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RESUMEN 

El ti~o es capaz de producir una serie de factores u hormonas 

entre ellas, la timulima, y la timopoyet1na las cuales participan 

principalmente en la regulación de la función inmunológica, además 

d• tener inTluencia sobre otros sistemas como el nervioso y el 

andócrino. 

Se ha mostrado la presencia de un Factor Tlmico <FT> de 

naturaleza prot•ica con peso molecular cercano a los 30 kDa en el 

extracto acetónico del timo de rat•s macho prepúberes, qua es 

capaz de inhibir ín vitro la esteroidogénesis estimulada hCG 

en una suspensión de células da testiculo de rata adulta. Este 

Factor Timicoproduce inhibición de tipo competitiva el 

receptor, sin afectar el número de receptores para la LH en el 

test!culo. 

En la presenta tesis profundizó al estudio del 

mec~ninmo por el cual el Factor Timico afecta la producción de 

tastostercna dapendientm de hCG en el testiculo de la rata. 

Mmdiante cromatografia de filtración molecular sa obtuvo una 

fracción de aproximadamente 30 kDa del medio de incubación d•l 

timo CFrMIT>. Se investigó la actividad de esta fracción sobre la 

secreción de testosterona utilizando •l bioensayo de células de 

testlculo. La testosterona ~u• cuantificada mediante la técnica de 

radioinmunoan~lisis. 
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Los resultados mostraron que la actividad biológica del 

FrMIT y del FT es igual aun cuando la obtención de •ates factoreg 

sea por métodos diferentes, y que la FrMIT ea capaz de modular la 

secreción de testosterona inducida con forskalin y B-bromo AMPc. 

La preincubación de las células te&ticularas en pra&encia de la 

FrMIT produce dasensibilización de las mismae a la 

estimulación posterior con hCG. Para que esta efecto sa produzca 

es necesario que las células sean expuestas a l~ FrMIT por un 

tiempo de dos horas o mAs. Estos resultados en conjunto sugieren 

que la FrMIT disminuye la respueata a hCG desansibilizando las 

células testiculares al estimulo con esta gonadotropina. 



INTRODIJCCIOH 

INMU>IIDAD 

La inmunidad es la capacidad que tiene el organismo de 

contrarrestar mediante mecanismos fisiológicos aquellos estimules 

ambientales daninon que, con frecuencia, son microorganismos 

patógenos o sus toxinas. Mediante el sistema inmunológico el 

aujeto es capaz da reconocer y distinguir entre lo propio y lo 

ajeno a si mismo, wliminando selectivamente a los elementos 

extranoa <Tortera y Anagnoatakos, 1984>. 

El sistema inmune puede ser subdividido en sistema inmune 

especifico, Ctambi6n conocido como uistema innato o natural>, y ol 

sistema inmune especifico Cconocido como sistema inmune 

adquirido). El no especifico comprenda todas las reacciones que no 

son antigeno-dep&ndi•ntes, e incluye, fagocitosis de bacterias y 

otros invasores por loB glóbulos blancos y las células de los 

tejidos del sist•ma de macr6fagos, resistencia da la piel a la 

inva•ión por gérmenR•, presencia en la sangre de ciertos 

compuestos qui~icos que se fijan en los microorganismos axtranos o 

a las toxinas y los destruyen, mientras que en laa reacciones del 

si•tama inmune especifico •stAn involucradas las células T, las 

células B y los anticuerposa todos ellos funcionan por un 

mecanismo antigeno-dependiente <Robbins, 1975). La inmunidad 

adquirida estA basada en la5 propiedades especiales de los 

linfocitos, los cuales 

diferentes antigenos 

pueden responder selectivamente a 

moleculas extra"as; ademAs tiene la 

tienen la capacidad de originar una memoria especifica y un patrón 



de respuesta adaptativa. En la mayoria de las ocaaionas •e ejercen 

interacciones entre los anticuerpos con el compl •mento y las 

ci6lulas fagccitic'1SJ e interaccionas de los linfocitom T con los 

macrófagon para dar una respuesta inmunológica mas eficaz ante un 

agente e>etraf"l'.o. 

Existen dos tipos bAsicos, an uno de ellos la inmunidad depende de 

la &lnt•sis d• anticuerpos pcr los linfocito& e (inmunidad 

humoral), el aegundo tipo sa logra por formación de gran nómero 

de linfocitos activados programados de manera especifica para 

destruir al agente a>etraf"l'.o, siendo mediado por linfocitos T 

Cinmunidad celuliar-) <Hood y Hood, 1978; Roitt, 19BIZU. 

TXMO 

El tirDC es uno da loa órganos linfoides más importanteg 

del sistema inmune, sa ancuentra situado la porción superior 

del mediastino anterior- y superior, por delante de los grandes 

vasos qu• Balen del corazón. Al frente y lateralmente •l timo 

limita con los bordes dW los pulraones, por detras con la tr-•qu•a y 

par- debajo llaga hasta al pericardio <Ham v Cormack, 1987J. 

La porción endodérmica na origin~ del tercer par de bolsas 

far1ngeas, lae cuales penetra junto con el ectodermo adherido al 

mesodermo circundante, iniciAndose asi la ~ormación del timo junto 

con la de las glándulas par-atiroideas <Langman,1976>. El ti•o 

rudiment•rio migra haci• abajo para localizarse en la cavidad 

pleural; posteriormente células mesodérmicas lo penetran. Durante 



su migración, el timo es poblado por linfoblaatos, antecesoras de 

los linfocitos T. Estas c6lulas precursoras provienen dal tajido 

hamatopoyético de la m9dula ósea, y sa obGerva que durant• el 

desarrollo poaterior del timo, estas células se organizan dentro 

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

comienzan dividirse para gen&rar los diferentes tipos de 

linfocitos del timo <Goldstain y col. 1972>. En la madurez del 

órgano el 99X del tejido que lo forma esta constituido por 

linfocitos. En condicionee normales, los linfocitos t1mic09I se 

clasifican en grandes linfocitos de la corteza externa CSX>, 

paqueNoa linfocitos o linfocitos maduros <BSX>, localizados tanto 

en la cort~z• como •n la médula, y linfocitos medulares medianos 

U0'X.) <Hood y Hood, 1979J Klain, 1982). 

El timo maduro as una gl~ndula organizada en dos lóbulos 

constituido• por una malla de células epiteliales, que forman 

espacios perivaacularea entre el endotelio capilar y la envoltura 

•piteli•lJ vn •ata malla de c6lulas epiteliales 11ncuentran 

dispuesto& loa linfocitos. Los lóbulos al tabicarse por el tejido 

conectivo sa dividen en lobulillos; la tabicación no es completa y 

permite cierta continuidad entre ~stos. En cada lobulillo 

pueden distinguir dos zonas; una interna que es la médula y 

externa que es la corteza; e•t~ óltima se pu&d• dividir, desde un 

punte de vista histológico, en dos subzonas; La corteza externa y 

la cort•za profunda CS11llanti, 197SJ Hood y Hood, 1978>. 



~ .. -la inmensa mayoria de la población celular de la corteza 

estA constituida por linfocitos. Entre ellos se encuentran formas 

grandes, medianas y pequef'l:as. Los macr6fagcs representan 

componente pequeno, pero constante de la población celular 

cortical; estan diseminados por la corteza y en la mayoria de los 

mam.ifero, con excepción del ratón, aumentan en número la 

frontera entre la corteza y la médula. Las células 

reticuloepiteliales son de forma estrellada y poseen 

caracteristicas endócrinas ya que secretan polipéptidos como la 

ti~opoyetina, que es inductor de la maduración de los 

linfocitos T <Bellanti, 1978; Hood y Hood, 1978) .. 

~-- Las células reticuloepiteliales son 

variables en su forma. En algunas Areas, 

aqui extremadamente 

mantienen figura 

estrellada y contienen numerosos haces de filamentos intermedios. 

En otras, son más grandes y tienen citoplasma pAl ido y una 

infinidad de prolongaciones citoplasmAticas; algunas son redondas, 

otras aplanadas y enrolladas unas !labre otras,, dando origen a las 

estructuras conocidas como corpúsculos t1micos o corpúsculos de 

Hassall. A su vez las células de la pared central de un corpúsculo 

de Hassall pueden degenerar o calciTicarse. Los linfocitos de la 

m6dula son mucho abundantes que los de la corteza y 

predomina la variedad pequeffa. En la médula del timo llegan 

encontrarse algunos granulocitos particular eosinófilos, 

n~~aro pequeNo; los macrof~gos son raros y las c6lulas plasmáticas 

est~n ausentes (Fig.1> CHood y Hood, 1978). 



CORTEZA MEDULA 

Fig. 1: Representación de la glándula del timo y de las 

estructuras presentes tanto en la Médula como 

cada lobulillo. Tomada de Bellanti, 1978. 

la Corteza de 



El tamaNo del timo depende de la edad del individuo, as! 

ha reportado que esta glindula alcanza su tamaNo m~Mimo hasta la 

pubertad. Después de ésta etapa comienza a involucionar, fénomano 

que continua hasta la sflnectud. En el humano al nacer la glAndula 

pesa entre 10 a 15 g y de 30 a 40 g la pubertad. Durante la 

involución d~l timo se produce en primer término una pérdida 

gradual de los linfocitos de la corteza y como resultado se borran 

las limites entre corteza y médula. Los timocitos y las células 

reticulares son substituidas paulatinamente por tejido adiposo. 

Alguno• elemento9 constitutivos del timo, como son los corpusculos 

de Has•al, aón pueden apreciarsP. en edad avanzada <Bellanti, 1978; 

Golstein y col. 1972>. 

FUNCION DEL TIMO 

Se ha demostrado la existencia de una interdependencia entre 

el timo y al mecanismo de respuesta inmunológica, ya que la 

extirpación del timo en animales recién nacidos ocasiona 

alteraciones como son pérdida de peso, seguida por deterioro de 

las condiciones fisicas y reducción de la población de lin~ocitos 

en ganglios, bazo y en la sangre con pérdida de algunas respuestas 

inmunológicas tales como el r~chazo a un transplante hetar6logo de 

tejido, incapacidad para producir anticuerpos y finalmente 

produce la muerte. <Millar, 1964; Millar y Osaba, 1967; Osoba, 

1965aJ. Se ha reportado que estos cambios pued~n revertirse total 

o parcialmente con el implante del timo o al administrar algunos 

extractos que han sido obtenidos de este órgano, si se realizan en 



lo• 2 o 3 dias posnatales <Asanuma y col. 1969J Goldstein y col. 

1971). 

En la Tabla 1 se muestran algunas de las-funciones del timo 

Y algunos desórdenes relacionados con deficiencias de este órgano. 

Se ha reportado ratones timectomizados al nacimiento una 

recuperación efectiva de la capacidad inmunológica, cuando se les 

injertan cápsulas Millipore en el tejido subcutaneo, las cuales 

contienen timos obtenidos de ratones de 1 a a d!as de nacimiento. 

Estos resultados apoyan la idea de que el timo produce factores 

hormonas que poseen actividad inmunológica, los cuales participan 

en la maduración del sistema inmune por un mecanismo end6crino, ya 

que la c~psula no permite el paso de células. La causa de dicha 

recuperación podr!a atribuirse entonces a los factores endocrinos 

que libera el timo <Osaba, 1965b; Osaba y Miller,1964>. 

Trainin en 1974 propuso la existencia de un factor producido 

por el timo que podria actuar sobre el sistema linfoide 

estimulando la linfopoyesis, induciendo inmunocompetencia en los 

linfocitos circulantes o por ambos mecanismos de forma simultanea. 

Se ha demostrado ya ampliamente que el timo tiene varias 

funciones importantes la inmunidad. Una de ellas es la 

participación en el proceso de proliferación y/o diferenciación de 

prolinfocitos, que bajo su influencia, secreta polipéptidos del 

tipo de la timopoyetina, maduran transformá.ndose en linfocitos T. 

Otra función importante es la producción de uno o varios factores 



Tabla 1 • - Sindromes clJ.nicos relacionados con de1'icienciaS en 

el t.imo. 

P'UMC:IONES NORMALICS 

DICL TJ:NO, 

D••-a.rrollo d• 
i. nmuno Lógi.ca, 

ltegener a.ci.ón de 
\nmunotógi.ca, 

Na.nt•n,mi.enlo 
i. nmuno \ Og i. ca. 

auloLnmune. 

ProduccLOn d•. to.clore• Ti.moma., a.ga.mc.;lobuli.nem\a 

e•li.mu.\anLe• de· la médula Ó••a con cipla.•i.o. eri.lroLde. 

ltegula.ci.ón de \.a -acLlv\.dad Di.•g•neeLa ovtlri.ca., 
end6cri..no en hLpoLALamo. hi.pófi.•i.• i.nferl\li.da.d, 
•upra.rr•na.L. lLroi.d•• y gónada•. 

Producci.ón de fa.cLor 
h l. po9\. u cemi.onl • 

Producci.6n de fa.clor de 

perm•abi. l i.dod, 

Producci.Ón de fo.clore• 
,nhi.bi.t.ori.o• de lo 
l ronemi.ei.ón retardada.. 

1 omada de Ambrus v Ambrus. 1973 
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u hormonas, es•nciales para la maduración de los linfocito• T 

inmunocompetentes <Asanuma y col. 1969; Osoba y Miller, 1964; 

Trainin, 1974>. 

HORMONAS TIMICAS 

El timo un órgano endocrino que participa en los 

mecanismos inmunitarios a través de los lin~ocitos T. y de la por 

la lib•ración de pOptidos Ejemplos de éstos son: una familia de 

péptidos acidicos llamados timosinas el Factor Timico Humoral 

<FTH>, el ~actor T!1Dico X (FTX> y la Timoestimulina CGoldstein y 

col. 1981; Trainin y col. 1983>. En la tabla 2, se presentan 

algunas da las caracteristicas de estas hormonas timicas. 

En 1975 fu6 estandarizada la fracción 5 de Timosina por 

Hooper y Goldsteln; usando el método de enfoque isoeléctrico de 

dicha fracción da timosina se reveló la presencia de cierto número 

de componentes la preparación; como la Timosina al, qua 

localiza •n las células epiteliales de la medula del timo y es el 

primer péptido presente en la región alfa. Esta péptido es 

potencialmente activo en la ampli+icación da la inmunidad de los 

linfocitos T y la modulaci6n de la expresión de la 

desoxinucleotidil transferasa terminal <Tdt> <Goldstein y col. 

1977; Low y col .1979; Dates y col. 1987>. 

La timosina (1 4, que se localiza en las células de la 

superficie cortical, es el primer péptido activo de la región beta 

de la fracción 5 de la timosina <Low y col. 1981). 
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Tabla 2:. - Preparaciones l1micas y sus efectos biológicos. 

PaJCPARACION 
TJ:N.ICA. 

Frocc l6n :s d• 
TLmo• Lno. 

TLmo•i.no cu 

TLmo• \.na fJ• 

T\.mo•i.no Ol7 

roclor Tim\.co 
numora.\. <FTH> 

roclor TimLco 
X 

Hormona Tim\ca. 

roct.or Tim\co 
U'T>. 

PROP:lltDAbES 

OU:IN:ICAS, 

Fom\L\.a de pol~péplldoa 
ocLd\.co• e•t.a.bl•• ol -­
ca.lar P. N • .1.000-u:sooo. 

PolLpépLido d• 28 ----­

r••Lduo• P, u, a.1.0• 
4,z. •ecuenci.ado. 

•• r••lduoe p, No •o•Z 
P. J. =a. :l.. ••cu•nclado. 

P.N. a:sooo •· 1. 8.ts 

•· N. azoo p. 1.. :s. 7 
••cuenclado, 

4P r••\.duo• p, N. -­
=-~oz ••cu•ncla.do. 

PolLpépLLdo P,N,­
•zoo •ecu•ncLa.do. 

olLcopéplldo P.N.­
:1.•00-aooo. 

Prol•ina. de a.pro•. 
90 kDa p, 1, 4. 7 

••cu•nclado. 

Tomada de Goldstein y cal. 1981. 
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EFECTOS 
D:IOLOO.ICOS, 

.lnduc• la dif•r•nc\.aci.6n 
d• cél. T, lncr•m•nla 
i.ncapoc\.dad•• del •\.•le­
ma. Lnmune 

modulo oclLvLda.d ldl d• 
l\.moc\.lo•, 10 v•c•• m:.. .. 
pol•nl• •n alguna• d• -
la• a.celan•• de lo fra.­
ccLón ts d• llmo•lna, 

lnduc• oc t. lvl da.d Tdl 
in vivo • in ui Lro -
en ce\.ulo• de méduLa 
Ó••o en rot.6n normal 
y at.im\.co. 

lnduc• la madura.c\.ón 

de célula• T ------­
•upr••oros, 

Aumenlo lo• llmoelt.o• 
promu•v• \o maduraclón 
de célula• T obe•rvoda• 
por a.\.orea.cllv\.dad y -
reacc\.6n mllÓgena. 

Induce marcador•• de -
cé\.u\.o• T en un grupo­
de cé\.u\.ae d• \.o médula. 
Ó••a, aum•nlo \.o ----­
funcl6n de var\.a• ---­
célula.• T. 

lncrem•nt.a. el nOmero d• 
célula• T en •a.ngre y -

ret.raeo lo -----------
hLpere•n•lbllLdad, 

suprlm• •\. d•l•rloro -­
que ca.u•a \o lLmei;:lomia. 

y r••louro \a --------
h l pereene l bl \ L dad, 

Modulo la producclón de 
l••lo•t.•ronu y LH in vltro 



La timosina a 7 que se observa en los corpOsculos de Haasall 

y células api tel i al es adyacentes a 1 os mismos es un potente 

inductor da las células T supreaora& <Tanka, 1986). 

En otros •>eporimentos, Boldstein y col. (1978> d•mostraron 

la afectividad de la -fracción 5 de timosina para inducir la 

dif•renciaci6n d& subcla•es RBpecificas de timocito& T (Células 

aseeina&, coadyuvantes y supresoras). 

Ademá.s de las timosinas, otros factores con actividad 

humoral han sido aislados del tejido t!mico y de la sangre, como 

al Factor T1mico 94'rico <FTS), la Timopoyetina, el FTX Cqua 

incramanta el número de cólulaa T y la recuperación de l• 

hipareen•ibilidad retardada t:n vt:tro e Ln uLvo), y la Hormona 

Timica homeoistAtica CHTH> <Goldstein y col .1981>. En el humano 

dasda el nacimiento hasta los 13 a.f'los da edad, el timo tiene una 

alta concentración de timosina al, la cual va disminuyendo en los 

sujetos con+orm• avanza el proceso de envejecimiento. La fracc:ión 

~ d• timosina decae hasta después de los 31a anos de edad. 

CHirokawa y col. 19821 Schuurman y col.1985>. 

Comaa C197:S>, observ6 que la HTH en la rata decae de&pués 

de los 30 d!as da edad; Rn humanos la mAxima actividad de esta 

hormona so observa antes del primer aNo de vida, y disminuye en 

forma paulatina conforme los sujetos se acercan a la pubertad. 
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MECANISMO DE ACCION DE LAS HORMONAS DEL TXHO. 

Es muy poco lo que se conoce acerca del mecanismo de acc16n 

de las hormonas del timo. Se ha observado que el FTS los 

linfocitos T promueve una elevación del AMPc intracelular <Bach y 

Oardenne, 1975>. El FTH también incrementa las concentraciones de 

AMPc v simultáneamente incrementa la inmunocompetencia de las 

células del bazo. De acuerdo con Kook y Trainin (1974), el 

nuclaótido ciclico actuarla como segundo mensaJero ya que su 

concentración se eleva r~pidamente desde los primeros minutos. 

En los linfocitou de los animales timactomizados en la etapa 

neonatal, se encuentra muy disminuida la actividad de la adeni lato 

ciclasa la que aumenta en presencia del FTS <Kook y Trainin,1974). 

La timopoyetina es otra de las hormonas timicas que aumenta el 

AMPc intracelular. Las timosinas actúan aumentando el GMPc en los 

timocitos murinos, sin alterar el AMPc, para que obtenga la 

mA>eima respuesta a estas hormonas. que se alcanza entre los s-11a 

minutos. para lo cual requiere de calcio en el medio (Naylor y 

col. 1979>. 

Cates y Goldstein l1984) han observado que tanto la fracción 

S de timosina como la Timosina al, estimulan la sintesis de PGE2 

en linfocitos inmaduros. El FTH jnduce la adquisición d~ la 

respuesta inmune que consiste en una serie de eventos bioquimicos, 

incluyendo el incremento r~pido en la actividad de la adenilato 

ciclasa y de las concentraciones intracelulares de AMPc <Trainin y 

col. 19831 .. 

14 



El mecanismo de acción molecular que utilizan la• hermana• 

Tlmicas es muy controvertido, debido fundamentalm•nte a la variada 

población que es blanco de su acción <Bach y Goldstein, 1980). En 

la tabla 3 se detallan los cambios que inducen algunas d• •Dtas 

hormonas en los nucle6tidos ciclicos <Trainin y col. 1983>. 

INFLUENCIA DE:L SISTEMA ENDOCRINO SOBRE EL TYMO 

Puesto que un órgano endócrino puede funcionar da manera 

sinérgica y/o antagónica con otros órganos endócrinos, es entonces 

razonable que al RMtraer las gónadas se produzcan alteraciones •n 

el desarrollo y función de otros órganos end6crinos. EGto se ha 

comunicado ya desde el siglo pasado por Calzolari <1898>, quien 

observó que la castración en conejos produce incremRnto 

significativo la masa del timo. En ratas prepúberes la 

caatraci6n retarda la atrofia del timo e incluso causa hipertrofia 

ti mica <Castro, 1974; Chiodi, 1940). Por otro lado, si la 

castración es realizada después de la pubertad se revierte la 

atrofia del timo, y éste incrementa su peso <Chiodi, 197b; Castro, 

1974>.Cuando me castran ratas viejas, el timo regenera y se 

observa una imagen histológica cercana l;a normal,est~ 

vascularizado y lleno de timocitos. Estos cambios se hacen 

evidentes alrededor de 3m dias después 

<Fitzpatrick y col. 198'5). 

de 1 a castra.ci6n 

La magnitud de la regeneración del timo parece ser de cierta 

maneradependiente del seMo, ya que al gonadectomizar ratas do 

diferente sexo, se observa que la regeneración del timo es más 
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pronunciada en machos que en hembras, produciéndose solamente 

hipertrofia timica sino también un incremento en la población de 

c6lulas T y B del bazo <Utsuyama y Hirokawa, 1989>. 

Se ha reportado que la involución del timo se debe a 

factores hormonale$, especificamente a los asteroides secretados 

por las gónadas y las adrenales. As! el tratamiento con esteroides 

gonAdales en animales prapúberes previamente castrados, reduce 

significativamente el tamano del timo, siendo los mAs efectivos la 

testosterona y •l estradiol <Fitzpatrick y Greenstei n, 

1997;Gillltte y Gillete, 1979>. La admini!Straci6n de estradiol 

durante la vida fetal o en la etapa nmonatal origina involución 

del timo, lo que provoca asimismo alteraciones en la inmunidad 

celular y diSMainución de la población de linfocitos timicos 

CScrepanti y col. 1982>. Se ha demostrado la eMistencia de 

receptare• a andrógenos, ••tr6genos y progestarona en la matriz 

epitelial del reticulo timico, lo que apoya la posibilidad de que 

los responsables de la atrofia timica, que se inicia despu~s de la 

pubertad, sean los asteroides sexuales <Fitzpatrick y ccl.1985¡ 

GrD•&man y col. 1979; Paarca y col. 1983). 

Stim&on y Crilly <1981) trabajaron con cultivos de 

c•lulas reticulo-&piteliales de timo de rata a los que agregaron 

varias concentraciones de astradiol, de testosterona o do 

progesterona. Evaluaron el efecto del sobrenadante, ensayándolo 

sobra células del timo, nódulo lin~oide y bazo y encontrAron que a 

excepción d• la progesterona, los esteroides indujeron cambios en 
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la secreción de factores inmunorreguladores siendo el ef•cto 

dosis- dependiente Esta estudio no solamenta confirma la 

producción de factores reguladores por el cultivo de células 

ret1culo-ep1teliales, sino que además muestra que la secreción de 

éstos es modulada por la presencia de estrógenos y andrógenos. 

Savino y col. ( 1988), cultivaran células epiteliales t11Qicas 

de humanos y rata& demostrando que todos los esteroides gonadales 

en un ranga de dosis fisiológica, estimulan la producción de 

timulin• siendo los mas eficientes progesterona y estradiol; 

probando as! que las hormonas esteroides pueden actuar 

directamente sobre células epiteliales timicas modulando la 

producción endocrina ... 

Dardenne y col. (1986), observaron que al castrar ratas 

macho las concentraciones de Timulina en suero decrecen medida 

que tran9curre el tiempo. 

administrar andrógenos en 

Simultáneamente 

los mismos 

observaron que al 

restauran las 

concantracione• da Timulina a valores normales, lo que sugiere 

papel estimulatorio para los esteroides se~uales en la regulación 

de la producción de hormonas t1micas que puede involucrar un 

control regulado por el eje hipótalamo-hipófisis-qonada-timo. 

Estos resultados ae ven apoyados a su por Grossman (1985>, el 

cual observa también la interrelación de la regulación de los 

sistemas inmunológico y reproductivo. 
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IHFLUEHCIA DEL TIMO SOBRE LAS GLANOOLAS DEL APARATO REPRODUCTOR 

El concepto de segulación unidireccional del timo por las 

gónadas, ha sida ampliado por evidencias experimentales que 

sugieren que esta regulación no únicamente uni sino 

bidireccional ya que se ha demostrado que el ti~o es necesario 

para el buen desarrollo de la gónada. 

En •1 ratón macho ti~ectomizado en la et•pa neonatal, no se 

ob•erv•ron cantbio• ap•rentes en el testlculo, ni en peso, ni an la 

citoarquitactur• de los túbulog aeminiferos o de las célulaa de 

Leydig <Nishisuka y Sakakura, 1969;1971>. Sin embo"J.rgo, má.s 

recientemente Hattori y Brandon (1979>, observaron que las ratas 

timectomiz•da• en el periodo neonatal presentan tasttculos 

peque~os con un intersticio edematoso, reducción en el di•metro de 

los t~bulos seminiferos, completa ausencia de aspermatogénesis y 

desaparición de espermatozoides del epi di dimo. También 

describieron infiltr•ción lin~ccitica an la hipófisis, tiroides y 

próstata, lo qu• Qn general sugimre que estos animilles 

present~ e•terilidad. Asimismo Deschaux y col. C1979> encontraron 

reducción del peso testicular a! timectomizar ratones en etapa 

neonatal. 

La timectomia real izada en ratas hembras en la etapa 

neonatal produce una con11i derabl e disgenesia ová.rica, 

caracterizada por répida pérdida de ovocitos y subsecuente 

disminución en el número de foliculos y cuerpos lúteos CNishisuka 
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y Sakakura, 1969;1971>. Se observó adem•s, una diamlnución de las 

concentraciones séricos de la hormona luteinizant• CLH>, hormona 

foliculo estimulante <FSH> y hormonA del crecimiento <GH>. Estos 

efectos se podian prevenir si sa realizaban injertos temprano• do 

timo,bazo o bien por inyecciones de una suspensión c•lular da 

estos órganos lin+oid•s <Mich~el, 1979; Michael y col.19Bm>. 

En los ratones hembra ccngénitamenta atimicos n'UM también 

se observa disgenesia ovarica y retraso en el desarrollo puberal, 

caracterizado por apertura vaginal retardada y ~arcada disminucion 

de la +ertilidad; adern.i.• presentan dlsminuci6n de la producción da 

gonadotropinas <Rebar y col.1980). Todo lo anterior ••corrige con 

transplante de timo en el periodo neonatal,<Rebar y col.1981). 

En los ratones macho nud~ se ha observado una disminución en 

la producción de gonadotropinas, que es mayor los 40 dias, 

momento previo a la maduración sexual, y que pwrsiste hasta la 

madurez. También se produce una disminución •n las concentraciones 

séricos da teatosteron• probablement• secundarios a la falta de 

estimulaclón por las gonadotropinas. En msta cepa, loB machos sen 

fértiles, a diferencia de la9 hembras que prasentan problema& de 

fertilidad. Aunque precariamente, la disminución en la producción 

de gonadotropinas también puede prevenirse mediante el transplante 

temprano de timo <Rebar, 1982>. Por lo anterior, se infiere que el 

modelo n~d9 no se comporta exactamente igu•l que el de los 

animales timectomizados, lo cual enfatiza la complejidad de la 

interacción Timo-Sistema reproductor y de la dificultad de su 

estudio. 
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Farrokhi y col. < 1988> encuentra en BUS estudios 

substanciales diferencias entr• comportamiento hormonal da ratas 

hembras y machos. Al timectomizar en al periodo neonatal ratas 

macho y hembra observó que las concentraciones de LH y Prolactina 

<PRL> en plasma no se modificaron en los machos, pero si en las 

hembras en el periodo pre y postpuberal. Las gonadotropinas d• la 

hipófisis no se alteraron en hembras tim11etomizada&, ewc•pto a los 

90 dias de edad. En cambio en los machos timectomizados de 60 y 90 

dias de edad la concentración de LH y PRL disminuyo 

significativamente. 

Hichael y col. (19Bm>, 9ncontraron que en ratone& hembra 

timectomizados neonatalmenta produjo disgenesia del ovario entr• 

los 20 a 24 dias de edad, observando~e también una importante 

dimminución de las gonadotropinas hipofisiarias LH, FSH y GH entre 

los dias 19 y 20 de edad. 

Experimentos Ln vLtro uti.!tzando un módelo de perfusión para 

el sistema hipotálamo-hipófisis muestran que dos hormonas timicas, 

la fracción de Timosina ~ y la timosina B 4, •~timulan la 

liberación de la hormona libmradora de las gonadotrópinas <GnRH) 

por el hipotAlamo. estimulando a su vez la liberación de LH por la 

hipófisis. ( Spangelo y col. 1987>~ La Fig.2 muestra un esquema de 

la interacción bidireccional Timo-GlAndulas endocrinas, en •l que 

la activación de la liberación de GnRH dal hipotAlamc por las 

hormonas timicas estimula la liberación de LH de la hipófisis y & 

su vez esta hormona estimula la producción de esteroides sexuales 
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Fig. 2: Representación de la interacción bidireccional 

Timo-Glo\ndulas endocrinas, donde l.;\ 1 iberación dr? GnRH estimulñ l<:'i 

liberación de LH y está estimula la prodL\CCi6n de esteroides 

sexuales, los que a su ve:: afect<.ln al timo la m?.ner.:i de 

mecanismo de retroalimentación negativa. Tomñdn dc Gros-:;man y 

Reselle, 198::!-. 
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TABLA 3 .. - Cambio& que inducen algunas hormonas t1mi cas en los 

FACTOR TIMICO 

Fracción 5 de 

Tint0aina. 

cd 

(U 

Timapoyetina 

THF 

nucle6tidos c1cl ices .. 

ELEVAC ION DE 

AMPc. 

+ -

+ 

ELEVACION DE 

GMPca 

+ 

+ 

N.R 

FST N.R 

<-> No produce cambiosª 
(+) Incrementa los niveles del nucle6tido. 

NR No reportado. 

RESPUESTA DE 

LOS LINFOCITOS. 

Tima 

Nodulo linfoide 

Timo 

Tomada de Trainin y col. 1983. 
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por la gónada, las que afectan a su vez al timo; a la manera de un 

m•canismo da retraalieentaci6n negativo <Grossman y Reselle, 1983; 

Hichael y Chapman, 19901. 

TESTICULO. 

Los testiculos son parte del aparato reproductor masculino, 

junto con diversos conductos que almacenan y transportan el semen 

y algunas glAndulas accesori3s, como las vesiculas seminales, la 

pró•t•ta y la• glAndulas bulbouretrales <glAndulas de Cowper) 

<Tortor• y Anagnaatakos, 1984> .. 

El test1culo •• un• glAndula lobular compuesta, rcdeada por 

una gruesa cApsula fibrosa, la túnica albuginea, que extiende 

en sentido interno y divide a cada testiculo un conjunto de 

co19Partimientos internos los que denomina lobulillos 

testiculares. Cada lobulillo estA constituido por uno cuatro 

tóbulos s~~iniferos sumamente retorcidos, éstos constituyen la 

porción eMOcrtna del testiculo, que es esencia una glAndula 

citOgena, cuyo producto de secreción holocrina estA formada en 

gran p•rte por c6lulas completas, los eepermatozoides, loa que 

all1 inician su desplazamiento en un conjunto de conductos. Las 

células d• Sertoli que se encuentran incluidas entre los 

espermatozoides en desarrollo en los tóbulos, producen secreciones 

que aportan nutrientes a los propios espermatozoides. Entre uno y 

otro túbulo seminlfero se observan agrupamientos de células 

intersticiales o de Leydig, las cuales constituyen el tejido 

endocrino del test1culo (Fawcet, 1988). 
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El testiculo secreta principalmente eateroide• andróoenicos, 

de los cuales el más importante es la testosterona¡ produce adamas 

androstenediona y dihidroepiandrosterona. Ademas de andrógenos el 

testiculo secreta estr6qenos, los cuale• ~on producidos tanto por 

la célula de Leydig como por la de Sertoli por aromatización de la 

testosterona <Dufau, 1988; Eik-Nes y Hall, 1965>. 

Los testiculos se desarrollan en una fase temprana de la 

vida embrionaria a partir de la pared dorsal de la cavidad 

abdominal y más tarde dencienden hacia al escroto, que es la 

estructura de sostén de los testiculoe. 

CELULAS DE LEYDIG 

Las células de Leydig son el componente endócrino del 

testículo, se localizan en los espacios angulosos situados entre 

los tortuosos túbulos seminiferos. Las células de Leydig son 

ordinariamente de forma poliódrica irrooular, de 14 20 µm de 

diámetro cuando estAn apretadas unas contra otras¡ pero en la 

periTeria de los grupos o cuando aparecen meparadas, pueden ser 

alargadas o fusiformes. El gran núcleo e5férico contiene una 

peque~a cantidad de heterocromatina dispuesta periféricamente y 

uno o dos nucleolos llamativos; &on frecuentes las células 

binucleadas. Junto al núcleo, hay un Area grande y clara que esta 

ocupada por un aparato de Golgi bien desarrollado. Las 

mitocondrias son abundantes y muy variables de forma y de tama~o. 

El citoplasma es acid6filo en las preparaciones ordinarias y puede 
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contener varias vacuolas, de las que han sido axtraidas las 

gotitas de 11pidos por los solventes utilizado• llf1 las 

preparaciones histológicas. Estas vesiculas contienen ésteres de 

colesterol, los cuales non hidrolizados por esterasaa solubles 

el citoplasma que rodea a las inclusiones lipidicas, proveyendo de 

esta manera el colesterol libre necesario para la biosintesia de 

esteroides. Al igual que en otras células endocrinas secretoras de 

asteroides, el rasgo estructural mAs llamativo de las c6lulas 

intersticiales es la riqueza en retículo endoplAsmico liso. Esta 

vasta Area contiene muchas de las enzimas necesarias para la 

biosint~sis de asteroides, lo que permite a las células de Leydig 

secretar en promedio 10800 moléculas de testosterona por segundo. 

Las células de LeydiO sintetizan y liberan la hormona 

sexual masculina, la testosterona, que tiene concentración 

local alta para mantener la espermatogénesis de los tóbulos 

seminíferos. Ademt..s de esta acción lo~al, la testosterona que 

circula en la sangre es esencial para mantener la función de 

las gléndulas accesorias del aparato reproductor masculino1 

también e& responsable del desarrollo y mantenimiento de los 

rasgos sexuales secundarios masculinos <Fawcet, 1988). 

Las células de Leydig '3e di forenci an y funcionan en 

medios endocrin~l6gicos distintos <en útero y periodo post-natal> 

en los cuales existen diferencia9 en los factores que regulan la 

esteroidogénesis. La presencia de receptores espec!fico9 a LH y 

hCG durante el desarrollo de las células de Leydig un 
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pr•rrequisito para la síntesis de testosterona y la organogénesis 

masculina. El primer evento que ocurre en la diferenciación de la 

célula de Laydig es la síntesis de r·eceptores para que se inicie 

la producción de testosterona <Frcwein y Eng1tl, 1974). La 

C•pacidad de unión de los receptores con respecto a la hCG, la 

r•spuesta mAMima a la hormona, asi 

testosterona basal, y la producción de AMPc 

la producción de 

similar en la 

población de las células da Leydig del periodo prenatal y los del 

postnatal. La producción da testosterona disminuye posteriormente 

•ntr• el naci,.iento y el día 150 <Huhtaniemi y col. 1981ZU. Sin 

eMbargo lae dos poblaciones responden de manera distinta a la 

hiperestimulación con hCG; la fetal no presenta el fenómeno de 

de•unsibilización de r•ceptores descrito par• las células adu1tas. 

Eate fenómeno empieza a aparecer entre los lm y 2~ diae de vida 

peana.tal 1 &l'l el tiempo de transición entre la población fatal y la 

adulta. La& diferencias entre el tipo de respuesta de las dos 

poblaciones ante la estimulación con hCG puede deberse a que en la 

poblaci6n fetal no existen raceptores a estradiol, hormona que 

causa el bloqu•o en la producción de testosterona. En el adulto en 

cambio, la regulación por estradiol controla las concentraciones 

de •ndrógenos lo que resultara inapropiado en la etapa fetal en la 

que no seria fisiológicamente adecuado 9 dado que necesitan 

concentraciones altas de andrógenos para la diferenciación de los 

genitales masculinos y del Sistema Nervioso Central <Huhtaniemi y 

col. 19821. 

26 



CARACTERISTICAS DE LAS HORMONAS LUTEINIZANTES CLID Y GOMADOTROPIN.t. 

COIU ONI CA HIJM.t.NA C hCG> • 

La LH y la hCG son glucoprote1nas constituidas por dos cadenas, 

la• subunidades ~ y p unidas forma no covalente por puentee 

disulfuro. La subunidad a de lA LH consta de 89 aminoacido&, con 

cinco puentes disulfuro; en ambaG hormonas esta eubunidad es 

estructuralmente Qimilar, c:cn microhetercgen•idades en la 

secumncia NHa-Terminal <Saxena y Rathnem, 1q76). 

La Subunidad ~ de la LH tien• 115 aminoAcidos, con b 

puentes disulfuro, también es homóloga a la de la hCG pero la de 

ésta ~ltima posee 30 amino~cidos adicionales en el grupo carboxilo 

terminal. La •ubunidad ~ determina el reconocimiento •specifiro de 

la hormona por su re~eptor <Bahl y Moyle, 1978>. 

La LH y la hCG compa,~ten el rEM:Gtptor de la célula de Leydig 

con afinidadeg comparables. Estructuralmente son casi idénticas y 

su m•yor diferencia ee el lugar anatómico de sinte•is, la 

hip6fiais y la pl l\centa, ruapectivamente. (Dufau y Catt, 1978). 

HEC.t.NISMO DE ACCIOH DE LIVhCG A NIVEL DE LA GOll.t.DA HASCULIN.t. 

La regulación fisiol6gica de la sacraci6n de gonadotropinas 

se lleva a cabo a través de una interrelación funcional entre el 

hipot~lamo, la hipófisis anterior y la célula d• Leydig. Este 

fénomeno ee desencadena por la acción de la GnRH la cual,en los 

mamifero& es sintetizada en el hipot~lamo <Nowak y col. 19B4J 
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Schally, 1978), y es transportada luego por el sistema porta hacia 

la adenohip6fisis. La GnRH actaa sobre receptores especificas de 

la• Células basófilas de la adenohipOfisis y éstas en respuesta 

liberan LH <Bardin,1979). 

La LH actúa sobre receptores membr•nales especificas de la 

célula de Leydig, que son les mismos que los de la hCG (Catt y 

Dufau, 1978; Dufau y col. 1984; Tanka, 1986). 

En la figura 3 se presenta la via biosintética en la cual 

el colesterol es el substrato primario para la sintesis de la 

testosterona; éste normalmente es almacenado en el citoplasma de 

la c6lula de Leydig, ya que lo toma del espacio extracelular o 

bien puede sintetizarlo a partir de acetato lLoza y col. 1988). 

Para iniciar la esteroidogénesis, es necesario que el 

colesterol sea tranaladado a la mitocondria. El siguiente paso 

consiste en la conversión del colesterol a pregnenolona, esta 

reaccion participan ademAs del complejo en~imá.tico citocromo P450 

el NADPH y el oxigeno molecular. Esta primera reacción es el paso 

li~itante de la bioa1ntesis y es regulada por la LH. La 

esteroidogénesis continua en el reticulo endopl•smico liso <RELl, 

es decir ya no es mitocondrial sino microsomal. En el REL se 

produce la conversión de pregnenolona progesterona, en esta 

étapa participan enzimas ~-hidroxiesteroide 

de•hidrogenasa y la A~A' isomerasa. El NAD es el aceptar de los 

hidrógenos que se liberan en la reacción. 
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f.10D!!LO DL: ACTIYACION DE LA L1 l-l1CG. ACCION DE LA llOílMONA 
SODílE LA ESTEílOIDOGENESIS 

.,~- -~!~~~ -.>>;~.--·-~.--._:e·.·' ---

L!:>u;SJ~~~A ! 
• GTP~~---' 

•.' .· ATP-º--.l,, vAMPc 

A-RECEPTOR 
/\~ AOENILCICLASI\ 
N- PROTEINA REGULADORA 

OE NUCLEOTlllOS 

rn REGULADORA\ PROTEIN/\OIJINASA r-- C7CATALITICA J -
EVALO•)ATO ATP--i i -.... '\ j FOSFOAILACION i 

ACETOACETIL CoA COLESTEROL PROTEICA SINTESIS DE 

ll5 1 4,5 

ARN 

+ 
SINTE51S 
PROTEICA 

17 hidroxlpre9nenolonc~ PROGESTEnoNA 
. 4,5 

2 i J 1 
t1etildroepiondro:;lcndiono ~ 17cr hidroxlprogesferono 

4 ,5 

2 J 
ondroslendiol 

1M.Q.E!i J 2 
ondrostendlono 

l 3 

T6STOST ERONA 

Fig. 3: La hCG y la LH interactúan con los receptores 

membranales de la cáolula de Leydig, los cuales unen el ligando con 

alta aTinidad, actuando el sistema de la adenil-ciclasa, via 

AMPc y los sistemas en:zimAticos que tradLtcen la sefíal hormonal 

en una respuesta aguda de la célula, en este caso la sintesis de 

testosterona. Los numeres indican las enzimas que catalizan cada 

secuencia. l> 170.-esteroide hidro:~ilasa; 2) 17,'..:~-estercide liasa 

(desmolasa>; 3J 17(1-hidro:desteroide deshidrogena$i\; 

(1-h i dro>t i esteroi de deshidragenasa~ 5) 3-cetoesteroide 

A4-A~-isomerasa. Tomada de Loza y col., 1988 
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La Conversión de progesterona a 17Q-hidroxiprogesterona se 

realiza m~diante la participación de la enzima 17a-hidroxilasa. 

Para que la reacción se realice se requiere la presencia del 

oxigeno molecular y del NADPH. La 170-hidro~iprogesterona es ya un 

producto de $ecreción intermedia de la célula de Leydig. 

siguient• paso es la conversión de la 

17Q-hidroxiprogesterona en A4 androsteno-3,17-diona, en la cual 

participan las enzimas 17-20 liasa, que remueve la cadena de dos 

carboneQ, y la 3/)-hidraxie5teroide deshidrogenaaa. 

F\nalmente se lleva a cabo la conversión de la 

andrastendiona a testosterona, par m•diación de la enzima 

17¡)-.-hidroxivsteroide d•shidrogena~a CHall, 19Be, M•lner y col. 

1982). 

El mecani~mo dependiente del AMPc e5 la via principal par 

.. dio de la cual las células de Lftydig responden a la estimulaci6n 

trófica (Catt y co1.1q7ql Mendelson y col. 1975). Al actuar la 

LH/hCG aobre el test1culo sa estimula la adenilato ciclasa y se 

libera AMPc. Este nucleótido a análogos del mismo como el 

dibutiril-AMPc y al 0-Bromo AMPc inducen la formación de 

te5tosterona por activación de la proteina qui nasa y la 

subsecuente ~osfcrilaci6n de proteínas. (Huhtaniemi y col.1980>. 

Se ha observado que la activación de AMPc depende principalmente 

d• la prataina quinasa y no tanto de la presencia de calcio, 

encontr~ndose que el efecto de éste mas probable después de la 

activación de la prcte1na quinasa. Sin embargo~ necesaria la 



presencia de calcio para la producción de testosterona, pues se ha 

visto que en ausencia de este i6n la producción de testosterona 

decreció aproximadamente 1 a 3 veces, comparación con el grupo 

control que contenta calcio 2.s mM <Dave y col. 1987; !ida y col. 

1986; Janszen y col. 1976; Sullivan y Cooke 1986). 

As!mismo,la incubación de células de Leydig con forskolin, 

el cual activa directamente a la adenilato ciclasa, da como 

resultado un incremento en los niveles de AMPc intracelular 

(Darfler y col. 1982; Ealey y col.1987; Frandkin y col. 1982; 

Moger y Anakwe, 1983 Moriwak y col.1982; Themmen y col. 1985>. 

Las hormonas LH/hCG provocan un incremento en la actividad 

de la esterasa de colesterol y fosforilaci6n del sistema del 

citocromo P-450; también inducen una mayor actividad de las 

enzimas encargadas de la ~onversi6n de la pregnenol ona a 

testosterona C17a-hidroxilasa y a17-20 liasa, desmolasa>; de la 

17p-hidroMiesteroideshidrcgenasa y 3(lhidrcxiesteroidesh1drogenasa. 

A su vez, estas hormonas promueven el reciclamiento de los 

receptores y producen, determinadas condic:iones 

desensibilizaci6n de los mismo~ tDufau y col.1984). 

El mantenimiento de la función y el número de receptores 

para LH/hCG está regulado por un mecanismo homólogo, del que es 

responsable la concentración de LH o hCG circulante, y por otro 

heterólogo dependiente de otras hormonas como la PRL, la FSH, la 

HG. la GnRH y probablemente de hormonas esteroides como el 
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••tradiol <Catt y Dufau, 1978). 

Las células de Leydig madurae son capaces de autorregular la 

cantidad da sus propios receptores a LH, mediante un mecanismo de 

des•nsibilización de los mismos ante el estimulo hormonal. Es 

auficiente la administración in vivo de una sola dosis 

suprafisiológica de hCG, LH GnRH para que sa produzca el 

~.nómeno, que con•i•t• en la pérdida de receptores 

disminución de la respuesta esteroidogénica ante una 

y la 

nueva 

•sti~ulaci6n con hCG in vitro. La depleción de receptores se 

observa 10 horas después de la inyección inicial, siendo precedida 

por un aumvnto del S0X en el número de receptores a las 6 horas. 

El afecto desensibilizante se obsmrva con dosis da hCG de entra 

e.4 y 19 µg CDufau y col. 19791 Habbarfimld y col. 1986; 

Kuhn-Valt•rn y Staib, 1984>. Al mismo tiempo la estimulación con 

hCG produce un aumento inicial en la producción de testosteron,a la 

cual es seguida por un periodo refractario donde la respuesta 

hCG o AMPc queda alterada por horas o dlas <Catt y col. 1979). 

Otro tipo de desensibilización fte produce a nivel anzimAtico por 

desactivación de la• IRl'lZimas de la v~a sintética, mediante su 

fosforilaci6n, mecani•mo qua al parecer esta mediado por estradiol 

y fosfatidilinositol. La desensibilización enzimAtica puede ser de 

dos tipOSJ uno, llamado 'teatprano' es originado por dosis altas de 

hCG es a 10 µg> y caracteriza por una disminución de la 

s1ntesis de pregnenolona. Este tipo de lesión no es inducida por 

el GnRH. Algunos autores consideran que esta lesión debe a 

bloqueo de las enzimas que participan en el proceso de sinteais de 

32 



esteroides, mAs que a un decremento en al colesterol disponible 

<Aquilano y col. 1985)¡ el 13egundo tipo de desensibilizaci6n 

enzimAtica llamada •tardia', se presenta con dosis mAs bajas de 

hCG <2 a 4 µgJ, y origina un bloqueo parcial de las enzimas 

17a-hidrolasa y 17-2m daumolasa, con la con$iguiente acumulación 

de los asteroides correspondientes •n el tasticulo. Se ha 

observado también que hay un aumento las concentraciones 

circulantes de los precursoras progest•rcna y 17a-prcgesterona sin 

existir alteración de la producción de pregnenolona. Este tipo de 

lesión es producida también por la administración da GnRH <1m0no>. 

(Dufau y col 19791 Nczu y col. 19B2J Perking y Payna, 1984JQuinn y 

Payne, 1984). Otro tipo de desensibilizaci6n se presenta también 

por alteraciones mn la adenilato ciclasa. Estudios con forskolin y 

con toxina dal cólera, las cualas e&timulan a la adenilato ciclasa 

sugieran qua la regulación negativa homóloga y heter6loga es 

ocasionada por lesione& ante$ y después de la subunidad 

estimulatoria de la pr·ote!na B durante el proc:a•o de activación de 

la adenilciclasa <Dix y col.19B4>. 

AHTECEDEHTES EXPERIMEHT ALES 

Se ha encontrado en •1 timo un factor, obtenido a partir del 

polvo acetónico de este órgano, qua tiene actividad inhibitoria 

sobre la producción de testosterona estimulada con hormona 

gonadotrofina corionica (HCG>. Eate factor tiene un peso molecular 

apro~imado de 30 KDa. y es de naturaleza proteica, se le ha 

denominado Factor Timico <FT>. <Pedernera y col.1986>. Se ha 
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demoatr•do que este f•ctor modula la respuesta de las células de 

Leydig a l~ hCG, mediante una inhibición de tipo competitiva en la 

unión de esta horntena a su receptor especifico (Hiriart y Romano, 

1986). 

Romano y Martin (1992) estudiaron el efecto de medios 

condicionados obtenidos de células reticuloepiteliales del timo 

sobre la esteroidogénesis inducida por hCG,en suspensión de 

c•lulaa de teat1culo de rata adulta, observando que el medio 

condicionado de estaa células reproduce el efecto del FT obtenido 

a partir del extracto cetónico de timo. Estos datos sugieren que 

se trata de la misma molécula y que el FT 

c•lulas reticuloepiteliales del timo. 

producido por las 

Tambi•n ae ha probado el FT sobre células dispersas de 

ovarios .. adut·o!I y ee observó que disminuye la liberación 

eetimul&da de teatosterona, progesterona y estradiol <Aguilera y 

Ronw".no,1989). As1 también se ha observado que potencia el efecto 

dala GnRH sobre las células adenohipofisiarias en cultivo <Mendoza 

y Romano, 1989) .. 

Se ha demostrado que el FT es dependiente de la edad, 

alcanzando un pico de liberación a los tres dias del nacimientoe 

<Reyes-Esparzas y Romano,1999). 



HIPOTESIS 

Se ha dernastrado qum en al tirDO de la rata prepóber, eKiste un 

factor con un peso aproMimado de 30 kDa que modifica la 

respuesta de las células testiculares a l• hCG al competir por el 

mismo receptor, observando una disminución la s•creción de 

testosterona inducida pcr esta hormona. 

En la presente tesis •e decidió profundi7.ar en el estudio del 

afecto directo del Factor Timico sobre las células testiculares. 

Se postuló que es posible que la presencia del Factor modificara 

otros niveles de la estaroidogénesis, por ejemplo la 

adenilato adenilato ciclasa o bien que su efecto pueda sar mediado 

a través de segundos mensajeros. Se investigo si el Factor Timico 

inactiva toda la v1a o si posible revertir al efecto 

de activar directamente a la adRnilato ciclasa con forskolin 

la via esteroidogenica con segundos mensajeros como el AMPc. 
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OBJETIVO GENERAL• 

Estudiar el mecanis.io por el cual la fracción de medio do 

incubación de timo <FrMIT> modula la producción de testosterona en 

l~• células testiculares in vitro 

OBJETIVOS PARTICULARESr 

1.- Estudiar el efecto de la FrMIT cu•ndo se estimula la 

esteroidogéneai& actuando sobre el 

adenilato ciclasa. 

sistema de la 

2.- AnAlizar si la FrMIT interacciona con el AMPc modificando 

•l efecto dv este nucléotido sobre la producción basal y 

estimulada de testosterona. 

3.- Estudiar el efecto qum produce la FrMIT en una 

preincubación de células testiculares estimuladas y no 

con hCG sobre subsiguiente expo5ici6n estas 

a la gonadotropina. 
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MATERIALES Y HETOOOS 

ANIMALES: 

Los timos sa obtuvieron da ratas macho Wistar de 14 

dias de edad y para los bioensayos de célulag testiculares se 

utilizarón animales de 3 a 4 meses de edad. 

MEDIO DE INCUBACION: 

Para la obtención del timo, ratas de 14 dias 

de adad se anestesiaron con éter cloroformo. Se realizó una 

incisión toraxica por donde se extrajo el timo, el cual lavó 

dos veces en medio de cultivo (Medio esencial minimo de Eagle 

modificado por Dulbecco, DMEM>. Se retiraron re5tos de otros 

tejidos y la cApsula conectiva que lo cubre, cortó 

+ragmentos de 3rnm aproximadamente que lavaron nuevamente 

DMEN para disminuir la cantidad de linfocitos. Se escurrió el 

medio de lavado, absorbiéndose el exceso con papel filtro; los 

trozos timicos as! tratados se pesaron inmediatamente e incubaron 

a razón de 500 mg de timo por 20 ml de DMEM, que contenía ademá.s 

AlbYmina sárica bovina al ~.1~, durante dos horas en un matraz 

cerrado a 37°C, con agitación de 60 ciclos por minuto. 

Posteriormente, se centrifugó la suspensión a 3e00 rpm. durante 

10 minutos, colectándose el sobrenadante al que se llamo Medio de 

Incubacion de Timo <MITJ el cual se liofilizó y conservó una 

temperatura de -20ºc hasta utilizarse. 
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CROMATOGRAFIA DE FILTRACION MOLECULAR. 

Esta crQQatografia utilizó para separar la fracci6n 

carraspondiente a los 30 kDa; la resina empleada fué SephadeK G75 

(farmAcia>. La re&ina fué hidratada con buffer de eluci6n Tris 

0.0~M + NaCl 0.lM pH de 7.4 y empacada en una columna de vidrio de 

1.6 >e Ul0 cm. 

La columna se calibró mediante una mezcla de prote1nas de peso 

molecular conocido, Hemoglobina P.M. 60 kDa, Media Hemoglobina 

P.M. 30 kDa y Citocromo e, P.M. 12 kDa El volumen muerto de la 

columna se determinó inyectando junto con los est~ndarea Azul 

Dextran P.M. de 1000 kDa; el flujo de la columna fué de 20 ml/h y 

se corrió en cuarto fria a una temperatura de 4°C. 

El MIT se resuspendiO en 4 n1l del buffer de eluci6n. Esta 

suspensión se eluy6 a través de la columnA de filtración molecular 

a una tmmperatura de 4°C y 

4raccione& de 4 ~l. 

flujo da 20 ml/h, colectando 

Las fracciones con peso molecular cercano a 30 Kd, <Fracción de 

Medio de Incubación de Timo (FrMIT>>, se liofilizarón y guardaron 

a una temperatura de -20ºc, hasta la realización del bioensayo. 

La figura 4 muestra esquemAticamente la metodolog1a descrita 

para la obtención del FrMIT a partir del MIT. 
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PREPARACION DE FrMIT 

~ 

Timo 

Lavado DMEM + AS 8 

lncuboclori en 
DMEM +O.i" ASB 
o 37ºC por 2h. 

~ 1500gxl0mln 

J 
Concentración por 
Lloflllzacldn 

Cromatograflo de 
Flltrocldn-Moleculor 

Froccldn de 
30KDa 

Fig. 4: Esquema de la metodologia seguida para la obt.enci6n 

del FrMIT a partir del MlT. 
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BIDENSAYD EN SUSPENSIDN DE CELULAS TESTICULARES 

Se utilizaron ratas adultas de 3 a 4 meses de edad que fueron 

anestesiadas con éter o cloroformo, se disecaron los testiculos y 

se retiro la capa albug!nea. La masa ti•ular se incubó en una 

solución de DMEM con Albúmina 0.lX y Colagenasa 0.145 mg/ml, 10 

ml/testiculo, a 3S°C con agitación de 190 ciclos por min, durante 

15 min. 

Posteriormente, ae agregó a la suspensión celular un volumen 

igual de Dt1EM con Albúmina sérica bovina 0.1% y se filtró a través 

de una malla de nylon. la suspensión asi obtenida se centrifugó a 

800 rpm durante 10 min resuspendiéndose la pastilla celular en 

DMEM con AlbCmina sérica bovina 0.17. e isobutil-metilMantina 0.1 

mM a razón de 1 ml/100µ1 de pastilla. De esta suspensión celular 

se sembraron 2em µl en matraces que contentan DMEM Albúmina 

0.lX + isobutil metilxantina 0.lmM En lo& grupos control las 

células recibier6n buffer de eluciOn y las problema FrMIT al 20X 

v/v. En algunos grupos la esteroidogénesis se estimuló con hCG (1 

mU/ml), Forskolin (15 µM> o bien con 8 bromo AMPc C1.5 mM>. En 

otros no se agregar6n substancias estimulantes y se consideró que 

expresaban la secreción basal o espontAnea de testosterona. 

Las muestras se expusieron a COz + aire (5 y 9SX> e incubaron 

a 34°C durante 2 horas con agitación de 60 ciclos/min. Al 

finalizar, el medio se centrifugo a 3000 rpm durante 10 minutos y 

colectó el sebrenadante que fue usado para 

testosterona CHiriart y Romano, 1986). 

cuantificar 

La f1gura 5 muestra esquem:..ticamente la metodoloo1a descrita 

anteriormente. 



PREINCUBACION1 

Para estos experimentos las células testiculares se 

incubaron en 2 tiempos de 2 hr cada uno. El primer tiempo que 

llamó d• preincubación, se realizó de la siguiente manera: A> OMEM 

aolo, 8) OHEM + FrMIT, CJDMEM + hCG lmU/ml, DJ DMEM + hCG + FrHIT. 

Al finalizar este primer periodo la suspensión celular 

centrifugó a 800 rpm durante 1m min para separar las células que 

todavi• permanecían en él. El sobrenadante se almacenó a 4ºC hasta 

que se midió la concentración de testosterona. La pastilla celular 

se resuspendió en DMEM má.s Albúmina sérica bovina y se centrifugó 

nuevamente a 800 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante 

desechó y la pastilla celular se resuspendi6 en DMEM más Albú~ina 

s6riva bovina 0.1X y 1 mM da isobutil-xantina, para utilizarse en 

la segunda fase del experimento -incubación-

Del grupo A de la praincubaci6n se formaron 4 subgrupos Aa> DMEM 

solo. Ab>DMEM + FrMIT, Ac) DMEM + hCG 1mU/ml, Ad>DMEM + hCG + 

FrMJT. Del grupo B se originaronn 2 subgrupoa Ba> DMEM sólo y Bb> 

DMEM + hCG 1mU/~l El grupo C originó 2 subgrupos Ca> DMEM sólo y 

Cb> Dulbecco + hCG 1 mU/ml. Finalmente el grupo D originó un 

subgrupo Da cuyas células fueron incubadas en DMEM sin ningOn 

agregado. 

La 4igura ó muestra en forma esquemc\tica los pasos que se 

siguieron para estos experimentos. 



Testlculos 
rota Óadutto 

i 
@ 

Ellminor copo 
olbuguinea 

l f\ OMEM + AlbÚmi nci 0.1 % Q + Cologenoso 0.015 % 

i 
~;~ 

~ 
l 

15 mln en ogltoclón 
a 37ºC 

Poso por malla 
de nylon . 

C1:2) 405 g x 1 O min 

l 
~ 

l 

~ 

Postilla celular 

Aesuspens\Ón de lo pos tilla 
enOMEM+AlbUmlno O.,% 
+Xonllna 0.1 mM 

DMEM+Xanllno 0,1 mM 
+Buffer de elucido. 
DMEM+Xonlina 0.1 mM 
+FrMIT. 

Siembro de Allcuotos DMEM+ Xonlino O. i mM 
+hCG 1 mU/m\ 

..±.!!J!!.!tt_Qu.l!L<l!;[n._ 
OMEM+ Xontlno 0.1 mM 
+ hCG 1 rn...UJ...mJ..±..Er..MlL 

Fig. 5: Esquema de la metodologia seguida para la obtención 

de la suspensión testicular, y la manera en que se dividier6n 

estas para la realización del bioensayo. 
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Ld incubación sa realizó en las mismas condicion•a da&crit•• 

anteriormente, es decir durante 2 horas a 34 ºe en una atmosfera 

de COz + aire CSX ; 957.). Al terminar e•ta segunda incubación s• 

centrifugaron las suspensiones celulares a 3m0m rpm durante 10 

minutos, se colectaron los sobrenadantes y se almacenaron a 4°C 

hasta determinar la concentración de testosterona presente en 

ellos. 

PREINCUBACION CZh> 

DMEM. 
A 

DMEM + FrMXT. 
1 e 1-----

DMEM + hCG. 
1 e 1-----

DMEM+hCG+FrMIT. 
t D 1---------~-~~-~ 

Figura 6: Esquema de la metodologia seguida en los experimentos 

en los que un periodo de preincubaci6n en diferentes condiciones 

experimentales, precedió a la incubación tipica de 2 hrs que se 

describe al comienzo de esta sección. 



RADIDINHUNOANALISIS DE TESTOSTERONA: 

Para cuantificar testosterona, se utilizó un anticuerpo de alta 

•spaocificidad de Radioassay y testosterona tritiada d& Amersham 

como trazador. La concentr·aci6n hormonal de las muestras 

cuantificó mediante una curva estAndar de testosterona. Se graficó 

el logaritmo de las concentraciones conocidas de los estAndares de 

t•stonterona contra el logaritmo de ·v·, donde ·v·es la relación 

•ntre la unión total y la unión en presencia de la hormona fria 

<Bltdolla y col., 1984). Se incubó la reacción durante 24 h a 4°C, 

•l exc•so d• testosterona tritiada fué eliminado con carbón 

activado. 

La radioactividad de las muestras se leyó en un contador p de 

centelleo. 

ESTADISTICA• 

Para determinar la significancia estadistica de las 

diferencias entre medias obtenidas. so realizar6n pruebas d& t de 

Student 6 anAlisis da variancia CANDEVA> se~uida de la prueba de 

Duncan. Los grupos se consideraron diferentes cuando la 

probabilidad fue menor de al 5 X <p < 0.05). (Snedecor y Cochram. 

1979>. 



RESVL T ADOS. 

ESTANDARIZACION DE TECNICAS: 

Con el fin de conocer la dosis de hCG adecuada para estimular la 

secreción da testosterona, hCG-dependiente en las células 

testiculares, se realizó una curva dosia-respuemta a esta hormona. 

Como•• puede observar en la Fig.7 la m~xima respuesta se obtuvo 

con una dosis de 1.2~ mU/ml de hCG; dosis mayores causaron un 

dasceneo en la magnitud de la respuesta. Se decidió utilizar una 

dosis submAxima de 1 mU/ml con la cual se obtuvo una estimulación 

de al menos 7 veces el valor de la secresi6n en condiciones 

basales. 

Sa estandarizó a51 mismo la técnica de radioinmunoanAlisis 

mediante la lineariz~ci6n de una curva estandar donde r= m.991, 

m• -2.34 y b• 4.B. 

ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD DE LA FrMIT. 

En la Fig. e se muestra el resultado de un experimento 

representativo donde se observa el efecto de un grupo de 

fracciones de medio de incubación de timo <FrMIT> que corresponde 

a pesos moleculares entre 28 y 30 kOa eluidas por la columna de 

filtraci6n sobre la prcducci6n de testosterona dependiente de hCG. 

Se aprecia que la producci6n de testosterona fue 30 a 40'l. menor 

que el grupo control,en los grupos Que se incubaron en pre•encia 

de las fracciones 28,29 y 30 <20 % v/v>, las cuales corresponden 
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Fig. 7: E-fecto de di-ferentes dosis de hCG !Sobre la producción 

de testosterona <X+ o.s.M. > en bio~nsayos de células de testiculo 

de rata adulta. * <P 0.05 vs grupo basal (prueba de ANDEVA>. 
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Fig. 8: Estudio del efecto de las ·fracciones del medio de 

incubación de timo con peso molecular cercano 3CUkDA üobre la 

producción de testosterona ex ~.s.M) por las células de 

testiculo de rata adulta., estimuladas con 1 mU/ml de hCG .. * •:PrJ.05 

vs grupo control (prueb.tt de P1NDEVA>. 
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al p•so molecular mencinado arriba de acuerdo a la calibración de 

l• columna. Posteriormente se investigó el efecto de la FrMIT 

sobr• la secreción basal de testosterona. SimultAneamente se 

incluyeron grupos de células testiculares estimuladas con hCG, 

coao control da actividad de la FrMIT. 

En la fig 9 podemos observar que la FrMIT fue capaz nuevamente de 

inhibir en un 3mX aproximadamente <P<m.ms> la secreción de 

tentosterona dependiente de hCG, pa~a no asi la producción basal 

de esta asteroide. 

Estos datos nos indicaron que el FT se encontró presente en el 

MIT y qua eluyó como lo hace dicho Factor cuando se obtiene a 

partir de polvo acetonico de timo. Asimismo la FrMIT asi obtenida 

se comporta CDCIO el FT en cuando ~ que inhibe la secreción de 

testosterona dependienta de hCG, sin alterar la basal. Ademá.s la 

FrMIT apareció •xactamente en las mismas fraccionas en que se 

encuentró la actividad inhibitoria del FT e~traido del polvo 

acetónico de timo. Por lo tanto estos eKperimentos mugieren que el 

timo os capaz de secretar al medio una substancia que inhibe la 

esteroidogénesis dependiente de hCG. 

Con e~tos resultados y para profundizar 

mecaniemo de acción a través del cual 

el estudio del 

produce dicha 

inhibición~ se decidió eatudiar en los sucesivos e~perimentcs el 

efecto del FrMIT sobre la esteroidogénesis cuando fue estimulada 

con forskolin y AMPc. 



º"'" OMCM 

+ 
r1MIT 

"º + 

Fig. 9: Efecto de la i'r"'ccion del medio de incubación de tlmo 

<FrMITl, de ratas de 14 d1as de edad, sobre la oroducción de 

testosterona <X u. s. 111> n~r lC'~ céll•l "'s de t.esticulo en 

condiciones basales o estimulada!l con lmU/ml de hCG P<.0.05 VS 

grupo con hCG (ort.teba dn t de Stt1dent). 
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EFECTO DE LA FrMIT SOBRE LA ESTEROIDDGENESIS ESTIMULADA 

CON FORSKOLIN. 

Se decidió utilizar ~orskolin para estudiar el efecto d• 1~ 

FrMIT sobre la esteroidogénesis t&sticular ya qua ast6 ••timula 

directamente a la adenilato ciclasa. 

Se realizaron experimentos para encontrar la dosia m~s adecuad'1 

de forskolin para el modelo que utilizó en este estudio ya que 

la literatura se cita que la concentración da éste pueda variar 

dependiendo de la preparación. Se probaron concentraciones d• 0.5, 

1.0, 5.0, 10, 20, 30 y 50 µM de forskolin. 

En la Fig 10 se muestra el efecto de diferentes dosis de 

forskolin sobre la producción de testosterona por la eu&pensión de 

células de testiculo. Se observa que la má.xima respuesta 

estaroidogénica set alcanzó con la dosis de 15 µM Dosis mayorea 

provocarón un descenso de la producción de testosterona, que 

aunque fue mayor que i .. del grupo c::ontrol, resultó 

estadisticamente menor si se le comparaba con la de 15µM. 

Se decidió utilizar la dosis de 15 µM en los e>eperimentos 

posteriores, ya que con ella obtuvimos una respuesta similar a l• 

obtenida con 1 mU/ml de hCG en nuestra preparación. 

La Fig 11 muestra la respuesta de la suspensión testicular a la 

estimulación con forskolin. Como se puede observar, este compuesto 
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Fig. H'J: Efecto de diferentes dosis de forskolin sobre la 
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Fig. 11: Efecto de la fraccion del medio de incubación de timo 

<FrMIT), sobre la producción de testosterona cX + D.S.M), por las 

células de testiculo de rata adulta condiciones basales 

estimuladas con 1~ ¡.rM forskolin "" <P'3.12l5 vs grupo control Cprueba 

de t de Student>. 
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a la dosis de 15 µM aumentó la secrec16n de testosterona 7 veces. 

En presencia de la FrMIT, la producción basal de testosterona 

alteró. Sin emUargo, la respuesta a este compuesto fué 

&ignificativamente 

forskolin. 

que en el grupo que sol o recibió 

EFECTO DE LA FrMIT SOBRE LA ESTEROIDOGENESIS ESTIMULADA CON AHPc. 

Se utilizó 8-Bromo-AMPc a la concentración de 1.5 mM, con la 

cual se obtuvo una respuesta esteroidogénica similar a la que se 

produce con lmU/ml de hCG en nuestra preparación testicular. Al 

igual que se hizo en el del forskolin, un grupo de células 

trato e-bromo APMc, y otro con e!Ste compuesto en presencia y 

ausencia de FrMIT. 

Como era previsible el B-Bromo-AMPc <1.5 mM> estimuló 

significativamente la producción de testosterona en la5 células 

testiculares, aumentando 7 veces la secreción basal <Fig. 12). Sin 

11mbargo 1 a respuesta a este compuesto fué significativamente menor 

cuando la Fr-MIT al 20X. (v/v) estuvo pr-esente en el medio de 

incubación de las células testicular-es. 

Los resultados sugier-en entonces que la FrMIT fuO capaz de 

inhibir la esteroidogénesis estimulada con hCG, forskolin o AMPc. 

En la Fig 13 resumimos los r-esultados de la respuesta celular 

hCG, forskolin y AMPc en las dosis descritas, ésto en presencia y 

ausencia de la FrMIT. Las tres substancias produjeron 

incremento 5emejante (ó a 7 veces la basal> en la concentración de 
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Fig .. 12: Efecto de la Fracción del medio de incubación de timo 

<FrMITJ sobre la producción de testosterona (~ + U.ti.M>, por li'IS 

células de test1culo dP. rata adulta.en condicione~ basales o 

estimulada~ con 1.5 mtl df? 8-bromo-At!F'c. ~ P<('l.05 vs grLtpo control 

(prueba t de Studentl. 
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Fig.13: Comparación del efecto de la Fracción del medio de 

incubación de timo CFrMIT) sobre la produccj6n de tcstesterona e}: 

• D.S.M>~ por las células de testículo de rata condiciones 

bassales o estimuladas con lmU/ml de hCG, forskol in 15¡-1M y 1.5mM de 

S-bromo-AMPc * P<0 .. 0'5 vs grupo control CprL•P.bil t de StL1dent>. 
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testosterona en el medio de la suspensión testicular. Asimismo, la 

la respuesta a cualquiera de los tres e•timulantes de la secreción 

de testosterona disminuyó en una magnitud similar (40 a smX> en 

presencia de la fracción timica. 

EFECTO DE LA PREINCUBACION DE LAS CELULAS DE TESTICULO Y EL FrMIT 

SOBRE LA ESTEROIDOGENESIS ESTIMULADA CON hCG. 

Se sabe que la célula de Leydig puede ser desonaibilizada, 

tanto Ln vivo como Ln uLtro, por una exposición prolongada o bien 

por altas concentraciones do hCG <Aquilano y col., 1985; 

Kuhn-Valtern y Staib, 1984>. De tal Terma que ante una 

subaiouiente expoeici 6n a esta hormona la respuesta 

e•teroidogénica o bien no se presenta o es menor. 

Por otra part• los ramultados expuestos má.s arriba indican 

que la FrMlT inhibe no sólo la esteroidogénesia estimulada con hCB 

sino adem~s, la inducida con forskolin y AMPc. Por tanto se 

decidió investigar si la FrMIT se comporta como un análogo a hCG y 

también desensibiliza la célula de Leydig. Para esto 

investigo en primer lugar si la actividad inhibitoria de la FrMIT 

cesaba después de ratirarla del medio de incubación, o bien si la 

preincubaci6n de las células de Leydig en presencia de la FrMIT, 

ara capaz de inducir desensibilización cwlular ante un nuevo 

estimulo con hCB. 
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Como ya se mencionó en la metodologia, trabajó en dos •tapas, 

una de preincubación que a su se separó en 4 grupos 

experimentales, y a continuación otra de incubación da los 

diferentes subgrupos provenientes de la primera etapa. 

Como era de esperarse luego de la primera etapa 

preincubaciOn, la actividad inhibitoria de la FrMIT fué similar a 

la descrita anteriormente. Esto se muestra en la Fig 14 en la que 

se observa que la producción basal de temtoaterona por la 

suspensión testicular fué similar en presencia CB> o aueancia <A> 

del medio de incubación de timo. En cambio, la producción de 

testosterona dependiente de hCG disminuyo significativamente 

presencia de la FrMIT <D> con respecto al grupo qua recibió el 

buffer de eluci6n y hCG <C>. 

Luego del periodo de incubación, el grupo qua an la 

preincubación se usó como control, que ~6lo recibió DMEM + hCG, 

reprodujo los resultados de la preincubación, •• decir, qua la 

presencia de la FrMIT no alteró la producción basal de 

testosterona. Nuevamente se observó una inhibición de lA respuesta 

de las células testiculares cuando se incubar6n con hCG + FrMlT 

<Fig .. 14). 

En el grupo que en la preincubaci6n se expuso a la FrMIT 

observar6n los siguientes resultados: El grupo <Ba) no se 

diferenció de los grupos <Aa> y <Ab> o sea qua la producción basal 

de testosterona no se alteró por la preincubación con FrMIT. El 
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Fig.14: Efecto de la preincubaci6n en presencia de la Fracción 

del medio de incubación de timo <FrMIT> sobre la producción de 

testosterona CX° + D.S .. f'IJ, por las células de test!c:ulo de rata 

adulta los dos grupos basales son <A> en ausencia y no presencia 

de la FrMIT, y dos estimulados con 1 mU/ml de hCG. en aL1sencia CC> 

y presencia de la FrMIT tD>. En la segunde\ etapa (incubüción> ~C? 

formaron los grupos CAa> basal, (Ab> basal+FrNIT., tAc:> hCG, tAdJ 

hCG+FrMIT, <Bb) hCG, y <Cb> hCG. * F'<lil.IU5 vs su respectivo grupo 

control (Sin efecto de Frt1IT) <i:irueba de t de StL1dent>. 
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grupo <Bb> presentó una respuesta disminuida a la hCG que no se 

diferencia del grupo que habla recibido hCG mas FrMIT era la 

incubacion. El grupo que fué incubado las dos veces en presencia 

de hCG presentó una respuesta intermedia, es decir respondió menos 

que el grupo que sólo se incubó con hCG en el segundo periodo y 

~· que el grupo incubado en presencia de hCG mAs la FrMIT y que 

el 9rupo preincubado con FrHIT e incubado en presencia de hCG. 

Estos resultados indican que la preexposici6n a hCG produce una 

desensibilizaci6n ya que las células tienden a responder menos en 

la siguiente exposición a esta hormona. 

Por o~ra parte, se realizaron eMperimentos para analizar el 

curso temporal del efecto de la praincubación con FrHIT sobre la 

respuesta a hCG, luego de eliminar esta fracción del medio de las 

células. Para esto se preincubaron las células en presencia y 

ausencia de la FrMIT <2BX v/v) durante 30, 60, 120 y 180 minutos 

<Fig~15 >. En todos los tiempos estudiados se investigó si la 

secresi6n basal era afectada por la preincubaci6n en presencia de 

la FrMIT y se observó que este procedimiento no afecta la 

sccresi6n basal da testosterona 

(incubación>. 

en periodo siguiente 
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Fig. 151 Efecto de la nreincubaci6n dt.1rante diferentes tiempos 

(30,60,1:::!0 y 180 n1in. J ~rt pr·esencic-. de la Fracci6n dP.l medio do 

incubación de ti.me sobrF.:! la prodw:ción de testosterona <X 

D. s. M> poi~ l ils células de tes ti c:ul o ele rata .:i.dul ta P<0.05 vs 

grupo control (prueba de t de Student). 
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OISCUS:XON 

~os resultados obtenidos indican que la FrMIT inhibe la 

esteroidogénesis estimulada con forskolin en una proporción 

similar a la que produce cuando es inducida con hCG. Lo 

anterior llav6 a an~lizar si solamente la adenilato ciclasa estada 

inactivada y por lo tanto no era capaz de elevar los niveles de 

AMPc, paso indispensable para obtener un aumento la sintesis de 

esteroides, o bien si aún el AMPc incapaz de estimular la 

esteroidogénesis an presencia del FrMIT porque toda la via 

esteroidog6nica estaba desensibilizada. Para aclarar este punto se 

estimuló la sintesis de testosterona 

de 1.~mM. Esta dosis as similar 

8-bromo-AMPc a una dosis 

la que otros autores han 

utilizado y con la que han demostrada que es efectiva para inducir 

secreción de testosterona en las células de Leydig. <Perkins y 

payne, 1987> Con esta dosis se logró las células control 

estimular la producción de testosterona con valores similares 

a los obtenidos con 1mU de hCG a 15µM de forskol1n. Los resultados 

sugieren que las células tratadas con la FrMIT son incapaces de 

responder al est!mulo directo con 8-bromo AMPc. Asimismo los datos 

obtenidos indicaron que el efecto de la FrMIT sobre la 

esteroidogénesis estimulada no se debe tampoco a una disminución 

del AMPc por inactivación del complejo receptor-adenilato-ciclasa. 

Aparentemente la via esteroidogénica estarla afectada a nivel de 

las enzimas involucradas en la sintesis de esteroides. 
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A este respecto se ha descrito que la hCG es capaz de 

producir una desensibilización de la via esteroidogénica, cuando 

se ad•inistra in vivo e in vitro, en grandes dosis o por largos 

periodos de tiempo. <Dufau y col.,1984, Chasalow y col.,1979). 

Pensando en la po9ibilidad de un proceso de desensibilización 

por lA FrMIT en las células de testiculo se decidió preincubar la 

suspensión testicular en presencia de esta fracción, con el objeto 

d• estudiar si el ti .. po de incubación en presencia de FrMJT 

modificaba la posterior respu~sta a la hCG. Observamos que cuando 

se preincuba en tiempos menores a 120 minutos no se presentaba el 

efecto inhibitorio y que este cr~ció al aumentar el tiempo de 

incubación con la fracción. Se soleccionó el periodo de dos horas, 

ya que si bi•n en tiempos mayores se obten!a inhibiciones mayores, 

al misao tiempo auraentaban las células muertas 

Estos e~perimentoa permitieron hacer varias observaciones. 

Cuantificando el nómero de células vivas y muertas con la t6cnica 

de azul de tripan en los grupos preincubados con la FrMIT y sin 

ella, se observó que la presencia de la fracción no cambia el 

nümero ni la proporción de células vivas. La técnica utilizada 

descarta alteraciones finas el funcionamiento celular, sin 

embargo, sugiere que la FrMIT no produce efectos tóxicos severos o 

deletéreos sobre las células. Por otra parte, la prein~ubación de 

la suspensión testicular en presencia de la FrMIT también produjo 

dasensibilizaci6n de las células de Leydig de manera que responden 

con una menor producción de testosterona cuando se las estimula 

ccntinu&ción con hCG. Resultados que llevan plantear que el 



efecto de la FrHIT no se debe a alteraciones de la molécula de hCG 

inducida5 por la misma, ya que el efecto se observa aun cuamdo la 

FrMlT no se agrega simult~neamente con dicha hormona. Tal vez la 

proteina timica se una a un receptor membranal que podría ser el 

d• hCG alterando la unión de la gonadotrofina receptor como 

lo proponen Hiriart y Romano (1986) porque la célula continúa 

desensibilizada a pesar de haberse retirada el medio que contenia 

lA FrMIT. Una posibilidad es que la molécula permanezca 

fuertemente unida a la membrana; otra es que los cambios 

intr·acelulares que produjo la exposición de las células a la FrMIT 

perduren por largos periodos como lo es para el caso de la hCG. 

CKuhn-Veltern y Staib, 1984, Habberfield y col. 1986) 

Se realizaron también experimentos en los que la FrMIT se 

coloc6 simultáneamente con hCG y luego se lavaron las células para 

eliminar ambas moléculas y estudiar si el efecto de la FrMIT sobre 

la producción da la testo~terona dependiente de hCG era 

reversible. Pero nos encontramos con el problema de que aón las 

células del grupo control que sola~ente recibió hCG, 

respondieron a una segunda incub&ci6n con hCG. es decir. que como 

ha sido reportado por Noxu y col. (1982) la hormona por si misma 

de9ensibili2a a las células de Leydig. Dado que en el modelo 

utilizado la viabilidad celular no va m~s alla de b B horas 

despues de la siembra, no es posible estudiar en plazos mAs 

prolongados si existe recuperación del efecto de hCG. Para 

resolver este problema es necesario trabaJar un modelo de 

c61Ulas en cultivo~ adheridas al substrato. que por un lado 



facilitan los lavados evitando frecuentes centrifugaciones, y por 

el otro, pueden permanecer viables por periodos mlt.s largos. 

En conjunto nuestros r~sultados, en el estudio del mecanismo 

por el que la FrMIT actúa sobre el testiculo, muestran que es 

posible que dicha fracción inhiba la esteroidogénesis estimulada 

actuando a nivel del receptor; lo que produciria desensibilizaci6n 

de las células por alteraciones en pasos posteriores a la sintcsis 

de AMPc. Esto llevarla plantear serie de preguntas y 

consideraciones. Por la naturaleza proteica y el peso molecular el 

FrMIT no puede pasar la membrana celular sin que se active un 

proceso de endocitosis; por tanto dr.beria actuar primera 

instancia a nivel de receptores membranales. No sabemos si sólo 

actúa a través del receptor para LH/hCG <Hiriart y Romano, 1986>, 

o si tiene adern.A.s un receptor especifico para el mismo. Se podria 

suponer que lA fracción del medio de incubación del timo actúa 

como un agonista parcial de la hCG, al cual en ausencia del 

agonista natural, thCG>, produciria algunos de !os efectos del 

mismo a través de sus receptores. Sin embargo, el hecho de que la 

FrHIT estimule por si misma la producción de testosterona 

descartaria esta interpretación. 

No se puede dejar de consid•rar además la posibilidad de 

estar viendo dos acciones diferentes, inducidas por dos moléculas 

distintas. En la FrMlT existen varias moléculas con peso molecular 

cercano a los 30 KDa; el efecto de inhibición competitiva podria 

estar dado por una de ollas y el de desensibilización por otra. Es 



necesario avanzar en la purificacion del factor T1mico, para poder 

aclar4r este punto. Ade~s serA necesario realiz&r eMpartmentos 

que ncs indiquen si la v1a de sintesis de la testosterona se 

encuentra alterada, y si es as!, a qu6 nivel de la misma ocurra el 

bloqueo. 



CONCL\JSl ONES 

El timo es capaz de producir y secretar al medio factores 

capaces de modular, Ln vitro, la esteroidogénesis en el test1culo. 

La FrMIT inhibe la producción de testosterona estimulada con 

hCG sin alterar la producción basal de este asteroide. 

L• FrMlT inhibe la producción de testosterona estimulada con 

fDrtikolin sin alt.erar la produccion basal de este esteroide. 

L• Frl'11T inhibe la producción de testosterona estimulada con 

B-Bromo-AMPc sin •Itera~ la produccion basal de este esteroide. 

La FrMJT es capaz de producir desensibilización de las 

c61ula5 testiculares al estimulo con hCG. 
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