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CAPITULD. 1. - INTRODUCCION

A pesar de 1os grandes alcances logrados recientemen\:e en el campo

de la Inmunologia. graclas al d : rrollo de metodos de lngenieria genékica

ya la utuizacion de una: tecnologia avanzada, aun es mucho 1o que falta

por canocer ucerca"del orlgen. desarrullo. regulaclén y funcionamiento del

sistena- innune. .’_ g

Se conoce que el sLétema inmune estd constituldo por un conjunto
heterogéneo de células cuyas ‘.actlvidades reprasentan un medio natural de
defensa especifica del organlsma ante la contlnua agresién por parte de
agentes exodgenos (en su mayoria mlcroorganismus causantes de enfermedades
infecclosas), asi como de agentes endégenos ‘constituclionales o adquirldos

{por ejemplo los promotores: de enfe:meqqdes autoinmunes).

El progreso de la; Iilhiunolngia ha"vpermltldo la apllcaclén’de :

vacunas y tratamlentos inmunoestlmulantes [¢] 1nmunosupresores que han

contribuido a soluclonar numerosos praoblemas de salud,publ!ca que,"”

anterliormente tex\!an tasas de mortaudad e‘levadas. Unida

de los antmaucos."j,

aumentado 1a vida medla de la poblacldn mundial. Actualmente, las personas



inmunodeficientes o inmunosuprimidas tienen espectativas mucho mejores que
las de hace varias décadas. Sin embargo, sobrevivir con un compromiso

crénico del sistema Inmunitario (inmunodeficiencias) o soportande 1la

agresién prolongada por agentes dég o exog (infecciones,
neoplasias, stress, desnutricién, etc.) representa un riesgo y también
tiene un precio. Las personas que se encuentran en las condiciones
anteriores, tienen una tendencia a desarrollar sindromes. debilitantes que
se manifiestan por el desmedro progres;vo ‘del ~organismo y que,
inevitablemente, terminan con la muerte del 1nd1‘v1d;19 en un plazo mas o

menos corto.

Loé exéerimentos_‘ i”eail?édéé en epa-’r't'amento de Biologia de 1la

Factltad" de Quim ca han perni

sarrollar un modelo de enfermedad

desgastante experlmenta ', inducido en ratones Jovenes. ,los cuales comparten

varias . de las: alteraciones fisicas e 1nmunologlcas que tienen las personas

con enfermedades prlmarlas que evoluclonan hacla el” esgas,te. El modelo

experimental. ha sldo utll para estudlar los cam'

nminolégicos de un

de los linfocitos ‘del’r %

experimentalmente que,':

tratamientos, con una hormona‘timica’



CAPITULO 2. ANTECEDENTES.

2.1, DESGASTE EXPERIMENTAL

En el afio 1957, Brent y Bil‘linghém"(?‘i) ‘o

host" o GvH).,

infeccliones recurrentes en la plel- y tubo dlgestivo. Como una consecuencia, .

los animales presentaban un retraso en su crecimiento y desarrollo. asi
como un peSo corporal significativamente lni‘erlor al de sus. contrules_
sanos. Por todo esto, la reaccién GvH del ratén reclén nacldo fue
denominada enfermedad del desmedro o encanijamiento ("runting dlsease'-'). ELl:
término fue aplicado porque los ratones tenian la apaflenc‘i’é‘de aﬁlmales

£nanos.



males y la falta o la dei‘lclencia de la

- glandula tim

¢ Como el deterluro fisica progresivo, que odia llegar a la caquexla,

era-el sintoma més evldente de los animales reclén nacldos a los cuales se

les 1nducian las dos enfermedades anteriores,’ estas fueron consideradas

elemplos' de enfermedades desgastantes 'jwastlng diseases") provocadas

experimentalmente, Algunos autores (5)

répusleron que el uso del veocablo

encani jamlento debia estar: limltado ‘qé animéles recién nacldos {porque

en ellos se presentabav._uh'v '.del'breclmiento] y que. el términe

desgaste solo debia ser; utilizade para -describir la emaclacién o el

desmedro de los anln}ailes”adul ue;.ya m‘i:modiflbcaban su desarrollo. Sin

embargo, otros’ auto ‘es con }lj\llvti'il’zando los vocablos desgaste 'y

encanijamiento :como-sinénimo



En 1964, Ekstedt (6) encontrc otra manera de lnducxr el sindrome del

- inmul logica

pues de inyectar cortisona en ‘animales jovenes

8)'1 descrlblé un raton mutante atimh:o. que tenia

indirecta. .de “una- hipotrofla timical - "Opro_s ‘traba jos ;(iﬁ)ffea"lﬁizados




durante esa década demostraron que la eliminacién o la regiucqb;én de algunos
elementos traza de la dieta. también prqilocan ‘un; estado de- inanicién

comparable al desgaste.

Mis adelante, en 1970, Asanuma,’ Gz‘)‘ldstelh"y th.lte (14)1 lograron

demostrar que la aparlclén de
mediante la adm&nlstraclbn 1nt peritonea de la’ hormona tlmosina‘ En esa

'nmunodeficlenclas : facllltaban las

el desarrollo. del 'desga
administracién de alguno
condiciones llbrg

Trabajos més’ ‘

inyectados- con NF

sentan un desgasteﬁprogreslvo y mueren mas

'répldamente que: los: ratones !noculados con las mismas células tumorales sin

transfectar que no producen TNF [ (19) Aslmlsmo. se: ha observado que la

suplementacién de zinc a 1a dieta’ tarnblén evita 1a emaclacién de "los

animales que presentan una det’lclenc)a,de‘este el ento‘- trqza. (20).[




los animales desgastadas experimentalmente se caracterizan por presentar

gléndula ‘timi“ca. la enfermedad.

Algunos sindrome: causan la muerte del

t[ansltéi‘los. Asimismo,

(] célular. puede ser

munocompetencia’’de 16; linfocitos de

animales’ tiué han rocedimlentos.

Algunas de ‘las enferm xper méﬁtalmente

. Ahora . bien,

competencia inmﬁnélégl’ca :




deflciente de proteinas y la de ‘los animales qﬁe llegan a tener el misme

grado de desmit}rilc‘iénja'cauéa‘v de un. desgaste ‘experimental (21).

u 105 inmunolégicos - reallzados en los dltimos

aﬁos . en:nu tro laboratorlo,‘ él' sindrome del desgaste en ratones réélén

on estafllococos muertos se caracterlza por una’

ese mqmento, los animales"exhib

Adem&s,  los ratones:

una mayor -prod clé
vitro con bacterias muertas‘ [27). una disminucion en el cuntenid _de' zlnc N
en la sangre 'y el higado y,-en cambio. una alta concentr

glandula timo (24)



2.2. TIMO,

Los organos lin!‘étlcus K] llnfoldes se clasif!can en centrales °

: linfoides : pr

infil tran ‘1a

2.2.1. A‘na‘tomi;‘i dyeil égimo




Estudios por microscopia: electrénica ‘(28) han’ demostrado que el
timo “del ratén estd constituldo, " ademds” de " 1infocitos,  granulocitos y

mastocitos,_pbr un corrnvponenté qglyular;éplitellal_y‘of:ro: no epi'tvellal.

itifican con
Nabai'l;a' (:29‘),;7 aun&ue‘recientemente‘,otrqs utores:ha
anticﬁerpbs‘,j;ﬁo‘ho;’:'l‘on_a es’

‘seis plaée’s'aé ebiﬁel;

onime £ Matioghages

Ceels - 5 Inferdigitated cells

e 622 Type | x
Epthetal © Yype il

St

22 Type It

Figura 1. Esquema de la células epiteliales y no epiteliales del timo (28).



Las células tipo I estidn presentes en la corteza y la médula,
mientras que las células tipo II y III sélo estdn presentes en la médula de
la glandula. Ademds, existen otras células que se reagrupan formando dos
tipos de asociaciones que se encuentran tamblén en la médula. Estas
asociaciones dan lugar a la formacién de estructuras conocidas como

cavidades quisticas y corpisculos de Hassal.

Por su parte, el componente no epitelial de la glandula timo estd
constituldo principalmente por dos tipos de células que estén profundamente
relacionadas con el componente epltelial. Estas son los macréfagos y las

células interdigitantes.

A continuacién se qeécxxben brevemente algunas de las

caracteristicas estructurales: 'y Vﬁﬁclonales de las células de los

componentes epitelial y no epitéllal del timo.

Las células eplteliales tipo I se definen por dos caracteristicas
especificas : la presencia de toﬂofllamentos en su cltoplasma y la
existencla de desmosomas entre sus células. Estén localizadas en las zonas
medular y cortical del timo y son el Unlco tilpo de célula epitelial
existente en esta Gltima zona. . Tienen una forma elongada, su ntcleo es
largo y ovalado, y la’ cromatina que contlenen estd distribulda en una forma
dispersa. El citoplasma _poAsee uhé :matriz fibrilar con tonofilamentos,
varios organelos y vacuola§ con granulos densos en las que se ha demostrado
la presencia de zinc. Es'_gr;ﬁortéhte mencionar que algunos autores (29) han
observado que el nimero 'y  tamafic de las vacuolas se {ncrementa al

administrar cortisona y en las personas o animales de edad avanzada. Los



encuentran localizadas

contienen ‘cromatina. Su citoplasma es
6'f11arnént'os que unen los desmosomas. Como
lulas. tipo: IT contienen en su citoplasma

berinto: vacuolar donde es f'frecuente

cltoplasma. E “eilies 0

microvellosida : ideran :que, al

nvolucradas ‘en

. nat\’.lral.‘eza quimica’polipeptidic .




Como se menciond anteriormente, las células epitellales puecen
unirse con otro tipo de células para formar estructuras especificas. Estas
asociaciones entre células pueden formar cavidades quisticas, que son mis o
menos elongadas y ramificadas y se encuentran rodeadas de células. Ademas,
las asoclaclones celulares pueden formar estructuras redondas, conocidas
como corpisculos de Hassal, donde las células se disponen en una forma
concéntrica. Ambos tipos de asociacién dan lugar a la formacién de
estructuras que constituyen parte dé la médula timica. Come se han

observade linfocitos clrculando alrededor de las cavidades quisticas, se

piensa que éstas podrian te comovfunclon indicarle al linfocito una

plensan que intervie

lisis de tlinoczltos

células epiteliales. Las primeras.son
la corteza y en la médula.-del
interdigitantes, que se

corticomedular y en la médula-dé':

quedan atrapades los

Se caracterizan’ porque’

fagolisosomas, en dondg se’

Ta3c




células lnterdlgltahtes tlenen como rasgo particular que su citoplasma se
prolonga en forma de pseudopodos. lo cual permite que aumente su érea de -

contacto con los llnfocltos cercanos. Ademas al igual que: los 11 foci os B .

expresan sohre su: membrana el antigeno B7 que es el llgand i
€D28, la cual esta presente en la membrana de-los tl_moclto

Actualmente se cree que las células’ 1nterdlgitante

citocinas,: "

seleccisn de'los linfocitos
2.2.3, Ontogenia del.tino

- La.relacién- entre

comienza a'd

obstante, . la gld

inmmolégichs con’:iun

inmunidad de 1

conocimlén;

maduracién’ de

generacion

nicroambient



celulares, las cuales pueden darse por contacto celular directo o .por la

produccién y difusién de factores solubles : lenen-una acclén local.

Actualmente se acepta que tanto las célula

;epitellales como las no
eplteliales del timo, proveen “seﬁales" que lnducen la maduracién de las
células T en desarrollo o que dan lugar a- !.a euminacién de aquéllas que
estdn programadas en una forma autorreactlvé o aberrante. Se ha comprobado
que la diferenciacién de células T ‘estd dlrigida hacia la generacién de
linfocitoes T que tengan un receptor (TCR) aproplado para reconocer

antigenos (31). De este modo,‘. en el tlmob_sélo'son seleccionadas aquellas

células: T cuyo’ recép'tc')‘

1iberan: mediad

los' Linfoci to

15



)y s (cetulas doble-positivas),

CDB(” , y después,” a linfocitos CD4
que tienen .un grado “més avanzado de’ maduracién. Més ’adelahte.v estés
células se. mult&pllcan Yy termlnan por generar, en la- médula del tlmo., los

llnfocltos T que tienen. solamente uno u otro de estos’ dos marcadores

2.2.4." Hormonas.del timo.’

Maxlmow (32) fue uno de 105 prlmeros en observar que. desde un punto de

1o ."'e;‘,d?.;“
mﬁqu;ia:f\i: yise
6;35; ");Y;JZ)
én:.'laiirnd cl

célula

(35),/ i astL n a*regulacisn ide la - sintesis ’d ‘alf'g'\rma‘sb ’h‘obrmohas

: hipofisiarias HEEN

16



En los ultimos 20 afios . se .han . obtenido varfos extractos
biolégicamente activos y factores timicos, cuyas actividades biolégicas han
sido estudiadas in vivo e In vitro, = Estas investigaclones han demostrade
que las hormonas timicas tienen como actividad fundamental la proliferacién
y la maduracién de los llnfocltos 'l‘. asi como la regulacidn de la actividad

funcional de las células T efectoras (37).

nivéles ‘de: las hormonas timicas en el suero,

Las alteraciones ‘en

tanto en anlmales com» e humanos, se correlacionan con las alteraciones de

la reactividad inmunit v 1as :enfermedades, principalmente en las

inmunodeficiencias ‘congénitas adqulridas. en las enfermedades

autoinmunitarias, e‘n‘t‘é ;énto'y en algunos tipos de neoplasia.

Por esta razén se ha‘:;e'currid a a‘i'hmunoterapia con diferentes productos

del timo que han sid ‘a tra los "a numerosos pacientes. A continuacién

se menclonan los productos btenldos del timo que han sido més estudiados.

TABLA I. Prlnplﬁa;gsvhor nas del timo.

Mecanismo
PM Fuente = Origen de

(daltones) S : .

. . L accién

ey o Epltetia

1.rimésinarﬁtTF~5) : 12600 Timo. - cGHP
2. Tinosin Alfa; ' 3107,  "" - cGMP
3.Timullna (F1S-Zn) 85'_7" : Suero S # ?
4/Factor timico humoral (THF) ‘32210 Tlmo B - cAMP
5. Timopoyetina (TP-5) 5662 :1 " Tino + cGHP
6.Timcestimulina (TP-1) R 12006'  Tiio ? ?

17



Ademas de los ant iores, exlsten varios otro produ tos timlcos

estos factores:

" en animales’inmu

2.2.5. Timosinas,

hipotélaxﬁo ypituitaria,”

(36). -




2.2.6. Timulina .

‘Respecto - a ia timulina se hé demostrado que es biolégicamante
act;va cuando 'estéd acopladg al’ zine. Estudios por resonancia magnética
nucleai‘ indican qué' exlstéﬁidos formas conformacionales de la hormona. La

primera cérec':ekdeb‘;zinc'y es blolégicamente lnactlva, la segunda, se obtiene

después de unlr el zinc a:un sltio especifico, lo cual cambia su

conformacion tridimenslonal -y la torna activa. :‘Alin_ se desconoce el lugar

donde se lleva 1 acoplamlentq “del’ factor “timico con el elemento

traza. :
nas lnmu}xodvefiélentes ha
sido’exitoso  (39): 5 Dif timulina tiene
la cap‘ﬁéridad de "Se. X de:"ind\icir la
ekpré‘s.ié estimula el
buen funcionamiento d Sma ai’llevar abo:'la- cltotoxicidad
- alogénica, ,' T ;yv’-»la, pif’:qdhcvcién de IL-2
o). =

‘Por ‘otra parte. se ha observado que la timulina tamblen particlpa

en las interacciones bldlreccionales que exlsten entre los slstemas lnmune o

y neuroendécrlno Varios experimentos han’ demostrado. in Mra e ln

que la secrecién de' tlmulina ast como la prollferaclén de. as',ééll.xil’a’s'- -

epiteliales del tlmo pueden ser estimuladas por la hormona prolactina de la

hipéfisis. Tamblén ‘se. ha observado que, a ciertas dosls, los €

sexuales es_timulan ~1a:producclén de la hormona timica ln“ yltr;: (41) o

19



2;2.7. Factor .timlco humoral.

Este factor es un octapéptido que tlene efecto en la produccién de
IL-2, CSF, IFN, y MIF. Asimismo se ha observado que tiene la capacidad de
contrarrestar el dafio ocasionado, en células epiteliales corticales
timicas, por la administracién experimental de dosis elevadas de cortisona

(42).

2.2.8, Timopoyetina (Tpo).

La Tpo es un péptido de 48 aminodcidos cuyo sitlo activo estd
formado por cinco aminodcidos. Altn se desconoce su influencia directa
sobre el sistema inmune. Sin embargo, se ha demostrade que este factor se
une especificamente al receptor para acetilcolina causando una interrupcién

en la transmisién de las sefiales neuromu_éculdrés (43),

2.2.9. Timoestimulina (TP-1).

TP-1 es una preparacién de timo bovino que corresponde a’ \ma‘

mezcla de polipéptidos termoestables, ”gu_e_', =

inferlores a 12 kDa. Este compuesto es capaz de 1nducir la expresi6n de

efectoras de las mismas. TP-1 también estlmula a’ producclén de :IFN, CSF,

revelado que la hormona ho vincrementa osiniveles : de cAMP en timocitos y

1linfocitos (46). En térmlnos generale TP- l se tlllza regularmente en el

20



tratamiento de transtornos inmunitarios primarios o secunc_larlos', .que_estén

causados por un déficit numérico o funcional de los linfocitos T.

3. INTERACCION ENTRE ZINC E INMUNIDAD.

Desde hace varios afios se conoce la’importancia que tlenen el zinc

y otros nutrientes _en . el . desarrollo :y . mantenimlento del sistema

inmunolégico. . Sin:embargo,: cesarvio rgauzar vari}qs estudios para

compfnba_r,el papél esencial:d g‘ste;\el'e‘gnen_m traza en la respuesta lnmune.

'é‘s>tab1..evcido una relacién entre la deficiencia
dvegz.ln-c\_y !\_a ipatjpgéneslksy' de ‘ ciertas enfermedades tales como anemia
falciforme,’ a.icohall‘svmo, varias enfermedades gastrointestinales, quemaduras
y acrodermatitis ‘enteropdtica. También se habia informado la existencia de
niveles reducidos de zinc en personas con infecciones agudas, en mujeres
embarazadas y en pacientes en estado post-operativo. La linfocltopenia, la
respuesta anérgica a la sensibilizacién de la plel y las infeccliones
recurrentes manifestadas por personas con una ingesta-de zinc deficlente,
fueron las manifestaciones que principalmente hicleron pensar que la
deficiencia de este elemento traza compromete las principales funciones del

sistema inmune.

Hasta el momento se ha demostrado que, tanto,én humanos como en
animales, la deficliencia de zine tiene consei:uénclas graves sobre los
mecanismos defensivos de los vertebrados. - La def_l_ciéncia de zinc ha sido
asoclada a una alta susceptlbilidad . a’ enfermedades  infecciosas y

anormalldades en la inmunidad humoral y celular, Asimismo se ha observado

21



que -la mayoria de estas manifestaciones deéaparecen al administrar el

elemento traza como un suplemento dietético,

Actualmente - se ' contindan ~los estudios para conocer més
detalladamente el mecanismo ‘0 mecanismos de .accién del zlnc sobre los

6rganos y las celulas del sistema inmune, Entre-las Gltimas investigaciones

en

roteinas, biotina.

al  inducido” ‘e>'<p

una“. atro!‘ia ;timlca“que compromete partlcu}l men cokrterza' de la

ra’ parte,

algunos - autore demostrado ‘que 1la
» un ‘aumento en la

iqé'd :inmunosupresora,

se’ ha comprobado una

£ oéitos mononucleares,
infocitos.T ayudadores, los
'kcom:o una- depresién de las

retaféda _(DTH) ante la

'ahor?a . hgn : permitido
oBre,'.e‘l "slstema inmune.
1rit:‘."'c9mo cofactor de
e'mosl:rad»of qﬁe la timulina,

una hormona timica dependien e'-a;receptores de alta

afinidad e induce: la“expreslo de’los marcadoreside las células T, también

22



estimula las funciones citotéxicas y supresoras de estas mismas células y
la produccién de interleucinas. La deficiencia de este elemento causa una
dismimuclén en la actividad de la hormona timullna, asi como una reduccién
de los niveles normales de timopoyetina y de factor sérico timico (49).
También se conoce que el zinc es un importante cofactor para una gran
cantidad de metaloenzimas, como algunas aldolasas, deshidrogenasas,

proteasas, transcriptasas y polimerasas (50).

Los estudios f{n vitro- han demostrado que la adicién de

concentraciones definidas de sales de zinc a sistemas. de -cultive, pueden

dar lugar a la activacién”policlonal de linfocitos T de hun‘x’ﬁd 'y_-p"o.r 1o

tanto se ha considerad co.: Asimismo se .

ha observado que':' e

A pesar de las investlgaci lyxle_'sb.ll;e;a}i:z_gdjrxs. todavia no estd claro-

‘deficlencia "de‘ zinc afecta al sistema

mencicnan - a
ef iciencla’ de
: '-‘IL’-é.",',Se‘

roll!‘era‘c‘iénv de
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los llnfocitos. modulando la a:tivldad de la RNA-. o tlmidina sintetasa y de

a 1ntegr1dad de la  membrana
deficiencia d}e": zinc) {55). Estas dos
d'e.:lla4' respuesta de " los
tividad biolégii:a del zlnc ante las

esnecesarlo en los-

robablemente e’ ’st . unién a las

onsiderado }:vomo no téxico para el

organismo, de ‘todo: Vén,graﬁdes cantidades se pueden
como - ndusea, vémito, dolor

videncia que sugiere que la

col secuenclas adversas e inclusive

lor se observo cuando al

bacteria

dié. ‘dui'an.lgé'

T



avanzada, tuvleran el efecto contrarlo en la funcién inmune. Los beneficios

obtenldos en: este caso fueron un aumento en la respuesta humoral y celular.

asi con_xo_un,. ne eynentp en el numero de 11nt‘oc£tos circulantes. Resultados

similares ‘h"an" sido ervados e hifios” desnutridos a los cuales se les

adminlstré zin

;'-x'un.:ft_zm_ﬁmenb de competencia. Es posible que

anclanas, los‘de_s'nutﬂao' tc):la‘suplementacién de la dieta con zinc de

revelan quev algunas

ecientes

congrarlo. La admlnistracibn de la hormona TP-1 revlerte estos resunados.

4, INTERACCIONES INMUNO-NEUROENDOCRINAS
Las relaclones que habian sido propuestas ‘-entre los. sistemas
inmune y neuroendécrino se pudieron -demostrar élaramente después del

descubrimiento de receptores para neuropéptidos scbre la membrana de los
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linfocitos. - Los -estudios reallzados havstafvaho’ra sugieren que el :slstema

nervioso central esti "1nvo‘1ucra'do .en’la’respuesta vlnniune.

modificaciones ' funcionales “en ‘la_

‘administracién’ -

aumentar las - dosis:

glucocortlco}.dés, es posibl.

fibras, nerviosas’ colinérgic

acetilcolina y'lalrradr_'enalvin réépe ivam omprnbadp'que los

linfocitos.T tienen receptores'para.estos.: \irotra'n'shls'ores .donde

dependiendo .del  tipo de‘.'receptorueysvtv‘lmu do,,
proliferacién linfocitica. A continuacién . se 5 de < los
receptores para neurotransmisores que: han s!do'encbnér:édos“‘éni,_lihfocltos )

principalmente (59).
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TABLA II. Receptores para neurotransmisores.

RECEPTOR CELULAS QUE LO CONTIENEN
ACTH ESPLENOCITOS MURINOS
BETA-ENDORFINA CELULAS LINFOBLASTOIDES
ENCEFALINA ESPLENOCITOS MURINCS

vIP LINFOCITOS

GH LINFOCITOS

SUSTANCIA P CELULAS LINFOBLASTOIDES
INSULINA LINFOCITOS

Por otro lado, el sistema neuroenddcrino parece actuar no
solamente como un modulador del sistema inmune, sino también como blanco de
las sefiales producidas por éste. EjJemplos de tales interacciones son las
alteraciones que pueden ser inducidas en el eje hipotaldmico-hipofisiario,
ya sea mediante la extraccién de érganos linfoldes importantes tales como
el timo, o por la presencia de citoclnas obtenidas por estimulacién

antigénica durante el curso de la respuesta inmune (60},

Otros ‘resultados han demostrado la sintesis local de neuropéptidos
tales‘ ‘cnmo vasopresina. y oxitocina en tejido timico (61). Asimismo se ha
observado la produccién de hormona del crecimiento y prolactina a nivel de
RNAn por células linfoides activadas y un incremento en la liberacién de
ésta ultima en la pltuitaria por la accién de hormonas timicas (62). Este
nuevo concepto, en favor de la regulacién del sistema neuroendécrino por el
sistema lnmune, cada vez es mis aceptado a pesar de que aun faltan estudios.

por realizar.
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Cunslderando lo anterior. es’ poslble distlngulr de manera general
. dos formas de interrelaclones de tipo inmuno-neuroendocrino importantes.
La primera incluye las lnteracciones entre el ‘sistema neuroendécrino y el
timo que dependen de 1a presencia de diversos péptidos que sintetiza y
secreta esta glandula, élgunos &e los cuales  son hormonas capaces de
inducir la diferenciacién dé células T. La segunda incluye interacciones
que se llevan a cabo en la periferia, entre las sefiales neurcendécrinas y
los productos secretados  por células inmunocompetentes que han sido
estimuladas por' un antigeno. Como ejemplo se mencionan los camblos
producidos ‘en 1las células del hipotdlamo y la hipéfisis ante una

estimulacidén antigénica.
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CAPITULO 3; _DBJETIV(SS .E HIVPDTI‘-::SIS..

(23,24) " realizados. en'e
Quimtca’ (UNAMY, ;1“'s‘i‘rigi:rcme‘ del

de Exstedt se caracterl

inmunolégica hacla * e




zinc tlenen la capacidad de prevenir el dafio inmunolégico del animal
desgastado y devolver una respuesta proliferativa normal a los linfocltos T

de los animales desgastados.

Antes de iniclar el trabajo experimental del presente estudio se

propusieron las siguientes hipdtesis.

1) Los linfocitos esplénicos y los timocitos de >los-ratbnes desgastados
deben tener una. respuesta proliferativa deprimida al ‘ser estimulados in

vitro con Concanavalina A.

2] L?‘ ,qdmlr‘xllsir;rjac' (_ie’RTP-.i',' 2n°0.TP-1"+ Zn debe generar una recuperacién

Liproliferativai‘de . los “linfocltos _en los animales

-3) El‘_‘v:ktratamlento: o1 -+ Zndebe tener un -efecto slnérglco sobre ‘la
respuest'a 't':ell.l‘l‘a'r ~de lbl‘)n!"ocityos de bazo y de timo,‘_' éomp;ax.-‘ahd‘o' los
resultados a :los ‘ob:tenidos cuando - éstos. . son apli@:a‘d’os'v;' er.\‘ forma’ )

independiente.



CAPITULO 4. DISERO DEL EXPERIMENTO.

" Con la finalidad de alcanzar :lo '6Bjét1vos anteriores se digefiaron

los siguientes experimeﬁtos{‘
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5, Estudlio del efecto que tiene la administracién intraperitoneal
de TP-1 + zlnc sobre las tasas de proliferacién de los linfocitos,
del timo y del bazo, encontradas en los ratones desgastados y en

sus respectivos controles sanos.

En resumen, los experimentos fueron realizados de acuerdo a el
siguiente esquema que muestra 4 grupos de animales separados segin el
tratamiento recibido. Cada grupo se dividié, a su vez, en subgrupos de

animales sanos y desgastados, de cinco animales cada uno.

Ratones Sanos Ratones Despastades
1. Ratones sin tratamiento (n ='5) Ratones sin tratamiento (n = §)
2. Ratones con TP-1 (n = 5) Ratones con TP-1 (n = §)
3. Ratones con 2n (n = 5) Ratones con 2n (n = §)
4. Ratones con TP-1 + 2n (n = §) Ratones con TP-1 + 2n (n = 5§)

De cada uno de los 40 ratones se obtuvieron el bazo y el timo para
preparar un total de 80 suspensiones de células. Finalmente, de cada
suspensién se procedié a estudiar, por triplicado, la incorporacién de
timidina tritiada al nucleo, en condiciones basales (sin estimulo) y en

presencia de Con-A,

32

[
1
)
|



CAPITULO 5. MATERIAL Y METODOS.

‘vl,'_ AnlmalesJ

cultivédps n.med1

(%%10% bacterias/nl. en SSI'estéril. Esta

del desgaste. La enf’ermedad_
la inyecclbn intraperitoneal (1P} de O 1 ml

de la suspensién de estafilocouos 1nact1vados en ratones recién nacidos

Esta dosls se I ercer dia durante cuatro semanas método es

uma madlficaclan. (1) del que rue propuesto por. EkstedL (6).
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4, Tratémlento.f Los ratones que habian recibido las Inyecciones
de estafllococos y sus; correspondlentes controles sanos que sélo fueron

inyectados IP co

’ SI fueron separados en cuyatro grupos. Los anlmales del

- primer: grup todo el experimento, dos . dosis

lntraperltoneales ailaisemana:de 50 ul de’ la. hormona tlmoestimullna (TP-1)

durar_nte un mes.‘ concen‘ acién de
80 ug/ml y prepar:
segundo gni}por recibieron

intraperitoneal:

concentracléﬁ d

slgulendo_ 1

desionlzada, con e

34



obtuvieron 80 suspensiones de cél_ulaé (40 de linfocitos de timo y 40 de

linfocites esblénlcps) 'p}'oqedéngesjde ,Zokﬂra‘t,ones sanos y 20 desgastados..

s 1los eritrocitos, se

inocitos™en 1'ml de

aboratories

* ne. U8 AL)

7. Estlmulacion de las células con un mitégeno. Bajo condiciones

‘de esterllldad con campana de flujo laminar, a cada uno de los 96 pozos de

300,u1 de,una microplaca (Costar, U.S.A.), se afiadieron 100 ul de la
su'spensriénde células esplénicas o timocitos mds 100 ul del medic de
"cu>14t1va RPMI 1640 recién suplementado. De cada animal, sano o desgastado,

incluido en algune de los ‘4 grupos experimentales, las células del timo o

as



del bazo fueron colucadas, por trlplicado, en dos serles de pozos. En' la
'prlmera serie de tres pozos se anadlo el mltogeno utilizado para estimular

la proliferaclon de los»linfocltos, mientras que la segunda serie de tres

vpozos.slrvlé para obtener las’ lecturas basales de las células no

eétlmuladas. por; lo cual se les aﬁadlo el mismo volumen de medio de cultivo

agregan‘d'o élv"r_ne‘d;o . de 'c'uitlvg': 100 ul de una solucién de

2 Co., U.S.A), preparada.a partir de

‘en iiaCl.&M'dhe fue-diluida en el
ntracién’ deseada ‘de- 2. ug/nl. La
nte’ 547 horas en-una incubadora

con 19,7% de humedad.

(POPOP) . Estas stanc sol el lsmo dfa de su

uso y ia"soluéién‘ se’ mantuvo 'a- 4°C _asta el momento de aﬁadlrla a’los
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viales. La radiocactividad de: cada muestra fue medida en un contador de
centelleo (TRI_-CARB 300, AP?ékﬁarjd,nU.’S._A.). Las lecturas fueron registradas

como cuentas por:minuto’

m . La evaluacién de la proliferacién celular se

1levé a :qzlxbov"‘ por: lairesta:'de las’cpm obtenidas por la incorporacién de

[3H]-tyim‘idlnva‘\ al:ntc <" células estimuladas menos las cpm obtenidas

en.condiciones ‘basales

9, Andlisis étadi'stl'cp. Las diferencias entre las medias de los

valores - obtenido: os::grupos - estudiados fueron calculadas seglin un

analisis de varianza AND\_/A).
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CAPITULO " 6. 'RESvyLT.AvDOS.:V

6.2. ‘Estiidio de -1

ratones desgéétédéé estimuladosicon el mitégeno . Con

linfocttos del timd
nuevamente, : l?r‘es’pu sta:fue’diferente seginiel ofi”geri“dje.ldé linfocitos.
Sin emBargq,‘ .os‘tr"éron una mayor

contlﬁd}, ‘miéntr_a :
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disminuyeron su respuesta proliferativa en relacién a la de las células
esplénicas de los ratones sanos. Los resultados se presentan en la Tabla 3

y se expresan graficamente en la Figura 1.

TABLA 3. Respuesta proliferativa in vitro, de los linfocitos del timo y el

bazo de ratones desgastados y de sus controles sanos.

Ratones Células
TIMO ' BAZO

CPM (media * DS)

Sanos 60,789 * 11,397 194,887 £ 37,738 (P<0.05)
(n= 5) - ] .
) Desg. ’1:05,677 * 20,980 95,162 * 21,480 (P>0.05)
(n '= 5)
- (P<0. 05) {P<0.05)

RESPUESTA PROLIFERATIVA A LA CON-A DE
LINFOCITOS EN RATONES

CPM X 1000
250
200
150 EnMo
R CsAzo
" 100
LR
o MR

SANOS DESGASTADOS
GRUPOS DE RATONES

Figura 1.



6.3. Estudio de la proliferacién de los timocitos y linfocitos del bazo en

ratones sanos y desgastados tratados con TP-1,

En el tercer experimento, se pudo observar .que el tratamiento In
vivo de los ratones desgastados con la hormona TP-1 (img/kg) “normalizé" la
respuesta proliferativa de los linfocitos de.timo y de bazo cuando éstos

fueron estimulados . in vitro con el mitégenb_ Con-A. En cambio, el mismo

tratamiento con TP-1 admlnyis't‘rad‘ ﬁ(l}vpv a. los ratones sanos no modificd

signiﬂcativaﬁen fe'la r"esbuésf.a‘ prollvi'éi-'a’t\iva al mismo mitégeno.

En ‘los anima!es 5aNos ; qu recibleron el tratamiento con la hormona

TP-1 se observé una dismlnucibn n igniflcativa en la cantidad de timidina

tritiada incorpcrada al nut:leo de cél micas, .Este mismo efecto fue

mucho mas evidente en el grupo de ratones desgastados que recibieron la

misma dosls de la hormona. o8 cu ies dlsmlnuyeron significativamente su

embarg'o;'""enl’lus ratones desgastados, la

timocitos a la Con-A significé una

"normalizacién®’ de”la:misma; elacién al ‘grupo control de animales sanos

que reclyble;'oxil eh!:_oi :Los resultados de este experimento se

presentah en la'Tabla xprééah graficamente en la Figura 2.
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TABLA 4. Respuesta proliferativa in. vItro, de los llni‘ocitos del timo de

ratones desgastados y de sus cont '1e sanos, antes y -después de

administrar el tratamiento In vlva “con;lahormona TP—l.

Ratones

Desgastados 5 19,622 ;(Py<‘0;05) s

(n=5

(P, 05) - (P>0.08)

RESPUESTA PROLIFERATIVA A LA CON-A DE
LINFOCITOS DE TIMO DE RATONES

CFM X 1000

120(

100

o}’

e ATP-1()
EDTP-1(+)

80} £

a0

el
2

S

SANOS DESGASTADOS
GRUPOS DE RATONES

20

Figura 2,
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Al estudlar el efecto de la harmona TP-1 sobre la: respuesta B

TABLA-S Respuesta prollferativa in:vitro,

.los;linfocitos del bazo de

ratones desgastados y de 1sﬁs g hfgs y - después de

Ratones; :
Sanos
(n=5) B
Desgastados. 178875
{n =5}~
L (P<B,08) o L (p0.0s) T




RESPUESTA PROLIFERATIVA A LA CON-A DE
LINFOCITOS DE BAZO DE RATONES

CPM X 1000

250

200

ErP-1¢)
CTP-1(+)

150

100

50

[+]

DESGASTADO
GRAUPOS DE RATONES

Figura 3.

6.4. Estudio de la proliferacién de los timocitos y de’los" linfocitos del

bazo de ratones sanos'y deSgéstq:_!os tratados con 2n.: L

inyecciones

de los anlmales d _gastados s vatamlenté tenfan notablemente aumentada

-] respuesta proliferativa a la Con-A se consideré gque la administracién
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in vivo de sales de zinc tamblen "normalizaba“ la respuesta prollferatlva

in vitro derestas celulas Los resultados aparecen en’ la Tabla 6 y se

expresan graflcamente en-la: igur

admlnlstrar el tra mi

Ratones

Sanos 1% {p<0. 05)
(n=5) . B
Desgastados . w37 L U e : B

{(n = 5) - 108,677 % 20,980 o 40 199 13 452 (P(0.0S),

(P<0.05) - '(P>\o;_tj‘s)"f._”':-_- B

RESPUESTA PROLIFERATIVA A LA CON-A DE -
LINFOCITOS DE TIMO DE RATONES . -~

CPM X 1000

120

100}

8o}’

o[ Baney
| Ezn(+)

60f |

40

20 . /
o 7 <59 X
SANOS DESGASTADOS

GRUPOS DE RATONES

Figura 4.
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En el mi'sino_ 'expef'lmgxit‘o donde_ se estudié; el efecto del’ tfatam;énto

Ratones’ -

Saﬁos a A
(n=5). -

Desgastados -
(n=5) ..

«(P<0,08)

15



RESPUESTA PROLIFERATIVA A LA CON-A DE
-~ LINFOCITOS DE BAZO DE RATONES

“ePMX1000
250‘
200
150 Bzn)

. Ezn(+)
100

50
° SANOS DESGASTADOS
GRUPOS DE RATONES
Figura S,

6.5. Estudio de la proliferaclén de los tlmocltos y- llnfocitos del bazo de

ratones sanos y desgastados tratados i on’ TP 1 + Zn

te san; g 'éf'c'n}e'nte' en la
“Figura" 6.
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TABLA 8. Respuesta’ proliferativa In vltro, de los linfocitos del tlmo de

ratones desgastados y d-

contr'les sanos. antes y después de

administrar -el tratam!enh

Ratones
Sanos (P<a, 05)
(n=5) ’
Desgastados’. - (P<0.05)
{n = 5)

Copei0s) {P<0. 05)

RESPUESTA PROLIFERATIVA A LA CON-A DE
LINFOCITOS DE TIMO DE RATONES

CPM X 1000

HTe.14+2n(¢)
ETP-1+2n(+)

SANOS DESGASTADOS
GRUPOS DE RATONES

Flgura 6.
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Por otra parte, los resultadoes obtenidos con las células de bazo
en los ratones desgastados tratados con TP-1 + Zn, también fueron similares
a los obtenidos en los ratones desgastados tratados tunlcamente con zinc. Se
observa que el tratamlento con TP-1 + 2Zn aumenta significativamente 1la
respuesta proliferativa de 1les 1linfocitos de bazo en los ratones
desgastados sin causar un efecto significativo en la del grupo control que
recibié el mismo tratamiento. Se observa también que no hay diferencia
significativa entre estas dos respuestas., Los resultados aparecen en la

Tabla 9 y se expresan graficamente en la Figura 7.

Tabla 9. Respuesta proliferativa in vitro, de los linfocitos del bazo de
ratones desgastados y de sus controles sanos, antes y después de

administrar el tratamiento in vivo con con TP-1 + Zn.

Células de Bazo

Ratones ’ s ~ Tratamiento

Sanos - (P>0.05)
(=5
Desgastados (P<0.05)
{(n=5)

L P0.05)

a8



RESPUESTA PROLIFERATIVA A LA CON-A DE
LINFOCITOS DE BAZO DE RATONES

" cPM x-1000 "

E3TP-14+2Zn()
OI7e-1+2Zn(+}

DESGAS
GRUPOS DE RATONES
Figura 7.

6.6. Estudio del efectc de los tres diferentes. tratamientos sobre 1la

prollferéclén de los timocitos "y lin obitc}s; xy:lelltbézo de ratones

desgastados. .. .

~conuna’

a;dvmlni;sfra_ciéln‘ :

49



RESPUESTA PROLIFERATIVA A LA CON-A DE
LINFOCITOS DE RATONES DESGASTADOS

CPM X 1000

Ririmo
O vazo
TP-1(-) TP-1(+)
GRUPOS DE RATONES
Figura 8. Representacién gréfica de los resultados de la respuesta

proliferativa a la Con-A, utilizando linfocitos del timo y del bazo de

ratones desgastados, con y sin tratamiento in vivo con TP-1.

RESPUESTA PROLIFERATIVA A LA CON-A DE
LINFOCITOS DE RATONES DESGASTADOS

GPM X 1000
250
200
(raio]
180} Clzn
Blre-1
100 Bzn+TP-1
50 '
o
i TIMO BAZO
GRUPOS DE RATONES
Figura- 9, Representacién grafica de los resultados: de .la 'respu’esta

prolifératlva a la Con-A, utilizando linfocitos del timo y-del “baz‘o'de
ratones desgastados, con y sin tratamiento in vivo con zln‘c‘;’ VTF-I y Zn % .

TP-1,



CAPITULO " 7. * DISCUSION

. Los resultados obtenidosen resente - trabajo’ confirman que la

lnoculacl{}ﬁ‘dé‘ atones recién nacidos provoca la

aparléivén‘dg‘ unisi

tamafio /' que \. Su

de ““1infoproliferacion

terada la respuesta de los-

clén prolongada con inyecciones de
estras hlp\&tésls._ se esperaba que la
involucién: ti :gétrés de . la inyecciones

lntraperl‘toﬁeal‘g ‘-‘Vlbugar‘ a - una’ -respuesta -
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proliferativa. celular .-deprimida. Los resultados .del presente trabajo
demuestran que sucedé»l‘o contrario Este fenérneno podrla ser consecuencia

de una disminucién: del fluJo de llnfocitos T maduros fuera del timo del

espuesta al estrés Es probable que entonces, a

animal desgastado.’:‘

dlferencla de los anlma es r;ormales. el animal desgastado tenga una mayor

proporcién’ de linfocltos maduros en el tlmo observindose por lo tanto una

"De la misma manera, y también como una

plica ‘un aumento en la produccién de

rsos mgcanismos‘

ratonés de éstados.—"lai mayor ‘eficlencla de 1a

desgastado . para. ,:' confi
intratinicos se encuentra
disminuida la déqsidad"d sus _1;ferén'tbeé marcadores. de mé}rnbra‘n’a.'“
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Algunos autores han demostrado que ‘en los’ ratones timectomlzados,

53



cambios observados en- la respuesta proliferativa de los timocltos tamblén .

Esta dlsmlnucion, sin embargo, debe: tener un orlgen diferente al descritm

k para los anlmales tlmectomizados

En el animal desgastado por las inyeccliones de estafilococos no se
pierde 1a gléndula timo. Sin embargo, la lnduccibn de . una’ situaclén de
estrés prolongado da lugar a una alteracién del timo yvde su microambl_ente.

A pesar de que, en el animal desgastado, este drgano abarerit‘émerité'contiene

linfccitos maduros mas eficlentes, el transporte de’ stos,hacia lcs érganos

linfoldes padria dlflcultarse o verse obstac li d Y co| stapte reto
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Aungue no se estudid el fenotlpo de los: linfocitos T y B al

momento de su extraccién de timo y bazo del animal desgastado, tamblén sey :

vitro, utilizand

sido” inmunizado

11



Cabe menclonar que la disminucién de la respuesta proliferativa de
esplenocitos podria también ser resultado . de ~la produccién  por

subpoblaciones activadas CD4+-Th2. de cltoclna

. como.: ‘la.iL—lo que tlene

capacidad inhibitoria sobre la- producclbn de IL—Z e CIFN-1, las cuales son

yroducciénde - timdlina ub otras hormonas timlcas. pueden

os linfocltus T del’

- 'Los animales. des aron’.su’ inmunocompetencia después
imico’TP-1,":zinc o una mezcla de ambos, A

pesar. glethe _:ho se; compfob fépto ﬁslnérgico entre la hormona y el

elemento tr'azz_:,' la admlnis ‘cién‘de ambos por separado logré la
"normalizacién” - de la respuesta inmune de los linfocitos T de ratones

desgastados tanto en bazo como en - timo.

Al respecto se suglere que la hormona y el zinc administrades en
ratones desgastados equilibran los niveles normales de ambos componentes en
el microambiente timico -alterado:por-el estrés, Esto evltaria que en el

timo se dleran alteraciones 'que causan la sobreproducclén de IL-1,
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prolactina y hormona del ‘crecimiento, impidiéndose asf{ el Incremento del

numero de re;ebl;oxjéé P n:la* superficie de los linfocitos T.

n é.séﬁgre circulante del animal desgastado.

1a:proliferaclén dé los linfocitos de bazo en

on bacterias muertas.

“que:la TP-1 posea otros mecanismos de accién a través
de otras pdblaql‘orjes'dé células Inmunocompetentes. Sin embargo, hasta ahora
no. se éonocé"sl‘la hormona TP-1 actia también sobre macréfagos o linfocitos

B.
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES.

‘kint‘ocltos Tral. mitégeno”Con—A ée encuentra alterada

1. La 'res'p\iésta de los'

1mo la respuesta es slgnificatlvamente mayor y

“en bazo slgnlflcati.vamente menor’ que la obtenida en ratones sanos.

2. Esta altéraciéh én "la respuesta linfoproliferativa de los ratones
desgastados se, "normaliza"' al administrar, como tratamiento, la hermona

™P-1 o 21nc, en forma independiente o combinada.

3, El incremento de la respuesta al mitogeno presentada por los linfocitos

de timo de animales desgastados, puede deberse a las sigulentes causas:

a) Produccién dé_ factores timicos que, como una respuesta al estrés,

aceleran 'l‘a.;mad\vlré'ciérp de-los timocitos.

b) _bMuer;Ate por:: apoptosis "qe’rlos linfocitos pre-T mis inmaduros y mas

sensiblesia:l r'ﬂéblée_.s”‘yv 1la IL-6.

c) A&_xmﬁl oy ini‘oéitos T maduros que, por la condiclién

rhetat-ac‘;lica,’dél animal’desgastado, .tlenen interferida su migracién hacla

los 6r8§ﬁos 11
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4. La 1nh1§iclén de-la ';“espuesta proliferativa al mitégeno Con-A observada

en los - linfocitos’ de“bazvo‘del‘b animales desgastados, - puede deberse a las

. slguie'nfes' causa

eniel procésb de . repoblacién del bazo, con linfocitos T

. provenientes del’

b)) Agotamie to metabélico de” los linfocitos T del bazo del anlmal que

y elizinc: en ambos

o7al .elenento traza,

es probable
B ubténldos después de su sola

adriiinisv‘ ¢ ep! dan de qu_, el,anlmal desgastado tiene una deficiencia

“de zinc Sl veste’ fuera’ el' caso, faltaria explicar por qué el tratamiento

“con sélo "l'P-,-l.'.;,tamblén normaliza"  la inmunocompetencia del ratén

desgalstad‘o‘. o
6. Es necesai‘lo profuhdiié}‘ en‘el estudio de las lnteracclones celulares .
que deben - ocurrlr en este modelo de enfermedad experimental Aslmlsmo. ‘se

debe llevar a' cabo el analisis de los fenotlpos que expresan las celulas‘
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inmunocomprometidas, estudiar .las funciones que desempefian las distintas
citocinas en la induccién y. en la evoluclén del desgaste y, adends,
investigar el efébto-que tiene la administracién de la hormona TP-1 sobre
la captacion tisular de zinc y sobre las actividades del sistema

neurcendécrino.
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