apropiadas alteraciones conformacionales pueden ocurrir en
protel nas y otros biopoll meros.

11’ Cromatografl a de filtracidn.
La cromatografla de filtracién es un método de separacitn que s&e
basa en la discriminacién por el tamafio molecular (Fischer. 19773

Osborn, 1972).

Este mitodo separa sustancias de acuerdo a sy tamaffio molecular
de este modo las grandes saldrin primero, mientras que las peguefias se
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retienen. La resina que se utiliza no posee carga eléctrica, 1o que

'in)plde el intercambio iénico.

El proceso de separacitn en una cromatografia de Filtracisn en
.gel para propfsitos pricticos pueden explicarse mediante £l siguiente
esquema : 1l.— Las molfculas son llevadas a la parte inferior del lecho
‘.cromatogrifico por el flujo del lfquido entre las partficulas del gelg
2.~ Las moléculas grandes por impedimento est@rico son incapaces de
penetrar en el interior del grinulo del gel y viajan a la misma
velocidad que el lfquido de elucibng 3.- Las moldculas pequefias pueden
penetrar al granulo del gel; las moléculas que se encuentran en el
interior de los granulos se encuentran en un estado estacionarios
4.~ La velocidad promedio del flujo es inversamente proporcional al
tiempo que permanece el polielectrolito en el espacio entre 1los
grinulos del gel. Las moléculas pequeias en consecuencia viafarin a
menor velocidad .

La matriz del gel en 1la cromatograffa generalmente no causa
desnaturalizacisn de las protef nas durante la cromatograffa.

Con la cromatografta de filtracifn se ba conseguido resolver
algunos problemas camo la desalaci6n de soluciones de proteinas, vy
otras sustancias de pese molecular alte y 1la determinacién de 1les
pesos melecdlares de macroma@lfculas. particularmente protefnas. El
lecho cromatogrifico usualmente no necesita regeneracitn y puede ser
usado por affos, siempre y cuando se eviten las alteraciones que puedan
causar la contaminacién microbiana (Fischer, 1977). En forma general,
el lecht cromatogrifico est& formado por particulas pequefias
usualmente empaquetadas en un tubpo: estas particulas se extienden en
una capa sobre un soporte s6lido, El espacio entre las particulas es
ocupade por un lifquido que Ffluye a través del gel. La fase
ertacionaria retarda el progreso de las moléculas mediante la
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generacitn de diferentes velocidades. Para muchos grupos de sustancias
se encuentra una carrelacisn entre el peso molecular v el volumen de
elucidng vy en la priactica @1 volumen de elucifin es determinado por 1la
masa molecular, este método es explicado por Flodin (1262).

De acuerdo a ese mttodo el coeficiente de particion del soluto
entre las fases del gel y la fase lfguida es determinado por efectos
estéricos., El modela explica el campartamiento de elucidn de muchas
sustancias, sin embargo se ha observado clertas excepciones. Algunos
sustratos se retienen fuertemente lo que dificulta su elucioén; dentro
de estos sustratos estin las sustancias aromiticas. moléculas
orginicas hidrofShicas, aniones inorginicos y cationes cuya elucién se
retarda por efectos de interaccisn hidrof6bica {(Fischer, 1977).

111} ELECTROFORESIS EN GEL.

Por otro lado si se desea separar una mezcla de praotefnas es
conveniente la aplicacion de un anilisis electroforético que
proparcionard informacifn acerca de las caracter!sticas de los
elementos constituyentes de  dicha mezcla (Davies, 1964).

En la electroforesis los componentes targados migran separdndose
en un campo eléctrico a diferentes velocidades, que son gobernadas
principalmente por la carga y por la fuerza del campo eldctrico
(Takats, citado por Istvan Kerese, 1984).

El gel de acrilamida estd farmado de largas cadenas de acrilamida
(CHe=CH=-CO-NH2) y al adiciomar la N=N’-metilen—bisacrilamida forman
matrices de poliacrilamida por el efecto de polimerizacién (Fawcet v
Morris, 1977). La mezcla del mondmero con un agente de
entrecruzamiento, la bisacrilamida, se polimeriza a través de un
proceso de oxkidacitén. A través de la concentraciotn y pureza del



monSmero se pueden determinar prnpiedédes'de firmeza y transparencia
21 tiempo de la polimerizacifn (Takacs; citado por Istvan Kerese,
1904).

Para que se lleve a -caba la polimerizacidn es necesarie la
existencia de radicales libres que se inician con agentes oxidantes
como el persulfato de amonio o perdxido de hidrégeno, en ausencia de
oxf geno atmpsfeérico, cuya funcién es la de terminadar de cadena.
Despufs de dicho proceso, las moléculas que se siembran pasan a través
de la malla de gel, cuyos orificios pueden tener diferente tamafio vy
forma (Charambach, £96%).

Electroforesis en gel de poliacrilamida. La electroforesis en gel
de acrilamida es un wftodo sencillo y econdmico que vequiere de muy
pequefias cantidades de muestra (0.1 mg si se trata de extracto crudo y
0.005 mg &i es protetna pura). @fortunadamente, al menos can
protef nas, las interacciones tales como la adsorcitn en el gel son tan
raras que las mezclas de toda clase de protelnas incluyendo histonas y
nucleoprotei nas pueden ser separadas satisfactoriamente (aplicacisn
analitica Davies, 19464).

i) Amortiguadores apropiados para la electroforesis en gel.

Para obtener un resultado satisfactoric en la separacisn
electrofarética de tipo zanal, en la cual los constituyentes del gel
estin en presencia de muchas otras moléculas que no son de interés, es
importante mantener el pH uniforme, al menos en la parte del gel en la
cual ocurre la separacitn. Asimismo, es importante elegir un Sistema
amortiguador adecuado para la electroforesis.

ii) Caracterf sticas del gel analf ticao.

Las rcaracteristicas del gel residen ent t.-1la variacién

controlada del tamafio del poro can el gobjeto de incrementar 1la
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resolucion de iones basada en las diferencias dimensionales y . 2.- Un.
paso electroforétice para la concentracifin de la mu'estra,en una .’ zana
inicial previa a la separacién electroforético entre sf.

Determination de peso molecular por geles de acrilamida—-DSS.

El detergente dodecil sulfato de sodio (DSS) disocia protef pas en
sus cadenas polipept! dicas constituyentes. La electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de DSS separa las cadenas polipeptidicas
de acuerdo a sus pesas moleculares. E1 m2todo es fidedigno vy
reproducible vy los resultados que se obtiepen dentro de uwn 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 polipept! dica durante la electroforesis en gal con PS5  depende
primariamente de sus pesos moleculares {(Weber y Osborn, 1975).

De acuerdo a los estudios realizados se han establecido diferentes
concentraciones adecuadas para 1los diferentes rangos de pesos
moleculares. Se sugiere que se obtiene una buena separacifn para
rangos de pesos moleculares entre 10000 —'70 000 daltones con gel &
una concentracitn del 10%Z; entre 25 000 — 200 000 daltones con una
concentracitn del S%Z y wupa concentracion del 3.3% permite 1z
separacifn de componentes de altos pesos molecularess hasta de
1 000 000 daltones. Los geles conteniendo 15% de poliacrilamida se
sugieren para pesos moleculares menores de 50 000 daltones.

El valor constante de movilidad electroforética en gel DSE indica
que el tomplejo de la protefna DSS actGa de tal maneéra que su
movilidad libre es independiente de carga y tamafio (Peacock y Dingman,
1768 .

Estudios  dz una variedad de diferentes proteinas, indican que
existe un alto nivel de unidn de &stas al DSS. La medida de unisn al
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PSS indica que el porcentaje de DSS como monGmera libre o como micelas
varla con la fuerza ifinica y que la unifn depende de la concentracitn
de‘ equilibrioc del mondmero y no del DSS total (Pitt-Rivers vy
Impiombato. 1968). Las velaciones establecidas empfricamente entre
movilidad electrofordtica y peso mblecular de cadenas polipept! dicas
en el complejo protefna-DS5 son : 1.— La ¢arga por unidad de masa es
aproximadamente constante y 2.- El radio de carga efectiva para el
coeficiente friccional es aproximadamente constante e independiente
el peso meolecular. Esta técnica es particularmente Gtil para el
andlisis de sistemas aulticonformados tales como complejos
enzimiticos, virus y membranas los cuales son a menudo diffciles de
disociar por otros mdtodos. Las protef nas separadas en DSS pueden ser
sujetas a una caracterizaciétn posterior, eluyendo de 1los geles las
cadenas polipept! dicas separadas. La elucifn de s6lo una parte de gel
produce generalmente nanomoles de los componentes individuales, Estac
cantidades de protef nas pueden ser suyficientes para un anilisis de
aminoicidos y carboxilo terminales © para la caracterizacitn de
fragmentos de bromuro de ciamdgena (Weber y Osbornm, 1975).

5in embargo, pueden presentarse algunos problemas con esa técnica
en los siguientes casos: i.- Uni6n anormal al D8S; 2.- Contribucifn de
la carga neta intrf nseca de la protefna; 3.~ Proteinas de bajo peso
molecular y 4.- Presencia de enzimas proteol!lticas (Tung y Knight,
1971) .

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

Como se menciond anteriormente las protetnas de peso molecular
alte tienen una mayor influencia sobre las protel nas mis peguefias. En
estas protefnas la carga intrinseca y 1la conformacitn de pequefias
cadenas polipepti dicas pueden ser wmis importantes en su movilidad
sobre geles con DSS, que para el caso de protef nas mayores. Si se

incrementa la cancentracion de bisacrilamida y se agrega urea 8 M los
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resultados parecen mejorar, va que las uniones por puente de hidrégeno
desaparecen en soluciones que contienen una alta concentracitn de
urea. Ademis el agregado posterior de agentes reductores coma
2-megrcaptoetanpl seguida de un agente alquilante como yodoacetamida o
dcido yodoacético, previene la formacisn de puentes disulfuro en la
separacifn electroforética y de esta manera se hace posible la
abtencitn de subunidades (Weber y col. 1972; Weber y Osbornm, 1979).

Tincién del gel.

a) Técnica de azul de Coomassie. El azul de Coomassie es mis sensible
que atros tintes como el amino negro  (Weber y col..1972)., El uso
de tinci6n seguida de la destincitn del gel ofrece mi xima
sensibilidad. Una téchnica mis ripida pero dé menor sensibilidad de
tincién fue descrita por Charambach y col. (1947); en este
procedimiente el gel se sumerge en azul de Cporassie con dcido
tricloroacético, el colorante actda spbre sitios de la proteina, por
lo que se dice que es relativamente inspluble en esta solucitn. Si
e@sti presente bastante protef na en cada banda, aparece despuss de un
procedimiento corto de tincién y no scr& n-ocesario un procedimiento

desteffidar.

b} Técnica de nitrato de plata. Con el objeto de mejorar la resolucidn
de la tincién se utiliza el método de impregnacitn de plata para el
cual se requiere que e1 gel esté completamente destefiido. Esto se
logra mediante dos pasos de alcohol-acético que se aplican luego de la
tincidn con Coomassie vy previoc a la tincifin completa {Sammons vy col.
1981) .

Destincibn de gel.

Para destefiir el gel se utiliza la misma solucién de la teécnica
de azul de Coomassie, perc sin el colorante (Shapivo v col, 1967).
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DETERMINACION DE HORMONAS POR RADICINMUNDANALISIS (RIAY.

El RIA esti basado en el principio de que el antfgeno no marcado
compite con el antf{ geno marcado por el sitio de unidn del anticuerpo.
los datos desconocidos se comparan con una curva estindar derivada de
diluciones d2 una cantidad conacida de ant{geno puro. La sensibilidad,
especificidad y precisidn del ensayo estin dados por e]1 anticuerpo. La
sensibilidad del RIA depende de tres factores: especificidad, afinidad
y manejo del anticuerpo (Benade, 1982).

BIODENSAYD EN CELULAS DE LEYDIG in vitro.

Esta técnica ha sido empleada como bioensayo de preparaciones de
LH y 16 purificadas, ast como de sus subunidades. y de gonadotrofinas
radicicdinadas. Hediante esta técnica se obtiene una poblacisn
enriquecida en células intersticiales p de Leydig. Se utiliza
colagenasa para la dispersifn de las ecélulas ya que durante la
investigacisn de mecanismos de accion de gonadotrofinas sobre células
de Leydig, se ha demostrado 1a eficiencia de esta enzima para
dispersar las células intersticiales de la rata sin alterar 1la
secrecidn espontinea de testostercna y sin dafiar los receptores de
gonadotrofinas (Dufau y cal. 1974).

DETERMINACION DE PROTEINAS POR LA TECNICA DE LOWRY.

Desde 1922 este mitodo fue propuesto por Wu, usando folin Fenol
como reactivo para la determinacibn de proteinas. El reactivo es
recomendablie por su gran sensibilidad v la simplicidad del
procedimiento de wuso. Ha sido estudiado considerando efectos de
variaciones en pH, tiempo de reaccisn y concentracian de reactivos
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cominmente © usados en el manejo de protef nas-’ y sustancias que
interfieren con la reaccitn, ; . ‘ :

El procedimiento ha sido descrito para - determinar  protel nas en
solucitn o despus de una precipitacidn con Acidos u otros agentes.

Sirve para determinar pequefias cantidades de protef nas del orden de

microgramos (Lowry y col. 1951i).
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JUSTIFICACION

En estudios anteriores se ha demostrado que del timo se deriva
una fraccien prateica con peso molecular aproximado de 28 Kd que
. inhibe la liberacifén de T en c€lulas testiculares estimuladas con la
hCG. Resulta conveniente que este factor se tenga en forma pura ya que
de esta manera podrf{amos identificarlo bioquf micamente Yy nos
permitir! a conacer el mecanismo de acciSn por el que lleva a cabo su
efacto a nivel sistémico y a nivel celular. En la actualidad existe
muy poca informacit6n sobre los mecanismos subyacentes mediante los
cuales el timo puede afectar la estructura y funcién de las gdnadas.
Michael S.D. y col. (1983), explican las interacciones timo-giinadas a
través de dos mecanismos distintos pero que guardan relacifn entre sf.
Con el objeto de conocer mis sobre este mecanismo se hace necesario
intentar la purificacisn de la protef{na existente en la Ffraccidn que
hemos llamado " factor timica .

HIPOTESIS

Si el factor timico que nos interesa es afin a la heparina, se
espera que el fraccionamiento del homogenado completo de timo a través
de una cromatograffa de afinidad en heparina-sefarosa permita una
mayor purificacion y un incremento de la inhibicitn en la liberacisn
de testosterana. Si se logra avanzar en la purificacisn, entonces se
encontrarin menos bandas en la electroforesis en geles de
poliacrilamida.
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OBJETIVO GENERAL:

«~Describir las caracteristicas de una protel na del timp que

regula la liberacifn de testosterona en c€lulas testiculares

en respuesta a la Hormona Gonadotropina CoriSnica Humana.

OBJETIVOS PARTICULARES:

a

o

c

d

~

)

~

-

Caracterizacitn del "“factor timico" en sus diferentes

pasos de purificacion.

Determinar el grado de purificacién mediante el m®tado
de electroforesis en gel de poliacrilamida en wmedio
desnaturalizante con dodecil sulfatp de sodio, vy
comparar los resultados observados usando el mismo
método en presencia de 2-mercaptoetanol.

Determinar la cantidad de proteitna existente en las
fracciones obtenidas por el método de Lowry.

Estudiar la actividad bieclsgica de las preparaciones
obtenidas midiendo 1la produccitn Je T en células de
de Leygig wn wvitre.

[Z}
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MATERIAL Y METODOS.
‘ Obtenci6n del peivo acétonico del timo.

. Se extrajo el timp de ratas Wistar macho de 14 + 1 dlas de edad,
1los animales se anestesiaron previamente en una cimara saturada de
gter. Los timos se colocaron en acetona cen hiela seco  para
mantenerlos a 15°C, y iuego se hamogenizaron an un
homogenizador con motor (Kinematica CH-4010 kriens-—lu, 110v; &0H2) .
El hompgenado resultante se centrifugd a 26 000 g por 10 minutos; esta
operacién se realizd dos veces. El soblenadante se desecha y el
precipitado se colocs en un desecador a 4° €, hasta obtener el poivo
acettnica. Este se resuspendi8 en amortiguador Tris SO aM /NaCl 0.1 M
(AT) a pH 7.0 (100 mg de polvo/ ml de amortiguador ), que contiepen
fenil-metil sulfonil fluoruro (PMSF) O.1mM, y se hoaogeinizé. El
homogenado resultante se centrifugs nuevamente a 28 000 g por 30
minutos a 4° € y el precipitado se desechi. E1 sobrenadante, que es
el extracto crudo y contiene el <factor proteico que se pretendia

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

Cromatografta de Filtracifn.

Se utilizd una columna de gel de acrilamida—-agarosa {Ultrogel ACA
54) de 2.6 x 100 cm. Esta columna fue calibrada con estindares de
protef na de pesaos moleculares conocidos. En estas condiciones se
inyects a la columna S5 ml de extracto acetSnico y se eluyS la protelina
adsorbida con AT a 4°C. St unieron las dos fracciones de peso
qolecular apraoximado de 30 Kd, obtenidas en esta columna despufs de
la aparicitn de la media hempglobina (Pedernera y Calcagno, 1984), vy
se procedié a liofilizar y dializarlas para concentrar la protetna
de interés. Una parte de esta protef na concentrada se destind para la
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‘pruebé de-actividad en: el bfnensayu"ﬂe ceiuiésy' ae;;Léyﬂid
-bérté de ésta se eluyé en la columna de afinidad {(Figura 2).,

Cromatograffa de afinidad.

Para este proceso se utilizd una columna hecha con una Jerinﬁa de
plistico con un lecho de 10 ml de resina sefarasa—heparina, la cual se
reactiva a 4° C, con soluciones de NaCl 2.0 M apH de- 2, 7 vy 9.
Posteriormente se equilibré toda la noche con sclucién amortiguadora
de tris-HC1 100 mM, pH 7.6. Para la elucitn. se utilizaron trag
soluciones amortiguadoras de diferente fuerza i6nicar tris-HCI 100
mMg tris-HCl 10 mM/NaCl 0.& M, tris 10 mM/NaCl :.0 M y tris HCL 10
mM/NaCl 2.0 M, las tres a pH 7.0 (Figura 2).°

L.as fracciones en donde se obtuvieron picos de proteinas se
dializaron contra solucifn amprtiguadara tris—-HC1l 50 aM/NaCl ¢.1 M, pH
7.0 a 4°* C, por 24 horas cambiando por dos wveces la solucian. ia
diilisis se realiza usando membranas de celuloasa con un tamafo de poro
de 800 Da. Las fracciones se& concentraron- en tubos de Centricell
{Polysciencel}, que retienen las protefnas de mis de 10 Kd. Las
fracciones dializadas se probaron paosteriormente con un bioensayo de

células de Leydig para verificar su actividad.
Electroforesis en gel de poliacrilamida.
a) Preparacién de las muestras:
Las muestras se dializaron contra 1la solucifn amortiguadora del

gel cencentrador diluide 1:4, este paso es necesario para las

fracciones que tienen sales de alta concentraciSn.
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Figura 2.- Esquema de las etapas a seguir para
la purificacién del factor timico.
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b) Aparatos utilizados:

La corrida de las muestras se llevd a cabo utilizando un sistema
de elctroforesis (Aparato para microelectroforesis Mod. ES-50); que
consta de una cimara rectangular con dos placas de vidrio, en donde se
efectud la polimerizacitn. Las placas estin protegidas por un capuchdn
aue consta de dos polos donde se aplict el voltaje para llevar a cabo
la electroforesis. E1 tamaffo de la cimara fue de 11 x 8.5 cm de
altura.

) Preparacian del gel:

La aplicacicén del gel se realizé inmediatamente después da gu
preparacién. Se prepara f1 gel resolvedor (al 127 de acrilamida), que
contiene los siguientes reactivos: 2.4 ml de‘acrilamida (B%4)}; 1.5 ml
de amortiguador Tris pH 8.83 2.1 ml de aquaj; 14 pul  de persulfato de
amonia (1074) y 5 ul de N-N-N"-N'-tetrametiletilendiamina (TEMED). EIl
tris amortiguador contiene DSS, a una concentracisn de 0.25%.

Despuds de 30 minutos de realizada la polimerizracion se aplict
el gel concentrador (al 12%). que contiene los siguientes reactivos:
1.25 ml de acrilamida(B8%); 0.425 m1 de Tris pH 4.8; 0.423 ml de aquaj
1.253 4l de persulfato de amonfio (:0%4); y 2.5 ul de TEMED. Las
tiimensiones de los geles fueron de 0.B x 6.0 ca para el gel
concentrador v de 5 x & ca para el gel separador ambaos con un espesor
de 0.75 mm.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en medio desnaturalizante DSS.

Se realiz6é el procedimiento mencionado anteriormente sblo que en
este caso al preparar el gel se adiciond DSS al 204 y las muestras se
hirvieron durante un perfodo de 3 min, a 100°C, con 2 wmercaptoetanol
al S%. La tincifn se realizé como se describe mis adelante,



d) Corrida electroforética:

Las muestras y protefnas estindar se diluyeron en soluci6n
btuffer que contiene glicerol 0%, azul de bromofenol 0.5% o en su
defecto pironina 2% y tris HCl 6.5 M pH 6.8. La cantidad de muestra
aplicada de proteftna es de 25 pg. La carrida electroforgtica de las
muestras en la cimara se realizt con una carriente constante de 1S5 wf
¥ voltaje variable (30 - 70 V), hasta la salida del colorante por la
parte infarior del gel, a 5 mm del borde inferior.

e) Tincisn del gel:

=~ Téecnica de azul de Coomassie. Se sumergis durante dos horas el
gel en la siguiente s01ucién: metanol 254, &cidn acético 104 vy
colarante de azul brillante de Coomassie al 0.05%. Si la coloracifn
fue excesiva 0 se requirié destefiir completamente dicho gel para
aplicarle otra técniga de tincian, se utilizs la misma solucidén, pero
sin el colorante.

- Técnica de plata. Se utilizé este mitodo con 21 ohjeto de
mejorar la resolucitn. Se requiere que el gel esté completamente
destefiidoy é5to se logra mediante dos pases de alecohol previos a la
tincitén: t.~ Se colocd el gel par dos horas en una mezcla de
‘etanolacético (50 — 10% respectivamente); 2.- Se pasS por 10 minutos a
una segunda spolucién etanol - acético (1 — SX respectivamente?, 3.~ Se
coloch el gel an la solucitn de nitrato de plata al 0.1%2 por dos
horas; 4.~ Se realizft un enjuage con agua desionizada; 5.— Se revels
con una splucitn de NapH al 3X en medio reductor, con formaldehido al
0.5% par 10 minutos y b6.- Se Fij0 de 5 a 10 minutes en solucitn de
NaCOa al C.72%.
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" Daterminacisn del peso malecular de las protel nas.

El pesc molecular de la protefna de la muestra se obtuvo por
comparacién con los patrones electroforsticos de protef nas estindares:
fosforilasa b (97 Kd), albdmina sérica bovina (BSA. &4 Kd), ovalkdimina
{45 Kd), anhidrasa carbdnica (31 Kd), inhibidor de tripsina (21 Kd) vy
lisozima (14 Kd).

Bicensayo de células testiculares.

Se ohtuvieron testfculos de ratas Wistar adultas (250 - 300g de
peso), previamente anestesiadas con éter. Se retird la capa albuglnea
y se lavaron en solucifn libre de calcio y magnesio. Se incubaron a
34°C en una solucién que contiene medio nutritivo (Dulbecco HEM) con
albdmina de suero bovino (BSA de Sigma),al 0.1% y colagenasa al 0.015%
con agitacifn vigorosa de 1460 ciclos/min durdnte 1S5 minutos. Después
de este tiempo se diluyt la accifin de la enzima agregando un volumen
igual! de soluciSn Dulbecco MEM mis BSA 0.1%. se pass la suspensitn
obtenida por una malla de nylon y se centrifugd a 405 g por 10
mimitos. El sobrenadante se decantf, la pastilla celular que econtiene
a las télulas de Leydig. se resuspendit en medio de incubaci6n que
contiene DMENM, albimina- - de suero - bovino al 0.1% ¥
f{-metil-3~isabutilxantina 0.l =M (D+A+X), en una proporcibn de 1 ml
por cada 100 x4l de pastilla celular. La suspensitn celular se gasel
con 95% de aire y 5% de CUz. para obtener un pH similar al del medic
celular, A cada matriz gue contuve 1.8 ml de medio de idincubacion se
le agregs una allcuota de la suspensidn celular mas 200 ul de la
muestra que va a ser prabada, mis 1 mUl/ml de la hCG. Algunos matraces
no recibiron hCG, con el propssito de evaluar la-liberacidn basal de
T. Se intubaron durante 2 horas a 3I7°C con agitacion de 90 ciclos, se
recogieron leos medios v luego de centrifugarlos a &800 g por 10 min
se guardd el sobrenadante para la determinacisn de T par
radioinnmuncanilisis (Figura 3).
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Testicutos
rota  odulta

Solucwn fibre
== de Co®'y Mg??t

DMEM +
Albdmina+
Colagenosa

15 minutos en
agitacioh o 37°C

Paso por malla
de nylon

405 g x10minutos

Pastille Celular

resuspensidn de lg
OMEM +
Albdmina+
Xentina

P« _@_ﬁmﬂ

Slembro de
Alicuotas

OMEM |- OMEM
+hCG

( @ ) 6009 X 10ainutes 4 RTA.

Figura 3.— Metodologfa seguida para el biocensayo
biocensayo en células testiculares,.



Fadipinmunoanilisis de testosterona.

Se empled anticuerpo contra T ! de RadioAssay). que tiene wuna
reaccifn cruzada del 18.75% con S—-DHT; utilizando la [sHI-T  (Amersham)
comg trazador. Las concentraciones de la hormona en las muestras se
cuantificaron contra una curva estindar de [3H1-T, con concentraciones
gue estuvieron entre 12.5 y 200 Pg/ml. Se grafict el legaritmo de las
concentraciones conocidas de los estindares de T contra el logaritmo
de Y, dande Y es la relacidn entre la unidn total y la union en
presencia de la harmona frfa (Bedolla y cel. 1984). Por cada 200 ui
de muestra se agregaron 100 gl del tracador radioactivo y 200 pl  de
anticuerpo antitestosterona. La mezcla se incubs por 24 horas a  &°C,
al final de la incubacidn se agregaron 500 pl de una suspensidn  de
carbsn activado (8% para adsarber la hormena libre en amortiguador
RIA (sal monostdica y disSdica de sodio 0.04 w 0.06 M respectivamente,
gelatina y azida de sodio 0.5% y NaCl 0.15H a pH 7.0). Después de 10
minutns se centrifugaron los tubos a 4500 g durante 10 minutos el
sobrenadante se vacis en viales de vidrio, se 12 agregs 1fquido de
centelleo. Las muestras se contaron en un contador beta Packard

‘Madelo 2405), con una eficiencia del 350% para tritio.

Determinacitn de protefnas por la té&cnica de Lowry.

Se obtuvo una curva estindar, utilizando albimipa a
diferentes concentraciones entre 0 y 50 pug/ml; completando  voldGemenes
con agua bidestilada,finalmente se le adicioms 600 pyl de solucién D
(sulfato cGpriceo. tarurato de sodio y potasin, carbonato de sodio e
hidréxido de sodiol, y luego de 10 minutos se le agregd 100 wul de
solucifn £ (disolucién 131 folin ciocalteu); se procedif asimismo con
las alfcuntas de las fracciones cromatogrificas. Desputés de 30 minutos
se tomS una alicuota y se leyeron a 280 nm en un especirofolometro

Beckman.
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Arslisis estadt=tico oF los datos.

: La i:cm:entracién de proteinas s calculd’ a través de una
regresien );ineal de los datos nbten.idus a partir de ‘un patrén.
{Remigton y Schork, 1970). Los datos abtenidos se coaapararon mediante
un anslisis de varianza ¥y una "t" de Student {(Remigton y Schork,
19703 .

Los datos del radioiaomunoanilisis se analizaron con un programa
Logit-RIA. La curva estindar se linearizd por regresisan lineal, y los
datos obtenidos se compararon mediante un anilisis de varianza y una
"t® de Student (Bedolla y col. 1984; Wayne, 1(979).

La actividad especi fica se realizt calculando upa - diferencia
entre la secrecitn de T de la fraccign control (Fi) estimulado con h{G
y de la secreci6n de T de la muestra problema estimulado con hC6 ; el
valor abtenido de esta operacién se divide entre la concentracién
taotal de protef mas que presentd cada muestra. Los datos obtenidos se
analizaron estadl sticamente por una Ji— cuadrada (Wayne, L979).

Loc dates se consideraron diferentes estadi sticamente cuando la

probabilidad fue menor o igual del S4.
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RESULTADOS
VALIDACION DE LAS TECNICAS BIOGUIMICAS.

Para conferir validéz de log resultados obtenidos en el RIA, se -
procedid a la validéz de la curva estindar linearizada utilizando la
transformaci6n logit—log. Los coeficientes de regresifn de la -recta
son r = 0.99998. m = ~2.398 vy b = 4.&6%4.

En la estandarizacién de la curva que se realizt para calcular 1la
concentracién de protefnas los valores fueron r = 0.9987, m = —2.423
y b= 4.740.

Se realizaron tres experimentos para conocer la dosis de hCG a
la gue las células de Leydig responden de forma submixima. En la
figura 4 se nmuestra una grifica represgntativa de una curva
dosis~respuesta, en la que se determind que una dosis de 1 muU/ml  se
emplearfa en adelante en los bhioensayos que se utilizaron para valorar
el efecto del factor tfmico con tiempos de incubacidn de dos horas. Se
considerd una respuesta adecuada a la hCG ¢uande la preduccion de T en
presencia de la hormona fue aproximadamente 4 veces mayor en  relacifn
a la produccifin basal. Se cbserva que en dosis mayores de 1.5 mU/ml

oeuvrece la produccién de V.
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Fiqura 4.— Efecto de diferentes dosis de hChG sobre 1la

la produccitn de T. En el bicensayo (n=3} se utilizaron
c€lulas de testiculo de rata incubadas por un perfodo
de 2 horas a 37°C. Cada punto representa (X + D,S.M).
¥ Diferante al grupo control basal (P < 0,05) Prueba de
ANDEVA.
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EFECTD - DE -~ LAS DIFERENTES FRACCIONES OBTENIDAS MEDLANTE
- EROMATOGRAFIA DE FI_TRACION. '

Z1 homogenado (extracto crudorl, se hize pasar a travée de la
eolumna de filtracien molecular que fue previamente calibrada como
se indics en la metodologfa. La cantidad de homogenado aplicado fue de
11 ml1 equivalente al volumen que ésta puede aceptar para evitar su
saturacisn (el voluﬁen aceptado es del 4% del volumen total ). Despusds
de realizar el rastreoa de columna las fracciones seleccionadas (34-39)
se utilizaron para determinar la cantidad de T que se produce en ias
células de Leydig. La fraccitn control {(F1), fue colectada de wuna de
las priﬁeras fracciones que eluyeron de la columna que es la que se

- considera como blanco.

En la figura 5 y la tabla 2 se muestra la produccien basal de T
por las células de testficulo in vitro y a continuacisn la respuesta de
los mismos ante el estfnmule gonadotrdfico. Puede observarse que 1las
fracciones 34 a 34 en presencia de hCG tienden a inhibir la produccitn
de T, sin embargo estas diferencias no son estadl sticamente
eignificativas. Es en las fracciones 37 y 3I8 donde se observa una
mayor inhibicifn en la produccifn estimulada de T. Se realiz8 un pool
de éstas fraccianes y se determind la produccidn de T, obteniéndose
una inhibicién con respecto al grupo control estimulado con hCG. Estas
fracciones inhibitorias corresponden a un peso molecular aproximado de
‘28 Kd (Figura &).
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LIBERACION DE TESTOSTEHONA

12000

Contro} Control Homogenado ¥4 3§ 36 7 38 39
Basal G hCG

FRACCIONES

Figura 5.~ Produccitn de testosterona (x % p.S.ud.}
en colulas de Leydig, incubadas en presencia de
homogenado completo de timo y de las diferentes
fracciches cromatogrificas obtenidas por filtracisn
molecular en presencia de hCG (n=3).

¥ Diferente al control estimulado con hCG
(P<0.0%5) Prueba de "t" de Student.



Tabla Z.- Secrecitn basal vy estimulada de testosterona par
. células de testiculo incubados en DMEM mis  isobutilmetil
Xantina (0.1 mM}) en presenzia dé homogenado de timo y de
fracciones cbtenidas de la columna de filtracitn molecular (Frl.

PREPARACION X + D.S.M. DE LA
CONCENTRACION DE
TESTOSTERONA (Pg/ml).

Secrecitn Fraccitn control (F1) 4525 + A9S
basal de
testosterona Homogenado de timo 2972 + 137 8
Secrecion Fraceitn control (Fs) 16252 + 385
de testosterona
estimulada Homogenado de timo 10007 + 137 «
con hCG.

Fraccitn Factor 8840 <+ G502

Tt mico (Fr).

x (P < 0.05), wvs la fraccian control (Fi) en condiciones basales.
+ {(F < 0.05), vs 1la fraccifin caontrol (F1) estimulando can hCG.
o P < 0.08), va la fraccion contral (F1) estimulando con hCG.

{P£0.059) Prueba de “t" de Student.
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Figura &.— Experimento tipa 4que muestra la actividad
biolégica de la fraccitn correspondiente al polipéptido
de 2B Kd abtenida por <filtracitn malecular ({Fr). En
ambos grupos las células fueron estimul_adas con 1 mul
de hCG/ml de medio y €1 grupo representadn en la
columna FThea recibis ademis 100u1 de la fraccisn
cromatogrifica. La concentracién total de protefna
fue de 1430 ug/ml,.(n = 3).

% Diferente al control estimulado ( P { 0.05) Prueba
de “t" de Student.



FACTOR TIMICO.

Se considera que la fraccidn de 28 kd, es la que contiene al
factor timico y produjo una inhibicicn de 45% en la respuesta de las
-¢@lulas a la hC6 con respecto al control (Figura 7A), Considerando la
concentracifn de protef na para esta fraccién como 1430 wpg/ml, se
calculs la inhibicion especi fica en términos de unidades de inhibicion
(cantidad de protef na que es capaz de disminuir un ng la cantidad de T
sintetizada en respuesta a la dosis de hCh). Para ésta preparacitn la
actividad espec!fica se considert comc de 5.18 UW/ng de protefna
(Figura 7B).

En comparacisn, e! homogenado completo produio una inhibicion del
38% v la actividad espect fica fue de 0,781 U/ng, considerando que la
concentracitn de protel nas del mismo fue de 8000 ug/ml de protefna
total.

Una muestra de la fraccitn que contiene al factor tiwmico, fue
utilizada para realizar el segundo mStodo o etapa de spurificacitn
mediante cromatograffa de afinidad.
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Figura 7 A.- Inhibicisn de la praduccisn de testosterona

en células de testicule de rata tratados can una

fraccisn de aproximadamente 28 Kd , obtenida . por

filtracién molecular mis hC6 (! mUlI/ml), respecto-al
grupo control que s6lo recibit hCG,

Figura 7 B.— Inhibicifén especf fica o unidad de actividad,
definida como la cantidad de proteina que produce la
inhibicitn de un nanogramo de testosterona en respuesta
2 la hiG.
¥ Diferente al grupo control estimulado con hC&
(P < 0.05) Prueba de Ji-cuadrada.
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EFECTQ ©DE LAS FRACCIONES ELUIDAS EN LA coLumMNA bE
HEPAR INA-SEFAROSA.

Despu$s de obtener la fracci6n que contiene el factor timico Oe
la columna de filtracisn molecular se procedis a efectuar la segunda
etapa de purificacifn descrita en la metodologfa: Cromatografla de
afinidad utilizando una columna de heparina-sefarosa.

En las fracticnes eluidas de esta columna se obtuvieron tres
picos de protef nas como lo muestra el perfil de elucidn de la figura
B.

En el primer pico es donde se encuentra la mayar cantidad de
prote!f ras ; este pico corresponde a las fracciones S5, & y 7 que
eluyeron con baja fuerza ifnica, la suma de lLa concentracidon de las
tres fracciones de protefnas fue de 317 ug/ml. El segundo pico
corresponde a las fracciones 1&. 17, y 18 que eluyeron con Tris
HC1/NaCl 0.6 M. En este caso se encontré en total una cantidad de
proteina de B3 ug/ml y per dltimo en el tercer pico que corresponde a
las fracciones 27 a 30 gue eluyeron con alta fuerza ignica {2.0 M), se
entontrs una concentracisn protef ca de &4 ug/ml (Figura 9).

Las fracciones eluidas de la columna de heparina-sefarosa se
dializaron contra solucisn amortiguadora Tris HCl/NaCl 0.1 m y pH de
7.4, Posteriormente se incubaron las células de testiculo en gresencia
de 1000 pl/ml de las fracciones proteicas para determinar su
actividad bioldgica y mastraron gl comportamiento jlustrado en la
figura 10.

Las harras claras nmuestran la secrecitn de testostercna en
condiciones basales y las oscuras nos muestran la secrecipgin de
testosterona en condiciones estimuladas con hCE. Se observa que las
diferentes fracciones de ia columna de haparina-sefarosa no o-odujeron
modificaciones gsignificativas en la produccién basal de testosterona.
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Absorboncio 280 nm

Fracciones

Figura B.~ Perfil de elucifn de las fracciones obtenidas
de la columna de heparina-sefarosa. La fraccisn eluida
contiene el factor timico (con pesc molecular de 28 Kd).
La elucifn se efectut con soluciones de fuerza itnica
creciente NaCl 0.1 M, 0.6 M y Z.0 M todos con Tris HCY/
NaCl 0.1 M a pH 7.4 El volumen de elucisn fue de 20 ml.

' (n=3),

59



Concentrocion de proteinas (pg/mi)
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Fracciones

Figura 9.~ Concentracifin de protef nas de las fracclones
procesadas a través de la columna de heparina-sefarosa.
Estas fracciones corresponden a la elucidn de la
fraccién que contien= el factor timico (Fr) obtenido de
la columna de filtracidn molecular con un PM de 28 Kd.
Los volumenes recogidos en esta etapa +ueron de 3.2
.0y 7.0 ml para cada una de las fracciones de 0.1,
Go6 ¥ 2.0 M que conten! an mayor cantidad de protetnas
(n=3).
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Figura 10.— Actividad biolfigica de 1las fracciones
procesadas  en la columna de heparina—-sefarosa .Las
parras claras muestran el qrﬁpa control (x + p.s. M0
da las tres fracciones eluidas can solucitn
amortiguadora O.%f, 0.&6 y 2.0 M de NaCl en condicicones
basales y las barras oscuras representan las mismas

fFracciones estimuladas con  hCG.

¥ Riferente al grups control estimulado con hils
{P ¢ 0.05). Prueba de "t" de Student.
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e ;:r.\.ai manera la protel ne eluida con solucisde amortiquadcrsz 2e
equilibrio Tris HIis/Nall (0.1 M). no altersd la respuesta a HACG. En
cambio la-protel na eluida con una solucitn salina de 0.6 M (pico 2)
redujo la respuesta a hCG en las cBlulas in vitro y un efecto similar
se pobservs cuando las células se incubaron en presencia de hC6 y una

alf cuota de la fraccién =luida con alta fuerza itmca (pico 3).

El porcentaje de inhibicisn producido para cada muestra proteica
con respecto al control que se considerS como 10Q% fue el siguiente:
pico 1 {eluido a 0.1 M) 13.41%: pico 2 (eluido a 0.& M) &45.6%% v pico
3 feluvido 2 2.0 M)y 47,.78% (Figura {1). Al calecular el efecto
espec! ¥1co de las protefnas se observd que el pico 1 tuvo una
actividad espec! fica de 7 U/ng de protefna, el pico 2 de 81 U/ng vy el

tercer pico de 113 U/ng como se muestra en 13 figura 12.

Estos recultados indican gue la fraccitn que eluye con  mavor
fuerzz ifnica de la columna de heparina - sefarosa es la que tiepe

mavor capacidad de inhibir la respuesta a la hCG,

L.a tabla T nos muestra de forma comparative de= los resultados
ocbtenidos cor los métodos utilizados para realizar la purificacitn del
factor timico. Se constata cug la purificacisn aumenté en cada etapa
del proceso siendo de & veces mis la correspondiente al factar tImice
de la fraccién de Ultraogel, con respecto al homogenado; de 9 veces
para e pico eluido con soluciGn amortiguadora de fuerza iGnica O.1 My
103 veces de purificacién para el pico eluido can solucibn
amortiquadora de fuerza ifnica ¢.4 M: y de 144 wveces para el pico

eluido con una fuerza iSnica de 2.0 M.
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Figura 1i,~-Porcentaje de inhibicign de la respuesta
a la hCG en c&lulas de testicule producida por

fracciones eluidas con soluciones amortiguadoras

de fuerza iGnica creciante (n=3).

% Diferente al grupo control estimulado con hECG

(P < 0.05) Prueba de Ji-cuadrada.
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Figura 12.-Inhibicitn de las protef nas =1lul das a diferentes

concentraciones: 0O.1 M. Q.6 M ¥y 2.0 M, en la columna de

afinidad heparina — sefarosa (barras punteadas), vy de’ 1a
que contiene el factor timico (Fr).
diferencia de
entre

fraccian de Ultrogel
La inhibicion espec! fica se obtiene de la
testosterona de la fracciSn cantrol y de la fraccién

la concentracitn de protel na de cada fracci6n.

% Diferentes al grupe control estimulaao con hCE
(F € 9.05) Prueba de Ji-cuadrada.
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MUESTRA - . . VOLUMEN PROTEINA ACTIVIDAD FACTOR ©

INHIBITORIA DE
; ESPECIFICA  PURIFICACION
{ml} - {pg/mby  (U/ng de prot.)

"Extracto aceténico 10 8000 0.7681 —
Fraccidn de . .
Ultrogel (Fe). S 1430 - A &
Fraccisn 1 de : L . .
heparina-sef, 3 317 - Y S F:

Fraccitn 2 de

heparina-sef. J.4 ‘354 : 103

Fraccion 3 de : ) D EEE,
heparina-sef. 5.65 - % Kt R R R V¥ I

Tabla 3.~ Cuadro comparativo de laos resultados

obtenidos en 10s distintos pasos de purificacifn

de la protefna timica llamada Factor Tt mico (Fr),

que mpdula la produccion de testosterona en ej
test{ culo.
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ANALISIS ELECTROFORETICO

El anilisie electroforético del homugenado completo y de la
fraccifn gue contiene el factor t{mico (Fr), obtenida de la columna de
filtracion molecular en geles de poliacrilamida— DSS al 12% con y sin
agentes reductores, permitité estudiar el patron de las protefnas
contenidas en estas fracciones.

En La figura 13 se muestra la migracitn electrnForétiéa de las
pr=tel nas contenidas en las fracciones eluidas de la columna de
heparina-sefarosa a diferentes fuerzas i6nicas, del factor timice de
la columna de Ultrogel y del homogenado. Las muestras se aplicaron por
duplicado: las seflaladas como (B) fueron tratadas con DSS Y

Z-mercaptoetanol.

En el homogenado podemps observar que al tratar las auestras
con mercaptoetanol las bandas se hicieron mas ni tidas en comparacitn
al que no fue tratado con este agente reductor. En este carril gue
corresponde al sefialado caon la letra Hz, se observan miltiples bandas

que carrespondan a pesas moleculares entre los 20 y 35 Kd,

En los carriles LA y 1B se muestra la fraccidn gue eluye a 2.0
de Na€l en la columna de heparina-sefarcsa, y en el primer carril
podemos observar que hay dos bandas definidas en un rango de 45 vy &6
¥.dy ¥ que esta misma Fraccidén con mercaptoztanol puestra una serie de
bandas definidas v que entra ellas podemos resaltar que existe una
protel na de peso molecular cercano a 1los 30 Kdy dos bandas se
localizan aproximadamente a 18 kd y 24 kd, y otra mis a S5 Kd.

En cuanto a la fraccifin que contiene la fraccicn aobtenida de 1a
zslumna de Ultrogel podemos observar que en ambos carriles (3A ¥y 3B),
se sncuaentran bandas bien definidas y que entre ellas tenemos una
protef na que tiene un peso molecular aproximado de 30 Kd. Esta
arotetna se hace adn mis visible en la fracecifn  tratada con
mercaptoetannol: ademis se observan mGltiples bandas de pesa molecular

mayor a los 37 Kd.
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Figura 13.- Separacitn de protelnas estindar y ¥racciones
preparadas en poliacrilamida SDS al 12% con y sin  agentes
reductores (mercaptaoetanol). (Me):Protef nas de peso molecular
conocido (estindar bajo) a) lisosima: b) inhibidor de 1la
tripsinagy ©) anhidrasa carbonica; d) ovalbimina; e) suero
albumina de bovina (BSA); y &) fosforilasa. Las fracciones
(A no fueron tratadas con mercapteetanol, las sefialadas
(By fueron tratadas con mercaptoetannl. Las fracciones
correspenden a: 1) fraccidn eluwda con 2.0 M de NaCl; 2}
fraccien eluida con 0.4 M (ambas en la columna de heparina—
sefarosa). 3) factor timico obtenide de la columna de
filtracion molecular Hi, homogenado sin mercaptoetanol y Haz,
can mercaptaetanol.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Al realizar diferentes rastreos de la actividad del eluido de la
columna de filtracitn molecular, se observs que todos e@llos mostraban
un comportamiento similar, y de esta manera se obtuvo un perfil tipo.

En los bicensayos realizados con las fracciones cromatogrificas
se obsServS due las fracciones tomatlas tomo control para catda etapa de
purificacidn no produjeron modificaciones en la secrecifin de
testosterona, por 1o tanto en los procesos experimentales posteriores,

s6lo se procedit a incluir upa fraccitn control.

£1 efectuar bipensayos nos permitid comparar 1la actividad
biolSgica entre las fracciones que se obtenfan, y conocer el efecto
fisiolegico de cada una de ellas, en las diferentes etapas de

purificacién.

E)l primer paso en el proceso experimental fue la aplicacitn del
extracto crudo a través de la columna de filtracisn molecular
{Ultrogel ACA S54), obteniéndose una fraccidn que inhibe la liberacitn
de testosterona con peso molecular de aproximadamente de 30 kd. El uso
de este mEtodo nos permitis tener en cuenta que &ste es un mitodo
efectivo y que el gel usado cuya compaositién es de 5% de acrilamida vy
4% de agarosa, tiene un rango efective de separacifén de 5 000 - 70 000
daltons siendo estable en las condiciones que se llevaron a cabo en el
laboratorio. Los datas de la electroforesis indican que ¢on esta
metodologf a se obtiene un enriquecimiento de las bandas que estin
alrededor de 30 000 daltones.

Procesando la fraccidn obtenida de 1la columna de filtraclén

molecular por cromatograf!a de afinidad en ia columna de
heparina-sefarosa, se obtuvieron tres fracciones con diferente
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concentracién de prote!nas, siendo la de mayor efecto inhibitorio 1a
fraccién eluf da con mayor fuerza i6nica (2.0 M), 1o cual sugiere
que la protefna que nos interesa presenta una alta afinidad por ia
heparina. Asimismo se logra un aumento en las unidades de actividad
espect fica o inhibitoria de 6 (Pg de testosterona/ ug de protefna
probada) a 113 (Pg de testosteronasug de protefna probada), esto
significa un aumentb de 18 veces en la actividad espec! fica.

Comparando esta eficiencia en la purificacisn con la obtenida en
la separaci6on de inhibina, por ejempleo (Franchimont y cQl. 1973) puede
considerarse aceptable. Con estos resultados podemos decir en cuanto
al métoda usado (cromatografla de afinidad}, que es eficaz ya que
separa mis finamente las moléculas, enriqueciendo y aumentando al
mismo tiempo la actividad espect fica.

Con el aumento en la actividad espec{fica y el factor de
purificacion ( & para la fraccién obtenida por filtracion
mplecular y 144 para el de bheparina sefarosa), podemos decir que
existen 3 sitios de afinidad 0.6 M, 1.0 M v 2,0 M de NaCl para el
factor timico. El primer sitio es de baja afinidad pero de alta
" capacidad, sin embargo el sequndo y terceroc es de alta afinidad pero
de baja capacidad. La protefna que se2 une a la heparina can mis alta
afinidad es la de 2.0 M, vy esti fue la que presentd mayor actividad
bialdgica y se obtuvs mis pura. Esto lo podemos constatar en el gel de
poliacrilamida~SDS bajo condiciones reductoras, en £l que se oghserva
una banda definida aproximadamente con un pesp molecular de 36 kd  una
banda semejante se observa bajo condicianes normales s&lo que se
observa mis difusa.

Con esto podemos decir que la protefna  (Factor Timico), se
desplaza de manera adecuada en el gel; por lo tanto es eficiente para
determinar cadenas polipept!f dicas de acuerdo a sus pesos moleculares y
que estos son determinados por camparacién de 54 mavilidad
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elactroforstica sobre prote! nas marcadoras de peso molecular conmocido.
Aeimiemo que se leara un3a buena separaciin cuandd la electroforésiz se
realiza en presercia de un agente reductor como el mercaptoetanci vya
que este previene 1la farmacién de puentes intercatenarios en la
separacion electroforética y de ésta manera es posible la obtencisn de
subunidades,

Por otro lado experimentalmente, si hay wuna afinidad entre el
factor timico y la heparina , no se descarta 1la posibilidad de que
pase lo mismo en €l medio extracelular, va que el factor timico se
secreta en este medic vy por lo tanto esto podrfa tener implicaciones
en cuanto a la vida del factor ttmico.

-
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CONCLUSIONES

‘Pof'cramatagraF!a-de filtraciton sequida de una cromatograffa de

= faELhidad. se-: ha  logrado purificar parcialmente una proteina-

‘qﬁg,iﬁhibérla respuesta a la hCG en ctlulas de Leydig.

- La 1phibiciﬁn especl fica aumenta en las etapas de purificacisn
siendo en la columna de afinidad de 113 (Pg de testosterona/ug de
‘protef na). mientras que en el paso de cromatografia de filtracitn
molecular es de 0.781 (pg de testosterona./ug de protef na).

La fraccitn gque inhibe el efecto de hC6 en la célula de Leydig
eluye de la columna de heparina—-sefarosa, con una solucisn de alta
fuerza ionica. Esto indica que el factor timico presenta una alta
afinidad por la heparina.

El factor timice que eluye a 2.0 M presenta mavor actividad
biol&gica.

La heparina suele ser una resina eficaz para esta purificacisn, ya
que la calidad de la separacitin era la deseada, sin embargo la
cantidad es muy escasa, ya que de un total de 85%Z de protelna
inyectada solo un 104 de protefna se adsarbe.

La electroforésis de poliacrilamida DSS al 124 ecaon  agentes
reductores, da una mejar caracterizacidn del factor tfmico.
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