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Existen evidencias que muestran que Ias hormonas timicas participan en el control
neurcendocrine de la secrecion de las gonadotropinas y en la regulacién de la esteroidogénesis.
Sin embargo, la mayoria de las timosinas sintetizadas por el epitelio timico, también son
sutetizadas por otros 6rganos e incluso en ¢l Sistema Nervioso Central Por lo que en el
presente trabajo se estudi6 si la timulina, que tiene un origen exclusivamente timico, participa

en la regulacion del proceso de pubertad v la ovulacidn en los ratones normales v alopécicos-
hipotimicos preptiberes.

Se utilizaron ratones hembra normales (eutimicos) y alopécicos-hipotimicos tratados
diariamente por via sistémica con timulina o solucién salina, desde los 19 6 24 dias de edad
hasta el dia en que presentaron el primer estro vaginal y se analizaron sus efectos sobre la

pubertad y la ovulacién espontineas, asi como Ia respuesta del ovario a la estimulacién
gonadotropica en presencia de 1z timosina.

Los resultados confirman que los ratones mutantes hipotimicos se¢ caracterizan por
presentar alieraciones en varios de los pardmetros reproductivos. Las diferencias observadas
respecto a los animales normales fiueron las siguientes: retraso en la edad de la apertura vaginal
(34.740.7 vs 27.710.4 dias, p<0.05) y en la presencia del primer estro (2.240.7 vs 0,630.1 dias,
p<0.05), menor peso de los ovarios (5.740.3 vs 8.2+0.4 mg, p<0.03), del dtero (30.243.7 vs
30.624 3 mg, p<0.05) y del timo (76.644.7 vs 90.5+4.4 mg, p<0.05) y mayor concentracién
sérica de progesterona (6.2+1.8 vs 0.9+0.0 ng/ml, p<0.05). La concentracién de estradiol fue
similar a la del ratén normal (19.134.2 vs 13.242.9 pg/ml, NS).

En Jos animales normales, el estrés que representa la inyeccién diaria de solucién salina
partir de los 19 dias de edad, ocasiond la disminucion de la masa ovirica {6.840.3 vs 8.240.4
mg, p<0.05)y e!incremento en Ia concentracion sérica de progesterona (3.640.7 vs 0.910.0
ng/ml, p<0.05). La administracién de salina desde ¢l dia 24 de edad, no provoca cambios en
ninguno de los parametros anafizados, La administracién diaria de timulina (100 ng) no
modifico los efectos observados por el estrés en los ratones normales de 19 dias. El tratamiento
con timulina desde los 24 dias de vida, provocé retraso en la edad de Ia apertura vaginal (29.5%
0.5 vs 27.540.4 dias, p<0.05), incremento en el peso del timo (99.545.0 vs 86.243.6 mg,
p<0.05) y aumento en la concentracidén sérica de progesterona (6.5+1.3 vs 1.0+0.2 ng/mil,
p<0.05). Al parecer la timulina participa en la regulacién de la esteroidogénesis.

En los ratones hipotimicos la inyeccién diaria de solucién salina a partir de los 19 dias
dc cdad, indujo aumento en ¢l peso de los ovardos (7.040.3 vs 5.7+0.3 mg, p<0.05). La
administiacién de solucion salina desde los 24 dias de edad, provocé adelanto en la edad en gue
s¢ presento la canalizacidn vaginal (30 420.6 vs 34.740.7 dias, p<0.05) y disminucién cn la
concentiacion sérica de progesterona (1.020.2 vs 6 2£1.8 ng/ml, p<0.05). La administracion
diana de timulina (100 ng) a las hembras hipotimicas desde el dia 19 de edad, en comparacion




con lo observado con salina, resulté en la disminncién del peso del timo (71.944.2 vs 85.544.0
mg, p<0.05} y de la concentracién sérica de progesterona (3.9+1.3 vs 8.9+0.8 ng/ml, p<0.05).
El grupo de animales tratados con timulinz a partir del dia 24 de edad, presenté retraso en la
pubertad (33.010.8 vs 30.430.6 dias, p<0.05) y aumento en la concentracién de progesterona

{6.310.2 vs 1.0:0.2 ng/mi, p<0.05). Estos resultados indican que los efectos de la timulina en
este modelo, dependen de su respuesta al estiés,

La respuesta ovulatoria en los ratones normales tratados con PMSG en el dia 20 de
edad, se incrementd por la administracién previa de 100 ng de timulina, siendo estos valores
estadisticamente significativos al aumentar a 200 ng la concentracién de timulina (tasa de
animales ovulantes: 1/11 vs 7/14, p<0.05; nfimero de ovocitos liberados: 5 vs 32,1441,
p<0.03), efecto que se acompafi6é del aumento en el peso de los ovarios (15.410.8 vs 12.140.8
mg, p<0.05). En estos animales se observo un mayor peso del timo sélo con la concentracién
de 100 ng de timulina (73.444.3 vs 57.433.5 mg, p<0.05). En los hembras normales el
tratamiento con solucién salina y PMSG a los 25 dias de edad mdujo 1a ovulacién en el 92% de
los animales. La administracién de timulina desde el dia 24 mas la gonadotropina, no modificd
esta respuesta. Con ambas concentraciones de timulina se observé ¢l aumento significativo en
¢l peso de los ovarios estimulados con PMSG (timulina 100 ng: 14.3+1.2 vs 11.340.6 mg, p<
0.05; timulina 200 ng, 13.720.8 vs 11.340.6 mg, p<0.05). El anlisis de estos resultados ndica
que la timulina amplifica el efecto estimulante de la PMSG y nos permite sugerir que la
hormona timica favorece la liberacién de la LH.

En los ratones alopécicos, la inyeccién diaria de 100 ¢ 200 ng de timulina desde el dia
19 de edad y PMSG en el dia 20, no indujo la ovulacién, Con ambas dosis se observé aumento
en la masa ovirica, siendo significativo con la mayor concentracidn {(12.520.6 vs 9.640.6 mg,
p<0.05) El ratén mutante de 25 dias de edad es capaz de ovular en respuesta a la PMSG,
efecto que no se modifica al administrar desde los 24 dias de edad 100 ng de timulina, Sin
embargo cuando se incrementé la concentracién de timulina a 200 ng, se observéd disminucién
en ¢l mimero de ovocitos Tiberados (7.5+1.8 vs 16.2+2.5, p<0.05), lo que se acompaiié de una
menor concentracidn sérica de progesterona (2.3+0.5 vs 5.040.8 ng/ml, p<0.05). El tratamiento
secuencial con PMSG+hCG incrementd considerablemente Ja respuesta ovulatoria, ain en los
animales inyectados con 200 ng timulina (tasa de animales ovulantes; 7/7 vs 7/7, NS; namero
de ovocitos liberados: 35.445.2 vs 29.624.0, NS). Lo anterior muestra que la timulina no altera
la receptividad de los ovarios al estimule gonadotrépico exdgeno. Los resultados podrian estar
vinculados con l2 inmadurez neuroendécrina que caracteriza al mutante.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten sugerir que el incremento en Ja
concentracion de timulina durante la etapa peripuberal modifica los mecanismos
neuroenddcrinos que regulan el nicio de la pubertad. Su accién depende del estado de madurez

del individuo (edad) v del ambiente neurohormonal que prevalezca en funcidn de su condicién
cutimica o hipotimica.




Las funciones del timo no s6lo estan restringidas al sistema inmune. Los

experimentos realizados en animales congénita o quirdrgicamente atimicos ¢
hipotimicos, asi como los estudios sobre los efectos de las hormonas timicas,
muestran que existe una relacion funcional bidireccional entre el timo v el sistema

reproductor.

Las primeras evidencias gue sugieren esta interaccién funcional, son las
aportadas por Calzolari en 1898, quien describe que la castracion en conejo

ocasiona hipertrofia del hmo.

Varias décadas después, Nishizuka y Sakakura (1969), observaron que la
extirpacion del timo en la fase neonatal del ratén hembra, inducia en la etapa
adulta, alteraciones en la funcion reproductora. Mas tarde, Michael (1983),
mostré que el amimal timectomizado a los 3 dias de edad, presenta una respuesta
de tipo autoinmune sobre los foliculos ovaricos y una pérdida progresiva de los

mismos (disgénesis ovarica)

Otro de 1os modelos utilizados para el estudio de la relacién del timo con el
sistema reproductor es el raton alopécico v congénitamente atimico (nu/nu), en el
cual se ha observado disgénesis ovarica, que a diferencia del raton timectomizado
a los 3 dias, no ¢s dc origen autoinmune, ya que e¢ste mutante carece de respuesta

inmunolégica (Rebar y col , 1981b)




En la década de los ochentas, en una colonia de ratones CD1 apareci6 un
niutante alopécico con alteraciones en el desarrotlo del timo, al que se le Hamo
hipotimico (et/et). Este animal, al igual que los modelos anteriores, presenta una
serie de alteraciones en el sistema reproductor, como son, pubertad retardada,
menor poblacién folicwlar ovérica y menor respuesta ovulatoria frente a un

estimulo gonadotrépico (Rosas, 1990, Rosas e Hinojosa, 1993).

Se ha descrito que el timo sintetiza hormonas, a las cuales se les ha
denominado timosinas. Para algunas de estas timosinas se ha mostrado que tienen
un efecto sobre el sistema reproductor, tanto a nivel central como en el ovario

(Goldstein y col.,, 1981; Rebar y col., 1981a; Michael, 1983; Hall y col., 1992;
Uzumcu y col., 1992).

Con base en lo anterior, se puede sugerir que la ausencia del timo altera la
funcion reproductora de la hembra, al parecer por intermedio de las hormonas que
sintetiza este érgano. Sin embargo, algunos de los péptidos timicos que actuan
sobre el sistema reproductor, también son sintetizados por otros Organos y atn en
el Sistema Nervioso Central (SNC), lo que dificulta Ia interpretacién sobre la

participacion hormonal del time en la regulacién de la funcién ovarica (Dalakas y

col.,, 1984; Horecker, [984),

Debido a lo anterior en este trabajo se analizaron los efectos de la timulina,
que es una hormona sintetizada exclusivamente por el epitelio timico, sobre el
proceso de pubcrtad y ovulacion, utilizando como modelos a los ratones hembra

normales ¢ hipotimicos prepuberes.

[+



MARCO TEORICO

1 Pubertad.

La pubertad es la fase bioldgica que marca el inicio de la madurez sexual y
en la cual ocurren una serie de cambios neuroenddcrinos y fenotipicos. En la
regulacion de estos eventos participan la informacion genética del individuwo, Ia

nutricién, los estimulos sociales y algunas condiciones ambientales como el

fotoperiodo (Ramirez, 1973},

En la hembra de los roedores, el inicio de la pubertad se caracteriza, entre
otros eventos, por la canalizacién espontinea de la vagina, la cual es dependiente
de los estrogenos. Uno o dos dias después de haberse producido la apertura

vaginal, se presenta el primer estro vagmal y la primera ovulacion (Ramirez,
1973; Goldman, 1981).

Con base en parametros morfolégicos y fisiolégicos, Ojeda y colaboradores
(1986) dividen la ctapa previa a la pubertad de la rata hembra en cuatro fases

(Esquema 1).

Neonatal. Se inicia al nactmiento y termuna a Jos siete dias de wida
postnatal. Esta etapa se caracteriza porque durante los primeros cuatro o cinco
dias de edad, el ovario de la rata es relativamente insensible a las gonadotropinas
exdgenas, debido a que los foliculos ain no presentan receptores a estas
hormonas. Por 1o quc cn csta etapa, el micio del proceso de foliculogénesis es
independiente de las gonadotropinas. En los ovarios de ratones dec dos dias de

edad se han observado foliculos primordiales y cn ¢f dia cuatro de vida ya se

")



presentan foliculos en desarrollo (primarios) (Peters, 1978; Peters, 1979; Smith-
White y Ojeda, 1981; Ojeda y Urbanska, 1994).

Durante esta fase no funciona el mecamsmo de retroalimentacion
mnhibitorio que ejercen los estrogenos sobre 1a secrecion de las gonadotropinas. La
falta de respuesta se explica por la presencia de la concentracién elevada de la a-
fetoproteina en el plasma (molécula que enlaza dvidamente a los estrogenos e

impide su unién al receptor) (Ojeda y col., 1983, 1986; Ojeda y Urbanski, 1994).

Infantil. Se extiende desde ¢l dia ocho al 21 de edad. En el ¢je hipotalamo-
hipéfisis ocurren una serie de cambios que representan los primeros eventos
neuroendocnnos que regulan el momento en el cual se iniciara la pubertad. En la
hipofisis el mimero de receptores a la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH, por sus siglas en inglés) aumenta desde el dia cinco y alcanza su maximo
alrededor del dia 20 de edad. La GnRH es liberada por pulsos poco frecuentes,
mismos que mantienen clevada la concentracion plasmatica de la hormona
estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas en inglés), asi como los pulsos
csporadicos de la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés) (Ojeda v

col., 1986; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

La concentracion sérica de la FSH presenta un incremento que alcanza
valores maximos alrededor de los dias 12 al 15 de vida, momento en el que
comienza a disminuir progresivamente hasta llegar a valores muy bajos poco antes
del primer proestro. Se ha descrito que este pico de FSH es fundamental para el
reclutamicnto y crecimiento de los foliculos que llegaran a ovular en la pubertad.

A partir del dia 16 de edad la concentracidon de 1a a-fetoproteina disminuye y por




lo tanto aumentan los estrégenos libres (Ojeda y col., 1980, 1983, 1986, Ojeda y
Urbanska, 1994).

En el ovario de ratdn, entre los dias 14 y 21 de edad, se encuentran

foliculos pequefios, medianos y grandes con antro, perc aim no hay foliculos

preovulatorios (Peters, 1969, 1979).

Juvenil o prepuberal. Se inicia en el dia 21 de vida y termina alrededor de
los 30-32 dias de edad. La concentracitn de 1a FSH disminuye y la de la LH, que
mostraba liberacién brusca y esporadica, se transforma en una secrecién de tipo
pulsatil. En el ovario se presentan ondas de crecimiento folicular y atresia, pero
los foliculos atin no alcanzan el estado preovulatorio. En esta fase se incrementa
en plasma las conceniraciones de la prolactina y de la hormona de crecimiento o
somatotropina (GH, por sus siglas en inglés) Ambas hormonas participan en la
maduracién del ovario juvenil, estimulan el desarrollo folicular y la formacién de
los receptores a Ja LH en las células de la granulosa (Pedersen, 1969; Peters,
1969; Andrews y Ojeda, 1981; Ojeda y col, 1986; Bech-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

Esta etapa termina cuando se pone de manifiesto el aumento en Ja actividad

estrogénica, observada por la presencia de liquido en Ja luz del dtero (Ojeda y

col., 1983).
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Peripuberal. Incluye los dias que preceden a la primera ovulacién. En esta
fase se lleva a cabo una cascada de eventos que culminan con el primer

incremento preovulatorio de gonadotropinas y la primera ovulacion (Ojeda y col.,
1986; Ojeda y Urbansky, 1994).

Los ovanos aumentan la capacidad de secretar estrogenos en respuesta a la
estimulacién gonadotrépica. Este incremento es debido a la aparicion de un mayor
namero de receptores a la LH en las células de la teca y por ende una mayor
produccion de andrégenos, mismos que son aromatizados a estrégenos en las
células de la granulosa. Ademas, en el ovario el nimero de receptores a la GnRH
dismmuye y con ello la influencia inhibitoria que este péptido tiene sobre el
desarrollo de la génada. Durante esta etapa las concentraciones plasmaticas de la
prolactina y de la GH incrementan atm més que las observadas en la fase juvenil

(Dalkin y col., 1981; Ojeda y col., 1986; Ojeda y Urbanski, 1994).

La concentracidén de la LH presenta ligero meremento durante la mafiana vy
por la tarde se observa un aumento en magnitud y amplitud, como resultado de la
accién de la GnRH en la hipdfisis. Bajo este ambicente hormonal los foliculos
destinados a ovular en la pubertad entran en la etapa final de maduracion. Este
patron de secrecidn hormonal induce la primera liberacion brusca de la
concentracién de estradiol (pico de estrégenos), 1o que estimula la primera

liberacion preovulatoria de gonadotropmas v por ende la primera ovulacion
(Ojeday col., 1986).




Y. Desarrolio folicular y ovulacién.

El ovario es ¢l érgano reproductor femenino primario cuyas funciones
principales son la produccidn de gametos v secrecidn de hormonas de naturaleza
esteroidea y polipeptidica, que actiian sobre el propio ovario y los érganos
reproductores secundarios (las trompas, el Utero, la vagina, la vuiva y las

glandulas mamarias) (Ham, 1975; Guyton, 1984).
En el ovario se distinguen tres compartimientos (Feder, 1981) (Esquema 2):
1)) Folicular: formado por los foliculos en diferentes estados de desarrollo.

2) Luteal o cuerpo liteo: estructura glandular que se forma a partir de las células

de la granulosa y de la teca interna de los foliculos que han liberado al ovocito.

3) Intersticial o gldndula intersticial: formada por células con actividad secretora,
Nlamadas células intersticiales primarias en el ovario fetal y por las células de la
tecca interna de los foliculos antrales que presentaron receptores a LH y que

experimentan el proceso de atresia, denominadas células intersticiales secundarias

(Harrison y Weir, 1977).

El foliculo es la unidad anatémica y funcional del ovario. Esta formado por
el ovocito, las células de la granulosa, la teca interna, la membrana basal y la teca
externa, La teca cxterna estd formada por un complejo sistema de fibras de
colagena, células del tejido conectivo, substancia fundamental v {ibras musculares
lisas. Estos clementos forman una vaina fibrosa que al disgregarse en un punto
cercane a la superficie del ovarto, dan lugar a un orificio (estigma ovarico) por el

cual saldra el ovocito. El ovocito y las células de la granulosa no reciben ricgo
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sanguineo ni inervacién en forma directa (Feder, 1981; Aguado vy Ojeda, 1984;
Ahmed y col., 1986, Dominguez y col., 1991).

Poco se sabe sobre la sefial que promueve el inicio del crecimiento de los
foliculos primordiales, pero mma vez que este comienza, continia hasta que los
foliculos ovulan o van a la atresia. El primer signo de crecimiento folicular es el
aumento de tarnafio del ovocito, seguido por el crecimiento y la proliferacion de
las células de la granulosa. En el foliculo en crecimiento, las células de la
granulosa proliferan répidamente por estimulo de la FSH y los estrogenos (efecto
mitogénico). Una vez que las células de la granulosa forman 7 u 8 capas alrededor
del ovocito, comienza a observarse la presencia de licor folicular, que se origina
por extravasacion de componentes plasmaticos y por secrecion de las células de Ia
granulosa. En el licor folicular se encuentran proteinas, polipéptidos, FSH, LH,
prolactina, estrégenos, progesterona, gonadocrinina, noradrenalina, etc. La
acumulacion de liquido forma el antro, mismo que aumenta de tamafio conforme

sc desarrolla el foliculo (Feder, 1981; Dominguez y col., 1991; Gore-Langton y
Armstrong, 1994).

En la esteroidogénesis ovarica, participan las células de la teca y las celulas
de la granulosa. El precursor inicial en la ruta biosintética es el colesterol que se
obtiene de la sangre a partir de lipoproteinas, del almacenado bajo la forma de
¢steres o de la sintesis de novo a partir de acetato. En las células de la teca la LH
induce la transformacion de colesterol ¢n pregnenolona. La pregnenolona sigue
dos vias difcrentes de biosintess, la delta * (A%) y Ja delta * (A"). En la A* es

transformada a progesterona con la participaciéon de un complejo enzimatico
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microsomal, la 3p-hidroxicsteroide deshidrogenasa y la A’-A* isomerasa (3B-

HSD) (Pedernera, 1993; Gore-Langton y Armstrong, 1994) (Esquema 3).

En la A’ Ia pregnenolona por efecto del complejo 17a-hidroxilasa y Cyrz0
liasa (citocromo Psso C17) da como productos a la 17a-hidroxipregnenolona y
posteriormente a la deshidroeprandrosterona. La progesterona en la A, es
transformada a 17a-hidroxiprogesterona por la participacién de la enzima 170~
hidroxilasa. Posterlormente la enzima Ci7ae liasa lleva a la formacidn de la
androstenediona misma que por accién de la enzima 173-hidroxiesteroide
deshidrogenasa se convierte en testosterona. Ambos androgenos (androstenediona
y testosterona) atraviesan la membrana basal y son incorporados al citoplasma de
las células de la granulosa. En estas células la FSH incrementa la actividad del
complejo enzimatico aromatasa, lo que provoca que los androgenos sean

aromatizados a estragenos (Pedernera, 1993; Gore-Langton y Armstrong, 1994).

Conforme el foliculo madura, las células de la granulosa adquieren
receptores a Ja LH por ia accion sinérgica de la FSH y los estrégenos. El
incremento en las concentraciones séricas de los estrogenos sensibilizan a la
hipéfisis al efecto de la GnRH, provocando el pico preovulatorio de las
gonadotropinas y por ende la ovulacion (Fink, 1986; Dominguez y col,, 1991,

Gore-Langton y Armstrong, 1994).
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La ovulacién es la liberacion del ovocito, que se da como resultado de un
proceso inflamatorio localizado, el cual es regulado por la oleada preovulatoria de
las gonadotropinas. La ovulacién ocurre entre 8 y 10 horas después del pico
preovulatorio de la LH (Dominguez y col,, 1991; Franchimont y col., 1991).

Durante este lapso se suceden algunos eventos en el foliculo tales como:

a) Actividad de enzimas proteoliticas estimulada por la LH.

b) Cambios en la densidad ¢ interconexion celular en el cumulus oophorus y

corona radiada.
¢) Reinicio de la meiosis en el ovocito (continuacion de la division reduccional).
@) Reduccién de los componentes que participan en la sintesis de tejido conectivo.

¢} El comienze de la luteinizacion de las células de 1a granulosa.

Todo lo anterior provoca fa degradacidn de la coldgena del tejido conectivo
que mantiene unidas a las ¢élulas de la granulosa, que coadyuvan a la ruptura de

la pared del foliculo y liberacién del ovocite (Fink, 1986; Franchimont v col.,
1991),

Durante el desarrollo folicular se presenta el proceso denominado atresia.
La atresia es el fendmeno mas frecuente, en el cual los foliculos pierden la
capacidad para continuar su diferenciacion y no alcanzan la etapa de ovulacion,
Los signos que caracterizan al foliculo atrésico se muestran en el cuadro |

{Byskov, 1978, Centola, 1983; Hsueh y col.,, 1994),




Cuadro 1. Caracteristicas morfolgicas y bioquimicas que se presentan en la atresia

folicular.

MORFOLOGICAS

BIOQUIMICAS

Células de la granulosa

Picnosts nuclear

Detencién  del  proceso
{dismimucion del ndice mitdtico)

mititico

Pérdida de las uniomes gap, de los
desmosomas y 10s nexos. Las células de
la granulosa se observan aisladas en Ia
cavidad antral (descamacién)

Células de 1a granulosa

Condensacion del acido desoxirribonncléico
(ADN) por la activacién de endonucleasas

Alteracién de la membrana muclear y
fragmentacioén posterior

Disminucién en el nbmero de receptores a
las gonatropinas

Disminucion en la secrecion de estrégenos

Incremento en la secrecidn de progesterona
{distunucion de 17c- hidroxilasa)

Células de la teca

Hipertrofia (cngrosamiento de la teca) y

Células de Ia teca

Condensacion del ADN por Ia activacién de

Alteracion del ovocito (susencia o
cambio en la forma de la membrana
nuclear o fragmentacién del ovocito)

formacién de células  intersticiales endonucleasas
secundarias
Ovocito Ovaocito

Condensacion del ADN por la activacién de
endonucleasas

(Tomado de. Byskov, 1978, Centola, 1983: Hsuch y col . 1994},




. Caracieristicas del timo.

El timo es ¢l érgano responsable de la inmunogénesis del individuo, ya que
en €l se lleva a cabo la maduracién y diferenciacion de los linfocitos T (Ham,

1975; Roitt y col., 1993).

En los mamiferos, el timo es un 6rgano de forma triangular, bilobulado v de
color gris rosdceo. Esta ubicado en el térax, inmediatamente por detras de la parte
superior del esterndn, con la base apoyada en el corazén, el 4pice dirigido hacia el
ceello y delante de las venas tiroideas inferiores, la traquea y los grandes vasos

incluyendo el cayado adrtico (Ham, 1975; Bellanti, 1986) (Esquema 4).

TRAQUEA

TIMO
PULMON

CORAZON

Fsquema 4. Ubicacidn anatomica del timo en ¢l raton.




El timo se origina de un tubo de células epiteliales del tercer par de bolsas
faringeas que crece hacia el mesénquima. Los tubos epiteliales se vuelven
cordones sélidos que sufren traccién hacia el interior del tdrax y pierden su
conexion con los puntos de origen. Los cordones proliferan y envian ramas
taterales hacia el interior de los 16bulos. Otras células de estos cordones se
distribuyen de manera menos densa hacia la periferia del drgano y tienden a
separarse, pero slempre se mantienen unidas enfre si por proyecciones

citoplasmaticas que forman una red (Ham, 1975; Langman, 1976).

El otro componente del timo son las células T indiferenciadas o
prelinfocitos, que se originan en el saco vitelino y migran al timo donde se

depositan entre la red de células epiteliales. Ahi proliferan, crecen y se diferencian
en linfocitos (Ham, 1975).

El timo presenta una organizacion cortico-medular. Cada uno de los 1obulos
esta rodeado por una cipsula de tejido conectivo derivado del mesénquima, la
cual se extiende hacia el interior del 16bulo formando tabiques que lo dividen en
lobulillos. Cada lobulille presenta una corteza rica en linfocitos y una médula con
menor densidad de éstos. En la médula se encuentra un elemento estructural
llamado corpisculo de Hassall que es un agrupamiento de células reticulo-
epiteliales engrosadas y dispuestas concéntricamente (Ham, 1975; Bellanti, 1986;

Ross y col., 1992; Roitt y col., 1993) (Esquema 5).
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Esquema 3, Organtzacion cortico-medular del timo (Tomado de: Bellanti, 1986)




En la corteza externa se encuentran células linfociticas de nicleos grandes,
mientras que en la corteza intema, los nicleos de éstas células son mas pequefios.
Los linfocitos T son transportados de la corteza hacia la médula a través de los
intersticios del reticulo epitelial o por los espacios perivasculares de la corteza
que llegan a la médula. De ahi migran por el torrente sanguineo hacia los ganglios
linféticos y el bazo para ubicarse en las denominadas zonas timo dependientes en

las cuales entrardn en contacto con los linfocitos B (Bellanti, 1986; Ross y col.,
1992; Roitt y col., 1993).

El timo se caracteriza por presentar un proceso de involucion que depende
de la edad, denominado “mvolucion fisioldégica”. El timo crece desde el
nacimiento hasta la pubertad, momento en el que comienza su involucién. Esta
disminueidn se debe principalmente al decremento en la proliferacion de linfocitos
en la corteza, en respuesta al incremento de las concentraciones plasmaticas de
las hormonas sexuales. A medida que avanza el proceso de involucion, el tejido
adiposo comienza a predominar, presentandose un pequefio camulo de grasa en la

vejez (Ham, 1975; Aboussaouira y col., 1989; Roitt y col., 1993} (Esquema 6).

Las células reticulo-epiteliales sintetizan hormonas polipeptidicas Ilamadas

timosinas, que estimulan la maduracion y diferenciacion de los linfocitos T
(Goldstein, 1984).

De las hormonas timicas, la timosina fraccion 5 (timosina F-5), esta
compuesta por una familia de péptidos clasificados como: timosina o1, timosina o
5, timosina a7, timosina B, timosina B3, timosina B4, timosina B7, timosina (g,

timosina Bg, timosina 810 v timosina y (Goldstein y col., 1981; Low y Goldstein,
1984).
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Esquema 6. Representacion grafica v esquematica que muestra los cambios en peso v

composicion del timo humano durante el proceso de involucién (Tomado de: Bellang,
1986).

Otras de las hormonas sintetizadas por el timo son el factor humoral timico
(THF, por sus siglas en inglés), la timulina o factor timico del suero (FTS, por sus
siglas en francés), la timoestimulina, la timopoietina y el factor timico X (TFX,

por sus siglas en inglés) (Goldstemn y col,, 1981; Low y Goldstein, 1984).

IV. Relaciones neuroendocrinas entre el timo y el sistema veproductor.

Existen evidencias que muestran que el timo participa en los mecanismos

gue regulan al sistema reproductor.

1. La involucidn del timo se acelera durante la preficz, lo que se atribuye al
aumento de las concentraciones plasmdticas de progesterona y corticosterona

durante cste periodo (Carter. 1976: Chambers y Clarke 1979, Grossman, 1984)




2. El timo comienza a involucionar durante la pubertad como respuesta al
meremento de las concentraciones plasmaticas de las hormonas sexuales que
ocurren en esta ctapa. También se ha descrito que cuando se administra
progesterona, estrégenos o testosterona se provoca la involucion del 6érgano

(Ham, 1975; Grossman, 1984; Fitzpatrick y col., 1985; Roitt y col., 1993).

3. La castracion antes de la pubertad, retarda el proceso de involucién del
timo, mientras que en ¢l animal adulto la extirpacién de las gonadas induce su

hipertrofia (Janardana y Sirsi, 1961; Grossman, 1984, 1985; Fitzpatrick y col,,
1985; Rosasy col., 1992).

4 Enlas células reticulo-epiteliales del timo existen receptores especificos
a las hormonas sexuales y a la GnRH (Sholiton y col., 1980; Grossman, 1984;
Morgan y Grossman, 1985; Marchetti v col., 1989a).

5. La inyeccién de antagonistas de la GnRH promueve la involucién del

timo. Al parecer esta hormona estimula el desarrollo y mantenimiento del epitelio

timico (Marchetti y col., 1989b, 1990)

a) Efectos de la timectomia o la atimia congénita sobre el desarrollo del ovario.

La rata y el raton timectomizados al nacimiento, han sido los modelos
bioldgicos mas utilizados en el estudio de la vinculacidén del time con los

mecanismos que regulan la funcién reproductora.

Se ha observado que la timectomia nconatal provoca, en la etapa adulta

(130 dias), disgénesis ovarica caractenizada por infiltracién linfocitica en los




foliculos, disminuecion del nimero de ovocitos, hipertrofia e hiperplasia de las
células intersticiales, proliferacién del tejido conectivo, ausencia de cuerpos Hiteos
o destruccion de los mismos por la proliferacion del tejido conectivo y presencia
de quistes. Estos cambios en la morfologia del ovario se acompafian de la
disminucion en las concentraciones plasmaticas de la FSH, la LH, la GH, la
prolactina y los estrogenos. También se presenta retardo en la edad de la apertura
vaginal (pubertad) e infertilidad (Nishizuka y Sakakura, 1969; Besedovsky y

Sorkin, 1974; Hattori y Brandon, 1979; Michael v col., 1980, 1981; Grossman,
1984).

Las alteraciones antes mencionadas solo se observan cuando el timo se
extirpa en la etapa pernatal (1-4 dias de edad) y se ha descrito que son el
resultado de una respuesta autoimmune que da origen a la formacion de
anticuerpos antiovocitos (Nishizuka y Sakakura, 1969, 1971; Michael y col.,
1980; Kosiewicz y Michael, 1990).

En los amimales timectomizados al nacimiento, el trasplante inmediato de

timo normaliza la funcion reproductora (Sakakura y Nishizuka, 1972).

Estudios recientes que utilizan como modelo al ratén timectomizado, han
mostrado que la extirpacién del timo al dia 10 de vida postnatal trae como
resultado retraso de Ja edad de la apertura vaginal (pubertad), asi como
disminucion en el desarrollo del ovario y en la respuesta de este al estimulo

gonadotropico (Garcia y Rosas, 1994a,b; Rosas y col., 1995).

Otro modelo bioldgico utilizado ¢n el estudio de la vinculacién del timo con

el sistema reproductor, ¢s ¢l raton mutante alopécico y congénitamente atimico




(mu/nu). Este raton presenta caracteristicas semejantes a las descritas en los
animales con timectomia neonatal como son: mfertilidad, foliculogénesis anormal,
reduccién del nimero de foliculos ovaricos, menor desarrollo del ovario y del
ttero, retardo en la pubertad y concentraciones plasmaticas de GnRH, FSH, LH,
GH, estradiol, progesterona y testosterona menores que las del animal! normal
(Flanagan, 1966; Besedovsky y Sorkin, 1974; Shire y Pantelouris, 1974; Eaton y
col., 1975; Pierpaoli y Besedovsky, 1975; Lintern-Moore y col., 1976: Lintern-
Moore, 1977; Rebar y col., 1981b; Chesnokova y col,, 1983). Sin embargo, en
este mutante ¢l origen de las alteraciones no se explica pg)r la presencia de

antrcuerpos anti-ovocitos, como en el animal timectomizado, ya que carecen de

respuesta inmune celular.

En el ratén congénitamente atimico (my/nu) el injerto de timo al nacimiento,
previene la disminucidn en las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas,
normatiza ta funcién endocrina de las génadas vy los animales son fértiles (Rebar y

col, 1980; Chesnokova y col., 1983).

b) Caracteristicas del ratdn alopécico e hipotimico.

En la FES-Zaragoza se cuenta con una colonia de ratones alopécicos
denominados etfet, portadores de una mutacidn autosémica recesiva para el gen

que regula el crecimiento normal del pelo (Rosas y col., 1987; Rosas, 1990).

El mutante et/et presenta alteraciones en el desarrollo normal del timo que
se mantfiestan después de los 10 dias de vida postnatal. En la etapa adulta, el peso

del timo es aproximadamente ]2 mitad del peso de un timo normal. Ademis, en las




hembras et/et el timo no presenta la organizacién corticomedular que lo
caracteriza. Dado lo anterior a estos mutantes alopécicos se les ha considerado

hipotimicos (Rosas y col., 1987; Rosas, 1990).

Las hembras hipotimicas presentan retardo en la aparicion de la pubertad.
En la etapa adulta, el peso corporal y de los ovarios son menores que el de las
hembras normales, mientras que el de las adrenales y el bazo son mayores. La
tasa de fertilidad es similar a la de los animales normales, aunque decrece
prematuramente. Sus ciclos estrales son wregulares con fases prolongadas de
diestro. El periodo de gestacion, el crecimiento ponderal durante la preficz v el

numero de crias por paricién son semejantes a la de los animales normales (Rosas

y col., 1987; Rosas, 1990).

La capacidad esteroidogénica de los ovarios de las hembras hipotimicas
parece ser normal, ya que con el tratamiento con la hormona del suero de la yegua
prefiada (PMSG, por sus siglas en inglés), la canalizacion vaginal y el aumento en
el peso del Gtero son similares a las de las hembras normales, lo que pernmte
sugerir que la secrecién de estrogenos por el ovario estd retrasada. En cambio la
capacidad ovulatoria en respuesta al estimulo secuencial con PMSG vy la
gonadotropina coridnica humana (hCG, por sus siglas en inglés) estd disminuida.
El andlisis de la poblacién folicular de los ovarios de estos animales muestra que
en el raton et/et el nimero de foliculos es menor que en el normal. Aunque los
foliculos crecen con la estimulacion gonadotropica, el 75% de éstos son atrésicos.
En estos animales, el injerto de un timo normal al nacimiento previene el retardo

en la pubertad y las alteraciones ocasionadas por el decremento del timo frente al

[
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estrés (Argiiello, 1987; Rosas y col., 1989a; Rosas ¢ Hinojosa, 1993; Hinojosa,
1994; Hinojosa y Rosas, 1994).

A diferencia de otras cepas de ratones con alteraciones del timo, estos
animales se caracterizan por manteperse y reproducirse en las condiciones
convencionales del bioterio, 1a mayoria rebasa el afio de vida y presentan signos y

sintomas de envejecimiento prematuro hasta después de esta edad (Rosas y col,,
1987; Rosas, 1990).

Las caracteristicas de este modelo bioldogico espontédneo lo hacen wna
herramienta (il en el estudio sistematizado de la participaciéon del timo en

diversos mecanismos de regulacién de la funcion gonadal.

¢} Efectos de los polipéptidos timicos sobre la funcion hipotdlamo-hipofisis-

gonada.

Diversos estudios in vivo e in vitro han mostrado que algunas de las

hormonas sintetizadas por el timo presentan actividad bioldgica sobre el sistema

reproductor.

Se ha descrito que la administracién de timosina F-5 6 timosina 4 a ratas
prepiberes aumenta 1a concentracion plasmauica de estradiol y adelanta [a edad de

la apertura vaginal (Michael, 1983).

El agregado de timosina F-5 o timosina B4 al sistema de perfusion de
hipotalamo ¢ hipéfisis, incrementa la secrecion de GnRH, lo que se refleja en el

aumento de la sintesis de gonadotropinas por la hipéfisis (Rebar y col., 1981a).
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Se ha observado en cerdas que la concentracién plasmatica de timosina 4
varta durante el ciclo estral, aumentan en la fase folicular y disminuyen en la

luteal, en forma paralela con la concentracion plasmatica de progesterona (Ford y
col., 19%0).

Del timo de rata también se ha aislado un factor de 28 kD que incrementa
el efecto estimulante de la GnRH sobre la sintesis in vitro de gonadotropinas por
la hipofisis. En cultivo de células foliculares del ovario o de células de Leydig del
testiculo, este factor compite con la hCG por su receptor, lo que resulta en la
inhibicién de la produccidén de esteroides (Hiriart y Romano, 1986; Pedernera y
col., 1986; Aguilera y Romano, 1989).

Estudios in vitro muestran que las células reticulo-epiteliales del timo
provenientes de animales castrados, liberan mayor cantidad del factor timico de
28 kD que las de los animales enteros. Si los animales castrados fueron tratados
con testosterona antes de la obtencién del cultivo del timo, las células reticulo-

epiteliales liberan menor cantidad del factor timico al medio de cultivo (Reyes y
Romano, 1989).

El medio de incubacién de timo y el medio condicionado de células
reticulo-epiteliales del mismo contienen un factor que estimula la secrecidn In
vitro de 12 LH por las células de la hipdfisis de rata (Romano y col, 1993;
Mendoza y col., 1995).




V. Caracteristicas de la timulina.

La timulina es un nonapéptido (pyro-Glu-Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-
Asn-OH) que induce la diferenciacién de las células T y es producido
exclusivamente por el epitelio timico. En animales timectomizados, se ha
mostrado que esta hormona desaparece de Ia circulacién después de realizar la
operacién, mientras que en el ratén congénitamente atimico nu/mu dicho péptido
¢sta ausente. En ambos modelos experimentales, cuando se realiza un injerto de
timo o de células epiteliales timicas, la timulina es detectada en el suero

(Dardenne y col., 1974).

Estudios de inmunofluorescencia realizados en el timo del raton y en el del
humano mostraron la existencia de una unién especifica del anticuerpo anti-
timulina (producido por la inmunizacién de conejo con timulina sintética) con las
células reticulo epiteliales de este 6rgano, presentandose en mayor cantidad en los

Corpusculos de Hassall (Monier y col., 1980; Jambon y col., 1981; Savino y col.,
1982).

En el ratdén, ia timulina se ha detectado desde los 14 dias de vwida
intrauterina y su concentracion en plasma se mantiene estable hasta los 5 6 7
meses de edad, posteriormente disminuye llegando a valores minimos hacia los 12
meses de edad. Esta baja es paralela a la involucidn del timo y se ha mostrado que
se debe al decremento en la sintesis del péptido y a la presencia en sangre de
inlibidores del mismo. En el hombre, esta timosina estd presente a partir de la
sexta semana del desarrollo cmbrionario v la concentracidn en suero se mantiene
estable hasta los 15 6 20 afios de edad, seguida de una progresiva disminucién

(Dardenne y Bach, 1981, Jamben y col |, 1981).
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Se ha descrito que los efectos de la timulina sobre la funcion de las células
T dependen de las condiciones inmunoldgicas del individuo y de la concentracion
de la propia hormona. En el ratén normal, la administracién de concentraciones
altas de la hormona timica incrementa la funcién de las células T-supresoras,
mientras que las concentraciones bajas estimulan la foncién de las células T-
cooperadoras. En animales inmunodeficientes o viejos, tanto las concentraciones
altas como las bajas de timulina, restauran la repuesta inmune mediada por células
va que estimulan ]a funcion de las células T-cooperadoras e inducen la produccion

de anticuerpos (Bach y Dardenne, 1984).

Se ha propuesto que la timulina es regulada por los esteroides sexuales, ya
que la castracion en el ratén adulto provoca dismunucion de la concentracion
plasmatica de la timosina e incremento en el nmumero de células epiteliales del timo
que contienen dicha hormona y la administracion de progesterona inmediatamente
después de la intervencion quirirgica previene estos efectos (Dardenne y col,
1986). Prepin (1991) mostrd que la timulina estimula la proliferacién in vitro de

las células germinales de los ovarios de feto de rata.




El animal prepiber es un buen modelo para el estudio de las relaciones

funcionales entre el timo y el sistema reproductor. Las alteraciones observadas en
los ovarios, tanto de los ratones timectomizados a los 10 dias de edad como de los
hipotimicos preptiberes, indican que el timo participa de manera estimulante en el
desarrollo del ovario y en la regulacion de la pubertad. Estos resultados, aunados
a los obtenidos in vitro, nos sugieren que las hormonas sintetizadas por el timo
estan involucradas en dichos procesos. Sin embargo, se ha descrito que algunos
de los péptides timicos, también son sintetizados por otros érganos, a(n en el
Sistema Nervioso Central, mientras que la timulina es sintetizada exclusivamente

por el epitelio timico.

Debido a lo anterior, en el presente proyecto se estudiaron los efectos de la
administracion sistémica de Ja timulina sobre !a maduracion sexual y la ovulacion
en ratones prepiberes normales y alopécicos-hipotimicos y la respuesta del ovario

a la estimulacion gonadotrdpica en presencia de Ja timosina.




Durante la maduracidén sexual, los péptidos sintetizados en el timo

participan en la regulacion del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario, por lo que el
aumento de la concentracién plasmatica de la timulina, modulara de manera

estimulatoria Ia respuesta del ovario del animal prepuber a las gonadotropinas,

modificando asi el inicio de la pubertad y la ovulacion.

Estudiar los efectos de la admimstracion sistémica de la timulina sobre el

proceso de pubertad espontanea de los ratones normales ¢ hipotimicos.

Analizar si Ja timulina participa en la respuesta del ovario de los ratones

normales ¢ hipotimicos prepuberes a la administracion de gonadotropinas.

Analizar si la administracién sistémica de la timulina previene las

alteraciones que e} raton hipotimico presenta en el proceso de pubertad.




Durante la maduracion sexual, los péptidos sintetizados en el timo

participan ¢n la regulacién del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario, por lo que el
aumento de la concentracion plasmatica de la timulina, modulard de manera
estimulatoria la respuesta del ovario del amimal prepiber a las gonadotropinas,

modificando asi el inicio de la pubertad y la ovulacién.

Estudiar los efectos de la administracion sistémica de la timulina sobre el

proceso de pubertad espontanea de los ratones normales e hipotimicos.

Analizar si la timulina participa en la respuesta del ovario de los ratones

normales e hipotimicos prepuberes a la administracién de gonadotropinas.

Analizar si la administracién sistémica de la timulina previene las

alteraciones que ¢l ratén hipotimico presenta en el proceso de pubertad.




Animales.

Se utilizaron ratones hembra normales (simbolo genético et/+) y
alopécicos-hipotimicos (simbolo genético et/et), mantenidos desde el nacimiento
en condiciones controladas de Juz-obscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00
h), con libre acceso al agua y alimento. Los animales se distribuyeron en camadas

de 7 crias (alopécicas o con pelo) por madre que tuvieron libre acceso a ella hasta

el momento del destete (21 dias de edad).

Procedimientos de autopsia.

Los animales fueron sacrificados por decapitacién. A la autopsia se colectd
la sangre del tronco, se dejo coagular 2 0°C durante 24 h, se centrifugd a 1000 g
durante 15 min. a 4°C. El suero se almacené a -20°C para la posterior
determinacién de las concentraciones de estrégenos y progesterona por
radioinmunoandlisis de fase s6lida (Coat-A-Count, Los Angeles, California,
EE.UU.) (Kubasik y col., 1984).

Se disecaron y pesaron en balanza de precision los ovarios, ¢l Utero y el
timo. En los oviductos se buscé la presencia de ovocitos y se les contd con la

ayuda de un microscopio estercoscopico.
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Disefio experimental.

Estudio de los efectos de la administracion sistémica de la timulina, sobre Ia

pubertad espontdnea en los ratones prepiiberes normales e hipotimicos.

Con base en los antecedentes que muestran que la timulina es regulada por
esteroides gonadales, se decidié comprobar si esta timosina participa en la
regulacion de los mecanismos involucrados en el proceso de pubertad. Para lo
cual a ratones prepuberes normales e hipotimicos de 19 6 24 dias de edad, se les
inyecto diariamente por via subcuténea solucién salina o 100 ng de timulina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, Ms, EE UU.) hasta el dia del sacrificio. Como

grupo de comparacion se contd con animales intactos {testigos).

Estudio de los efectos de la administracion sistémica de la timulina, sobre la
respuesta de los ovanos de ratones prepiberes normales e hipotimicos

estimulados con gonadotropinas.

Con el fin de analizar si la timulina modula la respuesta del ovario del
amimal prepuber a las gonadotropinas, se utilizaron ratones prepuberes normales e
hipotimicos de 19 6 24 dias de edad, a los cuales se les inyectd diariamente por
via s.c. timulina en dosis de 100 6 200 ng disuelta en solucion salina, hasta el
momento del sacrificio. En el dia 20 6 25 de edad (respectivamente) los animales
fueron sometidos a una prueba de ovulacion inducida administrando por via s.c. 5

u.i. PMSG (Sigma Chemical Co., St. Louis, Ms, EE.UU.).




Dado que en el ratén hipotimico de 24 dias de edad, se observéd la
disminucion en el nimero de ovocitos liberados con la administracién de 200 ng
de timulina, se decidié adminisirar PMSG y hCG, para analizar si la timulina tiene
un efecto inhibitorio sobre la accion estimulante de las gonadotropinas en el
ovario © sobre la secrecion de la LH en la hipdfisis. Para lo cual se utilizaron
hembras hipotimicas de 24 dias de edad, a las que se les administrd diariamente
solucién salina 0 200 ng de timulina y en el dia 25 se les inyectaron 5 wi. de

PMSG y 54 h después 3 ui. de hCG (Sigma Chemical Co., St. Louis, Ms,
EE.UU.).

Todos los ratones fueron revisados diariamente para registrar el dia de Ia
canalizacién vaginal (pubertad), momento en el cual se inicié la toma diaria de

frotis vaginales. Los animales se sacrificaron ¢l dia del primer estro vaginal, entre
las 9:00 y 11:00 h.

-
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Disefio estadistico.
Los resultades fueron analizados de la signiente manera:

Los datos de edad de apertura vaginal, primer estro y nimero de ovocitos
liberados por animal ovulante fueron analizados por la prueba de Kruskal Wallis,

seguida de la prueba de U-de Mann Whitney.

El peso corporal y de los é6rganos, asi como las concentraciones de
estrogenos y progesterona fueron sometidos a la prueba de analisis de varianza

multivariado (ANDEVA), seguido de la prueba de Tukey.

Para comparar los resultados de la tasa ovulatoria se utilizé la prueba

exacta de Fisher para proporciones o la prueba de chi cuadrada.

En los casos en que se comparan dos grupos se utilizd la prueba de "t" de
Student.

En todos los casos, solo se consideraron como significativas aquellas

diferencias cuya probabilidad fue igual o menor al 5%.




Diagrama de los diferentes grupo& experimentales

r— Testigo

RATON -1 19d.e.

NORMAL — 20d.e. — 5ui de PMSG

. — 5ui. de PMSG

r Testigo

RATON —— 19d.e.
HIPOTIMICO 20d.e. — Sui de PMSG
L - 25d.e. — 5u.i de PMSG
' 25d.e. — 5u.i de PMSG

Timulina (200n)
20 h desp

Jua de hiCG




El ratén hipotimico mostré la persistencia de los parimetros que lo

caractenzan como son, retraso en la edad de la apertura vaginal y en la presencia
del primer estro, asi como menor peso de los ovarios, del dtero y del timo. No
obstante que la edad en la cual fueron sacrificados los ratones hipotimicos fue
significativamente mayor que la de los animales normales, el peso corporal fue

ignal entre ambos grupos (Tabla 1).

La concentracién sérica de estradiol en los ratones normales y los
hipotimicos fue similar, mientras que la concentracién de progesterona en los

animales hipotimicos fue significativamente mayor que la de los ratones normales
(Tabla 1).

Tabla 1. Media & e.e.m. de la edad de la apertura vaginal (AV),
presencia del primer estro vaginal y del peso corporal v de los
Organos, y la concentracion sérica de estradiol y progesterona
de ratones normales e hipotimicos, sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

NORMAL HIPOTIMICO
No. de animales 17 11
AV (dias} 27.7+£04 34.7+£0.7 %
Primer estro & 06101 22+07%
Peso corporal (g) 214104 20,6 0.6
Ovarios (ing) 82+04 57+03%
Utero (mg) 50.6 +4.3 302 4£3.7%
Timo (mg) 90.5+4.4 76.6+4.7*
Estradiol (pg/mi) 13.2£2.9 (6) 19.1+4.2 (6)
Progesterona (ng/mi) 0.9+0.0 (9) 62+1.8*(4)
% dias postenores a [a apertura vagmal * p < 005 vs Normal

( ymamero de animales en los que se nudio la concentracion de hormonas




Estos resultados nos muestran que la colonia de ratones desnudos-
hipotimicos se ha mantertdo estable bajo las condiciones convencionales del
bioterio, ya que las caracteristicas que los distinguen se conservan similares a las

previamente descritas (Rosas y col., 1987; Rosas, 1990).

En el raton hipotimico, la elevada concentracién sérica de progesterona,
apnada a la concentracién de estradiol normal, permite suponer que la
progesterona sea de origen adrenal. Sin embargo, no se puede descartar que
existan alteraciones en la ruta brosintética de los esteroides a mivel ovirico, en las
que probablemente esté involucrada la sintesis de la enzima 17 o-hidroxilasa

responsable del paso de progesterona a 17 a-progesterona.

Se ha descrito que la progesterona inhibe la sintesis de los receptores a
estrogenos en el itero (Freifeld v col., 1974 ), lo que podria explicar que el peso
del \tero de los ratones alopécicos sea significativamente menor que el de los

animales normales.

Estudio de los efectos de la administracion sistémica de la timulina desde los 19

6 24 dias de edad, sobre la pubertad espontdnea en los ratones normales.

En los animales normales inyectados diariamente con solucion salina desde
los 19 dias de edad y sacrificados ¢l dia del primer estro vaginal, solo se observd
la disminucion de la masa ovarica y el incremento en la concentracion sérica de
progesterona. Sin embargo, en los ratones tratado desde los 24 dias de edad, la
inyeccién no indujo cambios estadisticamente significativos en ninguno de los

parametros evaluados (Tabla 2).




Tabla 2. Media + c.c.m. de la edad de la apertura vaginal (AV), presencia del
primer estro vaginal y del peso corporal y de los érganos, y 1a concentracion
sérica de estradiol y progesterona de ratones normales testigo y tratados con
solucion salina desde los 19 6 24 dias de edad, sacrificados €l dia del primer
esiro vaginal,

TESTIGO SALINA SALINA
19 dias 24 dias
No. de animales 17 11 14
AV (dias) 277104 27.9+06 27.5+0.4
Primer estro # 0.6:+£0.1 13+0.5 1.6 0.5
Peso corporal (g} 21.4+04 20.8+0.8 21.340.6
Ovarios (mg) 82104 6.8+0.3% 73404
Utero (mg) 50.6 = 4.3 41.3+3.7 443 %59
Timo (mg) 90.5 £ 4.4 90.1+3.7 862436
Estradiol (pg/mi) 132429 (6) 10729 (7) 13.2 4+ 1.8 (10)
Progesterona {ng/mi) 0.9+0.0 (9)  3.6+0.7*(3) 1.0£02 (2)

# dias posteriores a la apertura vaginal
* p < 0.05 vs Testigo
( ) nimero de animales en los que se midié la concentracién de hormonas

En el ratén normal de 19 dia de edad, ¢l incremento en la concentracion de
progesterona y la disminucién del peso de los ovarios, son-interpretados como e}
resultado de la respuesta del animal frente al estrés que representa la myeccion
diaria. Las diferencias observadas entre el animal de 19 y 24 dias tratados con
solucion salina, podrian ser explicadas con base en upa mayor sensibilidad al

estrés en el animal mas joven.

El menor peso de los ovarios de los animales de 19 dias de edad
inyectados con solucion salina, podria deberse al efecto inhibitorio que tiene la

progesterona sobre la secrecion de las gonadotropinas (Janovick y Conn, 1996)
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Debido a que en los animales normales tratados con solucién salina, se
observaron diferencias estadisticamente significativas con el grupo testigo, las

comparaciones de los resultados obtenidos en los ratones tratados con timulina se

hacen solo con las hembras con solucién salina.

La administracion diaria de timulina a ratones normales a partir de los 19

dias de edad, no modifico ninguno de los parametros analizados (Tabla 3).

Tabla 3. Media e em. de la edad de la apertura vaginal (AV),
presencia del primer estro vaginal y del peso corporal y de los
Organos, y la concentracion sérica de estradiol y progesterona
de ratones normales tratados con solucién salina o 100 ng de

timulina desde los 19 dias de edad, sacrificados el dia del
primer estro vaginal,

SALINA TIMULINA

No. de arumales 11 12

AV (dias) 27.9+0.6 28.7+05
Frimer estro + 13+£05 1.3+£04
Peso corporal (g) 20.8+0.8 213206
Ovarios (mg) 6.8+03 7.0£03
Utero mg) 413 +3.7 421 +5.5
Timo (mgj 90.1 £3.7 84.5+3.7
Estradiol (pg/mi) 16.7£29 (7) 11.3£1.1 (8)
Progesterona (ng/ml) 3.620.7 (5) 4.0 1.5 (5)

# dias postenorcs a la apertura vaginal
( ) mimero de animales en los que se mdi la concentracion de hormonas




En los ratones normales de 24 dias de vida, el tratamiento diario con
timuling, dio como resultado un retraso en la edad de la apertura vaginal, sin que
se modificara la aparicion del primer estro vaginal. Ademas, en estos animales se
observé un incremento en el peso del timo y en la concentracién sérica de
progesterona. Los demas pardmetros evaluados no mostraron diferencias

estadisticamente significativas al administrar Ja timulina (Tabla 4).

Tabla 4. Media * c.e.m. de la edad de la apertura vaginal (AV),
presencia del primer estro vaginal v del peso corporal y de los
Organos, y la concentracion sérica de estradiol y progesterona
de ratones normales tratados con solucién salina o 100 ng de
timulina desde los 24 dias de edad, sacrificados el dia del
primer estro vaginal,

SALINA TIMULINA
No. de animales 14 11
AV (diags} 275+04 295+05%*
Primer estro # 1.6 +0.3 38x1.1
Peso corporal (g) 213+06 223109
Ovarios (mg) 73+04 7.0+03
Utero (mg) 443 +59 383427
Timo (mg) 862+£3.6 990.5+50%
Estradiol (pg/ml) 13.2+ 1.8 (10) 159268 (7
Progesterona (ng/ml) 1.0£02 (2) 6.5+1.3*(4)

+ dias posteriores a la apertura vaginal
* p <0.05 vs Salina
{ Y namero de ammales en los que se mudio la concentracién de hormonas

El retraso de la pubertad y de la aparicion del primer estro vaginal en los

animales normales de 24 dias de edad tratados con timulina, podrian ser




exphicados por el aumento en lIa concentracién de progesterona, ya que se ha
descrito que este esteroide tiene un efecto inhibitorio sobre 1a secrecion de las

gonadotropinas (Janovick y Conn, 1996).

En el raton normal el incremento en la concentracion sérica de progesterona
por la inyeccién de timulina, puede indicar que este péptido participaria en los
mecamsmos que regulan la esteroidogénesis. Al parecer, la timulina también
tendria un efecto trofico sobre el timo, ya que su peso fue mayor a pesar del

aumento en la concentracion de progesterona.

Estudio de los efectos de la administracion sistémica de la timulina desde los 19

6 24 dias de edad, sobre la pubertad espontdnea en los ratones hipotimicos.

En los ratones hipotimicos tratados diariamente con solucion salina desde
los 19 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal, se observéd
aumento en el peso de los ovarios. En los animales inyectados a partir de los 24
dias de vida, se presenté adelanto en la edad en que ocurre la canalizacién vaginal
y disminucién en la concentracion sérica de progesterona. No se observaron

diferencias estadisticamente significativas en el resto de los pardmetros evaluados
(Tabla 5).
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Tabla 5. Media + e.e.m. de la edad de la apertura vaginal (AV), presencia del
primer estro vaginal y del peso corporal y de los érganos, y la concentracion
sérica de estradiol y progesterona de ratones hipotimicos testigo v tratados

con solucion salina desde los 19 6 24 dias de edad, sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

TESTIGO SALINA SALINA
19 digs 24 dias

No. de animales 11 11 11
AV (dias) 34.7+0.7 321+1.0 30406 *
Primer estro & 2.2+07 0904 35%1.1
Peso corporal (g) 20.6£0.6 20.0+0.5 20.4£0.6
Ovarios (ing) 57+03 7.0+0.3 % 5.9+0.3
Utero (mg) 30.2+3.7 31.3+34 33.0+28
Timo (mg) 76.6+4.7 85.5+4.0 76.7 4.4
Estradiol (pg/ml) 19.1+£42 (6) 133+£25(9) 121218 ()
Progesterona (ng/mi) 6.2+1.8 (4) 89+0.8 (5) 1L.0E0.2*(3)

+ dias posteriores a la apertura vaginal
*p <0.05 vs Testigo
( ) numero de apimales en los que se midid la concentracién de hormonas

El aumento del peso de los ovarios y del timo de los ratones hipotimicos
tratados con solucidn salina desde el dias 19 de vida, nos permiten suponer que
las altas concentraciones de glucocorticoides, que caracterizan a estos mutantes
dismnuyeron como resultado del estrés prolongado al cual se les sometio. El
adelanto en la edad de la apertura vaginal que presentd el animal de 24 dias,
puede ser explicado por la disminucion de la concentracion de progesterona

(Freifeld y col., 1974), resultado del mismo estrés.
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Debido a que también los ratones hipotimicos presentaron cambios por la
inyeccién de solucion salina, la comparacién de los resultados obtenidos en las

hembras tratadas con timulina se realizé con los animales con solucién salina.

En las hembras hipotimicas de 19 dias de edad, la administracién diaria de
timulina, resulté en la disminucién del peso del timo y de la concentracién sérica
de progesterona. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en

los demas parametros analizados (Tabla 6).

Tabla 6. Media +: e.e.m. de la edad de la apertura vaginal {AV),
presencia del primer estro vaginal y del peso corporal y de los
organos, y la concentracién sérica de estradiol y progesterona
de ratones hipotimicos tratados con solucién salina o 100 ng de
timulina desde los 19 dias de edad, sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

SALINA TIMULINA
No. de animales 11 12
AV (dias) 321 £1.0 334107
Primer estro & 0.9+04 0.61+02
Peso corporal (g) 20.0%£0.5 19.8+09
Ovarios (mg) 7.0%0.3 6402
Utero (mg) 31.3+3.4 27.1%1.2
Timo (mg) 855140 79+42*
Estradiol (pg/mi) 133 £2.5 (9) 16.9+3.5 (12)
Pragesterona (ng/ml) 8.9+0.8 (5) 3.9 1.3*(5)

+ dias posteriores a la apertura vagijnal
*p <005 vs Sahna .
( ) nimero de animales en los gue se midid la concentracién de hormonas




En los ratones hipotimicos, la administracién de timulina a partir de dia 24
de edad, resultd en un refraso en la pubertad y un aumento en la concentracién de
progesterona. En estos animales la aparicion del primer estro, el peso corporal y
de los drganos, no mostraron diferencias estadisticamente significativas con los de

los animales inyectados con solucion salina (Tabla 7).

Tabla 7. Media + e.e.m. de la edad de la apertura vaginal (AV),
presencia del primer estro vaginal y del peso corporal y de los
organos, ¥ la concentracién sérica de estradiol y progesterona
de ratones hipotimicos tratados con solucion salina o 100 ng de
timulina desde los 24 dias de edad, sacnficados el dia del
primer estro vaginal.

SALINA TIMULINA
No. de animales 11 12
AV (dias) 304206 33.0+£08%
Primer estro & 35x1.1 23+£07
Peso corporal (g) 2041+ 0.6 19.7+04
Ovarios (mg) 5.9+0.3 6.2+04
Utero (mg) 33.0+28 283125
Timo (gl 76.7+4.4 76.6+3.5
Estradiol (pg/mlj 121 1.8 (7 7.0+£33 (3)
Pragesterona (ngfmi} 1.0£0.2 (3) 6.310.2%(2)

% dias posteriores a la apertura vaginal
*p <0.05 vs Salina
{ ) rimero de animales en los que se midid |a concentractdn de hormonas

Las diferencias observadas en la concentracion de progesterona entre los
animales de 19 y 24 dias de edad tratados con timulina, podrian estar vinculadas

con ¢l grado de maduracion neuroendéerina del mutante.
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Estudio de los efectos de la administracion sistémica de la timulina desde los 19

6 24 dias de edad, sobre la respuesta de los ovarios de ratones normales

estimulados con gonadotropinas.

En los animales normales, la inyeccion de PMSG a los 20 dias de edad,
indujo un adelanto de la edad de la apertura vaginal (22.6+0.2 vs 27.74:0.4 dias,

p<0.05), efecto que no se modificoé por la administracién diaria de timulina
(Tabla 8).

Tabla 8. Media * e.em. de la edad de la apertura vaginal (AV) y
presencia del primer estro vaginal (dias posteriores a la AV) de ratones
nommales, tratados con solucién salina o timulina desde los 19 dias de edad

e inyectados 24 h después con 5 wi. de PMSG, sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

Salina+PMSG  Timulina(100ng) Timulina(200ag)
+PMSG +PMSG
No. de animales 11 15 14
AV (dias) 22.6+0.2 225+ 0.1 222+0.1
Primer estro 1.1+03 0.9%0.1 1.3+0.2

En las hembras normales inyectadas con solucion salina desde el dia 19 de
edad y PMSG en el dia 20, la tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos
liberados fueron bajos. Ambos parametros se incrementaron en los animales
tratados con timulina, siendo las diferencias estadisticamente significativas en el

grupo tratado con 200 ng de la timulina (Fig. 1).
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106 Tasa de enimales ovulantes Nimero de ovocitos liberados
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(@ Salina+PMSG @ Tinuina(100ne}+PMSG O Timulina(200ne:PMSG )}

* p<Q 05 vs Salina+PMSG

Figura 1. Tasa de animales ovulantes y media = e.e.m. del niimero de ovocitos de
ratones normales, tratados con solucidn salina o timulina desde los 19 dias de edad e

inyectados 24 h después con 5 ui. de PMSG, sacnficados el dia del pnmer estro
vaginal.

El peso corporal de los animales tratados con PMSG y timulina fue mayor
que el de los animales inyectados con solucién salina y la gonadotropina. El peso
del timo también presentd un mcremento que solo fue estadisticamente
significativo con la dosis diaria de 100 ng. La administracidn de 200 ng de
timulina y PMSG resultd cn un aumento significativo en el peso de los ovarios.

No se observaron cambios en el peso del atero (Tabla 9).
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Tabla 9. Media + e.em. del peso corporal y de los drganos de ratones
normales, tratados con solucién salina o timulina desde los 19 dias de edag

¢ inyectados 24 h después con 5 wi. de PMSG, sacrificados el dia del
primer estro vaginat.

Salina*PMSG  Timulina(100ng) Timulina(200ng)
+PMSG +PMSG
No. de arnimuales 11 15 14
Peso corporal (g} 14.7£0.5 161403 % 163+£0.3*
Ovarios (ng) 12.1+£0.8 13.74 0.9 154308 %*
Utero (mg) 70.8+£3.3 773+£3.2 76.0+5.0
Timo (mg) 57.4+3.5 73.4+43% 68.5+4.4

* p <005 vs Salna+PMSG

El aumento en la tasa de animales ovulantes v en el nimero de ovocitos
liberados nos llevan a sugerir que la timulina participa de manera estimulante en la
regulacidn de la respuesta ovulatoria, probablemente favorece 1a liberacién de la
LH o incrementa la sensibilidad del foliculo a la accién de las gonadotropinas, o

ambas, o que resultaria en el aceleramiento del crecimiento y desarrollo del

foliculo ovarico y de la ovulacion.

El incremento del peso del timo en animales en los que la concentracion de
estradiol aumenta por efecto de la inyeccion de la PMSG, apoya la idea de que la

timulina tiene un efecto trofico sobre el timo.

En los animales normales tratados con timulina desde los 24 dias de edad y
PMSG en el dia 25, la edad de la apertura vaginal y fa presencia del primer estro

10 se modificaron (Tabla 10).
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Tabla 10. Media + eem. de la edad de la apertura vaginal {(AV) v
presencia del primer estro vaginal (dias posteriores a la AV) de ratones
normales, tratados con solucién salina o timulina desde los 24 dias de edad

¢ inyectados 24 h después con 5 ui. de PMSG, sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

SalinatPMSG  Timulina(100ng) Timulina(200ng)
+PMSG +PMSG
No. de animales 13 15 14
AV (dias) 27.3+0.1 27.2+0.1 265%02
Primer estro 0.8%0.1 08+0.1 1.5£0.2

La administracion diaria de timulina a partir del dia 24 de edad y la
gonadotropina en el dfa 25, no modificé la tasa de animales ovulantes y el nimero

de ovocitos liberados por animal ovulante (Fig. 2).

Y No.
Tasa de anmimales ovulantes Numero de ovocitos liberados

11/12

129

100,

(W Salina+PMSG @ Tinulina(100ng)*PMSG O Timulna(200neY+PMSG )

Figura 2. Tasa de animales ovulantes y media * e.e.m. del nimero de ovocitos de
ratones normales, tratados con solucidn salina o timulina desde los 24 dias de edad e

inyectados 24 h después con 5 ui. de PMSG, sacrificados el dia del primer estro
vaginal
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En comparacién con los animales inyectados con solucién salina y PMSG,
el tratamiento con timulina y la gonadotropina result6 en el aumento significativo

del peso de los ovarios. No se observaron diferencias en el peso del Gtero y del
timo (Tabla 11).

Tabla 11. Media & e.e.m. del peso corporal y de los érganos de ratones
normales, tratados con solucidn salina o timulina desde los 24 dias de edad

¢ inyectados 24 h después con 3 wi. de PMSG, sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

Salina+PMSG  Timulina(l100ng) Timulina(200ng)
+PMSG +PMSG
No. de animales i2 12 11
Peso corporal (g) 21.0+04 1934038 2131055
Ovarios {ing) 11.3+0.6 143+12a 13.7+08a
Utero (mg) 81.5+3.6 823444 81.8+2.6
Timo (mg) 81.7+3.1 76.0+4.3 84.8+3.6

a, p < 0.05 vs Salina+PMSG
b, p < 0.05 vs Timulina(100ngH+PMSG

Dado que todos las hembras estimuladas en el dia 25 de edad con PMSG
ovularon, no es posible evidenciar la participacién de la timulina en la respuesta
ovulatoria. Sin embargo, el incremento en ¢l peso de los ovarios, indica que la

timuina favorece el efecto estimulante de la PMSG sobre el desarrollo gonadal.
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Estudio de los efectos de la administracion sistémica de la imulina desde los 19
0 24 dias de edad, sobre la respuesta de los ovarios de ratones hipotimicos

estimulados con gonadotropinas.

En las hembras hipotimicas, el adelanto observado en la edad de la apertura
vaginal por la administracion de PMSG a los 20 dias (23.0+0.0 vs 34.7+0.7 dias,

p<0.05), no fue modificado por la inyeccion diaria de timulina y la gonadotropina
(Tabla 12).

Tabla 12. Media + e.em. de la edad de la apertura vaginal (AV) y
presencia del primer estro vaginal (dias posterores a la AV) de ratones
hipotimicos, tratados con solucton salina o timulina desde los 19 dias de
edad e inyectados 24 h después con 5 w.i. de PMSG, sacnificados el dia del
primer estro vaginal.

SalinarPMSG  Timulina(100ng) Timulina(200ng)
+PMSG +PMSG
No. de animales 12 13 12
AV (dias) 23000 23.0+0.0 223401
Primer estro 1.0£0.0 0.8+01 1.5£0.2

El raton alopécico inyectado diariamente con solucion salina a partir del dia
19 de edad v PMSG en ¢l dia 20 no ovuld. La administracion de timulina no

cambio esta respuesta.

En comparacion con los animales hipotimicos tratados con solucidn salina y

PMSG, el peso de los ovarios de los ratones tratados con 200 ng de timulina y la
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gonadotropina, fue significativamente mayor. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas en Jos demés pardmetros analizados (Tabla 13).

Tabla 13. Media + c.e.m. del peso corporal y de los drganos de ratones
hipotimicos, tratados con solucién salina o timulina desde los 19 dias de

edad e inyectados 24 h después con 5 u.i. de PMSG, sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

Saling+PMSG  Timulina(100ng) Timulina(200ng)
+PMSG +PMSG
No. de animales 11 13 12
Pesa corporal (g} 123+06 11.9+0.4 122+ 04
Ovarios (mg) 9.6 £0.6 10.8+0.6 125406 *
Utero (mg) 61.9+4.9 598+2.4 58.5+ 1.4
Timo (ing) 447 +5.5 433 %23 359443

* p < 0,03 vs Salina+PMSG

Con base en estos resultados podemos proponer que en el ratén hipotimico
de 19 dias de edad, el aumento brusco en la concentracién de timulina
incrementa la respuesta ponderal del ovario a la gonadotropina. El hecho que no

ovulen permite sugerir que no se produjo la iberacién preovulatoria de la LH.

La edad de la canalizacion vaginal y la presencia del primer estro vaginal
en los ratones hipotimicos de 24 dias de edad, no se modificaron por la

administracion de timulina y PMSG (Tabla 14).
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Tabla 14. Media + eem. de la edad de la apertura vaginal (AV) y
presencia del primer estro vaginal (dias posteriores a la AV) de ratones
hipotimicos, tratados con solucién salina o timulina desde los 24 dias de
edad e inyectados 24 h después con 5 u.i. de PMSG, sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

SalinatPMSG  Timulina(100ng) Timulina(200ng)
+PMSG +PMSG
No. de animales 13 13 8
AV (dis) 272101 27.2+0.1 275102
Primer esiro 1.0£02 08+02 1.0+ 0.0

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de
animates ovulantes entre los diferentes grupos experimentales. El mimero de
ovocitos liberados por los ratones hipotimicos tratados con 200 ng de timulina a
partir del dia 24 de edad y PMSG en el dia 25, fue significativamente menor que
el de los animales tratados con solucién salina y PMSG 6 el de 100 ng de timulina

y la gonadotropina (Fig. 3).

En las hembras alopécicas de 24 dias de edad, tratados diariamente con
tmulina y PMSG, no se observaron diferencias significativas en el peso corporal

y de los drganos (Tabla 153).
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Figura 3. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos de
ratones hipotimicos, tratados con solucion salina o timulina desde los 24 dias de edad e
inyectados 24 h después con 5 uwi. de PMSG, sacrificados el dia del primer estro

vaginal.

Tabla 15. Media + c.e.am. del peso corporal y de los Organos de ratones
hipotimicos, tratados con solucién salina o timulina desde los 24 dias de
edad e inyectados 24 h después con 5 u.i. de PMSG, sacrificados el dia del

primer estro vaginal.

SalinatPMSG  Timulina(100ng) Timulina(200ng)
+PMSG +PMSG
No. de arimales 13 13 3
Peso corporal (g) 17.6%1.0 18.8 +0.7 17.5+1.0
Ovarros (mg) 12.4£04 12.7+0.7 12.4+£0.7
Utero (mg) 71.0 £2.5 69.9%:2.6 64.0+2.9
Tmo (mg) 58.4 %45 66.4+3.4 53.7+73




En estos ratones alopécicos la disminucién en la respuesta ovulatoria, se

acompafi¢ de un decremento en la concentracion sérica de progesterona (Fig. 4).
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(M S2lia+PMSG @ Timulina(100ne):PMSG O Timulna(200n2}+PMSG )

* p<0.03 vs Salina+PMSG y Timulina(100ngH PMSG

Figura 4. Media *+ e.emn. de la concentracion de progesterona en el suero de ratones
hipotimicos tratados desde los 24 dias de edad con sclucion salina o timulina,
inyectados con 5 ui. de PMSG a los 25 dias de edad, sacrificados el dia del primer
estro vaginal.

La ovulacién observada en el animal hipotimico tratados con PMSG,
indica que a esta edad, el sistema neuroendocrino del mutante ya es capaz de
liberar el pico preovulatorio de LH, en respuesta al aumento en la concentracion

de estrogenos producida por cl tratamiento con PMSG. El menor numero de




ovocitos liberados en los animales tratados con 200 ng de timulina permite sugerir
que €n este modelo bioldgico la timulina en altas concentraciones actila de manera
inhibitoria sobre la respuesta de los ovarios a las gonadotropinas o disminuye

parcialmente la cantidad de LH que se libera o ambas.

Estudio de los efectos de la administracion sistémica de la timulina desde los 24
dias de edad, sobre la respuesta de los ovarios de ratones hipotimicos

estimulados secuencialmente con gonadotropinas.

Con el fin de analizar si la disminucion en la cuota ovulatoria observada en
las hembras hipotimicas tratadas con 200 ng de timulina desde el dia 24 de edad y
estimulados con PMSG en el dia 25, esta relacionada con la liberacion de Ia LH o
con la sensibilidad del ovario a esta gonadotropina, se realiz6 wn grupo de
animales tratados con solucién salina 6 200 ng de timulina a los que se les inyectd

PMSG en el dia 25 y 54 h después hCG.

Tanto en los animales tratados con solucién salina como con timulina la
respuesta del ovario (tasa de animales ovulantes y nimero de ovocitos liberados)

se incrementd significativamente al administrar ambas hormonas (Tabla 16).
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Tabla 16. Tasa de animales ovulantes (TAQ) y media * e.em. de la edad
de la apertura vaginal (AV), de 1a presencia del primer estro vaginal, del
numero de ovocitos y del peso corporal y de los Organos de ratones
hipotimicos, tratados a los 24 dias de edad con solucién salina o 200 ng de
timulina y administracidn secuencial de 5 w.i. de PMSG v 3 u.i. de hC@G,
sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Timuling Salina+PMSG Timulina

+PMSG +hCG +PMSGHhCG
No. de animales 8 7 7
AV (dias) 27.5+£0.2 27.1+0.1 27.0+0.0
Primer estro & 1.0+00 0.9£0.1 1.0+0.0
Tasa de ovulantes 4/8 7/ 7 77
No. de ovocitos 75+18 354452 296+40a
Peso corporal (g) 17.5+£1.0 144 £0.5 16.0+055
Ovarios (ing) 124£0.7 13.4+09 11.5+0.6
Utero (ng) 64.0+2.9 473+2.2 51.7+29a
Timo (mg) 53.7+73 49153 61,523

4 dias posteriores 2 la apertura vagnal
@, p <0.05 vs Timulina+PMSG
6, p <0.05 vs Salina+PMSGHhCG

Los resultados de este experimento nos indican que la timulina no modifica
la receptividad del ovaric al estimulo gonadotrépico y permiten sugerir que la
disminucién en el nimero de ovocitos liberados por animal ovulante en respuesta
a la PMSG se deberia a una accion inhibitoria de la timulina sobre la regulacion

de la secrecion de LH.,
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Los resultados de este estudio muestran que la colomia de ratones

alopécico-hipotimicos se ha mantenido estable bajo las condiciones
convencionales de bioterio, ya que las caracteristicas que distinguen a estos
mutantes como son ¢l retardo en la edad de la pubertad y en la aparicion del
primer estro vaginal, asi como el menor peso de los ovarios, del Gtero v del timo,

se conservan similares a las previamente descritas (Rosas y col., 1987; Rosas,
1990).

Aunado a las caracteristicas anteriores, el ratéon hipotimico presenta alta
concentracion de corticosterona como reflejo del estrés constante al que estd
sometido por la falta de pelo y la hipotermia (Rosas y col., 1989b ; Rosas, 1990).
Young vy colaboradores (1990) descnben que durante el estrés crémico no
funciona el sistema mhibidor rapido de los glucocorticoides sobre la secrecién de
la hormona adrenocorticotropica (ACTH, por sus siglas en inglés), debido a que la
concentracion elevada y constante de este esteroide, ocasiona una disminucion en
el numero de sus receptores en el hipocampo. A diferencia del modelo anterior, en
el ratén hembra hipotimico la concentracion sérica de corticosterona aunque es

elevada, presenta un ritmo circadico similar al del animal normal (Rosas y col,,
1989b; Rosas, 1990).

Antes de la pubertad, la mayoria de la progesterona circulante es secretada
por la adrenal (Ramaley y Bartosik, 1974; Cutler y Loriaux, 1980). Algunos

investigadores han descrito que la administracion crénica de ACTH a ratas y




ratones prepiberes, incrementa las concentraciones séricas de progesterona y
ghucocorticoides, lo que se acompafia de un retardo en la edad de la pubertad,
disminucion en el peso de los ovarios y del ttero, ausencia de cuerpos liteos y
aumento en la atresia folicular ovérica (Christian, 1964; Pasley y Christian, 1972:
Macfarland y Mann, 1977). Lo anterior apoya la idea de que en los ratones
hipotimicos, la concentracién plasmédtica de ACTH se encontraria elevada y
permite sugerir que el aumento en la concentracion de progesterona, hasta seis

veces mayor que la de los ratones normales, probablemente sea de origen adrenal.

La tendencia al incremento en la concentracion sérica de estradiol en el
ratén alopécico, indica que la actividad del complejo enzimatico aromatasa es
funcional. Sin embargo, es posible que el ovario de estos ratones también
contribuya en la elevacion de la concentracion de progesterona, ya que presentan
alta mcidencia de foliculos atrésicos (Rosas e Hinojosa, 1993). En esta alteracién
podrian estar involucrados cambios enzitmaticos como la disminucién en la
actividad del citocromo P-450 de 17 a-hidroxilasa/C17-C20 liasa (P-450 17a, hasa)s
responsable del paso de progesterona a 17 a-progesterona, dando como resultado

un incremento en la concentracidn de progesterona (Ishimura y col., 1990; Hsueh
y col., 1994).

Freifeld y colaboradores (1974) han descrito que la progesterona inhibe la
sintesis de los receptores a estrogenos en ¢l ltero, lo que podria explicar que en

los ratones hipotimicos este érgano blanco de estrogenos sea de menor peso.

En los ratones normales tratados con timulina a partir de los 24 dias de

edad, sc observd un mcremento en fa concentracidn sérica de progesterona, lo que




podria explicar el retraso en el inicio de la pubertad y 1a presencia del primer estro
vaginal (Janovick y Conn, 1996). Lo anterior nos lleva a pensar que la timulina

participa en la regulacion de la esteroidogénesis actuando a diferentes niveles:

1.En el Sistema Nervioso Central. La timulina atraviesa la barrera
hematoencefalica (Bach y Dardene, 1984), lo que le permitiria interactuar en la
regulacion de la secrecion de la GnRH. Al parecer esta participacion seria de
manera inhibitoria, lo que traeria como consecuencia alteraciones en el patrdn

de secrecion de las gonadotropinas y por ende en la esteroidogénesis.

2. En el ovario. La timulina podria participar en los mecanismos que regulan el
desarrollo ovarico. Se ha mostrado que la timulina estimula la proliferacion de
las celulas germinales del ovano de feto de ratdn en cultivo (Prepin, 1991), Es
probable que la timulina actie durante el desarrollo postnatal, de manera
similar a la descrita para diversos factores de crecimiento que participan en la
regulacion de las funciones del ovario y cuya accidn depende de la presencia de

las gonadotropinas (Hiilier, 1994; Hsueh y col., 1994; Skinner y Parrott, 1994).

3.En el fimo. Se ha mostrado que la timulina presenta un mecanismo de
autorregulacion (Savine y col, 1982; Dardenne y col., 1986), va que la
Inyeccion de anticuerpos anti-timulina ocasiona un incremento en el contenido
intracelular de la hormona timica. También se ha descrito que la timulina
administrada sistémicamente tiene una vida media de minutos (Bach vy
Dardenne, 1984; Davis y col., 1994) Es probable que el aumento brusco en la
concentracion de timulina por su administraciéon esté seguido de la disminucidn

en su secrecion, por lo que ¢l efecto inhibitorio observado seria por la falta de

csta hormona
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Con base en lo anterior, los resultados de Ia administracion de timulina
serian el reflejo de una de estas vias o una combinacién de las mismas. Con los

estudios que se tienen hasta ahora, no es posible definir el mecanismo.

No se ha descrito un efecto trofico de la timulina sobre el fimo, sin
embargo, el incremento en el peso de este érgano en los animales normales

tratados con timulina desde los 24 dias de edad, permite sugerir la existencia de

este mecanismo.

En los ratones hipotimicos, la interpretacién de los efectos de la timulina
dependen en parte de su respuesta al estrés (inyeccion diaria). Como se ha
mencionado anteriormente, en estos mutantes la alta concentracién de
corticosterona participa en el retardo de la pubertad (Rosas y col., 1989Db). En los
ammales inyectados diariamente con solucién salina desde ¢l dia 19 de edad se
observd incremento en ¢l peso de los ovarios y del timo, mientras gue en los
animales de 24 dias, el mismo tratamiento ocasioné adelanto de la pubertad y
reduccion de la concentractén sérica de progesterona. Lo anterior puede ser
explicado por una disminucién en la secrecidn de glucocorticoides (Macfarlan y
Mann, 1977, D'agostino y col., 1990). La reversion de estos efectos por la
inyeccidn de timulina, hace pensar que esta hormona bloqued los mecanismos que

conducen al descenso en la concentracion de glucocorticoides antes mencionada.

Lo anterior pone de manifiesto una vez mas que ambos modelos biolégicos
son diferentes entre si, ya que la respuesta del ratén hipotimico frente a un mismo

tipo de estimulo (inyeccion diaria de solucion salina) es inversa a la del animal

normal.
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En el rat6n de la cepa CD1 y en el ratén hipotimico, el primer estro vaginal
no se acompafia de la ovulacién (Rosas y col., 1987; Rosas, 1990). Nuestros
resultados muestran que la administracién diaria de la timulina durante la etapa

peripuberal, no modifica esta caracteristica.

En el ratdn de 20 dias el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario no esta totalmente
maduro, ya que la administracién de PMSG no induce la ovulacidn, resultado que
confirma lo previamente descrito por Rosas y colaboradores (1989a). El aumento
brusco de la concentracién de timulina en presencia de PMSG incrementa la
respuesta ovulatoria, lo que indica que la hormona timica ejerce una accién
estimulante sobre el eje hipotalamo-hipéfisis. Este papel estimulante requeriria de

que las condiciones neuroenddcrinas fueran las de Ia etapa preovulatoria.

Una posible explicacién a lo anterior seria que la timulina actuara a nivel
hipotaldmico estimulando la liberacion de GnRH o bien sobre la hipofisis
sensibilizando a los gonadotropos para la liberacién de LH o ambas. Existen
evidencias de que varios péptidos sintetizados por el timo como la timosina F-5 y
la timosina 4 actian a nivel de SNC (estimulan la liberacion de la GnRH) y en el
ovario (Rebar y col,, 1981a; Michael, 1983). En la figura 5 se muestra una

propuesta del modelo de regulacion de la timulina en el eje hipotalamo-hipofisis-

OVarnio.

El ratén timectomizado a los 10 dias de edad presenta en la etapa puberal,
disminucion de la poblacién folicular y del peso de los ovarios, asi como menor
respuesta ovulatoria ante el estimulo gonadotrépico (Garcia y Rosas, 1994ab;
Rosas y col., 1995; Garcia, 1996). Dado que el tratamiento diario con timulina

desde el dia 19 dc edad y PMSG en ¢l dia 20, incrementé la masa ovarica, se
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puede sugerir que la timulina es uno de los péptidos timicos involucrados en la

regulacion del crecimiento y la maduracién del foliculo ovarico.

Py

FSH

LH

PMSG

\
OVULACION
3

i

OVARIO

Figura 5. Modelo hipotético que explica la accion de la timulina desde los 19 dias de
edad sobre el eje hipotalamo-hipéfisis-ovanio en el ratén normal estimulado con
gonadotropinas. 1a. Accién de la timulina sobre el hipotilamo donde estimula la
secrecion de la GnRH. 1b. Accion de la timulina sobre la hipéfisis estimulando 1a
secrecion preovulatoria de LH por la sensibilizacion de los gonadotropos a la GnRH. 2.
Accidon estimulante de la timulina sobre el crecimiento y desarrollo del foliculo
ovarico. 3. Respuesta ovulatoria. GnRH: hormona liberadora de las gonadotropinas;
FSH: hormona estimulante de! foliculo; LH: hormona luteinizante; E,: eswradiol; Py
Progesterona; PMSG: gonadotropina del sucro de la yegiia prefiada.
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En los animales de 25 dias de edad el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario estd
totalmente maduro, ya que la estimulacién con PMSG provoco la ovulacion en el
92% de los animales (similar a los descrito por Rosas y col., 1989a). Con base en
estos resultados es probable que la accién estimulante de la timulina sobre la
respuesta ovilatoria inducida, observada en el animal de 20 dias de vida, haya
quedado enmascarada. Sin embargo, el incremento en el peso de los ovarios

apoya la interpretacién de que la hormona timica participa en el crecimiento y

desarrollo del ovario.

En el animal hipotimico de 19’ dias de edad, al igual que en el ratén normal,
la timulina incrementa la respuesta ponderal del ovaro tratado con
gonadotropinas. El hecho que estos animales no ovulen indica que la liberacion
preovulatoria de la LH no ocurre, lo que probablemente esti relacionado con el

retardo en la madurez neuroenddcrina que caracteriza a este mutante (Rosas y

col., 1987, 1989a; Rosas, 1990).

Aunque el ratén alopécico de 25 dias es capaz de ovular al ser estimulado
con PMSG, esta respuesta no se incrementa al administrar timulina (100 ng), mas
aun disminuye al aumentar la dosis. Estos efectos podran ser el reflejo del
considerable decremento de la poblacion folicular y alta incidencia de atresia que
presentan los ovarios de estos ratones (Rosas e Hinojosa, 1993). Dadas las
condiciones fisiologicas de este mutante, pareceria que la presencia de la timulina
disminuiria la respuesta del ovario 2 las gonadotropinas o bien modificaria la
liberacion de las mismas. El hecho que los animales hipotimicos tratados con 200
ng de timulina ovularon al administrar de manera secuencial ambas

gonadotropinas, nos indica que la timulina en el animal hipotimico participa de
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manera inhibitoria en la regulacién de la liberacién de la LH y no modifica la

receptividad del ovario al estimulo gonadotropico.

Tanto el ttero como el timo han sido considerados buenos indicadores de
los cambios en la concentracién de estradiol. Cuando la concentracién de
estradiol se encuentra elevada, el titero aumenta de peso, mientras que en el timo
se favorece su involucién (Grossman, 1984, Fitzpatrick y col., 1985; Roitt y col.,
1993; Brenner y Slayden, 1994). Nuestros resultados muestran que tanto en ¢l
raton normal como en el hipotimico, ambos érganos amplifican considerablemente
su respuesta a la administracion de PMSG, lo que indica un incremento en la
esteroidogénesis. Sin embargo, en el animal alopécico la respuesta del fitero y del
hipotimo siempre fue de menor magnitud respecto al normal. Estos resultados
podrian estar relacionados con una menor capacidad esteroidogénica en el

mutante, o que el timo hipoplésico responde diferente al normal, o ambas.

Diversos estudios muestran que la atimia congénita o quirirgica se
acompaiia de disminucion en las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas y
alteraciones en la funcion hipotalamo-hipofisaria, mismas que sélo se normalizan
al injertar un timo al nacimiento (Sakakura y Nishizuka, 1972: Pierpaoli vy
Besedovsky, 1975; Michael y col., 1980; Rebar y col., 1980, 1981b; Chesnokova
y col., 1983). Por lo anterior no se puede descartar que en el ratén hipotimico, el
efecto que se observa al administrar Ja timulina en la etapa peripuberal sea el
resultade de una disfuncién hipotalamo-hipofisaria previa, que no se normaliza

con el reemplazo hormonal en esta etapa.

El ratén hipotimico se caracteriza por temer la concentracion de

corticosterona al doble de la de un animal normal (Rosas y col., 1989b). Se ha




descrito en el ratén, que la administracidn crénica de hidrocortisona provoca una
disminucién en la concentracion plasmética de la timulina (Fabris y Mocchegiani,
1985), 1o que permite sugerir que en el ratén hipotimico la concentracién de

timulina probablemente es menor a 1a del ratéon normat.

En el plasma la timulina se encuentra unida a zinc, lo que incrementa su
vida media asi como su actividad biologica (Bach y Dardenne, 1984; Dardenne y
col, 1984). En amimales desnuiridos o con deficiencia en zinc, asi como en el
ratén viejo (15 y 18 meses de edad), se presenta disminucién en la concentracion
plasmatica de la timulina y cuando se suplementa Ia dieta de estos animales con
zinc, se restaura la concentracién sérica de la timosina (Boukaiba y col., 1993;
Dardenne y col., 1993). Aunque el ratén hipotimico presenta deshidratacion,
hipotermia y desnutricion, fos resuttados obtenidos en este estudio, no podrian ser
exphicados por este mecamismo, ya que estudios preliminares muestran que la

concentracién de zinc en el ratén hipotimico es similar a la del ratén normal.

Las caracteristicas neuroenddcrinas que presenta el ratén hipotimico, son
diferentes a las del raton normal. Por lo que no obstante que algunas respuestas a
la timulina son similares entre ambos tipos de animales, no serian comparables

hormonalmente, ya que se derivan de mecanismos diferentes.
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En el ratén normal la administracion sistémica de la timulina durante 1a etapa

peripuberal, inhibe el inicio de la pubertad, ya que induce retraso en la

canalizacion espontinea de la vagina y alteraciones en la biosintesis de

esteroides sexuales.

En el ratén normal prepiber tratado con PMSG, la timulina incrementa el
efecto estimulante de las gonadotropinas sobre el crecimiento de los ovarios, e

mnduce la ovulacion al favorecer 1a liberacion de la LH.

El ratén hipotimico prepiiber, responde de manera diferente al ratén normal

frente al mismo tipo de estrés [inyeccion diaria de solucién salina] (efecto

estimulante).

En el raton hipotimico prepiber, el tratamiento con timulina provoca un

respuesta antagdnica (efecto inhibidor) a la observada por el estrés.

En el raton hipotimico prepuber tratado con PMSG, la timulina incrementa el
efecto estimulante de las gonadotropinas sobre el crecimiento de los ovarios,

pero disminuye la respuesta ovulatoria.
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De este estudio surgen varias interrogantes algunas de las cuales se

plantean a continuacion:

La estimulacion que se observa con timulina en la respuesta ovulatoria del
raton normal preplber tratado con PMSG, jse debe a la accion de la timulina a

nivel de hipotdlamo (secrecién de GnRH) o hipdfisis (secreciéon de LH)?

La falta de respuesta ovulatoria en el ratén hipotimico tratado con timulina
y PMSG, jindica que la timulina tiene un papel diferente en el mutante o se debe

a alteraciones en el eje hipotdlamo-hipéfisis?

El crecimiento de los ovarios que se observa por el tratamiento con timulina
y la gonadotropina, ;son el reflejo de cambios en el compartimento folicular o

también estin involucrados el luteal e intersticial?

Las diferencias que se observan entre el raton normal y el hipotimico en
respuesta al estrés, ;son el resultado de alteraciones en la funcién del eje

hipotalamo-hipofisis-adrenal del mutante? ;La timulina participa en la regulacién

de este eje?
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