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Resumen

RESUMEN

El timo participa en la regulacion del eje-hipotalamo-hipofisis-gonada por
medio de las hormonas que sintetiza, entre ellas la timulina. Diversos
estudios in vitro realizados con células adenohipofisarias, sefialan que la
timulina es capaz de estimular la liberacibn de una o ambas
gonadotropinas. Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que la
liberaciobn de FSH y LH en respuesta a la timulina en presencia o no de
GnRH, es diferente si las células adenohipofisarias provienen de ratas
sacrificadas en cada uno de los dias del ciclo estral (D1, D2, P, E) e
incubadas durante tiempos cortos. Por otra parte hemos mostrado que la
timulina modifica la liberacion de las gonadotropinas dependiendo de la
exposicion previa a los esteroides sexuales. Por lo anterior, se decidio
analizar si las diferencias en los efectos de la timulina a lo largo del ciclo
estral de la rata se mantienen después de un periodo prolongado de
preincubacion y si las concentraciones de esteroides sexuales,
caracteristicas de los machos, regulan de manera diferencial la sensibilidad

de las células adenohipofisarias a la accién de la timulina.

En todos los experimentos se evaluaron en el medio de cultivo las
concentraciones de FSH y LH (ng/ml) por RIA. Los datos se expresaron

como mediaxe.e.m. de 3 experimentos por triplicado y una p<0.05.

Dias del ciclo estral: Se utilizaron células de adenohipdfisis obtenidas de
ratas en D1, D2, P o E y preincubadas por 48 h, se realiz6 un cambio de
medio y se incubaron por 3 h con Timulina (100 ng/ml), GnRH (107° M),
GnRH+Timulina y sin tratamiento. Los resultados mostraron que la FSH

presentd una secrecion basal mayor en P que en D1 (88+2 vs 58+6). La
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respuesta a GnRH fue mayor en D2 y E respecto a D1 (100x+4, 104+6 vs
62+8). La adicion de timulina incrementé la secrecion basal en D2 (107+4
vs 65+8) y en el mismo dia potencié la acciobn de GnRH (118+4 vs
100+4). Para LH se observé un aumento en la secrecién basal en Py E
respecto a D1 (76%x10, 81+16 vs 25+2), mientras que timulina la estimulo
en D1 (455 vs 25%+2). Con GnhRH no se observaron cambios

significativos.

Esteroides sexuales: Las células se preincubaron con P, (2 ng/ml) o T (3
pg/ml) por 24 h. Se realizé el cambio de medio por medio fresco. Las
células de adenohipéfisis se trataron o no con Timulina, GnRH (10°M) o
GnRH+Timulina durante 3 h. El pretratamiento con P, incrementd la
liberacion basal y estimulada de FSH (7%+0.2 vs 5+0.3, 21+0.2 vs
13+0.5), mientras que inhibié la liberacion basal de LH (22+1 vs27+1),
respuesta que no modifico la adicion de timulina. En los cultivos
preincubados con testosterona se incrementd la secrecion basal y
estimulada soélo de FSH (8+0.3 vs 5+0.3, 20+0.4 vs 13+0.5), sin embargo
el tratamiento con timulina aumentd la liberacion basal de ambas
gonadotropinas (10x0.4 vs 8%0.3, 25x+0.7 vs 22*1). En conclusion, la
capacidad de respuesta de las células adenohipofisarias a timulina
depende del tiempo de incubacién de los cultivos, de la presencia o no de

GnRH y de la sensibilidad que le confiere el esteroide al gonadotropo.



Introduccién

INTRODUCCION

I. Conexiones hipotalamo-hipofisarias.

El hipotalamo es la parte del diencéfalo que se extiende desde la region
del quiasma Optico hasta el borde caudal de los cuerpos mamilares. Se
ubica en el centro del sistema limbico, por debajo del surco hipotalamico
sobre la pared lateral del tercer ventriculo. Esta estructura estd constituida
por un complejo conjunto de grupos celulares y haces de fibras nerviosas
distribuidas en tres regiones: anterior, media y posterior, en las cuales se
encuentran varios nucleos entre ellos preoptico, supraquiasmatico,
ventromedial, paraventricular, supraoptico, infundibular y cuerpos
mamilares. Estos nucleos estan conectados mediante fibras aferentes o
eferentes, con la corteza cerebral, la hipdfisis, el talamo y con el tronco

encefélico (lversen y col., 2001) (Fig. 1.).

En el hipotdlamo anterior se encuentra el area predptica, caudalmente se
fusiona con el tegumento del mesencéfalo. Por arriba se ubica el tdlamo y
por debajo y lateralmente la regién subtalamica. Ademas se relaciona con
el infundibulo que esta constituido por las prolongaciones de las células
nerviosas que forman algunos de los nudcleos hipotalamicos. En el
infundibulo convergen y divergen numerosas vias enddécrinas razon por la
cual puede controlar e integrar funciones del sistema nervioso auténomo,
actuando sobre las respuestas somaticas y el sistema enddcrino por acciéon
directa sobre la hipodfisis (Carpenter, 1998; Page, 1999; lversen y col.,

2001; Snell, 2001; Ira, 2003).
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1. Nucleo preodptico

2. Ndcleo supraquiasmaético
3. Nucleo ventromedial

4. Nucleo paraventricular
5. Nducleo supradptico

6. Cuerpos mamilares

NUCLEOQS HIPOTALAMICOS

Fig. 1. Esquema que muestra la ubicacion de los nucleos hipotalamicos
(tomado de lversen y col., 2001).

La hipdfisis se encuentra inmediatamente por debajo del hipotalamo y esta
alojada en la fosa hipofisaria del hueso esfenoidal llamada silla turca e
incluida en la duramadre que cierra el compartimento de la silla turca por
medio del diafragma de la misma. Esta membrana esta perforada en el
centro para dar paso al infundibulo que une a la hipdfisis con el tuber

cinereum del hipotalamo (Geneser, 2000; Ira, 2003).
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La hipofisis esta dividida estructural y funcionalmente en dos lébulos, la
adenohipodfisis constituida por un parénquima glandular rojizo de
consistencia blanda y un I6bulo méas pequefio, blanco y mas firme
denominado neurohipoéfisis. Ambas partes tienen origenes embrionarios
diferentes. La adenohipdfisis procede de una invaginacion del tejido
epitelial (la bolsa de Rathke) que migra hacia arriba de la cavidad bucal
embrionaria, mientras que la neurohipoéfisis se forma del diencéfalo como

una prolongacion del tejido cerebral (Geneser, 2000; Ira, 2003).

A su vez la adenohipdfisis esta constituida por dos partes, la parte distal
que representa la zona de la glandula con mayor caracter endécrino y la
parte tuberal que es una extension delgada en contacto con el infundibulo.
En el feto existe la parte intermedia que es una banda que queda entre la
adenohipodfisis y la neurohipdfisis; durante el desarrollo fetal, sus células
se mezclan con la adenohipéfisis de manera que ya no constituyen una

estructura separada (Geneser, 2000; Ira, 2003).

Estudios de inmunocitoquimica han permitido identificar en la parte distal

de la adenohipdfisis cinco tipos celulares funcionales:

@ Somatotropas. Son las mas comunes y constituyen aproximadamente el
50% de las células de la adenohipodfisis. Son células ovales que
sintetizan somatotropina u hormona del crecimiento (GH). La regulacion
de la liberacion de la GH esta a cargo de dos hormonas hipotalamicas,
la hormona liberadora de la hormona del crecimiento GHRH y la

somatostatina que inhibe la liberacion de la GH.
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@ Lactotropas. Constituyen del 15 al 20% de las células parenquimatosas
de la adenohipodfisis. Estas ceélulas producen prolactina (PRL) cuya
sintesis y liberacion esta bajo el control inhibidor de la dopamina, el
estimulante de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y el péptido

inhibidor vasoactivo (VIP).

@ Corticotropas. También componen del 15 al 20% de la adenohipdéfisis.
Estas células producen la hormona adenocorticotropica o
adenocorticotropina (ACTH), cuya liberacion es regulada por la hormona

liberadora de la corticotropina (CRH) secretada por el hipotalamo.

@ Gonadotropas. Constituyen alrededor del 10% de las células de la
adenohipofisis. Estas células sintetizan tanto a la hormona estimulante
del foliculo (FSH) como a la hormona luteinizante (LH). Muchas de las
células gonadotropas son capaces de producir ambas, sin embargo
estudios inmunocitoquimicos indican que algunos gonadotropos
secretan o0 una u otra gonadotropina. La liberacion de FSH y LH es
regulada por la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) que

es sintetizada por el hipotalamo.

@ Tirotropas. Constituyen mas o menos el 5% de las células y sintetizan
la hormona tirotropica o tirotropina (TSH). La liberacion de la TSH se
encuentra bajo el control hipotalamico de la TRH. La TSH actua sobre la
tiroides y estimula la produccion de la tiroglobulina y de las hormonas

tiroideas (Ross y col., 2005).
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La neurohipdfisis es la parte nerviosa de la hipéfisis y esta en contacto con
la adenohipdfisis y el infundibulo. En la neurohipdfisis se almacenan y
liberan dos hormonas que se sintetizan en los ndcleos supradptico y
paraventricular del hipotalamo, la hormona antidiurética o vasopresina y la

oxitocina respectivamente (Geneser, 2000; Ira, 2003).

Las vias que permiten al hipotalamo influir sobre la hipoéfisis son dos: los
axones de las neuronas de los nucleos supradptico y paraventricular que
viajan por el tallo hipofisario hacia la neurohipdfisis y los vasos sanguineos
del sistema porta hipotdlamo-hipofisario que conectan sinusoides en la
eminencia media y el infundibulo con plexos capilares en la adenohipofisis,
donde las sustancias liberadas por el hipotalamo estimulan o inhiben la

secrecion de alguna hormona hipofisaria (Carpenter, 1998; Snell, 2001)

(Fig. 2).

Neuronas GnRH-érgicas

» Hipotalamo

Adenohipoéfisis ———»
Plexos
capilares

Neurohipofisis

Fig. 2. Esquema que representa la ubicacion anatomica de la hipofisis con
respecto al hipotdlamo. Se muestran las neuronas GnRH-érgicas y los
plexos capilares de la adenohipéfisis (modificado de Audesirk y Audesirk,
1997).
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Il. Estructura y funcién del ovario.

Los ovarios son Organos pares, que se encuentran fijos a la superficie
posterior del ligamento Illamado mesovario. Los ovarios tienen dos
funciones, la produccion y maduracion de ovocitos viables y la secrecion
de hormonas esteroides y polipeptidicas. Cada ovario esta compuesto por
una corteza y una médula, la primera se compone de un estroma de tejido
conectivo en el que se incluyen los foliculos ovaricos y la segunda esta
formada por tejido conectivo con abundantes vasos sanguineos y fibras
nerviosas (Ross, 1990; Geneser, 2000; Miller y Leavell, 2001).

El ovario consta de tres compartimentos, el folicular, el luteal y el

intersticial (Yeh y Adashi, 2001) (Fig. 3).

Compartimento
luteal

Compartimento
intersticial

Compartimento
folicular

Fig. 3. Representacion que muestra los tres compartimentos que
conforman al ovario (modificado de Audesirk y Audesirk, 1997).
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Folicular

El foliculo es la unidad anatémica del ovario del que se derivan los otros
compartimentos. Los foliculos primordiales estan formados por un ovocito
rodeado de una capa de epitelio circundante o células foliculares (Ross,
1990; Geneser, 2000).

Los foliculos primarios son aquellos que han comenzado su crecimiento al
ser estimuladas las células foliculares por la FSH. El ovocito aumenta de
tamarno y las células foliculares adquieren un aspecto granular por lo que
se les denomina células de la granulosa, mismas que proliferan por
repetidas divisiones mitoticas. La capa de células de la granulosa se
encuentra separada del tejido conectivo por una membrana basal. Durante
el crecimiento del ovocito se forma una gruesa membrana, la zona
pellcida, que separa al ovocito de las células de la granulosa. El foliculo se
hunde en la corteza y las células del estroma forman la teca folicular

(Ross, 1990; Geneser, 2000).

Cuando aparecen entre las capas de la granulosa zonas irregulares
(vesiculas) que aumentan de tamafo, el foliculo es llamado secundario.
Las zonas llenas de liquido se fusionan para dar origen a una sola cavidad

llamada antro folicular (Ross, 1990; Geneser, 2000).

Los foliculos terciarios son aquellos en los cuales la teca se diferencia en
una teca interna y otra externa, la capa interna es relativamente celular y
provista de muchos capilares y la capa externa es mas fibrosa y no tan

vascularizada (Ham, 1985; Geneser, 2000).
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Durante los estados finales del desarrollo folicular aparecen los foliculos
preovulatorios cuya capa de la granulosa se convierte en una estructura

altamente vascularizada horas antes de la ovulacién (Van Voorhis, 1999)

(Fig. 4).

Primordial

Primario

Secundario

Terciario

Membrana basal

Preovulatorio Zona pelucida
Células de

la granulosa
Teca interna

Ovocito

Cumulus
oophorus

Fig. 4. Esquema que muestra los diferentes tipos de foliculos durante el
proceso de crecimiento folicular (tomado de Van Voorhis, 1999).
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Luteal

Luego de la ovulacion, el foliculo dominante se reorganiza para convertirse
en el cuerpo luteo. Después de la ruptura folicular los capilares vy
fibroblastos del estroma circundante proliferan y penetran en la membrana
basal. Simultaneamente en las células de la granulosa se presentan
cambios morfoldégicos colectivos conocidos como luteinizacion. Estas
células, junto con las células tecointersticiales circundantes y la invasion
por la vasculatura se entremezclan para originar el cuerpo lateo. Esta
glandula enddécrina es la mayor fuente de hormonas esteroides sexuales
secretadas por el ovario en la fase postovultoria del ciclo (Yeh y Adashi,
2001).

Intersticial

El origen de las células que conforman el compartimiento intersticial es
heterogéneo. Se han identificado cuatro clases de células intersticiales
(Yeh y Adashi, 2001).

- Intersticiales primarias: Es una poblacién celular transitoria, se
encuentran hasta la semana 20 en el compartimento medular del ovario
fetal. Son morfolégicamente similares a las células fetales de Leydig y

carecen de capacidad esteroidogénica.

- Tecointersticiales: Presentes en todos los foliculos en desarrollo, son
responsables de la sintesis de andrégenos necesarios para el

mantenimiento de los foliculos en crecimiento y el proceso de atresia.

- Intersticiales secundarias: Células hipertrofiadas de la teca interna que
sobreviven al proceso de atresia, se asientan en la region del foliculo

antiguo pero permanecen funcional y estructuralmente intactas.
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- Hiliares-intersticiales: Situadas en el hilio ovarico en relacion con
estructuras vasculonerviosas, son indistinguibles de las células de Leydig.
Poseen estructuras cristaloides hexagonales (cristales de Reinke) vy alta
capacidad secretora de andrégenos, que se manifiesta particularmente en

la pubertad, embarazo y menopausia.

Las funciones ovaricas, entre ellas la ovulacion, dependen de una compleja
sucesion de fendmenos endoécrinos en los que participan el hipotalamo, la
hipoéfisis y el propio ovario. En el hipotalamo se encuentran ubicadas las
neuronas que secretan la GnRH, misma que al ser liberada hacia la
hipofisis induce la sintesis y liberacion de la FSH y la LH. La FSH estimula
el crecimiento y la maduracion de los foliculos en el ovario (Fawcett, 1995;
Guyton y Hall, 1998).

A su vez los foliculos en desarrollo secretan estrogenos por influencia de la
FSH, ambas hormonas promueven la aparicion de receptores a LH. La
cantidad creciente de estrégenos, mas el aumento de la LH, inducen en el
foliculo la proliferacion de las células tecales (Fawcett, 1995; Guyton y
Hall, 1998).

Conforme el foliculo crece, secreta cantidades cada vez mayores de
estrogenos. Los estrégenos ejercen sus efectos a diferentes niveles. En el
eje hipotalamo-hipofisario, las concentraciones elevadas de estrégeno a
mitad del ciclo ovéarico, estimulan la sintesis y liberacion de FSH y LH
mediante un efecto de retroalimentacion positiva. En el ovario, promueve
el desarrollo continuo del propio foliculo y del ovocito primario que

contiene (Fawcett, 1995; Audesirk y Audesirk, 1997; Guyton y Hall, 1998)
(Fig. 5).

10
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FSH IH E,

Fig. 5. Regulacién del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario. P4 (progesterona),
E, (estradiol) (modificado de Audesirk y Audesirk, 1997).
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El incremento en la secrecion de LH promueve la maduracion final del

foliculo e induce la ovulacién. Tras la expulsién del ovocito las células de la

granulosa y de la teca se convierten en células luteinicas o cuerpo luteo,

mismo que secreta tanto estrégenos como progesterona. La combinacion

de estas dos hormonas inhibe al hipotalamo y a la hipofisis desactivando la

elevada liberacion de FSH y LH,
foliculos (Guyton y Hall, 1998; Fawcett, 1995) (Fig. 6).

Concentraciéon de la

Concentracion de la

hormona

hormona

HORAMONAS
HIFOFEIRIARIAR

OvARID

o L ma

v |-|.-uI|'||f {Telyl

ol banilcy @n clesarralic

. -;:r{?ﬁ r‘? @

HOMMORNLE
OVARICAS

e T Ty

14
Dia del ciclo menstrual

ey borlgds

f_:}

I1I

lo que impide el desarrollo de mas

FSH y LH inician el
desarrollo de los
foliculos.

Foliculos en desarrollo
El foliculo secreta
cantidades altas de
estrégenos.

Los estréogenos
estimulan tanto al
hipotalamo como a la
hipofisis lo que ocasiona
una elevacion brusca en
la liberacion de FSH y
LH.

Ovulacion.

El cuerpo lateo secreta
estrogenos y
progesterona.
Inhibiciéon de la
liberacion de las
gonadotropinas.

El cuerpo lateo se
reabsorbe.

Las concentraciones de
estrégenos y
progesterona decaen.

Fig. 6. Control hormonal del crecimiento folicular y la ovulacion durante el
ciclo menstrual (tomado de Audesirk y Audesirk, 1997).
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Cuando el 6vulo no es fecundado, el cuerpo lateo involuciona y a falta de
éste, las concentraciones de progesterona, estrogenos e inhibina declinan
dejando de ejercer su efecto inhibitorio sobre el hipotalamo y la hipofisis y
por tanto la liberacion de GnRH, FSH y LH se incrementa, lo que promueve
el desarrollo de un nuevo conjunto de foliculos e inicia un nuevo ciclo
ovarico (Fawcett, 1995; Audesirk y Audesirk, 1997; Miller y Leavell, 2001;
Vander vy col., 2001).

En el ovario ocurre un proceso normal de degeneracion folicular llamado
atresia, en el cual se eliminan del ovario todos aquellos foliculos que,
habiendo iniciado el proceso de crecimiento y diferenciacion, no llegan a
ovular (Dominguez y col., 1991). La integridad del complejo folicular
depende del ovocito intacto. A medida que el ovocito degenera muestra
cambios en su morfologia, los demas componentes foliculares también
degeneran. En estados iniciales se observa un nucleo picndotico en algunas
células de la granulosa, especialmente en las que estan en contacto con el
antro. Las células de la teca que estan afuera de la membrana basal de los
foliculos atrésicos se hipertrofian, lo que se conoce también como
luteinizacion tecal. Se cree que estas células forman parte de la poblacion
de las células intersticiales y son morfolégicamente indiferenciables de

otras células del estroma (Oliver y col., 1999; Yeh y Adashi, 2001).

Si bien los mecanismos exactos involucrados en la atresia de los foliculos

son aun inciertos, se han descrito varios factores promotores de este

proceso como son la GnRH, la interleucina 6 y el factor de necrosis
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tumoral-a, entre otros. No obstante la mayoria de la informacion implica a
los androgenos derivados de las células tecointersticiales (Yeh y Adashi,
2001). Por este mecanismo la cantidad finita de ovocitos decae a lo largo
de la vida. Se ha descrito en el ovario de los mamiferos que mas del 99%
de los foliculos se vuelven atrésicos por lo que solo el 1% de los foliculos

ovulan (Oliver y col., 1999).

En el ovario se lleva a cabo la sintesis de esteroides a partir del colesterol
extracelular. El primer paso en esta biosintesis es la conversion de
colesterol a pregnenolona que se desencadena, en las células de la teca,
por la union de la LH a su receptor y por la activacion de la enzima
citocromo Pgsoscc. En los foliculos la pregnenolona es el intermediario
comun en la produccion de todas las clases de hormonas esteroides. A
partir de este paso la esteroidogénesis puede seguir dos esquemas
biosintéticos. La via A°, es la principal ruta de sintesis de estrégenos y se
lleva a cabo predominantemente en los foliculos terciarios. La otra via es
la cominmente llamada A* y ocurre en el cuerpo lateo (Felig y col., 1981;

Dominguez y col., 1991).

En la via A® la pregnenolona es modificada por la enzima 17a-hidroxilasa
y transformada a 17-hidroxipregnenolona, ésta por accion de la enzima
17-20 desmolasa se convierte en dihidroepiandrosterona (DHEA) que a su
vez es transformada en androstenediona por accion de las enzimas 3f-
hidroxiesteriode deshidrogenasa y A4-5 isomerasa (Felig y col., 1981;

O’Malley y Strott, 2001).
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En la ruta A* la pregnenolona se convierte en progesterona mediante las
enzimas 3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa y A4-5 isomerasa. La
progesterona por la accion de la 17a-hidroxilasa es transformada en 17-
hidroxiprogesterona que a su vez, es convertida en androstenediona por la

17-20 desmolasa (Felig y col., 1981; O’'Malley y Strott, 2001).

Las células de la teca de los foliculos secundarios poseen receptores a LH.
En este tipo celular, se lleva a cabo la biosintesis de esteroides desde
colesterol hasta androstenediona la cual se difunde a las células de la
granulosa y ahi la androstenediona es convertida a estrona por la
intervencion del complejo enzimatico aromatasa y posteriormente a
estradiol bajo la influencia de la FSH y de la enzima 17p-hidroxiesteroide

deshidrogenasa (Felig y col., 1981; O’Malley y Strott, 2001) (Fig. 7).

Finalmente, ambas rutas culminan con la sintesis de estrogenos, la
androstenediona es convertida a testosterona por la 17-ceto-reductasa o a
estrona por el complejo P450 aromatasa. Tanto la testosterona como la
estrona pueden convertirse en 17 p-estradiol por intermedio de las
enzimas aromatasa y la 17-ceto-reductasa respectivamente (O’Malley y

Strott, 2001).
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CELULA DE LA TECA
/ \
ATP AMPC Colesterol 3p-Hidroxiesteroide

deshidrogenasa

Pregnenolona ——  Progesterona
17a-Hidroxilasa

17-Hidroxipregnenolona ——— 17-Hidroxiprogesteron;

=74

Ci7-20 liasa
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CELULA DE LA GRANULOSA

Fig. 7. Esquema que muestra la biosintesis de hormonas esteroides en el
ovario (modificado de Gore-Langton y Amstrong, 1994).
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I11. Ciclo estral de la rata.

La palabra estro significa calor, celo, estimulo o frenesi y define al periodo
de maxima receptividad en la hembra. Los prefijos an, pro, di y meta son
utilizados en el sufijo estro para describir los diferentes eventos que
ocurren entre estro y estro de cada ciclo, de ahi el nombre de ciclo estral.
En la rata, el ciclo estral tiene una duracion de cuatro o cinco dias. Las

fases en que se divide son (Freeman, 1994):

e Anestro describe el periodo de no-reproduccion o periodo de descanso
en los mamiferos.

e Proestro, estd caracterizado como el tiempo en el cual el animal se
aproxima al celo, dura aproximadamente de 12 a 14 horas. La vagina
presenta una predominancia de células epiteliales redondeadas y
nucleadas. Ocasionalmente se encuentran unas pocas células
escamadas en las cuales no es observable el ndcleo.

o Estro, periodo en el cual la hembra es receptiva al macho y tiene una
duracion aproximada de 25 a 27 horas. Las células dominantes son
anucleadas en forma de escamas.

e« Metaestro o también llamado diestro, dura de seis a ocho horas. La
citologia vaginal presenta numerosos leucocitos que aparecen con un
nuamero significativo de células nucleadas.

o Diestro, es la fase mas larga del ciclo con una duracion de alrededor de
55 a 57 horas. El tipo de células que predominan en un frotis vaginal
son en su mayoria leucocitos. En este periodo se prepara el tracto
reproductivo para recibir al 6vulo, si éste no es fertilizado, el ciclo se

inicia nuevamente.
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V. Caracteristicas morfofuncionales del timo.

El timo de los mamiferos es un érgano constituido por dos l6bulos que se
encuentran unidos en la parte media por tejido conectivo, se localiza en la
parte superior de la cavidad toréacica, detras del esternon por encima del
corazon y de los grandes vasos sanguineos. El timo es el 6rgano linfoide
primario donde se producen y maduran los linfocitos T por intermedio de
las diversas hormonas que sintetiza (Fawcett, 1995; Geneser, 2000, Roitt

y col., 2000) (Fig. 8).

Tiroides

Traquea

Pulmoén
Pericardio

Corazon

Fig. 8. Esquema que muestra la localizacion anatomica del timo en la rata.
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El timo se origina a partir del tercer par de bolsas faringeas como
primordios pares a cada lado de la linea media. Los esbozos timicos
después de crecer en longitud y medialmente adquieren una envoltura
mesenquimatosa comun. Ambos I6bulos del timo estan rodeados por una
delgada capsula de tejido conectivo que esta subdividido en numerosos
tabiques que se extienden desde la capsula hacia el interior del 6érgano y
dividen cada uno de los l6ébulos en numerosos lobulillos (Fawcett, 1995;

Geneser, 2000).

Cada Iobulo se divide en una zona obscura llamada corteza, rica en células
provenientes de la médula 6sea llamadas prelinfocitos o timocitos
(linfocitos T inmaduros) y una zona mas clara o médula con una menor
poblaciéon de timocitos. La corteza y la médula estan entretejidas por un
estroma laxo compuesto por células epiteliales dispuestas en forma de red
por lo que se les denomina reticulo-epiteliales, su aspecto es muy variable
ya que en la corteza presentan grandes prolongaciones en forma de
estrella, mientras que en la médula hay una mayor densidad celular con
prolongaciones mas pequefias. En la médula se encuentran también
células epiteliales ordenadas concéntricamente formando los corpusculos

de Hassall (Fawcett, 1995; Geneser, 2000) (Fig. 9).
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Corteza

Cépsula

Células reticulo-epiteliales

Corpiisculo de Hassall

Linfocitos

Fig. 9. Esquema que muestra la histologia del timo y su organizacion
cortico-medular (tomado de Bellanti, 1987).
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El timo experimenta una involucién a lo largo del tiempo. La atrofia
comienza en el momento de la pubertad y prosigue a lo largo de la vida
del individuo. La involucion se inicia en la corteza, que puede llegar a
desaparecer totalmente, aunque persistan restos medulares (Fig. 10). La
atrofia de la corteza esta involucrada con la sensibilidad de los timocitos a

los esteroides (Roitt y col., 2000).

Peso (g)
= SRR
Recien nacido
GRASA :
n

Y

468W0 S5 1 15 20 25 30 35 40 45 50 S§s & &5 7o 75 &0

Prenatal
(meses)

Edad

(afios)

Fig. 10. Gréafico que representa los cambios que ocurren en el timo
durante su involucion (tomado de Bellanti, 1987).

El timo es una glandula enddcrina. Relegado antes a una estructura de
poca importancia, ahora se sabe que es el 6rgano primario de la
hematopoyesis y cuya funcidon enddcrina, dentro del sistema inmunitario

es esencial (Anthony y Thibodeau, 1987; Guyton y Hall, 1998).
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Las células reticulo-epiteliales del timo secretan una serie de hormonas
polipeptidicas denominadas timosinas: la timosina fraccion 5 que es una
familia de péptidos con actividad bioldgica, la timopoyetina, el factor timico

humoral y la timulina entre otras (Goldstein y col., 1981).

V. Timulina.

La timulina o factor timico del suero es un nonapéptido (pyro-Glu—Ala—
Lys—Ser—GIn—-Gly—Gly—Ser—Asn—OH) con un peso aproximado de 857
g/mol que a diferencia de otras timosinas es sintetizada exclusivamente
por las células reticulo-epiteliales del timo. Tiene una gran variedad de
efectos sobre los linfocitos T, incidiendo principalmente en su maduracion,
diferenciacion y funcion (Bach y col., 1977; Pléau y col., 1977; Jambon y

col., 1981; Pléau y col., 1981).

La funcion bioldgica de la timulina depende de su asociacion con el i6n Zn.
Diferentes estudios han mostrado que la timulina participa en el control de
enfermedades autoinmunes, tal es el caso de los pacientes con lupus
eritematoso, donde el tratamiento con timulina es capaz de modular la
liberacion de citosinas por células mononucleares en sangre periférica.
Ademas, la timulina ayuda a la maduracion de los linfocitos T circulantes
activando segundos mensajeros como el monofosfato de adenosin ciclico
(AMPc) y el monofosfato de guanosin ciclico (GMPc) y en linfocitos
maduros estimula la sintesis de prostaglandina E2 (Rinaldi-Garaci y col.,

1985; Safieh-Garaberian y col., 1993).
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V1. Relaciones funcionales entre el timo y el sistema reproductor.

En diversos estudios se ha mostrado la existencia de una relacion funcional
bidireccional entre el timo y el sistema reproductor. En el raton, la
timectomia realizada a los tres dias de edad (Tx-3) resulta en disgénesis
ovarica en la etapa adulta, condicion caracterizada por la ausencia de
foliculos y cuerpos lateos, infiltracion de linfocitos en el ovario e infertilidad
(Nishizuka y Sakakura, 1969; Michael, 1983). En estos ratones, el injerto
de timo previene la disgénesis ovarica, normalizando la funciéon enddcrina

de los ovarios (Sakakura y Nishizuka, 1972).

Se ha descrito que el ratbn mutante congénitamente atimico y alopécico
(nude), presenta reducciobn en la poblacion folicular y en las
concentraciones plasmaticas de gonadotropinas y esteroides sexuales,
aunado a un retraso en el inicio de la pubertad e infertilidad (Lintern-
Moore y Pantelouris, 1975; Rebar y col., 1981). Rebar y col. (1980)
mostraron en este mutante que el trasplante de timo al nacimiento

previene las bajas concentraciones de gonadotropinas.

Hinojosa (1994) observa en los ratones desnudos—hipotimicos que se
caracterizan por presentar menor crecimiento de los ovarios durante el
desarrollo prepuberal, que el injerto de un timo normal al nacimiento

estimula el crecimiento de los ovarios.

En el raton, la timectomia realizada al dia diez de edad provoca un retraso
en la edad de la apertura vaginal, aunado a bajas concentraciones de
estradiol en suero. La inyeccion diaria de timulina inmediatamente después

de la timectomia, restablece las concentraciones de estradiol y el inicio de
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la pubertad, por lo que la presencia del timo después del periodo neonatal
es necesaria en el desarrollo y funcionamiento normal del ovario (Garcia y
col., 2000).

Por otra parte se ha mencionado que las células reticulo-epiteliales del
timo producen un factor peptidico que inhibe la esteroidogénesis
estimulada por la gonadotropina corionica humana (hCG) en los cultivos de
células del ovario de rata. También se ha mostrado que este péptido
potencia los efectos de la GnRH sobre la secrecidon de gonadotropinas por

la hipo6fisis de rata (Aguilera y Romano, 1989; Mendoza y col., 1995).

Estudios en los que se utiliza el cultivo de adenohipéfisis de rata macho,
muestran que la timulina es capaz de estimular la secrecion espontanea de
LH, a concentraciones similares a las provocadas por GnRH (Zaidi y col.,
1988; Hadley y col., 1997). Andlogo a estos efectos pero con
adenohipodfisis de rata hembra, la timulina también estimula la secreciéon
de ambas gonadotropinas y al estar presente GnRH el efecto se potencia
(Brown y col., 2000).

En estudios realizados en nuestro laboratorio mostramos que la timulina
adicionada al cultivo de células de adenohipdfisis de rata hembra, modifica
la liberaciéon de gonadotropinas en funcién del dia del ciclo estral (Hinojosa
y col., 2004) y que este efecto es modulado por los esteroides sexuales
(Hinojosa y col., 2003).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos autores sefialan en estudios realizados con células
adenohipofisarias en cultivo, que la timulina es capaz de estimular la
liberacibn de una o ambas gonadotropinas. Estudios recientes de
nuestro laboratorio muestran que la liberaciéon de FSH y LH en respuesta
a la timulina en presencia o no de la GnRH, es diferente si las células
adenohipofisarias provienen de ratas sacrificadas en cada uno de los
dias del ciclo estral e incubadas durante tiempos cortos, lo que indica
que esta respuesta depende del ambiente hormonal del donador. Con
base en lo anterior se decidié analizar si las diferencias en los efectos de
la timulina a lo largo del ciclo estral de la rata se mantienen después de
un periodo prolongado de preincubacién y si las concentraciones de
esteroides sexuales, caracteristicas de los machos, regulan de manera
diferencial la sensibilidad de las células adenohipofisarias a la accién de

la timulina.
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HIPOTESIS

En las células adenohipofisarias de la rata hembra cultivadas por
tiempos cortos, la timulina modula la liberacion de las gonadotropinas
dependiendo del dia del ciclo estral, por lo que dichos efectos se
mantendran independientemente del tiempo de incubacion. El cambio en
el ambiente hormonal de las células de la hembra por el predeterminado
por los esteroides sexuales de la rata macho también modificara los

efectos de la timulina.
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OBJETIVOS

» Analizar si la liberaciéon basal y estimulada por GnRH de las células

adenohipofisarias esta en funcion del tiempo de incubacién.

» Estudiar la accion de la timulina en las células adenohipofisarias en

cada dia del ciclo estral sobre la liberacion de FSH y LH.

» Analizar si la respuesta de las células adenohipofisarias a timulina
sobre la liberacibn de FSH y LH es modificada por las
concentraciones de esteroides sexuales caracteristicas de los

machos.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas hembra adultas (tres meses de edad) de la cepa
Wistar obtenidas del bioterio de la FES Zaragoza, UNAM. Los animales
se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (21 =2
°C), humedad (43-47%), fotoperiodo de 14 h luz-10 h obscuridad (luces
encendidas de 5:00 a 19:00 h) y con libre acceso al agua y al alimento.
El ciclo estral de los animales fue monitoreado mediante la toma diaria
de frotis vaginales. Sélo las ratas que mostraron dos ciclos consecutivos
de cuatro dias de duracion se utilizaron en aquellos experimentos que

asi lo indiquen.

Cultivo en monocapa de células de adenohipofisis

Los animales se sacrificaron por decapitacion entre las 9:00 y 10:00 h.
Inmediatamente después, las hipofisis se extrajeron bajo condiciones
asépticas y se colocaron en un matraz que contenia solucidon salina
(NaCl 0.9%) libre de Ca'™ y Mg"". Posteriormente las hipdfisis se
llevaron a la campana de flujo laminar, donde se realizaron nueve
lavados con solucion salina (por cada tres lavados se utilizé6 un matraz
estéril). Todas las hipéfisis se depositaron en una caja de Petri para
separar la adenohipdfisis de la neurohipdéfisis, dividiendo a la primera en
pequefios fragmentos. Los segmentos de hipéfisis anterior se
depositaron en un matraz con tripsina al 0.25% (GIBCO BRL, Grand
Island, NY, USA) y se incubaron durante 15 min a 37 °C en bafo Maria
con agitacion moderada. Pasado este tiempo, se elimino el exceso de

tripsina.
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El tejido se resuspendié en medio de cultivo Dulbecco”s Modified Eagle
Medium (DMEM, GIBCO), suplementado con suero fetal de bovino al
10% v/v (GIBCO), antibidtico al 1% v/v (penicilina 10,000 U/ml y
estreptomicina 10 mg/ml, GIBCO), glucosa al 0.1%, carbén activado
(Merk, México) y ajustando el pH a 7.6. La disgregacion celular se
realiz6 deslizando repetidas veces los fragmentos de adenohipofisis a lo
largo de una pipeta de 10 ml. Se efectud el conteo celular para llevar el
medio-células a un volumen final que contenia 1x10° células/ml. Las
células se sembraron en cajas de cultivo, calidad cultivo de tejidos
(Nalgen Nunc International, Rochester, NY, USA). Los -cultivos se
incubaron a 37 °C en una atmdsfera humeda y saturada con 95% de
aire y 5% de CO,. Estas condiciones se mantuvieron por 24 h tras las
cuales se realizd6 un cambio de medio por medio fresco y los cultivos se
reincubaron por 24 h mas. Finalizado este tiempo se realiz6 otro cambio

de medio por medio fresco. Completando asi 48 h de preincubacion.
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DISENO EXPERIMENTAL

Estudio de la liberacion basal y estimulada de FSH y LH por las
células de adenohipodfisis de ratas sacrificadas en cada dia del

ciclo estral.

Para conocer si las diferencias observadas a lo largo del ciclo estral en la
respuesta in vitro de las células de adenohipdfisis en la liberaciéon basal
y estimulada con GnRH de FSH y LH, se conservan después de 48 h de
incubacioén, se utilizaron animales que fueron sacrificados en diestro 1
(D1), diestro 2 (D2), proestro (P) o estro (E). Las células
adenohipofisarias de todos los grupos experimentales, se preincubaron
por 48 h y al cambio de medio por medio fresco se trataron o no con
GnRH (107° M) (Sigma, Chemical Co., St. Louis, Mo, USA) y se incubaron
por tres horas, tras lo cuales se colecté el medio y se almacend a —20

°C (Fig. 11).

Efectos de la timulina, GnRH o timulina y GnRH sobre Ila
liberaciobn de FSH y LH por las células de adenohipodfisis

obtenidas de ratas sacrificadas en cada dia del ciclo estral.

Con el objeto de analizar si los efectos diferenciales que tiene la timulina
en cada dia del ciclo estral, sobre la liberacibn de FSH y LH se
conservan después de un tiempo prolongado de incubacién, se utilizaron
grupos de animales que se sacrificaron en D1, D2, P o E. Las células

adenohipofisarias de todos los grupos experimentales, se preincubaron
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por 48 h y al cambio de medio por medio fresco se trataron con GnRH
(10° M) o con timulina (100 ng/ml) (Sigma) o con GnRH+timulina. Las
células se incubaron por tres horas mas, tras lo cuales se colectd el

medio y se almacené a —20 °C (Fig. 11).

Efectos de la timulina sobre la liberacion de FSH y LH por las
células adenohipofisarias pretratadas con progesterona vy
testosterona en las concentraciones caracteristicas de los

machos.

Con la finalidad de analizar la participacion de los esteroides sexuales y
del sexo del donador sobre los efectos de la timulina en la liberacion de
gonadotropinas por las células de adenohipéfisis, se decidié utilizar
células adenohipofisarias de animales en cualquier dia del ciclo estral las
cuales se preincubaran por 24 h y posteriormente, los cultivos se
dividieron en grupo basal, al cual no se le adicion6é nada y en grupos
tratados con progesterona (2 ng/ml) (Sigma) o testosterona (3 ug/ml)
(Sigma) (Hinojosa, 2006). Ademas se contdé con un grupo al cual se le
adiciond alcohol etilico (EtOH) al 1% (Merck, KGaA, Darmstadt,
Germany) por ser el vehiculo en el que se disuelven los esteroides.
Estos cultivos se reincubaron por 24 h, al termino de las cuales se
cambiara el medio por medio fresco y cada grupo se sometié a los
siguientes tratamientos: testigo, GnRH (107° M), timulina (100 ng/ml) y
GnRH+timulina los que se incubaron por 3 h. Finalizado este tiempo, se

colect6 el medio y se almacend a —20 °C (Fig. 12).
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Para cada experimento se realizaron tres ensayos por triplicado.

Radioinmunoanalisis

La cuantificaciéon de las concentraciones de FSH y LH se realizé en todas
las muestras de medio de cultivo por la técnica de RIA de doble
anticuerpo. Las evaluaciones se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Hormonas Esteroides del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricion “Salvador Zubiran”.

Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron de 8% y 10.6
para FSH y de 5.1% y 12% para LH y la sensibilidad fue de 0.1ng/ml.
Todas las muestras fueron evaluadas por duplicado y los resultados se
expresaron como los estandares internacionales de referencia NIADDK

RP-2 para FSH y RP-3 para LH.
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Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media + e.e.m. Las comparaciones de
los grupos experimentales se realizaron por la prueba de Kruskal-Wallis,
seguida por la prueba de comparaciones multiples de Dunn. En los casos
en los que se compararon pares de datos se utilizdé la prueba de “U” de
Mann-Whitney. Soélo se consideraron como significativos los resultados

cuya probabilidad fue igual o menor al 5%.

31



Disefio experimental

Ratas hembrade la cepa Wistar
Sacrificadas a las 10 h en cualquier en:

Diestro 1 Diestro 2 Proestro Estro

Obtencion de
adenohipofisis

Disgregacion

celular
Basal Basal Basal Basal
T
R
Timulina Timulina Timulina Timulina A
T
A
M
|
E
GnRH GnRH GnRH GnRH N
T
(e}
S
GnRH+ GnRH+ GnRH+ GnRH+
Timulina Timulina Timulina Timulina

Reincubacién por 3 h

Tres ensayos
Recuperacién de medio por triplicado
Medicion de FSHy LH por RIA

Fig. 11. Diagrama de los grupos experimentales en los que se utilizaron
ratas sacrificadas en cada dia del ciclo estral.
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Ratas hembra de la cepa Wistar
Sacrificadas a las 10 h en cualquier dia del ciclo estral

Obtencion de adenohipofisis
Disgregacion celular

Incubacion por 24 h

Basal EtOH P4 T
(2 ng/ml) (B pg/ml)
Reincubacion Reincubacion Reincubacion Reincubacion
por 24 h por 24 h por 24 h por 24 h
— Basal — Basal — Basal . Basal
—  Timulina —  Timulina —  Timulina I Timulina
— GnRH — GnRH —] GnRH — GnRH
— GnRH+ —|  GnRH+ —  GnNRH+ — GnRH+
Timulina Timulina Timulina Timulina

Reincubacion por 3 h

Tres ensayos
Recuperacion de medio por triplicado
Mediciéon de FSHy LH por RIA

Fig. 12. Diagrama de los grupos experimentales pretratados con
esteroides sexuales.
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RESULTADOS

1. Liberacién basal de FSH y LH por las células de adenohipdfisis de

ratas sacrificadas en cada dia del ciclo estral.

En los cultivos de adenohipdfisis de rata hembra que se sacrificaron en el
dia del proestro, se observd que la liberacion basal de FSH fue
significativamente mayor que la del diestro 1 y la liberacion basal de LH se
incrementd de manera significativa respecto al diestro 1 y 2. En los
animales sacrificados en estro, s6lo se presentd un incremento en las

concentraciones de LH respecto al diestro 1 (Fig. 13).

2. Respuesta de las células de adenohipofisis de ratas sacrificadas
en cada dia del ciclo estral a la estimulacion con GnRH sobre la

liberacion de FSH y LH.

En las células de adenohipodfisis provenientes de ratas en diestro 2 o estro
se observo un incremento significativo en la liberacion basal de FSH en
respuesta al tratamiento con GnRH, comparado con el diestro 1. En cuanto
a la liberacion de LH, el tratamiento con GnRH resultd en un aumento
significativo en todos los dias del ciclo estral respecto al diestro 1 (Fig.

14).
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a, p<0.05 vs. Diestro 1 (Prueba de Kruskal-Wallis seguida de Dunn)
b, p<0.05 vs. Diestro 2 (Prueba de Kruskal-Wallis seguida de Dunn)

Fig. 13. Liberacion basal de FSH y LH por las células de adenohipoéfisis de
ratas hembra adultas sacrificadas en diestro 1, diestro 2, proestro o estro
e incubadas por un total de 51 horas. Cada barra representa la media +
e.e.m.
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b, p<0.05 vs. Diestro 1 (Prueba de Kruskal-Wallis seguida de Dunn)

Fig. 14. Liberacion de FSH y LH por las células de adenohipdfisis de ratas
hembra adultas sacrificadas en diestro 1, diestro 2, proestro o estro e
incubadas por 48 horas y posteriormente tratadas con GnRH (10° M) por
tres horas. Cada barra representa la media + e.e.m.
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En la tabla 1 se muestra el analisis comparativo de la liberacion basal y
estimulada con GnRH de gonadotropinas en las células de adenohipodfisis.
Para FSH, el tratamiento con GnRH resultdo en un aumento significativo en
el diestro 2 y en el estro en comparacién con su respectiva concentracion
basal, en estos mismos dias la liberacion de LH no mostr6 cambios en
respuesta a la adiciéon de GnRH y se observé una disminucion en diestro 1

respecto a su basal.

Tabla 1. Media + e.e.m. de la liberacion basal de FSH y LH (ng/ml) por las
células de adenohipdfisis de rata hembra adulta sacrificadas en diestro 1,
diestro 2, proestro o estro, incubadas por 48 horas y posteriormente
tratadas o no con GnRH (10° M) por tres horas.

FSH (ng/ml) LH (ng/ml)
Grupos
Basal GnRH Basal GnRH
Diestro 1 58.1 6.4 62.1 7.6 24.7 £ 2.4 11.1+x1.1*

Diestro 2 64.9 + 7.9 99.5+3.6* | 344 +6.0 445 = 5.0
Proestro 87.6 2.1 74.5 44> | 75.6 9.9 64.7 + 10.6
Estro 77.1+46 |103.9+6.0* | 80.6 +x15.5 | 62.6 8.1

*p<0.01 vs. Basal correspondiente (Prueba de “U” de Mann-Whitney)

3. Efectos de la timulina sobre la liberacion de FSH y LH por las
células de adenohipdfisis en cultivo, obtenidas de ratas
sacrificadas en cada dia del ciclo estral.

La adicion de timulina a los cultivos de células de adenohipdfisis obtenidas
de ratas sacrificadas en el dia del diestro 2 resultd6 en un aumento
significativo de la liberaciéon basal de FSH, mientras que en el dia del
proestro se observé un decremento. En las células adenohipofisarias de
ratas en diestro 1 la adicion de timulina so6lo provocé un aumento

significativo en la liberacion basal de LH (Fig. 15).
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Fig. 15. Liberacién basal de FSH y LH por las células de adenohipdfisis de
ratas hembra adultas sacrificadas en diestro 1, diestro 2, proestro o estro
e incubadas por 48 horas y posteriormente tratadas o no con timulina (100
ng/ml) por tres horas. Cada barra representa la media = e.e.m.
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Cuando las células adenohipofisarias de ratas en diestro 2 se trataron con
GnRH+Timulina se observé un incremento significativo el la liberacion de
FSH al medio, respecto a las células que solo recibieron GnRH. En las
células provenientes de ratas en diestro 1, la adicion de GnRH+Timulina

disminuy6 significativamente la liberacion de LH (Fig. 16).

4. Efectos de la timulina sobre la liberacién de FSH y LH por las
células adenohipofisarias pretratadas con progesterona Yy

testosterona en las concentraciones caracteristicas de los machos.

Con el objeto de analizar si la timulina es capaz de modificar la liberacion
basal y estimulada de gonadotropinas por las células adenohipofisarias, se
utilizaron cultivos de adenohipdfisis de ratas hembra sacrificadas en
cualquier dia del ciclo estral, en los que se observé que la adicién de
timulina no modificé la secrecion basal de FSH, mientras que la de LH la
disminuyd. El tratamiento con GnRH+Timulina incrementé la liberacion de
ambas gonadotropinas en comparacion con las células estimuladas solo

con GnRH (Fig. 17).
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Fig. 16. Liberacion de FSH y LH por las células de adenohipéfisis de ratas
hembra adultas sacrificadas en diestro 1, diestro 2, proestro o estro e
incubadas por 48 horas y posteriormente tratadas con GnRH (10° M) o
GnRH+Timulina por tres horas. Cada barra representa la media = e.e.m.

40



Resultados

Sin GnRH
10 - 50 -
~ 81 A4OA T
£ £
g) 6A . T gSOA =
T 4 T 20 -
LL
2 10
0 0
Con GnRH
20 200 -
> x
2 15 L T 150 1 :
> £
< 109 21001
I
n T
L 5 - 50
0 0

[l Basal [] Timulina

*p<0.05 vs. Basal (Prueba de “U” de Mann Whitney)

Fig. 17. Efecto de la timulina (100 ng/ml) sobre la liberacion basal y
estimulada por GnRH de FSH y LH por las células de adenohipdfisis de
ratas hembra adultas sacrificadas independientemente del dia del ciclo
estral. Cada barra representa la media + e.e.m.
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En los cultivos, la administracion de GnRH incrementd de manera
significativa la liberacion basal de ambas gonadotropinas. Dado que el
etanol es el vehiculo de los esteroides, se analizé si este disolvente podria
tener efectos sobre la secrecion de gonadotropinas. En los cultivos de
células de adenohipdfisis pretratadas con etanol se observé que la
liberacion basal de LH se inhibié de manera significativa, lo que no ocurrio
con la liberacion de FSH, mientras que la adicion de etanol no interfirio

con la liberacion estimulada por GnRH en ambas gonadotropinas (Tabla 2).

Tabla 2. Media = e.e.m. de la liberacién de FSH y LH por las células de
adenohipodfisis de ratas hembra adultas sacrificadas independientemente
del dia del ciclo estral, preincubadas por 24 horas en presencia o ausencia
de etanol (EtOH 1%) y tratadas o no a las 48 horas con GnRH (10° M)
durante tres horas.

FSH (ng/ml) LH (ng/ml)
Grupos
Sin EtOH Con EtOH Sin EtOH Con EtOH
Basal 53+x0.2 52+0.3 37.0x+£ 25 269+ 1.0b
GnRH 13.6 £0.6 a 13.1 +05a |128.8+5.1a |117.1+8.1a

a, p<0.05 vs. Basal correspondiente (Prueba de “U” de Mann Whitney)
b, p<0.05 vs. Basal sin EtOH (Prueba de “U” de Mann Whitney)

Tomando en consideracion los resultados anteriores, se decidié utilizar los
cultivos tratados con etanol como grupo de comparacion para analizar la
participacion de los esteroides sexuales sobre los efectos de la timulina en

la liberacion de gonadotropinas por las células de adenohipdfisis.
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En las células de adenohipodfisis pretratadas con progesterona y tratadas o
no con GnRH, se observd un incremento significativo en la liberacion de
FSH respecto al grupo con etanol. En cuanto a la liberacion de LH, solo se
presentd una disminucion en las células pretratadas con progesterona.
Resultados similares se observaron en las células pretratadas con
testosterona para la liberacion de FSH, pero no asi para la liberacion de LH

(Fig. 18).

La administracion de timulina a las células adenohipofisarias que fueron
pretratadas con progesterona no modifico la liberacion de FSH y LH en
presencia o0 no de GnRH. En los cultivos de adenohipofisis que fueron
pretratados con testosterona, se presentd un incremento en la liberacion
de ambas gonadotropinas al adicionar timulina, efecto que no se observo

con los cultivos tratados con GnRH+Timulina (Fig. 19).
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Fig. 18. Efecto del pretratamiento con progesterona (2 ng/ml) o
testosterona (3 pg/ml) sobre la liberacion basal y estimulada por GnRH
(10° M) de FSH y LH por las células de adenohipoéfisis de ratas hembra
adultas. Cada barra representa la media = e.e.m.
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Fig. 19. Efectos de la adicién de timulina (100 ng/ml) sobre la liberacion
basal y estimulada por GnRH (10° M) de FSH y LH por las células de
hipofisis anterior pretratadas por 24 h con progesterona (2 ng/ml) o
testosterona (3 pg/ml) de ratas hembra adultas. Cada barra representa la
media = e.e.m.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que la timulina tiene un efecto
dual sobre la liberacion de gonadotropinas por las células de adenohipofisis
aun en tiempos largos de incubacion y que depende del dia del ciclo estral
en el que las ratas fueron sacrificadas. Ademas los esteroides sexuales, en
las concentraciones caracteristicas de la rata macho, son capaces de

modular los efectos de la timulina sobre la respuesta de las gonadotropos.

En estudios previos mostramos que las células de adenohipdfisis cultivadas
en suspension por una hora, presentan diferencias en la liberacion basal
de FSH y LH dependiendo del dia del ciclo estral en el que fueron
sacrificadas las ratas (Hinojosa y col., 2004). Diversos autores han
descrito el patron de secrecion de la FSH y LH en el suero de la rata a lo
largo del ciclo estral, en general la concentracion de ambas
gonadotropinas es relativamente baja en el dia del diestro 1 y diestro 2,
comienza a incrementarse hacia la manana del proestro y para la tarde de
éste la secrecion de ambas gonadotropinas alcanza su punto mas alto.
Finalmente a la mafiana del estro la concentracion de LH comienza a
decrecer y la de FSH muestra una nueva elevacion que declina hacia la
tarde del estro (Savoy-Moore y Schwartz, 1980; Freeman, 1994;
Dominguez-Gonzalez y col., 1998). Los resultados de este trabajo
confirman que la liberacion de las gonadotropinas por las células incubadas
por tiempos largos, semeja en parte el patron de secrecion descrito

anteriormente.

Cuando las células de adenohipdéfisis en cultivo se estimularon con GnRH,
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solo se observé un patron de secrecion similar al que ocurre in vivo
durante el ciclo estral para LH y no asi para FSH. Como se sabe, la
secrecion de las gonadotropinas depende de la frecuencia y amplitud de
los pulsos de GnRH, sin embargo se ha descrito que la liberacion de GnRH
es muy similar en todos los dias del ciclo estral excepto en el proestro,
donde se observa un incremento en la amplitud de los pulsos (Liu y
Jackson, 1984; Fox y Smith, 1985; Park y Ramirez, 1989). Es probable
que las diferencias observadas en la liberacion estimulada de ambas
gonadotropinas sea el resultado de la adiciéon de un solo pulso de GnRH
durante las tres horas de tratamiento. Otra posible explicacion seria que
las variaciones en el numero de receptores a GnRH que modulan la
respuesta de la hipofisis a lo largo del ciclo estral (Clayton y col., 1980;
Savoy-Moore y Schwartz, 1980), también estén involucradas en la
respuesta in vitro de las células de adenohipdfisis de animales sacrificados

en cada dia del ciclo estral.

Se ha mostrado que la administracion in vivo de GnRH puede inducir
incrementos de ambas gonadotropinas en la tarde del D2 (Sarkar y Fink,
1979). En este caso se observo una respuesta similar en la secrecion de
FSH y LH al adicionar un pulso de GnRH en animales en D2, lo que sugiere
que los receptores a GnRH en ese momento son funcionales (Sarkar y
Fink, 1979; Savoy-Moore y Schwartz, 1980). La inhibicion en la liberacion
de LH en células de animales en D1 en respuesta a GnRH podria estar
relacionada con el bajo numero de receptores y la menor capacidad de
union al decapéptido que caracterizan este dia del ciclo estral (Savoy-

Moore y Schwartz, 1980).
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Por otra parte existen evidencias que indican que la GnRH es capaz de
regular sus propios receptores. Bajas concentraciones de GnRH pueden
incrementar el nimero de sus receptores, asi como altas concentraciones
pueden reducirlo (Knobil, 1981). La concentracion de GnRH utilizada en
este trabajo ademas de ser la DEsp, también es la recomendada para
evaluar eventos fisiologicos (Liu y Jackson, 1984), lo que nos permite
sugerir que las diferencias observadas en la secrecidn estimulada de
gonadotropinas, se debe a las condiciones intrinsecas de las células mas

que a la concentracién de GnRH utilizada.

Si los receptores a GnRH estéan involucrados en las diferencias observadas
en cada dia del ciclo estral, es posible que la disminucidon en la respuesta
de las células de adenohipdfisis de animales sacrificados en proestro se
deba a la brusca disminucién de receptores en este dia, esto basado en el
hecho que el niumero de receptores a GnRH parece mantener una relacion
inversamente proporcional a la concentracion de gonadotropinas en suero

a lo largo del ciclo estral (Savoy-Moore y Schwartz, 1980).

Estudios recientes basados en técnicas de inmunohistoquimica han
mostrado la existencia de grupos de gonadotropos bihormonales vy
monohormonales en la hipdfisis de rata, algunos contienen tanto FSH
como LH, mientras que otros solo una de estas hormonas. Los mas
pequefios producen FSH o LH, mientras que los mas grandes secretan
ambas gonadotropinas o solo FSH. En la hipdfisis de la rata macho adulta,
alrededor del 70% de los gonadotropos contienen ambas gonadotropinas,
el 15% contiene solo FSH y el 15% contiene exclusivamente LH. La
distribuciobn de estas dos poblaciones no es fija, por el contrario, se

observan cambios dinamicos en el numero y la proporcion de los
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gonadotropos bihormonales y monohormonales luego de la castracion,
después de la administracion de GnRH y durante el estro de la rata. A la
fecha no se sabe si estos cambios reflejan la presencia de una reserva de
precursores de gonadotropos o la plasticidad de estas células (Halvorson y
Chin, 2001). No podemos descartar que esta variabilidad morfofuncional
de las células de la adenohipdfisis hace mas compleja la interpretacion de
los factores tanto estimulantes como inhibitorios involucrados con la

regulacion de sus funciones donde la timulina parece no ser la excepcion.

No obstante los cambios inherentes a las células de adenohipofisis como
son las subpoblaciones de gonadotropos y a los que se evidencian a lo
largo del ciclo estral, la accion de la timulina sobre los cultivos muestra
tanto efectos estimulantes como inhibitorios sobre la liberacion basal de
gonadotropinas, lo que indica que la timulina tiene un efecto dual que
depende del dia del ciclo estral. EI hecho que la respuesta de los
gonadotropos a timulina en algunos casos fue similar a la observada
cuando se tratan con GnRH, coincide con otros autores que describen que
esta timosina posee actividad liberadora de gonadotropinas sobre las
células de adenohipodfisis in vitro, ya sea bajo condiciones dinamicas o

estacionarias (Brown y col., 2000; Hinojosa y col., 2004).

El incremento observado en la liberacion de FSH en el diestro 2 en
respuesta a la combinaciéon de GnRH+Timulina, muestra que la timulina
tiene un efecto aditivo a los efectos estimulantes de GnRH como ya ha sido
descrito por Brown y col. (2000). Sin embargo nuestros resultados
muestran que la interaccion entre ambos péptidos depende del dia del
ciclo estral en el que se encontraban los animales al momento del

sacrificio. Esta interaccion también se observd en la liberaciéon de LH en el
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D1 donde al parecer la timulina es capaz de regular la respuesta de las
células de adenohipdfisis a la GnRH, probablemente acentuando la baja
capacidad de unién a su receptor que se presenta durante las primeras 12

h de este dia (Savoy-Moore y Schwartz, 1980)

Los resultados presentados en este trabajo al igual que los de Hadley y
col. (1997), Zaidi y col. (1988) y Brown y col. (2000) nos permiten sugerir
la existencia de receptores a timulina en la hipodfisis. Sin embargo, el
hecho que timulina module de manera diferencial la respuesta de los
gonadotropos en funcion del dia del ciclo estral y de la presencia de GnRH,
hace pensar que la timulina y GnRH utilizan la misma sefal de
transduccion (segundos mensajeros tales como el AMPc o GMPc) (Hadley y
col., 1997; Brown y col., 2000) pero los pasos de la sefializacion de ambos

péptidos serian diferentes.

Diversos autores han mostrado que la timulina es capaz de incrementar la
liberaciobn de gonadotropinas tanto en las células de adenohipdfisis de
hembra como de macho (Zaidi y col., 1988; Hadley y col., 1997; Brown y
col, 2000), sin embargo estudios previos del laboratorio (Hinojosa y col.,
2004 ; Hinojosa, 2006) indican que los efectos de timulina dependen del
sexo del donador y de las condiciones hormonales que prevalecen al
momento del sacrificio como es el dia del ciclo estral. El aporte de nuestros
resultados es la permanencia de las caracteristicas inherentes al ciclo
estral. Cabe destacar que uno de los factores en comudn en todos estos

eventos, es la influencia de los esteroides sexuales.

Por lo anterior, se decidi6 manipular el ambiente hormonal de las células

de adenohipdfisis obtenidas de hembras adultas en cualquier dia del ciclo
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estral, modificando el medio de cultivo y analizando, por una parte la
participacion de la timulina sola o en combinacion con GnRH y por otra si
dichos efectos estan en funcion de los esteroides sexuales en las

concentraciones caracteristicas de los machos.

Nuestros resultados muestran que la timulina decrece la secrecion basal de
LH de manera similar a lo observado en las adenohipéfisis de animales en
proestro, mientras que la secrecion estimulada de ambas gonadotropinas
se ve incrementada al adicionar timulina, efecto descrito previamente para
diestro y proestro. El hecho que el promedio de los valores obtenidos en
cada dia del ciclo estral no sean similares a la respuesta obtenida en este
modelo experimental, confirma la hipotesis de que los efectos de la
timulina sobre la secrecion de las gonadotropinas dependen del estado

hormonal de los animales al momento del sacrificio.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, coinciden con los
descritos por diversos autores, que muestran que la progesterona estimula
la liberacién espontanea e inducida por GnRH de FSH (Lagacé y col., 1980;
Drouin y Labrie, 1981). Sin embargo el efecto de la progesterona sobre la
liberacion basal de la LH resultd ser inhibitorio. Al respecto diversos
trabajos muestran que la progesterona puede ejercer efectos tanto
inhibitorios como estimulantes sobre la secreciobn in vivo de
gonadotropinas, que indican gue dependen de la presencia previa de
estradiol y del dia del ciclo estral del animal donador (Brownt-Grant y
Naftolin, 1972).

Se ha mostrado que la exposicion previa de las células de adenohipdfisis a

progesterona las hace menos responsivas a GnRH en la liberacion de LH
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(Pérez y Apfelbaum, 1992), sin embargo mantienen una liberacion
relativamente constante (Janovick y Conn, 1996). Este efecto podria estar
ocurriendo en nuestros cultivos, dada la semejanza en la liberaciéon

estimulada de LH de las células pretratadas o no con progesterona.

Otra posible explicacion a la falta de respuesta a GnRH en la liberacion de
LH en los cultivos pretratados con progesterona, puede ser la ausencia de
estradiol, debido a que este esteroide estimula los receptores a
progesterona y en cuyo caso la respuesta es un incremento en la liberaciéon
de LH (Cheon y col., 2000).

La variabilidad de los métodos utilizados y por lo tanto de los resultados
obtenidos en el estudio de los efectos de la progesterona llevan a
conclusiones diversas entre las que destacan que depende de la
concentracién de la propia progesterona; de la presencia, concentraciéon y
tiempo de exposicion al estradiol y de la concentraciéon y tipo de estimulo
con GnRH (pulsatil o agudo) (Lagacé y col., 1980; Drouin y Labrie, 1981).
Pérez y Apfelbaum (1992) sugieren que el significado fisiolégico de la
accion estimulante de la progesterona sobre la sintesis y secrecion de LH
seria definir la magnitud de la oleada preovulatoria en el dia del proestro y

cuya inhibicidn ya estaria a cargo de la dihidrotestosterona.

Cabe resaltar que nuestros resultados muestran que la hipéfisis obtenida
de la rata hembra es capaz de responder a una concentracion fisiolégica de
progesterona que es propia de la rata macho (2 ng/ml) y que es 25 veces
menor a la que esta normalmente expuesta la hipofisis de la hembra (50

ng/ml) (Hinojosa, 2006).
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En cuanto a la respuesta de las células de adenohipéfisis a testosterona,
Drouin y Labrie (1976) describen que el pretratamiento con este esteroide
por un periodo de 40 h incrementa la secrecion de FSH tanto basal como
estimulada por GnRH, mientras que la secrecion basal de LH no se
modifica pero es marcadamente inhibida cuando se estimula a las células
con GnRH. En nuestros cultivos, se observd una respuesta similar en la
secrecion de FSH pero no asi para la LH en la que no se presentaron
cambios en respuesta a GnRH. Los efectos de la testosterona sobre la
secrecion de las gonadotropinas parece ser especifica, ya que no se
presenta de la misma manera para FSH que para LH. Existen evidencias
que indican que en esta accion diferencial estan involucrados los
mecanismos que regulan tanto la liberacion como la sintesis de las
gonadotropinas. Al respecto se ha descrito que la testosterona incrementa
el contenido celular y la liberacion de FSH, mientras que para la LH se
inhibe la liberacién aunado a un incremento del contenido celular (Drouin y

Labrie, 1976).

Evaluaciones de la concentracion de ARNm para las subunidades a y p de
FSH y LH indican que la testosterona modula la biosintesis de
gonadotropinas regulando la expresiéon génica de estas subunidades,
donde nuevamente se observan dos efectos opuestos de testosterona
sobre el ARNmM de la FSHp, un efecto estimulante independiente de GnRH y
un efecto inhibitorio el cual esta relacionado con la accion de GnRH
(Winters y col., 1992). Estudios in vivo muestran que la testosterona
prolonga la vida media del ARNm de la FSHf pero no del ARNm de la LHB o
de la subunidad o (Paul y col., 1990). Retomando lo descrito por Pérez y
Apfelbaum, (1992), al parecer el papel fisiologico de los andrégenos sobre

la secrecion de LH por la hipdéfisis de la hembra podria ser limitar la oleada
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de LH en el dia del proestro, hecho que permite sugerir que es la
concentraciéon de testosterona caracteristica de los machos la responsable

de no evidenciar tal efecto.

Nuestros resultados al igual que los de otros autores (Drouin y Labrie,
1976; Denef y col., 1980) ratifican el hecho que la testosterona controla la
secrecion de FSH y LH al actuar directamente sobre la hipéfisis y que

dichos efectos son especificos para cada gonadotropina.

Cuando se les adiciond timulina a los cultivos previamente tratados con
progesterona, los efectos descritos anteriormente para este esteroide
(Lagacé y col., 1980; Pérez y Apfelbaum, 1992) se mantuvieron, lo que
indica que la timulina no interfiere con dichos efectos. El hecho que la
concentracion de FSH haya sido similar entre los cultivos pretratados con
progesterona y estimulados con GnRH sola o con timulina sugiere que el
esteroide tampoco confiere condiciones que favorezcan la accién de la
timulina sobre la secrecién de gonadotropinas. Los resultados de este
trabajo muestran que las concentraciones bajas de progesterona como las
presentes en los machos, bloquean el efecto estimulante de la timulina en

la secrecion de LH estimulada por GnRH.

El pretratamiento con testosterona permite que se manifieste un efecto
estimulante de la timulina sobre la liberacibn basal de ambas
gonadotropinas. Sin embargo la concentracion de FSH fue similar en los
cultivos pretratados con testosterona y estimulados con GnRH sola o con
timulina indicando que el esteroide no modifica la sensibilidad de los

gonadotropos a timulina.
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Hinojosa y col. (2003) mencionan que el pretratamiento con testosterona
(100 pg/ml) no modifica la secrecion basal de las gonadotropinas al
adicionar timulina, sin embargo potencia el efecto sinérgico que tiene la
timulina con la GnRH. Nuestros resultados indican que una concentracion

mayor de testosterona bloquea el efecto estimulante de la timulina.

En resumen, nuestros resultados muestran que los efectos de la timulina
sobre la secrecibn de gonadotropinas por la hipofisis, asi como la
sensibilidad que le confiere el esteroide al gonadotropo son diferentes

segun las concentraciones que caracterizan a cada sexo.

55



Conclusiones

CONCLUSIONES

o Las células de adenohipdfisis obtenidas de ratas sacrificadas en cada dia
del ciclo estral mantienen un patron de liberacion de gonadotropinas
similar a lo que ocurre in vivo aun después de tiempos largos de

incubacion.

» Los efectos de la timulina sobre la liberaciéon de FSH y LH por las células
de adenohipdfisis de ratas hembra dependen del estado hormonal de los

animales al momento del sacrificio.
e La timulina potencia el efecto de GnRH sobre la liberacion de FSH y LH

por las células adenohipofisarias, dependiendo del dia del ciclo estral o

del ambiente hormonal preestablecido por los esteroides sexuales.

o El efecto de timulina es regulado por los esteroides sexuales debido a

que sensibilizan de manera diferencial a los gonadotropos.
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