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RESUMEN

El timo es capaz de producir una serie de factores u hormonas
entre ellas, la timulima, ¥y la timopoyetina las cuales participan
principalmente en la regulacién de la funcién inmunolégica, ademas
de tener influencia scobre otros sistemas como el nervioso y el

enddécrino.

Se ha maostrado la presencia de un Factor Timico (FT) de
naturaleza protsica con peso molecular cercano a los 3@ kDa en el
extracto aceténico del timo de ratas macho prepuberes, que es
capaz de inhibir (n vitre la esteroidogénesis estimulada con hCB
en una suspensién de células de testiculo de rata adulta. Este
Factor Timicoproduce una inhibicidén de tipo competitiva con el
receptor, sin afectar el nomero de receptores para la LH en el

testiculo.

En la presente tesis se profundizé en el estudio del
mecanismo por €l cual el Factor Timico afecta 1la produccién de

testosterona dependiente de hCE en el testiculo de la rata.

Mediante cromatografia de filtracién molecular se obtuvo una
fraccidén de aproximadamente 38 kDa del medio de incubacién del
timo (FrMIT). Se investigé la actividad de esta fraccidén sobre 1la
secrecién de testosterona utilizando ®l bioensayo de células de
testiculo. La testosterona fue cuantificada mediante la técnica de

radioinmunoanalisis.



Los resultados mostraron que la actividad biolégica del
FrMlT y del FT es igual aun cuando la obtencién de estos factores
sea por métodos diferentes, y que la FrMIT es capaz de modular la
secrecion de testosterona inducida con forskolin y B-bromo AMPc.
La preincubaci®n de las células testiculares en presencia de la
FrMIT produce una desensibilizacidn de las mismas a la
estimulacidn posterior con hCG. Para que este efecto se produzca
es necesario gue las células sean expuestas a la FrMIT por un
tiempo de dos horas o mas. Estos resultados en conjunto sugieren
que la FrMIT disminuye la respuesta a hLG desensibilizando a las

cé¢lulas testiculares al estimulo con esta gonadotropina.



INTRODUCCION

INMUNIDAD

La inmunidad es la capacidad gque tiene el organismo de
contrarrestar mediante mecanismos fisiolégicos aquellos estimulos
ambientales daMinos que, con frecuencia, son microorganismos
patégenos o sus toxinas. Mediante el sistema inmunolégico el
sujmto es capaz de reconocer y distinguir entre leo propio y 1o
ajeno a s{ mismo, eliminando selectivamente a 1los elementos
extrafos (Tortora y Anagnostakos, 1984).

El mistema inmune puede ser subdividido en siatema inmune no
espaci{fico, (también conocido como sistema innato o natural), y el
sistema inmune especifico (conocido como sistemna inmune
adquiridn). El no especi{fico comprende todas las reacciones gue no
son antigeno-dependientes, e incluye, fagocitosis de bacterias vy
otros invasores por los gldbulos blancos y las células de los
tejidos del sistema de macréfagos, resistencia de 1a piel a la
invasién por gérmenes, prasencia en la sangre de ciertos
compuastos quimicos que se fijan ®n los microorganismos extrafios o
a las toxinas y los destruyen, mientras que en las reacciones del
sistema inmune especifico wstan involucradas las células T, las
células B y los anticuerposy todes ellos funcionan por un
mecanismo antigenn-dependiente (Robbins, 1975). La inmunidad
adgquirida estd basada en las propiedades especiales de los
linfocitos, los cuales pueden responder selectivamente a

diferentes antigennos o moleculas extrafas; ademas tiene la

tienen la capacidad de originar una memoria especi{fica y un patrén



de respuesta adaptativa. En la mayoria de las ocasiones se ejercen
interacciones entre los anticuerpos con el complemento y las
células fagociticasi e interacciones de los linfocitos T con los
macréfagos para dar una respuesta inmunoldégica mas eficaz ante un
agente extrafo.

Existen dos tipos basicos, &an uno de ellos la inmunidad depende de
la sintesis oe anticuerpos por los linfocitos B {inmunidad
humoral), el segundo tipo sa logra por formacién de gran numera
de linfocitos activados programados de manera especfifica para
destruir al agente axtrafio, siendo mediada por linfocitos T

{inmunidad celular) (Hood y Hood, 1978; Roitt, 1980).

TIMO

El time es uno de los drganos linfoides mas importantesa
del sistema inmune, se encuentra situado en la porcién superior
del madiastino anterior y superior, por delante de 1los grandes
vasos gue salen del corazdén. Al frente y lateralmente el timo
limita con los bordes de los pulmonas, por detras con la traquea y

por debajo llega hasta el pericardio (Ham y Cormack, 1987).

La porcidén endodérmica se origina del tercer par de bolsas
faringeas, las cuales penatra junto con el ectodermo adherido al
mesodermo circundante, iniciandose as{ la formacién del timo junto
con la de las glandulas paratiroideas (Langman,i9746). El timo
rudimentario migra hacia abajo para lccalizarse en la cavidad

pleural; posteriormente células mesodérmicas lo penetran. Durante



su migracidn, el timo es pmblado por linfoblastos, antecesoras de
los linfocitos T. Estas células precursoras provienen del tejido
hamatopoyético de la médula Ssea, y se observa que durante el
desarrollo posterior del timo, estas células se organizan dentro
de la capa cortical, que tiene un grosor de 2 a 1@ células, VY
comienzan a dividirse para generar los diferentes tipos de
linfocitos del timo (Goldstein y col. 1972), En la madurez del
4rgano sl 99% del tejido gque lo forma estd constituido por
linfocitos. En condiciones normales, 1los 1linfocitos timicos Sse
clamifican en grandea 1linfacitos de 1la corteza externa (5%,
pequefios linfocitos o linfocitos maduros (85%Z), localizados tanto
en la corteza como an la médula, y linfocitos medulares medianos

(10%) (Hood y Hood, 19783 Klein, 1982).

El1 timo maduro es una glandula organizada en dos 1ébulos
constitulidos por una malla de células epiteliales, que forman
espacios perivasculares entre el endotelio capilar y la envoltura
apitelial; en esta malla de células epiteliales se encuentran
dispuestos los linfacitos. Los lé6bulos al tabicarse por el teiido
conectivo se dividen en lobulillos; la tabicaci¢én no es completa y
permite cierta continuidad entre éstos. En cada 1lobulillo se
pueden distinguir dos zonas; una interna que es la médula y una
axterna que es la corteza; esta ¢ltima se puede dividir, desde un
punto de vista histolégico, en dos subzonas; La corteza externa vy

la corteza profunda (Bellanti, 19783 Hood y Hood, 1978).



Corteza.-la inmensa mayoria de la poblacion celular de la corteza
e#sta constitufda por linfocitos. Entre ellos se encuentran formas
grandes, medianas y pequeflas. LOs macréfages representan un
componente pequeffo, pero constante de la poblacién celular
cortical; estdn diseminados por la corteza y en la mayoria de los
mami fero, con excepcién del ratén, aumentan en numero en 1la
frontera entre la carteza Yy la médula. Las células
reticuloepiteliales son de forma estrel lada Y poseen
caracteristicas enddcrinas ya gue secretan polipéptidos «como la
timopoyetina, que es un inductor de la maduracién de los

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

Médula.~ Las células reticuloepiteliales son aqui extremadamente
variables en su forma. En algunas 4reas, mantienen su figura
estrellada y contienen numerosos haces de filamentos intermedios.
En otras, son mas grandes y tienen un citoplasma palido y una
infinidad de prolongaciones citoplasmaticas; algunas son redondas,
otras aplanadas y enrolladas unas acbre otras, dando origen a las
estructuras conocidas como corpusculos timicos o corpgsculos de
Hasmall. A su vez las células de la pared central de un corpasculo
de Hassall pueden degenerar o calcificarse. Los linfocitos de 1la
médula son mucho menos abundantes que las de la corteza vy
predomina la variedad pequefa. En la médula del timo 1llegan a
encontrarse algunos granulocitos en particular eosinofilas, en
numera pequefo; los macrofigos son raros y las células plasmiticas

estan ausentes (Fig.t) (Hood y Hood, 1978).
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El tamafio del timo depende de la edad del individuo, asi se
ha reportado que esta glandula alcanza su tamaKo maximo hasta la
pubertad. Después de ésta etapa comienza a involucionar, fénomeno
que continua hasta la senectud. En el humano al nacer la glandula
pesa entre 10 a 1S g y de 3@ a 48 g en la pubertad. Durante la
involucién del timo se produce en primer término una pérdida
gradual de los linfocitos de la corteza y como resultado se borran
los limites entre corteza y médula. Los timocitos y las células
reticulares son substituidas paulatinamente por tejido adiposo.
Algunos elementos constitutivos del tima, como son los corpusculos
de Hassal, adn puaden apreciarse en edad avanzada (Bellanti, 19783

Golstein y col. 1972).

FUNCION DEL TIMO

Se ha demostrado la existencia de una interdependencia entre
el timo y @1 mecanismo de respuesta inmunolégica, ya que la
extirpacidén del timo en animales recién nacidos ocasiona
alteraciones como son pérdida de peso, seguida por deterioro de
las condiciones fisicas y reduccién de la poblacién de linfocitos
en ganglios, bazc y en la sangre con pérdida de algunas respuestas
inmunoldégicas tales como el rechaza a un transplante heterslogo de
tejido,y incapacidad para producir anticuerpos y finalmente se
produce la muerte. (Miller, 19464; Miller y 0Ospba, 1947; Osoba,
1945a). Se ha reportado que estos cambios pueden revertirse total
o parcialmente con el implante del timo o al administrar algunos

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



los 2 o 3 dias posnatales {Asanuma y col. 19469 Goldstein y eol.

1971) .

En la Tabla 1 se muestran alqunas de las funciones del timo
y algunos desédrdenes relacionados con deficiencias de este . drgano.
Se ha reportado en ratones timectomizados al nacimiento una
recuperacién efectiva de la capacidad inmunoldégica, cuando se les
injertan capsulas Millipore en el tejido subcutanen, las cuales
contienen timos obtenidos de ratones de 1 a 8 dias de nacimiento.
Estos resultados apoyan la idea de que el timo produce factores u
hormonas que poseen actividad inmunoldgica, las cuales participan
en la maduracién del sistema inmune por un mecanismo endécrino, ya
gue la capsula no permite el paso de células. La causa de dicha
recuperacidn podria atribuirse entonces a los factores endocrinos

que libera el timo (Ospba, 1945h; Osoba y Miller,1964).

Trainin en 1974 propuso la esxistencia 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 en 1la inmunidad. Una de ellas es la
participacién en el proceso de proliferacién y/o diferenciacién de
prolinfocitos, que bajo su influencia, secreta polipéptidos del
tipo de la timopoyetina, maduran transformindose en linfocites 7.

Dtra funcién importante es la produccién de uno o varios factores



Tabla 1 .- Sindromes clinicos relacionados con deficiencias  .en
el timo. :

FUNCIONES NORMALES © MANIFESTACIONESR PATOLOG!CAB
BEL TIMO. . DK n:r:cx:NaXAs.

besarrolle de comp.tcncla ps
inmunoldgica,

Regeneracidn de :ompol.ncla Enfermedades Auloinmunes,

inmunoldgica.”’

Neoplasiae relacionadas a
la falta de respuesta =--
autoinmune.

Mantenimienio de competenci

inmunoldgica.:

rProduccidn de

Timoma, agamaglobulinemia

esetimulanies de’ ln médulq ¢.aa con aplasia eriiroide.

Regulacidn de' la ‘actividad Diugenemia ovarica,
endScrina en hipotdlame, hipdfisin infertitidad.
suprarrenal, tiroides y gGnadas.

rroducecidn de lactor

hipoglucemiante Hipcglicemia en Leucemia.
Produccion de factor de Reacclones de hipersensi-
permeabilidad. bitidad retardada.

Produccidn de factore
vnhibitorios de La -~ Miaslemia grave.

traneamisidn retardada.

lomada de Ambrus v Ambrus. 1973
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u hormonas, esenciales para la maduracién de los linfocitos T
inmunocompetentes (Asanuma y col. 1949; Osoba y Miller, 194&44;

Trainin, 1974).

HORMONAS TIMICAS

El timo es un d¢rgano endocrino que participa en los
mecanismos inmunitarios a través de los linfocitos T. y de la por
la liberacién de péeptidos . Ejemplos de ¢5tos son: una familia de
péptidos acidicos llamados timosinas el Factor Timico Humoral
(FTH), ®l Factor Timico X (FTX) y la Timoestimulina (Goldstein vy
col. 19813 Trainin y col. 1983). En 1la ¢tabla 2, se praesentan

algunas de las caracteristicas de estas hormonas timicas.

En 1975 fué estandarizada la fraccien S5 de Timosina por
Hooper y Goldsteinj usando el método de enfoque isoeléctrice de
dicha fraccién de timosina se reveld la presencia de cierto numero
de componentes en la preparacién; como la Timosina al, que se
1pcaliza en las células epiteliales de la médula del timo y es el
primer peptido presente en la regién alfa. Este péptido es
potencialmente activo en la amplificacién de la inmunidad de los
linfacites T y &n la modulacién de la expresidén de la
desoxinucleotidiltransferasa terminal (Tdt) (Goldstein y col.
1977; Low y ¢ol.1979; Dates y col. 1987).

La timosina 3 4, que se localiza en las ceélulas de la
superficie cortical, es el primer péptido activo de la regién beta

de l1a fraccien S de la timosina (Low y col. 19681).
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Tabla 2.= Preparacicnes timicas y sus

efectos bioldédgicos.

FREPARACION
TIMICA.

PROPIKEDADES
QUIMICAS,

EFECTOS
BIOLOOICOS,

Fraccidn 5 de
Timomina.

Timosina o1

Timos ina 3¢

Timosino a7

Faclor Timico
Humoral (FTH)

Timopoyetlina,

ractor Timico
x

sHiormona Timica

ractor Timice

ramitia de polipéptidosm
acidicos establesa ol --—
calor P.M. 1000-15000.

de z8
210m P.X.
sscuenciado.

Polipéplido —————
residuce P. M,

.z,

43 residuce r.M, <082

P.X., 3.1, mecuenciado.
P. M, 235000 P, I1.3.3
r.M. B200 .1, S.7

secuenciado,

49 residucs P. M. ~-
85062 secuenciado.

Polipéprido P. M. -
4200 secuenciado.

Glicopdptlido P. M. -
1800-28000.

rroteina de aproxn.

Induce la diferenciacién
de cél. T, incrementa
incapacidades del siste-
mo inmune

modula actividad tdt de
timocitos, 10 veces miwm
potente an algunas de -
tae acciones de la fra-
ccidn 5 de timosina.

Induce actividad 7dt
in vive e tn vitro -
en celulas de médula
¢seac en ratdn mnormal
y atimico.

induce la maduracidn
de células T
suprescras.

Aumenia los timositos
promueve la maduracidn
de células T obeervadas
por aloreactividad y -
reaccidn mitdgena.

induce marcadores de -

células T en un grupo-

de cOlulas de la méduta
éeea, aumenia ta
funcidn de varias
cétutas T.

Incrementa el ndmero de
cdlulae T en sangre y -
retrasa ia
hipersensibilidad.

Suprime ¢l deterioro --
que causa la timeclomia
y restaura la
hipersensibilidad.

Modula la produccidn de

(rT). 90 kDa P. 3. 4.7 testowterona ¥y LH {n vitro
secuenctado.
Tomada de Goldstein y col. 1981.
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La timosina a« 7 que se observa en los corpUsculos de Hassall
y células epiteliales adyacentes a 1los mismos es un potente

inductor de las células T supresoras (Tanka, 1984).

En otros sxperimentos, Goldstein y col. 1978) demostraron
la efectividad de la Fraccién 5 de timosina para inducir 1la
difergenciacion de subclases especificas de timocitas T (Células

asesinas, coadyuvantes y supresoras).

Ademas de las timosinas, otros factores con actividad
humoral han sido aislados del tejido timico y de la sangre; como
@l Factor Timico Seérico (FTS), la Timopoyetina, el FTX (que
incramanta el namero de ceélulas T y la recuperacién de la
hiparsensibilidad retardada in vitro e in vivel, y 1la Hormona
Timica homeostatica (HTH) (Goldstein y co01.1981). En el humano
dosde @l nacimiento hasta los 13 afios de edad, el timo tiene wuna
alta concentracidn de timosina al, l1a cual va disminuyendo en 1las
sujetos conform® avanza el proceso d@ envejecimiento. La fraccidn
5 de timosina decae hasta después de los 3IB affos de edad.

(Hirokawa y col. 19823 Schuurman y col.1983).

Comasa (1973), observé que la HTH en la rata decae después
de lps 38 dias de edad; en humanos la maxima actividad de esta
hormona s observa antes del primer affo de vida, y disminuye en

forma paulatina conforme los sujetns se acercan a la pubertad.

13



MECANISMO DE ACCION DE LAS HORMONAS DEL TIMO.

Es muy poco lo que se conoce acerca del mecanismo de accién
de las hormonas del timo. Se ha abservado que el FTS en los
linfocitos T promueve una elevacién del AMPc intracelular (Bach vy
Dardenne, 1975). El FTH también incrementa las concentraciones de
AMPc v simultaneamente incrementa la inmunocompetencia de las
células del bazo. De acuerdo con Kook vy Trainin (1974), el
nucleatido ciclico actuaria como segundo aensajero ya que su

concentracidén se eleva rapidamente desde los primeros minutos.

En los linfocitos de los animales timectomizados en 1a etapa
neonatal, se encuentra muy disminuida la actividad de la adenilato
ciclasa la que aumenta en presencia del FTS (Kook y Trainin,1973).
La timopoyetina es otra de las hormonas timicas que aumenta el
AMPc intracelular. Las timosinas actdan aumentando el GMPc en 1los
timocitas murinos, sin alterar el AMPc, para que se obtenga la
maxima respuesta a estas hormonas, que se alcanza entre los 5S-10
minutos, para lo cual requiere de calcio en el medio (Naylor vy

col. 1979).

Dates y Goldstein (19B4) han observade que tanto la fraccisn
S de timosina como la Timosina of, estimulan la sintesis de PGE2
en linfocitos inmaduros. E1 FTH induce la adquisicion de la
respuesta inmune que consiste en una serie de eventos bioquimicos,
incluyendo el incremento rapido en la actividad de 1la adenilato
ciclasa y de las concentraciones intracelulares de AMPc (Trainin y

col. 1983).

1



El mecanismo de accidn molecular gque utilizan las hormonas
Timicas es muy controvertido, debido fundamentalmente a la variada
poblacién que es blanco de su accién (Bach y Goldstein, 1988). En
la tabla 3 se detallan los cambios que inducen algunas de entas

hormonas en los nucledtidos ciclicos (Trainin y col. 1983).

INFLUENCIA DEL SISTEMA ENDOCRINO SOBRE EL TIMO

Puesto que un drganc endédcrino puede Ffuncionar de manera
sinérgica y/o antagénica con otros oérgancs endécrinos, es entonces
razonable que al extraer lag génadas se produzcan alteraciones en
el desarrollo y funcién de otros érganos endécrinos. Esto se ha
comunicado ya desde el siglo pasado por Calzolari {1898), quien
observs que la castracién en conejos produce un  incremento
significativo en la masa del tima. En ratas preptberes la
castracion retarda la atrofia del timo @ incluso causa hipertrofia
timica (Castro, 19743 Chiodi, 1948). Por otro lado, 8i 1la
castracion es realizada después de la pubertad se revierte la
atrofia del timo, y &ste incrementa su peso (Chiodi, $1976; Castro,
1974) .Cuando me castran ratas viejas, el timo se regenera y se
observa una imagen histolégica cercana a la normal qesta
vascularizado y 1lleno de timocitos. Estos cambios se hacen
evidentes alrededor de 30 dias después de la castracisn
(Fitzpatrick y col. 1985).

t.a magnitud de la regeneracidén del timo parece ser de cierta
maneradependiente del sexo, ya que al gonadectomizar ratas de

diferente sexo, se observa gque la regeneracién del timo es mas

15



pronunciada en machos que en hembras, produciéndose no solamente
hipertrofia timica sino también un incremento en la poblacién de

colulas T y B del bazo (Utsuyama y Hirokawa, 1989).

Se ha reportado que la involucién del timo se debe a
factores hormonales, especificamente a los asteroides secretados
por las génadas y las adrenales. Asi{ el tratamiento con esteroides
gonadales en animales prepuberes previamente castrados, reduce
significativamente el tamafio del timp, siendo los mas efectivos la
testosterona Y el estradiol (Fitzpatrick Y Greenstein,
19873Gillete y Gillete, 1979). l-a administracién de estradiol
durante 1a vida fetal o en la etapa nweonatal origina involucién
del timo, lo que proveca asimismo alteraciones en la inmunidad
celular y disminucién de 12 poblacién de linfocitos timicos
(Screpanti vy col. 1982). Se ha demostrado la existencia de
receptores a andrégenos, wstrégenos y progesterona en la matriz
epitelial del reticulo timico, lo que apoya la posibilidad de que
los responsables de la atrofia timica, que se inicia despuds de la
pubertad, sean los esteroides sexuales (Fitzpatrick y cel.1985;

Sromsman y col. 1979; Pearce y col. 1983).

Stimson y Crilly (1981) trabajaron con cultivos de
células reticulo-apiteliales de timo de rata a los que agregaron
varias concentraciones de estradiol, de testosterona o de
progesterona. Evaluaron el efecto del sobrenadante, ensayandolo
sobra células del timo, nédulo linfoide y bazo y encontraron gue a

excepcion de la progesterona, los esteroides indujeron cambios en
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la sacrecién de factores inmunorreguladores siendo el efecto
dosis- dependiente E€Este estudio no =polamente confirma la
producci¢én de factores reguladores por el cultivo de ceélulas
reticulo-epiteliales, sino que ademas muestra que la secrecion de

ostos s modulada por la presencia de estrégenos y andrégenos.

Savino y col. (1988), cultivaron células epiteliales timicas
de humanos y ratas demostrando que todos los esteroides gonadales
en un rango de dosis fisiolégica, estimulan la produccién de
timulina siendo los mas eficientes progesterona y estradiols
probando asi que las hormonas esteroides pueden actuar
directamente sobre ceélulas epiteliales timicas modulando la

produccidn endocrina.

Dardenne y col. (1986), observaron gue al castrar ratas
macho las concentraciones de Timulina en suero decrecen a medida
que tranacurre el tiempo. Simultaneamente observaron que al
administrar andrégenos en las mismos se restauran las
concentraciones de Timulina a valores normales, lo que sugiere un
papel estimulatorio para los esterpnides sexuales en la regulacidén
de la produccién de hprmonas timicas que puede involucrar un
control regulado por el eje hip&Stalamo-hipédfisis—gonada-timo.
Estos resul tados se ven apoyados a su vez por Brossman (1985, el
cual cbserva también la interrelacién de la regulacién de 1los

sistemas inmunoldgico y reproductivo.
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INFLUENCIA DEL TIMO SOBRE LAS GLANDULAS DEL APARATO REPRODUCTOR

El concepto de segulacidn unidireccional del timo por las
génadas, ha sido ampliado por evidencias experimentales que
sugieren que esta regulacidén no es JGnicamente uni sino
bi}direccioﬂal ya que se ha demostrado que el timoc es necesaria

para el buen desarrollo de la génada.

En =1 ratén macho timectomizado en la etapa neonatal, no se
observaron cambios aparentes en el testiculo, ni en peso, ni en la
citoarquitectura de los tdbulos seminiferos o de las células de
Leydig (Nishisuka y Sakakura, 1969;1971). Sin embargo, mas
recientemente Hattori y Brandon (1979), observaron que las ratas
timectomizadas en el perfodo neonatal presentan testiculos
pequefios con un intersticio edematoso, reduccion en el diametro de
los tubulos semini{feros, completa ausencia de espermatogénesis vy
desaparicién de espermatozoides del epididimo. Tambidn
describieron infiltracidn linfocitica en la hipéfisis, tiroides vy
préstata, 1o que en general sugiere qQue en estos animales se
presenta esterilidad. Asimismo Deschaux y col. (1979} encontraron
reduccién del peso teusticular al timectomizar ratones en etapa

neonatatl.

lLa timectomia realizada en ratas hembras en la etapa
neonatal produce una considerable disgenesia ovarica,
caracterizada por rapida pérdida de ovbcitos vy subsecuente

disminucién en el numero de foliculos y cuerpos ldteos (Nishisuka
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y Sakakura, 194931971). Se observé ademés, una disminucién de las
concentraciones séricos de la hormona luteinizante (LHY, hormona
foliculo estimulante (FSH) y hormona del crecimiento (GH). Estos
efectos se podian prevenir si se realizaban injertos temprancs de
tima,bazo o bien por inyecciones de una suspensién celular de

estos Srgancs linfoides (Michael, 19793 Michasl y col.1980).

En los ratones hembra congénitamente atimicos nude también
se observa disgenesia ovarica y retraso en 21 dasarrollo puberal,
caracterizado por apertura vaginal retardada y marcada disminucién
de la fertilidad; ademis presentan disminucién de la produccién de
gonadotropinas (Rebar y col.19688). Todo lo anterior se corrige con

transplante de timo en el pericdo neonatal , (Rebar y col.1981).

En los ratones macho nude se ha observado una disminucién en
la produccién de gonadotropinas, que es mayor a los 48 dias,
momento previpo a la maduracién sexual, y qQue persiste hasta la
madurez. También se produce una disminucién sn las concentraciones
séricos de testosterona probablemente seczundarios a la falta de
estimulacién por las gonadotropinas. En aesta cepa, los machos son
fortiles, a diferencia de las hembras que presentan problemas de
fertilidad. Aunque precariamente, la disminucién en la produccién
de gonadotropinas tamhién puede prevenirse mediante 21 transplante
temprano de timo (Rebar, 1982). Por lo anterior, se infiere que el
modelo nude no se comporta exactamente igusal que el de 1los
animales timectomizados, 10 cual enfatiza la complejidad de 1la
interaccion Timo-Sistema reproductor v de la dificultad de gu

estudio.
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Farrokhi Yy col. {1988) encuentra en sus estudios
substanciales diferencias entre comportamiento hormonal de ratas
hembras y machos. Al timectomizar en el pericdo neonatal ratas
macho y hembra observéd que las concentraciones de LH y Prolactina
{PRL.) en plasma no se modificaron en los machos, perc si en las
hembras en el periodo pre y postpuberal. Las gonadotropinas de la
hipéfisis no se alteraron en hembras timectomizadas, excepto a los
9@ dias de edad. En cambio en los machos timectomizados de 60 y 5@
dias de edad 1la concentracion de LH y ﬁRL disminuyo

significativamente.

Michael y col. (19B@), =ncontraron que en ratones hembra
timectomizados neonatalmente produjo disgenesia del ovario entre
los 20 a 24 dias de edad, observandose también una importante
disminucién de las gonadotropinas hipofisiarias LH, FSH y GH entre

los dias 19 y 20 de edad.

Experimentos in vitro utilizando un médelo de perfusién para
el sistema hipotalamo-hipdfisis muestran que dos hormonas timicas,
la fraccién de Timosina 5 y 1la timosina B8 4, estimulan la
liberacién de la hormona liberadora de las gonadotrépinas (GnRH)
por el hipotalamo. estimulando a su vez la liberacién de LH por la
hipofisis. ( Spangelo vy col. 1987). La Fig.2 muestra un esguema de
la interaccisn bidireccional Timo-Glandulas endocrinas, en ®1 que
la activacidn de la liberacién de GnRH del hipotalamo por lag
hormonas timicas estimula la liberacién de LH de la hipéfisis y a

su vez esta hormona estimula la produccién de esteroides sexuales
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HIPOTALAMO

GnRH

HIPOFISIS
HORMONAS
TIMICAS

TIMOSINAS

Fig. 2: Representacion de la interaccién bidireccional

Timp—-Glandulas endocrinas, donde la liberacion de GnRH estimula la

liberacidn de LH vy esta estimula la produccidn de esteroides

sexuales, los que a su ve: afectan al time a la manera de un

mecanismo de retroalimentacién negativa. Tomada de Grosaman vy

Raselle, 1983.
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TABLA 3.~ Cambios que inducen algunas hormonas timicas en las

nuciesdtidos ciclicos.

FACTOR TINICO ELEVACION DE ELEVACION DE RESPUESTA DE
AMPC. GMPc. LOS LINFOCITOS.
Fraccion § de - + Timo
Timosina. :
al - -
[e3% - -
Timopoystina + - + Nodulao linfoide
THF + : N.R Timo
FST - N.R

{~) No produce cambios.
(+) Incrementa los niveles del puclestido.
NR No reportado.

Tomada de Trainin y col. 1983,
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por la génada, los que afectap a su vez al timo; a la manera de un
macanizmo de retroalimentacién negativo (Grossman y Roselle, 19833

Michael y Chapman, 1999).

TESTICULO.

Los testiculos son parte del aparato reproductor masculino,
junto con diversos conductos que almacenan y transportan £1 semen
y algunas glandulas accesorias, como las vesiculas seminales, 1la

prémtata y las glandulas bulbouretrales (glandulas de Cowper)
(Tortora y Anagnostakos, 1984).

El testiculo es una glandula lobular compuesta, rodeada por
una gruesa capsula fibrosa, la tanica albugi{nea, que se extiende
en sentido interno y divide a cada testiculo en un conjunto de
compartimientos interncs a los que se denomina lobulilles
testiculares. Cada lobulillo esti constituido por uno o cuatrao
tdbulos semin(feros sumamente retorcidos, éstos constituyen 1la
porcion exdcrina del testiculo, que es en esencia una glandula
citégena, cuyo producta de secrecién holocrina esta formada en
gran parte por células completas, los espermatozoides, los gque
alli inician su desplazamiento en un conjunto de conductos. Las
células de Sertoli que se encuentran incluldas entre los
espermatozoides en desarrolla en los tgdbulaos, producen secreciones
que aportan nutrientes a los propios espermatozoides. Entre uno vy
otro tubulo seminifera sSe observan agrupamientos de células
intersticiales o de Leydig, las cuales constituyen el tejido

endocrino del teaticulo (Fawcet, 1988).
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El testiculo secreta principalmente esteroides andréqnnién:,
de los cuales el mis importante es la testaosteronas produce ademas
androstenediona y dihidroepiandrosterona. Ademas de andrégenos el
testiculo secreta estrégenos, los cuales son producidos tanto por
la célula de Leydig como por la de Sertoli par aromatizacién de la

testosterona (Dufau, 1988; Eik-Nes y Hall, 19&35).

Los testiculos se desarrollan en una fase temprana de 1la
vida embrionaria a partir de la pared dorsal de 1la cavidad
abdominal y mas tarde descienden bhacia el escroto, Que es 1a

estructura de sostén de los testiculos.
CELULAS DE LEYDIG

Las células de Leydig son el componente endécrino del
testiculo, se localizan en los espacios angulosos situados entre
los tortuosos tubulos seminiferos. Las células de Leydig son
ordinariamente de forma poliddrica irregular, de 14 a 20 um de
diametro cuando estan apretadas unas contra otrasy pero en la
periferia de los grupos o cuando aparecen sgeparadas, pueden ser
alargadas o fusiformes. El gran nucleo esférico contiene una
pequeia cantidad de heterocromatina dispuesta periféricamente vy
uno © dos nucleclos llamativos; son frecuentes las células
binucleadas. Junto al nacleoc, 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 tamafo.

El citoplasma es acidéfilo en las preparaciones ordinarias y puede
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contener varias vacuolas, de las que han sido extraidas las
gotitas de lipidaos por los solventes utilizados an las
preparaciones histolégicas. Estas vesiculas contienen ésteres de
colesterol, los cuales son hidrolizados por esterasas solubles en
el citoplasma que rodea a las inclusiones lipidicas, proveyendo de
esta manera el colesterol libre necesario para la biosf{ntesis de
esterpidas. Al igual gque en otras células endocrinas secretoras de
esteroides, el rasgo estructural mas llamativo de las células
intersticiales es la riqueza en retfculo endoplasmico liso. Esta
vasta Area contiene muchas de 1las enzimas necesarias para la
biosintesis de esteroides, lo que permite a las células de Leydig

secretar en promedio 10808 moléculas de testosterona por segundo.

Las células de Leydig sintetizan y liberan la hormona
sexual masculina, la testosterona, que tiene una concentracisén
local alta para mantener la espermatogénesis de 1los tgbulas
semini feros. AdemAs de esta accién 1local, la testosterona que
circula en la sangre es esencial para mantener 1la funcién de
las glandulas accesorias del aparato reproductor masculinog
también es responsable del desarrollo y mantenimiento de los

rasgns sexuales secundarios masculinos {(Fawcet, 1988).

Las células de Leydig se diferencian y funcionan en
medios endocrinolégicos distintos (en atero y periodo post-~natal)
en los cuales existen diferencias en los factores que regulan la
esteroidogénesis. La presencia de receptores especificos a LH y

hCB durante el desarrollo de las células de Leydig es un
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prerrequisito para la sintesis de testosterona y la organogénesis
masculina. El primer evento que ocurre en la diferenciacién de 1la
ceolula de Leydig es la sintesis de receptores para que se inicie
la produccion de testosterona (Frawein vy Engel, 1974). Lta
capacidad de unién de los receptores con respectc a la hCG, la
respuesta maxima a 1la hormona, asi como 1la produccién de
testosterona basal, y la produccién de AMPc es similar en la
poblacién de las células de Leydig del periodo prenatal y los del
postnatal. La produccién de testosterona disminuye posteriormente
entre el nacimiento y Bl dia 150 (Huhtaniemi y col. 198@). Sin
embargo las dos poblaciones responden de manera distinta a la
hiperestimulacién con hCG; la fetal no presenta el fenémeno de
desensibilizacién de receptores descrito para las cédlulas adul tas.
Este fenémeno empieza a aparecer entre los 10 y 20 dias de vida
Posnataly en el tiempo de transicidén entre la poblacion fetal y la
ndulta. Las diferencias entre el tipo de respuesta de las dos
poblaciones ante la estimulacién con hCB puede deberse a gque en la
poblacion fetal no existen receptores a estradiocl, hormona que
causa el blogqueo en la produccidn de testaosterona. En el adulto en
cambio, la regulacién por estradiol controla las concentraciones
de andrégenos lo que rasultara inapropiado en la etapa fetal en la
que no seria fisiolégicamente adecuado, dado que se necesitan
concentraciones altas de andrégenos para la diferenciacidn de los
genitales masculinos y del Sistema Nervioso Central (Huhtaniemi vy

col. 1982).
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CARACTERISTICAS DE LAS HORMONAS LUTEINIZANTES CLHD Y GONADOTROPINA

CORIONICA HUMANA C(hCG).

La LH vy 1a hCG son glucoproteinas constitulidas por dos cadenas,
las subunidades a y # unidas en forma no cavalente por puentes
disulfurao. La subunidad « de l1a LH consta de 89 aminoicidos, can
cinco puentes disulfurog en ambas hormanas esta subunidad es
estructuralmente gimilar, con microheterogeneidades en ila

secuencia NHa—-Terminal (Saxena y Rathnam, 1974).

La Subunidad # de la LH tiene 115 aminoacidos, con &
puentes disul furo, también es homdloga a la de la hCG pero la de
ésta ¢ltima posse 3@ aminoacidos adiciconales en el grupo carboxilo
terminal. La subunidad (3 determina el reconocimiento especifico de
la hormona por su receptor (Bahl y Moyle, 1978).

La LH ¥y la hCG comparten el receptor de la célula de Leydig
con afinidades comparables. Estructuralmente son casi idénticas vy
su mayar diferencia es el lugar anatémico de sintesis, la

hipéfisis y la placenta, respectivamente. (Dufau y Catt, 1978).

MECANISMO DE ACCION DE LH/hCG A NIVEL DE LA GONADA MASCULINA

La regulacién fisiolegica de la secrecién de gonadotropinas
se lleva a cabe a través de una interrelacién funcional entre el
hipotslamo, la hipdfisis anterior vy la célula de Leydig. Este
fénomeno se desencadena por la accién de la GnRH  la cual,en los

mami feros es sintetizada en el hipotalamo (Nowak y col. 19843
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Schally, 1978), y es transportada luego por el sistema porta hacia
la adenohipéfisis. La GnRH actda schre receptores especilficos de
las ceélulas basdfilas de la adenchipofisis y é¢stas en respuesta

liberan LH (Pardin,1979).

La LH actua sobre receptores membranales especificos de la
célula de Leydig, que son lcs mismos que los de la hCG  {(Catt vy

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

En la figura 3 se presenta la via biosintética en 1la cual
®#1 colesterol es el substrato primario para la sintesis de 1la
testosterona; éste normalmente es almacenado en el citoplasma de
la célula de Leydig, ya que lo toma del - espacioc extracelular o

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

Para iniciar la esteroidogénesis, es necesario que el
colesterol sea tranamladado a la mitocondria. El siguiente paso
consiste en la conversién del colesterol a pregnenclona, en esta
reaccion participan ademas del complejo enzimitico citocromo PASEG
el NADPH y el oxigeno molecular. Esta primera reaccidon es el paso
limitante de la biosintesis y es regulada por 1la LH. La
estercidogénesis continua en el reticulo endoplasmico liso (REL),
es decir ya no es mitocondrial sino microsomal. En el REL se
produce la conversién de pregnenolona a progesterona, en esta
étapa participan laa enzimas A%-3 fi-hidroxiesteroide
deshidrogenasa y la A°A* isomerasa. E1 NAD es el aceptor de los

hidrégenos que se liberan en la reaccion.
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MODELO D ACTIVACION DE LA LII-hCG. ACCION DE LA HORPIONA
- SODNE LA ESTENOIDOGENESIS

R-RECEPTOR
A~ ADENILCICLASA
; N-PROTEINA REGU[SADOHA

DE NUCLEOT DO
A

GTP i
i ATP lvml\MPc
E PN REGULADORA
B i S SScatALITICA | PROTEINAQUINASA
MeEvaLomaTo  ATPY
o ~Na l OSFORILACION
. COLESTEROL PROTEICA
ACETOACETIL CoR S'NT::LS DE
Ac CoA 20y 2 2 hidroxilasas L
MITOCONDRIA PREGNENOLONA Siesis
\ PROTEICA
45 1 a4
. NADP-I
17 hidroxipregnenolona PROGESTERONA
s
2 ; 1
dehldroepiondrostendiona ':A:F,H 17 hidroxiprogesterona
,
2 l 2
di NADPH androstendi
3
TESTOSTERONA

Fig. 3: La hCG y la LH  interactdan con los receptores
membranales de la célula de Leydig, los cuales unen el ligande con
alta afinidad, actuando el sistema de la adenil-ciclasa, via
AMPC y los sistemas enzimaticos que traducen la sefial harmonal
en una respuasta aguda de la célula, en este caso la sintesis de
testosterona. Los numeros indican las enzimas gue catalizan cada
secuencia. 1)} 17a~esteroide hidroxilasa: 2) 17,20-esteroide liasa
(desmolasa); 3) 17/3-hidroxiesteroide deshidrogenasas 4) 2%-3
f-hidroriesteroide deshidrogenasaz 3) 3~cetoesteroide

A‘—As-—isnmerasa. Tomada de Loza y ceol., 1988
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La Conversidn de progesterana a 17a-hidroxiprogesterona se
realiza mediante la participacién de 1a enzima 17o-hidroxilasa.
Para que la reaccién se realice se requiere la presencia del
axigennd molecular y del NADPH. La 17a~hidroxiprogesterona es ya un

productn de secrecidén intermedia de la célula de Leydig.

El siguiente paso es la conversién de la
17a-hidroxiprogesterona en A* androsteno-3,17~diona, en 1a cual
participan las enzimas 17-28 liasa, que remueve la cadsna de &os

carbones, y la 3A-hidroxiesternide deshidrogenasa.

Finalmente se 1lleva a cabo la canversion de la
androstendiona a testosterona, paor mediacion de 1a enzima
17p~-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Hall, 1988, Melner y col.
1982) .

El mecanismo dependiente del AMPc es la via principal por
medio de la cual las ceélulas de Laydig responden a la estimulacian
trafica (Catt y 60l.1979y Mendelson y tol. 1975). Al actuar la
LH/HhCG sobre el testiculn sa estimula la adenilaton rciclasa y se
libera AMPz. Este nuclestido o anilogos del mismo como el
dibutiril-AMPc y &l 6-Bromo AMPc  inducen la formacion de
testosterona por activacidn de la pruoteina quinasa Y la
subsecuente fosforilacidén de proteinas. (Huhtaniemi vy col.1980).
Se ha observado que la activacion de AMPc  depende principalmente
de 1a proteina quinasa y no tanto de 1a presencia de calcio,
encontrangose que 21 efecto de éste es mas probable despues de la

activacién de la prateins guinasa. Sin embargo, es necesaria la
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presencia de calcio para la produccién de testosterona, pues se ha
visto que en ausencia de este ién la produccién de testosterona
decrecis aproximadamente 1 a 3 veces, en comparacisn con el gQrupo
control gue contenia calecio 2.5 mM (Dave v col. 1987; Iida y col.

19843 Janszen y col. 19763 Sullivan y Cooke 1986).

Asimismb,la incubaciédn de células de Leydig con forskolin,
el cual activa directamente a 1la adenilato ciclasa, da como
resultado un  incremento en los niveles de AMPc intracelular
{Darfler vy col. 1982; Ealey y col.1987; Frandkin vy col. 1982;

Moger vy Anakwe, 1983 Moriwak y ¢ol.1982; Themmen y col. 1985).

Las hormonas LH/hCG provocan un incremento en la actividad
de la esterasa de colesterol y fosforilacion del sistema del
citocromo P-45@; también inducen una maypor actividad de las
enzimas encargadas de la conversien de 1la pregnenolona a
testosterona (17a-hidroxilasa y al7-20 liasa, desmolasa); de la
17p-hidroxiestercideshidrogenasa y 3ffhidroxiesteroideshidrogenasa.
A su wvez, estas hormonas promueven el reciclamiento de los
receptores Y producen, en determinadas condiciones

desensibilizacisén de l1os mismos (Dufau vy col.1984).

El mantenimienta de la funcién y el numero de receptores
para LH/hCG esta regulado por un mecanismo homéloge, del que es
responsable la concentracidn de t.H o hCG circulante, vy por otro
heterslogo dependiente de otras hormonas como la PRL, la FSH, la

HG, ta GhRH vy probablemente de hormonas esteroides ceoemo el
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wstradiol (Catt y Dufau, 1978).

Las células de Leydig maduras son capaces de autorregular la
cantidad de sus propios receptores a LH, mediante un mecanismo de
desensibilizacién de 1os mismos ante el estimulo hormonal. Es
suficiente 1a administracién n vive de una sola dosis
suprafisiolsegica de hCG, LH o GnRH para que s produzca el
fenémeno, que consist@ en la pérdida de receptores Y la
disminucidén de 1la respuesta esteroidogénica ante una nueva
estimulacison con hCB {n vitro. La deplecién de receptores se
observa 18 horas después de la inyeccidn inicial, siendo precedida
por un aumento del SOX en el namero de receptores a las & horas.
El efacto desensibilizante ae ohserva con dosis de hCG de entre
8.4y 19 ug (Dufan y col. 19793 Habberfield y col. 19843
Kuhn-Vaeltern y Staib, 1984). Al mismp tiempo la estimulacién con
hCB produce un aumento inicial en la produccién de testosterona la
cual es seqguida por un periodo refractario donde la respuesta a
hCB o AMPc queda alterada por horas o dias (Catt y col. 1979) .
Otro tipo de desensibilizacidn =me produce a nivel enzimitico por
desactivacisn de las enzimas de 1a via sintética, mediante su
fosforilacién, mecaniwmo que al parecer esta mediado por estradiol
y fosfatidilinositol. La desensibilizacién enzimatica puede ser de
dos tipos) uno, llamado ‘tempranoc’ es originado por dosis altas de
hCB (5 a 1@ ug) y se caracteriza por una disminucién de 1la
sintesis de pregnenclona. Este tipo de lesidn no es inducida par
&1 GnRH. Algunos autores consideran que esta lesidén se debe a un

bloqueo de las enzimas que participan en el proceso de sintesis de
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esteroides, mas que a unp decremento en @l colesterol disponible
(Aquilanoc vy col. 198%); el segundo tipo de desensibilizacién
enzimatica llamada ‘tardia‘’, se presenta con dosis miAs bajas de
hCG (2 a 4 ug), ¥y origina un blogueo parcial de las enzimas
17c-hidrolasa y 17—-20 desmolasa, con la consiguiente acumul acién
de los estercoides correspondientes en el testiculo. Se ha
observado también gque hay un aumento en las concentraciones
circulantes de los precursores progesterona y l7a-progesterona sin
sxistir alteracién de la produccisn de pregnenolona. Este tipo de
jesién es producida también por la administracién de BnRH (10@ng).
{Dufau y col 19793 Nozu y col. 1982; Perking y Payne, 19843Quinn y
Payne, 1984). Otro tipo de desensibilizacién se presenta también
por alteraciones en la adenilato ciclasa. Estudios con forskolin y
con toxina del cédlera, las cuales estimulan a la adenilatao ciclasa
sugieren que la regulacién negativa homéloga y heterdloga es
ocasionada por lesiones antes y despuss de la subunidad
estimulatoria de la proteina B durante el proceso de activacion de

la adenilciclasa (Dix y col.1984).

ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

Se ha encontrado en &1 timo un factor, obtenido a partir del
polvo aceténico de este Srgano, que tiene actividad inhibitoria
sobre la produccién de testosterona estimulada con harmona
gonadotrofina corionica (HCG). Este factor tiene un peso molecular
aproximado de 39 KDa. vy es de naturaleza proteica, se le ha

denominado Factor Timico (FT). (Pedernera y col.1984). Se ha
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demostradc que este factor modula la respuesta de las células de
Leydig a la hCB, mediante una inhibicién de tipo competitiva en la
unidn de esta hormona a su receptor especifico (Hiriart y Romano,

1984&) .

Romano y Martin (1992) estudiaron el efecto de medios
condicionados obtenidos de células reticuloepiteliales del timo
sobre la esteroidogénesis inducida por hCG,en suspension de
células de testiculo de rata adulta, observando que el medio
condicionado de estas células reproduce el efecto del FT abtenido
a partir del extracto cet&nico de timo. Estos datos sugieren que
se trata de la misma molécula y que el FT es producido por las

células reticuloepiteliales del timo.

También se ha probado el FT sobre células dispersas de
ovarios maduros y s& observéd que disminuye la liberacién
wstimulada de testosterona, progestercna y estradiol (Aguilera vy
Rom#zno,1989). As{ también se ha observado que potencia el efecto
dela GnRH sobre las cé¢lulas adenchipofisiarias en cultivo (Mendoza

y Romana,1989).

Se ha demostrado que el FT es dependiente de 1la edad,

alcanzando un pico de liberacién a lus tres dias del nacimiento.

(Reyes-Esparzas y Romano,1989).
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. ' HIPOTESIS

Se ha demostrado que en el timo de la rata prepuber, existe un
factor con un peso aproximado de 3@ kDa que modifica la
respuesta de las células testiculares a la hCG al campetir por el
mismo receptor, observando una disminucién en la secrecién de

testosterona inducida por esta hormona.

En la presente tesis se decidié profundizar en el estudio del
afecto directo del Factor T{mico sobre las células testiculares.
Se postuld que es posible que la presencia del Factor modificara
otros niveles de 1la esteroidogénesis, como por ejemplo la
adenilato adenilato ciclasa o bien que su efecto pueda ser mediado
a través de segundos mensajeros. Se investigo si @} Factor Timico
inactiva toda la via o si es posible revertir el efecto a través
de activar directamente a la adenilato ciclasa con forskolin o a

la via esteroidogenica con segundos mensajeros como el AMPC.
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OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el mecanismc por el cual la fraccién de medio de
incubacidén de timo (FrMIT) modula la produccidn de testostercna en

las células testiculares in vitro

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.~ Estudiar el efecto de la FrMIT cuando se estimula 1la
esteroidogénesis actuando sobre el sistema de la

adenilato ciclasa.

2.- Analizar si la FrMIT interacciona con el AMPc modificando
®l efecto de este nucléotido sobre la produccién basal y

estimulada de testosteraona.

3.—- Estudiar el efecto gue produce 1a FrMdIT en una
preincubacién de células testiculares estimuladas y no
con hCG scbre una subsiguientes exposicién a estas

a la gonadatropina.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES:

Los timos se obtuvieron de ratas macho Wistar de 14
dias de edad y para los biocensayos de células testiculares se

utilizarsn animales de 3 a 4 meses de edad.

MEDIO DE INCUBACION:

Para la obtencid¢n del timo, ratas de 14 dias
de edad se anestesiaron con éter o cloroformo. Se realizéd una
incisién toraxica por donde se extrajo el timo, el cual se lave
dos veces en medio de cultivo (Medio esencial minimo de Eagle
modificado por Dulbecto, DMEM). Se retiraron restos de otros
tejidos y 1la capsula conectiva que lo cubre, se corté en
fragmentos de 3mm aproximadamente que se lavaron nuevamente en
DMEM para disminuir la cantidad de linfocitos. Se escurris el
medio de lavado, absorbiéndose el exceso con papel filtro; los
trozos timicos asi tratados se pesaron inmediatamente e incubaron
a razén de 500 mg de timo por 20 ml de DMEM, que contenia ademas
Albumina s%rica bovina al @.1%, durante dos horas en un matraz

cerrado a 37°C, con agitacisn de 4@ ciclos por minuto.

Posteriormente, se centri{fugd la suspensién a 3088 rpm. durante
1@ minutos, colectandose el sobrenadante al que se llamo Medio de
Incubacien de Timo (MIT) el cual se liofilizé y conservéd a una

temperatura de -2@°C hasta utilizarse.
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CROMATOGRAFIA DE FILTRACION MOLECULAR.

Esta cromatograffa se utilizé para separar la fraccién
correspondiente a los 3@ kDa; la resina empleada fué Sepbadex G735
{farmacia). La resina fué hidratada con buffer de elucion Tris
2.03M + NaCl @3.1M pH de 7.4 y empacada en una columna de vidrio de

1.6 x 188 cm.

La columna se calibré mediante una mezcla de proteinas de peso
molecular conaocido, Hemoglobina P.M. &8 kDa, Media Hemoglobina
P.M. 38 kbDa y Citocromo C, P.M. 12 kDa E1 volumen muerto de la
columna se determiné inyectando Jjunto con 1los estandares Azul
Dextran P.M. de 1890 kDa; el flujo de la columna fué de 2@ ml/h vy

se corrié en cuarto frio a una temperatura de 5°c.

El1 MIT se resuspendid¢ en 4 ml del buffer de elucién. Esta
suspensién se eluyé a través de la columna de filtracién molecular
a una temperatura de 4°C y un flujo de 2@ ml/h, colectando

fracciones de 4 ml.

Las fracciones con peso molecular cercano a 3@ Kd, (Fraccién de
Medio de Incubacien de Timo (FFrMIT)), se liofilizarén y guardaron

a una temperatura de —2B°C. hasta la realizacién del biocensayo.

La figura 4 muestra esquematicamente la metodologia descrita

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

CO Timo
i

[s=] Lavado DMEM + ASB

i Incubaciori en
&  DMEM+01% ASB
a37°C por 2h.

|
@ 15009 x10 min
!

Concentracitn por
Liofilizacidn

{

[
Cromatografla de
Filtracidn-Moleculor

30 KDa

[]
Q Fracclén de

Fig. 4: Esquema de la metadologfa seguida para la obtencién

del FrMmIT a partir del MIT.
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BIDENSAYD EN SUSPENSION DE CELULAS TESTICULARES

Se utilizaron ratas adultas de 3 a 4 meses de edad que fueron
anestesiadas con éter o cloroformo, se disecardn los testiculos vy
se retird la capa albuginea. La masa tisular e incubd en una
solucién de DMEM con Albumina B.1%Z y Colagenasa ©0.14% mg/ml, 1@
ml/testiculo, a 35°C con agitacion de 1908 ciclos por min, durante

15 min.

Posteriormente, se agregd a la suspensidén celular un  velumen
igual de DMEM con Albumina sérica bovina @.1% y se filtrd a traves
de una malla de nylon. la suspension asi{ obtenida se centrifugs a
800 rpm durante 1@ min resuspendiéndose la pastilla celular en
DMEM con Albamina sérica bovina 8.1% e  isobutil-metilxantina @.1%
mM a razén de 1 ml/10@ul de pastilla. De esta suspensién celular
se sembraron 200 ul en matraces que content{an DMEM + Albamina
@.1% + isobutil metilxantina @.1mM En 1os grupos control las
células recibierédn buffer de elucidén y las prablema FrMIT al 20%
v/v. En algunos grupos la esteroidogénesis se estimulé con hEGS (1
mU/ml), Farskolin (15 uM) o bien con B bromo AMPc (1.5 mM)., En
otros no se agregardn substancias estimulantes y se considerd que
expresaban la secrecidén basal o espontanea de testosterona.

Las muestras se expusierdn a COz + aire (5 y 95%) e incubaron

a 38°C durante 2 horas con agitacion de &0 cicles/min, Al

finalizar, el medio se centrifugd a 3000 rpm durante 19 minutos vy

se colectd el sebrenpadante que fue usadn para cuantificar
testasterona (Hiriart y Romano, 1986).

La figura 5 muestra esquematicamente 1la metodologla descrita

anteriormente.
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PREINCUBACION:

Para estos experimentos las células testiculares se
incubaron en 2 tiempos de Z hr cada uno. El primer tiempo que se
llamé de preincubacidén, se realizé de 1a siguiente manera: A) DMEM
salo, B) DMEM + FrMIT, C)DMEM + hCG 1lmU/ml, D) DMEM + hCG + FrMIT.
Al finalizar este primer periodo la suspensién celular se
centrifugd a 80@ rpm durante 1@ min para separar las células que
todavi a permanecian en ¢l1. E1 sobrenadante se almacend a 4°C hasta
que se midid la concentracidn de testosterona. La pastilla celular
se resuspendid en DMEM mas AlbGmina sérica bovina y se centrifugd
nuevamente a B@®@ rpm durante 10 minutos. El1 sobrenadante se
desechd y la pastilla celular se resuspendid en DMEM mas Albumina
wériva bovina 2.1% y 1 mM de isobutil-xantina, para utilizarse en

la segunda fase del experimento -incubacién-—

Del grupo A de la preincubacién se formaron 4 subgrupos Aa) DMEM
solo. AbIDMEM + FrMIT, Ac) DMEM + hCG imU/ml, Ad)DMEM + hCG +
FrM1T. Del grupo B se originaronn 2 subgrupos Ba) DMEM s&lo y Bh)
DMEM + hCG 1imU/ml E} grupo C ariginé 2 subgrupos Ca) DMEM sélo vy
Cb) Dulbecco + hCG 1 mU/ml. Finalmente el grupo D originé un
subgrupo Da cuyas células fueron incubadas en DMEM sin ningdn

agregado.

La figura & muestra en forma esquemiAtica los pasos gue se

siguieron para estos experimentos.
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Testiculos

rate & adulte
l Eliminar capo
albuguinea
S

DMEM+ Atbéming 0.1 %
+ Cologenasa 0.015 %

1S5 min en agitacidn
a37°C
E o

Paso por malla
de nylon |

4059 x {0 min

Pastitla celular

Resuspension de lo postilla
en DMEM+ Albiming O.1 %
+Xonling 0.1 mM

DMEM+ Xantina 0.4 mM
+Buffer de elucidn.
DMEM+ Xantina 0.4 mM
A+ FeMIT,

DMEM+ Xantina 0.4 mM
+hCG 1 muU/mi

+8ufter de elugidn
DMEM+ Xontina 0.4 mM
+1CG A mU/mi+FrMIT.

Siembro de Alicuotos

Fig. S5: Esquema de la metodologia seguida para 1a obtencién
de la suspensidn testicular, y 1a manera en que se dividierédn

estas para la realizacién del bioensavo.
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La incubacién se realizéd en las mismas condiciones descritas
anteriormente, es decir durante 2 horas a 34 °C #sn una atmosfera
de CD2 + aire (5% 3 95%). Al terminar esta segunda incubacidén se
centrifugaron las suspensiones celulares a 3@80 rpm durante 198
minutos, se colectaron los sobrenadantes y se almacenaron a 4°c
hasta determinar la concentracién de testosterona presente en

ellos.

PREINCUBACION (2h) INCUBACION C2h)

e e v

DHEM. L[5 ] DMEM + FrMIT.
2 |—————[__€ "} DMEM + hCG.
L [TE ] DMEM+hCG+FrIT.

DMEM + FrMIT.

[ —
B owex + heo.

[ y— S
B oMex + hee.

[ —

DMEM_+ hCG.

DMEM+hCG+FrMIT,

Figura &: Esquema de la metodologia seguida en los experimentos
en los que un periodo de preincubacidn en diferentes condiciones
experimentales, precedié a la incubacién tipica de 2 hrs que se

describe al comienzo de esta seccion.
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RADIOINMUNOANALISIS DE TESTOSTERONA:

Para cuantificar testosterona, se utiliz® un anticuerpo de alta
especificidad de Radiocassay y testosterona tritiada de Amersham
tomo trazador. La concentracién hormonal de las muestras se
cuantificé mediante una curva estandar de testosterona. Se graficd
el logaritmo de las concentraciones conocidas de los estandares de
testosterona contra el logaritmo de "Y', donde 'Y'es 1la relacidén
entre la union total y la unidén en presencia de la hormona +ria
(Bmdolla y col., 1984). Se incubé la reaccidn durante 24 h  a 4°¢g,
@] exceso de testosterona tritiada fue eliminado con carbon

activado.

La radiocactividad de las muestras se leyd en un contador g# de

centelleo.

ESTADISTICA:

Para determinar la significancia estadistica de 1las
diferencias entre medias obtenidas, se realizardn pruebas de t de
Student & analisis de variancia (ANDEVA) seguida de la prueba de
Duncan. Los grupos se consideraron diferentes cuando la
probabilidad fue menor de al S %Z (p < 9.85). (Snedecor y Cochram,

19793 .
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RESULTADOS.

ESTANDARIZACION DE TECNICAS:

Con el fin de conocer la dosis de hCGE adecuada para estimular la
saecrecién de testosterona, hCG-dependiente en las células
testiculares, se realizé una curva dosis-respuesta a esta hormona.
Como se puede cbservar en la Fig.7 la maxima respuesta se cbtuvo
con una dosis de 1.25 mU/ml de hCG; dosis mayores causaron un
descenso en la magnitud de la respuesta. Se decidié utilizar una
dosis subm&xima de 1 mU/ml con la cual se obtuvo una estimulacién
de al menos 7 veces g1 valor de la secresion en condiciones

basales.

S& estandarizé asi mismo la técnica de radioinmunoanalisis
mediante 1a linearizacién de una curva estandar donde r= 0.991,

mm -2,34 y b= 4.8,

ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD DE LA FrMIT.

€En la Fig. B8 =se muestra el resultado de un experimento
rapresentativo donde se observa el efecto de un  grupo de
fracciones de medio de incubacién de timo (FrMIT) que corresponde
a pesos moleculares entre 28 y 30 kDa elujdas por 1a columna de
filtracisn sobre la produccién de testosterona dependiente de hCG.
Se aprecia que la produccién de testosterona fue 30 a 4@0% menor
que #£1 grupo control,en los grupos gue se incubaron en  presencia

de las fracciones 28,29 y 3@ (2@ % v/v), las cuales corresponden
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7: Efecto de diferentes dosis de hCB sobre la produccién

en bioensayos de células de testiculo

# <P 0.BS vs grupo basal (prueba de ANDEVA).
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Fig. B: Estudio del efecto de las fracciones del medio de
incubacion de timo con peso molecular cercano a JI0kDa saobre la
produccién de testosterona & + n.s.M) por las células de
testiculo de rata adulta, estimuladas con ! mU/ml de hCB. * <PR.BS

vs grupe control (prueba de ANDEVA).
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al peso molecular mencinado arriba de acuerdo a la calibracisén de
la columna. Posteriormente se investigé el efecto de 1la FrMIT
sobre 1a secrecién basal de testosterona. Simultaneamente se
incluysron grupos de células testiculares estimuladas con hCG,

coao control de actividad de la FrMIT.

En la fig 9 podamos cbservar que la FrMIT fue capaz nuevamente de
inhibir en un 3@8% aproximadamente (P<@.85) 1la secrecidén de
testosterona dependiente de hCG, peroc no asi{ la produccién basal

de este esteroide.

Estos datos nos indicaron que el FT se encontré presente en el
MIT y que ®luyd como lo hace dicho Factor cuando se obtiene a
partir de polvo acetoni{co de timo. Asimismo la FrMIT asi obtenida
nBe comporta como el FT en cuando & que inhibe la secreciéon de
testosterona dependiente de hCG, sin alterar la basal. Ademas la
FrMIT aparecié sxactamente en las mismas fracciones en gue se
encusntrd la actividad inhibitoria del FT extraido del polvo
aceténico de timo. Por lo tanto estos experimentos sugieren que el
timo os capaz de secretar al medio una substancia que inhibe 1la

esteroidogénesis dependiente de hCG.

Con estos resultados y para profundizar en el estudio del
mecanismo de accién a travées del cual se produce dicha
inhibicién, se decididé estudiar en los sucesivos experimentos el
efecto del FrMIT sobre la esteroidogénesis cuando Fue estimulada

con forskolin y AMPc.
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Fig. 9: Efecto de la fraccion del modio de incubacisen de timo
(FrMIT), de ratas de 14 dias de edad, scbre la produccion de
testosterona (% + b.s.s)  por las  celulas de testiculo en
condiciones basales o estimuladas con imU/ml de hC = P<B.05 vs

Qrupo con hCHE (orusha de t de Student).
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EFECTO DE LA FrMIT SOBRE LA ESTERCIDOGENESIS EBTIMULADA

CON FORSKOLIN.

Se decididé utilizar forskolin para estudiar el efecto de la
FrMl1T sobre la esteroidogénesis testicular ya que asté estimula

directamente a la adenilato ciclasa.

Se realizaron experimentos para encontrar la dosis mas adecuada
de forskolin para el modelo que se utilizé en este estudio ya que
en la literatura se cita que la concentracién de éste puede variar
dependiendo de la preparacidn. Se probaron concentraciones de 8.5,

1.8, 5.0, 10, 208, 3@ y 58 uM de forskolin.

En la Fig 10 se muestra el efecto de diferentes dosis de
forskolin sobre la produccidén de testosterona por la suspensisén de
células de testiculo. Se ochserva que 1la maxima respuesta
estaroidogénica se alcanzé con la dosis de 15 M Dosis mayores
provocarén un descenso de la produccidn de testosterona, que
aungue fue mayor que la del qgrupo «ontrol, resul ts

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

Se decidio utilizar la dosis de 15 uM en 1los experimentos
posteriores, ya que con ella obtuvimos una respuesta similar a 1la

abtenida con § mi/ml de hCG en nuestra preparacidén.

La Fig 11 muestra la respuesta de la suspensi&n testicular a la

estimulacién con forskolin. Como se puede observar, este compuesto
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Fig. 1@: Efecto de diferentes dosis de forskolin sobre la

produccién de testosterona (% + D.s.M.) por células de testiculo

de rata » F< 0.895 vs grupo basal (prueba de ANDEVA).
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Fig. 11: Efecto de la fraccion del medio de incubacioén de timo
(FrMiIT), sobre la produccién de testosterona (X + o.s. M), por las
celulas de testiculo de rata adulta en condiciones basales o
estimuladas con 15 o forskolin % <PO.0S5 ve grupo control {prueba

de t de Student).

52



a la dosis de 15 uM aumentd la secrecion de testosterona 7 veces.

En presencia de la FrMIT, la produccién basal de testosterona no
se alters. Sin embargo, la respuesta a este compuesto fué
significativamente menor gque en el grupo gue solo recibid

forskolin.

EFECTO DE LA FrHMIT SOBRE LA ESTERDIDOGENESIS ESTIMULADA CON AMPC.

Se utilizé B-Bromo~AMPc a la concentracidén de 1.5 aM, con la
cual se obtuvo una respuesta esteroidogénica similar a la que se
produce con imU/ml de hCG en nuestra preparacién testicular. Al
igual que se hizo en el caso del forskolin, un grupo de células se
trato con B-bromo APMc, y otro con este compuesto en presencia vy

ausencia de FrMiT.

Comp era previsible el B-Bromo-AMPc (1.5 mM) estimuld
significativamente la produccién de testosterona en las células
test{culares, aumantando 7 veces la secrecién basal (Fig. 12). Sin
embargo la respuesta a este compuesto fué significativamente menor
cuando la FrMIT al 20% (v/v) estuvo presente en el medio de
incubacion de las células testicul ares,

Los resultados sugieren entonces que la FrMlT +fué capaz de
inhibir la esteroidogénesis estimul ada con hCG, forskolin o AMPc.
En la Fig 13 resumimos lps resultados de la respuesta celular a
hCG, farskolin y AMPc en las dosis descritas, ésto en presencia vy
ausencia de la FrMIT. Las tres substancias produjeron un

incremento semejante (6 a 7 veces la basal) en la concentracién de
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Fig.12: Etecto de la Fraccion del medio de incubacién de timo
(FFMIT) sobre la produccisn de testesterona (i« D.G.M), por las
células de testiculo de rata adulta.en condiciones basales o
estimuladas con 1.5 mMl de B-bromo-AMFc, * FL{O.805 vs grupo control

(prueba t de Student).
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Fig.i3: Comparacisén del efecto de la Fraccién del medio de

incubacisan de timo (FrMiIT) sobre la produccién de togtesterena o

+ D.S.M), por las células de testiculo de rata en condiciones

baszales o estimuladas con 1mU/ml de hCG, forskolin 1S5uM v 1.SmM de

g-bromo—-AMPc % P<@.Q5 vs grupa cantrol (prueba t de Student).
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testosterona en el medio de la suspensiédn testicular. Asimismo, la
la respuesta a cualquiera de los tres estimulantes de la secrecién
de testosterona disminuyd en una magnitud similar (40 a 50@%) en

presencia de la fraccidn timica.

EFECTD DE LA PREINCUBACION DE LAS CELULAS DE TESTICULC Y EL FrMIT

SOBRE LA ESTERODIDOGENESIS ESTIMULADA CON hCG.

Se sabe que la célula de Leydig puede ser desensibilizada,
tanto in vivo como in vitro, por una exposicion prolongada o bien
por altas concentraciones de hCG (Aquilano vy col., 1985;
Kuhn-Veltern y Staib, 1984). De tal forma que ante una
subsiguiente exposicisn a esta hormona la respuesta

esteroidogénica o bien no se presenta o es menor.

Par otra parte los resultados expuestos mas arriba indican
que la FrMIT inhibe no s&lo la esteroidogénesis estimulada con hC6
sino ademas, la inducida con forskolin y AMPc. Por tanto se
decidié investigar si 1la FrMIT se comporta como un analogo a hCG y
también desensibiliza a la ceélula de Leydig. Para esto se
investig® en primer lugar si la actividad inhibitoria de la FrMIT
cesaba después de retirarla del medio de incubacién, o bien =i la
preincubacién de las células de Leydig en presencia de la FrMmIT,
era capaz de inducir desensibilizacidn cwelular ante un nuevo

estimulo con hCG.
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Como ya se mencioné en la metodologia, se trabajd en dos atapas,
una de preincubacién que a su vez se sePparéd en 4 grupos
experimentales, y a continuacién otra de incubacién de los

diferentes subgrupos provenientes de la primera etapa.

Como era de esperarse luego de la primera etapa de
preincubacién, 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 produccién basal de testosterona por 1a
suspensidén testicular fué similar en presencia (B) o ausencia {R)
del medio de incubacion de timo. En cambio, la produccién de
testosterona dependiente de bCG disminuysd significativamente en
presencia de la FrMIT (D) con respecto al grupo que recibis el

buffer de elucién y hCG (C) .

Luego del periodo de incubacién, el grupeo que en la
preincubacién se ussd como control, gque sélo recibié DMEM + hCG,
reprodujo los resultados de la preincubacién, ®s decir, que la
presencia de la FrMIT no alterd 1a produccién basal de
testosterona. Nuovamente se observé una inhibicién de la respuesta
de las células testiculares cuando se incubaren con hC8 + FrMIT

(Fig.14).

En el grupo que en la preincubacidén se expuso a la FrMIT se
observaren 1los siguientes resultados: E1 grupo {Ba) no L1
diferencid de los grupos (ARa) y (Ab) o sea gque la produccién basal

de testosterona no se alterd por la preincubacién con FrMIT. E1L
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Fig.14: Efecto de la preincubacidén en presencia de la Fraccidn
del medio de incubacién de timo (FrMIT) sobre la produccidn de

testosterona (% - D.S.M), por las células de testiculo de rata

adulta los dos grupos basales son (A) en ausencia y (8 presencia
de la FrMlT, y dos estimulados caon 1 mU/ml de hCG, en ausencia (C)
y presencia de la FrMIT (D). En la sequnda etapa tincubacidn) se
formaron los grupos (Aa) basal, (Ab) basal+FrMIT, (Ac) hCG, tAd)
hCG+FrMIT, (Bh) hCG, y (Cbh) hCG. # F<@.05 ve su respectivo grupo
control (Sin efecto de FriMiT) (prueba de t de Student).
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grupo (Bb) presentd una respuesta disminuida a la hCE que no se
diferencia del grupo que habla recibido hCG mas FrMIT en la
incubacidn. El grupo gue fué incubado las dos veces en presencia
de hCG presents una respuesta intermedia, es decir respondié menos
gque el grupo gque sélo se incubd con hCG en el segundo periodo y
mas que el grupo incubado en presencia de hCG mas la FrMIT y que

®1 grupo preincubado con FrMIT e incubado en presencia de hCG.

£stos resultados indican que la preexposicién a hCG praduce una
desensibilizacién ya que las células tienden a responder menos en

la siguiente exposicién a esta hormona.

Por otra parte, se realizaron experimentos para analizar el
curso temporal del efects de la preincubacién con FrMIT sobre 1la
respuesta a hCG, luego de eliminar esta fraccién del medio de las
células. Para esto se preincubaron las células en presencia vy
ausencia de la FrMIT (20% v/v) durante 3B, &0, 120 y 180 aminutos
{(Fig.15 ). En todos los tiempos estudiados se investigsd ai 1la
secresién basal era afectada por la preincubacién en presencia de
la FrMIT y se observé gue este procedimiento no afecta 1la
secresiéan basal de testosterona en el periodo siguiente

(incubacidén).

§
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Fig. 15: Efectao de la preincubacisn durante diferentes tiempos
(30,60,120 vy 180 min.) en presencia de la Fraccien del medio de
ipcubacisn de timo sobre la produccien de testosterona (X«
D.S.Mipor las células.de testicule de rata adulta # F{0.05 vs

grupo control (prueba de t de Student).
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DISCUSION

Los r;zsultadus obtenidos indicen ngue la FrMIT. inhibe. 1la
esteroidogénesis estimulada con forskolin en una proporcién
similar a 1a que se produce cuando es inducida con hCG. Lo
anterior llevd a analizar 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 en la sintesis de
esterpides, © bien si aun el AMPc era incapaz de estimular la
esteroidogénesis en presencia del FrMmIT porque toda la via
esteroidogénica wstaba desensibilizada. Para aclarar este punto se
estimuld la sintesis de testosterona con 8-bromo-AMPc a una dosis
de 1.3%mM. Esta dosis es similar a la que otros autores han
utilizado y con la que han demostrado que es efectiva para inducir
secreciéon de testosterona en las células de Leydig. (Perkins y
payne, 19B7) Con esta dosis se logré en las células control
estimular 1la produccisn de testosterona con valores similares
a los cbtenidos con imY de hCG o 15uM de forskolin. Los resultados
sugieren que las células tratadas con la FrMIT son incapaces de
responder al estimulo directo con 8-bromo AMPc. As{imismo los datos
obtenidos indicaron que gl efecto de 1la FrMIT sobre 1la
estervidogénesis estimulada na se debe tampoco a una disminucién
del AMPc por inactivacién del complejo receptor—adenilato-ciclasa.
Aparentemente la via esteroidogénica estaria 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 desensibilizacién de la via esteroidogenica, cuando
se administra in vivo e in vitro, en grandes dosis o por largos

periodos de tiempa. (Dufau y col.,1984, Chasalow y col.,1979).

Pensando &#n la posibilidad de un proceso de desensibilizacion
por la FrMiIT en las células de testiculo se decidid preincubar la
suspensidn testicular en presencia de esta fraccién, con el objeto
de estudiar si el tiempo de incubacién en presencia de FrMIlT
modificaba la posterior respuesta a la hCG. Observamos que cuando
se@ preincuba en tiempos mencores a 120 minutos no se presentaba el
efascto inhibitorio y que este crecié al aumentar el tiempo de
incubacién con ia fraccién. Se selecciond el periodo de dos horas,
ya que si bien en tiempos mayores se obtenia inhibicionms mayores,

al mismo tiempo aumentaban las células muertas

Estos experimentos permitieron hacer varias observaciones.
Cuantificando el numero de células vivas y muertas con la técnica
de azul de tripan en los grupos preincubados con la FrMIT y sin
ella, se observd que la presencia de 1la fraccidén no cambia el
namero ni la proporciéon de células vivas. La técnica utilizada no
descarta alteraciones finas en el funcionamiento celular, sin
embargo, sugiere que la FrMIT no produce efectos tédxicos severos o
deletérecs sobre las células. Por otra parte, la preinr.ubacién. de
la suspension testicular en p;-esencia de la FrMIT también produjo
desensibilizacién de las células de Leydig de manera que responden
con una menor produccidén de testosterona cuando se las estimula a

continuacidn con hCG. Resultados que llevan a plantear que el
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wfacto de la FrMIT no se debe a alteraciones de la mplécula de hCG
inducidas por la misma, ya que el efecto se observa aun cuamdo la
FrMlT no se agrega simultaneamente con dicha hormona. Tal vez 1la
proteina timica se una a un receptor membranal gue podria ser el
de hCG alterando la unidén de la gonadotrofina a su receptor como
1o proponen Hiriart y Romano (1984) porque la célula continga
desensibilizada a pesar de haberse retirado el medio que contenia
la FrMl7. Una posibilidad es que la molécula permanezca
fuertemente unida a la oembranaj; otra es que los cambios
intracelulares que produjo la exposicidén de las células a la FrMIT
perduren por largos periodos como 1o es para el caso de 1la hCB.

(Kuhn-Veltern y Staib, 1984, Habberfield y col. 198&)

Se realizaron también experimentos en los que la FrMIT se
colocd simultaneamente con hCG y luego se lavaron las células para
eliminar ambas moléculas vy estudiar si el efecto de la FrMlT scbre
ia produccién de la testosterona dependiente de hCe era
reversible. Pero nos encontramos con el problema de que adan las
células del grupo control que solamente recibié hCG, no
respondieran a una segunda incubscién con hCG, es decir, que como
ha sido reportado por Nozu y col. (1982) 1a hormona por si misma
desensibiliza a las células de Leydig. Dado que en el modelo
utilizado la viabilidad celular no va mas alla de & a B horas
despues de la siembra, no es posible estudiar en plazos mas
prolongados si  existe recuperacién del efecto de hCG. Para
resolver este praoblema es necesario trabajar con un modelo de

células en cultivo, adheridas al substrato, que por un lado
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facilitan los lavados evitando frecuentes centrifugaciones, y por

el otro, pueden permanecer viahles por periodos mas largos.

En conjunto nuestros resultados, en el estudio del mecanismo
por el que ia FrMIT actua sobre el testiculo, muestran gque es
posible que dicha fraccién inhiba la esteroidogénesis estimulada
actuando a nivel del receptor; lo que producirt{a desensibilizacidn
de las celulas por alteraciones en pasos posteriores a la sintesis
de AMPc. Esto llevarfia a plantear una serie de preguntas vy
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 deberia actuar en primera
instancia a nivel de receptores membranales. No sabemos si s6lo
actua a través del receptor para LH/hCB (Hiriart y Romano, 19B&),
o si tiene ademas un receptor especifico para el mismo. Se podria
suponer que la fraccion del medio de incubacién del timo actda
como un agonista parcial de la hCB, el cual en ausencia del
agonista natural, (hCB), produciria algunos de los efectos del
mismo a través de sus receptores. Sin embargo, el hecho de gue la
FrMlT no estimule por si misma la produccién de testosterona

descartarf{a esta interpretacidén.

No se puede dejar de considerar ademas 1la posibilidad de
estar viendo dos acciones diferentes, inducidas por dos moléculas
distintas. En la FrMIT existen varias moléculas con peso molecular
cercano a las 38 KDa; el efecto de inhibicién competitiva podria

estar dado por una de ellas y el de desensibilizacién por atra. Es
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necesario avanzar en la purificacion del factor Timico, para poder
aclarar este punto. Ademis serA necesario realizar experimentos
que nos indiquen si la via de sintesis de la testosterona se
encuentra alterada, y si es asf{, a qué nivel de la misma ocurre el

blogqueo.
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CONCLUSIONES

€l timo es capaz de producir y secretar al medio factores

capaces de modular, in vitro, la esterocidogénesis en el testiculo.

ta FrMIT inhibe la produccidn de testosterona estimulada con
hCG sin alterar la produccién basal de este esteroide.

La FrMIT inhibe la produccién de testosterona estimulada con
forskolin sin alterar la produccion basal de este esteroide.

La FrMIT inhibe la produccién de testosterona eatimulada con
8-Bromo—AMPC sin alterar la produccion basal de este esteroide.

L.a FrlT es capaz de producir desensibilizacién de las
células testiculares al estimulo con hCG.
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