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GLOSARIO

ACTH: hormona adrenocorticotropica

ADN: acido desoxirribonucléico

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

ARNmM: acido ribonucléico mensajero

Chl: hidrato de cloral

CRF: factor liberador de corticotropina

DA: dopamina

eCG: gonadotropina coriénica equina (antes PMSG)
FSH: hormona estimulante del foliculo

GH: hormona de crecimiento

GHRH: hormona liberadora de la GH

GMPc: guanosin monfosfato ciclico

GnRH: hormona liberadora de las gonadotropinas
HA: hipotalamo anterior

hCG: gonadotropina coriénica humana

HM: hipotalamo medio

IGF-I: factor de crecimiento parecido a la insulina |
IL-1B: Interleucina 1p

LH: hormona luteinizante

MDA: malonaldehido

NA: noradrenalina

NIH: National Institute of Health

NGF: factor de crecimiento neural

PGE:: prostaglandina E2

PMSG: gonadotropina del suero de la yegua prefiada (actualmente eCG)
PRL: prolactina

SNC: sistema nervioso central

SOD: superdxido dismutasa

Ts: triyodotironina

Ta: tirosina

TF5: timosina fracciéon 5

TGF: factor de crecimiento transformante

TRH: hormona liberadora de la TSH

TSH: hormona estimulante de la tiroides



RESUMEN

Las funciones de los ovarios son reguladas por una red de sefales neuroenddcrinas,
algunas de las cuales provienen del timo. La timulina, hormona que se sintetiza
exclusivamente en las células reticulo-epiteliales del timo, favorece la ovulaciéon en ratones
prepuberes tratados con eCG. Con el fin de analizar si el efecto estimulante de la timulina
sobre la ovulacion se debe a su accion sobre el eje hipotalamo-hipofisario, en este estudio
se analizaron los efectos de la microinyeccion de timulina en el hipotalamo anterior (HA),
medio (HM) o en la hipdfisis (HF) sobre la respuesta ovulatoria en ratones prepuberes
tratados con eCG.

Para ello ratones hembra de 19 dias de edad fueron inyectados con solucion salina
(SS) o timulina en el HA, HM o la HF. Al dia siguiente a los animales se les inyect6 eCG y
fueron sacrificados 72 h después del tratamiento con eCG. Los resultados de la tasa de
animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados fueron comparados con grupos de
animales inyectados s6lo con eCG y ratones anestesiados con hidrato de cloral o éter y
tratados con eCG.

Todos los ratones inyectados con eCG a los 20 dias de edad ovularon. En la mayoria
de los ratones la anestesia con hidrato de cloral o éter bloqueé la ovulacion inducida. Los
ratones anestesiados con éter y tratados con eCG presentaron un mayor nimero de
foliculos atrésicos grandes que los inyectados s6lo con eCG, pero esta diferencia no fue
significativa.

El tratamiento con GnRH o hCG restablecio6 la ovulacidon de los ratones anestesiados,
lo que indica que el bloqueo producido por la anestesia afecta la liberacidn preovulatoria
de GnRH y por ende la de LH.

La inyeccién de SS en el HA, HM o en la HF no modificé el bloqueo de la ovulacion
inducido por la anestesia. La inyeccion de timulina en el HA, HM o en la HF no restablecio
la ovulacidon en los ratones anestesiados con hidrato de cloral. En cambio, en ratones
anestesiados con éter, la inyeccion de timulina en el HM o en la HF restablecio6 la ovulacion.
El porcentaje de foliculos atrésicos grandes de los animales inyectados con timulina en el
HM o en la HF fue menor que en los inyectados con SS. Estos efectos no se observaron
cuando la timulina se inyecto en el HA.

El nUmero de ovocitos liberados por los animales con inyecciéon de timulina en la HF
fue mayor que en los inyectados en el HM, mientras que fue menor el porcentaje de
foliculos atrésicos grandes.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio sugerimos que el efecto
estimulante de la timulina sobre la ovulacién es el resultado de su accién sobre el eje
hipotalamo-hipofisario. En el hipotdlamo medio al estimular la liberacidn de la GnRH y en la
hipofisis al facilitar la liberacion de las gonadotropinas o la respuesta de los gonadotropos a
la GnRH o0 ambas.



ABSTRACT

The ovarian functions are regulated by complex neuroendocrine signals some of
them are originated in the thymus. When prepubertal mice are treated with thymulin, eCG
injection stimulates ovulation, suggesting that thymulin could be acting at the
hypothalamus-pituitary axis level. The present study was designed to analyze the effects of
microinjection of thymulin into the anterior (AH) or medial hypothalamus (MH) or pituitary
(PY) on ovulatory response in prepubertal mice treated with eCG.

Nineteen-day old female mice were anesthetized with ether and injected with saline
solution (SS) or thymulin into the AH, MH or the PY and treated, on day 20 of age, with eCG.
The animals were killed 72 h after eCG treatment. The results of ovulation rate and number
of ova shed were compared with groups of mice injected only with eCG and mice
anesthetized with chloral hydrate or ether and injected with eCG.

All mice injected with eCG on day 20 ovulated, while ovulation was absent in almost
all animals anesthetized with chloral hydrate or ether and injected with eCG on day 20 of
age. The blockade on ovulation induced by ether anesthesia was accompanied for
increase in the number of large follicles present in the ovaries, most of them were atretic.

The GnRH or hCG injection to mice anesthetized with chloral hydrate or ether and
treated with eCG, ovulated, suggesting that the blockade of ovulation induced by chloral
hydrate hydrate or ether anesthesia affect the preovulatory GnRH release, affecting in
conseguence, LH secretion.

Injecting SS into the AH or MH or the PY did not modify the blocking of induced
ovulation provoked by chloral hydrate or ether anesthesia.

Thymulin injection into the AH or MH or the PY did not reestablished ovulation in mice
anesthetized with chloral hydrate, while injecting thymulin into the MH or PY of ether-
anesthetized mice restored ovulation and decreased the incidence of atresia in large
follicles. These effects were not observed when thymulin was injected into anterior
hypothalamus.

Thymulin microinjection into the PY resulted in a higher number of ova shed and lower
incidence of follicular atresia than those observed in mice injected with thymulin into the
MH.

Present results suggest that thymulin stimulatory effects on eCG-induced ovulation
are produced on the hypothalamus-pituitary axis. At the medial hypothalamus level
facilitating the release of GnRH, and at the pituitary level regulating gonadotrophins release
and/or the response of gonadotropes to GnRH effects.



INTRODUCCION

Actualmente las conexiones reciprocas entre los sistemas nervioso, endécrino e
inmunoldgico son generalmente reconocidas y bien documentadas. Del establecimiento
de la red de conexiones neuroinmuno-enddcrinas y su eficiencia depende la homeostasis
de los seres vivos. Las alteraciones que se producen en uno o varios de los componentes de
cada sistema resulta en patologias, de ahi la importancia de conocer los mecanismos
implicados en la regulacion de esta red de comunicacién (Goya, 1991; McCann, 1998). La
busqueda de respuestas a este tipo de interrogantes no sélo contribuye al conocimiento
cientifico basico, sino también da sustento a la investigacidon aplicada para generar
alternativas que permitan resolver problemas de salud, que en el caso particular de la

reproduccion puede comprometer la fertilidad de las especies, entre ellas la humana.

Una de las etapas de particular interés en la reproduccion de los mamiferos es el
inicio de la pubertad y la primera ovulaciéon, ya que marca el paso de la inmadurez a la
madurez sexual. Este proceso depende de la integracion y coordinacidon de una serie de
eventos neuroendocrinos que suceden en el eje hipotalamo-hipd&fisis-ovario (Ramirez, 1973;
Ojeda y Urbanski, 1994). Existen evidencias que muestran que las sefiales que participan en
la regulacion de este eje también provienen de otros 6rganos como el timo, érgano
primario del sistema inmunolégico en el cual se lleva a cabo la diferenciacion de los

linfocitos T (Ross y col., 1992).

Al parecer la comunicacién entre el timo y el sistema reproductor se establece por
medio de las hormonas que secreta esta glandula entre ellas la timulina. Algunos estudios
realizados in vitro con células de adenohipéfisis han mostrado que la timulina facilita la
liberacién de las gonadotropinas (Zaidi y col., 1988; Hadley y col., 1997; Brown y col., 2000),
en células de la granulosa de ovario estimula la secreciéon de hormonas esteroides (Ledwitz-

Rigby y Scheid, 1990). En modelos in vivo como el ratén prepuber inyectado con eCG, la



administracion sistémica de timulina estimula la esteroidogénesis y favorece la ovulaciéon
(Hinojosa y col., 1999) y en el ratén con timectomia infantil, el reemplazo de la timulina
restablece las alteraciones reproductivas que ocasiona la falta del 6rgano (Garcia y col.,

2000).

Dado que la timulina es capaz de atravesar la barrera hematoencefdlica (Bach y
Dardenne, 1984), no es posible distinguir en los modelos in vivo antes mencionados, si sus
efectos sobre la respuesta del ovario son el resultado de su accién en uno o mas de los
componentes del eje hipotalamo-hipd&fisis-ovario. Por ello el presente estudio esta orientado
a analizar el papel que tiene la timulina en la funcidn hipotalamo-hipofisaria,
administrandola directamente en las areas hipotalamicas involucradas con la sintesis y
liberacibn de la GnRH, o en la adenohipdfisis para evaluar su participacion en la
secrecion de las gonadotropinas. En ambos casos, sus efectos se veran reflejados en la

respuesta ovulatoria del animal prepuber tratado con eCG.
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MARCO TEORICO

l. EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

La producciéon de ovocitos viables para ser fecundados es un proceso clave en la
reproduccion de las especies. Las sefiales que modulan el crecimiento y la diferenciacion
de los foliculos ovaricos provienen de diversos componentes del Sistema Nervioso Central

como el hipotalamo y la hipd&fisis, asi como del mismo ovario (Fink, 1986, 1988).

Hipotalamo

El hipotalamo es una estructura bilateral que se localiza en la base del diencéfalo,
forma las paredes laterales y el piso del tercer ventriculo (eminencia media). El hipotalamo
se extiende desde la regidn del quiasma Optico en la porcidn rostral hasta los cuerpos
mamilares en el limite caudal, lateralmente estad rodeado por el subtalamo, ventralmente

por la lamina terminal y en la parte dorsal por la comisura anterior (Silverman y col., 1994).

En el hipotdlamo las neuronas forman agrupaciones que reciben el nombre de
nucleos. Tomando como referencia la distribucién de estos, el hipotalamo se divide en
cuatro regiones; area predptica, hipotdlamo anterior, medio y posterior (Figura 1). Cada
una de estas areas puede ser dividida a su vez en medial y lateral (Palkovits, 2000).

Area preoptica. Funcionalmente se le considera parte del hipotalamo aunque su origen
embrioldégico es diferente; en la rata esta area ocupa una cuarta parte del total del
hipotalamo e incluye el nlcleo predptico medial, el nicleo predptico periventricular y el
6rgano vasculoso de la lamina terminal.

Hipotalamo anterior: Es una continuacion del area preodptica. La parte medial esta formada
por los nlcleos periventricular, supraquiasmatico, hipotalamico anterior y paraventricular; la

parte lateral contiene el nlcleo supradptico.
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Hipotalamo medio: En el hipotalamo medio se reconocen tres zonas: medial-basal, dorsal y
lateral. La zona medial-basal incluye la eminencia media y los nucleos arcuato (parte |, Il y
) y ventromedial; la zona dorsal es ocupada completamente por el nacleo dorsomedial,
al borde de la zona medial y lateral se localiza el nucleo perifornical.

Hipotalamo posterior: Representa una pequefia parte del hipotalamo y también se le
conoce como region premamilar. Incluye los ndcleos: premamilar dorsal y ventral,

tuberomamilar, supramamilar, hipotalamico posterior y ndcleo arcuato (parte IVy V).

[ ] Area predptica
% Hipotalamo anterior

|:| Hipotalamo medio

Hipotalamo posterior

Figura 1. Esquema que muestra la distribucién topografica de los ndcleos del hipotalamo y
de otras areas en una vista sagital. A-Hipofisis anterior, AC-comisura anterior, AH-nucleo
hipotalamico anterior, AR-nlcleo arcuato, BN-base del nlcleo de la estria terminal, DL-area
hipotalAmica dorso-lateral, DM-nucleo dorsomedial, DP-nucleo dorsal premamilar, I-L6ébulo
intermedio de la hipd&fisis, MB-cuerpo mamilar, ME-eminencia media, MP-nucleo predptico
medial, N-hipo6fisis posterior, O-6rgano vasculoso de la lamina terminal, OC-quiasma optico,
PE-nlcleo hipotaldmico periventricular, PF-nicleo perifornical, PH-nucleo hipotalamico
posterior, PP-nlcleo predptico periventricular, PS-tallo hipofisario, PV-nlicleo paraventricular,
RC-area retroquiasmatica, SC-nucleo supraquiasmatico, SM-nucleo supramamilar, SO-
nucleo supradptico, TH-tdlamo, VM-nlcleo ventromedial, VP-nlucleo ventral premamilar
(Tomado de Palkovits, 2000).
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La participacion del hipotalamo en la funciéon reproductiva es por intermedio del
decapéptido GnRH (pyro-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2) el cual regula la
secrecion de las gonadotropinas (FSH y LH) en la hip&fisis (Fink, 1988).

Las neuronas que sintetizan GnRH (GnRHérgicas) no forman nucleos sino redes laxas
y difusas, y a diferencia de otros sistemas neuronales su numero es pequefo
(aproximadamente 1500 en la rata). Las neuronas GnRHérgicas se ubican desde la Banda
diagonal de Broca, en el area septal y la estria terminal, y en el hipotalamo en el area
predptica medial y lateral, en el nlcleo hipotalamico anterior, nlcleo periventricular y la
zona retroquiasmatica, ademas del hipotalamo lateral y el nlcleo supradptico (Siiverman y
col., 1994; Palkovits, 2000).

Aproximadamente dos tercios del total de las neuronas GnRHérgicas proyectan sus
fibras hacia la eminencia media donde liberan la GnRH en los capilares que conforman el
sistema portal hipotalamo-hipofisiario, y de esta manera llega a la hipofisis (Figura 2)

(Merchenthaler y col., 1989; King y Rubin, 1995).

Las células GnRHérgicas ubicadas en el area septal-predptica también contribuyen
a la inervacioén del érgano vasculoso de la lamina terminal, que es la segunda estructura
mas inervada en el SNC por terminales GnRHérgicas, y de estructuras extrahipotalamicas
como la amigdala, el area tegmental ventral, cerebro medio, rafé, substancia gris
periacueductal (Silverman y col.,, 1994; Palkovits, 2000), hipocampo y bulbo olfatorio

(Merchenthaler y col., 1989; Silverman y col., 1994; Palkovits, 2000).

En el hipotdlamo se localizan dos centros de regulacion de la secrecion de las
gonadotropinas, el centro ténico formado por las neuronas GnRHérgicas que se localizan
en los ndcleos ventromedial y arcuato, y el centro fasico ubicado en el area predptica, el
ndcleo supraquiasmatico y en el hipotalamo anterior. El centro ténico mantiene la
secrecion basal de ambas hormonas, mientras que el centro fasico regula la liberacion
ciclica preovulatoria de las gonadotropinas que ocurre el dia del proestro en la rata adulta
(Fink, 1986, 1988; Palkovits, 2000).



DMarco Teorico

Hipofisis

La hipdfisis es una glandula que se localiza en la base del cerebro en una depresién
del hueso esfenoides llamada silla turca. La hipdfisis comprende la neurohip&fisis o I6bulo
posterior y la adenohipodfisis. La adenohipofisis de los mamiferos se divide en tres partes:
distal, intermedia y tuberal. La parte distal es mas comunmente llamada |6bulo anterior y la
parte intermedia I6bulo intermedio. En el humano no se distingue el I6bulo intermedio. La
adenohipdfisis se origina por una evaginacion embrionaria del epitelio faringeo (bolsa de
Rathke) y esta unida al hipotalamo mediante el tallo hipofisario donde se encuentran los
vasos sanguineos que conforman el sistema portal-hipotalamo-hipofisario (Fink, 2000)

(Figura 2).

En la adenohipdfisis, la GnRH se une a receptores de membrana especificos que se
localizan en los gonadotropos y estimula la sintesis y liberacidon de FSH y LH (Stojilkovic y col.,
1994). La liberaciéon preovulatoria de las gonadotropinas ocurre por el incremento en la
frecuencia y la amplitud de los pulsos de secrecidn de la GnRH al sistema portal, asi como
por el aumento progresivo de la sensibilizacidn de los gonadotropos a este decapéptido, el
cual es inducido por los estrdgenos asi como por la misma GnRH (Fink, 1986, 1988; Everett,

1994).
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Figura 2. Esquema que muestra a la hipd&fisis y su conexidon anatémica con el hipotalamo
mediante el sistema portal de vasos sanguineos, lugar donde se libera la GnRH que es
sintetizada en el hipotalamo y de esta manera pasa a la hipo&fisis (Tomado de Halasz, 2000).

En el ovario, la FSH y LH estimulan la diferenciacion y el crecimiento de los foliculos y
la sintesis de hormonas esteroides (progesterona, testosterona y estrégenos) y peptidicas
(activina, inhibina, factores de crecimiento). Bajo el estimulo de las gonadotropinas, la
secrecion de estrogenos por el ovario va en aumento hasta alcanzar la maxima
concentracion en la etapa preovulatoria, donde son esenciales para incrementar y
mantener la respuesta de la hipdfisis a la GnRH. En estas condiciones se da la liberacion
preovulatoria de LH, y al llegar al ovario induce la liberacion del ovocito (ovulaciéon) (Fink,

1986; Richards y Hedin, 1988).

Ovario y crecimiento folicular

El ovario es el érgano primario del sistema reproductor cuyas funciones son producir
gametos viables para la fecundacién y la secrecion de hormonas esteroides y
polipeptidicas, las cuales regulan el desarrollo del mismo y de otras estructuras como el
utero y la vagina. En los mamiferos, los ovarios son organos pares de forma ovoide,
ligeramente aplanados que se localizan en la pared lateral de la cavidad pélvica (Ross y
col., 1992).
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En la corteza del ovario se encuentran los foliculos ovaricos, que son la unidad
anatomo-funcional del 6érgano, ya que a partir de éstos se forman los tres compartimentos
del ovario (Ross y col., 1992; Audesirk y Audesirk, 1996).

1. El folicular, formado por foliculos en todas las etapas de desarrollo como son
primordiales, en crecimiento (primario, secundarios y terciarios) y preovulatorios.

2. Elluteal o cuerpo luteo, que se forma a partir de las células de la granulosa y de la
teca interna de los foliculos que expulsan al ovocito.

3. Elintersticial o glandula intersticial, incluye tanto a las células tecointersticiales de los
foliculos en crecimiento y las células de la teca de los foliculos atrésicos, y representa

la unidad productora de andrégenos.

La foliculogénesis es el proceso mediante el cual se forman los foliculos primordiales
y consiste en que los ovocitos desnudos son rodeados por una capa de células foliculares y
de una membrana basal que los separa del resto del ovario. En los roedores como la rata y
el ratén, este proceso comienza y culmina en la primera semana de vida postnatal (Peters,
1978; Hsueh y col., 1994). Los ovocitos de los foliculos primordiales se encuentran detenidos
en la primera profase de la divisibn meidtica y sélo reinician la division justo antes de que

ocurra la ovulacion (Dominguez y col. 1991).

La diferenciacidon de los foliculos primordiales a foliculos primarios incluye: el
crecimiento del ovocito, la transformacion de las células aplanadas que rodean al ovocito
a una forma cubica (células de granulosa) y la proliferacion de éstas células (Dominguez y
col., 1991; Hsueh y col., 1994). En los foliculos primarios las células de la granulosa comienzan
a secretar glicoproteinas que forman un halo translicido alrededor del ovocito que se

conoce como zona pelucida (Van-Voorhis, 1998).

11



DMarco Teorico

La mitosis de las células de la granulosa ocurre por accion de la FSH y los estrégenos,
gue actuan de manera sinérgica. La FSH, a su vez, estimula la sintesis de sus propios
receptores en las células de la granulosa, lo que permite que su niumero se incremente
conforme el foliculo madura. La FSH también estimula la sintesis de los receptores de LH

(Dominguez y col., 1991).

Los foliculos que forman tres o cuatro capas de células de la granulosa alrededor del
ovocito se les denominan foliculos secundarios. En éstos foliculos el ovocito continua su
crecimiento y comienza la diferenciacidon de las células de la teca a partir de las células del
estroma del ovario, también se observa el desarrollo de una red de vasos sanguineos por
fuera de la membrana basal. En las células de la teca la LH estimula la sintesis de
androégenos, los cuales pasan a las células de la granulosa donde son convertidos a
estrdbgenos por accion del complejo enzimatico aromatasa (Gore-Langton y Armstrong,

1994; McGee y col., 1997; Van-Voorhis, 1998).

En los foliculos con seis a doce capas de células de la granulosa alrededor del
ovocito, comienza a acumularse liquido entre las células hasta formar una cavidad
llamada antro folicular; los foliculos en esta fase de desarrollo se les denominan terciarios o
antrales (Dominguez y col., 1991; Hsueh y col., 1994) (Figura 3). En los foliculos con antro el
ovocito termina su crecimiento y se diferencian dos capas de células de la teca: la teca
interna con capacidad esteroidogénica y la teca externa compuesta por colageno,
células de tejido conectivo, fibras musculares lisas, vasos sanguineos y fibras nerviosas

(Dominguez y col, 1991).

Conforme los foliculos antrales siguen creciendo continian acumulando liquido
hasta llegar a la etapa de preovulatorios. En el ovario de la rata, los foliculos llegan a este
estadio de desarrollo 17 a 19 dias después de haber iniciado el crecimiento. En los foliculos
preovulatorios las células de la granulosa que rodean al ovocito | o primario, forman el

cumulus oophorus (Figura 3). Estas células acompafian al ovocito cuando es expulsado
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durante la ovulacion y difieren en funcién al resto de células de la granulosa ya que por
ejemplo poseen una menor capacidad esteroidogénica que las que rodean a la

membrana basal (Van-Voorhis, 1998).

En los foliculos preovulatorios la ovulacién ocurre en respuesta al incremento brusco
de la concentracion en plasma de las gonadotropinas. La FSH y LH estimulan la secrecién
de enzimas proteoliticas como el activador del plasmindgeno (Tsafriri y Reich, 1999; Timossi y
col.,, 2000). La LH también estimula otras enzimas proteoliticas como la plasmina y
metaloproteinasas, las cuales contribuyen a la degradacion de la matriz perifolicular y
principalmente de las fibras de colageno que forman la pared folicular. Estos cambios se
acompafan del incremento en el flujo sanguineo (hiperemia), en la permeabilidad
vascular y en el volumen folicular. Los cambios vasculares y en la actividad proteolitica son
estimulados, ademas de la LH, por mediadores locales como: factor de crecimiento
endotelial vascular, interleucina 1, eicosanoides (prostaglandinas y leucotrienos), factor

activador de plaquetas y 6xido nitrico (Tsafriri, 1995; Tsafriri y Reich, 1999).

El ovocito expulsado es un ovocito Il o secundario ya que justo antes de salir culmina
la primera fase de la meiosis e inicia la segunda division meidtica que se detiene en
metafase. La segunda meiosis se reinicia soélo si el ovocito es fecundado (Ross y col., 1992;

Espey y Lipner, 1994).
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Figura 3. Esquema que muestra los diferentes tipos de foliculos durante el crecimiento
folicular en el ovario (Tomado de Van-Voorhis, 1998).

Alo largo del desarrollo folicular la mayoria de los foliculos ovaricos (70-99.9%) entran

en un proceso de degeneracion llamado atresia. El mecanismo molecular fundamental de

la atresia es la apoptosis 0 muerte celular programada la cual inicia con la activacion de

endonucleasas y culmina en la fragmentacion del ADN. Se han relacionado varios cambios

morfolégicos y bioquimicos con la atresia (Tabla 1) (Greenwald y Roy, 1994; Hsueh y col.,
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Tabla 1. Cambios morfolégicos y bioquimicos relacionados con la atresia folicular
Células Nucleos picnéticos
dela Disminucién de la sintesis de ADN y en la tasa de proliferacion
Granulosa Disminucién de la sintesis de estrdgenos
Incremento de la sintesis de progesterona (disminucion de la
enzima 17a-hidroxilasa)
Disminucion en el ARNm que codifica la aromatasa
Disminucidn en el nimero de receptores y la respuesta a las
gonadotropinas
Disminucion en la expresion de proteinas que participan en las
uniones estrechas como la conexina-43 (provoca descamacion de
células)
Fragmentacion de la membrana basal
Células de Hipertrofia de las células
la teca Incremento de la sintesis de andrégenos
Ovocito Alteraciones en la zona pelicida
Disminucién en las uniones estrechas entre el ovocito y las células
de la granulosa que le rodean (cumulus oophorus)
Cambios parecidos a la division celular como alineacion de los
cromosomas en metafase

Il. INTERACCION TIMO-REPRODUCCION

En 1898 Calzolari aporté la primera evidencia de una interaccion entre el sistema

reproductor y el timo al observar que la castracién en el conejo macho ocasionaba

hipertrofia del timo. Varias décadas después esta relacion ha sido apoyada por resultados

obtenidos en diversos modelos bioldégicos como el ratébn congénitamente atimico (nu/nu),

el ratén alopécico-hipotimico y los obtenidos en el modelo del ratén timectomizado en la

etapa neonatal y en la etapa infantil (Flanagan, 1966; Nishizuka y Sakakura, 1969; Rosas y

col., 1987; Garcia y col., 2000).
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Paralelamente a los estudios con diversos modelos bioldgicos, se iniciaron aquellos
donde se analiz6é al timo como glandula y se observé que sus productos de secrecion no
sOlo tenian efectos en procesos inmunoldgicos sino también reproductivos. Estos resultados
llevaron a sugerir que la comunicacion entre el timo y el sistema reproductor ocurre por

intermedio de las hormonas que sintetiza el érgano (Goldstein y col., 1981).

Caracteristicas del timo.

El timo es un érgano linfoepitelial primario del sistema inmunolégico. En él ocurre la
diferenciacion y la maduracion de los linfocitos inmunocompetentes o linfocitos T cuya

funcién es mediar la inmunidad celular (Roitt y col., 1993).

En los mamiferos, el timo es un érgano de forma triangular que consta de dos I6bulos
de color rosaceo. Esta ubicado en el térax por debajo de la parte superior del esternén,
entre los pulmones y con la base apoyada en el pericardio. Cada l6bulo del timo esta
formado por una matriz de células epiteliales dispuestas en forma de red, por lo que se les
denomina reticulo-epiteliales y entre las cuales se depositan los linfocitos. La densidad de
células reticulo-epiteliales y de linfocitos en el timo no es homogénea ya que se puede
distinguir una corteza y una médula. A diferencia de la corteza, en la médula hay una
menor proporcion de células reticulo-epiteliales y de linfocitos; algunas células epiteliales
estan dispuestas de manera concéntrica y forman los corpusculos de Hassall que son
estructuras de forma ovoide o esférica caracteristicas del timo (Roitt y col., 1993; Fawcett,

1995; Bergman y col., 1998).

El timo es un érgano que crece desde el nacimiento hasta la pubertad. A partir de
esta etapa comienza un proceso de involucidon que se le denomina “involucion fisiolégica”.
El inicio de este proceso ha sido atribuido al incremento en las concentraciones de las

hormonas sexuales en el plasma caracteristico de esta etapa. Diversas evidencias apoyan

16



DMarco Teorico

la idea que la involucidon del timo depende del aumento en la concentracién de las

hormonas esteroides en la sangre.

La administracion de progesterona, estrdgenos o testosterona aceleran la involucion
del timo (Grossman, 1984; Fitzpatrick y col., 1985; Aboussaouira y col., 1989).

Durante la prefez, las concentraciones de progesterona y corticosterona en plasma
se incrementan y la involucién del timo se acelera (Carter, 1976; Chambers y Clarke,
1979; Grossman, 1984).

La castracion antes de la pubertad retarda el proceso de involucién del timo,
mientras que en la etapa adulta la extirpacion de las gonadas induce la hipertrofia
del 6rgano (Janardana-Sarma y Sirsi, 1961; Grossman, 1984, 1985; Fitzpatrick y col.,
1985; Rosasy col., 1992).

Las células reticulo-epiteliales del timo poseen receptores especificos a las hormonas
esteroides y por ende son blanco de estas hormonas (Sholiton y col., 1980; Grossman,

1984; Morgan y Grossman, 1985; Marchettiy col., 1989).

Las células reticulo-epiteliales del timo sintetizan polipéptidos a los cuales se les ha

llamado timosinas. La TF5 es un extracto timico que consta de 40-50 polipéptidos, varios de

los cuales se han aislado y caracterizado. Su clasificacidon se ha hecho con base en su

punto isoeléctrico (pl) en timosinas o (pl por debajo de 5), timosinas  (pl 5.0-7.0) y timosinas

vy (pl por arriba de 7). Del timo se han aislado otros polipéptidos como el factor timico

humoral, la timoestimulina, la timopoietina y la timulina (Goldstein y col., 1981; Low y

Goldstein, 1984).

La concentracion de las timosinas en la sangre, al igual que la inmunidad

dependiente del timo, disminuye con la edad de los individuos paralelamente al proceso

de involucién del érgano (Figura 4).
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Figura 4. Esquema que muestra el proceso de involucion del timo en el humano el cual se
acompafa de la disminucién en la concentracion de timosinas en el plasma y la
disminucién de la inmunidad dependiente del timo (Modificado de Bellanti, 1986).

Las timosinas en la diferenciacion de los linfocitos en el timo.

Una de las funciones de las hormonas que sintetiza el timo es su participacion en la
generacion de linfocitos T a partir de células indiferenciadas, producidas en la médula 6sea
(pre-linfocitos T), que ingresan al 6rgano. El proceso de diferenciacion de linfocitos en el
timo es complejo e incluye la expresibn secuencial de una variedad de receptores de
membrana, asi como el re-arreglo de genes que codifican para el receptor de células T
(TCR). Este proceso se encuentra bajo la influencia del micro ambiente timico, en el cual las
células reticulo-epiteliales son el componente principal y participan de dos maneras en los

eventos tempranos de la diferenciacion linfocitica (Dardenne y Savino, 1994).
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e Lasecrecion de una variedad de polipéptidos como las timosinas y citocinas
e En la formacién de contactos entre ellas y los linfocitos a través de moléculas
clasicas de adhesidn y por receptores especificos que poseen las células reticulo-

epiteliales.

La mayoria de las hormonas timicas como la timulina, timosina al, timosina 4,
timopoietina y el factor timico humoral y2, ademas de inducir la expresion de marcadores
de membrana como el Thy-1, modulan la actividad de linfocitos ya diferenciados como los
T citotdxicos y los T cooperadores lo cual resulta en cambios en la secrecion de citocinas y
en la proliferaciéon de estos linfocitos (Figura 5) (Low y Goldstein, 1984; Dardenne y Savino,

1994).
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Figura 5. Esquema que muestra los efectos de las timosinas sobre la diferenciacion y
proliferacion de linfocitos T (Modificado de Low y Goldstein, 1984).
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Alteraciones reproductivas de los ratones atimicos e hipotimicos.

Los ratones nu/nu son mutantes que se caracterizan por ser atimicos y alopécicos,
presentan retraso en el inicio de la pubertad y la primera ovulacion (Besedovsky y Sorkin,
1974), fertiidad reducida (Flanagan, 1966; Rebar y col., 1981b), menor nimero de foliculos
en crecimiento, incremento de la atresia folicular y envejecimiento prematuro del ovario
(Lintern-Moore y Pantelouris, 1975;1976a; Lintern-Moore y col., 1976), en la etapa prepuberal
presentan menor concentracion de FSH y LH en el plasma y en la hip&fisis, y en los animales

adultos hay menor concentracion de estrégenos en el plasma (Rebar y col., 1981b).

Cuando los ratones atimicos reciben un transplante de timo al nacimiento la
concentracidon de gonadotropinas en la hipofisis se normaliza (Rebar y col., 1980); el
transplante de tejido proveniente del timo previene el incremento de la atresia folicular
(Pierpaoli y Besedovsky, 1975) y la administracion de gonadotropinas normaliza el

crecimiento folicular (Lintern-Moore y Pantelouris, 1976b).

Los ratones mutantes hipotimicos se caracterizan porque el peso de su timo es 50%
menor que el de un animal adulto normal y, al igual que los nu/nu, son alopécicos (Rosas y
col., 1987, 1989; Rosas 1990). También presentan alteraciones en el sistema reproductor
como: retardo en la pubertad, menor peso de los ovarios y menor respuesta ovulatoria al
tratamiento con gonadotropinas (Hinojosa y col., 1999); sin embargo, su fertilidad es normal

pero decrece prematuramente (Rosas y col., 1987, 1989; Rosas 1990).

En los ratones hipotimicos el nimero de foliculos ovaricos es menor que el del ratén
normal, el tratamiento con gonadotropinas estimula el crecimiento folicular, aunque el 75%
de los foliculos son atrésicos (Rosas e Hinojosa, 1993). El injerto de un timo normal en ratones
et/et recién nacidos no previene el retardo en el inicio de la pubertad (Hinojosa y Rosas,

1994).
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La timectomia neonatal e infantil sobre el desarrollo del ovario.

Los ratones timectomizados en la etapa neonatal entre los 2 y 4 dias de edad, y no
después, presentan retraso en el inicio de la pubertad, menor peso de los ovarios y del
utero e infertilidad (Nishizuka y Sakakura 1969, 1971; Sakakura y Nishizuka, 1972; Nishizuka y
col, 1973). Estas alteraciones se acompafian de menores concentraciones de FSH, LH, GH,

PRL (Michael y col.,1980), progesterona y estrogenos en el plasma (Michael y col.,1981).

La timectomia neonatal provoca en el animal adulto disgénesis ovarica que se
caracteriza por la infiltracion de linfocitos en el ovario, disminucién en el nimero de
foliculos, hipertrofia e hiperplasia de las células intersticiales, proliferacion de tejido
conectivo, ausencia de cuerpos luteos y presencia de quistes (Nishizuka y Sakakura, 1969;
Michael y col., 1990; Kosiewicz y Michael, 1990). La disgénesis ovarica se previene por el
injerto de timo, del bazo o por la inyeccidn de células en suspension obtenidas del bazo o
nudos linfaticos (Sakakura y Nishizuka, 1972). La disgénesis ovarica es de origen autoinmune,
ya que hay produccién de anticuerpos en contra de los ovocitos (Taguchi y col 1980;
Kosiewicz y Michael, 1990). En la rata hembra, la timectomia neonatal provoca alteraciones
semejantes a las observadas en el ratdon sobre el desarrollo del ovario (Lintern-Moore, 1972;

Hattori y Brandon, 1979).

La disminucion en el numero de foliculos en los ovarios de los ratones
timectomizados en la etapa neonatal ocurre desde los 5 dias de edad, es decir mucho
antes de la aparicidon de anticuerpos en la sangre e infiltracion de linfocitos en los foliculos
(25 dias de edad), por eso se ha propuesto que el timo tiene un efecto bifasico en el
desarrollo del ovario: uno de tipo hormonal, directo o indirecto, que afecta a los foliculos
primordiales y en crecimiento (efecto temprano) y uno de tipo inmunoldgico que resulta en
una respuesta auto inmune que se evidencia después de los 25 dias (efecto tardio)

(Kosiewicz y Michael, 1990).

21



DMarco Teorico

Con base en la idea anterior, utilizamos el modelo del ratén timectomizado a los diez
dias (Tx-10) con el fin de evitar el desarrollo de la respuesta autoinmune y asi poder analizar
los efectos de la falta de las hormonas provenientes del timo sobre el desarrollo del ovario.
Observamos que en la pubertad los ovarios de los ratones Tx-10 no muestran signos de
disgénesis, pero presentan retardo en la edad de la apertura vaginal, menor niumero de
foliculos en crecimiento (en particular de los foliculos pequefios) y menor respuesta
ovulatoria cuando se les administra gonadotropinas (Garcia y col., 2000). Estos resultados
apoyan lo propuesto por Kosiewicz y Michael (1990) que el timo participa en la regulaciéon
del crecimiento folicular por una via hormonal, la cual ocurre en etapas tempranas de este

proceso.

Papel de las timosinas en el eje hipotalamo-hipd&fisis-gbnadas

Uno de los primeros estudios in vitro que se realizaron para analizar los efectos de las
timosinas sobre la liberacion de hormonas que regulan la reproduccion son los de Rebar y
col., (1981a), quienes mostraron que la administracion de TF5 a un sistema de perfusidon de
hipotalamo e hipdfisis aumenta la liberacién de LH. Cuando esta fraccion se adiciona sélo
a la hipdfisis en cultivo no se modifica la liberacidon de LH y cuando se adiciona a explantes
de hipotalamo se incrementa la liberacién de GnRH al medio. Resultados similares obtienen
al probar en el mismo sistema la timosina B4, uno de las hormonas que forman parte de la
TF5. Lo que indica que esta limosina es la que regula la secreciéon de la LH al incidir sobre el
hipotalamo e inducir la liberacibn de GnRH (Rebar y col., 1981a). La administracion de
timosina p4 en el tercer ventriculo del cerebro del ratbn adulto resulta en un incremento en

la concentraciéon de LH en el plasma (Hall y col., 1985).

En cultivo de células de adenohipdfisis, la TF5 incrementa la liberacion de prolactina

y de GH (Spangelo y col., 1987). Este efecto se debe a una fraccion llamada MB-35 que

forma parte de la TF5, ya que esta fraccion tiene un efecto semejante a la TF5 sobre la
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liberacion de prolactina y GH. La fraccion MB-35 también potencia los efectos del TRH
sobre la liberacion de prolactina y del GHRH sobre la secreciéon de GH (Badamchian y col.,
1991). La administracion de TF5 en ratones prepuUberes aumenta la concentracion de
estradiol en el plasma y adelanta la edad de la pubertad (Dardenne y Bach, 1981; Michael,

1983).

La adicion del medio condicionado, obtenido de células reticulo epiteliales, al
cultivo de células de adenohipo&fisis aumenta la liberaciéon de FSH y LH y potencia el efecto

de la GnRH sobre la liberacion de ambas gonadotropinas (Mendoza y col., 1995).

En el cultivo de células de la granulosa de rata, la adicion de los polipéptidos timicos
liberados in vitro por las células reticulo-epiteliales, estimula la secrecidon basal de
progesterona (Uzumcu y col., 1992; Uzumcu y Lin, 1994) y estradiol (Uzumcu y Lin, 1994) e
incrementa la liberacion de ambos esteroides estimulada por la FSH. Los péptidos timicos
también incrementan la actividad aromatasa, tanto la basal como la estimulada por la

FSH (Uzumcu y Lin, 1994).

En cerdas, la concentracion en plasma de timosina B4 varia durante el ciclo estral;
aumenta en la fase folicular y disminuye en la luteal en forma paralela con la
concentracion de progesterona en el plasma (Ford y col, 1990). En mujeres
posmenopausicas u ovariectomizadas, la concentracion de timosina 4 en el plasma es
menor que en mujeres normales (Golsteyn y Fritzler, 1987). En vacas, la concentracion de
timosina B4 se incrementa gradualmente con el aumento preovulatorio de LH; el bloqueo
en el incremento de LH por el implante de norgestomet (progestina sintética) provoca

disminucién en la concentracion de timosina B4 en el plasma (Wise y Maurer, 1991).

La timosina a1l aumenta la tasa de penetracion de espermatozoides a los ovocitos e

incrementa la reaccién acrosomal y la liberacién de acrosina por los espermatozoides. En
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hombres infértiles, la concentraciéon de timosina al en el plasma seminal es menor que un

individuo normal (Naz y col., 1992).

En células foliculares de ovario la adicién de un factor de 28 KDa aislado del timo
disminuye la liberacién de progesterona, testosterona y estradiol estimulada por la adicién
de hCG (Aguilera y Romano, 1989) asi como la liberacion de testosterona en células de
Leydig del testiculo en cultivo (Reyes-Esparza y Romano, 1989). Al parecer, el efecto
inhibitorio de este factor sobre la esteroidogénesis se debe a que compite con el receptor

ala hCG (Hiriart y Romano, 1986; Pedernera y col., 1986).

[I. EFECTOS MODULADORES DE LA TIMULINA

Caracteristicas moleculares y bioquimicas de la timulina

La timulina es un péptido que consta de nueve aminoacidos: pyro-Glul-Alaz-Lyss3
Ser4-GIn5-Glys-Gly7-Ser8-Asn%-OH, su peso molecular es de 900 daltones y su punto
isoeléctrico de 7.5 (Bach y col., 1977; Goldstein y col., 1981). Inicialmente fue aislada del
suero de cerdo y se le llamé Factor Timico del Suero (Pléau y col., 1977). La timulina es una
metaloproteina ya que necesita de la interaccién con el Zn*2 para adquirir la conformacion
espacial que determina su actividad biolégica e incrementa su vida media en el plasma
(Imaizumi y col., 1981; Dardenne y col., 1982, 1984, 1985; Bach y Dardenne, 1984; Gastinel y
col., 1984). Con base en la relacion estequiométrica que guarda el metal con la hormona
la unién de la timulina con el Zn*2 se pueden formar los complejos 1:1 y 1:2. Estudios
realizados con resonancia magnética han revelado que en el complejo 1:1, una molécula
de Zn se une a una de timulina y el enlace ocurre mediante el grupo OH de la porciéon
carboxilo terminal de la Ser48 y la Asn9, el cuarto ligando probablemente es una molécula

de H20 (Figura 6). En el complejo 1:2 el Zn*2 se une a dos moléculas de timulina mediante
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la Ser4y la Asn® de cada molécula (Gastinel y col., 1984, Dardenne y col., 1985; Cung y col.,

1988).

La conformacion del complejo 1:1 es la Unica que es reconocida por los anticuerpos
monoclonales especificos para la timulina, ya que ni el complejo 1:2 ni la timulina que se
encuentra en forma libre se unen a éstos. En la interaccion de la timulina con el Zn, la Asn?®
parece ser el aminoacido mas afectado dado que la eliminacién o sustitucion de este
aminoacido en la molécula de la timulina, se traduce en una pérdida de la actividad
bioldgica. La relacion estequiométrica 1:1 del Zn con la timulina es la que muestra la mayor

actividad biolégica (Imaizumiy col., 1981; Dardenne y col., 1982).

Figura 6. Representacion esquematica del complejo 1:1 timulina-zinc donde se muestran los
sitios de coordinacion del i6n con la Ser4-OH, Ser8-OH y la Asn%-CO: del nanopéptido
(Tomado de Cung y col., 1988).
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La molécula de timulina también forma complejos con otros metales como el Al, Ga
y Cu de manera similar a como lo hace con el Zn. Sin embargo estos complejos aunque
presentan cierta actividad bioldgica (Dardenne y col., 1982), no son reconocidos por los
anticuerpos monoclonales especificos para la timulina. Estos resultados han llevado a
sugerir que soélo la unidbn con el Zn determina la adquisicion de la antigenicidad en la

molécula y esta caracteristica esta dada por la Ser4 (Dardenne y col., 1985).

Existe poca informacion sobre las caracteristicas moleculares y bioguimicas de los
receptores a timulina. Los linfocitos T presentan receptores a la timulina pero los linfocitos B
no los tienen. En los linfocitos T se han descrito dos tipos de receptores y la union de la
timulina a cada uno de ellos es reversible, especifica y saturable. La constante de
disociacion (Kd) para cada uno de los receptores es de 0.516+0.2 nM y 110+27.8 nM
respectivamente. La concentracion de cada uno de los receptores es de 0.186+0.045 pmol
y 2.026+0.367 pmol/mg de membrana y se ha calculado que su niumero es de 5x104 y 8x104

receptores por célula para cada tipo (Pléau y col., 1980; Gastinel y col., 1982).

Regulacion de la secrecion de la timulina

A diferencia de otras timosinas que son sintetizadas en 6rganos como el bazo,
higado, pulmén y Sistema Nervioso Central (Dalakas y col., 1984; Horecker, 1984), la timulina
se sintetiza exclusivamente en las células reticulo-epiteliales del timo tanto de la corteza
como de la médula, incluyendo los corpusculos de Hassall. Esta aseveracion se basa en los
siguientes hechos.

e Enlos animales timectomizados, la timulina desaparece de la circulacidon sanguinea
poco tiempo después de realizar la operacioén. En el ratdbn congénitamente atimico
nu/nu dicho péptido esta ausente (Safieh y col., 1990). En ambos modelos
experimentales, cuando se realiza un injerto de timo o de células epiteliales timicas,

la timulina se detecta en el suero (Dardenne y Bach, 1981).
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e Con estudios de inmunofluorescencia se ha mostrado que el timo es el Unico érgano
gue presenta inmureactividad a la timulina (Dardenne y col.,1974; Savino y col.,

1982).

La timulina estd presente desde el desarrollo embrionario, se ha detectado en el
plasma de fetos de ratdn de 14 dias de gestacion y en el feto de humano a partir de la
sexta semana de vida intrauterina (Dardenne y Bach, 1981). En el corddn umbilical de nifios
recién nacidos, la concentracion de timulina es de aproximadamente 2000 fentogramos
por ml. (fg/ml) de suero (Safieh y col., 1990). En el ratén la concentracidon de timulina en el
plasma se mantiene estable hasta los 5 6 7 meses de edad (Dardenne y Bach, 1981) y en el
humano hasta los 15 6 20 afios de edad (Dardenne y Bach, 1981; Consolini y col., 2000) y
posteriormente disminuye. Por ejemplo, en hombres j6venes de 20 afios la concentracion
de timulina en el suero es de 1500 fg/ml y en adultos disminuye hasta 370 fg/ml. En la rata y

el raton adulto la concentracion es de aproximadamente 600 fg/ml (Safieh y col., 1990).

A partir de la pubertad la concentraciéon de timulina en el plasma disminuye
progresivamente conforme avanza la edad de los individuos (Dardenne y Bach, 1981) y al
igual como sucede con otras timosinas, este decremento es paralelo a la involucion del
timo. Se ha mostrado que esta disminucién en la concentracion de timulina se debe a una
menor sintesis del péptido y a la presencia de moléculas que inhiben a la timulina en la

sangre (Dardenne y Bach, 1981; Jambon y col., 1981; Consolini y col., 2000).

En el humano, la concentracién minima de timulina llega a los 80 afios de edad

(Consolini y col., 2000) (Figura 7). La timulina aun se detecta en el plasma de ratones de 24

meses de edad y en humanos de mas de 90 afios (Mocchegiani y Fabris, 1995).
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Figura 7. Grafica que muestra la concentraciéon de timulina en el plasma de humanos a lo
largo de la vida. Se observa una disminucién brusca a partir de la pubertad y un
decremento progresivo conforma avanza la edad de los individuos (Tomado de Consolini y
col., 2000).

La timulina presenta un ritmo de secrecidn circadico, donde la liberacion maxima
ocurre durante la noche (Molinero y col.,, 2000). Diversas hormonas participan en la
regulacion de la secreciéon de la timulina, como son la B-endorfina y la Leu-encefalina las
gue estimulan la secrecion de timulina por las células reticulo-epiteliales en cultivo (Savino y
col., 1990). Incluso la misma timulina participa en esta regulacion, puesto que en el ratén
adulto la inyeccién de un anticuerpo monoclonal contra la timulina aumenta el nUmero de
células reticulo epiteliales que la contienen, lo cual se acompafia de una disminucion de la
concentracion de timulina en el suero, mientras que la administracion sistémica de timulina
provoca un decremento del nimero de células epiteliales que la contienen (Savino y col.,

1983).
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La concentraciéon de Zn en la sangre también esta relacionada con los mecanismos
gue participan en la secrecion de la timulina ya que en animales desnutridos o con
deficiencias en Zn, asi como en ratones viejos de 15 y 18 meses de edad, la concentracion
de timulina en el plasma es baja. El suplemento con Zn a la dieta de estos animales restaura

la concentracién de la timulina (Boukaiba y col., 1993; Dardenne y col., 1993).

Interaccioén bidireccional de la timulina con otras hormonas

Diversas evidencias experimentales han mostrado que la timulina mantiene una
interaccion bidireccional con el sistema enddcrino ya que esta timosina participa en la
regulacion de la secrecidn de varias hormonas como la GH, la PRL, las hormonas tiroideas:

Tay T4, la TSH, ACTH y también mantiene una estrecha relacién con la glandula adrenal.

Timulina-GH

La adicion de timulina a un sistema de perfusion de hipdfisis 0 a los cultivos de
células de adenohipdfisis obtenidas de ratas hembras provoca un incremento en la
liberacion de la GH (Goya y col., 1994; Brown y col., 1999). Ademas, la timulina tiene un
efecto sinérgico con la GHRH en la liberacion de GH, efecto que varia con la edad del
animal (Brown y col., 1999). Hadley y col. (1997) no observan cambios en la liberacién de

la GH por la administracion de timulina al tejido adenohipofisario mantenido en cultivo.

Nifios con deficiencias congénitas en la secrecibn de GH presentan menor
concentracion de timulina en el suero; cuando estos nifos reciben tratamiento con GH se
restaura la concentracion de timulina la cual llega a valores normales (Mocchegiani y col.,
1990,1996). En perros jovenes y adultos la administracion de GH provoca un incremento en
la concentracion de timulina, efecto que no se observa cuando la inyeccion de GH se

realiza en animales viejos (Goff y col., 1987).
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La administracion de GH o del IGF-I al cultivo de células reticulo epiteliales de timo
de rata o de humano induce un incremento en la concentraciéon de timulina. El efecto
estimulante de la GH sobre la secrecion de timulina se inhibe por la adicion de un
anticuerpo para el IGF-l o un anticuerpo para su receptor, lo cual significa que el efecto de

la GH puede estar mediado por el IGF-| secretado dentro del timo (Timsit y col., 1992).

Las células reticulo epiteliales del timo poseen receptores a la GH (Ban y col., 1991).
En personas con acromegalia, las cuales presentan hipersecrecion de GH, las
concentraciones de timulina e IGF-I en el plasma son mayores en comparacion a las de los

individuos sanos (Timsit y col., 1990).

Timulina-PRL

El tratamiento con timulina a hipdfisis o adenohipdfisis en cultivo estimula la
liberacion de PRL (Goya y col., 1994; Brown y col., 1998), la cual es mayor en células de
adenohipofisis obtenidas de animales jévenes (Brown y col., 1998). Por el contrario, Hadley y
col. (1997) observan que la administracion de timulina en células de adenohipdfisis inhibe la

liberacion de PRL.

La administracion repetida de PRL induce un incremento en la concentracion de
timulina en el suero de ratones jOvenes y viejos, mientras que el tratamiento con
bromocriptina, un agonista de los receptores dopaminérgicos (induce una disminuciéon en
la sintesis de PRL), provoca un decremento en la concentracion de timulina (Dardenne y
col., 1989). Pacientes con hiperprolactinemia producida por tumores hipofisarios, también
presentan altas concentraciones de timulina en sangre (Timsit y col., 1990). Este efecto se
explica por la accidn de la PRL en las células epiteliales del timo, ya que éstas poseen

receptores a la PRL (Dardenne y col., 1991) y porque la adicién de PRL a cultivos de células

30



DMarco Teorico

reticulo epiteliales de timo de humano o rata estimula la liberacion de timulina, y dicho

efecto es inhibido por la administracién de anticuerpos a la PRL (Dardenne y col., 1989).

Timulina-TSH, Tz y Ta

La adicién de timulina a un sistema de perfusion de hipodfisis de rata, estimula la
liberacion de TSH (Goya y col., 1994; Brown y col., 1998). La administracidon de timulina al
cultivo de células de adenohipdfisis también aumenta la secrecidon de TSH de manera
dependiente de la edad, dosis y tiempo. El tratamiento con timulina y con la TRH, resulta en

un efecto sinérgico en la liberacion de TSH en todas las edades (Brown y col., 1998).

En ratas jovenes (4 meses), viejas (10 meses) y senescentes (29-33 meses) la
administracion de T4 incrementa la concentracion de timulina en el plasma (Goya y col.,
1993), incluso en ratones viejos la concentracidn de timulina llega a valores similares a los
observados en el ratdn joven (Fabris y Mocchegiani, 1985). La inyeccion diaria de Tz en

ratones jovenes también incrementa la concentracion de timulina (Dardenne y col., 1988).

Ratones tiroidectomizados muestran reduccidn progresiva en la concentracion de
timulina la cual se normaliza después de administrar T4. Un efecto similar se ha observado en
la rata después de la tiroidectomia ya que la reduccion en la concentracion de timulina en

el plasma es maxima 6 meses después de la cirugia (Hrynevych y col., 2002,2003).

Personas con hipertiroidismo presentan altas concentraciones de timulina en suero,
mientras que en las que padecen hipotiroidismo la concentracion de esta hormona es baja
(Fabris y col., 1986). El hipotiroidismo en la rata y el ratén, provoca disminuciéon en la
concentracion de timulina en el suero y en el nimero de células reticulo-epiteliales que la
contienen. Si a estos animales se les administra T3, aumenta la concentracion de timulina en
el plasma (Savino y col., 1984). Una correlacién positiva entre la concentracién en el

plasma de las hormonas tiroideas y la de timulina también se manifiesta en recién nacidos
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prematuros ya que tienen una menor concentracion de Tz y de timulina. Cuando a estos

nifios se les inyecta Tz la concentracion de timulina aumenta (Fabris y col., 1987).

El efecto de las hormonas tiroideas sobre la secrecion de la timulina se debe a su
efecto directo sobre las células epiteliales, ya que la adicién de Tz o T4 a cultivos de células
reticulo epiteliales estimula la secrecion de timulina (Villa-Verde y col., 1993) y debido a que
después de la tiroidectomia en la rata, hay disminuciéon en el peso absoluto o relativo del

timo y del contenido celular (Hrynevych y col., 2002).

Timulina-CRF, ACTH y glucocorticoides y esteroides gonadales

Hadley y col.,, (1997) mostraron en explantes de adenohipdfisis de rata macho
adulta que la administracion de timulina induce un aumento significativo en la liberacién
de la ACTH. En la rata, estudios realizados in vivo e in vitro han mostrado que la
administracion de ACTH estimula la secrecidon de timulina (Buckingham y col., 1991,1992;
Safieh y col., 1991). Con estas evidencias podemos sugerir que la timulina al incidir sobre la

secrecion de ACTH estaria influyendo sobre la regulacion de CRF y glucocorticoides.

Se ha planteado que en condiciones de estrés agudo la ACTH estimula la secrecion
de timulina, la cual actuaria como una hormona anti-estrés (Safieh y col., 1991). Al
respecto, se ha mostrado que ratones viejos presentan disminucion en la actividad de la
enzima SOD e incremento en el contenido de MDA en el cerebro (Zhao y col., 1990). La
SOD es una enzima antioxidante, mientras el MDA se ha utilizado como un indicador de
estrés oxidativo (Marnett, 2002; Vertuani y col., 2004; Yazar y col., 2004). La administracion
subcutanea y diaria de timulina en estos animales incrementa la actividad de la SOD y

disminuye el contenido de MDA en el cerebro (Zhao y col., 1990).
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En el ratébn hembra o macho adulto la adrenalectomia o gonadectomia inducen un
decremento temporal en la concentracion de timulina en plasma y aumento en el nimero
de células que la contienen. Este efecto es mayor cuando la adrenalectomia y la
castracion se realizan juntas. La adrenalectomia o gonadectomia también provoca
incremento temporal de los inhibidores de la timulina en el suero. El tratamiento con
testosterona inmediatamente después de la adrenalectomia o gonadectomia previene: el
decremento en la concentraciéon timulina en el plasma, la aparicién de inhibidores para la
timulina y el incremento en el nimero de células epiteliales que producen la timulina
(Dardenne y col., 1986; Savino y col., 1988). La incubacidon de células reticulo-epiteliales
con concentraciones fisioldgicas de glucocorticoides o esteroides de origen gonadal
(progesterona, estradiol y testosterona) incrementa la secrecion de timulina en el medio de

cultivo (Savino y col., 1988).

Efectos de la timulina sobre el Sistema Nervioso

A diferencia de otras timosinas, que se sintetizan en diferentes drganos incluyendo el
SNC (Dalakas y col., 1984; Horecker, 1984), la sintesis y liberacion de la timulina es exclusiva
de las células reticulo-epiteliales del timo (Dardenne y col. 1974; Savino y col. 1982). Dada la
capacidad de la timulina para atravesar la barrera hematoencefélica (Bach y Dardenne,
1984) no se puede descartar que esta hormona pueda tener efectos en estructuras
cerebrales como se ha descrito para otras hormonas timicas como la timosina 4 (Rebar y

col., 1981a).

La secrecion de GnRH, y por ende la de las gonadotropinas, esta regulada por
diferentes sistemas de neurotransmision como el noradrenérgico, dopaminérgico,
serotoninérgico, GABAérgico etc. (Kordon y col., 1994). Esta regulacion se establece de
manera directa debido a las sinapsis entre las neuronas que sintetizan estos

neurotransmisores y las neuronas que sintetizan la GnRH (GnRHérgicas), o de manera
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indirecta por la interaccion de estos sistemas (Jennes y col., 1982,1983). Al respecto Vécsei y
col.,, (1987) mostraron que en el ratdn adulto la administracion intracerebral de timulina,
provoca una disminuciéon en el contenido de noradrenalina y dopamina en el hipotalamo.
Con base en estos resultados es posible pensar que la timulina participa en la regulaciéon de
la secrecion de GnRH por una via indirecta al modificar la secrecion de estos

neurotransmisores.

Existen evidencias que muestran que la timulina modula la sensibiidad al dolor,
efecto que depende la dosis administrada. En el ratdn, la inyeccidn sistémica de dosis altas
de timulina (0.2, 1, 5 pug) reduce la hiperalgesia y la secrecion de IL-1p y NGF inducidos por
la inyeccidén de una endotoxina (Safieh-Garabedian y col., 1996; Safieh-Garabedian, 1998).
Un efecto similar se observa con la inyeccion intracerebral de timulina (0.1, 0.5, 1 ug) antes
de la administracion de la endotoxina (Safieh-Garabedian y col., 2003). Mientras que la
inyeccion sistémica de dosis menores de timulina (20-150 ng) induce hiperalgesia e
incrementa la produccion de IL-13, NGF y de PGE: (Safieh-Garabedian y col., 1993,1997a,b,
2000). EI aumento en la secrecion de estos factores se inhibe cuando se administra
meloxican, un inhibidor de la cicloxigenasa (enzima que participa en la sintesis de las
prostaglandinas), y la inyeccidon de antagonistas especificos para cada uno de los factores
inhibe la hiperalgesia inducida por la timulina. Estos resultados indican que los efectos de la
timulina sobre la hiperalgesia y el incremento de IL-13 y NGF son mediados por la PGE2

(Safieh-Garbedian y col., 2000).

Algunas fibras sensoriales aferentes (pequefias no mielinizadas) parecen estar
involucradas en la hiperalgesia inducida por la timulina, ya que la inyeccion intraperitoneal
de capsaicina, farmaco que destruye este tipo de inervacion, bloquea dicho efecto
(Saadé y col.,, 1998). Se ha descrito que neuronas de la médula espinal sensibles a la
nocicepcion también estarian mediando los efectos de la timulina, dado que la

administracion de ésta induce un incremento en las neuronas inmunoreactivas al gen c-fos,
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un marcador de activacion neuronal (Saadé y col., 1999). Estos resultados llevan a sugerir
qgue la timulina puede afectar la funcidn de neuronas del SNC directamente o

indirectamente por medio de terminales nerviosas periféricas sensibles al dolor.

En la rata la denervacioén sensorial inducida por la administracion de capsaicina al
nacimiento provoca menor numero de ovocitos liberados al primer estro vaginal, menor
numero de foliculos e incremento en la atresia folicular. Si la denervacion se realiza a los tres
dias de edad se observa disminucién en la concentracion de estradiol y progesterona en el
suero al primer estro vaginal y decremento en la capacidad reproductiva en la etapa

adulta (Morany col., 2003).

Con base en las evidencias anteriores es posible especular que la timulina al

interaccionar con las neuronas sensoriales regula la fisiologia de la reproduccion.

Efectos de la timulina sobre la secrecidon de FSH y LH.

En cultivo de fragmentos de hipdfisis anterior de rata macho adulta, la
administracion de timulina, estimula la liberacidon de la LH (Zaidi y col., 1988; Hadley y col.,
1997) de manera semejante a la que se observa cuando se estimula con GnRH (Zaidi y col.,

1988).

En el cultivo de células de hipdfisis anterior, la adicion de timulina aumenta la
liberacién de LH y FSH. Cuando se co-cultiva junto con GnRH en células de adenohipofisis,
la timulina tiene un efecto sinérgico sobre la liberacion estimulada de LH y un efecto aditivo
sobre la de FSH (Brown y col., 2000). La accién de la timulina sobre la liberacion de las
gonadotropinas en las células de hipofisis anterior en cultivo, estd mediada por diferentes
segundos mensajeros, ya que se ha mostrado que aunado al incremento en la liberacion

de las gonadotropinas por la adicién de timulina también se observa un aumento en la
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secrecion de GMPc (Hadley y col., 1997), AMPc (Hadley y col., 1997; Brown y col., 2000),

calcio y los fosfatos de inositol (Brown y col., 2000).

Efectos sobre las gébnadas

Se ha mostrado que la timulina estimula la proliferacidon de las células germinales de
ovarios y de testiculos obtenidos de fetos de rata e incrementa la tasa de incorporacion de
timidina tritiada a los gonocitos en cultivo de testiculos obtenidos de rata de dos o seis dias

de edad (Prépin, 1991, 1993; Prépin y col., 1994).

La administraciéon de timulina al cultivo de células de la granulosa de ovarios de
cerda, incrementa la actividad del complejo enzimatico aromatasa. Cuando se adiciona
timulina junto con FSH o con LH se observa un incremento en la secrecién de progesterona,
evento que no ocurre si s6lo se adiciona timulina (Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990). Con estos
resultados los autores sugieren que la timulina podria estimular la maduracion de las células
de la granulosa incrementando la actividad de la enzima aromatasa y su respuesta a la

FSHy ala LH lo que da como resultado el aumento en la secrecion de progesterona.

Wise (1998) mostrd in vitro que la administracibn de concentraciones bajas de
timulina en el medio de cultivo de células de Leydig de rata, incrementa la liberacion de
testosterona, mientras la adicidon de concentraciones altas disminuye la secrecion de este
esteroide. La inyeccion intravenosa de timulina en machos intactos disminuye Ila
concentracion de testosterona en suero. Si la timulina se administra a ratas
hipofisectomizadas no se presenta ningin cambio, pero si estos animales son previamente
estimulados con hCG, la inyeccioén de timulina aumenta la concentracidn del esteroide en
suero. Efectos similares se observan cuando la timulina se administra (in vivo e in vitro) en el

jabali (Wise y Ford, 1999). Estos resultados indican que el incremento en la esteroidogénesis
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por el testiculo provocados por la timulina depende de la presencia o la estimulacién con
LH.

En el ratbn hembra timectomizado a los diez dias de edad (Tx-10), que se
caracteriza por presentar una disminucion de mas del 50% en la concentracion de estradiol
en el suero a la pubertad, el reemplazo diario con timulina iniciado inmediato a la
timectomia, normaliza la concentracidn del esteroide (Garcia y col., 2000). La
administracion diaria de timulina desde el nacimiento hasta el primer estro vaginal en el
raton intacto también induce un incremento en la concentracidon de estradiol en suero

(Cerday col., 1998).

El ratdbn Tx-10 también se caracteriza por una menor respuesta ovulatoria a la
administracion secuencial de eCG (hormona con efecto de FSH) y hCG (hormona con
efecto de LH), la cual se restablece después de administrar diariamente timulina desde el

momento de la timectomia hasta el sacrificio (Garcia y col., 2000).

En ratones prepuberes de 20 dias de edad la administracion de eCG estimula el
crecimiento folicular pero no induce la ovulacion. Si a estos animales se les administra
diariamente timulina desde el dia anterior a la inyeccidn de eCG hasta la edad del
sacrificio (23 dias), se observa que el 50% de las hembras ovulan y liberan una cuota tres
veces mayor a la normal, lo cual se acomparfa de incremento en el peso de los ovarios

(Hinojosa y col., 1999).

En resumen, las evidencias que existen al momento muestran que la timulina puede
regular las funciones del eje neuroendécrino de la reproducciéon actuando a tres niveles: en
el hipotalamo, al incidir sobre la secrecién de GnRH; en la hipd&fisis, estimulando la secrecién
de FSH, LH y otras hormonas hipofisarias o en el ovario, estimulando la esteroidogénesis y la
proliferacion celular, efectos que podrian traducirse en modificaciones en la maduracion y

crecimiento folicular y por lo tanto sobre la ovulacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las funciones del ovario son reguladas por sefiales que provienen del eje
hipotalamo-hipofisario y del propio ovario. Se ha mostrado que la timulina también
participa en dicha regulacién. Los estudios que apoyan esta aseveracion se han realizado
en modelos in vitro, en donde se ha observado que la timulina estimula la secrecién de las
gonadotropinas o la de hormonas esteroides sexuales y en modelos in vivo utilizando
ratones prepuberes tratados con eCG donde la administracion subcutanea de timulina
favorece la ovulacién, sin embargo no se conoce si este efecto esta vinculado con su
accion en el hipotalamo estimulando la secrecién de GnRH, en la hip&fisis favoreciendo la
secrecion de FSH y LH, en el ovario estimulando la esteroidogénesis y el crecimiento
folicular, 0 a una combinacién de estas vias. Dado que la timulina es capaz de atravesar la
barrera hematoencefalica, su administracion sistémica no permite distinguir cual de estas

posibilidades favorece la ovulacion.

Es por esto que en el presente estudio se decidié analizar la participacion de la
timulina en la funcién hipotalamo-hipofisaria evaluando los efectos de su administracion en
el hipotalamo anterior (ubicaciéon de la mayoria de los somas de las neuronas GnRHérgicas,
gue inervan a la eminencia media), hipotalamo medio (ubicaciéon de la eminencia media,
lugar donde se libera la GnRH) o en la hip&fisis, de ratones prepuberes de 19 dias de edad,

sobre la ovulacion inducida por la administracion de eCG.
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HIPOTESIS

En el ratdn prepuber la administracidn sistémica de timulina modula de manera
estimulante las funciones del ovario, probablemente por su accioén sobre el eje hipotalamo-
hipofisario, por lo que la administracion de timulina en el hipotalamo anterior o medio o en
la hipofisis se reflejara en un incremento en el crecimiento folicular, la esteroidogénesis y la

respuesta ovulatoria.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la administracion de timulina en el hipotalamo o en la hip&fisis

sobre las funciones del ovario de ratones prepuberes tratados con eCG.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar los efectos de la inyecciéon de timulina en el hipotalamo anterior o medio o
en la hipodfisis de ratones de 19 dias de edad, sobre la respuesta ovulatoria inducida

por la administracion de eCG.

2. Evaluar la concentracion de 17p-estradiol en el suero de ratones inyectados con
timulina en el hipotalamo anterior o medio o en la hip6fisis a los 19 dias de edad y

tratados con eCG.

3. Analizar la dinamica del crecimiento de la poblacion folicular de los ovarios de

ratones tratados con timulina en el hipotalamo anterior o medio o en la hipofisis a los

19 dias de edad y tratados con eCG.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones hembra prepuberes de la cepa CD1 mantenidos desde el
nacimiento en fotoperiodo controlado de 14 h de luz y 10 h de oscuridad (luces
encendidas de 05:00 a 19:00 h), temperatura de 24 + 2 °C y agua y alimento ad libitum. Las
crias se distribuyeron en camadas de seis hembras por madre, con libre acceso a ella
desde el nacimiento hasta el destete (21 dias de edad). Todos los experimentos se llevaron
acabo siguiendo la guia del NIH (USA) para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

Los protocolos fueron aprobados por el comité de ética de la FES Zaragoza-UNAM.

Equipo y reactivos

Las marcas y modelos del equipo utiizado en este estudio fueron las siguientes:
aparato estereotaxico, David Kopf Instruments, modelo 900, USA; bomba de
microinyeccion, Bioanalytical System, modelo CMA/100, USA; contador de centelleo
gamma, Packard Instrument Co., USA; vibratomo, Technical Products International, Inc.

Serie 3000, St. Louis MO USA).

Las hormonas y reactivos fueron adquiridos con los siguientes proveedores: timulina,
eCG, hCG y GnRH de Sigma Chem. Co. St. Louis, Mo. USA; solucién salina (Nacl, 0.9 %) de
Abbott Laboratories de México S.A. de C.V.; hidrato de cloral de Productos Quimicos
Monterrey, Nuevo Ledn, México; éter de EM Science, NJ USA An Associate of Merck KgaA,
Darmstadt, Germany; estuches comerciales para medir 17p-estradiol de Coat-A-Count, Los

Angeles, California, USA).

Aplicacion de la anestesia

La anestesia con hidrato de cloral (400 mg/Kg) se realiz6 por via intra-peritoneal. La

anestesia con éter se realiz6 inicialmente en una camara saturada con vapores de éter y
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ya montado el animal en el aparato estereotaxico se mantuvo cerca de la nariz un
algoddén con éter hasta finalizar la cirugia. La sedacidon con hidrato de cloral durd

aproximadamente 2 h, la anestesia con los vapores de éter fue durante 15 minutos.

Procedimiento de la microinyeccion de timulina en el hipotdlamo o en la hip&fisis

Ratones de 19 dias de edad se anestesiaron con hidrato de cloral o con éter segun
se indica en cada experimento. Cada ratén se monté en un aparato estereotaxico (Figura
8A) y se realiz6 una incisibn en la piel para dejar al descubierto el craneo. Tomando
bregma como punto de referencia (Figura 8C) se ajustaron las coordenadas determinadas
previamente para llegar al hipotalamo anterior, medio o a la hipd&fisis del animal prepuber
(Tabla 2), tomando como base el atlas del cerebro de ratén adulto (Franklin y Paxinos,
1997). Se perford el craneo con una fresa odontoldgica y se introdujo una canula (aguja
del N° 29) conectada a una jeringa Hamilton de 50 pl, acoplada a una bomba de
microinyeccion calibrada a 0.15 pl/min. La inyeccidn de timulina (1 pg/0.3 yl/2 min) o
solucidén salina (NaCl 0.9 %) (0.3 pl/2 min) se realiz6 en ambos lados del hipotalamo anterior
o medio (Figuras 9 y 10). En la hipo&fisis se hizo una sola inyeccion o se arribé por ambos
lados del cerebro (Figura 11) segun se indica en cada experimento. Al terminar el

procedimiento de microinyeccion, la piel se suturd y desinfectd con alcohol yodado.
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Tabla 2. Coordenadas estereotaxicas (mm) utilizadas para la inyeccion de timulina o
solucion salina en el cerebro de ratones prepuberes de 19 dias de edad. Se tomo
Bregma=0 como punto de referencia.

Area/ coordenadas Antero posterior Lateral Ventral
Hipotalamo anterior +1.4 +0.4 5.8
Hipotalamo medio +0.4 +0.4 5.8
Hip &fisis -0.9 0.2 7.0

Administracion de hormonas
La inyeccién de las hormonas se realizdé por via subcutanea. La administracion de
eCG (0.5,1.0, 2.0 6 2.5 u.i.) se realiz6 a los 20 dias de edad, la de hCG (3.0 u.i.) 54 h después

del tratamiento con eCG y la de GnRH (7.4 ng/Kg) 48 h después de la inyeccion de eCG.

Procedimiento de sacrificio y autopsia

Los animales se sacrificaron por decapitacion 72 h después de la administracion de
eCG, entre las 9:00 y 11:00 h. Se colect6 la sangre del tronco la cual se dejo reposar
durante 1 h a temperatura ambiente y después se centrifugo a 3000 rpm. El suero fue
almacenado a -20 °C hasta la medicidn de 17B-estradiol. A la autopsia se disecaron los
ovarios y el Utero y se pesaron en una balanza de precision. En los oviductos se buscé la
presencia de ovocitos y en cuyo caso se contaron con la ayuda de un microscopio

estereoscopico.

Andlisis histolégico y morfométrico
Los ovarios de todos los ratones en los que no se observaron ovocitos en los
oviductos se fijaron en solucidon de Bouin, se deshidrataron gradualmente en alcohol (70°,

100°), se pasaron a cloroformo y posteriormente se incluyeron en parafina. Se realizaron
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cortes seriados de 10 um que fueron tefiidos con hematoxilina-eosina. Se revisaron todos los
cortes al microscopio para buscar cuerpos luteos recién formados los cuales fueron
contados y el numero de éstos fue considerado como numero de ovocitos liberados e

incorporado a los resultados.

El analisis morfométrico de la poblacion folicular se realiz6 en ambos ovarios de tres
animales tomados al azar de los grupos que no presentaron ovulacion (presencia de
ovocitos en oviductos o cuerpos liteos). En todos los cortes de cada ovario se contaron los
foliculos que presentaron ovocito con nucleo y nucléolo. Con la ayuda de un ocular
micrométrico y siguiendo la metodologia previamente descrita (Garcia y col., 2000), en
estos foliculos se midié el diametro mayor y el perpendicular a éste para obtener el
diametro folicular promedio (Figura 12). SOlo se consideraron los foliculos con diametro
promedio igual o mayor a 100 um. Los foliculos se agruparon en dos rangos: pequefios con
diametro de 100 um a 300 um y grandes con didmetro mayor de 300 um, gue a su vez se
clasificaron en normales y atrésicos. De acuerdo a los parametros descritos por Hsueh y col.
(1994) un foliculo se considerd atrésico cuando presentd por lo menos una de las siguientes
caracteristicas: picnosis en las células de la granulosa, descamacioéon de las células de la

granulosa, alteraciones en el ovocito o engrosamiento de las capas de las tecas.

Para corroborar que la timulina o la solucidbn salina se administraron en el
hipotalamo, los cerebros de los ratones tratados fueron fijados en formol al 9% por 24 horas
y cortados en un vibratomo. Los cortes se revisaron en un microscopio estereoscopio y se
analizd la trayectoria de la aguja. S6lo se consideraron los datos de los animales en los
cuales la punta de la aguja cay6 dentro del area correspondiente a cada region del
hipotalamo (Figuras 9 y10). Con la ayuda de un microscopio estereoscdopico se evidencio la
inyeccion en la hipofisis por la presencia de un pequefo orificio en la duramadre como

muestra de que la aguja penetré a la glandula (Weick y col., 1971).
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Radioinmunoanalisis

La concentracion de 17p-estradiol en el suero se midié por radioinmunoanalisis de
fase sdlida. Se utilizd un estuche comercial Coat-A-Count, el cual incluye tubos de
polipropileno que contienen el anticuerpo especifico para el esteroide, obtenido en de
coneja, la hormona radiomarcada con 125 y estandares para realizar la curva patron. En
cada tubo se adicionaron 100 pl de suero y 1000 ul de la hormona marcada, se agitaron e
incubaron a temperatura ambiente durante tres horas. Posteriormente se decant6 el
sobrenadante y las paredes de los tubos se secaron a temperatura ambiente. La medicion
de las cuentas por minuto se realiz6 en un contador de centelleo gamma. Los coeficientes
de variacion intra e inter ensayo fueron 6.9 y 10.8, respectivamente. El limite de deteccién

para el 17p-estradiol fue 5 pg/ml.

Analisis estadistico

Los datos del peso corporal, del peso de los ovarios y el utero, el nUmero de ovocitos
liberados por animal que ovuld, la concentracion de 17p-estradiol y el numero de foliculos
se analizaron con la prueba de t de Student (comparacion entre dos grupos) o con la
prueba de Analisis de Varianza, seguida de la de Tukey (comparacion entre mas de dos
grupos). Los resultados de la tasa de animales ovulantes (TAO= Numero de ratones que
ovularon/ Numero total de ratones tratados) se compararon con la prueba de
probabilidad exacta de Fisher para proporciones. El porcentaje de foliculos atrésicos se
analizd con la prueba de ji cuadrada. En todos los casos so6lo se consideraron como

significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fue igual o menor al 5%.

Disefio experimental

El disefio experimental se incluy6 en la descripcidn de los resultados.
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Figura 8. Fotografias que ilustran la metodologia de la inyeccidn intracerebral. A. Aparato
estereotaxico y sistema de microinyecciodn. B. Ratbn montado en el aparato estereotaxico.
C. Vista dorsal del craneo donde se indica el punto de referencia Bregma (Franklin y
Paxinos, 1997).
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Figura 9. A. Esquema que muestra un corte coronal de cerebro de ratén donde se observa
la trayectoria de la aguja hasta el area que corresponde al hipotalamo anterior. B. Areas
involucradas en la zona de la microinyeccion: hipotalamica anterior (AHA), predptica
medial (MPA), nicleos anterior lateral (LA), paraventricular anterior (PaAP), paraventricular
ventral (PaV), periventricular (Pe), supraquiasmatico (Sch), supradptico (SO) y el tercer
ventriculo (3V).
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Bregma
AP=+0.4 mm
L=+0.4 mm
V=5.8 mm

Figura 10. A. Esqguema que muestra un corte coronal de cerebro de ratén donde se
observa la trayectoria de la aguja hasta el area que corresponde al hipotalamo medio. B.
Nucleos hipotaldamicos involucrados en la zona de microinyeccidon: dorsomedial compacto
(DMCQC), dorsomedial difuso (DMD), dorsomedial ventral (DMV), ventromedial central (VMC),
ventromedial dorsomedial (VMDM), ventromedial ventrolateral (VMVL), arcuato dorsal
(AchD), arcuato lateral (AchL), perifornical (PF); la eminencia media (ME) y el tercer
ventriculo (3V).
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Bregma
AP=-0.9 mm
L=-0.2mm
V=7mm

Duramadre

B Bregma
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L=+0.2mm
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Hipofisis—R G_D)
v

Duramadre

Figura 11. A. Esqguema que muestra un corte coronal de cerebro de ratén donde se
observa la trayectoria de la aguja hasta la hipofisis cuando la inyeccién se realizd
arribando por un lado del cerebro (unilateral). B. Se muestra cuando la inyecciéon a la
hip&fisis se realizé arribando por ambos lados del cerebro (bilateral).
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Diametro folicular promedio= d1+d2
2

Figura 12. Esquema que muestra el diametro mayor (d1) y el perpendicular a éste (d2) en
un foliculo preovulatorio.
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RESULTADOS

1. Analisis del peso corporal de los ratones prepuberes sometidos a diferentes tratamientos

hormonales por via sistémica e intracerebral.

En la figura 13 se muestra el peso corporal inicial y final de los ratones prepuberes de
la cepa CD1 tratados con hormonas (GnRH o gonadotropinas), anestesiados (hidrato de
cloral o éter) + hormonas, anestesiados que fueron inyectados con solucién salina o
timulina en el hipotadlamo anterior, medio o en la hipofisis + hormonas, y sin tratamiento. El
peso corporal inicial fue similar en todos los grupos experimentales. El peso final de los
animales tratados Unicamente con hormonas por via sistémica alcanzaron un peso

significativamente mayor.

Peso corporal inicial Peso corporal final
18 -
15 4
12 A
g . =
£ |
o
S 9 -
6 -
3 4
0
I:’ Sin tratamiento % Hipotalamo anterior
. Hormonas I:’ Hipotalamo medio
Anestésicos+hormonas D Hip&fisis

Figura 13. Media + e.e.m. del peso corporal inicial y final de los ratones prepuberes sin
tratamiento, tratados con hormonas, anestesiados y tratados con hormonas, o con
inyeccion intracerebral (solucién salina o timulina en el hipotalamo anterior, medio o en la
hipofisis. * p<0.05 vs. grupos sin tratamiento y con anestésicos mas hormonas (ANDEVA
seguida de Tukey).
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2. Efectos de diversas dosis de eCG sobre la ovulacion en ratones prepuberes de 20 dias de

edad.

El raton de la cepa CD1 presenta la apertura vaginal espontanea alrededor de los
25 dias de edad y el primer estro vaginal no se acompafa de ovulacién. En estos ratones el
inicio de la pubertad y la primera ovulacidon se pueden adelantar por el tratamiento con
gonadotropinas (Garcia y col., 2000). Por ello se decidié analizar la respuesta ovulatoria de
ratones prepuberes de 20 dias ante la administraciéon de diferentes concentraciones de
eCG. Para evaluar los cambios en el peso de los ovarios y el Utero se utilizaron ratones

intactos sacrificados a la misma edad que los tratados con eCG (23 dias).

Resultados

Los ratones prepuberes sin tratamiento sacrificados a la edad de 23 dias no
presentaron apertura vaginal y no ovularon. En los grupos inyectados con eCG a los 20 dias
de edad, la apertura vaginal se observo a las 48 horas después del tratamiento y el primer
estro vaginal 24-48 h después. Los animales inyectados con 0.5 u.i. de eCG no ovularon,
mientras que los tratados con 1.0 6 2.0 u.i. de eCG la ovulacion se produjo en el 50 y 66 %
de los ratones inyectados, respectivamente. Todas las hembras que recibieron 2.5 u.i. de
eCG ovularon. El niUmero de ovocitos liberados por animal ovulante fue similar entre los

grupos (Tabla 3).
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Tabla 3. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. de la edad de la apertura
vaginal, del primer estro vaginal y del niumero de ovocitos liberados de ratones tratados
con diferentes dosis de eCG a los 20 dias de edad sacrificados el dia del primer estro
vaginal y de ratones sin tratamiento sacrificados a los 23 dias de edad.

Dosis de eCG n Apertura Primer estro TAO Namero de
vaginal vaginal & ovocitos

0] 15 --- --- 0/15 0

0.5 12 221 +0.1 19+0.1 0/12 0

1.0 12 22.0 £ 0.0 1.0+0.0 6/12%* 9.0+1.4

2.0 6 22.0x0.0 1.0+0.0 4/6 * 7.8+ 23

25 12 22.0+x0.0 1.0+0.0 12/12%* 119+ 0.7

& dias posteriores a la apertura vaginal
*p < 0.05 vs. Sin tratamiento y 0.5 u.i. eCG (prueba exacta de Fisher para proporciones)

El peso de los ovarios de los ratones inyectados con 1.0 y 2.0 u.i. de eCG fue mayor
al de los tratados con 0.5 u.i. de eCG y el peso de los ovarios de los ratones inyectados con
2.5 u.i. fue mayor al del grupo sin tratamiento y al de los tratados con 0.5 u.i. de eCG. El
peso del Utero de los animales inyectados con la hormona fue significativamente mayor

que el de los ratones sin tratamiento (Tabla 4).

La concentracion de 17p-estradiol en suero de los ratones tratados con 0.5y 1.0 u.i.
de eCG fue similar a la de los ratones sin tratamiento, mientras que la de los animales
inyectados con 2.0 o 2.5 u.i de eCG fue mayor, aunque esta diferencia no fue significativa

debido a la dispersidn de los datos (Tabla 4).
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Tabla 4. Media + e.e.m. del peso de los ovarios y del utero (mg) y de la concentraciéon de
17p-estradiol (pg/ml) en suero de ratones tratados con diferentes dosis de eCG a los 20 dias
de edad sacrificados el dia del primer estro vaginal y de ratones sin tratamiento,

sacrificados a los 23 dias de edad.

Dosis de eCG n Peso de los ovarios Peso del atero 17p-estradiol
(u.i.)

0 15 10.0+0.4 26.9+1.6 3.9+0.7
0.5 12 9.3+ 0.6 41.3+15a 44+13
1.0 12 115+ 1.0b 92.6 £5.8ab 5.6 + 0.4
2.0 6 121+ 060D 82.2 + 10.7 a,b 9.2+13
25 12 139+ 0.7 ab 96.5+ 2.3 ab 11.2+ 4.6

a, p < 0.05 vs. sin eCG (ANDEVA, seguida de Tukey)

b, p < 0.05 vs. 0.5 u.i. eCG (ANDEVA, seguida de Tukey)

Para analizar si los ratones tratados con 0.5 u.i. de eCG no ovularon por la falta del

incremento preovulatorio de LH, ratones inyectados con 0.5 u.i. de eCG se les administraron

3 u.i de hCG 54 horas después de la inyeccion de eCG y se sacrificaron 18 horas mas

tarde. Todos los ratones inyectados con eCG+hCG ovularon (5/5) y liberaron un promedio

de cuatro ovocitos (4.4 £ 1.4). El peso de los ovarios y el ttero fue significativamente mayor

gue el de los animales que sélo recibieron la eCG (ovarios 12.4 + 0.5 vs. 9.3 £ 0.6; Gtero 50.6 £

2.9 vs. 41.3 + 1.5, mg p<0.05), la concentracidbn de 17p-estradiol no mostré diferencia

significativa en ambos grupos (6.8 £ 1.9 vs. 4.4 £ 1.3, pg/ml).
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3. Efectos de la anestesia con hidrato de cloral o con éter sobre la respuesta ovulatoria

inducida con 2.5 u.i. de eCG en el raton prepuber.

Para realizar la inyeccion de timulina en el cerebro se requirié que los ratones fueran
anestesiados. En la bibliografia esta bien documentado que el pentobarbital sédico, uno
de los anestésicos generales mas utilizados, bloquea el incremento preovulatorio de LH (Kim
y col. 1994; Kimura y Sano, 1995) y la ovulacién en ratas adultas (Dominguez y Smith, 1974;
Kim y col. 1994), asi como en ratas prepuberes tratadas con eCG (Sorrentino, 1979). Sin
embargo, poco se sabe de los efectos que ejercen otro tipo de anestésicos sobre la
ovulaciéon inducida en animales prepuberes. Por eso se decidid analizar el efecto que
tienen el hidrato de cloral y el éter, dos anestésicos ampliamente utilizados en este tipo de
manipulaciones quirdrgicas, sobre la ovulacion inducida con 25 u.. de eCG
(concentracion de gonadotropina que induce la ovulacién en el 100% de los animales) en
el raton prepuber. Para ello, ratones hembra de 19 dias de edad fueron anestesiados con
hidrato de cloral o con éter y al dia siguiente recibieron 2.5 u.i. de eCG. Se sacrificaron 72 h

después de administrar la gonadotropina.

Resultados
La anestesia con hidrato de cloral o con éter bloqued significativamente la
ovulacion inducida con eCG. No se observaron diferencias significativas en el nimero de

ovocitos liberados por los animales anestesiados que llegaron a ovular (Figura 14).
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Tasa de animales ovulantes NUmero de ovocitos
% 100 N° 15 4
80 - 12 4 [
60 - 9 -
40 A * 6
N i §
0 0
eCG chl Eter eCG Chl Eter
+eCG +eCG +eCG +eCG

Figura 14. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del niumero de ovocitos liberados
de ratones de 19 dias de edad anestesiados con hidrato de cloral (Chl, 400 mg/Kg ) o con
éter y tratados con 2.5 u.i. de eCG a los 20 dias y de ratones inyectados s6lo con eCG.

* p<0.05 vs. eCG (Prueba exacta de Fisher para proporciones).

En la tabla 5 se muestran los resultados del peso de los ovarios y el Gtero y la
concentracion de estradiol de los animales anestesiados con hidrato de cloral o éter, e
inyectados con 2.5 u.i. de eCG. El peso de los ovarios de los animales anestesiados con
hidrato de cloral o con éter no mostré diferencias significativas. Los ratones anestesiados
con hidrato de cloral o con éter un dia antes de la administracidon de eCG presentaron
menor peso del Utero. La concentracidon de 17f3-estradiol en el suero de las hembras
anestesiadas con éter e inyectadas con eCG fue mayor que el de las anestesiadas con

hidrato de cloral.
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Tabla 5. Media + e.e.m. del peso de los ovarios y del Gtero (mg) y de la concentraciéon de
17p-estradiol (pg/ml) en suero de ratones anestesiados con hidrato de cloral (Chl; 400
mg/Kg) o éter a los 19 dias de edad y tratados a los 20 dias con 2.5 u.i. de eCG y de
ratones inyectados sélo con eCG.

Grupos n Peso de los ovarios Peso del atero 17p-estradiol
eCG 12 13.9 £ 0.7 96.5+ 2.3 112+ 46
Chl+eCG 16 12.2+0.4 71.2+35a 6.8+ 0.7
Eter+eCG 11 13.1 £ 0.7 825+45a 16.5+260b

a, p<0.05 vs. eCG (prueba de tde Student)
b, p<0.05 vs. Chl+eCG (prueba de tde Student)

4. Efectos de la administracion de GnRH o hCG sobre la respuesta ovulatoria en ratones

anestesiados con hidrato de cloral o con éter y tratados con 2.5 u.i. de eCG.

En ratas prepuberes tratadas con eCG el pentobarbital sédico inhibe la liberaciéon
de LH y la ovulacion, la cual se restablece por la inyeccion de GnRH (Sorrentino, 1979). Con
el objeto de analizar si la falta de ovulacion en los animales anestesiados con hidrato de
cloral o éter y tratados con eCG se debe a un bloqueo en la secrecidon preovulatoria de
GnRH o a la falta de respuesta del ovario a las gonadotropinas, ratones anestesiados con
hidrato de cloral o con éter fueron inyectados con GnRH (7.4 ug/Kg) 48 h después de la
administracion de eCG o hCG (3 u..) 54 h después de la eCG. Como grupos de
comparacion se utilizaron ratones inyectados con eCG+GnRH 0 eCG+hCG. Los animales se

sacrificaron 72 h después de la inyeccion de eCG.

Resultados
En la tabla 6 se muestran los resultados de la inyeccibn de GnRH o hCG en los
animales sin anestésico y tratados con eCG. El tratamiento con GnRH o hCG no modifico la

tasa de animales ovulantes. El nUmero de ovocitos liberados fue similar al de los animales
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que solo recibieron eCG. El peso de los ovarios de los ratones tratados con eCG+GnRH o
con eCG+hCG fue similar al de los tratados con eCG, mientras que el peso del Gtero de los
ratones inyectados con GnRH o con hCG fue menor al de los ratones inyectados solo con
eCG. La concentracion de 17B-estradiol en el suero de los ratones inyectados con
eCG+GnRH o0 eCG+hCG no mostrd diferencia significativa al de los tratados sélo con eCG.
La concentracion 17p-estradiol en el suero de los animales inyectados con eCG+hCG fue

menor que en los inyectados con GnRH.

Tabla 6. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media = e.e.m. del numero de ovocitos
liberados, del peso de los ovarios y del GUtero (mg) y de la concentracion de 17p-estradiol
(pg/ml) en suero de ratones intactos tratados con 2.5 u.i. de eCG a los 20 dias de edad y
de ratones tratados con eCG mas GnRH (7.4 ug/kg) o hCG (3 u.i.) 48 y 54 h después de
administrar la gonadotropina, respectivamente.

Grupos n  TAO Numero de Peso d_e los Pe,so del 17p-estradiol
ovocitos ovarios utero

eCG 12 12/12 119407 13.9+0.7 965+ 2.3 112 + 4.6

eCG+GnRH 6 56 11.0+1.4 13.8+08  625+42a  11.6+ 16

eCG+hCG 9 9/9 115+10 13.9+05  639+42a  53+08b

a, p<0.05 vs. eCG (prueba de ¢ de Student)
b, p<0.05 vs. eCG+GnRH (prueba de ¢ de Student)

Cuando los animales se anestesiaron con hidrato de cloral o con éter 24 h antes
del tratamiento con eCG, la administracibn de GnRH o hCG restablecié la ovulacion. El
numero de ovocitos liberados por los animales anestesiados con hidrato de cloral e
inyectados con GnRH fue significativamente menor que en el grupo tratado con eCG. En
los ratones anestesiados con éter y tratados con hCG el nimero de ovocitos liberados fue

mayor que en los inyectados con GnRH (Figura 15).
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Tasa de animales ovulantes Numero de ovocitos
a a b b
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Figura 15. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nUmero de ovocitos liberados
de ratones de 19 dias de edad anestesiados con hidrato de cloral (Chl, 400 mg/Kg ) o con
étery tratados con 2.5 u.i. de eCG a los 20 dias o con eCG+GnRH (7.4 ug/Kg) o eCG+hCG
(3 u.i). a, p<0.05 vs. Chi+eCG, b, p<0.05 vs. Eter+eCG (prueba exacta de Fisher para
proporciones), ¢, p<0.05 vs. Chl+eCG, d, p<0.05 vs. Chl+eCG+GnRH (prueba de t de Student).

El peso de los ovarios de los ratones anestesiados con hidrato de cloral y tratados
con eCG+GnRH 0 eCG+hCG fue similar al de los anestesiados y tratados con eCG. El peso
del dtero de los ratones tratados con eCG+GnRH fue menor al de los tratados con
Chi+eCG. El peso del utero de las hembras que recibieron eCG+hCG fue mayor al de los
tratados s6lo con eCG o con eCG+nRH. La concentracion de 17B3-estradiol en el suero de
los animales inyectados con eCG+GnRH o eCG+hCG no mostré diferencias significativas

(Tabla 7).
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En los animales anestesiados con éter el peso de los ovarios de los animales
inyectados con eCG+GnRH fue menor al de los tratados con eCG 0 eCG+hCG. El peso del
utero de los animales tratados con eCG+hCG fue menor al de los tratados con eCG. La
concentracion 17p-estradiol en el suero de los animales que recibieron eCG+hCG fue

menor al de los tratados con eCG y eCG+GnRH (Tabla 7).

Tabla 7. Media + e.e.m. del peso de los ovarios y del utero (mg) y de la concentracion de
17B-estradiol (pg/ml) en suero de ratones anestesiados con hidrato de cloral (Chl; 400
mg/Kg) o con éter a los 19 dias de edad e inyectados con 2.5 u.i. de eCG a los 20 dias de
edad, y tratados o no con GnRH (7.4 ng/kg) o hCG (3 u.i.).

Grupos n Peso de los ovarios Peso del utero 17B-estradiol
Chl+eCG 16 122 +0.4 71.2+ 3.5 6.8 0.7
Chl+eCG+GnRH 6 11.0+ 0.7 51.3+18a 10.0+ 2.0
Chl+eCG+hCG 6 10.9 +0.5 90.0+4.4ab 6.5+1.1
Eter+eCG 11 13.1 = 0.7 825+ 45 16.5+ 2.6
Eter+eCG +GnRH 5 82+05¢ 69.1+ 2.6 12.8 + 2.0
Eter+eCG +hCG 9 12.3+0.9d 63.8+3.3c¢ 5.6 £0.5cd

a, p<0.05 vs. Chl+eCG (prueba de fde Student)

b, p<0.05 vs. Chl+eCG+GnRH (prueba de #de Student)
¢, p<0.05 vs. Eter+eCG (prueba de tde Student)

d, p<0.05 vs. Eter+eCG+GnRH (prueba de ¢ de Student)

Estos resultados indican que el bloqueo en la ovulacidn observado por la anestesia
con hidrato de cloral o éter se debe a la falta del incremento preovulatorio de GnRH y
como consecuencia el de LH. La anestesia con hidrato de cloral o éter al parecer no

afecta la respuesta de la hipofisis a la GnRH ni la del ovario a las gonadotropinas.
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5. Efectos de la microinyeccion de timulina en el hipotalamo anterior o0 medio sobre la
respuesta ovulatoria en ratones anestesiados con hidrato de cloral o con éter y tratados

con eCG.

Con el fin de analizar si la timulina incide sobre la ovulacién por su accién a nivel
hipotalamico, se utilizaron ratones hembras de 19 dias de edad que fueron anestesiados
con hidrato de cloral o con éter y se les inyecté timulina o solucién salina en el hipotalamo
anterior o medio. En el dia 20 todos los animales recibieron 2.5 u.i. de eCG. Los animales se

sacrificaron 72 h después de la inyeccidon de la gonadotropina.

Resultados
La inyeccidon de solucién salina en el hipotalamo anterior o medio no modificé el
blogueo de la ovulacién observada en los ratones anestesiados con hidrato de cloral

(Tabla 8).

El peso de los ovarios de los ratones inyectados con solucién salina en el hipotalamo
anterior o medio fue menor al de los animales s6lo anestesiados. El peso del utero de los
ratones inyectados con solucién salina en el hipotdlamo anterior fue mayor al de los
anestesiados; mientras que en los animales inyectados en el hipotalamo medio fue menor
al de los anestesiados y al de los ratones tratados en el hipotalamo anterior. La inyeccién
de solucidén salina en el hipotalamo anterior o medio no modificé la concentracion de

estradiol en suero (Tabla 8).
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Tabla 8. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. del nUmero de ovocitos
liberados, del peso de los ovarios y del Gtero (mg) y de la concentracion del7p-estradiol
(pg/ml) en suero de ratones de 19 dias de edad anestesiados con hidrato de cloral (Chl;
400 mg/Kg) e inyectados o no con solucién salina (SS; 0.3ul) en el hipotalamo anterior (HA)
o medio (HM), tratados a los 20 dias de edad con 2.5 u.i. de eCG.

Grupos n TAO Nl’Jme_ro de Peso d_e los Pe,so del 17p-estradiol
ovoclitos ovarios utero

Chl+eCG 16 6/16 107+12  122+04 71.2 + 35 6.8 + 0.7

ChI+SSeH4) 4 o/4 0 89+02a 952+55a 6.6+ 1.4

+eCG

Chl+SSem) 9 0/9 0 101+08a 59.0+42ab  52+0.1

+eCG

a, p<0.05 vs. Chl+eCG (prueba de ¢de Student)
b, p<0.05 vs. Chl+SS(HA)+eCG (prueba de ¢de Student)

La inyeccion de solucion salina en el hipotadlamo anterior o medio no modifico el

bloqueo de la ovulacion observada en los ratones anestesiados con éter (Tabla 9).

El peso de los ovarios de los animales inyectados con solucién salina en el
hipotalamo anterior fue menor al de los anestesiados con éter y al de los inyectados con
solucién salina en el hipotalamo medio. El peso del utero de los animales inyectados con
solucién salina en el hipotdlamo anterior o medio fue similar al del grupo anestesiado. En los
animales inyectados con solucion salina en el hipotalamo anterior se observé una menor

concentracion de estradiol que en el grupo de animales anestesiados (Tabla 9).
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Tabla 9. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. del niUmero de ovocitos
liberados, del peso de los ovarios y del (tero (mg) y de la concentracion del7p-estradiol
(pg/ml) en suero de ratones de 19 dias de edad anestesiados con éter e inyectados o0 no
con solucion salina (SS; 0.3ul) en el hipotalamo anterior (HA) o medio (HM), tratados a los 20
dias de edad con 2.5 u.i. de eCG.

Grupos n TAO Nl’Jme_ro de Peso d_e los Pe,so del 17p-estradiol
ovoclitos ovarios utero

Eter+eCG 11 2/11 10, 10 13.1 + 0.7 825+ 45 16.5 + 2.6

Eter+SSe) 8  3/8 6.7+ 1.2 101+07a  892+7.4 10.6 + 0.7 a

+eCG

Eter+SSam) 9 2/9 45+05 135+12b  825+55 11.6 +1.1

+eCG

a, p<0.05 vs. Eter+eCG (prueba de tde Student)
b, p<0.05 vs. Eter+SS(#4)+eCG (prueba de tde Student)

La inyeccioén de timulina en el hipotdlamo anterior no modificd el bloqueo de la

ovulacion producida por la anestesia con hidrato de cloral o éter (Figura 16).

En los ratones que fueron anestesiados con hidrato de cloral, la inyeccion de
timulina en el hipotalamo medio no modificé el bloqueo en la ovulaciéon. En cambio, en los
ratones anestesiados con éter la inyecciéon de timulina en el hipotalamo medio restablecid
la ovulacion en todos los animales (9/9 vs. 2/9, p<0.05) y el numero de ovocitos que

liberaron fue mayor que los tratados con solucién salina (Figura 16).
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Figura 16. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del niumero de ovocitos liberados
de ratones anestesiados con hidrato de cloral (Chl; 400 mg/Kg) o éter e inyectados con
solucién salina (SS; 0.3ul) o con timulina(1 pg/0.3ul) en el hipotadlamo anterior o medio y
tratados con 2.5 u.i. de eCG, los ratones fueron sacrificados 72 h después de la
administracion de eCG. * p<0.05 vs. Eter+SS+eCG (prueba de t de Student).

El peso de los ovarios y del Utero y la concentracidon de 17p-estradiol en el suero de
los ratones que recibieron timulina en el hipotalamo anterior fueron similares al de los que se

les inyecto solucidn salina, tanto los anestesiados con hidrato de cloral o éter (Tabla 10).

En comparacién al tratamiento con solucion salina, la inyeccién de timulina en el
hipotalamo medio no indujo cambios en el peso corporal o de los ovarios ni en la
concentracion de 17p-estradiol en el suero, independientemente del anestésico utilizado.
Soélo el peso del Utero de los animales inyectados con timulina en el hipotalamo medio,
anestesiados con hidrato de cloral, fue mayor al de los ratones inyectados con soluciéon

salina (Tabla 10).
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Tabla 10. Media + e.e.m. del peso de los ovarios y del utero (mg) y de la concentracion de
17p-estradiol (pg/ml) en suero de ratones de 19 dias de edad anestesiados con hidrato de
cloral (Chl; 400 mg/Kg) o con éter e inyectados con solucién salina (SS; 0.3ul) o timulina
(1pg/0.3ul) en el hipotalamo medio y tratados a los 20 dias de edad con 2.5 u.i. de eCG.

Grupos n Pesode los ovarios Peso del utero 17B-estradiol

Hipotalamo anterior

Chl+SS+eCG 4 8.9+0.2 95.2+55 6.6 +1.4
Chl+Timulina +eCG 4 8.2+0.8 01.9 6.9 5.8 +0.8
Eter+SS+eCG 8 10.1 £ 0.7 89.2+7.4 10.7 £ 0.8
Eter+Timulina +eCG 8 8.5+ 0.3 90.0+ 4.4 79+1.0

Hipotalamo medio

Chl+SS+eCG 9 10.1 £ 0.8 59.0 + 4.2 52+0.1
Chl+Timulina +eCG 11 10.5 + 0.8 825+35* 6.2+14
Eter+SS+eCG 9 13.5+1.2 825+55 116 +1.1
Eter+Timulina +eCG 9 13.2 £ 0.9 76.5 + 3.2 10.2 +£1.7

* p<0.05 vs. Chl+SS+eCG (prueba de fde Student)

Los resultados anteriores nos permiten sugerir que:

e La inyeccion de timulina en el hipotalamo medio de los animales anestesiados con
éter provoco la liberacibn de GnRH y por ello la ovulacion, lo que significa que
timulina participa en los mecanismos que regulan la liberacién de la GnRH pero no
en aquellos que estimulan su sintesis.

e Los efectos de la timulina sobre la respuesta ovulatoria son enmascarados por el

hidrato de cloral pero no asi por el éter.
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6. Efectos del reemplazo de GnRH en ratones anestesiados con hidrato de cloral y con

microinyeccion de timulina en el hipotalamo medio, sobre la respuesta ovulatoria.

Dado que en los ratones anestesiados con hidrato de cloral la inyeccién de timulina
en el hipotdlamo medio no restablece la ovulacion se decidid analizar los efectos del
reemplazo de la sefial hipotalamica (GnRH) en estos animales, sobre la respuesta
ovulatoria. Para ello ratones anestesiados con hidrato de cloral e inyectados con soluciéon
salina o timulina en el hipotalamo medio se les inyecté GnRH (7.4 ug/Kg) 48 h después de la
administracion de eCG (2.5 u.i; 20 dias de edad). Los animales se sacrificaron 24 h después

del tratamiento con GnRH.

Resultados

No se observaron diferencias significativas en la tasa de animales ovulantes entre los
ratones inyectados con solucion salina o timulina en el hipotalamo medio, pero el niUmero
de ovocitos liberados fue mayor en los ratones inyectados con timulina. El peso de los
ovarios y del Utero asi como la concentracion de 17B-estradiol, fueron mayores en los

animales inyectados con timulina que en los tratados con solucién salina (Tabla 11).
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Tabla 11. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nUmero de ovocitos liberados,
del peso de los ovarios y del utero (mg) y de la concentracién de 17-estradiol (pg/ml) en
suero de ratones intactos de 19 dias de edad anestesiados con hidrato de cloral (Chl; 400
mg/Kg) e inyectados con solucion salina (SS; 0.3ul) o timulina (1 pg/0.3ul) en el hipotalamo
medio y tratados con eCG (2.5. u.i.) + GnRH (7.4 pg/Kg).

Grupos Chl+SS Chl+Timulina
+eCG+GnRH +eCG+GnRH
NUmero de animales 7 8
Tasa de animales ovulantes 6/7 7/8
Ndmero de ovocitos 6.2+ 1.0 104+0.6*
Peso de los ovarios 9.8+ 0.8 142 £ 0.7 *
Peso del utero 531+ 15 70.0x6.2*
17p-estradiol 7.3x1.1 134 +0.1*

* p<0.05 (prueba de tde Student)

A partir de estos resultados sugerimos que la presencia de timulina en el
hipotalamo medio desde los 19 dias de edad estimulé la secrecidon ténica de FSH lo que
favorece que un mayor numero de foliculos alcancen la etapa preovulatoria y ovulen en
respuesta a la inyeccion de GnRH. Otra posibilidad es que la timulina potencie el efecto de

la GnRH en la hipofisis.

7. Efectos de la microinyeccion de timulina en la hipdfisis sobre la respuesta ovulatoria en

los ratones anestesiados con hidrato de cloral o éter y tratados con eCG.

Existen evidencias experimentales en modelos in vitro que muestran que la timulina
tiene un efecto estimulante sobre la secrecién de gonadotropinas (Zaidi et al., 1988, Hadley
et al., 1997, Brown et al., 2000, Hinojosa et al., 2004). Para analizar si timulina actia en la
hipéfisis como se propuso anteriormente, a ratones hembras de 19 dias de edad

anestesiados con hidrato de cloral o éter, se les inyectd timulina o soluciéon salina en la
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hipofisis (unilateral). En el dia 20 los animales fueron tratados con 2.5 u.. de eCG y

sacrificaron 72 horas después de administrar la gonadotropina.

Resultados
La inyeccion de solucion salina en la hip6fisis no modificé el bloqueo de la ovulacion

observado por la anestesia con hidrato de cloral o éter (Tabla 12).

En los ratones anestesiados con hidrato de cloral e inyectados con solucién salina en
la hipofisis el peso de los ovarios fue mayor y el del Gtero menor que el de los animales que
s6lo fueron anestesiados, mientras que la concentracion de 17B-estradiol en el suero fue

similar (Tabla 12).

El peso de los ovarios y la concentracion de 17p-estradiol de los ratones inyectados
con solucion salina en la hipofisis fueron menores que en los anestesiados con éter, en

cambio el peso del atero fue similar (Tabla 12).

Tabla 12. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. del nimero de ovocitos, del
peso de los ovarios y del itero (mg) y de la concentracion de 17p-estradiol (pg/ml) en suero
de ratones anestesiados con hidrato de cloral (Chl) o con éter a los 19 dias de edad e
inyectados con solucion salina (SS; 0.3ul/) o timulina (1pg/0.3ul/) en la hipofisis, tratados a los
20 dias de edad con 25 u.. de eCG y sacrificados 72 h después del estimulo
gonadotrépico.

Grupos n  TAO Nt]me_ro de Peso d_e los Pgso del 17p-estradiol
ovocitos ovarios Utero

Chl+eCG 16 6/16 10.7 £ 1.2 122+ 0.4 71.2 £ 3.5 6.8 = 0.7

Chl+SS+eCG 11  5/11 94+04 135+ 0.4 a 59.0+4.2a 7.8+1.8

Eter+eCG 11 2/11 10,10 13.1 £ 0.7 82545 165+ 2.6

Eter+55+eCG 9 3/9 11.7+ 0.3 87+04b  87.7+27 8.9+ 0.9b

a, p<0.05 vs. Chl+eCG (prueba de 7 de Student)
b, p<0.05 vs. Eter+eCG (prueba de tde Student)
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El 58% de animales anestesiados con hidrato de cloral e inyectados con timulina en
la hipd&fisis ovularon, respuesta similar a los inyectados con solucion salina. Sin embargo, el
numero de ovocitos liberados por los animales inyectados con timulina fue mayor que los

inyectados con solucion salina (Figura 17).

La mayoria de los ratones anestesiados con éter e inyectados con timulina en la
hipofisis, ovularon y esta respuesta fue significativamente mayor a la observada en las
hembras tratadas con solucion salina. El nUumero de ovocitos liberados fue similar en ambos

grupos (Figura 17).

Tasa de animales ovulantes Namero de ovocitos
100 1 15 1
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Figura 17. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del numero de ovocitos liberados
de ratones anestesiados con hidrato de cloral (Chl; 400 mg/Kg) o con éter e inyectados
con solucién salina (SS; 0.3ul) o timulina (1pg/0.3ul) en la hipd&fisis y tratados con 2.5 u.i. de
eCG, los ratones fueron sacrificados 72h después de la administracion de eCG.

a, p<0.05 vs. SS+eCG correspondiente (prueba exacta de Fisher para proporciones).

b, p<0.05 vs. SS+eCG correspondiente (prueba de t de Student).
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En comparacion con el grupo anestesiado con hidrato de cloral que recibi6
solucién salina en la hipdfisis, en los ratones inyectados con timulina el peso del Utero fue
mayor y el de los ovarios menor. En los animales anestesiados con éter y tratados con
timulina estos parametros fueron similares al de los inyectados con solucidn salina. En los
ratones anestesiados con hidrato de cloral o éter, la concentracion de 17p-estradiol en el

suero no se modificod por la inyecciéon de timulina en la hip&fisis (Tabla 13).

Tabla 13. Media + e.e.m. del peso de los ovarios y del itero (mg) y de la concentracién de
17B-estradiol (pg/ml) en suero de ratones anestesiados con hidrato de cloral (Chl; 400
mg/Kg) o con éter a los 19 dias de edad e inyectados con solucion salina (SS; 0.3ul/) o
timulina (1pg/0.3pl/) en la hipd&fisis, tratados a los 20 dias de edad con 2.5 u.i. de eCG.

Grupos n Pesode los ovarios Peso del utero 17p-estradiol
Chl+SS+eCG 11 135+ 04 59.0 + 4.2 78+18
Chl+Timulina +eCG 12 123+ 04 * 85.6 +3.8* 8.8+26
Eter+SS+eCG 9 8.7+04 87.7 2.7 8.9+0.9
Eter+Timulina +eCG 9 9.5+ 0.4 81.7 £ 4.4 9.9+ 0.4

* p<0.05 vs. Chl+SS+eCG (prueba de t de Student)

El analisis comparativo del efecto que tiene la administracion de timulina en el
hipotalamo medio o en la hipofisis en ratones anestesiados con éter, mostré que en ambos
casos la timulina es capaz de revertir el bloqueo en la ovulacion ejercido por el anestésico
ya que el numero de animales que ovularon fue similar en ambos grupos experimentales
(9/9 vs. 8/9), sin embargo las hembras que recibieron timulina en la hipd&fisis liberaron un

mayor namero de ovocitos (Figura 18).
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Tasa de animales ovulantes NUumero de ovocitos

% 100 - Ne 15 1

80 1 12 1 *

60 - 9 r

40 - 6 -

20 3

0 1 0 ,
Hipotalamo Hipofisis Hipotalamo Hipofisis
Medio Medio

Figura 18. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del niUmero de ovocitos liberados
de ratones anestesiados con éter e inyectados con timulina (1pg/0.3ul) en el hipotalamo
medio o en la hipd&fisis y tratados con 2.5 u.i. de eCG. * p<0.05 (prueba de t de Student)

Lo anterior nos indica que la timulina ademas de ser necesaria en el hipotalamo
para inducir la secrecion preovulatoria de GnRH, también es importante que actie
directamente en la hipofisis donde podria estimular la secrecidon ténica de FSH y LH

necesarias para inducir una cuota ovulatoria normal como sucede al inyectar sélo eCG.

8. Efectos de la microinyeccién de timulina en la hipd&fisis sobre la respuesta ovulatoria en

los ratones anestesiados con hidrato de cloral y tratados con eCG mas GnRH.

Puesto que en ratones anestesiados con hidrato de cloral la administracion de
timulina en la hipéfisis no modifico el bloqueo en la ovulacién provocado por el anestésico,
se decidié analizar el efecto de la inyeccidon de timulina en la hipo6fisis en presencia de
GnRH. Para ello ratones anestesiados con hidrato de cloral a los 19 dias de edad e
inyectados con solucién salina o timulina en la hip&fisis se trataron con eCG a los 20 dias de
edad y 48 h después recibieron GnRH (7.4 ug/Kg). Los animales fueron sacrificaron 24 h

después de la administracidon de GnRH.
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Resultados

En los ratones inyectados con solucidn salina en la hipd&fisis, la administracion de

GnRH no modificé el bloqueo de la ovulacion. Un efecto similar se observé cuando la GnRH

se inyectod en ratones tratados con timulina (Tabla 14).

El peso de los ovarios y del Utero asi como la concentracion de 17p-estradiol en el

suero de los ratones inyectados con timulina en la hip6fisis y tratados con eCG y GnRH fue

similar que el de los inyectados con solucion salina (Tabla 14).

Tabla 14. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. del niUmero de ovocitos
liberados, del peso de los ovarios y del utero (mg) y de la concentracion de 17p-estradiol
(pg/ml) en el suero de ratones de 19 dias de edad anestesiados con hidrato de cloral (Chl;
400 mg/Kg) e inyectados con solucién salina (SS; 0.3ul/) o timulina (1pg/0.3ul/) en la hip&fisis

y tratados con eCG (2.5. u.i.) + GnRH (7.4 ug/Kg).

Grupos n TAO Nl:ImEI_"O de Peso d_e los Pe,so del 17p-estradiol
ovocitos ovarios utero

Chl+SS+

eCG+GNnRH 5 1/5 2 13.5+0.4 68.0 + 2.3 53+05

Chl+Timulina

+eCG+GNRH 5 1/5 11 12.9 £ 0.7 69.8 + 3.1 9.7+1.8

Estos resultados indican que en ratones anestesiados con hidrato de cloral la

presencia de timulina en la hipoéfisis no es suficiente para estimular la secrecidon éptima de

gonadotropinas para que los foliculos puedan ovular en respuesta a la GnRH, como si

sucede cuando la timulina se administra en el hipotalamo medio.
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9. Efectos de la microinyeccioén bilateral de timulina en la hipofisis sobre la respuesta

ovulatoria en ratones anestesiados con hidrato de cloral y tratados con eCG.

Debido a que en los animales anestesiados con hidrato de cloral la inyeccion de 1
pg de timulina en la hipdfisis no modificé el blogueo en la ovulacién ejercida por el
anestésico, se decidid inyectar el doble de la dosis de timulina como se hizo en el
hipotalamo medio, con el fin de analizar si la falta de ovulacidon se debe a que la
concentracion de timulina fue insuficiente para estimular la ovulaciéon. Hembras de 19 dias
de edad se anestesiaron con hidrato de cloral y se les inyectd timulina o solucién salina en
la hipofisis (bilateral). A los 20 dias recibieron 2.5 u.i. de eCG y se sacrificaron 72 horas

después de administrar la gonadotropina.

Resultados
En los ratones anestesiados con hidrato de cloral la inyeccion bilateral de solucién
salina en la hipd&fisis no modificd el bloqueo en la ovulacion ejercido por el anestésico,

tampoco se observaron cambios en el resto de los parametros evaluados (Tabla 15).

Tabla 15. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. del niUmero de ovocitos
liberados, del peso de los ovarios y del GUtero (mg) y de la concentracion de 17p3-estradiol
(pg/ml) en el suero de ratones de 19 dias de edad anestesiados con hidrato de cloral (Chl;
400 mg/Kg) e inyectados con solucion salina (SS; 0.3pl) en la hipofisis y tratados con eCG o
de ratones anestesiados y tratados con eCG.

Grupos n TAO Nume_ro de Peso d_e los Pe’so del 17B-estradiol
ovocitos ovarios atero

Chl+eCG 16 6/16 10.7 £ 1.2 12.2+0.4 71.2+ 35 6.8+ 0.7

Chl+SS+eCG 13  5/13 108+ 1.1 12.2 £ 0.8 78.3+£5.0 8.0+1.2
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La inyeccion bilateral de timulina en la hipdfisis, no modificé el bloqueo en la
ovulaciéon que se observo en los animales inyectados con solucién salina. En los animales
inyectados con timulina el peso del utero fue mayor que los que recibieron solucién salina.
El peso de los ovarios y la concentracion de 17B-estradiol en el suero fueron similares en

ambos grupos (Tabla 16).

Tabla 16. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. del nimero de ovocitos
liberados, del peso de los ovarios y del utero (mg) y de la concentracion de 17p-estradiol
(pg/ml) en suero de ratones de 19 dias de edad anestesiados con hidrato de cloral (Chl;
400 mg/Kg) e inyectados con solucién salina (SS; 0.3ul/) o timulina (Tim; 1pg/0.3ul/) en la
hip&fisis (bilateral), tratados a los 20 dias de edad con 2.5 u.i. de eCG.

Grupos n  TAO NL’Jmer_o de Peso d_e los Pe,so del 17p-estradiol
ovocitos ovarios Utero

Chl+SS+eCG 13 5/13 108+ 1.1 12.2+0.8 78.3£5.0 8.0x1.2

Eter+Tim+eCG 12 1/12 9 11.1 £ 0.5 90.4 + 5.7* 7.6 +1.0

* p<0.05 (prueba de #de Student)

10. Efectos de la microinyecciéon de timulina en el hipotalamo anterior, medio o en la
hipd&fisis sobre la dinamica en el crecimiento folicular en los ratones anestesiados con éter y

tratados con eCG.

Con el fin de analizar si las diferencias en la respuesta ovulatoria al administrar
timulina en el hipotalamo anterior, medio o en la hip&fisis, en ratones anestesiados con éter,
se debe a modificaciones en la dinamica de crecimiento folicular, se realiz6 el analisis

morfométrico de la poblacion folicular en los ovarios de estos ratones.

Resultados
En los ratones anestesiados con éter e inyectados con eCG el niumero total de
foliculos medidos en los ovarios fue similar al de los animales tratados s6lo con eCG,

aunque el numero de foliculos grandes fue mayor en los ratones anestesiados (Tabla 17).
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Tabla 17. Media + e.e.m. del nUmero total de foliculos y por rango de ratones anestesiados
con éter a los 19 dias de edad y tratados con 2.5 u.i. de eCG a los 20 dias de edad y de
ratones inyectados sélo con eCG.

Distribucién por rango
Grupos Foliculos Totales
< 300 um > 300 um
eCG 371.3+9.4 368.0 = 10.3 3.3+13
Eter+eCG 454.3 + 64.6 444.3 + 63.3 10.0 + 1.5+

* p<0.05 (prueba de fde Student)

En los animales anestesiados con éter el niUmero de foliculos normales o atrésicos fue

similar que el de los ratones inyectados s6lo con eCG (Tabla 18).

Tabla 18. Media + e.e.m. del nUmero de foliculos normales o atrésicos por rango de ratones
anestesiados con éter a los 19 dias de edad y tratados con eCG (2.5 u.i.) a los 20 dias de
edad y de ratones inyectados s6lo con eCG.

Foliculos <300 pm Foliculos >300 pm
Grupos Normales Atrésicos Normales Atrésicos
eCG 15.0+ 4.0 356.3 + 13.4 0 33+13
Eter+eCG 31.0+9.0 423.3 £ 63.8 3.0+1.0 7.0+1.2

En los animales tratados con solucion salina en el hipotalamo anterior, medio o en la
hip&fisis el nimero total de foliculos asi como la distribuciéon de foliculos por rango fue similar

al de los anestesiados (Tabla 19).
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Tabla 19. Media + e.e.m. del nUmero total de foliculos y del numero de foliculos por rango
de ratones anestesiados con éter e inyectados con solucidn salina (SS) en el hipotalamo
anterior (HA), hipotalamo medio (HM) o en la hip&fisis (HF) a los 19 dias de edad y tratados
con eCG (2.5 u.i.) alos 20 dias de edad y de ratones anestesiados con éter y tratados con
eCG.

Distribucién por rango
Grupos Foliculos Totales
< 300 pm > 300 pm
Eter+eCG 454.3 + 64.6 444.3 + 63.3 10.0 + 1.5
Eter+SS(#4+eCG 336.5 + 15.5 325.0 + 15.0 115+ 0.5
Eter+SS(#m+eCG 460.3 + 70.1 447.0 = 70.3 13.3+ 1.5
Eter+SS(#£)+eCG 338.7 + 35.5 325.7 + 35.9 13.0+2.1

El nimero de foliculos atrésicos grandes de los ratones tratados con solucion salina
en el hipotalamo anterior, medio o en la hip&fisis fue mayor al de los anestesiados, aunque
dicha diferencia s6lo fue estadisticamente significativa en los ratones inyectados en el

hipotalamo medio (Tabla 20).

Tabla 20. Media = e.e.m. del nimero foliculos normales o atrésicos por rango de ratones
anestesiados con éter e inyectados con solucion salina (SS) en el hipotalamo anterior (HA),
hipotalamo medio (HM) o en la hipd&fisis (HF) a los 19 dias de edad y tratados con eCG (2.5
u.i.) a los 20 dias de edad y de ratones anestesiados con éter e inyectados con eCG y de
tratados s6lo con eCG.

Foliculos <300 pm Foliculos >300 pm
Grupos Normales Atrésicos Normales Atrésicos
Eter+eCG 28.0 + 8.0 416.3 + 62.6 3.0+ 1.0 70+12
Eter+SSar+eCG 8.5+ 0.5 316.5 + 15.5 115+ 05
Eter+SS@m+eCG 19.0+ 7.9 428.0 * 66.5 0.7 0.3 12715+
Eter+SSp+eCG 10.0 + 2.9 315.7 + 33.3 0.3+0.3 12.7 2.0

* p<0.05 vs. eCG (prueba de #de Student)
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Estos resultados nos llevan a sugerir que la falta de ovulacion observada en los

ratones anestesiados con éter e inyectados con solucién salina en el hipotalamo anterior o

medio, o en la hipd&fisis se debe al incremento en la atresia folicular de los foliculos grandes.

El niUmero de foliculos totales medidos en los ovarios de los ratones inyectados con

timulina en el hipotalamo anterior o medio o en la hip&fisis fue similar al de los tratados con

solucion salina. Un efecto similar se observé en la distribucidn de foliculos por rango, s6lo en

los ratones inyectados con timulina en la hipd&fisis el nimero de foliculos >300 um de

didmetro fue menor al de los inyectados con solucién salina (Tabla 21).

Tabla 21. Media + e.e.m. del nimero total de foliculos y del niumero de foliculos por rango
de ratones anestesiados con éter e inyectados con solucién salina (SS) o timulina en el
hipotalamo anterior o medio, o en la hip&fisis a los 19 dias de edad e inyectados con 2.5 u.i.

de eCG alos 20 dias de edad.

Distribucién por rango

Grupos Foliculos Totales

< 300 pum > 300 um

Hipotalamo anterior
Eter+SS +eCG 341.7 +£10.3 330.0 + 10.0 11.7 £ 0.3
Eter+Timulina+eCG 321.3+9.4 311.0 + 11.5 10.3 + 3.0
Hipotalamo medio
Eter+SS +eCG 460.3 + 70.1 447.0 = 70.3 13.3+15
Eter+Timulina+eCG 434.7 £ 71.1 425.3 + 68.3 9.2 +3.2
Hipofisis

Eter+SS +eCG 338.7 £ 355 325.7 + 35.9 13.0+ 2.1
Eter+Timulina+eCG 350.0 + 38.6 345.3 + 36.4 47 x2.4~*

* p<0.05 vs. Eter+SS+eCG correspondiente (prueba de ji cuadrada)
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El porcentaje de foliculos atrésicos >300 um de los ratones inyectados con timulina
en el hipotalamo medio o en la hipo&fisis fue menor que el de los inyectados con solucién
salina. Esta diferencia no se observd en las hembras inyectadas en el hipotalamo anterior

(Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de foliculos atrésicos grandes (> 300 um de diametro) de ratones
anestesiados con éter a los 19 dias de edad e inyectados con solucion salina (SS; 0.3 ul) o
timulina (1 pg/0.3 pl) en el hipotalamo anterior (HA), hipotalamo medio (HM) o en la hip&fisis
(HF) e inyectados con eCG (2.5 u.i.) a los 20 dias de edad. Sacrificados 72 h después del
estimulo gonadotrépico. * p<0.05 vs. solucion salina (SS) respectiva.

Estos resultados indican que la inyeccion de timulina en el hipotalamo medio o en la
hipofisis rescata a los foliculos grandes de la atresia, probablemente al mantener la
secrecion ténica de gonadotropinas necesaria para el desarrollo normal de los foliculos

hasta la etapa de preovulatorios, lo cual permite que los animales sean capaces de ovular.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten sugerir que en el ratén
prepuber tratado con eCG, el efecto estimulante de la timulina en los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la ovulacion, se debe a su accién sobre el eje hipotalamo-
hipofisiario: en el hipotalamo probablemente estimula la liberacion de la GnRH y en la
hip&fisis facilita la secrecion de las gonadotropinas, la respuesta de los gonadotropos a la

GnRH o ambas.

El raton de la cepa CD1 utilizado en este estudio no presenta ovulacion el dia del
primer estro vaginal (Garcia y col., 2000), a diferencia de lo que sucede en larata (Ojeda y
col, 1994). La ovulacién en animales prepuberes se puede inducir por la administracion de
gonadotropinas y la magnitud de la respuesta ovulatoria depende de la dosis administrada
de gonadotropina y de la edad de los animales (Arguello, 1987; Villavicencio y col., 1993).
La presencia de ovulacion en los ratones de la cepa CDL1 tratados con 2.0y 2.5 u.i. de eCG
alos 20 dias de edad indica que a esta edad el sistema hipotalamo-hipofisario es capaz de
responder al incremento en la secrecibn de estradiol que resulta del estimulo
gonadotrépico (Kaneko y col., 1992; Kogo y col., 1993; Cooke y col., 1999) que culmina en
la secrecion preovulatoria de la LH (Fink, 1986,1988). El aumento en el peso de los ovarios en
estos animales probablemente es el resultado del crecimiento y maduraciéon de los foliculos

ovaricos (Greenwald y Roy, 1994; Jiang y col., 2003; Liu y col., 2003).

En el gato adulto la anestesia con hidrato de cloral resulta en la disminucién rapida
de la concentracion de LH en plasma (Johnson y Gay, 1981). Recientemente Kumru y col.,
(2001) describieron que en la rata adulta en proestro el hidrato de cloral interfiere con la
secrecion preovulatoria de LH. Ademas se ha mostrado que en la rata adulta ciclica la
exposicion a los vapores con éter en el dia del proestro disminuye la concentracion de LH

en el plasma y bloquea la ovulacién (Kim y col., 1994), mientras que en el macho adulto
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disminuye la concentracion de LH y FSH en el plasma (Tohei y col., 1997). La menor
concentracion de LH en plasma provocado por la exposicion a los vapores con éter, se
acompafa de un incremento de la concentracion de esta hormona en la hipd&fisis, lo que
significa que el éter bloquea la liberacion de LH (Kim y col.,, 1996). Con base en estas
evidencias podemos sugerir que el bloqueo de la ovulacidon observada en los ratones
anestesiados con hidrato de cloral o éter y tratados con eCG puede ser explicado por las
alteraciones en la secrecion preovulatoria de las gonadotropinas, al parecer

principalmente sobre la de LH.

En ratas prepuberes tratadas con eCG, la inyeccion de pentobarbital sédico inhibe
la liberacion de LH y la ovulacioén, la cual se restablece por la inyeccién de GnRH dos horas
después de inyectar el anestésico (Sorrentino, 1979). En nuestro estudio el tratamiento con
GnRH o hCG en los ratones anestesiados con hidrato de cloral o éter e inyectados con
eCG, restableciod la ovulacion, lo cual nos permite sugerir que la falta de ovulacién en estos
animales se debe al bloqueo en la secrecidn preovulatoria de GnRH y como consecuencia
la de LH. Estos resultados también nos indican que la respuesta de la hipdfisis o de los

ovarios no se modifica por la aplicacion de ninguno de los dos anestésicos.

Aun cuando el bloqueo de la ovulacién provocado por la anestesia con hidrato de
cloral o éter tiene su origen en el blogueo en la secrecidn preovulatoria de GnRH y las
gonadotropinas, el mecanismo por el cual actiia cada uno de ellos al parecer es diferente.
Esta idea es apoyada parcialmente por el hecho que sélo en los ratones anestesiados con
éter la inyeccion de timulina en el hipotalamo medio o en la hipdfisis restablece la

ovulaciéon y no en aquellos que recibieron hidrato de cloral.
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El mecanismo por el cual el éter produce el blogueo de la secrecion de las
gonadotropinas y por ende al bloqueo en la ovulacién, implica cuando menos dos vias.
Una de ellas seria la activacion del eje hipotalamo-hipd&fisis-adrenal ya que la disminucidn
en la concentracion en plasma de LH y FSH provocado por la exposicidn a los vapores de
éter se acomparfia de un incremento en la concentracion de ACTH y corticosterona en el
plasma que al parecer se origina por una hipersecrecion de CRH en el hipotalamo (Toheiy
col., 1997), que es uno de los factores principales que inhiben la secrecién de GnRH
(Makara y Kovacs, 1997). La anestesia con éter también se manifiesta con un incremento

en la concentracidon en suero de progesterona de origen adrenal (Flores y col., 2004).

No podemos descartar que el bloqueo en la ovulaciéon provocado por la exposicion
a los vapores del éter sea el resultado del incremento en la secrecidon de prolactina, como
ha sido ampliamente documentado (Reis y col., 1994; Yogev y col., 1994; Feki y col., 1997;
Pinilla y col., 1998; Bodosi 2000; Caldeira y Franci, 2000). En apoyo a esta idea se ha
mostrado que un 30% de mujeres con sindrome de ovario poliquistico que no ovulan
muestran hiperprolactinemia (Coremblum y Taylor 1982; Isik y col.,, 1997). Ademas, el
tratamiento con prolactina a ratas hembra prepuberes estimuladas con gonadotropinas
(para inducir superovulacidén) provoca un incremento en la expresion de beta endorfina en
los foliculos terciarios antrales (Reis y col.,, 2004), la cual inhibe la ovulacién por un
mecanismo central y al parecer por actuar directamente en el ovario (Spremovic-

Radjenovic y col., 1997; Reis y col., 2004).

La sefial que estimularia el cambio en la concentraciéon de prolactina por la
anestesia con éter se origina en el SNC, puesto que el incremento de prolactina en el
plasma se acompafia de un decremento en la actividad de las neuronas dopaminérgicas
en la eminencia media (Yamada y col., 2005) y la dopamina regula de manera inhibitoria

la secrecion de prolactina (Leadem y col., 1988; Stoker y col., 1999; Papaleo y col., 2001).
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Otra posibilidad es que el bloqueo de la ovulacidon provocado por el éter sea el
reflejo de su accion sobre receptores GABAa 0 a glicina. Los receptores GABAa y a glicina
representan la mayoria de los receptores inhibitorios en el SNC de los vertebrados (Krasowski
y Harrison, 1999). Se ha mostrado que algunos anestésicos volatiles activan receptores
GABAa al parecer actuando como un agonista débil (Jones y Harrison, 1993; Wu y col.,
1996) o incrementando la sensibilidad de este tipo de receptores a los efectos de GABA
(Banks y Pearce, 1999). Particularmente para el éter sus efectos inhibitorios parecen estar
mediados por receptores GABAAa (Jones y col., 1992; Krasowski y Harrison, 2000) y receptores

a glicina sensibles a estricnina (Krasowski y Harrison, 2000).

En cultivo de neuronas de hipocampo se ha mostrado que el tricloroetanol,
metabolito del hidrato de cloral que ejerce la accion anestésica, al actuar sobre los
receptores GABAa, incrementa la amplitud y prolonga las corrientes de Cl- activadas por
GABA (Lovinger y col., 1993; Peoples y Weight, 1994). Resultados similares se han obtenido
en ovocitos de Xenopus en cultivo (Pistis y col., 1997; Garret y Gan, 1998). Otros sistemas de
neurotransmision que participan en la regulacion de la secreciéon de GnRH podrian estar
mediando los efectos del hidrato de cloral. Al respecto, en ovocitos de Xenopus se ha
mostrado que el tricloroetanol incrementa las corrientes estimuladas por la glicina (Pistis y
col, 1997) y en neuronas u ovocitos de Xenopus aumenta las corrientes mediadas por
receptores 5-HTz (Lovinger y Zhou, 1993; Downie y col., 1995). El tricloroetanol también
inhibe las corrientes excitatorias sobre receptores a glutamato sensibles a NMDA o al
kainato (Peoples y Weight, 1998). Lo anterior puede contribuir a los efectos depresores del
hidrato de cloral sobre el SNC (Pistis y col., 1997; Peoples y Weight, 1998) y probablemente

sobre la inhibicion en la liberacion de la GnRH.
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La vida media de los metabolitos del hidrato de cloral como el tricloroetanol y el
acido tricloroacético varia segun la especie, la dosis administrada y la etapa de la vida de
los individuos. En general, la vida media de estos metabolitos es mayor en los individuos mas
jovenes, en roedores puede ser de varias horas (Beland y col., 1998) o en humanos de
varios dias (Mayers y col., 1991; Zimmermann y col., 1998). Con base en estas evidencias no
podemos descartar que la falta de ovulacién por la inyeccion de timulina en el hipotalamo
0 en la hipofisis en los animales anestesiados con hidrato de cloral se deba al efecto de
estos metabolitos directamente en el ovario y que la timulina no sea capaz de prevenir. Se
ha mostrado que el hidrato de cloral y sus metabolitos producen radicales libres en el
higado (Beland, 1999) y que éstos son factores inductores de atresia folicular (Tilly y Tilly,
1995; Kaipia y Hsueh, 1997). Esta seria una posibilidad que explicarian los cambios en la

respuesta ovulatoria provocados por la anestesia con hidrato de cloral.

La GnRH es secretada por neuronas especializadas (GnRHérgicas) que se localizan
en el SNC. El soma de las neuronas GnRHérgicas se localizan en el hipotalamo anterior y las
terminales de estas células llegan al hipotalamo medio (eminencia media). En el soma de
la neurona GnRHérgica se lleva acabo la sintesis de la GnRH y en la terminal su liberaciéon
(Silverman y col., 1994). El hecho que sdlo la inyeccion de timulina en el hipotalamo medio
haya prevenido el bloqueo de la ovulacién provocado por la anestesia con éter y no
cuando se inyecto en el hipotalamo anterior, nos lleva a sugerir que la timulina participa de
manera estimulante en los mecanismos que regulan la liberacion de GnRH. En apoyo a
esta idea la respuesta ovulatoria de los ratones inyectados con timulina en el hipotalamo
medio fue similar a la que se observd en los ratones anestesiados con éter y tratados con
eCG mas GnRH. Los resultados obtenidos al administrar timulina en el hipotalamo anterior
no son claros, pero al parecer la timulina no participa en los mecanismos que regulan la

sintesis de GnRH.
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La timulina podria modular la liberacion de GnRH por dos vias: actuando
directamente sobre la terminal de la neurona GnRHérgica o interactuando con
neurotransmisores que participan en esta regulaciéon (Kordon y col., 1994). Al respecto, se
ha mostrado que la administraciéon de timulina en el tercer ventriculo de ratones adultos
disminuye la liberacion de DA y de NA en el hipotalamo (Vécsei y col., 1987), dos de los
neurotransmisores que participan en la regulacion de la liberacién de GnRH (Kordon y col.,

1994).

En estudios in vitro se ha mostrado que la timulina participa en la regulacion de la
secrecion de las gonadotropinas por un efecto directo en la hip&fisis. En cultivos de hipofisis
obtenidas de rata, la timulina estimula la liberacién de LH (Zaidi y col., 1988; Hadley y col.,
1997). En un sistema de perfusidbn con células de adenohipdfisis obtenidas de rata hembra
la timulina estimula la liberacién de FSH y LH (Brown y col., 2000). Recientemente mostramos
que los efectos de la timulina sobre la liberacidén de la FSH y la LH por células de
adenohipdfisis, depende del dia del ciclo estral en la que se encuentran las ratas
donadoras (Hinojosa y col., 2004). El hecho que la administracion de timulina en la hip&fisis
revertid el bloqueo en la ovulacién provocado por la anestesia con éter apoya la idea que
la timulina estimula la liberacion de gonadotropinas, tal y como muestran los resultados
obtenidos in vitro. Para nuestro conocimiento este es el primer estudio in vivo donde se
muestra que la timulina al actuar en el hipotalamo o la hipd&fisis modula la secrecién de

gonadotropinas que resulta en ovulacion.

El crecimiento y la maduracién folicular, asi como la ovulacién, son procesos que
estan regulados principalmente por la FSH y la LH (Greenwald y Roy, 1994). A lo largo del
desarrollo folicular la mayoria de los foliculos ovaricos (70-99.9%) entran en un proceso de
degeneracion llamado atresia (Hsueh y col., 1994; Greenwald y Roy, 1994). En este sentido
esta bien documentado que las gonadotropinas son los principales factores de

supervivencia folicular (Markstrom y col.,, 2002) ya que deficiencias en su secreciéon
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favorecen la atresia folicular (Bill y Greenwald, 1981). El hecho que la inyeccién de timulina
en el hipotdlamo medio o la hipd&fisis haya disminuido la incidencia de atresia de los
foliculos grandes (>300 um diametro) indica que la timulina revirtié la condicién de atresia,
lo cual apoya la idea que la timulina ademas de estimular el incremento preovulatorio de
LH, también mantuvo la concentracion ténica de FSH y LH que favorecio el crecimiento
normal de los foliculos hasta que alcanzaron la etapa preovulatoria. Durante el penudltimo
estadio de desarrollo folicular la exposicién a la FSH es crucial para evitar la atresia folicular
y los foliculos puedan continuar con su maduracion hasta llegar a ovular (Hsueh y col., 1994;
Markstrom y col., 2002). En apoyo a esta idea Villavicencio y Dominguez (1993) mostraron
que el tratamiento con eCG a ratas prepuberes reduce el numero de foliculos atrésicos 48
y 72 h después de la administracion de la gonadotropina. La presencia de un gran
porcentaje de foliculos grandes con caracteristicas de atresia que se observaron en los
ovarios de los animales inyectados con solucion salina en el hipotalamo o la hip&fisis, asi
como por los tratados con timulina en el hipotalamo anterior, explicaria la ausencia de

ovulacion en estos ratones.

Los resultados de este estudio muestran que el bloqueo de la ovulaciéon observado
en los ratones inyectados con solucién salina en el hipotalamo o en la hipdfisis se debe
principalmente al efecto del anestésico. Sin embargo, el hecho que los animales
anestesiados con hidrato de cloral y tratado con eCG y GnRH no hayan ovulado al
inyectar solucion salina en el hipotdlamo medio o en la hipd&fisis, a diferencia de los que
fueron tratados con Chl+eCG+GnRH, nos permite sugerir que el estrés provocado por la
manipulacién quirdrgica contribuye a la falta de respuesta a la GnRH. Una posible
explicacion para este hecho es que la canula utilizada para la inyecciéon de la timulina
haya seccionado vias neurales que regulan la secrecion de la GnRH o bien a un dafio
directo a los somas GnRHérgicos. Se ha descrito que el incremento en la formacion de
conexiones sinapticas en el hipotalamo y otras zonas del cerebro de la rata ocurre antes de

la quinta semana de vida (Aghajanian y Bloom, 1967; Araki y col., 1975; Matsumoto y Arai,
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1976; Wray y Hoffman, 1986; Witkin y Demasio, 1989) evento que posiblemente esta
ocurriendo en el raton de 19 dias de edad (edad de la intervencidn quirdrgica). La
diferencia en el nimero de ovocitos liberados al inyectar timulina en el hipotalamo medio o
en la hipofisis en ratones anestesiados con éter puede estar relacionada con la seccion de

diferentes vias que resulta en diferencias en la secrecidon de gonadotropinas.

Dado que los ratones anestesiados con hidrato de cloral e inyectados con timulina
en el hipotalamo medio ovularon ante la administracion de GnRH, lo cual no ocurrié en los
inyectados en la hipofisis, estos resultados apoyan la idea que la presencia de timulina en el
hipotalamo es indispensable para revertir el efecto inhibitorio que ejerce el hidrato de cloral
sobre la ovulacién, de tal manera que al inyectar GnRH (estimulo preovulatorio) estimula la

secrecion brusca de FSH y LH, lo cual resulta en que los foliculos pudieran ovular.

Los estrdgenos regulan el crecimiento del Utero estimulando la division de las células
epiteliales, el desarrollo del endometrio y el miometrio, la sintesis de proteinas, la
permeabilidad, asi como la acumulacion de agua en la luz del mismo (Steinetz, 1978;
Montes y Luque, 1988; Linzey y Korach, 1999). El aumento en el peso del utero de los ratones
tratados con eCG, es el reflejo del incremento de la secrecion de estrdgenos que se
observd en estos animales en particular los que fueron inyectados con las dos

concentraciones mayores de eCG, donde el incremento de estradiol fue mayor.

El menor nUmero de ovocitos liberados por los animales que fueron anestesiados con
hidrato de cloral o éter y que recibieron eCG+GnRH puede estar relacionado con un
efecto inhibitorio de la GnRH en el ovario, ya que el tratamiento con agonistas de la GnRH
inhibe la esteroidogénesis folicular (Mori y col., 1994; Yago, 1994; Srivastava y col., 1995;
Irusta y col., 2003), el crecimiento folicular (Srivastava y col., 1995), la luteinizacién (Andreu y
col.,, 1998) y favorece la atresia folicular (Bilig y col., 1994; Andreu y col., 1998; Parborell y

col., 2002).
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El menor peso del Gtero de los ratones intactos tratados con eCG después de la
inyeccion de GnRH, que también se observé en el peso de los ovarios, puede estar
relacionado con efectos inhibitorios locales del decapéptido en este érgano. El miometrio
posee receptores a la GnRH (Chegini y col., 1996) y la terapia con analogos o agonistas de
la GnRH provocan disminucion temporal en la sintesis de estrdgenos y progesterona en el
ovario (Adashi, 1995; Mangal y col., 1997) y disminucién en la expresion de receptores a
progesterona tanto los receptores tipo A (Wu y col., 2002) como los tipo B (Mangal y col.,
1997; Nisolle y col., 1999; Wu y col., 2002). La GnRH también inhibe los efectos estimulantes
del estradiol sobre la sintesis de ADN, la proliferacidon de células musculares lisas del
miometrio, en la produccion de TGF-f1 (Chegini y col., 1996) y en el nUmero de receptores
a IGF-I (Mangal y col., 1997). Asi mismo, en mujeres con miomas en el Gtero el tratamiento
con tibolona (un analogo de la GnRH) disminuye el volumen del Gtero (Di Lieto y col., 2005).
Este tipo de terapia esta asociada con una reduccion directa o indirecta de la
concentracion de los factores de crecimiento (Vu y col.,, 1998; Di lieto y col., 2005),
supresion de la proliferacion celular (Vu y col., 1998), incremento de la apoptosis (Mizutani y
col., 1998) y la aparicién de cambios vasculares (Reinshc y col., 1994). Lo anterior también
explicaria el menor peso del 6rgano que se hizo evidente al inyectar GnRH en los ratones

anestesiados con hidrato de cloral o con éter y tratados con eCG.

En resumen los resultados obtenidos en este estudio nos llevan a apoyar la idea de
que el efecto estimulante de la timulina sobre la ovulacidn es por su accidn sobre el eje
hipotalamo-hipofisario. En el hipotalamo al estimular la liberacién de la GnRH y en la
hipofisis al facilitar la liberacion de las gonadotropinas, la respuesta de los gonadotropos a

la GnRH o ambas.
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Figura 20. Modelo de los posibles efectos de la timulina sobre el eje hipotalamo-hipofisario.
La anestesia con hidrato de cloral (Chl) o con éter bloquea la ovulacién inducida con
eCG, probablemente por un efecto en el SNC. El bloqueo con Chl puede implicar la
activacion (+) de sistemas de neurotransmision inhibitorios como el GABA y la glicina,
ademas de la inhibicion (-) de otros que son estimulantes como el glutamato. El efecto
inhibitorio del éter puede ser debido a la inhibicién en la secrecidon de DA que se traduce
en un incremento en la secrecion de PRL, o a la activacion (+) de GABA, glicina, o del CRF;
en todos los casos se impide el incremento en la secrecidn preovulatoria de GnRH y las
gonadotropinas que normalmente ocurre en respuesta al estimulo con eCG, y por lo tanto
hay bloqueo de la ovulacion (linea discontinua).

La timulina regula la secrecion de las gonadotropinas por alguno de los siguientes

mecanismos:

O En el hipotdlamo medio estimula la liberacion de GnRH, la cual al actuar en la hip&fisis
regula la liberacidn de FSH y LH, ambas gonadotropinas en el ovario estimulan el
crecimiento normal de los foliculos y la ovulacion.

® En la hipdfisis facilita la liberacion de las gonadotropinas o modifica la sensibilidad de la
hipofisis a los efectos de la GnRH o actua como un factor similar a la GnRH como lo han
propuesto Brown y col. (2000).

En ambos casos la timulina es capaz de eliminar el efecto inhibitorio ejercido por el éter
sobre la ovulacion (linea continua).

La X a nivel del cerebro significa la eliminacion de los efectos inhibitorios ejercidos por la
anestesia con éter cuando se administra timulina en el hipotalamo medio o en la hip&fisis.

La v'significa presencia de ovulacion.
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CONCLUSIONES

Los mecanismos neuroenddcrinos que se activan por la estimulaciéon con eCG y que
inducen la ovulacidn en el ratdn prepuber, son bloqueados por la anestesia con

hidrato de cloral o con éter, al parecer por mecanismos diferentes.

La timulina modula de manera estimulante el proceso de ovulacién inducido por el

tratamiento con eCG en el ratéon prepuber, al actuar sobre el hipotalamo medio, la

hipofisis o en ambos lugares.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos llevan a proponer los siguientes

problemas resolver.

e La falta de ovulacién en los animales inyectados con timulina en el hipotalamo
anterior, ¢se debe en realidad a que la timulina no participa en los mecanismos que
regulan la sintesis de la GnRH o es que el modelo experimental no permite
evidenciar un efecto a este nivel debido a el tiempo que requiere la sintesis de este

decapéptido?.

e Sila timulina participa en la liberaciéon de GnRH ¢se debe a su efecto directo sobre
la neurona GnRH 0 a su interaccién con otras neuronas que participan en la

liberacion de este decapéptido?

e (El efecto estimulante que tiene la timulina en la hip&fisis se debe a modificaciones

en el nimero o en la afinidad de los receptores a la GnRH 0 a la misma timulina?

e (El efecto estimulante de la timulina en el hipotdlamo medio, se debe
exclusivamente a su accion sobre la liberacion de GnRH o es un reflejo también de
su efecto en la hip6fisis? El modelo experimental utilizado no permite descartar por

completo esta posibilidad.

e La diferencia en la respuesta ovulatoria al inyectar timulina en un ratén anestesiado

con hidrato de cloral en comparacién a uno anestesiado con éter ¢se debe a

diferencias en los mecanismos de accidén de estos anestésicos?.
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