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RESUMEN

Durante el proceso de maduracion de los timocitos se presenta una serie de sucesos
controlados por el reticulo epitelio timico. La interaccion de las células epiteliales timicas
con los prelinfocitos T se da en base a la interaccién del pre-TCR y del TCR con moiecuias
del compiejo principal de histocompatibilidad de las células epiteliales. Asimismo, se da
una interaccidn humoral entre ambas estirpes celulares.. Como resultado de estas
interacciones los linfocitos que cumplen con una serie de requisitos como son: TCR no
autoreactivo y expresion adecuada del correceptor CD4 6 del CD8, seqgun la afinidad por
moléculas de clase | 6 clase il.

Si bien no se conoce completamente el tipo de moléculas que participan en la
regulacién de ia maduracion de los linfocitos T, se ha demostrado que la participacion de la
IL-7 es fundamental para este proceso. Ademds, se plantea la participacidn de otras
citocinas como IL-3, IL-6 y ef factor de céluias “stem” (SCF), a cuales al parecer potencian la
accion de la iL-7. El THF-y2 es un octapéptido producido por el epitelio timico que es capaz
de potenciar el efecto mitogénico y estimula la produccion de interleucinas, sobre células
de bazo y corddn umbilical, y es capaz de estimular la proliferacién de células
hematopoyéticas.

El objetivo de este trabajo fue identilicar la participacion de THF-y2 en la
maduracién de los linfocitos T; particularmente, la expresion de los correceptores CD4 y
CD8, las poblaciones que expresan los mismos, y la proliferacion de los timocitos; asi como
comparar los efectos de este factor con los de un péptido andlogo. Se utilizaron timocitos
de rata, los cuales fueron cullivados en suspension. Se realizaron ensayos curso
temporales y dosis-respuesta del efecto del THF-y2 sobre los timocitos. L.a expresion de los
antigenos CD4 y CD8 y las poblaciones celulares que expresan estos antigenos se realizé
mediante citometria de flujo utilizando dos fluorocromos como mardadores.. La proliferacién
celular inducida por THF-y2, se cuantifico por el método de la incorporacion de timidina. Se
caracterizé la poblacién de timocitos de rata recién nacida en base al fenotipo {CD4 y CDB),
ciclo celular y cantidad de células en apoptosis. Se evalué el efecto del cultivo celular
durante 24 h, sobre los pardmetros mencionados anteriormente, asi como también el sfecto
de la Concanavalina A (Con-A) sobre el fenotipo celular de los timocitos, proliferacién
celular y presencia de apoptosis. Se observd que la Con-A preserva las células, evitando
los cambios que se presentan por efecto del cultivo.

Los resultados obtenidos muestran que el THF-y2 es capaz de disminuir la expresion
de CDB8 en timocitos estimulados con Concanavalina (Con-A). Este efecto es dependiente
de la concentracion de THF-y2 utilizada en el ensayo, es maximo a 10-* M, y se puede
detectar a fas 24 h. El THF-y2 incrementa fa poblacidn de timocitos CD4 a casi el doble en
los mismos timocitos. Asi mismo, la potencia el efecto mitogénico de la Con-A sobre los
timocitos y su efecto maximo se presenta, también a la concentracion de 107° M. El péptido
andlogo utilizado presento efectos similares a los del THF-2, pero con menor potencia.




E! THF-y2 produce un incremento en la poblacién de timocitos CD4". Este aumento
se puede deber a una disminucion en la expresion del antigeno CD8 por parie de las
células dobles negativas o a la proliferacion de los timocitos CD4*. Quizas, en este
incremento de los timocitos CD4* participen ambos mecanismos citados.




.- INTRODUCCION

1.1.- Generalidades

El sistema inmune provee al organismo de mecanismos para resistir la
invasién por agentes infecciosos y el parasitismo, asi como para detectar y
eliminar células propias que han sufrido transformacién maligna (Roitt, 1996).
Por ello a esta ultima funcién también se le conoce como vigilancia inmunitaria.
El mecanismo por medio del cual el sistema inmune comienza la destruccion y
eliminacion de organismos invasores o de células malignas se inicia con la
identificacién de moléculas extrafias generadas por estos agentes. Parte de
estas moléculas o determinantes antigenicos, suelen ser diferentes a las que

existen en el huésped y por ello despiertan la respuesta inmune.

Las células que padicipan en la respuesta inmune incluyen a
macrofdgos, ceélulas asesinas naturales (NK), polimorfonucleadas, vy
principalmente los linfocitos; las células epiteliales y del estroma pueden actuar
como céluias presentadoras de antigenos “no profesionales”. Estas céluias,
como todas las del organismo, se organizan en tejidos y drganos para hacer
mas eficiente su funcién. Hay dos clases de drganos linfoides, los primarios que
incluyen a la médula ésea, el higado fetal, el timo y la bursa de Fabricio en las
aves; y los secundarios que incluyen el bazo, los ganglios linfaticos, amigdalas,
placas de Peyer. A este conjunto de células, tejidos y~drganos se le denomina
sistema linfoide. Este sistema se encarga de la generacidn de los linfocitos, asi
como de crear un microambiente para la interaccion, fisica y quimica, de los
linfocitos con otras célufas del sistema inmune; ademas con los determinantes
antigenicos para ser activados y desarrollar la respuesta inmune (Roitt, 1996;
Alberts, et af 1994; y Paul,1993).




La respuesta inmune posee varias caracteristicas importantes como
especificidad, diversidad, memoria, autolimitacidn y discriminacion entre lo
propio vy lo extraio (Albers, ef a/ 1994; Roitt, 1996). Las células responsables
de la especificidad de la respuesta inmune pertenecen a una clase de células
conocida como linfocitos. En 1960, fue descubierto que las dos principales
clases de respuesta inmune -humoral y celular- eran mediadas por dos
diferentes clases de linfocitos: las células By las células T, respectivamente. Los
linfocitos B, son los productores de anticuerpos, que en mamiferos, como en el
humano, se desarrollan en la etapa fetal en la médula 6sea e higado. Para las
aves, en cambio existe un sitio especial de generacion de células B conocido
como la bolsa de Fabricio. Por otra parte, las células T se desarrollan tanto en
los timos de aves como de mamiferos y éstas son las responsables de la
inmunidad mediada por células. Si bien es cierlo que cada uno de estos tipos
celulares se encarga de un tipo de respuesta diferente, también lo es el que
ambas deben ser coordinadas para que se presenie una respuesta adecuada
(Alberts, ef al 1994; Paul 1993).

Es interesante notar gue, la activacion de los linfocitos By T los saca de
un estado de reposo “quiescente” (Go), fase no proliferativa del ciclo celular,
estimulando su entrada al ciclo celular y a la mitosis. Por ello, estas sefiales son
fundamentales para iniciar y amplificar la respuesta inmune especifica mediada
por células B y T (Weiss y Littman, 1994). Esta activacion de los linfocitos
produce, ademas de la protiferacion de los mismos, la diferenciacion a células
plasmaticas y de memoria en el caso de los linfocitos B. Mientras que la
activacion de los linfocitos T CD4 Tho los lleva a la diferenciacion a Tht y Th2
(Mosmann y Sad, 1994).



1.2.- El timo

El timo es un drgano primario del sistema inmune, se encuentra
localizade en la cavidad tordcica, entre los grandes vasos y &l esternén. Esta
constituido por dos iébulos, cada Igbulo se divide en lobulillos y a su vez cada
uno de estos, forman la médula y corteza limica. Ambas contienen una matriz
estacionaria compuesta de células epiteliales, aun cuando son

caracteristicamente diferentes {Roitt, 1998).

El timo humano normal es simétrico bilateraimente y estd usuaimente
dividido en dos idbulos de igual tamafo. Los lobulos estan recubiertos por una
capsula que sigue el contorno del mismo. Basicamente puede dividirse al timo
en tres distintas dreas: {1). La capsula que reviste al I6bulo, formada por fibras
de coldgena, fibroblastos y células "mayores”, (2} la corteza, que consiste de una
matriz; la cual contiene linfocitos inmaduros y células fagociticas y (3) la
medula, que contiene una red epitelial y linfocitos maduros en escasa cantidad
{Cardarelli, 1989 y 1989a). La corteza es esencialmente lobutada con linfocitos
pequeiios. Se ha demostrado que en animales jévenes sanos la corteza
predomina, mientras que en animales viejos y en aquéilos que han sido sujetos
a estrés o a tratamiento con coricosteroides, disminuye solo a un delgado borde.
La médula ocupa la porcién central de los tobulillos del timo y contiene
alrededor de 15% de tejido timico en animales jdvenes sancs (Paul, 1993:
Cardarelli, 1989a).

El timo tiene su origen embrionario en el cuarto arco branquial las
células epiteliales de la corteza y la médula tienen diferentes origenes
embrionarios y expresan diferentes marcadores de superficie. El timo presenta

entre otras caracteristicas histoldgicas, una trama de células epiteliales, las



cuales forman una red en la cual se encuentran densos grupos de linfocitos, en
diferentes etapas de maduracién (Cardarelli, 1989).

AMIGDALAS

TIMO
GANGLIOS
LINFATICOS
MEDULA OSEA
BAZO

PLACAS DE
PEYER

Figura 1.- Esquema de los organos linfoides primarios o centrales y secundarios o
periféricos; el timo y la médula dsea representan los ¢rganos linfoides primaros {tomado
de Inmunologia esencial, Roitt 1996)

El timo empieza a atrofiarse en la pubertad, con la Megada de la
madurez sexual, probablemente por accidn de los esteroides sexuales. La
atrofia timica es progresiva y alcanza niveles extremos en los viejos, sin
embargo, el timo nunca desaparece (Cardarelli, 198%a). Esta involucion se
caracteriza por un decremento en el peso dei érgano, debida esencialmente a la
deplecion de los linfocitos coricales; ademas de una infiltracion grasa

{Cardarelli, 1989a). Interesantemente, en ciertas situaciones, como la castracion,

e e e



la atrofia timica puede ser reversible (Fitzpatrick, et a! 1985). Asimismo, se ha
observado que varios desdrdenes patclogicos cronicos pueden causar una

marcada involucién del timo (Cardarelli, 1989a).

1.2.1.- Histologia

El timo esté constituido por una malla de células reticulares, las cuales
son de origen epitelial. En la corteza asientan gran cantidad de linfocitos
inmaduros, lo que dificulta 1a observacién de la red de células reticulares. En la
médula esta red es facilmente visible. En esta zona se localizan los corpisculos
de Hassal, los cuales se encuentran constituidos por células muertas y capas de
células reticulares dispuestas concéntricamente {Ham, 1967). Las células
epiteliales, tienen un nicleo grande y se caracterizan por presentar poca
cromatina nuclear, mediante un estudio ultraestructural pueden diferenciarse en
el timo diferentes lipos de células epiteliales, todas ellas presentan los
elementos caracteristicos de un epitelio como tonofilamentos y desmosomas
{Nabarra, y Andrianarison, 13987).

Las céiulas epiteliales del timo tienen origen en el endodermo vy

-ectoderma. La falta de alguno de ellos afecta enormemente el desarrollo del

drgang, como es el caso de los ratones nu/nu donde se presenta ausencia del
tejido ectodérmico. El mesodermo también participa en fa formacion de! érgano,
a través del arribo de células dendriticas, los prolinfocitos y macréfagos, todos

ellos de origen mesodermal.

Los profinfocitos T que anidan en el timo se han clasificado en base a la
expresion de algunas moléculas. La expresidén de éstos correlaciona con las
etapas de madurez de los timocitos. Casi la totalidad de los timocitos expresa el

antigeno CD3, por tanto células CD3* se pueden observar en todo el timo. Por 1a



expresion de los antigenos CD4 y CD8, los timocitos pueden ser divididos en 4
poblaciones. Una pequefia porcion de los timocitos (1-2%) no expresan
moléculas CD4 y CD8; se localizan en la zona subcapsular. La mayoria de los
timocitos (80-85%) coexpresan moléculas CD4 y CD8 y son "dobles positivas®
(DP). Estas células se encuentran en la corteza. Las restantes 10-15%
comprenden una mezcla de timocitos simples positivos. El 6-10 % de las células
son CD4 {CD4:CD8) vy el restante 3-5 son CD8 (CD4CD8*); estas células se
localizan en los limites de la corteza y la médula.

En base a la expresion o no del precursor del receptor de células T 6
complejo pre-TCR (pTa) {Jorg y von Boehmer, 1987). Los timocitos se clasifican

en pre-TCR* o pre-TCR. los timocitos pre-TCR* se localizan en el drea
subcapsular y corresponden a una subpoblacidon de células CD4-CD8- (Roitt,

1996); Algunas células de la corteza, las cuales son CD4:CD8*, expresan las
cadenas o y p del TCR, por separado. Las células maduras se localizan en los
{imites de la corteza y la médula. Son células simple positivo, es decir CD4* ¢

. CD8* y que expresan ademds el complejo off del TCR. Se pueden encontrar
también timocitos que expresan la cadena vy del TCR y células que expresan las

cadenas vy o del TCR, ya sea por separados o formando un complejo.

1.3. - Los receplores

1.3.1.- € TCR

Las células T expresan en su superficie un receptor, el receptor de
células T {TCR), el cual interactia con los antigenos. Los receptores de célutas

T, son los responsables del reconocimiento especifico de los péptidos

T



presentados por el CPH. En general se denomina TCR a las cadenas
encargadas de la unién con el antigeno. Sin embargo, el complejo funcional del

TCR incluye al complejo CD3 (tres cadenas transmembranales: v, §, &) y ademas
las cadenas L y n. El CD3 vy las cadenas { y n forman el complejo de

transduccion de las sefales.

Et TCR esta formado por un heterodimero de dos proteinas integrales de
membrana, las cuales estdn unidas por un puente disuffuro. La naturaleza
molecular del receptor de células T (TCR} fue descrita en 1980, varios afos
después de que fueron descritas las moléculas de las inmunoglobulinas (ig) y
sus genes. Los genes del TCR tienen homologia con genes de las
tnmunoglobulinas y de hecho pertenecen a la superfamilia de los genes de
inmunoglobulinas (Roitt, 1996; Abbas, 1994).

NH2 NH2

@ NH2 NH2

TCR« TCR§ CDga  CD8p chD4

Figura 2.- Esquema de los receptores inmunes, superfamilias y subfamilias. Superfamilia
de las inmunoglobulinas. Receptor TCR y correceptores CD4 y CD8. VI: regiones
variables; C1,C2; regiones constantes; guniones disulfuro (tomado de suplementos de
Immunology today oct 1996}




La expresion del TCR es definitiva en el proceso de maduracidén de las
células T, por el papel que tiene et TCR en la interaccidn con CPH de la célula
del epitelio timico, durante la seleccion positiva (Jemenson et af ., 1995). Existen
dos tipos de TCR; el mds abundante es el conocido como of y el otro menos
abundante es el v5. Una célula T solo puede expresar uno de los dos receptores,

nunca pueden expresar ambos simultdneamente. La mayoria de células T,
incluidas las células T cooperadoras y linfocitos T citotoxicos {CTL), expresan el

heterodimero af.

La cadena o es una glicoproteina bdsica de 40-50 kDa., sin carga. La
cadena J es un polipéptido con peso molecular de 34 kDa. Ambas cadenas
tienen, como las g, una region variable (v) y una constante (C). La regién
carbaxilo terminal de la regidn variable es ta unidn entre las regiones Vy C. Esta
regién de unién es codificada por un segmento del gen de unién (J). En el caso
de la cadena P existe un segmento del gen de diversidad (D). La presencia de
las regiones V,D,C vy J es una caracteristica de las Ig. La regidén variable de los

heterodimeros afi reconocen complejos de péptidos procesados, generados de

proteinas extrafias y moléculas propias, y unidos al CPH (Jemenson et af .,
1995; Abbas, et af., 1994),

Los TCR v8 son una segunda variedad de este receptor. Las cadenas
peptidicas, también estan unidas por puentes disulfuro y solo se expresan en

una pequefia subpoblacidn de células T periféricas. Las proteinas v3 también se
asocian al complejo de transduccidon de la sehal, al igual que el TCR off. Las
células con TCR ¥5, también maduran en el timo; aunque se desconoce su

proceso de maduracién. Ontogénicamente, las células con el TCR &y aparecen

L e



primero que aquellas que expresan el TCR off (Jemenson et af ., 1995: Roitt,

1996). Generalmente las células que expresan este tipo de TCR yd coexpresan
el CD8. Estas células se dividen en dos poblaciones, una de ellas migra hacia la
piel y otra que lo hace hacia epitelios como el putmonar o intestinal. Una
caracteristica de estas células que son capaces de producir las mismas

citocinas que las célufas que expresan el TCR off (Benjamint et a/., 1996).

1.3.2.- Los correceptores CD4 y CD8

Los correceptores CD4 y CD8 son moléculas accesorias involucradas
en la restriccion del CPH y activacion de células T. Se encuentran en la
membrana del linfocito T cerca del TCR, pero sin gque haya unidn de tipo
covalente entre ellas. CD4 y CD8 son glicoproteinas pertenecientes a la familia

de las Ig. En los linfocitos maduros sclo una de ellas es expresada en la

superficie celular. Mientras que en algunas subetapas del proceso de

maduracién de los timocitos, son expresadas simultdneamente.

CD4 es una glicoproteina transmembranal, aproximadamente de 55 kD,
la cual es expresada como mondmero en la superficie de algunos timocitos y
células T peritéricas. El gen de CD4 esta localizado en el cromosoma 12 en el
humano. Esta molécula tiene dos funciones: unirse a la porcion invariante del
CPH tipo Il; es decir, actiar como molécula de adhesién y como un transductor

de la sefial de activacion del linfocito T.

La estructura de la molécula CO8 varia en algunas especies y en los
diferentes estados de maduracion de la célula. En el humano, en linfocitos T de
sangre periférica, la molécula CD8 consiste de dos cadenas de glicoproteinas

heterodiméricas unidas por 8 uniones disulfuro. Estas cadenas se denominan
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CD8a (32 kD) y CDBJ (34kD). Esta molécula, al igual que CD4, tiene dos

funciones: unirse a la regidn invariante del CPH tipo | y actuar como un
transductor de la sefal de activacion del linfocito T (Jemenson ef af ., 1985 ;
Abbas ef af ., 1994.).

CD4 y CDB actuan como correceptores del receptor de las células T
(TCR), en células T maduras. Evidencias experimentales de bloquec con
anticuerpos y mediante el uso de ratones Knockout, en los cuales CD4 y CD3,
son eliminados indican que estas moléculas juegan un papel importante en la
seleccién positiva (Jemenson et af ., 1995).

1.4.- Progenitores linfoides timicos (TLPs)

Moore y Owen propusieron, hace mas de 25 anos, que los progenitores
intratimicos de células T, se derivan de células hematopoyeticas pluripotenciales
circulantes. Esta hipotesis ha side comprobado al demostrar que las
poblaciones de “protimocitos” de sangre fetal han serven para el andlisis de las
primeras etapas del desarrollo pretimico de células T. Estas células circulantes
derivan, al igual que todas las lineas de células sanguineas maduras, de
células madre hematopoyéticas (CMH). Las células sanguineas, entre ellas los
linfocitos, dependen de una permanente regeneracion de las CMH, para
mantener una cantidad de células maduras o funcionales suficiente durante toda
la vida (Rodewald, 1995} .

Las CMH son células “Stem” o plaripotenciales, las cuales se
caracterizan por: (a} ser células no diferenciadas totalmente; (b) tener la
capacidad de dividirse dando origen a céluias iguales a ellas mismas (como

cualquier célula} o dando origen & una célula mas madura que ella y (c} tener la
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capacidad de proliferar sin limite. Estas caracteristicas lgs permiten
autorrenovarse y conservar su potencialidad para generar varios linajes, ain en
la etapa adulta de! individuo o de un animal (Alberts, ef a/ 1994)

Las CMH al dividirse pueden autorenovarse o dar lugar a células hijas
pluripotenciales con menos potencialidades que ellas mismas. Es decir a células
pluripotenciales de linaje progresivamente mas restringido, hasta que finalmente
quedan comprometidas para un solo linaje. En la actualidad se desconocen
marcadores moleculares que identifiquen cada etapa de diferenciacién vy
compromiso de las células pluripotenciales de linaje restringido. Una
aproximacién experimenial que ha permitido salvar la talta de marcadores ha
consistido en estudiar la pérdida de la capacidad para generar otros linajes
celulares. Cuando esto sucede se decide la pérdida de opciones de
diferenciacidon. Se dice entonces que las células han adquirido “compromiso”

con una linea determinada {Rodewald, 1995).

La primera etapa de diferenciacion de las CMH en la médula ésea, para
dar lugar a linfocites T, es la aparicion de una poblacion precursora de una linea
linfoide la cual estd restringida a la formacién de linfocitos (B y T), células

asesinas (NK) y células dendriticas.

Los prolinfocitos T se originan en fa méduta ésea a pantir de los CMH. En
una etapa de su maduracion, estas células pierden las adhesinas que los
mantienen en este organo. Ademds de lo anterior, los prolinfocitos son atraidos
al timo por factores quimiotacticos y probablemente por una serie de sefiales de
contacto {*homming”) con las células endoteliales de los vasos. Es en esta etapa
cuando es posible localizarlas en sangre periférica ¢ de cordén umbilical
(Picker, 1994; Toug y Sprent 1995; Scolla y Godfrey 1995).
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Evidencias experimentales sugieren que las CMH circulantes que daran
origen a los linfocitos T adquieren el compromisc con el linaje T antes de arribar
al timo. Por ejemplo, en sangre fetal murina se ha identificado una poblacion
celular caracterizada por el fenotipo Thy-1+ C-kitew CD3 la cual es capaz de

reconstituir células T TCR afft, in vivo. La mayoria de estos protimocitos de

sangre fetal tienen genes de la cadena f del TCR sin rearregio; .soio una
pequefa porcién de esta poblacién presenta rearreglo de los genes D (J) de la
cadena B. En el timo es posible identificar células con este fenotipo, aunque en

muy baja densidad. Se ha planteado que cuando estas células no arriban al
timo se diferencian hacia células NK. Esta poblacién celular podria, por tanto, ser
una etapa intermedia de maduracién entre fas CMH de la médula Gsea y los
timocitos o las células NK, por lo que se les ha denominado precursores T/NK
{Rodewald, 1895).

1.4.1.- Etapas de diferenciacién timica temprana.

Cada una de las etapas de diferenciacién temprana son caracterizadas
por distinciones celulares, moleculares y geneticas; la deteccion de las proteinas
de superficie por citometria, es seguidas generalmente para definir las etapas
que precede la expresidn de moléculas de TCR en la superficie (Zuhiga-Pflicker
y Lenardo, 1996), asi como también monitorear los cambios en el nivel de
expresion de estas moléculas de superficie celular, incluyendo CD4, CDB8,
TCR/CD3, CD5, CD69, CD44, HSA-1 y Thy1.2 (Broussard et al 1996).

*Los progenitores linfoides o células triple negativas (TLPs}, son células
que expresan altos niveles de CD44 (Pgp-1) y CD117(receptor del factor de

células-"stem,” ¢-kit), bajos niveies de Thy-1 y del antigeno estable a calor
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(HSA). Los progenitores linfoides timicos son la mayoria conocidos como

linfocitos inmaduros y no tiene un linaje exclusivo T.

*Células pro-T, se caracterizan por ia expresién de CD25; las células
continuan expresando CD44 y CD117; ademas se inicia el rearregle de los

genes de la cadena 8 de TCR. El finaje T y la proliferacién pueden afectarse en

esta etapa.

*Células pre-T tempranas estas células dejan de expresar los
marcadores {al como CD44 y CD117, pero continua la expresién de CD25. El

rearregio del gen de TCR-p y la expresidn de! gen pre-T o ha ha comenzado. €l
primer evento de seleccidn en base a una senal de maduracion a través del

pre~-To.

*Las célula pre tardias, en esta etapa, los timocilos suspenden la

expresion de CD25 y el rearreglo necesario de la cadena ff de TCR, y e inicia el

rearreglo de la cadena o. La linea esquematica de diferenciacién temprana

presentada en la figura 3 {Zuniga-Pflcker y Lenardo, 1996).
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Figura 3.- Esquema simplificado de las etapas de diferenciacion de las células T off que
precede de la etapa de TCR* CD4' CD8" (DP). El tamafio relativo de los simbolos de los
timocitos indica su estado de proliferacién relative. Cada flecha indica una etapa
irreversible de maduracion de los linfocitos T. (Tomado de Zuodiga-Pflicker y
Lenardo, 1996).
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1.5- Desarrollo de células T

La maduracién de los linfocitos T se realiza en el timo, aunque se ha
demostrado 1a presencia de una pequefia poblacion de estas células que se
desarrollan fuera del timo y ain en ausencia de este érgano linfoide primario
(Rodewald, 1995). Existen dos lineas de evidencias de que la mayoria de las
células T se originan en &f timo. La primer linea de evidencias fué aportada por
estudios que consistieron en la remocién del timo durante las primeras etapas
de la vida; esto produjo la no aparicion de células T en édrganos linfoides
periféricos. Dei mismo modo, en los animales con atimia congénita o adquirida
en etapas tempranas de ia vida se caracterizan por {a ausencia de las celulas T
en sus drganos linfoides secundarios. La segunda linea de evidencias fué
aportada por estudios de marcaje intratimico de los timocites. Estos estudios
demostraron que los linfocitos T se originan en el timo y posteriormente salan de
este drgano y migran hacia los tejidos linfoides periféricos (Roitt, 1996). Por otra
parte, existen también evidencias de una maduracién extratimica de los linfocitos
T. Evidencias experimentales han mostrado la presencia de células T en los
ratones nu/nu, los cuales son atimicos. Sin embargo en estos animales las
células T son casi indetectables: La proporcion de células CD4 es muy variable;
estas células expresan tipicamente el complejo off de TCR; y se ha detectado Ia

presencia de células autoreactivas en estos ratonas.

La mayoria de las células T se originan en el timo, donde pasan distintas
etapas de maduracién. Arriban al timo los prolinfocitos T que no expresan las
moléculas del CD3, el TCR, ni los correceptores CD4 y CD8. Como parte de la
iniciacion del proceso de maduracion estas células expresan el complejo CD3 y
profiferan dentro de la zona subcapsular de la corteza timica; se inicia el

rearreglo de los genes de la cadena B del TCR, asi como la expresion
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membranal de la misma en un complejo molecular pTa (Jorg y von Boeshmer,

1997).

Este complejo proteico interacciona con afgin fligando timico no
conocido e inicia una cascada de eventos intracelulares que son las sefales
que permiten gl paso hacia la siguiente etapa de maduracion. Los timocitos que
expresan un pre-TCR funcional, es decir que interaccionaron con el ligando
timico, son seleccionados positivamente y continuan el proceso de maduracién.
Los que no lo hacen en cierto tiempo son seleccionados negativamente y
eliminados por apoptasis, evitando con ésto dltimo la acumulacion de timocitos

sin pre-TCR o con pre-TCH no funcional.

La siguiente etapa del proceso de maduracién, se inicia con la
expresion simulitdnea de los correceptores CD4 y CDB8. Esta poblacidn celutar
prolifera de manera abundante y constituye del 70 al 80 % dal total de las
céfulas del timo. Ademds de la coexpresion de los correceptores CD4 y CD8,

esta etapa se caracteriza por el cese del rearreglo de los genes de la cadena B,
'y de! pTe, v de la expresidn del pre-TCR; asi como el rearreglo de los genes de
la cadena o del TCR. Durante una fase mds avanzada, esta etapa se caracteriza
por la expresién del dimero de ias cadenas o y B del TCR. Es en esta fase
cuando las células expresan el receptor de células T (TCR aff) y son capaces de

unirse a moléculas del complejo principat de histocompatibilidad (CPH). La
afinidad de! TCR por moléculas del CPH clase 1 6 I determina si la célula serd un
linfocito CD8* {supresora o citotoxica) o CD4* (cooperadora). La interaccion
existosa det TCR con el CPH de las células del reticulo timico es la sefal para la
seleccién positiva en esta etapa. Aquellas células que la realizan con éxito, son

seleccionadas positivamente y contintia el proceso de maduracion.
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En la tercera etapa de maduracion las células dejan de dividirse y cesan

ol rearreglo de genes de fa cadena a. Ademas, dejan de expresar uno de los

correceptores CD4 ¢ CD8 y pasan a la médula del timo, para salir del drgano
hacia la circutacidn periférica y hacia los organos linfoides secundarios (Roitt,
1996; Alberts, et af 1994; Paul, 1993; Anderson, 1996).

1.6.- Modulacién de la maduracion de los linfocitos T por citocinas,
factores timicos y hormonas.

1 a generacion de células T inmunoldgicamente competentes requiere la
influencia de microambientes timicos adecuados. Generalmente es aceptado
que las células no finfoides (estromales), situadas en varios compartimentos del
timo proveen las "sefiales de educacion” que orientan el desarrolio de las
células T para madurar o bien inducir la muerte por apoptosis. Se ha sugerido la
participacién de factores humorales que regularian el praceso de maduracién en
el timo; sin embargo, no se conocen en detalle cudles son ni cudl es su

participacion.

La interleucina 7 (IL-7), la cuaf es producida por las células estromales
del timo, es un factor de crecimiento esenciat para la sobrevida y repoblacién
{proliferacién} de las células dobles negativas. (Zlotnik y Moore, 1995) Ademas
de IL-7 se plantea la participacion de oftras citccinas como la 1L-3, IL-6 y el factor
de células stem {SCF), los cuales al parecer potencian la accién de IL-7. Se ha
demostrado que las interleucinas que participan en la activacion de los linfocitos
no participan en la modulacion del proceso de maduracion de estas células.
(Zlotnik, 1995).Mientras que para IL-1o/TNF-a, se ha sugerido un pape!

importante en la maduracién de las células en la etapa pro-T. (Zufiiga-Pficker y
Lenardo, 1996).
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Por otro lado, se ha planteado que aigunas hormonas, ademads de los
esteroides sexuales influyen el proceso de maduracion de los linfocitos 1. Esto
se ha podido demostrar mediante el empleo de la cepa de ratones “dwarf”, fos
cuales se caracterizan por ser inmunodeficientes debido a que presentan una
deficiencia de células Ty un defecto de los linfocitos B. Esta inmunodeficiencia
se ha observado que puede corregirse con la administracion de hormonas
tiroideas a los animales (Smithson, et af 1995, Montecino-Rodriguez, et al
1996).

Un aspecto importante y que destaca de la influencia de los factores
timicos en la diferenciacién de células T es que las células DP no son capaces
de producir ni responder a las citocinas, hasta que han concluido el proceso de
seleccion positiva y negativa. Lo anterior sugiere que las citocinas no participan
en el proceso de seleccion positiva, sino mas bien participan en la seleccion
negativa, sobre todo aquellas asociadas con el proceso de apoptosis (Zlotnik,
1995).

La modulacidn del microambiente timico, asi como las interacciones
entre los timocitos y las células estromales son esenciales para el desarrollo
tanto de los precursores de células T como del estroma timico. El desarrolio
normal de la médula timica es dependiente de la presencia de timocitos
{Anderson, et al 1996).

1.7.- Proceso de seleccidn

La seleccidn positiva es un proceso que permite el desamrollo de
linfocitos aptos y capaces para desarrolfar fa respuesta inmune. Este proceso se
desarrolla paraleiamente al de seleccién negativa y a la maduracion de (os

linfacitos dentro del timo. Podriamos decir que reakmente no existe un proceso
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de seleccién positiva y otro de seleccidn negativa. Esta division es de tipo
académico, en realidad se trata de un procesc de seleccion que permite la
sobrevida de los linfocitos que cuentan con un TCR adecuado. A través del
mismo se lleva a cabo la interaccién con las moléculas coestimulatorias
correspondientes a! tipo de linfocito de que se trate, para que se lleven a cabo
los mecanismos de transduccién de sefales necesarios, para que un linfocito
cuente con {0s mecanismos para desarrollar la respuesta inmune. Por otra parte,
este proceso de seleccidn elimina a los linfocitos que han fallado en el rearreglo
de los genes del TCR y por lo cual no expresan TCR, o expresan un receptor no
funcional, que hace una combinacion incorrecta de fa afinidad del TCRH hacia
alguna clase de CPH o bien de los correceptores CD4 & CD8; y finaimente, ia
eliminacion de aguellos linfocitos cuyo TCR presenta afinidad por antigenos

propios .

El proceso de seleccion se da en dos grandes etapas. La primera de
elias es durante la fase de células dobles negativas. Esto ocurre en la zona
subcapsular de la corteza timica, y se da en base al pre-receptor de célufas T

gue expresen los timocitos. Dado que la molécula de pTa y el CD3 son

constanies y que en aquellos ratonegs TCR P deficientes se presenta una
detencion del proceso de maduracién de los linfocitos, se considera que esta
seleccion se da en base a la cadena P del TCR (von Boehmer, 1990; Kishi, ef a/

1991; Groettrup, ef a/ 1992, Mombaens, et al  1992; Shinkai, ef al 1993; von
Boehmer, ef af 1934).

El pre-TCR, al parecer, interacciona con algun ligando interno, que no
se ha identificado. La molécula CD3 inicia la transduccidon de la sedial, o que
produce una movilizacién de calcio y la activacion de la tirosina cinasa Ick o

alguna otra tirosina cinasa. La cascada de eventos intracelulares que continua
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gstos eventos no se conocen; sin embargo, se sabe que ello conduce por un
lado, a que el rearreglo de genes de la cadena B del TCR se detenga, con lo
cual se asequra la expresién de un solo alelo de TCR B, y por otro que la
proteina pTo deje de expresarse; y se inicie el rearreglo de fos genes de la
cadena o de! TCR; asi como, la proliferacion celular y la maduracién de los
timocitos (Groettrup, ef af 1992; Goettrup y von Boehmer, 1993a y 1993b;
Molina, 1992; Levin, 1993; Uematsu, 1988; Kishi, et al/ 1991; Grosttrup, st al
1993). Por otra parte, aquelles timocitos que presentan un TCR B no funcionat y

que por lg tanto fallan en la interaccion con el ligando son seleccionados
negativamente e inducidos a la apoptosis.

La segunda etapa del proceso de seleccion de los timocitos se presenta
durante la fase de células dobles positivas, en los limites entre la corteza y la
médula timicas; la seleccion de los linfocitos se realiza en base al receptor de
células T B que presenta, por lo que se requiere la interaccion celula-célula de
los linfocitos con las células estromales. E! TCR de los linfocitos inmadurcs
interacciona con un ligando intratimico, el cual en esle caso se sabe que se trata
del complejo principal de histocompatibilidad {CPH) de las células reticulo
epiteliales. ta interaccion de!l TCR con el CPH que no presenta el péptido
especifico reconocido por el TCR inicia la transduccion de sefnales a través de la
molécuia £ dei CD3 ¢ de CD45 (van Boshmer, 1990; Love, et a/ 1893; Kishihara,
et al 1993). Asimismo, se inicia una cascada de eventos intracelulares que
conduce: {1) a la maduracién de las células, sin la presencia de proliferacidn
celuiar; (2} a ia terminacion de la actividad de las recombinasas RAG1 y BAG2Z;
(3) al cese del rearreglo de genes de la cadena « del TCR; {4) a que se
incremente la esperanza de vida del linfocito; y finalmente (5) a que se exprese
el antigeno CD69 {Huesmann ef al ., 1991; Borgulya et al ., 1892; Brénde et af .,
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1992; Egerton et af ., 1990; Bendelac y Matzinger, 1992; Swat et a/., 1993). Por
otra parte, aquelia gran cantidad de linfocitos inmaduros que no sean capaces
de interaccionar con fos CPH propios o aquellos que interaccionen con el CPH
que presenta el péptido por el cual el TCH tiene especificidad son eliminados a

través de la apoptosis.

La unién del TCR uf puede darse con CPH de clase | ¢ de clase li. La
unidn con moléculas de ciase 1 solo seleccionard células cooperadoras CD4;
mientras que de manera contraria, la union del TCR off con moléculas de clase il

serd la sefal para seleccionar linfocitos supresores ¢ citotoxicos CDB (Sha,
1988; Berg et al ., 1989; Kaye et al ., 1989; Zijistra ef al., 1890; Cosgrove et al
1991; Urdahl et al., 1994, Jemenson et al., 1995).

»  MUERTE &
DN DP DP SELECCION 2
TCR™5 TCR- = TCRlow=—=——=> NEGATIVA

>DP 48+ CD4-8+
TCRh TCRhi TCRh

DP
TCRN SELECCION POSITIVA
P4+go 4+8lc  CD4'S
TCRN TCRh  TCR®
BCl2 e e, -2

HSAYPNA
BAG1.2 y TDT oo
mitosis

clase | CPH, CD44, CD45 RABIC

Figura 4.- Cambios fenotipicos asociados con  la seleccién positiva de los timocitos.
Las flechas muestran la progresién de los timocitos desde las primeras efapas de
maduracién. La expresion de varios marcadores es mostrada y la linea punteada indica
cambios graduales en 12 expresion de estos antigenos (tomado de Jamenson y col. 1993),
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La afinidad del TCR por el complejo CPH y el antigeno presente en fa
hendidura del mismo determinard a que CPH se unira un TCR. Esto parece ser,
al menos en ia fase de seleccidn, independiente del tipo de ciase del CPH. E!
mecanismo mediante el cual se da la restriccion de clase del CPH, para el TCR
no estd completamente dilucidado. Se han postulado dos diferentes modelos, el
modelo instructivo® y el modelo estocastico/selective (von Boehmer, 1986;
Robey et al., 1991).

El modelo instructivo, propone que las células de! reticulo timico que
presentan CPH de clase | al unirse al TCR del timacito dan a éste una sefa! de
seleccion positiva, al mismo tiempo que le indicarian que deben dejar de
expresar ef correceptor CD4, gor lo que esta célula se convertira en un linfocito
CD8. De la misma forma, los timocitos que se unieran a un CPH de clase 1,
recibirfan la seftal para dejar de expresar el correceptor CDB y convertirse en
una célula CD4 {lundberg et af ., 1955). Este modselo presupone que la
seleccion se da cuando las células son dobles positivas.

£1 modelo estocastico/selective presupone que la seleccidén se da
cuando la célula ya se ha convertido en simple positiva, CD4 ¢ CD8. Este
madelo planiea que el linfocito doble positivo dejaria de expresar de manera
estocastica uno u ofro de fos cormreceptares para convertirse en célula simpie
positivo; sin la intervencion de la atinidad del TCR por uno u otro tipo de CPH. En
una segunda fase el TCR de las celulas interaccionaria con el CPH de las
células estromates. Los fimocitos que han conservado la expresion del
correceptor "adecuado” son capaces de interaccionar con las células estromales
y de recibir una sefiai de seleccidn positiva. Aguellas que han conservado el
correceptor “incorrecte” no son capaces de esta interaccidon y por tanto no
recibirdn la sefial de sobrevivencia y por tanto seran eliminadas pof apoptosis
(Lundberg et al ., 1995, Anderson ef al/ ., 1996; Jemenson ef al ., 1995;
Broussard-Diehl et al., 1998).
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1.8.- El péptido del CPH de la célula reticular

El CPH es un complejp proteinico que posee una porcion
transmembranal, una porcion intracelular, asi como una porcion extracelular. En

el caso de las moléculas de clase [, consta de una cadena ¢ y una molécula de
B2 microglobulina. La cadena e y la molécula de P2 microglobulina son

sintentizadas en el reticulo endopldsmico rugoso y en ese mismo sitio son
ensambladas junto con pétidos provenientes del citosol o del mismo reticulo. La
union del péptido da estabilidad al compiejo. Estas moléculas son movilizados a
la superficie celufar. Las moléculas de clase Il son sintentizadas en el reticulo
endopldsmico rugoso; las cadenas oy B son ensambiadas junto a una tercera

molécula, la cadena invariante (). La cadena li tiene la fuhcidn de establizar e!
complejo y evitar la unién de péptidos a la hendidura de! compiegjo. En las
vesiculas acidicas li es removida del complejo y péptidos derivados de
antigenos fordareos se unen al complejo en la hendidura y lo estabilizan. E)
complejo es transportade a la membrana, donde es insertado. Como se
menciond anteriormente la unién del péptido al CPH estabiliza el complejo; o
cual permite una interaccion estable por varias horas; lo anterior hace que sea
muy rara la existencia de CPH sin péptido unido en su hendidura.

£n el caso de las células epiteliales def timo no se conoce el mecanismo
mediante el cual son estabilizados los CPH que presentarian afinidad por
peptidos extranos. Al respecto se han planteado dos teorias: La primera plantea
gue la seleccidn se da por la interaccidn de! TCR con el péptido; por ello éstos
son substituidos per péptidos enddgencs. Para lo anterior 1as células epitefiales
def timo tendrian la caracteristica de sintetizar toda la variedad de péptidos que
pudieran unirse a ios CPH (Kourilsky, 1989) El TCR del linfocito inmaduro

reconoceria el ligando, de tal manera que el mismo tigando que ie da el estimuilo
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para la seleccién positiva, seria el que posteriormente lo activaria. Para evitar
que el finfocito sea “activado™ y por tanto conducido a la apoptosis, la célula
epitefial produciria estos péptidos en una concentracién suficiente para dar el
estimulo de fa saleccidn positivo, pero no para activar los linfocitos. -

La segunda tecria plantea que lo importante para la seleccidon es la
interaccidn del TCR con el CPH y no con el péptido espacifico. Por ello el
figando que induce seleccion positiva no es necesariamente el mismo que es
capaz de activar a las células. Para ello las células epiteliales generarian una
variedad de péptidos “generales” capaces de inducir la seleccion de los

tinfocitos inmaduros.

Aunque cada una de las teorias explica este mecanismo existe la
posibilidad de que en tal estabilizacién participen ambos mecanismos. El
proceso de seleccion puede ser monitoreado a través de los cambios en la
expresion de varias moléculas de superficie (Broussard-Diehl et al, 1998). Por
ofra parta se conoce que para la seleccidn positiva son necesarias las células
epiteliales timicas que expresan moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase | y clase Il Hasta el momento, no se conocen otros
faciores que participen en este proceso, ya que ni las moléculas
coestimulatorias ni las citocinas participan en él. Se ha planteado por algunos
autores que el apagamienio en la expresién de CD8 aestd dado por un
mecanismo estocdstico, muestra que ia de CD4 se da a través de un evento de
tipo instruccional (Anderson et af ., 1996; Jemenson et af., 1995)

1.9.- Satida de células T del timo

Una vez que se ha completado el procesc de maduracion y seleccidn

intratimica de los linfocitos T, estos emigran hacia los &rganos linfoides
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secundarios y la circulacion periférica; esto ha sido demostrado mediante
experimentos de marcaje in situ de timocitos, con 3H-TDR o tiocianato de
fluoresceina. Estos experimentos han mostrado que |la mayoria de las células
que emigran del timo son células simple positivas, Sin embarge, se ha
observade también gque una pequefia poblacion de célufas inmaduras con el
fenotipo de dobles positivas es capaz de salir del érgano. Las células migran
répidamente al bazo y ganglios linfdticos, circulacion periférica y hacia el resto
del organismo. Estas células aparecen en unas horas en el ducto tordcico, lo
que muestra que se hallan ya recorriendo fodo el organismo (Paul 1993;
Cardarelli, 1989b}

Los linfocitos T virgenes permanecen en el ganglic donde seran
activados por los antigenos. Una vez que han sido éctivados. los finfocitos T
estan en continuo trafico hacia la piel y mucosas. Las células virgenes
permanecen en el ganglio por la accién de la adhesién de una molécula que
expresan en su superficie, fa L-selectina 6 CD62L. Esta adhesina se une a un
carbohidrato presente en las membrana de las células epiteliales de ias venulas
del gangtio. Se cree gue ademads participan la molécula LFA-1 del linfocito T, la
cual se une a la molécula de ICAM-1 en las células epiteliales de ias vénulas del
ganglic. Una vez que los finfocitos son activados internalizan las moléculas
involucradas en esta adhesién, CD62L. por ejemplo, y pueden abandonar el
gangfio y migrar hacia ia piel y mucosas (Benjamini et a/., 1996).

1.10.- Linfocitos T

Son las células encargadas de la respuesta inmune de tipo celular. Se
pueden clasificar en dos grandes grupos segln el tipo de receptor que
expresen; TCR 6 TCR v5. Los linfocitos que expresan e! receptor tipo off se

dividen, a su vez, en CD4 y CDB. Existen dos subtipos de (infocitos CODS;
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linfocitos supresores y linfocitos citotdxicos. Los linfocitos CD4 se denominan
también cooperadores. Estos linfocitos ejercen su efecto a través de la
produccidn y secrecion de citocinas. En base al tipo de citocinas que producen
los linfocitos CD4 se clasifican en: Tht los que sintetizan interleucina 2 e
interferon vy, Th2 los que producen interleucina 4 e interleucina 5. Existe un tercer
grupo, las células Tho, las cuales se consideran precursores de los Th1 y Th2; y

son capaces de producir -2, li-4 e INF-y. (Barrera -Rodriguez et af ., 1995;

Sciammas ef al, 1994).

La similitud de los receptores TCR o/} y &y sugiere que los dominios /v
interactuan con antigenos presentados por el CPH. De ser asi, las cadenas 8/
interactiian con elementos de restriccion de polimorfismo limitado. Hay
evidencias que apoyan la idea que el reconocimiento de los antigenos por este
tipo de linfocitos no estd restringido por moléculas del CPH; sin embargo,
algunos de los experimentos realizados con ratones transgénicos contradicen
estas evidencias. La funcidn precisa de los linfocitos T TCR /v aln se

desconoce. Se ha reportado que estos linfocitos pueden secretar una variedad

de citocinas: interleucinas (2 y 4), interferon-y, factor de necrosis tumoral (TNF) y
factores estimulantes de colonias (CSG-GM); ademas tienen actividad citolitica
inespecifica, 1o que sugiere que pueden estar involucrados en respuesta de tipo
inflamatoria. En pacientes con {infoma de Burkitt, finfomas de células 8, leucemia
linfocitica crdnica {LLC), carcinoma de pulmodn tumor de Wilms, sarcoma vy
melanoma, se han obtenido linfocitas T &7 con actividad antitumoral, sin
embargo su participacién en sl fenémeno ain no es clara (Jemenson et al
1995; Barrera-Rodrigez et a/., 1995; Abbas efal., 1994).
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2.- ANTECEDENTES
2.1.- Funcién endacrina del timo

Los primeros experimentos definitivos que muestran el papel crucial del
timo en el desatrollo de célutas T fueron realizados en los afios 60s. J. Miller
investigd ef papel del tfmo en la leucogénesis en ratones con uno o dos dias de
nacidos. Los roedores fueron timectomizaron a esa edad lo que provd una
marcada deficiencia de linfocitos, falla en el rechazo a los transplantes y los
animales fueron suceptibles a infecciones oportunistas. En 1967, Miller y Qsoba
escribieron una revisidn, que aporté las bases para el conocimiento actual de la
importancia del timo, en la respuesta inmune (Anderson et af. 1996).

Actualmente es aceptado que el timo tiene un papel central en la linfo e
inmunopoyesis. Evidencias de modelos experimentaies en animales establecen
que el mecanismo endocrino media en parte la funcidn reguladora del timo
{Trainin et al,, 1994).

Estudios iniciales sugirieron que para fa maduracién de los linfocitos
era necesario el contacto directo entre los prolinfocitos y las células epiteliales
timicas. Esto debido a que se observé que el primer paso para la adquisicion de
inmunocompetencia era la migracion de los prolinfocitos al timo. Sin embargo
estudios posteriores mostraron que ta administracién de extractos de timo a
animales que habian sido timectomizados en ta etapa neonatal podian sustituir,
parcialmente al 6rgano extirpado. Asimismo, se observd que cuando se
extirpaba el timo en la etapa neonatal y simultdngamente, se hacia un trasplante
del mismo érgano dentro de una cdmara que impidiera la enfrada vy salida de
células, es decir de los precursores pretimicos, las deficencias en la respuesta
inmune provocadas por la timectomia disminuian (Cardarelli, 1989b, c).
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Los exparimentos anteriormente descritos demostraron que e! timo tenia
una funcién enddcrina y por tanto era capaz de producir y secretar substancias
que influian en la maduracién de los linfocitos y la respuesta inmune (Coto et al,
1992; Hadden, 1992, Trainin, 1985}. Actualmente se conocen varias substancias
que son consideradas productos endocrinos del timo. Estas incluyen timosina,
timoestimulina, timopoyetina, factor timico humoral y factor timico sérico (Trainin
et al., 1983). Se han descrito varias funciones bioldgicas de estas hormonas, sin
embargo estas funciones son en drganos linfoides secundarios y no en el timo.
Estos efectos de las hormonas timicas sugieren que el timo puede reguiar la
raspuesta inmune de tos linfocitos de una manera endocrina {Coto et al, 1992).

Con el descubrimiento de las hormonas timicas, se reconocid que el
timo era capaz de producir y secretar substancias que actuaban como
mensajeros quimicos de tipo paracrino, autécrino o enddcring. Se pensé que
debia existir una o algunas hormonas timicas que actuaran de forma paracrina
modulando la maduracion de tos linfocitos T. Por ello varios grupos se dedicaron
a la obtencion de exiractos timicos y a buscar fa manera de demostrar aigun
efecto de los mismos en la maduracién de los linfocitos. Sin embargo, la mayoria
de los ensayos creados realmente “cuantificaban” {a respuesta de células T,
pero eran incapaces de mostrar efectos reales sobre la ontogenia de los
linfocitos T (1989d).

Se obtuvieron extractos de timos de diferentes especies, edades y
mediante diferentes procedimientos quimicos. Estos extractos fueron evaiuados
como inductores de la maduracién de los linfocitos T, asi como  su potencial
terape(tico en caso de inmunodeficiencias en seres humanos y otras especies
{Cardarelli, 1992d). Algunos de ellos rdpidamente guedaton en el olvido, otros
se estdn utiizando como armas terapetticas en el caso de algunas

inmunodeficiencias. Entre los primeros extractos descritos, podemos citar a: la
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timofisina, el extracto timico de Hanson, extracto timico de Asher, y & extracto
timico de Bomkov. Estos extractos, por sus efectos, pudieron ser clasificados en
dos grupos. Un grupo de exiractos que acelera el crecimiento por mecanismos
no conocidas; y un segundo grupo que afecta tumores (Trainin, et al, 1985).

2.2.- Hormonas timicas

En la actualidad han subsistidoc a las diversas pruebas algunas
substancias que se pueden considerar mensajeros quimicos y gue son
secretadas por las células epiteliales del timo. En general se trata de péptidos
de diversos tamafios, de los que se ha demostrado algun efecto bioldgico en
drganos linfoides secundarios o “n vifro” Sin embargo, junto con las citocinas
timicas, constituyen el ambiente quimico en el que se desarroila el proceso de
maduracion y seleccién de los linfocitos T. Este ambiente quimico se ha
planteado que es generado por el epitelio timico, aunque en el caso de las
citocinas, algunas podrian ser producidas por los mismos linfocitos, io cual no ha
sido demostrado {Hadden, 1992). Entre !as hormonas timicas reconocidas

podemos mencionar:

a) Timosing, un producto que se obtiene de la extraccion con acetona,
posterior a un {ratamiento con calor a (80°C) del sobremadante de un
homogenado de timo de ternera. Después de la purificacién por cromatografia
de intercambic iénico y por filtracion en gel se obtuvieron 11 polipéptidos en ia
region o v 4 en la regidn §; de los cuales ot y el polipéptido B1 han sido
caracterizados. Hay tres tipos de timosina la a-deida con punto isoeléetrico
menor de 5.5 {(P.). <5.5}; la timosina f-timosina con punto isoeléctrico de 5.5-7 y
basica ytimosina con punto isoeléctrico mayor de 7.0 (P.l.>7). Ninguno de los

productos ha side purificado (Trainin, 1983). La fraccion V de timosina es
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conocida como tamalina, se trata de una mezcla de péplidos con peso

molecular que varia de 1000 a 5000 Da. La timosina a1 aumenta la funcien del
factor inhibitorio de ia migracidn (MIF), asi como de interferon v y linfotoxina;

ademds es capaz de proieger contra agentes oportunistas como la Candida

albicans. Se ha descrito 1a existencia de una molécula precursora, la proTo que
tiene una actividad bicldgica similar a {a de timosina a1 (Trainin, 1992; Khystova

et al, 1993). La tamalina es completamente diferente de timuling; no tiene
secuencia homdéloga con ningiin factor timico. La tamalina induce diferenciacion
en las células T (Khystova ef af,, 1993).

b} Timopoyetina, fue aislada de timo de bavino. Esta compuesta de 49
aminodcidos con una secuencia conocida (Khystova et al, 1333). El principio
activo de timopoysiina es un pentapéptido, denominado TP-5, que ha side
usado extensamente en la clinica en pacientes inmunocomprometidos,
incluyendo a pacientes con SIDA e individuos viejos. El tratamiento con TP-5 en
individuos viejos incrementa la actividad de las células NK en sangre periferica
{Trainin, 1992).

¢) Timoestimuiina, fue preparada inicialmente de timo de temera por
extraccion con acetato de amonio y posteriormente se purificd por métodos
cfomatograﬁcos y fue llamada originalmente TP-1. Dos de los péptidos que han
sido purificados son la fraccidn 68, con peso molecular 5600 Da y la fraccidn
78, la cual es similar a ubiquitina (Trainin et al, 1983).

d) El tactor timico sérico (FTS) o timulina, fue aislado de suero de cerdo,
mediante técnicas de uitracentrifugacion y ultrafiltracion con corte en los 10,000
Pa. Asi como mediante cromatografia. Se trata de un nonapéptido neutro con la
siguiente secuencia de aminodcios: Glu-Ala-Lys-Ser-Glu-Gly-Giy-Ser-Asn, con
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actividad sobre las células formadoras de colonias (Trainin et al, 1983).
Transformando a las células formadaras de colonias Thy1- hacia Thy1* y células
sensibles a azathioprina. La timulina ha sido probado en la clinica en
inmunodeficiencias humanas y adritis reumnatoide (Trainin et g/, 1985).

2.3.- Factor timico humoral

Et factor timico humaral (THF, por sus siglas en inglés), es una fraccidn
soluble inmunoldgicamente activa, que fue aislada de timos de ternéra,
mediante técnicas de homogenizacién, centrifugacion, didlisis, y cromatografia
{Trainin y Linker-fsraeli 1967; Zipori y Trainin 1975). El dializado activo fue
purificado después por cromatégrafia en gel en columnas de Sepahadex G-10y
(-25, y posteriormente por cromatografia de intercambio ionico y fase reversa de
HPLC. E! péptido tiene una masa molecular de 918 Da con un punto isoelécirico
5.6-5.9. Su composicidn de amincdcidos es Leu-Glu-Asp-Gly-Pro-Lys-Phe-Leu,
secuencia que no tiene homologia con otros factores timicos o citocinas
descritos (Trainin et al, 1983; Trainin y Linker-Isaraeli 1967). Desde mediados
de los 807s se utilizo el THF-y2, el cual es un péptido sintético con ia misma

secuencia de aminoacidos y mismos efectos bioldgicos (Katorza et al,, 1387).

2.4,- Efectos bioiégico de THF-y2

Algunas de las céiulas sobre las cuales se ha descrito que el THF-y2
tiene efectos bioldgicos, incuyen: célutas de meédula dsea, linfocitos de corddn
umbilical y linfocitos de bazo. En la médula 6sea el THF-y2 potencia el efecto del

factor estimulante de colonias sobre la proliferacién de las células formadoras de
colonias de granulocitos y macrétagos (Pechtet af, 1933). En los linfocitos de

corddn umbilical ef THF-y2 produce un ingcremento en el porcentaje de células
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CD4 y CD8, ademas de un incramento en la produccién de interleucina-2
inducida con fitohemagtutinina {PHA)} (Ben-Hur ef al, 1990). En los linfocitos detl

bazo, el THF-y2 produce un incremento en la produccién de interleucina-2
inducida con Concanavaiina A (Con-A) (Burstein ef al, 1888). El THF-yv2

incrementd 1a respuesta de los linfocitos T incluyendo ia proliferacion ante
lectinas (PHA y Con-A), la reaccidn de la mezcla de linfocitos, la produccion de
anticuerpos dependiente de célutas T (Ophir et al., 1990 a); asi como la actividad
citolitica de los GTLs (Ophir et af,, 1930b).

La admistracidn continua de THFy2 a ratones timectomizados
neonatalmente produce un incremento de la cantidad de linfocitos CD4+, Thi,
en los bazos. Una sola administracidn de THF-42 a un ratdon viejo e
inmunodeficiente produjo un incremento en la respuesta a agentes mitdgenos,
tanto de los timocitos, como de los esplenocitos. Asimismo, el THF-v2 produjo un

incremente en la produccion de interleucina-2 y en fa actividad de 1os finfocitos T
cooperadores (Goso et al, 1992).

Se ha reportado que el THF-y2 es capaz de incrementar la actividad
antiviral del sistema inmune. El primer reporte a aeste respecto muestra que la
administracién de THF-y2 a ratones disminuyd la mortatidad producida por el
virus Sendai. Por otra parte, el THF-y2 es capaz de revertir la inmunosupresion

inducida por el citomegaiovirus muring (MCMV) restableciendo ta respuesta
proliferativa y la produccion de IL-2 (Katorza ef al,, 1987). En estudios in vitro con

linffocitos perifericos de humano se ha observado que el THF-y2 es capaz de
incrementar la prolifetacion ante el reto con un antigeno del virus de ia varicela

zoster (Trainin et af, 1979). £ THF-Y2, in vivo fue capaz de restablecer la
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inmunidad celular en pacientes inmunodeficientes que sufrian panencefalitis
esclerosante subaguda (Handzel et al., 1983).

Por otro lado, en pacientes con infecciones severas con el virus del
herpes, incluyendo herpes zoster y varicela, la adminstracién de THF-y2 produjo
una regresion del cuadro e incremento de las subpoblaciones de linfocitos T
(Handzel ef al, 1990). De la misma manera, en niNos con sarampidn grave y
complicado, el THF-y2 pradujo un incremento en la tasa de linfocitos CD4/CD8,
asi como un incremento de a respuesta proliferativa a PHA (Beatty' et al, 1984),
En pacientes seropositives al ViH, los cuales mostraban disminucién de los
linfocitos CD4, la administracién de THF-y2 produjo un incremento de los
linfocitos T CD4+ {Handze! et af., 1387).

Recientemeante el THF-y2 se utilizé en 9 pacientes con hepatitis B
cronica, quienes habian recibido anteriormente intederon-o  (IFN-w)
recombinante sin efecto alguno. En estos pacientes, se did un pretratamiento
con THF-y2, seguido por una combinacidn de THF-y2 e {FN-w y finalmente ef IFN
solo. La terapia combinada produjo una disminucién en los niveles séricos del
ADN viral de aproximadamente el 20 % y 3 pacientes se volvieron ADN-HVB
negativos. Estos resultados sugieren que ef THF-y2 puede ser il en
tratamientos combinados contra portadores de hepatitis virat B aguda y/o de
hepatitis brénica, y que lai vez sea capaz de evitar el desarrollo de cirrosis
hapdtica en estos pacientes (Farhat ef al, 1995).

Los efectos in vitro ® in vivo del THF-y2 muestran en suma que es

capaz de actuar como un inmunocestimulador y que presenta gran potencial
como herramienia terapeltica (Handzel et al, 1992; Handzel et al, 1987). Sin
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embargo, no muestran gque este factor sea capaz de modular la linfopoyesis T en
el timo ya gque no hay evidencias reportadas de lo anterior Se consideré
entonces importante investigar si el THF-Y2 era capaz de modular la maduracion
intratimica de los linfocitos T. Siendo esta una pregunta capital, pues de ser asi
podria apoyar o descartar fa hipdtesis de su papel como hormona timica que
participaria en la modulacion de la maduracion de los linfocitos T en el timo.

Siendo de gran importancia investigar si el THF-y2 tiene etectos sobre la

maduracion de los linfocitos T en el timo.
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3.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar ¢! efecto del factor timico humoral (THFy2}, en el proceso de

diferenciacion de in vitro linfocitos 1.

Como obijetivos particulares:

i.- Establecer un cuitivo de timocitos de rata recién nacida como

modelo para el estudio del efecto del THF-y2 .

2.-- Estudiar si THF-y2 in vitro es capaz de modificar la axpresion

de las moléculas de superficie CD4 y CO8 en timocitos de rata
recién nacida.

3.-  Estudiar si THF-y2 in vitro es capaz de modificar la relacion entre

las subpoblaciones de timocitos que expresan las moléculas de
superficie CD4 y CD8 en imocitos de rata recién nacida.

4. Estudiar si THF-y2 in vitro es capaz de modificar ta proliferacién

de los timocitos de rata recién nacida.
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4.- MATERIALES Y METODQS
4.1.- Reactivos:

Etanol, EDTA, formaldehido, albumina, glucosa, glutamina, ampiciling,
cloruro de sodio, cloruro de potasio, hidréxido de sodio, fosfato de sodio
monobasico, fosfato de potasio monobdsico, concanavalina A, iodurb de
prapidio, p2-mercaptoetanol {Sigma Chemicals Co, St. Louis Mo.); RPMI-1640,
suero fetal de temera (Gibco, Laboratorios, NY); triton-X100 (T.J. Baker, México);
gentamicina (Promeco); interleucina-2 recombinante de rata (Genzyme); 7-
amino-actinomicina P (Calbiochem, la Joya CA), anticuerpos ratén anti-rata
contra CD4 conjugado con FITC, contra CDB conjugado con R-PE, anticuerpa
ratdn anti-rata 19G1 conjugado con FITC y anti-rata 1gG2 con R-PE (Serotec,
Oxford); [*H}-timidina (Amersham), THF—y2 y un péptido analogo fueron donados
los Drs. Trainin, y Burstein del Departamento de Quimica Organica del Instituto
de Ciencias Weizmann, Rehovot, Israel.

4.2.- Péptidos

Ef factor timico humoral (THF-y2) y el péptido analogo (PA), utilizados

en este estudio fueron sintetizados por técnicas de fase sdlida y purificadas por
fase reversa de HPLC (Trainin,1985). E! péptido andlogo es un octapéptido de
918 Da, compuesto por los mismos aminodcidos que el THF pero en diferente
secuencia. La secuencia del PA es la siguiente: Leu-Glu-Pro-Asp-Gly-Phe-Lys-
Ley (Trainin, comunicacion personal). Los peptidos fueron resuspendidos en
PBS.
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4.3.- Animales

Ratas Wistar recién nacidas (de menos de 24 h}, de ambos sexos, fueron
obtenidos det Bioterio del Instituto Nacional de la Nutricidon Salvador Zubirdn,
México, D. F.

4.4.- Métodos:

4.4.1.- Obtencién de timocitos

Los timos se obtuvieron por apertura de la cavidad toracica, previa
crivanestesia y asepsia del torax con etanot al 80 % (Ming et al, 1992). Se
lavaron con PBS; fos fobulos fueron disociados, haciendo pasar e! tejido a través
de una malla metdlica de 100 mm? la cual se lavé con PBS. La suspensién
cetular obtenida se centrifugé (1000 rpm por 10 min a 4°C) para obtener fas
células y resuspenderias en PBS. Las células fueron lavadas 2 veces repitiendo
el proceso anterior. Se cuantificd la viabilidad de los timocitos aislados mediante
ia técnica de azul de fripan: La viabilidad de las células obtenidas por el
procedimiento descrito fue mayor del 98%.

4.4.2.- Caracterizacion de la expresion de los antigenos CD4 y CD8
mediante citometria de fiujo

Los timocitos (5 x 10° células) se resuspendieron en un amortiguador de
fosfatos suplementado con giucosa (PGN); se les ahadieron los anticuerpos
contra CD4, el cual astaba conjugado con FITC, y los anticuerpos anti-CD8, los
cuales estaban conjugados con R-PE. La dilucion a gque se utilizaron los

anticuerpos fue de 1:50 de cada uno de estos respectivamente. Esta mezcla se
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incub¢ durante 1 h a 4°C en {a obscuridad. Posteriormente, los timocitos fueron
lavados dos veces con 1 mi de un amortiguador de fosfatos, adicionado con
glucosa y albumina {PGB), y se centrifugaron a 1000 rpm por 10 min a 4°C.
Finalmente se resuspendieron en PGN y se fijaran agregandoe formaldehido en
amortiguador de fosfatos hasta una concentracion final de 0.2 %. Las célufas se
conservaron a 4°C protegidas de la luz, hasta su anadlisis en el citdmetro {Ming
et al, 1992). '

Para el analisis citofluorométrico se utilizé un citdmetro de flujo Becton
Dickinson, modelo FACSor. Este aparato estd equipado con un laser de argdn
que emite a 488nm de longitud de onda. Se usd el programa denominado Lysis
ll para el analisis de los datos. Se hizo un estudio simultdneo de dos colores de
fluorescencia, verde (518nm) y amarillo-naranja (560nm), ademds de los
parametros de tamano (FSC) y granularidad (SSC) en base a los cuales se
sefecciond fa poblacidn de timocitos; lo cual hace un total de 4 parametros. En
cada muestra se analizaron un minimo de 10,000 eventos. Para cada grupo de
muestras se ajusté las condiciones de voltaje de los fotomultipiicadores y los
amplificadores en base a: autoflorescencia de las células, union no especifica,
para lo cual se utilizaron anticuerpos monoclonales contra IgG1:FITC y contra
1gG2:RPE. Para la compensacion de los colores se utilizaron ¢élulas a las que se
afiadieron solo los anticuerpos conjugados con un fluorocromo (FITC) y por
separado, células incubadas con los anticuerpos conjugados con el otro
fluorocromo (RPE} (Shimid | et al,, 1994; Swat et al., 1991).

4.4.3.- Andlisis del contenido de ADN y del cicio cefular mediante
citometria de flujo

Se utilizé un método de cuantificacion de ADN y andlisis del ciclo celular
basado en la obtencién de los nicleos celulares mediante una técnica basada
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en la digestion mediante detergente y protedlisis (Darzinewikz ef al, 1995)
ademds de utilizar al ioduro de propidio como un fluorocromo con afinidad por &l
ADN.

Una alicuota de las células cosechadas (10%el.) fue lavada dos veces

con PBS; fa pastiila cefufar fue resupendida en 200 ul e incubadas durante 10
min. a temperatura ambiente, en una solucidn de tripsina (30 pg/ml en
amortiguador de espermina), posteriormente se agregaron 160 pl de una
solucién de inhibidor de tripsina de frijo! de soya (277 ug/mi) y BNAsa A (55
ng/mi) en el amortiguador de espermina; las células se incubaron 10 min. a
temperatura ambiente. Finalmente, se anadié una solucidn de ioduro de propidio

(150 pg/mi) y se incubaron a 4°C en la obscuridad, durante 10 min. La muestra

se conservd a 4°C hasta su analisis en el mismo dia.

Para cada grupo de muestiras se ajustaron las condiciones de voltaje de
los fotomultiplicadores y los amplificadores para fos pardmetros de intensidad de
FL2 (560 nm), duracion del desteflo de fluorescencia (Fl2w) y el drea bajo la
curva de FL2/FI 2w (FI2A). Para el ajuste anlerior se utilizaron nicleos de
timocitos de ternera y/o de eritrocitos de pollo. Se analizaron un minimo de
10,000 eventos por muestra. Se realizaron los histogramas de FL2A vy los
porcentajes de células en las fases de Go/G1, S y G2+M se calcularon utilizando
el modelo matematico de RFIT (Becton Dickinson), (Doyon et al,, 1994). Se usé
el programa denominado CellFit para el andlisis de los datos.

4.4.4.- Andlisis de apoptosis por citometria de fiujo

Se utifizé un método basado en la afinidad del colorante por el ADN, asi

como la capacidad de fa membrana ceiular de excluirio. El método para medir
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apoptosis con el colorante 7-amino actinomicina (7AAD), se validé en nuestro
laboratorio, como se ha sugerido, mediante el andlisis del ADN en geles de

agarosa de muestras paralelas a las analizadas mediante citometria.

Una alicuota de células { 5 x 10° cel.) se incubd en una solucién de
7AAD (10 pg/mi) en PBS mas formaidehido at 0.2 %, durante 30 min a 4°C,

protegidas de fa fuz.

Para cada grupo de muestras se ajustaron las condiciones de voltaje de
los fotomultiplicadores y los amplificadores para los parametros de intensidad de
FL3 (640 nm), tamafio y granularidad (FSC y SSC, respectivaments). La
poblacion de timocitos se selecciond en base a los parametros de FSSC y SSC.
ta poblacién de timocitos desarrollando apoptosis se identificd en una gréfica de
FSC/FL3. Para la identificacion de esta poblacion se incluy6 el analisis de una

muestra de fimocitos tratada con cortisona (10 ug/mi) (cel. apoptéticas), otra con

azida de sodio {0.4 %) (cel. necrdticas) y ofra sin ningdn tratamiento (cel. vivas y
sanas). Se idenfificd por comparacién la region de células apoptéticas {células
con menor tamafio (FSC) y que captan una intensidad intermedia de 7AAD
(mayor que fas células vivas y sanas y menor que las células en necrosis). Para
cada muestra se analizd un minimo de 10,000 eventos y se cuaniificé el
porcentaje de células de cada muestra en esta region. (Schimid et al, 1994,
Swat et al, 1991). ‘Se us6 ei programa denoniinade Lysis Il para el analisis de

los datos
4.4.5.- Cultivo de timocitos

Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos (Costar), en las
siguientes condiciones: 1.5 x 10° células se cuitivaron en un ml de medio RPMI
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suplementado con 10% de suero fetal de ternera, 4 mM de glutamina, 10 ug/ml
de gentamicina, ampicilina y 50 uM de B-2 mercaptoetanol (2-ME}); a 37°C y en
una atmosfera de 5 % de CO, y 95% de aire durante diferentes tiempos. Al
finalizar el cultivo, las célwlas se cosecharon con una pipeta Pasteur, el pozo se
lavé con un mi de PBS. La suspensién celular se centrifugd durante 10 min. a
10,000 rpm. Se deseché e! sobrenadante y las células se resuspendieron en
PBS (Takimoto 1992). Posteriormente se utilizaron para analizar la expresion de
antigenos CD4 y. CD8, cuantificar las células que expresan los antigenos
anteriores, cuantificar las células en apoptosis, asi como el andfisis del ciclo
celular de ios timocitos.

4.4.6.- Ensayo de proliferacién celular

Para cuantificar fa proliferacion celular se wlilizé el metodo de la
incorporacion de [PH]-timidina. Al cultivo celular se adicionaron 0.5 pCi/mi de

[*H]-timidina, en las Gltimas 24 h de cuftivo. Una vez transcurrido el tiempe de
cultivo tas células fueron cosechadas, el plato se lavé con 1 ml de PBS, las
célutas se centrifugaron a 170 g (10,000 rpm) por 10 min; se desechd el

sobrenadante, 1a pastilla celular fue digerida por la adicidn de 50 pl de NaOH 1N
¥ 50 ul de Tritén X-100 al 1%. Se colocaron en viales y se les agregaron 5 ml de

liquido de centelleo, para ser analizadas posteriormente en un contador de
centelleo (marca Pakard). Los resultados se estandarizaron coma el porcentaje
de estimulacidn que se calculd de la siguiente manera:

% de estimulacion = (CPM en el grupo tratado X 100 }-100

CPM en el grupo control
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4.4.7.- Tratamiento con fitohemaglutinina (PHA)

Las cdlulas se cultivaron en fas condiciones descritas. Una hora
después de la siembra se les afiadi6 la PHA. Se realizé un curso temporal de

24, 48 y 72 h, utilizando concentraciones de titohemaglutinina desde 1 ug/mi

hasta 100 pg/mi, en una dosis Unica. El efecto mitagénico se cuantificé por el

métado de incorporacién de [*H]-timidina, como ensayo de proliferacién celular.
Los resultados se estandarizaron como el porcentaje de estimulacion gue se

calculdé como es descrito en el parrafo anterior.
4.4.8.- Tratamiento con Concanavalina A {(Con-A)

tas células se cultivaron en las condiciones descritas. Una hora

después de la siembra se les afadié la Con-A. Se realizd un curso temporal de
24, 48 y 72 h, utifizando concentraciones de concanavaltina A de 1 pg/mi a 100
ug/mi, en una dosis dnica. E! efecto mitogénico se cuantificd por el método de

incorporacién de {*Hl-timidina, como ensayo de proliferacion celular. Los
resultados se estandarizaron como el porcentaje de estimulacion gue se calculd

como es descrito anterioriormente.
4.4.9.- Estimulacién con THF-y2

Las célufas se cultivaron en las condiciones descritas. Una hora
despuss de la siembra se les afiadio ol THF-y2 Se realizd un curso temporal de

24, 48 y 72 h, utilizando concentraciones de factor timico humoral de 10-?M a
10-°M, en una dosis unica. E! efecto mitogénico se guantificd por e método de

incorporacién da {°H]-timidina, como ensayo de proliferacion celular.
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4.4.10-.- Estimulacién con Con A y THF-y2

tas células se cultivaron en las condiciones descritas. Una hora
despuds de la siembra se afiidiersn 50 pg/ml de Con Ay el THF-y2 Se realizd
un curso temporat de 24, 48 y 72 h, utilizando concentraciones de factor timico
humoral de 10-2M a 10-°M, en una dosis tnica. E! efecto mitogénico se
cuantificé por el método de incorporacion de (*H]-timidina, como ensayo de

proliferacién celular.

4.4.11.- Estimulacién con Con-A y PA

tas células se cultivaron en las condiciones descritas. Una hora
después de la siembra se les afadieron 50 ng/mi de Con-A y el PA Se realizé
un curso temporal de 24, 48 y 72 h, utilizando concentraciones del péptido
andlogo de 10-“M a 10-°M, en una dosis unica. El efecto mitogénico se
cuantificé por el método de incorporacion de PHHHimidina, como ensayo de
profiferacién cetular, los ensayos de expresién de los correceptores CD4 y CD8

se investigaron mediante citometria de flujo.

4.4.142.- Andlisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza ANOVA, para cada uno de los
grupos, asi como una prueba de "" de Student, utilizando el programa STATA.




5.- RESULTADOS

5.1.-Caracterizacion de la poblacién de timocitos de ratas recién

nacidas

La poblacién de timocitos de rata recien nacida (menos de 24 h), no
habia sido caracterizada previamente, por 1o que en este trabajo se les identifico,
en base a la expresion de antigenos CD4 y CD8, su ciclo celular y la cantidad de
ceélulas que esta desarrollando apoptosis. En la tabla 1 se muestran las cuatro ’
subpoblaciones de timocitos, en base a la expresion de CD4 y CD8. los
timocitos se obtuvieron de ratas de menos de 24 horas de nacidas e
inmediatamente se procedio a ta caracterizacidén de los mismos.

TABLA 1.- Andlisis del fenotipo de la poblacion de timocitos de rata recién nacida
Forcentaje de celulas™

DN (CD8CD4) DP (CD8'CD4') CD4 (CD4'CD8) CD8(CDC3°CD4)
3.4+0.4 76,814,08 11,9+1,98 5,840,14

*5 x 10° células fueron incubadas con anti-CD4:FITC y anti-CDS:RPE y evaluadas por
citometria de flujo de dos eolores. Los datos expresan la media de tres ensayos por
dupticado * la desviacién estindar.

Enla tabla 2 se muestra la poblacion de timocitos de rata recién nacida,

en cada fase del ciclo celylar. La poblacién celular que estaba en apoptosis fue
del 2.4 % en estos animales.

TABLA 2.- Andlisis del contenido de DNA y ciclo celular de timocitos de rata recién nacida.
=I] as
GO/G1 s Ga2/M
36,610,23 4910,86 14,4+3,76

*5x10° células fueron tefidas con ioduro de propidio y analizadas por citometria de flujo.
Se analizo €l histograma del drea de FI2 mediantec €l método matemdtico RFIT. L.os datos se
expresan como la media de tres ensayos por duplicado % la desviacin estdndar.
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5.2.- Cultivo de timocitos

Se procedid a establecer las condiciones Optimas para cultivo de
timocitos. En {a literatura se reporta la necesidad de utilizar IL-2 en cultivos de
linfocitos T maduros; En este trabajo, tratando de evitar los efectos de esta
citocina, se cultivaron los timocitos en suspensién en medioc RPMI suplementado

con 10 % de SBF, 50 uM de mercaptoetancl, 4 mM de glutamina y antibidticos.

Los cultivos se relizaron durante diferentes tiempos (4, 8, 12, 18, 24, 48,72, 96
h.). Se cosecharon las células y se cuantificé la viabilidad celular por el método
de azul de tripano. En la fig. 6 se muestran los resultados a los diferentes
tiempos.
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Figura 6.- Efecto del cultivo de timocitos sobre su viabilidad celular. Se utilizé el mérodo
de azdil de tripan para cuantificar la viabilidad. Los valores repesentan el promedio de
cuatro ensayos diferentes por triplicado £ la desviacidn estdndar.
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Se considerd que los resultados de viabilidad celular eran “adecuados”
a {as 24 h. de cultivo, sin embargo, se decidié cuantificar la apoptosis
“espontanea” en estas células, después de 24 h de cultivo en suspensidn; se
utilizd la citometria de fiujo con el colorante 7-AAD. Se observd que la pobiacion
de células en apoptosis fue de 4.2%10.8.

Posterior a esto se caracterizd entonces la poblacidn de timocitos de rata
recién nacida después de 24 h de cultivo en suspension, en base a su fenotipo y
distribucion en el ciclo celular. En la tabla 3 se muestra el efecto del cultive en
suspensicn sobre el fenotipo de los timaocitos de rata recién nacida. Se observa
yn incremento de la poblacién de dobles positivos, y una disminucidén en las 3
poblaciones restantes, las cuales disminuyeron aproximadamente a la mitad de

la poblacidn original.

TABLA 3.- Etecto del cultivo durante 24 h en medic suplementado, sobre el
fenotipo de timocitos de rata recién nacida.

Porcentaje de células
DN DP cD4 CD8
RECIEN
[DBTENIDAS 3.410.4 76,8+4,08 11,9+1,98 5,8+0,14
CULTIVO 1.310.4 90.344,08 57+0.40 2.510,24

#5x10° células se incubaron c¢on anticuerpos anti-CD4:FITC y anti-CD8:RPE y analizadas
por citomewria de flujo de dos colores. Los datos expresan la media de tres ensayos

diferentes por duplicado * 1a desviacin estdndar.

Asi mismo en la tabla 4 se muestra el efecto del cultivo sobre el
contenido de ADN y la distribucidon en el ciclo celular de los timocitos. Se
observa una gran disminucién de la poblacién de células en la fase de sintesis
lo que se reduce a una tercera parte de la poblacién in vivo. Posteriormente se
produce un incremento proporcional de los timocitos en la fase G1 del ciclo

celular.
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Con los resultados anteriores se decidid que, a pasar de los cambios en
el fenotipo celular y la disminucién de la proliferacion celular, ias condiciones de
cultivo eran adecuadas para el estudio y que un tiempo de 24 h de tratamiento
con el THF-Y2 eran suficientes para investigar sus efectos sobre la diferenciacion
y proliferacién de los timocitos, in vitro. Ello se debe a que realmente no
sabemos si los ¢ambios en su totalidad se deban a las condicionas in vitro, ©

bien sean parte del proceso natural que ocurre durante el desarrollo del érgano.

TABLA 4.- Efecto del cultivo durante 24 h en medio suplementado sobre la
distribucion en las fases del ciclo celular de timocitos de rata recién nacida.

rorcen \m]
G0/G1 ] G2/M
RECIEN '
OBTENIDAS 36,6+0,23 49+0,86 14,4+3,76
CULTIVO  66.710.23 17.2+0,86 16,413,76

*Los timocitos fueron culﬂvados por 24 h con medio RPMI suplementado, a 37°C, 5% dc
CO, y 95% de aire. 5 x10° células fueron teflidas con iodure de propidio y cvaluadas por
citometria de flujo. Los histogramas det drea de FL2A se analizaron por el método RFIT.
Los valores representan Ia media de tres ensayos diferentes por duplicado £ la desviacion
estindar.

5.3.- Efecto, in vitro, del THF-y2 sobre el fenotipo de los timocitos
de rata

Habiendo establecido el modelo in vitro, se procedié a investigar si el
THF-y2 era capaz de modificar el fenotipo de los timocitos. Et fenotipo se
caracterizé en basa a la expresion de los antigenos CD4 y CD8. Se realizé una
curva dosis-respuesta del efecto del peptido sobre el fenotipo de los timocitos.

Asimismo, se realizd un curso temporal, sin obtener efecto alguno del factor
sobre el fenotipo de los timocitos. En la tabla 5, se muestra el efecto del THF-2

sobre el fenotipo de los timocitos. Las células se incubaron durante 24 h en
presencia o ausencia del péptido.
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TABLA 5.- Ensayo dosis-respuesta del efecto, in vitro, del THF-y2 sobre el
fenotipo de timocitos_de rata recién nacida.

Porcentaje de células*

THFy2 (M) DN DP CD4 CcDs
{Contro} 0 2.3510.15 88.73+2.21 57510.6  2.51+0.17

10-" 2.9240.35 87.324+4.61 5.5510.9 2.4610.46

10-% 2.4040.11 88.3342.21 5.3410.4 2.5140.34

108 2.8210.07 B6.63x3.21 5.4910.6 2.8240.7

107 2.51+0.12 87.03x2.71 5.5610.8 2.4010.19

10-° 2.4610.50 86.2241.25 4.67+1.2 2.49+0.11

Los timocitos fucron cultivados por 24 h en medio RPMI suplementado, a 37°C, 5% de CO,
y 95% de aire. La fenotipificacién en base a los antigenos CD4 y CD8 se realiz6 por
citometsfa de flujo de dos colores. Los valores representan la media de 3 experimentos
diferentes por duplicado + 1a desviacién estdndar.

cps |

Figura 7.- Efecto, in vitro, de THE-y2, sobre el fenotipo de timocitos de rata recién nacida,
realizando un ensayo dosis-respuesta. La figura muestra un ensayo representativo, las
diferentes concentraciones se muestra en el angulo superior derecho de cada cuadro. Los
timocitos fueron cultivados por 24 h con medio RPMI suplementado, a 37°C, 5% de CO, y
95% e aire.La figura muestra un ensayo represntativo,
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5.4.- Efecto, in vitro, del THF-y2 sobre el fenotipo de los timocitos de
rata coestimuladas con un agente mitégeno

Evidencias experimentales reportadas, principalmente, por el grupo de
Trainin  (1985,1992,1995) sugieren que el THF-y2 actia sobre linfocitos

maduros estimulados y que el THF-y2 potencia el efecto en ambos tanto Ia

proliferacién celular, como en {a produccién de citocinas inducida por las
lectinas. Por tal razén, se decidié estimular a los timocites con algun agente

mitogénico y simultdaneamente exponer las células al THF-y2. No se sabia si los

anticuerpos policlonales contra CD4 y CDB podrian ejercer su efecto sobre los
linfocitos T inmaduros ¢ si eran capaces de modificar el proceso de maduracidn
éstos.

Se consideré que e| agente ideal para la induccién de la proliferacion
celular era la IL-7, pero al no existir comercialmente esta citocina para rata, se
decidié investigar si las lectinas (comerciales como PHA y Con-A) eran capaces
de estimular la proliferacion en fas células inmaduras como lo hacen en los
linfocitos maduros. Sin embargo 1.- en la literatura no hay reportes del uso de
Con-A y PHA en timocitos: 2.- Las dosis que han sido reportadas {Nakayama vy
Nakuchi 1992} para estas lectinas han sido obtenidas de ensayos en linfocitos
de sangre periférica; y 3.- dichas dosis no produjeron respuesta mitogénica en
los timaocitos; por tanto se realizd una curva dosis respuesta, para cada uno de
estos agentes mitogénicos: PHA y Con-A, con la finalidad de encontrar la
concentracion adecuada para nuestro estudio. Realizamos ademds, un curso
temporal del efecto de estos agentes sobre la proliferacion celular de los
timocitos.
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5.4.1 Fitohemaglutinina (PHA)

Se llevd a cabo un ensayo dosis-respuesta del efecto de PHA sobre la

proliferacidn celular de timocitos de rata recién nacida. Las concentraciones
estudiadas fueron de 1,10,20, 50 y 100 pg/mi. De manera similar se realizd

ademads un curso temporal de 24 a 72 h del efecto de PHA sobre la mitosis de
timocitos en culfivo (ver anexos). Los resultados, como se puede observar en la
fig. 8, muestran que la PHA no induce un estimulo mitogénico a las 24 h. As{
mismo el incremento mas significativo fue menor del 50 % a las 48 h de
exposicion de las células al agente (ver Anexos).
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Figura 8.- Curva dosis-respuesta del efecto de PHA sobre la proliferacion de timocitos de
rata recién nacida. Los timocitos fueron cultivados por 24 h en medio RPMI suplementado,
a 37°C, 5% de CO, y 95% de aire en presencia de 0.5 uCi/ml de[’H]-timidina. Las célulag
se cosecharon 24 h despuds, se digirieron con NaOH vy triton- X 100, se les afiadi liguido de
centelleo y fueron analizadas en un contador de centelieo. Los valores representan 1a media
de 3 experimentos por duplicado % la desviaci6n estdndar.
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5.4.2.- Con-A

Se realizé una curva dosis respuesta def efecto de Con-A sobre la

proliferacién celular de fos timocitos de rata recién nacida. Las
concentraciones de Con-A estudiadas fueron: 1, 10, 20, 50 y 100 pg/ml.

Realizamos ademas, un curso temporal de 24 a 72 h del efecto de Con-A
sobre la mitosis de timocitos en cultivo (ver anexos). Los resultados, como
se puede observar en la fig. 9, muestran gque esta lectina estimuld

significativamente la prolferacion celular de manera dosis dependiente. A
la concentracion de 100 pg/ml se obtuvé el mayor efecto, y éste fue cercanc

al 100% de estimulacién sobre el basal. Este efecto se obtuvd a ias 24 h
de cultivo.
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Figura 9.- Curva dosis-respuesta del efecto de Con-A sobre la proliferacién de timocitos de
rata recién nacida. Los timocitos fueron cultivados por 24 h con medio RPMI
suplementado, a 37°C, 5% de CO, y 95% de aire en presencia de 0.5 pCi/ml de ('H]-
timidina. Las células se cosecharon 24 h después, se digirieron con NaGH y tritén- X100, Se
les afiadid liquido de centelleo y fueron analizadas en un contador de centelieo. Los valores
representan la media de 3 experimentos por duplicado # 1a desviacion estandar .
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En base a ios resultados obtenidos con las dos lectinas, adonde se
observd que la Con-A se producia un efecto estimulatorio mayor y en menor
tiempo, se decidid utilizar como agente mitogénico en los siguientes ensayos.
De tal manera se decidid usar a este agente a la concentracion submaxima de

50 ug/mi.

5.5.- Efecto de la Con-A sobre el fenotipo de los timocitos de rata
recién nacida

Se investigé la influencia de fa Con-A sobre el fenotipo de los timocitos
de rata recién nacida ya que en los experimentos siguientes esta poblacion seria
nuestro control, y se debia determinar si el THF—y2 tiene efectos “propios” o sédlo
modula los efectos de la Con-A. En la tabla 6 se muestra el efecto de la Con-A
sobre el fenotipo de los timocitos de rata recién nacida. Se observé una
disminucidn de la poblacion de dobles positivos, y un incremento en las 3
poblaciones restantes, las cuales aumentaron aproximadamente al doble de la
poblacién originai. £l efecto de la Con-A hace que esta poblacién se asemeje a

la poblacién de timocitos recién obtenida del timo.

TABLA 6.- Efecto de la Con-A  sobre el fenotipo de timocitos de rata recién
nacida.

Porcentaje de células *
DN bP cb4 cbs
CONTROL 1.3+0.4 90.3+4.0 5.710.4 2.540.2
Con-A 3.8%1.9 81.246.2 11.243.2 4.610.4

*Los timocilos fueron cultivados en prcsenc1a y ausencia de 50 pg/ml de Con-A durante 24
fi. Las células fueron cosechadas y 5x10° células fueron incubadas con anti-CD4:FITC y
anti-CD8:RPE y evaluadas por citometria de flujo de dos colores. Los datos expresan la
media de tres ensayos por duplicade # la desviacion estdndar.
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5.6.- Efecto de THF—y2 sobre el fenotipo de timocitos de rata recién
nacida coestimulados con Con-A

Para estudiar el efecto del THF—y2 sobre el fenotipo de timocitos

estimulados con Con-A (50 pg/ml ) se realizé una curva dosis respuesta de 10-

a 10-* M, El fenotipo se caracterizd en base a la expresion de los antigenos CD4
y CD8. En la tabla 7, se muestra esta curva dosis-respuesta. Como se puade
observar, en las dosis menores el factor no modifica el fenotipo de las células;
posteriomenie incrementa la poblacién con fenotipo CD4 y disminuye la
poblacidn doble positiva. El efecto maximo se presenta a la concentracién de 10-
0 M. mientras que en las dosis mayores se mantiene una meseta y después
disminuye.

TABLA 7.- Curva dosis-respuesta del efecto, in vitro, del THF-y2 sobre el fenotipo
de timocitos de rata recién nacida, en células estimuladas con Con-A 50 py/ml.

Porcentaje de células*

THFE-2 (M) DN bP CD4 cos
(Control} O 3.89+1..63 81.2016.28 11.27+3.2 4.60£0.4
10-" 2.2540.22 82.82+0.94 10.77£0.5 4.1540.9
10-" 4.441+1.45 75.66%4.03 12.30+2.3  7.6040.2"
10-© 6.20+3.14" B7.4715.74™" 21.5844.5""* 5.16+1.4
10-° 6.37+3.46~ 69.72£7.17™" 17.88+5.0" 5.88+1.5
10-° 5.38+2.71 72.6244 59" 16.37+13.7** 5.57+0.8"
10-7 5.12+2.66" 66.39+5.0" 13.5143.3  5.55£1.2°
10-° 4.6243.02 77.1046.08 12.83+3.4 5.14+1.0

*Los timocitos fueron culivados por 24 h con medio RPMI suplementado, a 37°C, 5% de
CO, y 95% de aire, en presencia de 50 pg/ml de Con-A y diferentes concentraciones del
THF-y2. La fenotipificacién ¢n base a los antigenos CD4 y CD8 se realiz6 por citomeltria
de flujo de dos colores. Los valores representan la media de 3 experimentos por

duplicado; £ la desviacién esténdar. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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CDh4

Figura 11.- Efecto de THF-y2, en la expresién de antigenos CD4 y CD8 en células
coestimuladas con Con-A (50pg/mly y THF-y2 simultaneamente . Los timocitos fueron
mantenidos en cultivo a 37°C, 5% de CO’y 95% de aire, Marcados para citometrfa de flujo
por tincidn directa, Efecto dosis dependiente de THF-y2 a)control Con-A (50pg/mb) b)
THF-y2 10-" M ¢) THF-y2 10-°, d} THF.y2 10-, &) THF-y2 10-". ) THF-y2 10-*,

5.7.- Efecto de THF—2 sobre la expresién de los correceptores CD4

y CD8 por timocitos de rata recién nacida coestimulados con Con-A

Con la finalidad de investigar si el efecto del THF—y2 sobre el fenotipo de

los timocitos se debia a una modificacion en la expresion de los antigenos o a la

proliferacién de algunas de las poblaciones de células, se decidid investigar el
efecto del THF-y2 sobre la expresion de los correceptores CD4 y CD8 por los

timocitos de rata recién nacida coestimulados con Con-A.
La expresién de los antigenos CD4 y CD8 por los timocitos se estudid

mediante citometria de flujo monocromatica. Se analizaron los histogramas de
intensidad de flucrescencia de verde (CD4:FITC) y amarillo -naranja (CD8:R-PE)
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las cuales son directamente proporcionales a la intensidad de antigeno
expresado. En este andlisis se utilizaron los datos de los experimentos descritos

anteriqrmente para estudiar el efecto del THF—y2 sobre el fenotipo celuiar.

£l THF—y2 no modificé {figuras 11 y 12) la expresion de! antigeno CO4
por los timocitos de rata recién nacida en ninguna de las paoblaciones celulares
que lo expresan, DP y CD4. Sin embargo, este péptido disminuyd fa expresion
del antigeno CD8 en [a poblacién doble positiva. Este decremento en la
expresion produjo, como se puede observar en la fig. 12, disminucién de la
poblacion DP, la aparicion de una pobilacién CD8™ y un incremento de la
poblacién CD4 (fig 11).

L.os resultados hasla ahora obtenidos sugieren entonces que el THF—2

fue capaz de disminuir la expresion del antigeno CD8 por los linfocitos DP de
rata recién nacida. En la figura 12 se compard ta expresion del correceptor CD8

por timocitos, en presencia y ausencia del THF—2.
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Figura 12.- Efecto de THF-y2 sobre la expresién de los correceptores CD4 y CD8 por timocitos
de rata recién nacida coestimulados con Con-A. Los timocitos fueron cultivados en presencia de
Con-A (50 pg/ml) v diferentes concentraciones de THF-Y2 durante 24 h. Las células fucron
cosechadas y Sx10°células fueron incubadas con anti-CD4:FITC y anti-CD8:RPE y evaluadas por
citometrfa de flujo de monocromatica. La parte A muestra los histogramas de 1a expresién de CD4,
La parte B presenta los histogramas de la expresién de CD8. Low y hi son las zonas positivas para
fa expresitn del antfgeno.Indicando ia disminucién de CD8 en la parte B a la concentracién de
THFE-y2 10-'“con una flecha. a)control Con-A (50pg/mi) b) THF-y2 10-* M ¢) THF-y2 10-", d)
THE-y2 10-*, &) THF-y2 10-°. f) THF-y2 10-%, g } THF-y2 10" M h) THF-y2 10-°, Mostrando
tres regiones negativa, low, hi, de la expresion.
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Tabla 8.- Andlisis det efecto del THF-y2, sobre los correceptores CD4 y CD8, en
célufas estimuladas con Con-A.

mediatsd *

cpa_

Negativo Low Hi
Control 5.0140.06 70.7148.09 188.64%6.8
1x10-% 5.0140.41 69.59+7.26 194.10+7.38
1x10-" 4.55+0.17 69.57+7.04 196.175.4
1x10-° 5.0140.41 69.5915.26 194.10£7.38
1x10-° 4.5510.17 69.57+5.04 196.1745.4
1x10-° 4.7140.31 71,0546 41 181.15+4.7
1x10-7 4.5110.96 68.50+7.97 188.43+4.95
1x10-° 5.0140.53 72.9747.46 193.0543.38

[o3)1- 18

Negativo Low Hi
Control 2.3310.06 64.7514.23 156.67+0.09
1x10-2 2.0110.41 58.143.26 194.10+7.38
1x10-" 3.5640.17 56.57+4.04 196.1745.4
tx10-" 4.1310.41 45 88+3.26 126.53+7.38
1x10-° 3.2640.17 32.77+5.04 139.82+5.4
1x10-° 3.2240.31 39.2845 41 126.144.7
1x10-7 2.4740.96 55.10+4.97 134.54+4.95
1x10-° 3.1640.53 49,9933 46 135.93+3.38

*Bste andlisis fue realizado en base a los marcadores M1 como negativo, M2 y M3 como
positivo Low y Hi respectivamente; para cada uno de los correceplores. La expresion de las
moléculas CD4 y CD8 se realizé por citometria de flujo, monocromatica. Los valores

representan la media de 3 experimentos por duplicado Ha desviacidn estdndar.
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5.8.- Efecto de THF—y2 sobre ta proliferacion celular, de timocitos de
rata recién nacida, inducida mediante Concanavalina A {Con-A)

Con el resultado antetior no es excluyente la posibilidad de que la Con-
A pueda estar estimulando ia proliferacién, especialmente de los linfocitos

maduros, se decidid investigar el efecto del THF—2 sobre la proliferacion

celular de los timocitos estimulados con Con-A. Para cuantificar la proliferacion
celular se ulilizé el ensayo de incorporacion de PHJ-timidina. Se realizd entonces

un ensayo curva dosis-respuesta del efecto de THF-y2 sobre la profiferacién
celufar. Las células fueron estimuladas simultaneamente con Con-A (50 ug/mi) y
diferentes concentraciones de THF-y2 (10-"2 a 10-° M). El THF-y2 potencié el

efecto mitogénico de Con-A sobre fos timocitos. Este efecto se pudo observar a
todas las concentraciones def péptido, sin embargo su efecto fue mayor entre
10-2y 10-"° M y fue del 30% aproximadamente, ver fig 13.
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Figura 13.- Los timocitos fueron cultivados y estimuladas con Con-A (50 upg/ml) y
diferentes concentraciones de THF durante 24 h, en presencia de 0.5 uCi/ml de ’H-
timidina. Las célufas se cosecharon, se digiricron con NaOH y tritén X100, se les afiadio
liquido de centelleo y fueron analizadas en un contador de centelleo. Los valores
representan la media de 3 experimentos por duplicade * la  desviacion estdndar . Los
circulos {0) THE-y2; los cuadmos { [3) PA.
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T T O S T T SO

Estos resultados sugieren (a posibilidad de que los cambios observados
en e fenotipo de los timogcitos incubados en presencia de Con-A y THF—2 se

deban a la proliferacion de ias células. Por la metodologia empleada no se
estaria en posibilidades de determinar cual de las pobiaciones de timocitos es la
que prolitera.

5.9.- Efecto del péptido andlogo sobre el fenotipo y la proliferacién
celular de timocitos de rata recién nacida, estimulados con Con-A

Los resultadas anteriores fueron muy alentadores; encontrar que THF-
v2 ejerce un efecto sobre los timociios no maduros y parece favorecer la
maduracién de los mismos hacia e! linaje CD4 parecié muy importante. Sin
embargo se considerd que es necesarioc e importante conocer la especificidad
de estos efectos. Con la finalidad de descartar que los efectos del THF-y2 sean a
través del TCR y no de tipo hormonal, se decidié estudiar el efecto de un péptido
analogo (PA).

Se consideré que el péptido deberia ser de tamano similar al del THF-
v2. Las caracteristicas del PA se describen en materiales y métodos. Decidimos
utilizar las condiciones a las que observamos los efectos del THF-2. Esto es,

coestimular los timocitos con Con-A y realizar una curva dosis-respuasta del
etecto del PA sobre el tenotipo de los timocitos, asi como del efecto del PA sobre

la proliferacién celular inducida por ia Con-A.
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TABLA 9.~ Curva dosis-respuesta de! efecto del PA sobre el fenotipo de los
timocitos de rata recién nacida, coestimulados con Con-A.

Porcentaje de células

DN pP CD4 cDs8
Control 3.89+1.93 81.2046.28 11.27£3.2 4.60£0.4
10-% 6.44+0.41 71.8513.57" 16.69+0.9 6.05105
10-1 5.51+2.05 74.8645.45 154515 6.00+1.7
1p-1° 5.161+1.98 73.3413.01 16,7410 477122
10-* 6.99+1.15* 72.7543.28 14.69+1.9 5.98+1.9
10- 7.1742 83 74.8440.73* 13.90+£2.6" 6.17H0.2
10-7 3.71+0.25 73.23+2.61 14.2243.7  8.07£22"
10-° 6.62+£1.69 72.22%1.51 1513126 5.34+1.5"

Los timocitos fueron cuitivados en presencia de 50 pg/ml de Con-A y diferentes
concentracines del PA durante 24 h. Las céluias fueron cosechadas y 5x10° células fueron
incubadas con anti-CB4:FITC y anti-CD8:RPE y evaluadas por citometria de flujo de dos
colores. Los datos expresan la media de tres ensayos por duplicado = la desviacidn
estandar, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 n=2

5.9.1 Efecto del PA sobre la proliferacién celular inducida por Con-A
en timocitos de rata recién nacida

Se realizé la curva dosis-respuesta del efecto del PA  sobre la
proliferacién cefular inducida por Con-A. Para cuantificar la proliferacion celular
se utilizé el ensayo de incorporacién de [*HJtimidina. Las células fueron
estimuladas simultaneamente con Con-A (50 pg/ml) y diferentes
concentraciones del PA {10-2a 10-° M). El PA, como se observa en la figura 12,
potencid e! efecto mitogénico de Con-A sobre los timocitos. Este efecto se

observa sélo  en fas concentraciones menores (10- a 10-'% del péptido

empleadas; sin embargo su efecto fue menor que el obtenido con THF-y2,
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59.2.- Efecto del PA sobre el fenotipo de los timocitos, de rata
recién nacida, coestimulados con Con-A

Se realizé un ensayo dosis-respuesta del efecto del PA sobre el
fenotipo de {os timocitos, de rata recién nacida, coestimulados con Con-A. El
tenotipo se caracterizé en base a la expresidn de los antigenos CD4 y CD8. Esta
expresion fué cuantificada por citometria de flujo de dos colores. Las células
fueron estimuladas simultéineamente con Con-A (50 pg/mt) v diferentes
cancentraciones de PA (10-'2,10-",10-',10-°,10-,10-7,10-° M). E| PA, como se
observa en ia tabla 9, incrementd la poblacion con el fenotipo CD4; asimismo,
produjo un incremento de las poblaciones con fenotipo doble negativo y CD8. EI
incremento en DN fue de casi 4 veces el contral. Sin embargo estos no fueron
ostadisticamente significativos. Estos resultados sugieren que el PA no tiene

exactamente ios mismos efectos que el THF-2.

Efecto del PA en timocitos estimutadas con Con-A

=1

CD8

Figura 14.- Ensayo dosis-respuesta del efecto del PA sobre el fenotipo de los timocitos
coestimulados con Con-A. Los timocitos fueron cultivados durante 24 h, en presencia de Con-A
(50 pg/ml) y diferentes conccm:acxones del PA (mosiradas en el angulo inferior derecho). Las
células fueron cosechadas y 5x10°células fueron incubadas con anti-CD4:FITC y anti-CD8:RPE y
evaluadas por citometr{a de flujo de dos colores. Los dalos expresan la media de tres ensayos por
duplicade + Ia desviacién estdndar. La figura muestra un ensayo representativo.
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6.- DISCUSION

El objeto de esta tesis fué el estudio de la influencia dei factor timico
humoral sobre el proceso de maduracién de los linfocitos T.Trabajos pravios del
grupo del Dr. Trainin han demostrado que el THF-y2 es capaz de revertir
parcialmente los efectos de la timectomia neonatal en el ratdn (Umiel et al,
1984, Katorza et al, 1987); asi como su efecto que no es especie especifico.
Por otra parte, existen indicios de !a presencia de receptores al THF-y2, de tipo
especifico, en los timocitos de rata recién nacida. Asimismo, de que el THF-y2 es
capaz de modificar los niﬁeles basales de! GMPc en estas mismas células. Sin
embargo estos trabajos no aportaron evidencias de un efecto bioldgico del THF-

v2 sobre los timocitos, ni especialmente sobre la diferenciacion de las células T.

Se considerd entonces importante investigar si €l THF2 era capaz de modular
ia maduracién intratimica de ios linfocitos T. Esta es una pregunta capital, pues
de ser asi podria apoyar o descartar la hipdtesis de su papel como hormona
timica que participaria en Ia modulacién de la maduracién de los linfocitos T en

el timo.

Para estudiar si el THF-y2 modula la diferenciacidén de los linfocitos T no
se contaba con un modelo referencido en la literatura. Se compararon {os
distintos modetos descritos como el cultiva de drgano timico fetal (FTCO), cultivo
de todas las células timicas en suspension, cultivd de poblaciones celulares
puras {enriquecidas), (Ashton-Rickard et al. 1994; Anderson et al 1994; Fairchild
y Austin 1995; Barthiott et al 1997). En cada uno de los modelos diferentes
modelos se evaluaron las posibles ventajas y desventajas, que ofrecian. Por
ejemplo, trabajar con poblaciones celulares puras o enriquecidas ofrecia el

atractivo de saber si en tal o cual poblacidn el THF-y2 tenia directamente o no
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efecto bioldgico, sin embargo dejaria el riesgo de que al perder las interacciones
fisicas y quimicas con otros tipos celulares simplemente se dejaria de lado
elementos importantes del proceso y por tanto se obviaridn eventos que
ocurririan en otras condiciones.

Se decidio utilizar, en primera instancia, el modelo de cuitivo de células
de timo en suspensién. Este modelo permitiria proveer un sistema en donde se
podrian contolar fa maycria de  las variables presentes en el drgano;
probablemente era mas segdro y facil que los nutrientes, estimulos, etc. llegaran
a lodas y cada una de las cglulas. En segundo lugar era posible evitar tanto la
necrosis def drgano, asi como la salida de los timocitos que se presenta en gl
modelo de cultivo de grgano.

Para estudiar et efecto dei THF-v2 sobre ta maduracion de los linfocitos T
en ef imo se contaba basicamente con dos opciones en cuanto a la especie
animal a estudiar, ¢! ratén y la rata. El ratén ofrecia como principal ventaja la
existencia de mayor informacién acerca del procesc de maduracion de los
linfocitos T, asimismo la existencia de mayor variedad de anlicuerpos
comerciales contra los posibles antigencs a estudiar. La rata ofrecia como

ventaja el hecho de que se hubieran realizado estudios previos acerca de la
existencia de receptores para el THF-y2 en los timocitos. La principal desventaja
de esta especie es la menor variedad de anticuerpos comerciales disponibles.
Como se planteé como objetivo el estudio del efecto del THF-y2 sobre la
expresidn de los correcepiores CD4 y CD8, y dado que existien anticuerpos
comerciales de tipo monoclonal contra estas moléculas y que no se ha descrito
la no especificidad de especie del THF-2, se decidid utilizar a la rata como

modelo experimental.
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Se decidié asimismo utilizar timocitos de animales recién nacidos, ya
que en la literatura existe un gran nimero de reportes que indican que la
principal produccion y maduracion de células T es en la etapa perinatal. La rata
se ha utilizado previamente como modeio para el estudio de la maduracion de
los lintocitos T {Ming et al, 1992; Takimoto et al, 1992). En el timo de
animales recién nacidos el proceso de maduracion estd al méximo de su
capacidad, en cuanto a produccion de células maduras. A esta edad estan
representadas todas las poblaciones celulares descritas para el érgano, sin que
hayan sido modificadas las proporciones por los estercides sexuales (Tsuchida
et al, 1894). Ademds se sabe que si se extirpa el érgano después de los tres
dias de nacido, en el caso del ratén, no se producen efectos importantes en el
animal, ya gque los 6rganos linfoides secundarios han sido ocupados con
linfocitos maduros. En tanto que ei timo del adulto empieza a atrofiarse en la
etapa de la pubertad, con la llegada de la madurez sexual, alcanzando niveles
extremos en los viejos (Cardarelli, 1989c). Si bien se hubieran podido utilizar
timocitos de animales de menor edad (15 a 20 dias de gestacion), esto seria mas
complicado por el escaso numero de células en el drgano (observaciones

realizadas en el laboratorio).

Para evaluar el proceso de maduracion de los linfocitos T se han
identificado varias moléculas que podrian emplearse como marcadores de cada

etapa,; ente éstas destacan el CD3, la cadenas oy B def TCR, 1a expresién de las

proteinas TAP, los correceptores CD4 y CD38, la expresién de las moléculas
CD117, CD44, CD25. Se decidid evaluar unicamente (a expresidn de los
correcepiores CO4 y CD8 ya que ello permitiria dividir el proceso en 3 etapas: la
primera en la gue no se expresan estos antigenos; ia segunda en que ambos
antigenos son expresados y finalmente, la tercera en que s6lo uno de los
correceptores es expresado por [los timocitos. Estas etapas generan 4
poblaciones de timocitos las cuales pueden ser facilmente identificadas
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mediante citometria de flujo, células dobles negativas; células dobles positivas;

células simples positivas CD4 y células simples positivas CD8.

La citometria de flujc de dos colores permite andlizar simultaneamente
dos parametros a una misma muestra; la expresidon de los antigenos y la
proporcion de las poblaciones celulares que los expresan. Es decir, si la
expresion del antigeno aumenta, la intensidad de fluorescencia incrementard
proporcionalmente o visceversa. Lo anterior es fdciimente cuantificable
mediante un histograma de [a intensidad de fluorescencia para cada antigeno
{tluorocromo). La proporcion de las poblaciones celulares que expresan ios
antigenos se puede, faciimente cuantificar mediante una gréafica de puntilieo, en
donde se reiaciona la fluorescencia correspondiente a CD4 (FITC) contra fa
correspondiente a CD8 (R-PE). Esta grdfica se divide en cuadrantes de tal
manera que cada uno de ellos corresponde a cada una de las poblaciones
descritas como DN, DP, y SP.

Como predmbulo del trabajo se caracterizaron las poblaciones de
timocitos presentes en timos de ratas recién nacidas. Como era de esperarse
se obtuvo una poblacidn mayoritaria de células CD4* CDB* (DP) de
aproximadamente el BO %. El resto de la poblacidén inmadura fué det 2% al 3%
de células dobles negativas. Las células maduras, representadas por las células
CD4* 6 CD8"* fue del 12% para CD4 y 6 % para CDB, aproximadamente. Estos
resultados concuerdan, en lo general, con los resultados obtenidos por
Tsuchida et af, 1994 gquienes analizaron las poblaciones de timocilos de rata
{Lewis) adufta {11 semanas de edad) y encontraron que fas céluas DN son el
3%; {as DP son ei B0 %; las CD4 son el 7.4 %; y las CD8 son el 10%. La principal
diferencia con estos resultados lo constituye el hecho que la poblacion de las
células CD8 sea mayor qgue la de células CD4. Las diferencias pueden deberse
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a variacionhes bioldgicas, a la cepa de ratas utilizada, y las condiciones de

hospedaje, etc.

En el timo, duranfe toda la vida, los timocitos estan proliferando
abundaniemente en comparacidn con otras células del organismo. Esta
proliferacion celular forma parte del proceso de maduracion de los timocitos. En
las etapas fetales y necnatales permite la generacion de la suficiente cantidad
de limocitos para cubrir toda el espectro de posibilidades en cuanto a las
afinidades del TCR. £n la etapa adulta esta proliferacion celular disminuye, al
parecer solo tiene el objelivo de reponer las células “virgenes” (que no han
entrade en contacto con antigenos) que $e mueren al terminar su ciclo biclégico.
Se astudio el contenido de ADN de los timocitos vy analizamos el ciclo cefular de
los mismos. En los resultados obtenidos destaca que aproximadamente la mitad
de fa poblacidn celular de los timos de rata recién nacida se encuentra en la fase
de sintesis del! ciclo celular.

Asimismo, en este dérgano una cantidad importante de céfufas son
eliminadas mediante la apoptosis. La apoptosis celular es el proceso fisiolégico
de muerte celular. Se presenta como un componenie normal e imporante dentro
del procese de la embidogénesis y desarroilo celular, a traves de eventos de
seleccion de células que han side capaces de modificar la expresion de su
genoma en respuest a senales ambientales o de aquéllas que han adoptado un
modelo determinado de expmsidn genética. Los eventos de la seleccidn negativa
de aquelios linfocitos que fallan en la expresién del TCR, de los correceptores o
la combinacion ambos, asi como la eliminacién de los timocitos auto-reactivos
son mediados por la apoptosis inducida a través de una molécula de supetticie
celutar lamada fas. Fas {CD95) es una glicoproteina transmembranal de 45 Kda.
perteneciente a la familia del receptor de TNF/CD40, que es ampiiamente
expresada por muchas células, especialmente los timocitos (Godirey DI y
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Zlotnik A 1993; Alan M. S. 1996; Boefimer H.V. 1924). Al estudiar la cantidad de
células del timo que estdn en apoptosis. Los resultados mostraron que esta
poblacion representa entre et 2 y 3 % de los timocitos. '

Posteriormente se caracterizd la poblacion de los timocifos obtenidos de
rata recién nacida, después de un cuiltivo de 24 horas de los timocitos, en las
condiciones descritas. Ei cultivo modificd discretamente la proporcion de Ias'
poblaciones, pero no la expresién de los antigenos CD4 y CD8. Las células en
ia fase de sintesis del ciclo celular representa el 17.2 % vy sdlo el 4.2% se
encuentra en proceso de apoptosis. Las diferencias con ia poblacién de
timocitos recién extraidos del timo pueden deberse a varios factores; entre ellos
puede ser {a falta de ingreso de nuevas inmigranies al timo, la permanencia en
el plato de cultivo de las células maduras, a diferencia de gue en el timo
saidrian; la falta de algunos factores séricos, etc.

Se realizd un ensayo dosis respuesta del efecto del THF-y2 (10-"° a 10-

M) sobre la proliferacién celuiar, asi como una curva temporal (24 a 72 h). Si
bien los resultados mostraban una tendencia de incremento de la proliferacién
celutar, ésto no fué significativo. Para comprobar que el modelo utilizado era
adecuado se decidid estimular los fimocitos con un agenie mitégeno. Se
conocen varias substancias que tienen la capacidad de estimular la proliferacion
y diferenciacion de clonas de linfocitos T. Estas substancias reciben el nombre
genérico de mitégeno. Los mitégeno mas utilizados para linfocitos T son la
concanavalina A (Con-A} y la fitohemagiutinina {(PHA), asi como los
superantigenos {anto ex6genos como endogenos. Estas lectinas activan
linfocitos T a través del receptor de células T (TCR). La Con-A sus sefales
mitdgenicas son transmitidas por entrecruzamiento con el complejo TCR-CD3,
sin requerir de la participaciéon de células presentadoras de antigenos; Mientras

que para la PHA esta, se une al hetorodimero owp o la cadena v de TCR. Sin
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embargo se ha planteado que los efectos de las lectinas representan {a suma de
los efectos de [a unidn de ellas al TCR y otras moléculas de los linfocites T (Paul,
1993}, lo que finalmente produce proliteracion celular. Asimismo la célula
iniciard la produccion de interleucinas, especialmente ha sido reportado el caso
de la iL-2.

No se encontré en la literatura consultada reporte del emplao de lectinas
como agentes mitoticos de timocitos inmaduros y por tanto de una dosis
adecuada. Se decidié realizar una curva dosis-respuesta del efecto mitogénico
de Con-Ay PHA a tres distintos tiempos: 24, 48 y 72 horas. La mejor réspuesta
se obtuvd con ia Con-A. Esta fue de un incremento del 80% de ia proliferacién
celular. Esta dosis es 50 veces mayor a la utilizada en finfocitos maduros. En el
caso de la PHA did como respuesta un incremento de la proliferacion celular del
60 % aproximadamente. Con estos resultados se concluyd este modelo era
funcional y adecuado, al menos para estudiar un posible efecto del THF-y2 sobre

la profiferacion celular.

Ante la faita de un efecto del THF-y2 sobre la proliferacion celular de los

timocitos, se decidid investigar si este péptido era capaz de moditicar la
respuesta proliferativa a 1a Con-A, por ser la Con-A el mitdgeno que generd una
mejor respuesta a {as 24 h, tiempo en el cual se obluvo la mayor viabilidad del

cultivo (95%). Selecciond ia dosis de 50 pug/m! ya que generd una estimulacion
subdptima de aproximadamente el 60 %. En base a lo anterior se procedio a
realizar los ensayos posteriores en un cultive de 24 h, y con 50 ug/m! de Con-A
como estimulo. Se trataron los timocitos con diferentes concentraciones de THF-
¥2 {10-" a 10-°* M) en presencia de la Con-A. Los resultados que se ontuvieron
sugieren que el THF-y2 es capaz de potenciar el efecto mitogénico de la Con-A

sabre los timocitos de rata recién nacida en cultivo. Como se obtuvé un efecto
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maximo a la dosis de 10- M mismas, se decidé utilizar dosis menores dei
péptido. 10-"'y 10-® M. Se observé que estas dosis menores tienen un efecto

menor al de 10-"° M.

Otro de los parametros importantes en la diferenciacion de los timocitos
es la expresion de los correceptores CD4 y CDOB. Ya que esta variable pudiera

depender del ambiente endocrino del timo, se estudio el efecto del THF-y2 sobre

la expresion de estos antigenos, asi come de la proporcion de las poblaciones
que los expresan. Se realizé una curva dosis.respuesta (10-"° a 10-°M ) a 24 h.

tos resultados obtenidos fueron poco alentadores, el THF-y2 no modificé la

expresién de los antigenos, ni la proporcion de las células que los expresaban.

En base a los resultados de los estudios del efecto del THF-y2 sobre la

proliferacién inducida con Con-A, asi como de los reportes de la literatura de
que este péptido modifica ia respuesta a agente mitogénicos como. Con-A y PHA
de linfocitos periféricos, tanto en ia proliferacién, como en la producién de IL-2
(Ben-Hur ef al, 1990; Calenda ef al, 1993), se decidi6 investigar si la
coestimutacién de Con-A y THF-y2 era capaz de modificar la expresién de los

correceptores mencionados y la proporcion de las células que los expresan.

Los timocitos fueron estimulados con diferentes concentraciones de
THF-y2 (10-"2 a 10-°* M) en presencia de la Con-A (50 pg/ml) para estudiar el
efecto del factor sobre la expresion de las moléculas CD4 y CD8 por los
timocitos estimulados con la lectina. Los resultados oblenidos sugieren que el
THF-y2 es capaz de disminuir o apagar la expresion del correceptor CD8,
especiaimente de los timocitos DP. Cuando analizamos el efecto de fo anterior

sobre las poblaciones, de timocitos, los resultados sugieren que el THF-v2
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incrementa la poblacion de timocitos CD4, disminuyendo la poblacion de
timocitos DP (fig. 11).

Los resultados obtenidos, al iguai que los reportados para oiros
modelos, en que se estudia el efecto in vitro de THF—2 {células de bazo,
células de cordon umbilical vy de médula ¢sea) muestran que los linfocitos T,
maduros o inmaduros, deben estar activados o coestimulados para que se
manifieste el efecto de THF—y2Z; o visto de otra manera, que el THF—y2 potencia
el efecto de las lectinas. Estos datos nos levan a plantear las posibles
interacciones del THF—2 con fa Con-A, para lo cual se analizard el mecanismo

de accidn de estas glicoproteinas de origen vegstal,

{a Con-A es un agente mitogénico que actia entrecruzando con ef TCR
de manera inaspecifica y activando la sefial por fa via de PKC (Fowlkes vy
Sheweighoffer, 1995). Se ha planteado que las células virgenes, requieren de
un coestimulo para ser aclivadas por la Con-A. Mientras que en el caso de los

superantigenos se ha descrito que en estos, se unen a segmentos especificos

de fa cadena p del TCR, los cuales son expresados por aproximadamente 10%
de los linfocitos T, independientemente del tipo de cadena o que tenga ef TCR.

Se ha planteado, ademas, la posibilidad de que el mecanismo de transduccidn
utiizando para esta activacion, sea diferente del complejo principal de
histocompatibilidad y el péptido.

La Con-A, en estos experimentos de alguna manera modificd el medio
ambiente en el cultivo, aunque con estos resultados no se puede decir con
exactitud de qué manera. Existen dos posibilidades de interaccidon de la Con-A y

el THF—2 que conhduzcan a la manifestacion dei etecto de THF2 . Primero.-
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los linfocitos activados por la lectina produzean y secreten al microambiente una

serie de gitocinas, las cuales a su vez estimularian a las mismas células o a otras
circunvecinas de tal manera que este estimulo las sensibilice al THF—2.

Segundo.- los timocitos requieren de un coestimulo distinto y simultdneo a la
Con-A para ser activados.

De manera nafural la Con-A nunca llegaria a estimular a los timocifos,
asi que no se darian ninguna de las dos posibilidades descritas anteriormente.
Esto resufta interesante por gue sugiere lia existencia de una substancia
presente normalmente en el microambiente timico que interactuaria con el
THF—y2, en el lugar de la Con-A, pueden ser algun tipc de lectinas; esta funcidn
se ha atribuide a la IL-1 (Abbas, 1992). La corteza timica es una drea restringida
o libre de antigenos “extrafios”, por lo anterior normalmente Jos timocitos
corticales nunca serian activados por este tipo de antigenos. En este modelo
gxperimental, se ha destruido la arquitectura tisular normal; con eflos las
barreras naturales a los antigenos y de esa manera los iinfocitos inmaduros

pueden entrar en contacto con los antigenos como ia Con-A.

En el caso de los linfocitos T maduros; la Con-A si puede llegar a
interactuar con los linfocitos de manera natural, directamente con su TCR. Los
estudios, in vitro de Trainin y col. realizados en células de bazo (células
maduras} y corddn umbilical {poblacién mayoritaria de células maduras y
minoritarias de inmaduras, basicamente de CMH e incluyendo cel. pre-timicas)
muestran que el THF-y2 potencia el etecto de las lectinas (Con-A y PHA} sobre

la proliferacidn celular y la produccion de 1L-2.

No es posible hacer una comparacion directa de los efectos de las

lectinas sobre los timocitos y los linfocitos T maduros. Sabemos que en ambos
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estos antigenos clonales inducen proliferacion y que, al menos en los linfocitos
maduros, también {a produccion de algunas citocinas. El efecto comin de que
estamos seguros es la proliferacién. En ambos tipos de céiulas no hemos visto

efectos det THF—2 por si solo. Elio nos sugiere que es probable que el factor

timico solo tenga efecto(s) sobre las células en proliferacion.

Los resultados aqui obienidos sugieren que el factor timico humoral

{THF-y2) tiene un efecto sobre la diferenciacién de las células T. En este trabajo

se presentan evidencias de que el THF-Y2 influyd en la maduracién de timocitos
inmaduros (DP} hacia simples positivos (SP), va sea un mecanismo directo o
indirecto, disminuyendo asimismo la expresién fas moléculas de superficie CD8,
lo que condujo a un incremento de la poblacidon de timocitos CD4. Este es el
primer estudio de los electos del THF-y2 scbre la diferenciacién de células T in
vitro. Los estudios in vitro, previos, reportados en {a literatura, han sido
realizados en células de cordén umbilical, bazo, y médula dsea (Ben-Hur et al .,
1990; Calenda et al, 1993), en los cuales la poblacidn celufar es de linfocitos
maduros. Los estudios, in vivo, muestran que el THF-¥2 es capaz de incrementar
la respuesta inmune en varios aspectos (Trainin, 1990; Urdahl ef al, 1994). En
lo general esos estudios sugieren que el efecto de este factor es a través de
incrementar las células T cooperadoras {CD4} o su actividad (Ben-Hur H., et al
1990, Calenda V. st al 1993). Esos resultados concuerdan con los obtenidos por
dicho trabajos, en los que obsetvamos un incremento en la produccion de

células CD4 como efecto del THF-y2.

En el presente trabajo de tesis, el THF-y2 incrementa la poblacion de

timocitas CD4. Existen dos posibles mecanismos para ello. Primero, la

proliferacién de esta poblacidn; segundo, una maduracién de los timocitos DP
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hacia SP CDA4. Es posible que ambos mecanismos pueden estar involucrados y
no sean excluyentes. El THF-y2 diminuye la expresién del correceptor CD4 en

{as células dobies positivas. Esto se. traduce en un incremento de una poblacién
CD4+CD8"™, asi como un incremento en fa poblacidn de linfocitos CD4. Por otra
parte, el factor potencia el efecto mitogénico de la Con-A induciendo una mayor
proliteracion. Es claro que no se sabe en cual o cuales de las subpoblaciones de
timocitos se presenta este efecto.

Existen dos posibilidades, basicamente, del mecanismo a través det cual
pueda estar actuando el THF—2. Primero a través de un receptor membranal

especifico y segundo a través del TCR. Nosotros nos inclinamos a que este
factor actia mediante el primer mecanismo por las razones que se plantean:
Primero, el tamafio del péptido. Los péptidos exiracelulares deben ser
procesados y preseniados por el CPH de clase Il. En general se trata de
proteinas Aque son fragmentadas en los proteosomas a péptidos de 10 a 30 aa,
unidos at CPH de clase )l y prasentados a las células T CD4. Segundo, la
cantidad de células activadas: suponiendo que el péptido pudiera unirse al CPH
ya sea por el proceso cldsico o por desplazar a otras moléculas del CPH
presente en las membranas celulares, la poblacién de timocitos con afinidad por
este péptido y por tanto activadas seria muy pequena. De tal manera que no se
podria esperar que en 24 h se duplicara ia poblacion de células CD4. Si este
fuera el mecanismo de estimulacion los eventos celulares pasarian inadvertidos.
Recordande que ésta fue una de las limitaciones para estudiar activacion de
células T antes de contar con fos animales transgénicos; por eso se debia vy
debe recurtir a la activacion con métodos experimentales como las lectinas, los
anticuerpos contra CD3, etc. Tercero. Las constantes de disociacion de las
hormonas peptidicas, como las citocinas, son del orden de 10-7 a 10-% M,
mientras que para los péptidos y el CPH son del orden de 10-® M. Esto quiere
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decir que a la concentracidén de 10- M en fa que observamos los efectos

maximos de THF—2 no se darfa la unién de THF—y2 al CPH.

Se decidié ulilizar como control un péptido analogo a este factor para
comparar sus efectos. Se utilizé un octapéptido que contiene los mismos

aminoécidos que et THF-y2, pero en diferente secuencia. Como dato importante

vale mencionar que el péptido anélogo y el THF—y2 poseen los mismos aa (Leu)
eh sus exiremos terminales. Se realizaron los experimentos para estudiar el
efecto del PA sobre la proliferacién inducida por la Con-A, asi como su efecto
sobre la expresion de los comreceptores CD4, CDB en 'as poblaciones de
céllas que los expresan. Las condiciones que [as utiizadas en estos

experimentos fueron las mismas que para el THF—y2. Los resultados obtenidos
muestran que el PA, en lo general, produce Ios mismos efectos que e THF—2,

sin embargo con menor potencia.

3i el THF—2 estuviera actuando a través de un mecanismo no
especifico deberiamos haber obtenido fos mismos resultados con el PA, tanto en
“calidad” como en "potencia”. El hecho de que sean muy similares en “calidad”,
pero que el PA tenga menor poténcia sugiere que existe un receptor especifico

para & THF—2, el cual une al PA con menor afinidad y probablemente este no

sea capaz de producir todos {os efectas bioldgicos del THF—2. Es probable que

las dos leucinas de los extremos teminales participen en la unidn al receptor.
Este resultado concuerda con resultados preliminares obtenidos por Burstein,
Trainin (1993). Elfos probaron este PA en el ensayo de linfocitos de bazo y
observaron que el PA potencia la proliferacidén celular inducida por Con-A, asi
como la produccidn de IL-2 (comunicacion personal). Seria conveniente utilizar
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otros péptidos andlogos, pero cambiar al menos uno de los extremos del
péptido, para poder determinar su especiticidad.

Por el tipo de experimentos realizado, y porque no fue nuestro objetivo,
no se conocio el mecanismo a través del cual THF-42 es capaz de modular {a
expresionh del corseceptor CD8, la proliferacion celular de los timocitos, ni cémo
incrementa fa praporcidn de las celulas CD4. Consideramos importante
continuar este proyecto con una serie de experimentos que podria ayudar a
comtestar estas preguntas. '

Serda conveniente realizar experimentos de triple marcaje, agregando

Erdl a los ensayos para identificar la(s) poblacion(es) celulares que proliferan
en respuesia a la Con-A y mas especiticamente al THF-2. Esto nos permitiria
concluir si fa poblacidn de células CD4 aumenta por este mecanismo 0 nho.
Paralelamente se debera realizar estudios para identificar y caracterizar el
receptor de THF-y2, ver en qué tipo de células se encuentra y conocer la posible

via de transduccidn de senales.

La evaluacion de la expresion de ofras moléculas de superiicie que han
sido descritas estar involucradas en la diferenciacion de celulas T, serian de
gran ayuda para vatidar el sistema, asi como la medicidn de la preduccion de
citocinas. Ante la dificultad para realizar los puntos anteriores, se podria

profundizar en e} estudic de la especficidad del receptor al THF-y2, utilizando

en ensayos similares al empleado en este trabajo péptidos diferentes al PA gue
se uso en nuestro caso. Seria importante cambiar cada uno de los aa terminales
por grupos similares o quimicamente diferentes para analizar €l papel de las
leucinas en la interaccidn con el racaplor.
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7.- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que:

1.- El factor timico humoral (THF-¥2) produce una disminucion de la expresion de

€Pb8, cuando ios lintocitos se coestimulan con Con-A.

2.- EN THF-y2 no tiene un efecto par si solo sobre la expresidn de ias moléculas

CD4 y CD8, ni en las subpoblaciones de los linfocitos que 10 expresan

3.- El THF-y2 en células estimuladas con Con-A, produce un incremento en el

namero de células CD4*

4.- El THF-y2 potencia el efecto mitogénico de Con-A en la proliferacion celular,

aumentandola esta hasta en un 30%., siendo ademas un efecto dosis
dependiente.

5.- El PA potencia el efecto mitégenico de Con-A pero con menor potencia que el
THF-y2

é.- El PA tiende a modificar las subpoblaciones de timocitos que expresan CD4 y
CD8, pero este dato no fue estadisticamente significativo.
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8.- SUGERENCIAS
* Seria conveniente cuantificar {a producion de IL-2 en este sistema.

* Realizar experimentos de triple marcaje, agregando BrdU a los ensayos para
identificar la poblacion celular que prolifera en respuesta a la Con-A y
particularm'ente al THF-v2.

* La evaluacién del nivel de expresidn de otras moléculas, en este sistema tal
como CD44, CD117, CD69, Thy-1, podrian ser de gran utilidad para validar el
modelo.

* Caracterizar el receptor de THF-y2 , localizar en qué tipe celular se encuentra

y enfazar esto con la posible via de transduccién de senales.
*  Utilizar estudios similares a éste con diferentes péptidos , en los que se
podrian cambiar a cada uno de los aminodcidos terminales por grupos similares
6 guimicamente diferentes, para analizar el papel de las leucinas en la unién
del péptodo al receptor.

* Realizar ensayos con células fetales {14 dias de gestacion) para realizar
cultivo primario y evaiuar la modulacién de la expresion de molgculas CD4 y
CD8 inducidos por THF-y2.
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10.- ANEXOS

TABLA 10.- Andlisis del fenotipo de fas subpobilaciones de timocitos de rata recién

nacida en cultivo

Porcentaje de células *

CONTROL
Tiempo (h) DN op Ch4

1 11.210.5  76.6£0.9 7.2104
2 8.7110.5 79.110.3 5.410.3
4 15.310.6 58.8+2.8 16,243

8 13.440.4 63.6+0.3 7.340.1
12 6.704+0.3 69.510.2 10.1+0.2
18 4.01+0.1 71.610.8 14,3:0.4
24 2,16x0.2 85.6:1.7 5.6%1.7
36 2.1340.3 84.510.3 52105
48 460116 80.9+1.2 5.10.6
72 1.1x1.2 75.313.2 4.110.2
a6 19.5+1.5 72.814.1 3.240.1

JHE-2
DN DpP ch4
1 11.520.2 74.9+0.9 7.840.6
2 8.80+0.6 78.94+1.0 5.340.05
4 14.3+2.7 50.0+8.6 5.8+1.7
8 12.94£0.3 65.4+0.6 6.530.5
12 6.30+0.2 70.710.8 10.244.3
18 4.3120.3 70.940.6 13.3+2.4
24 2.23+0.4 85.1+0.9 5.8630.2
36 2.4010.2 84.5+1.2 5.03+0.1
48 4.91+1.2 82.1£2.4 5.0+0.7
72 11.920.9  76.3£3.6 4.310.9
96 18.942.4 73.4+2.8 3.01£0.05

cD8

4.9010.4
6.71+0.3
9.52+0.4
15.540.3
13.640.2
9.9110.2
6.53+0.9
8.1610.3
8.90%1.2
7.71+0.6
6.50+1.4

cD8
5.710.4
6.940.3
8.3+1.6
14.9+0.4
12.740.2
11.44£0.6
6.73+1.2
8.1:0.7
B.7x1.0
6.5+0.1
5.45+1.4

*Los timocitos fucron cubfivados realizando ensayos curso temporales,

en medio RPMI

suplementado, a 37° C, 5% de CO, y 95% de aire. La fenotipificacién en base a la expresion de
moléculas CD4 v CDS§ se realizé por citometria de flujo de dos colores, Los valores representan el
valor promedio de 3 experimenios diferentes por duplicado £ la desviacin estdndar respecliva,

s ARl . Py




50 =

40
g
£
s 30
[
§ 1
&5 204
=3
£ 4
w
Ly
] 10 4
3 1 m
0 -
-10 e S T r—— e pee ]
Control H 10 20 50 100
PHA{ pg/imi}

Figura 15.- Efecto de PHA sobre la proliferacion de timocitos de rata recién nacida. Realizando un
curva dogis-respuesta ¥y wn cwso temporal . Los timocitos fueron cultivado ep medio RPMI
suplementado a 37° C, 5% de CO, y 95% de aire en presencia de 0.5 mCilmi de [{*H]-timidina.
Durame 24, 48 y 72 h respectivamenie. Las células se cosecharon , después de cada uno de Yos
tiempos indicados, se digirieron con NaOH y triton-X 100, se les afiadio liquide de centelleo y fueron
anahzadas. 24 h ({0) 48h { O ) 72 h M ).
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Figura 16.- Efecto de Con-A sobre la proliferacidn de timocitos de rata recién nacida. Realizando un
curva dosis-respuesta y un curso temporal . Los timocitos {ueron culiivado en medio RPMI
suplementado a 37° C, 5% de CO, y 95% de aire en presencia de 0.5 mCi/mi de [*H]-timidina.
Durante 24, 48 y 72 h respectivamente. Las células se cosecharon , después de cada uno de los
tiempos indicados, se digirieron con NaOH y triton-X 100, s les afiadio liguido de centelleo y fueron
analizadas. 24 h (E1) 48h (W ) 72 h (O
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Figura 17.- Efecto de PHA sobre 1a proliferacién de timocitos de rata recién nacida y células de bazo .
Realizando un curva dosis-respuesta a 24 h. Las células fueron cultivado en medio RPMI
suplementado a 37° C, 5% de CO, y 95% de aire en presencia de 0.5 mCifml de {*Hl-timidina.
Durante 24 b, Las células se cosecharon , después de cada uno de los tiempos indicados, se digirieron
con NaQH y triton-X 100, se les afiadio fiquido de centclleo y fueron analizadas Timocitos {py )
células de bazo (O ).



