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Resumen

RESUMEN

La timulina es un péptido sintetizado exclusivamente en el timo y regula
la funcidon del eje hipotalamo-hipofisario, ya que adicionada a cultivos de
hipofisis de rata hembra o macho, incrementa la liberacién de FSH y LH.
Sin embargo en células de hipodfisis obtenidas de ratas en diferente dia
del ciclo estral, la timulina estimula o inhibe la liberacion de ambas
gonadotropinas. Lo anterior lleva a cuestionar el papel que juegan los
esteroides sexuales en dichos efectos, por lo que en este estudio se
analizé la participacion de la timulina en la liberacién de FSH y LH tanto
basal como estimulada por GnRH en células de adenohipdfisis de rata
macho pretratadas o no con esteroides sexuales en las concentraciones

mas altas presentes a lo largo del ciclo estral de la rata hembra.

Se utilizaron cultivos en monocapa de células de adenohipdfisis de rata
macho adulta. Las células se sometieron a diferentes tratamientos
hormonales durante tres horas. En el medio de cultivo se determinaron
las concentraciones de FSH y LH por radioinmunoanalisis. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en

ng/ml y como media £ e.e.m.

Con el objeto de evaluar los efectos de la timulina sobre la liberaciéon
basal y estimulada por GhnRH de ambas gonadotropinas, las células se
trataron con timulina (100 ng/ml), o GnRH (107!° M), o GnRH+timulina
o sin tratamiento (basal). Los resultados muestran que la timulina
incrementa la liberacién basal de LH (80.5+6.6 vs 132.0+13.3,
p<0.05).



Resumen

Otros cultivos fueron pretratados por 24 h con progesterona [P4] (50
ng/ml), testosterona [T] (100 ng/ml) o 17B-estradiol [E;] (100 pg/ml).
Los esteroides se eliminaron al cambio de medio por medio fresco y los
cultivos pretratados con cada uno de ellos se trataron con timulina o
GnRH o GnRH+timulina o sin tratamiento. La adicion de timulina
provocO que las células adenohipofisarias pretratadas con Py
disminuyeran la liberacién de LH respecto a las que sdélo estuvieron en
presencia del esteroide (121.5+16.5 vs 164.6+15.3, p<0.05). Cuando a
las células de adenohipdfisis pretratadas con P, o E,, se les adicion6
timulina y GnRH incrementaron la liberacion de LH (P4: 127.0+10.1 vs
189.5+20.7; E,: 139.8+9.1 vs 175.0£15.7, p<0.05).

Ninguno de los tratamientos realizados con timulina en las células de

adenohipdfisis de macho, modifico la liberacion de FSH.

En conclusiéon la timulina muestra actividad hipofisiotropica, regula de
manera diferencial la liberacién de FSH y LH, su accién depende de la
presencia de GnRH y de la sensibilidad que el esteroide le confiere al

gonadotropo.
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INTRODUCCION

Las funciones del sistema reproductivo requieren de la integracién
funcional entre elementos neurales, hormonales y neurohormonales
secretados por los diferentes componentes del eje hipotadlamo-hipofisis-
gonada. El timo es necesario para el funcionamiento de dicho eje, ya
gue la falta o atrofia de este dérgano esta relacionada con diversos
desordenes reproductivos. Algunos estudios se han centrado en
caracterizar la naturaleza quimica y bioldgica de los péptidos secretados
por el timo (Bach y col., 1984; Cruise y Lewis, 1995; Pléau y col., 1981;
Rebar y col., 1981c; Yen y col., 2001).

A la fecha se ha descrito un gran niumero de péptidos timicos, de los
cuales algunos ejercen su actividad hormonal sobre la funcion
reproductiva. La timulina es uno de estos péptidos, pero a diferencia de
otros, tiene la particularidad de ser sintetizado exclusivamente por las

células reticulo-epiteliales del timo (Hall y col., 1992).

Estudios realizados in vivo, muestran que la timulina regula la funcién
del eje hipotalamo-hipdfisis-gdnada interactuando con uno o mas de sus
componentes (Garcia y col., 2000, 2005). La accién de la timulina sobre
la liberacion de las gonadotropinas en cultivo de hipdfisis de rata
depende del ambiente hormonal del donador (Zaidi y col., 1988;
Hinojosa y col., 2004). Dentro de este contexto, se analizaron los
efectos de la timulina sobre las funciones de la adenohipdfisis de la rata
macho y el papel que juegan los esteroides sexuales en la regulacién de

estos efectos.
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MARCO TEORICO

. Eje hipotalamo-hipofisis-testiculo

Hipotalamo

El hipotalamo forma parte del diencéfalo, se localiza en la base del
cerebro por debajo del tdlamo, directamente sobre la hipdfisis y
medialmente limita al tercer ventriculo. Para su estudio al hipotalamo se
le divide longitudinalmente en tres regiones: anterior, medio y posterior.
La parte anterior estd superpuesta al quiasma O6ptico y comprende al
nucleo supraquiasmatico y el area predptica anterior. El tercio medio del
hipotalamo superpuesto al tallo hipofisario, contiene los nucleos
ventromedial, paraventricular, supradptico e infundibular. Finalmente, el
tercio posterior del hipotdlamo comprende los cuerpos mamilares y el
area hipotaldmica posterior (Noback, 1980; Nolte, 1994; Iversen y col.,
2001) (Fig. 1).

El hipotalamo es el area de control central especializada en la regulacién
homeostatica. Algunas neuronas del hipotalamo sintetizan factores
liberadores llamados neurohormonas, las cuales son transportadas por
los axones desde los cuerpos celulares hasta la eminencia media. De ahi
las neurohormonas pasan al sistema porta hipotalamo-hipofisario y son
llevadas hacia la hipdfisis. Los productos de secrecién hipotaldamicos
son: la hormona liberadora de la somatotropina (GRH), hormona
inhibidora de la hormona del crecimiento (GIH), el factor liberador de la
prolactina (PRF), la hormona inhibidora de la liberacién de prolactina

(PIH), el factor liberador de la tirotropina (TRF), la hormona liberadora



CMarce tedrico

de la corticotropina (CRH) vy la hormona liberadora de Ilas
gonadotropinas (GnRH) (Nolte, 1994; Iversen y col., 2001; Vander y
col., 2001).

Hipofisis

La hipofisis se ubica por debajo del hipotdlamo en una cavidad del hueso
esfenoides llamada silla turca. En la parte superior, la duramadre se
extiende sobre la silla y forma un diafragma sobre la misma, que
presenta un orificio en la parte media por el que pasa el tallo hipofisario.
La hipdfisis sintetiza varias hormonas vinculadas con la regulacion del
metabolismo, el crecimiento y la reproduccion. Tiene conexiones
nerviosas y vasculares con el cerebro, lo cual le proporciona un papel
clave en la interaccién de los sistemas nervioso y enddcrino (Fawcett,

2000; Geneser, 2000) (Fig. 1).

La hipdfisis esta conformada por dos regiones, la adenohipdfisis
constituida por un parénquima glandular rojizo de consistencia blanda y
otra mas pequefia o neurohipdfisis de coloracién blanca y mas firme
(Fig. 1). La adenohipdfisis se divide en tres porciones: la pars tuberalis,
la pars distalis y la pars intermedia. Las células glandulares de la pars
distalis se clasifican en células cromdfilas y croméfobas en funcién de su
avidez o falta de afinidad por los colorantes. En la hipdfisis del humano
se han identificado cinco tipos de células cromofilas, mediante pruebas
inmunohistoquimicas y microscopia electrénica (Geneser, 2000;
Ganong, 2004).
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Nucleo predptico

Nucleo supraquiasmatico
Nucleo paraventricular
Nucleo supradptico
Nucleo dorsomedial
Nucleo ventromedial
Nucleo infundibular

Area hipotaldmica posterior

fo ©9 N ey Gogn B B9 L=

Cuerpo mamilar
10. Adenohipdfisis
11. Neurohipdfisis
12. Tercer ventriculo

13. Talamo

Figura 1. Esquema que muestra la ubicacion anatémica de la hipdfisis y
el hipotdlamo con sus diferentes nucleos (tomado y modificado de
Iversen y col., 2001).



CMarce tedrico

1. Somatotropas. Son el tipo celular mas abundante del 16bulo anterior
(50%), secretan la hormona del crecimiento (GH) bajo el estimulo de la
GHRH. Su secrecién es suprimida por la GIH.

2. Mamotropas. Representan el 15% del total de las células de la
adenohipdfisis. Tienden a distribuirse en el I6bulo anterior. Bajo el
estimulo del PRF, secretan la hormona lactdgena llamada prolactina
(PRL). Esta ultima es inhibida por la PIH

3. Tirotropas. Se encuentran por lo general en la porcién anteromedial
del l16bulo anterior y constituyen alrededor del 10 al 15% de las células
de la adenohipdfisis. Secretan la hormona estimulante de la tiroides o
tirotropina (TSH), bajo el estimulo del TRF.

4. Corticotropas. Representan del 15% del total de las células de la
adenohipdfisis y estdan ampliamente distribuidas en la region
anteromedial de la pars distalis y unas pocas pueden invadir el I6bulo
posterior. Secretan adrenocorticotropina (ACTH) por estimulacion de la
CRH.

5. Gonadotropas. Componen alrededor del 10% de las células de la
hipofisis anterior. Son células redondeadas que se sitlan generalmente
junto a los sinusoides. Bajo el estimulo de la GnRH, secretan la hormona
estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH) que
regulan la maduracién de los gametos y la secrecién de los esteroides
sexuales, las que a su vez regulan la liberacion de ambas
gonadotropinas mediante un mecanismo de retroalimentacion inhibitorio
(Audesirk y Audesirk, 1997; Fawcett, 2000; Geneser, 2000; Vander y
col., 2001; Ganong, 2004).
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Testiculo

El testiculo es la gdnada de los machos. Sus funciones son la produccién
de gametos viables (espermatogénesis) y la sintesis de hormonas
sexuales (esteroidogénesis). Es un érgano glandular y pareado que se
halla situado en la bolsa testicular o escroto. Estd delimitado por una
capsula formada por tres capas: la tunica vaginal, que es la mas externa
y estd constituida de tejido epitelial; la tunica albuginea o capa
intermedia constituida de fibroblastos, haces de colageno y células del
musculo liso y la tunica vasculosa o capa interna, que en realidad es una
extension del tejido intersticial formada de vasos sanguineos y algunas
células de Leydig embebidas en tejido conjuntivo laxo. Estas ultimas son
células grandes, poligonales, con un gran nucleo redondo, se encuentran
en grupos pequefios muy irrigados por capilares y sintetizan
testosterona (Ninomiya y col., 1995; Geneser, 2000; Miller y Leavell,
2001; Yen y col., 2001) (Fig. 2).

De la tunica albuginea parten tabiques hacia la porcidon central del
testiculo que lo dividen en cavidades comunicadas entre si. En estas
cavidades se encuentran los tubulos seminiferos donde se lleva a cabo la
produccién de espermatozoides y contienen dos tipos de células: las
germinales y las de Sertoli. Estos tubulos se entretejen y se unen en
una red de conductos pequefios denominada red testicular (rete testis)
(Ninomiya y col., 1995; Miller y Leavell, 2001) (Fig. 2).

El control de las funciones de los testiculos se efectia mediante un
sistema de retroalimentacion inhibitoria entre las hormonas producidas

por los testiculos y las secretadas por el hipotalamo y la adenohipdfisis.
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Conducto
deferente

Conducto
eferente

Epididimo

Rete
testis

Escroto )
Testiculo

Tibulo
seminifero

Espermatides en
iferenciacion

CELULAS DE

CELULAS DE e

SERTOLI

TUBULO SEMINEFERO
(corte transversal)

Espermatozoides

Espermatacito

secundario Espermatocito

primario
Espermatogonia

Figura 2. Esquema que muestra la histologia del testiculo y del tubulo
seminifero (tomado y modificado de Audesirk y Audesirk, 1997).
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El hipotalamo sintetiza la GnRH y la secreta de manera pulsatil hacia la
hipofisis, que en respuesta a este estimulo secreta FSH y LH. En el
testiculo la LH actua sobre las células de Leydig y estimula la secrecion
de tres tipos de andrdgenos, testosterona, dihidrotestosterona y
androstenediona. El sistema se cierra cuando la testosterona inhibe la
secrecion de LH en la adenohipdfisis y la de GnRH en el hipotalamo
(Schumm, 1989; Ninomiya y col., 1995; Ganong, 2000, 2004) (Fig. 3).

La FSH actia sobre las células de Sertoli manteniendo un ritmo
constante en la produccién y maduracion de los espermatozoides,
proceso en el cual la testosterona es necesaria. La FSH también
promueve la produccién de proteina fijadora de andrégeno (ABP) y la
secrecion de inhibina, que actla directamente sobre la hipodfisis para
inhibir la secrecion de la FSH (Ninomiya y col., 1995; Guyton 1997,
Ganong 2000, 2004) (Fig. 3).

I1. Esteroidogénesis

Existen dos vias para la sintesis de esteroides:

1. Via de la pregnenolona. En las células de Leydig, los ésteres de
colesterol captados del plasma y los que son sintetizados in situ son
hidrolizados y transformados por una colesterasa a la forma de
colesterol libre. Posteriormente la enzima 20-22-desmolasa (Paso)
produce una ruptura en su cadena lateral convirtiéndolo en
pregnenolona, la cual es transformada inmediatamente a 17a-
hidroxipregnenolona por medio de la 17a-hidroxilasa (P-450¢17). La 17a-

hidroxipregnenolona sufre una ruptura de la cadena Ilateral del C-18
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HIPOTALAMO

HIPOFISIS

TESTICULO

(corte transversal de
tubulo seminifero)

Figura 3. Esquema que representa la regulacién del el eje hipotalamo-
hipofisis-testiculo (tomado y modificado de Audesirk y Audesirk 1997).
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mediante la 17,20-liasa formando dehidroepiandrosterona. Esta ultima
por accién de la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A*-isomerasa, se
convierte en androstenediona que a su vez y por intervencion de la 17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa, da lugar a la testosterona (Schumm,

1989; Ungar, 1989; Berne y Levy, 1992 a,b; Yen y col., 2001).

2. Via de la progesterona. A partir de la pregnenolona se forma la
progesterona mediante una reaccién catalizada por la enzima A°-3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa. Por medio de la 17-hidroxilasa/17,20
desmolasa la progesterona es transformada en 17-hidroxiprogesterona.
Esta ultima es transformada a androstenediona por accién de la 17,20-
liasa y finalmente la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa la transforma
en testosterona (Ungar, 1989; Berne y Levy, 1992 a,b; Yen y col.,
2001) (Fig. 4).

I111. Caracteristicas morfofuncionales del timo

El timo es un 6rgano bilobulado localizado en la parte superior del torax,
por detras del esterndn, a lo largo de la tradquea y abajo de la salida de
los grandes vasos del corazén. Se extiende desde la base del cuello
hasta el saco pericardico. Su vascularizacién procede de las arterias
tiroideas superior e inferior (Fawcett, 2000; Geneser, 2000; Miller y

Leavell, 2001) (Fig. 5).

10
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Colesterol

20,22 desmolasa
(P-450scc)

3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa

Pregnenolona Progesterona

1 7a-hidroxi/asal 17a-hidroxilasa

3B-hidroxiesteroide

deshidrogenasa
17-OH—Pregnenolona _ 17-OH-Progesterona

1 7,20-liasal 17,20-liasa

3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa

Dehidroepiandrosterona Androstenediona

17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa

Testosterona

5a-reductasal

Dihidrotestosterona

Figura 4. Vias de sintesis de las hormonas sexuales en el testiculo.
(tomado y modificado Ganong 1996 y Guyton 1997).

11
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Traquea

TIMO

Pulmon
Pericardio

Corazon

Figura 5. Ubicacion anatémica del timo en la rata.

Embriolégicamente el timo deriva del tercer par de bolsas faringeas

como un par de primordios, uno a cada lado de la linea media. Cada

esbozo timico da origen a un Iébulo que se une al otro por la parte

media con tejido conjuntivo. Los dos ldobulos del timo estan rodeados

por una delgada capsula de tejido conectivo que emite numerosos

tabiques que se extienden desde la capsula hacia el interior del érgano,

dividiéndolo en lobulillos (Fawcett, 2000; Geneser, 2000).

12
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Los lobulillos poseen una matriz formada por células epiteliales
dispuestas en forma de red (células reticulo-epiteliales). Cada lobulillo
presenta una zona periférica o corteza y una zona central o médula. En
la corteza las células epiteliales se unen por grandes proyecciones
citoplasmaticas en cuyos espacios se deposita un gran numero de
linfocitos. La médula contiene una menor cantidad de linfocitos y un
mayor numero de células epiteliales con proyecciones de menor tamano.
Algunas de estas células se encuentran distribuidas en forma
concéntrica originando los llamados corpusculos de Hassall (Langman y
Sadler, 1996; Fawcett, 2000; Geneser 2000; Miller y Leavell, 2001)

(Fig. 6).

En la mayoria de los vertebrados, el timo alcanza su tamafio maximo al
nacer o poco tiempo después (en relacion al peso corporal). Su
crecimiento continta hasta el inicio de la pubertad, momento en el cual
comienza un proceso gradual de involucién debido al incremento en las
concentraciones de esteroides sexuales en sangre. La atrofia del timo se
manifiesta primero en la corteza que se vuelve mas angosta, hasta que
en el adulto el érgano es sustituido en su mayoria por tejido adiposo
(Bach y col., 1984; Geneser, 2000).

Las células reticulo-epiteliales del timo secretan una serie de hormonas
peptidicas llamadas timosinas, que en su mayor parte promueven la
aparicion de marcadores necesarios para el desarrollo y la diferenciacion
de los linfocitos T. Los precursores de estas células se originan en la
médula dsea y al llegar al timo se denominan timocitos, que al madurar
migran via sanguinea y se depositan en tejidos linfoides periféricos
(Bach y col., 1984; Bellanti y Kadlec, 1987; Rodriguez, 1996; Roitt y
Delves, 2003).
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C=Corteza
M=Mecdula
CR=C¢élulas reticuloepiteliales

L=Linfocitos

Figura 6. Fotomicrografias de cortes histoldgicos del timo (tomado vy
modificado de Bellanti 1987).
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Entre las hormonas que son secretadas por el timo se encuentran la
timosina fraccién 5 (timosina F-5) que es una familia de péptidos
(timosina a3, timosina as, timosina oy, polipéptido B;, timosina B3,
timosina B4, timosina Bs y timosina Bg), la timopoyetina, el factor timico

humoral y la timulina (Goldstein y col., 1981; Vander y col. 2001).

1V. Timulina

La timulina o factor timico del suero (FTS por sus siglas en francés), es
sintetizada exclusivamente en las células reticulo-epiteliales del timo. Es
un nonapéptido (pyro-Glu-Ala-Lys-Ser-GIn-Gly-Gly-Ser-Asn-OH) con
peso molecular de 857 g/mol y cuya actividad biolégica y vida media
dependen de su asociacién con el zinc. Se ha observado que la timulina
estimula la diferenciacién y maduracién de las subpoblaciones de
linfocitos T, contribuyendo asi al mantenimiento de la homeostasis de
éstos (Pléau y col., 1981; Bach y col., 1984; Cruise y Lewis, 1995).

El control de la secrecién de la timulina declina conforme avanza la edad
del organismo y depende de una compleja red de eventos. Su liberacion
es modulada por un mecanismo de autorregulacién (Cohen y col., 1986)
y por el sistema neuroenddcrino, en el que participan diversas hormonas
hipofisarias (melatonina, GH, PRL, entre otras), hormonas tiroideas
(tiroxina, triyodotironina) y hormonas esteroides. La timulina presenta
una interaccidon bidireccional con el sistema neuroenddcrino ya que
modula directa o indirectamente la liberacion de algunas hormonas
como la ACTH, LH, TSH, PRL y CRF (Savino y col., 1988; Mocchegiani y
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col., 1990; Molinero y col., 2000; Goya y col., 1995; Fabris y
Mocchegiani, 1985; Dardene y col., 1988; Hadley y col., 1997)

V. Relaciones neuroenddcrinas entre el timo y el sistema

reproductor

Alrededor de la década de los 70's, diversos grupos de investigacién
aportaron las primeras evidencias que vinculan al timo con el sistema
reproductor. Uno de los modelos bioldgicos es el ratdon congénitamente
atimico y alopécico (nu/nu), el cual presenta retraso en el inicio de la
pubertad, ovarios poco desarrollados con reduccion en el nimero de
foliculos en crecimiento, bajas concentraciones de FSH y LH en sangre y
de GnRH en hipotdlamo y su fertilidad es muy baja o nula (Flanagan,
1966; Lintern-Moore y Pantelouris, 1975, Lintern-Moore y col., 1976;
Rebar y col., 1980, 1981b).

Otro de los modelos utilizados para el estudio de la relacion timo-
sistema reproductor es el ratdn timectomizado a los tres dias de edad
(Tx-3). La ausencia de timo desde la etapa neonatal conlleva a retraso
en el inicio de la pubertad, menor desarrollo de los ovarios y el Utero,
concentraciones bajas de FSH, LH, GH, P, y E, y disgénesis ovarica en la
etapa adulta. Esta Ultima es de origen autoinmune y se presenta
después de los 20 dias de edad, lo que ocasiona infertilidad (Nishizuka y
Sakakura, 1969; 1971; Besedovsky y Sorkin, 1974; Michael, 1983;
Kosiewicz y Michael, 1990).
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En ambos modelos bioldgicos, ya sea congénita o quirdrgicamente
atimicos, el transplante de timo durante la etapa neonatal previene o
restituye las alteraciones reproductoras que los caracterizan (Nishizuka
y Sakakura, 1969; Rebar y col., 1980), lo que permitid6 postular la
participacion del timo en la regulacién del eje hipotalamo-hipofisis-
gbénadas.

Estudios realizados por Rebar y col. (1981a) utilizando un sistema de
perfusién hipotalamo-hipofisario muestran que la adicién de la timosina
F-5 o de uno de los péptidos que la componen, la timosina B,
incrementan la secrecion de LH al medio de cultivo. La exposicién por
separado de la hipdfisis o el hipotdlamo a la hormona timica, muestran
gue estos péptidos actian sobre el hipotalamo estimulando la liberacion
de GnRH.

Las células reticulo-epiteliales del timo de rata prepuber sintetizan un
factor de 28 KD que modula la esteroidogénesis gonadal e inhibe la
respuesta de las células del ovario y del testiculo a la gonadotropina
corionica humana (hCG) al competir por el mismo receptor. El mismo
factor incrementa la liberacion de la FSH y la LH y potencia los efectos
de la GnRH en cultivos de células de hipdfisis de rata macho (Aguilera y
Romano, 1989; Mendoza y Romano, 1989; Mendoza y col., 1995).

Garcia y col. (2000), describen que en el raton la timectomia realizada a
los 10 dias de edad (Tx-10), retrasa el inicio de la pubertad y disminuye
la concentracion de 17B-estradiol, asi como la respuesta ovulatoria
frente al estimulo gonadotrépico. La administracién sistémica diaria de
timulina, iniciando inmediatamente después de la cirugia, normaliza los

parametros reproductores.
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En la rata macho Ila administracién de timulina reduce Ilas
concentraciones de testosterona; cuando los animales son
hipofisectomizados y tratados con hCG, la inyeccién de timulina
incrementa las concentraciones de este andrégeno. En estudios in vitro,
la timulina modifica la sintesis de testosterona por los testiculos de rata
en funcién de la dosis administrada y de la edad del animal (Wise,
1998).

Estudios realizados en el cultivo de células de adenohipodfisis de rata
macho muestran que la adicion de timulina al medio incrementa la
liberacidon espontanea de la LH (Zaidi y col., 1988; Hadley y col., 1997).
Brown y col. (2000) observaron que la adicién de timulina a las células
adenohipofisarias de rata hembra estimula la liberacién espontanea de
ambas gonadotropinas, pero al estar presente la GnRH el efecto sobre la
liberacion de FSH es aditivo, mientras que el de LH es sinérgico.

Hinojosa y col. (2004) muestran en hipdfisis de ratas sacrificadas en
cada dia del ciclo estral que la timulina modifica la liberacion de FSH y
LH espontanea o inducida por la adicién de GnRH, dependiendo del dia
del ciclo estral en el que se encontraban los animales al momento del

sacrificio.

Partiendo de la existencia de un eje neuro-inmuno-enddcrino en el cual
esta vinculado el timo, gran parte de las alteraciones reproductivas
asociadas con la ausencia o deficiencia del timo, son restablecidas por el
tratamiento con timulina, probablemente por su accion sobre ia
hipofisis. Sin embargo, poco se sabe sobre de la regulacion de este
péptido a nivel hipofisario, lo que hace necesario profundizar en esta
linea de estudio.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios han mostrado que la timulina adicionada a cultivos de
hipofisis anterior de rata hembra o macho, incrementa la liberacién de
FSH y LH, efecto que se potencia al estar presente la GnRH. Sin
embargo, resultados de nuestro laboratorio utilizando células de
adenohipdfisis de rata hembra, han mostrado que la timulina modifica la
liberacién de las gonadotropinas dependiendo del dia del ciclo estral.
Estos resultados nos llevan a las siguientes preguntas élos efectos de la
timulina sobre la liberacion de las gonadotropinas dependen del
ambiente hormonal del donador? éson los esteroides sexuales los que
modulan estos efectos? Por ello se decidié estudiar la participacion de la
timulina en la liberacion de FSH y LH en células adenohipofisarias de
rata macho pretratadas con esteroides sexuales en las concentraciones

mas altas presentes a lo largo del ciclo estral de la rata hembra.
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HIPOTESIS

Dado que en las células de adenohipdfisis de rata hembra, la timulina
estimula o inhibe la liberacion de FSH y LH dependiendo del dia del ciclo
estral del animal donador, entonces en las células de adenohipdfisis de
rata macho, el tratamiento con timulina modificara la liberacién de las
gonadotropinas y estara en funcion del pretratamiento con esteroides

sexuales.

OBJETIVOS

« Determinar la concentracién de GnRH con la que se obtiene la
maxima respuesta en la liberacion de FSH y LH por las células de

adenohipdfisis de rata macho.

e« Analizar los efectos de la adicion de timulina a cultivos de

adenohipdfisis de rata macho, sobre la liberaciéon de FSH y LH.

o Analizar si el pretratamiento con los esteroides sexuales en las
concentraciones mas altas presentes a lo largo del ciclo estral de la
rata hembra, modifican los efectos de la timulina sobre la liberacién

de gonadotropinas por las células adenohipofisarias de la rata macho.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho adultas de 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 de luz y 10 h de obscuridad
(luces encendidas de 5:00 a 19:00 h), con libre acceso al agua y al
alimento. En todos los casos se siguieron los lineamientos establecidos
en la Norma Oficial Mexicana sobre Especificaciones Técnicas para la
Produccién, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-
1999). El Comité de Bioética de la FES-Zaragoza, UNAM, aprobd los

protocolos experimentales utilizados en el presente estudio.

Cultivo de células adenohipofisarias

Para cada ensayo se utilizaron 20 animales que 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 solucion salina libre de Ca*™™ y Mg**.
Posteriormente las hipdfisis se llevaron a la campana de bioseguridad
con flujo laminar, donde se realizaron nueve lavados con solucién salina
(por cada tres lavados se utilizd un matraz estéril). Todas las hipd&fisis se
depositaron en una caja Petri para separar la adenohipdfisis de la
neurohipofisis, dividiendo a la primera en pequefios fragmentos que se
colocaron en un matraz con tripsina (GIBCO BRL, Grand Island, NY,
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USA) al 0.25% y se incubaron durante 15 min a 37 °C en bano Maria
con agitacion moderada. Se elimind el exceso de tripsina y se
resuspendid el tejido en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal de
bovino, 1% (v/v) de antibidtico (penicilina 10,000 U/ml y estreptomicina
10 mg/ml) y 0.1% de glucosa y ajustando a pH 7.6.

Se realizd la disgregacion celular, deslizando repetidas veces los
fragmentos de adenohipdfisis a lo largo de una pipeta de 10 ml, hasta
lograr la maxima separacién de las células en el medio eliminando los
fragmentos de tejido. En cada ensayo se realizd el conteo celular en un
hemocitémetro para obtener una concentracion final de 10° células/ml.

Las células se sembraron en cajas de cultivo Nalgen Nunc (Internatonal,
Rochester, NY, USA). Los cultivos se incubaron a 37 °C, en una
atmosfera hiumeda y saturada con 95% de aire y 5% de CO,. A todos
los cultivos se les realizd un cambio de medio por medio fresco a las 24
h y otro a las 48 h.

Disefo experimental

1. Determinacion de la concentracion de GnRH con la que se
obtiene la maxima respuesta en la liberacion de FSH y LH.

Con el objeto de obtener la maxima liberacidon de FSH y LH en respuesta
a GnRH, se realizd una curva dosis-respuesta sometiendo las células de
adenohipdfisis preincubadas por 48 h a concentraciones crecientes de
GnRH (0 basal, 10*%, 10!, 10'° 107°, 1078 107, 10°® M) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo, USA) por un periodo de tres horas. Pasado
este tiempo se recuperd el medio y se almacend a -20 °C.
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2. Estudio de los efectos de la timulina sobre la liberacion basal y
estimulada de FSH y LH.

Con el propésito de analizar los efectos de la timulina sobre la liberacion
basal y estimulada por GnRH de ambas gonadotropinas, después de la
preincubacion de 48 h, los cultivos se dividieron en los siguientes grupos
experimentales: basal, sin tratamiento, tratados con GnRH (1072 M)* o
con timulina (100 ng/ml) o con GnRH+timulina (mismas
concentraciones que los grupos anteriores) y se incubaron por tres
horas. Completado este tiempo, el medio de cultivo se colectd y
almacend a -20 °C (Fig. 7).

Posterior a 48 h de incubacion y dos cambios
de medio (uno a las 24 y otro a las 48 h),
los cultivos se dividieron en:

Timulina
Basal GnRH Timulina +GnRH

Reincubacion por 3 h mas, al termino de las cuales
el medio se colectd y se almacend a -20 °C
para la posterior medicion de FSH y LH por RIA.

Figura 7. Diagrama que muestra los grupos experimentales utilizados
para evaluar los efectos de timulina (100 ng/ml) con y sin GnRH (107'° M).

* Concentracién de GnRH a la que las células de adenohipdfisis de rata macho
respondieron para la liberacién de FSH y LH.
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3. Estudio de los efectos de la timulina y los esteroides sexuales
sobre la liberacion basal y estimulada de las gonadotropinas.

Con el fin de evaluar si los esteroides sexuales en las concentraciones
mas altas presentes a lo largo del ciclo estral de la rata hembra,
modifican los efectos de la timulina sobre la liberacidon de
gonadotropinas por las células de adenohipodfisis de rata macho, se
utilizaron células previamente incubadas por 24 h que se reincubaron
por 24 h mas en presencia de progesterona [P4] (50 ng/ml) (Sigma),
testosterona [T] (100 pg/ml) (Sigma) o estradiol [Ez] (100 pg/ml)
(Sigma) previamente disueltos en alcohol etilico (EtOH) (Merck, KGaA,
Darmstadt, Germany) al 1%. Se contd con un grupo al cual sélo se le
adicion6 EtOH al 1% (Kamel y col.,, 1987) y con un grupo sin
tratamiento (basal). Al término del pretratamiento con esteroides
sexuales, se cambid el medio por medio fresco y cada uno de los grupos
anteriores se dividié en: Testigo y tratados con timulina (100 ng/ml) o
con GnRH (107 M) o con GnRH+timulina (mismas concentraciones que
los grupos anteriores), los cuales se incubaron por 3 h. Se colect6 el

medio y se almacend a -20 °C (Fig. 8).

Radioinmunoanalisis

En todos los medios de cultivo almacenados a -20 °C (Reyna y col.,
2001), se determinaron las concentraciones de FSH y LH por
radioinmunoanalisis (RIA) de doble anticuerpo en el Laboratorio de
Hormonas Esteroides del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion “Salvador Zubiran”, empleando los reactivos y protocolos
proporcionados por el Nacional Pituitary Program (NIADDK, Bethesda,
MD, USA).
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Obtencidn y siembra de las células adenohipofisarias de rata macho adulta.
Incubacidn por 24 h. Finalizado este tiempo, se realizd un cambio de medio y
los cultivos se reincubaron por 24 mas con los siguientes esteroides sexuales:

Basal P, T E, EtOH
Cambio Cambio Cambio Cambio Cambio
de medio y de medio y de medio y de medio y de medio y
] reincubacion [l reincubacion reincubacion reincubacion [ ] reincubacion ||
por 24 h. por 24 h. por 24 h, por 24 h. por 24 h.
| Testigo 1 P, T E, | EtOH |[]
[
— GnRH — GnRH GnRH GnRH |7 GnRH |
——
— Timulina — Timulina Timulina Timulina [ Timulina ([
—
GnRH | GnRH GnRH GnRH | GnRH |4
+ Timulinal + Timulinal + Timulina + Timulinal + Timulina

Posterior a 3 h de reincubacion, se colecté el medio y
se almacend a -20 °C para la posterior determinacion
de la concentracion de FSH y LH por RIA.

Figura 8. Diagrama que muestra los grupos experimentales utilizados
para evaluar los efectos de los esteroides sexuales sobre la accion de
timulina. P4 (50 ng/ml); E, (100 ng/ml); T (100 pg/ml); EtOH (1%);
GnRH (107'° M); timulina (100ng/ml).
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Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron de 8 y 10.6%
para FSH y de 5.1 y 12% para LH, la sensibilidad fue de 0.1 ng/ml. Los
resultados se expresaron en términos de los estandares NIADDK RP-2 vy
RP-3 para FSH y LH respectivamente.

Analisis estadistico

Se realizaron tres ensayos por triplicado para cada experimento. Los
resultados se expresaron como media + e.e.m. Las concentraciones de
FSH y LH en el medio de cultivo se analizaron por la prueba de Kruskal-
Wallis, seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. En
los casos en los que se compararon pares de datos se usé la prueba de
“U” de Mann-Whitney. Sélo se consideraron como significativos los

resultados cuya probabilidad fue igual o menor al 5%.
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RESULTADOS

1. Concentracion de GnRH con la que se obtiene la maxima
respuesta en la liberacion de FSH y LH por las células de

adenohipodfisis de rata macho adulta.

La respuesta de las células adenohipofisarias a la administracion de
diferentes concentraciones de GnRH mostr6 que para ambas
gonadotropinas se obtiene su maxima liberacion con la concentracién de
1071 M. Para el caso de la LH, ademds se presentaron diferencias
estadisticamente significativas con las concentraciones de 10''y 10° M
(Tabla 1).

Tabla 1. Media £ e.e.m. de las concentraciones de FSH y LH liberadas
al medio de cultivo por las células de adenohipdfisis obtenidas de rata
macho. Después de 48 h de incubacion y de un cambio de medio por
medio fresco, las células fueron expuestas o no (basal) por 3 h a
diferentes concentraciones de GnRH.

FSH (ng/ml) LH (ng/ml)
Basal 12.3+ 1.5 81.3+6.9
GnRH: 10?M 12.7 £ 1.2 1159 £ 12.5
10t M 17.0 £ 2.5 120.8 £ 9.9 *
10° M 23.6 + 3.4 * 125.1 £ 7.7 *
10° M 12.3+ 1.4 90.1 £ 9.4
10 M 15.3 £ 2.3 99.0 + 8.8
107" M 10.9 + 1.3 98.6 £ 9.0
10° M 11.2 £ 1.0 110.7 + 10.4 *

*p<0.05 vs Basal (prueba de “U” de Mann Whitney).
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2. Efectos de la timulina sobre la liberacion basal y estimulada de

FSH y LH por las células de adenohipdfisis de rata macho adulta.

En los cultivos de células de adenohipdfisis, el tratamiento con timulina

incremento la liberacion basal de LH, lo que no ocurrié con la de FSH
(Fig. 9).
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* p<0.05 vs Basal (prueba de “U” de Mann-Whitney).

Figura 9. Efectos del tratamiento con timulina sobre la liberacién basal
de FSH y LH (media + e.e.m.) en el medio de cultivo de las células de
adenohipofisis de rata macho. Después de 24 h de incubacién y de un
cambio de medio por medio fresco, los cultivos fueron tratados por 3 h
con timulina (100 ng/ml) y otras no tuvieron tratamiento (basal).
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La adicion de timulina en combinacién con GnRH a las células de
adenohipdfisis, no provocd cambios estadisticamente significativos en la
liberacion de FSH y LH con respecto al grupo que recibié Unicamente
GnRH (Fig. 10).
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Figura 10. Efectos del tratamiento con timulina (100 ng/ml) sobre la
liberacién estimulada por GnRH (107!° M) de FSH y LH (media + e.e.m.)
en el medio de cultivo de las células de adenohipofisis de rata macho.
Después de 24 h de incubacién y de un cambio de medio por medio
fresco, los cultivos fueron tratados por 3 h con GnRH o con
GnRH+timulina.
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3. Efectos de la timulina y los esteroides sexuales sobre la

liberaciéon basal y estimulada de gonadotropinas.

Debido a que la adicion de EtOH incrementd la liberacién espontanea de
LH (123.2 = 5.8 vs 80.5 = 6.6 ng/ml, p<0.05) se utilizaron éstos como
grupos de comparacién para analizar tanto los efectos de los esteroides

como los de la timulina sobre la liberacién de gonadotropinas.

En la figura 11, se observa que la liberacidén basal de FSH por las células

de adenohipdfisis no se modificé por el pretratamiento con esteroides.

En los cultivos de células adenohipofisarias pretratadas con P4 la

liberacion basal de LH fue mayor que en los tratados con EtOH (Fig. 11).

Cuando las células fueron estimuladas con GnRH, sélo las pretratadas

con T presentaron concentraciones significativamente menores de FSH y

LH (Fig. 12).
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Sin GnRH
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* p<0.05 vs EtOH (prueba de “U” de Mann Whitney).

Figura 11. Concentracién de FSH y LH (media = e.e.m.) en el medio de
cultivo de células de adenohipdfisis de rata macho adulta preincubadas
por 24 h con etanol (1%), P4+ (50 ng/ml), T (100 ng/ml) o E; (100
pg/ml). Posteriormente se realizé un cambio de medio por medio fresco
y los cultivos fueron incubados por 3 h.
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Con GnRH

40 A

30 A

20 ~

FSH (ng/ml)

10 ~

[ TEtoH
Edr,
T
e,

200 A

150 A

100 A

LH (ng/ml)

50 -

0]

* p<0.05 vs EtOH (prueba de “U” de Mann Whitney).

Figura 12. Concentracién de FSH y LH (media + e.e.m.) en el medio de
cultivo de células de adenohipdfisis de rata macho adulta preincubadas
por 24 h con etanol (1%), P4+ (50 ng/ml), T (100 ng/ml) o E; (100
pg/ml). Posteriormente se realizé un cambio de medio por medio fresco
y los cultivos fueron tratados con GnRH (107'° M) e incubados por 3 h
mas.
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La adicibn de timulina no afectdé la liberacion de FSH
independientemente del esteroide al cual estuvieron previamente
expuestas las células adenohipofisarias comparado con las células que

sOlo se trataron con el esteroide (Fig. 13).

La administracién de timulina a las células pretratadas con P4, resulté en
una menor liberacidon de LH respecto a las células que sélo estuvieron en
presencia del esteroide, mientras que en las células previamente
expuestas a T y E, la timulina no provocdé cambios significativos (Fig.
13).

En las células de adenohipdfisis que fueron pretratadas con los
esteroides sexuales, el tratamiento con timulina no afecté de manera
significativa la accion estimulante de la GnRH en la liberacién de FSH
(Fig. 14).

Cuando a las células de adenohipofisis pretratadas con P4 o E;, se les
adiciond timulina y se les estimuldé con GnRH se observd un incremento
significativo en la liberacion de LH, lo que no ocurrid en las células

pretratadas con T (Fig. 14).
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Figura 13. Media + e.e.m. de la concentracion de FSH y LH secretada
por las células de adenohipodfisis extraidas de rata macho adulta. Las
células fueron previamente expuestas a P4 (50 ng/ml), T (100 ng/ml), o
E, (100 pg/ml), por 24 h. Después de este tiempo, el medio se cambio
por medio fresco y las células fueron tratadas o no con timulina (100

ng/ml).
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Figura 14. Media + e.e.m. de la concentraciéon de FSH y LH secretada
por las células de adenohipodfisis extraidas de rata macho adulta. Las
células fueron previamente expuestas a P4 (50 ng/ml), T (100 ng/ml), o
E, (100 pg/ml), por 24 h. Después de este tiempo, el medio se cambio
por medio fresco y las células fueron tratadas por 3 h con GnRH (107%°
M) o GnRH+timulina.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que en las células de
adenohipdfisis de rata macho adulta, la timulina no incide sobre la
liberacion basal o estimulada de FSH, pero es capaz de estimular la
liberacion de LH a valores similares a los observados cuando se adiciona
GnRH. Sin embargo estos efectos son modulados por el pretratamiento
con esteroides sexuales ya que la timulina potencia la liberacidon de las
gonadotropinas o inhibe su liberacion en funcidn del esteroide en

cuestion.

Existen diferencias sexuales en la respuesta de las células de
adenohipofisis al estimulo de GnRH: en las células adenohipofisarias de
rata hembra la maxima liberacion de ambas gonadotropinas se obtiene
con 10® M y en las células de macho fluctia entre 102y 10° M
dependiendo de la gonadotropina (Hinojosa, 2006). Sanders y col.
(1975) muestran que las células de hembra presentan una curva dosis-
respuesta, en la que la maxima liberacién de gonadotropinas se obtiene
con 10”7 M de GnRH, mientras que en las células de adenohipdfisis de
rata macho hay una respuesta elevada y similar desde 10*° hasta 10~/
M de GnRH para ambas gonadotropinas. Otros estudios mencionan que
la concentracién de 10° M de GnRH estimula a las células de
adenohipodfisis de macho para la liberacion de gonadotropinas (Zaidi y
col., 1988; Mendoza y Romano, 1989).

En este estudio las células de adenohipdfisis de rata macho estimuladas

con diferentes concentraciones de GnRH mostraron la maxima respuesta
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con 107° M para la liberacién de ambas gonadotropinas, resultados que
coinciden con los rangos descritos por Sanders y col. (1975) e Hinojosa
y col. (2006). Segun Liu y Jackson (1984) la concentracion de GnRH de
10° M o menor es la dptima para que las células adenohipofisarias en

cultivo respondan, ya que es comparable a la concentracidn fisioldgica.

Estos estudios evidencian que la hipdfisis de la rata macho es mas
sensible al estimulo de GnRH, lo que podria estar relacionado con sus
condiciones in situ, ya que el macho no esta sujeto a elevaciones
bruscas en la liberacién de gonadotropinas, como ocurre en el ciclo

estral de la hembra.

Diversos estudios realizados con hipdfisis de machos sefialan que la
timulina incrementa la liberacién de LH (Zaidi y col., 1988; Hadley y col.,
1997), sin embargo se desconoce lo que sucede con la liberacién de
FSH. Nuestros resultados, coinciden con lo descrito anteriormente, ya
que muestran que la timulina tiene un efecto estimulante sobre la
liberacion basal de LH y aportan la evidencia de que la timulina no

modifica la liberacidon basal de FSH.

En hipdfisis de rata hembra, otros autores describen que la timulina
estimula la liberacion de ambas gonadotropinas (Brown y col., 2000;
Ortega, 2007), esto aunado a nuestros resultados permite sugerir que
los efectos de timulina sobre la liberacién de las gonadotropinas es sexo
dependiente. Cabe la posibilidad de que estas diferencias estén
relacionadas con los tiempos de exposicion y las concentraciones de

timulina, ya que se ha mostrado que la accién de esta hormona sobre la
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liberacidn de las gonadotropinas es tiempo y dosis dependiente (Brown y
col., 2000).

Un probable mecanismo para explicar el efecto estimulante de la
timulina sobre la liberacion de LH seria el aumento en el contenido de
AMPc intracelular (Hadley y col., 1997) del que se ha sugerido esta
involucrado en las vias de transduccién de senales activadas por timulina
(Brown y col. 2000).

Se ha descrito que la concentracion de AMPc en la hipodfisis en cultivo de
los machos adultos, es directamente proporcional a la concentracién en
el medio de LH estimulada por GnRH (Naor y col., 1978) y que en la
hipofisis de hembra GnRH y timulina no comparten pasos cercanos en
sus vias de sefalizacién (Brown y col., 2000). Con base en lo anterior,
este estudio muestra que GnRH enmascara el efecto estimulante de la
timulina sobre la liberacibn de LH, probablemente al ocupar
preferentemente las sefales necesarias para que timulina actie sobre la

liberacién de las gonadotropinas.

El analisis comparativo de resultados previos del laboratorio con los de
este estudio ponen en evidencia la existencia de diferencias sexuales en
la respuesta de la adenohipdfisis, ya que bajo condiciones
experimentales similares, el efecto de timulina sobre la liberacidon basal
de LH resulta ser inhibitorio para la hembra (Ortega, 2007) vy
estimulante para el macho. Las diferencias también se observan en
presencia de GnRH, donde en la hembra la timulina potencia el efecto
estimulante de la GnRH (Ortega, 2007), mientras que en el macho no

tiene efectos. Resultados que pueden estar ligados a las diferencias
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sexuales que presenta la activaciéon del AMPc por GnRH (Naor y col.,
1978). Esto indica que la liberacidn in vitro de las gonadotropinas por
las hipodfisis depende del sexo del donador por lo que los esteroides

sexuales pueden estar jugando un papel importante.

En general los efectos de timulina sobre los gonadotropos obtenidos de
rata macho se centran en provocar cambios en la liberacién de LH. Los
eventos en los que participa una y otra gonadotropina en las funciones
de la génada del macho podrian dar una explicacidon a esta preferencia.
La FSH actla sobre las células de Sertoli manteniendo un ritmo
constante en la produccién y maduracion de los espermatozoides,
promueve la producciéon de proteina fijadora de andrégeno y la
secrecion de inhibina (Guyton 1997; Ganong 2000), mientras que la LH
estimula a las células de Leydig para la sintesis de 1. Con base en lo
anterior, se podria sugerir que la timulina estad vinculada con los

mecanismos que regulan la esteroidogénesis del testiculo.

El EtOH tuvo un efecto estimulante sobre la liberacion basal de LH, pero
no asi para la de FSH. El EtOH afecta la funcion hipotalamo-hipofisaria
de manera especifica para cada hormona, ya que al administrarse en un
modelo in vivo, incrementa en el hipotalamo la concentracion de GnRH y
en suero decrece la de LH sin afectar la de FSH (Dees y Kozlowski,
1984; Dees y col.1990). Emanuele y col. (1991), describen que la
disminucion en la concentracion de LH se debe a que el EtOH dafa la
sintesis y liberacién de la misma, por lo que es retenida en la hipdfisis,
efecto que se revierte después de 24 h. Una posible explicacién al
estimulo de LH observado por la adicion de EtOH seria un efecto

inhibitorio en la liberacion de la gonadotropina seguido de la eliminacién
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del EtOH mediante un cambio de medio por medio fresco, lo que permite

la liberacién de la LH acumulada en las células hipofisarias.

El EtOH disminuye la concentracion del ARNm de la subunidad B para
LH, pero no modifica el ARNm de la subunidad o que es comun para la
sintesis de ambas gonadotropinas (Emanuele y col., 1991), lo que
explica que la liberacion de FSH no se vea alterada. Un mecanismo

similar podria estar ocurriendo en nuestros cultivos.

La P4 sola no modifica la liberacion de las gonadotropinas ya que su
receptor depende de la presencia del E; (Lagacé y col., 1980; Janovick y
Conn, 1996; Chabbert-Buffet y col., 2000). También se ha detectado en
gonadotropos en cultivo la presencia del receptor nuclear a P4 en
ausencia de E, sugiriendo una actividad independiente de estrégenos
(Turgeon y Waring, 2000), lo que explicaria que en nuestros cultivos, la

P, incremente la liberacion basal de LH.

Estudios in vivo (mona) muestran que la administraciéon aguda de
concentraciones relativamente altas de P4 incrementa la liberacion de LH
(Dierschke y col., 1973). Un efecto similar se observd en este estudio
considerando que las concentraciones de P4 a las cuales se expusieron
las células de adenohipodfisis de rata macho son semejantes a las de la

rata hembra en diestro 1 (25 veces mas altas).

En las células de adenohipdfisis de hembra, el pretratamiento con T
disminuye la liberacion estimulada de gonadotropinas (Kamel y col.,
1987), efecto que desaparece al adicionar concentraciones altas de
GnRH (Denef y col., 1980). Resultados obtenidos por Ortega (2007) en
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células adenohipofisarias de rata hembra muestran que el
pretratamiento con T en las concentraciones caracteristicas de los
machos (mas altas que las de las hembras) incrementa la liberacion
basal y estimulada de FSH, mientras que la de LH no se modifica. En
este estudio las células de rata macho previamente expuestas a T
reducen la liberacién de ambas gonadotropinas en respuesta a la GnRH.
Con lo anterior se puede sugerir que la testosterona ejerce efectos
especificos y frecuentemente opuestos sobre la secrecién de FSH y LH
dependiendo del sexo del donador y de la concentracion del esteroide y
de la GnRH.

El tratamiento con timulina a las células pretratadas con P4 bloquea la
accién estimulante que se presenta por la impronta de P4 sola sobre la
liberacién de LH. Sin embargo, cuando se adiciona GnRH ademas de
timulina se observa una accidon estimulante sobre la liberacién de LH, lo

gue nos permite sugerir un efecto sinérgico entre ambas hormonas.

Las células que estuvieron pretratadas con E, no modifican la liberacién
de LH en repuesta a timulina, sin embargo al incorporar GnRH aumenta
la liberacion de dicha gonadotropina. Al parecer la timulina amplifica la
sefial conferida por el E, incrementando la sensibilidad de las células

adenohipofisarias a la GnRH.

Dentro de las relaciones enddcrinas bidireccionales que existen entre el
timo y el sistema reproductor, se ha descrito que en las células reticulo-
epiteliales del timo de rata, los esteroides estimulan la liberacién de
timulina. La P4 y el E; regulan la liberacidn y acciones de la timulina

tanto in vivo como in vitro, estos efectos también se observan con T
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pero en menor magnitud (Dardenne y col., 1986; Savino y col., 1988;
Hinojosa y col., 2002). Ademas en el macho, la cantidad de testosterona
liberada a la circulacién aumenta en proporcién directa a la cantidad de
LH disponible. A su vez este esteroide inhibe directamente la liberacién
de LH al actuar sobre la adenohipdfisis e indirectamente al inhibir la

liberacion de GnRH en el hipotalamo (Ganong, 1996; Guyton, 1997).

Con base en lo anterior, nuestros resultados muestran que la inhibicidn
gue ejerce la T sobre la liberacion estimulada de LH se mantiene in vitro.
El efecto estimulante que tiene la timulina sobre la liberacion basal de
LH mantendria la disponibilidad de la misma antes de que ocurra el
control inhibitorio de la T. Si es asi, la timulina estaria actuando en la
hipofisis del macho como un regulador fino en la liberacién de

gonadotropinas.

Los resultados de este estudio aportan nuevas evidencias de que los
efectos de la timulina sobre la liberacion de FSH y LH, son sexo
dependientes y son modulados de manera diferente por la P4, Ty E3, lo
gue indica que los gonadotropos poseen caracteristicas intrinsecas que

conllevan a la respuesta final.

En resumen, podemos decir que la timulina posee actividad
hipofisiotrépica, tiene un efecto dual y diferencial sobre la liberacion de
FSH y de LH. Su accion depende de la sensibilidad que le confiere el
esteroide al gonadotropo, de la presencia de GnRH y del sexo del

donador.
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CONCLUSIONES

= En cultivos de células de adenohipdfisis de rata macho, la timulina

estimula la liberacion basal de LH y no modifica la de FSH.

= En las células de adenohipdfisis en cultivo, la timulina inhibe el efecto
estimulante de la progesterona sobre la liberacién basal de LH y lo

potencia en presencia de GnRH.

= La timulina amplifica la respuesta estimulada por GnRH sobre la
liberacion de LH en las células de adenohipdfisis pretratadas con

estradiol.
= En la rata macho, la timulina posee actividad hipofisiotropica

diferencial sobre la liberacién de las gonadotropinas y sus efectos son

modulados por los esteroides sexuales y la presencia de GnRH.
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