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RESUMEN

El fimo participa en los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
reproduccién por intermedio de las hormonas que sintetiza, entre las que
se encuentra la ftimulina que se caracteriza por ser sintetizada
exclusivamente en las células epiteliales del timo. En estudios previos
hemos mostrado que la timulina participa en la regulacion del eje
hipotdlamo-hipofisario ya que su administracién por via s.c. en el raton
prepdber induce superovulacién en respuesta al estimulo gonadotrépico e
inyectada en el hipotdlamo o la hipéfisis estimula la liberacion de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y de las gonadotropinas
respectivamente, lo que culmina con la ovulacién. Sin embargo se desconoce
si esta respuesta esta vinculada con efectos directos de la timulina sobre
el ovario. Por ello en este trabajo se decidié estudiar los efectos de la
administracién de timulina en la bursa del ovario de ratones prepulberes,
sobre la respuesta ovulatoria.

Los objetivos fueron los siguientes: 1. Analizar la respuesta ovulatoria del
raton preplber a la administracion de diferentes concentraciones de
gonadotropinas. 2. Analizar la curva dosis-efecto de la administracion de
timulina en la bursa ovdrica sobre la respuesta ovulatoria del ratdn
prepuber tratado con gonadotropinas.

Se utilizaron ratones hembras de la cepa CD1 de 20 dias de edad, divididos
en tres grupos experimentales. Cada grupo se inyecté con 2, 3 6 5 u.i. de
gonadotropina coridnica equina (eCG). Se registré el dia de la apertura
vaginal, se realizd la toma diaria de frotis vaginales y se sacrificaron el dia
del primer estro vaginal. Se conté con un grupo de animales intactos (I)
sacrificados a los 23 dias de edad.

Los resultados mostraron que sélo el 25 % de los animales estimulados con
5 u.i. de eCG ovularon. Con base en estos resultados se estimularon a los
animales con diferentes concentraciones de eC6, 54 horas después con 3
u.i. de hC6 y se sacrificaron 20 horas mds tarde. Todos los animales
tratados de esta forma ovularon y el nimero de ovocitos liberados aumenté
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segln la dosis de eCG administrada. Para evaluar los efectos de la timulina
administrada en la bursa ovdrica sobre la ovulacién inducida por
gonadotropinas, se utilizaron animales de 19 dias de edad, divididos en los
siguientes grupos experimentales: intactos, con operacién simulada (OS),
microinyeccion en bursa ovdrica de solucion salina (SS) y microinyeccion en
bursa ovdrica de timulina. La microinyeccion se llevé a cabo realizando una
incisién dorsal bilateral de piel y misculo, se exteriorizaron los ovarios y se
les inyecté timulina (30, 60, 120 6 240 pg/bursa) o SS con ayuda de un
microinyector acoplado a una aguja calibre 296. Se inyecté un volumen
total de 2 pl/1 min en cada bursa ovdrica. La OS consistié Unicamente de la
incision dorsal bilateral de piel y misculo. Los animales sometidos a cirugia
se anestesiaron con éter.

Tomando como referencia los resultados de la curva de gonadotropinas,
todos los grupos se estimularon a los 20 dias de edad con 2 u.i. de eC6 + 3
u.i. de hCG. Los animales con OS o SS presentaron un menor nimero de
ovocitos liberados, comparado con el grupo testigo (sélo con estimulacion
gonadotrépica) (OS 8.8 + 0.5; SS 7.7 + 09 vs TA 145 + 0.6, p<0.05). La
respuesta ovulatoria de los animales con microinyeccion de timulina en la
bursa ovdrica fue menor en comparacion al grupo con SS. El grupo tratado
con 240 pg no ovulo.

Con base en lo anterior, se incorporaron dos concentraciones bajas de
timulina (7.5 y 15 pg) con un esquema de estimulacién gonadotropica mayor.
Nuevamente los grupos con OS o SS presentaron un nidmero de ovocitos
liberados menor que el del testigo (0S 12.6 +2.7; SS 8.7 +1.1vs TA 320
3.5, p<0.05). En los grupos tratados con 15 6 30 pg mds del 70 % de los
animales ovulo y con 60 pg el 100% lo hizo presentando una cuota
ovulatoria significativamente mayor a la del grupo con SS (14.9 + 0.9 vs 8.7
+ 1.1, p<0.05).

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten sugerir que la
administracién de timulina en la bursa ovdrica tiene un efecto dual sobre la
respuesta ovulatoria de los animales tratados con gonadotropinas, efectos
que dependen de la relacién timulina-gonadotropinas.
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1. Regulacion neuroendocrina de las funciones del ovario

1.1 Eje Hipotdlamo-Hipofisario

El hipotdlamo regula al sistema nervioso auténomo y al sistema endécrino y
asi la homeostasis del organismo. Es un drea cerebral en la cual existen
numerosas vias neuronales convergentes y divergentes al igual que una gran
vasculatura. Es por esto que el hipotdlamo, al realizar la integracién de sus
aferencias nerviosas y quimicas, genera las respuestas que controlan las

funciones neuroendécrinas (Snell, 1999; Yen, 2001).

El hipotdlamo es la parte del diencéfalo que se extiende desde la region del
quiasma optico hasta el limite caudal de los cuerpos mamilares. Se ubica
por debajo del tdlamo y forma el piso y la parte inferior de las paredes

laterales del tercer ventriculo (Snell, 1999; Yen, 2001) (Figura 1).

En las zonas medial y lateral en direccién anteroposterior, se pueden

observar grupos de nicleos que estdn separados por un plano sagital
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imaginario. En la zona medial pueden reconocerse los siguientes nicleos a)
preoptico, b) anterior, c) supraquiasmdtico, d) paraventricular y e)
posterior. En la zona lateral se pueden reconocer los siguientes nicleos a)
parte del predptico, b) parte del supraquiasmdtico, c¢) supradptico, d)

lateral, e) ventromedial y f) dorsomedial (Snell, 1999) (Figura 1).

—

Ndcleo predptico

2. Ndcleo supraquiasmadtico
3. Ndcleo ventromedial

4. Ndcleo paraventricular

5. Ndcleo supradptico

6. Ndcleo dorsomedial

7. Cuerpos mamilares

8. Area hipotaldmica anterior

9. Area hipotdlamica posterior

NUCLEOS HIPOTALAMICOS

Figura 1. Esquema que muestra algunos de los nicleos del hipotdlamo
(modificado de <http://www.uff.br/fisiovet/Conteudos/hipotalamo_clip_
image004.jpg> consulta mayo 2010).
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La hipéfisis es una gldndula endécrina situada en la base del cerebro. En el
humano ocupa una depresiéon en forma de silla en el hueso esfenoides,
llamada silla turca. Esta gldndula esta unida al hipotdlamo por un pediculo
corto (infundibulo) y una red vascular. La hipéfisis tiene dos componentes
funcionales, la adenohipéfisis, que es el tejido epitelial glandular y la
neurohipéfisis, que es el tejido nervioso secretor (Geneser, 2000; Ross,

2005) (Figura 2).

El hipotdlamo esta conectado con la hipofisis por dos vias: 1) fibras
nerviosas que viajan desde los nidcleos supradptico y paraventricular hacia
la neurohipéfisis y 2) vasos sanguineos largos y cortos que conforman el
sistema porta hipotdlamo-hipofisario que conecta sinusoides en la
eminencia media con plexos capilares en la adenohipéfisis (Merchenthaler y

cols., 1989; Everet, 1994; Silvermany cols., 1994; Yen, 2001) (Figura 2).
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«— Hipotalamo

Sistema porta 1) Eminencia media

.......

Gonadotropos = e
' Neurohipdfisis
— &%

Adenohipofisis

LH
FSH

Figura 2. Esquema que muestra la neurohipéfisis, la adenohipéfisis y el
sistema porta hipotdlamo-hipofisario en el humano. Hormona liberadora de
gonadotropinas (6nRH), hormona estimulante del foliculo (FSH) y hormona
luteinizante (LH) (modificado de <//www.nature.com/neuro/ journal/v7/
n10/full/nn1326.html> consulta mayo 2010).

La secrecidén de las hormonas adenohipofisarias es regulada por factores
de liberacion e inhibicién, secretados por el hipotdlamo y conducidos a la
adenohipofisis por el sistema porta hipotdlamo-hipofisario (Snell, 1999;

Yen, 2001).
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HORMONAS LIBERADORAS E INHIBIDORAS HIPOTALAMICAS Y
SUS EFECTOS SOBRE LA ADENOHIPOFISIS

Hormona reguladora
hipotalamica

Hormona de la
hipofisis anterior

Resultado funcional

Hormona liberadora de la
hormona del crecimiento
(GHRH)

Hormona del crecimiento
(GH)

Estimula la sintesis
proteica y el crecimiento
general de casi todas las
células y tejidos entre

ofras.

Hormona inhibidora de la

Hormona del crecimiento

Reduce los efectos de la

hormona del crecimiento | (GH) (produccion eH

(GHIH) o somatostatina | reducida) '

Hormona liberadora de la ) ) ..
, Prolactina (PRL) Estimula la lactogénesis

prolactina (PRH)

Hormona inhibidora de la | Prolactina (PRL)

prolactina (PTH) dopamina

(produccion reducida)

Reduce la lactogénesis

Hormona liberadora de
corticotropina (CRH)

Hormona

adrenocorticotrépica
(ACTH)

Estimula a la gldndula
adrenal a producir
glucocorticoides y
hormonas sexuales

Hormona liberadora de
tirotropina (TRH)

Hormona estimulante de
la tiroides o tirotropina
(TSH)

Estimula a la glandula
tiroides a producir tiroxina

y triyodotiroxina

Hormona liberadora de
las gonadotropinas
(6nRH)

Hormona estimulante del
foliculo (FSH) y Hormona
luteinizante (LH)

Estimulan la
esteroidogénesis. En el
ovario regulan el
crecimiento de los foliculos
y la ovulacion. En el
testiculo regulan la
espermatogénesis
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En el sistema nervioso central existen grupos de neuronas especializadas
que secretan GnRH (pyro-Glu'-His®-Trp®-Ser®-Tyr°-Gly®-Leu’-Arg®-Pro’-
Gly'®-NH,) (Fink, 1986). Estas neuronas forman redes laxas y difusas que
se localizan desde la banda diagonal de Broca hasta el drea septal (que
incluye el ndcleo septal triangular y medial), el nicleo de la estria terminal
y en el hipotdlamo el nicleo periventricular, las dreas predptica medial y
lateral, el drea hipotaldmica anterior y la zona retroquiasmdtica, ademds
del hipotdlamo lateral y el ndcleo supradptico (Silverman y col., 1994). Una
de las proyecciones mds caracteristicas de los axones de las GnRHérgicas
va desde el hipotdlamo medio basal hasta la eminencia media, que termina
en un plexo extenso de botones sobre el vaso portal primario, el cual envia
GnRH al gonadotropo que es su célula blanco (Silverman y cols., 1994;

Palkovits, 2000; Yen, 2001) (Figura. 3).
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MEDULA

Figura 3. Plano sagital medial del cerebro de un cobayo que muestra los
diferentes grupos de neuronas GnRHérgicas indicadas con simbolos
geométricos, las rutas de las fibras estan indicadas por flechas y las
terminales por asteriscos. AC: comisura anterior; an: nidcleo arcuato; CC:
cuerpo calloso; db: banda diagonal de Broca; F: fornix; ipn: nlcleo
interpeduncular; LV: ventriculo lateral; mb: cuerpos mamilares; me:
eminencia media; mhn: habénula medial; mpoa: drea predptica medial; msn:
septo medial; OC: quidsma éptico; o. tub: tubérculo olfatorio; ovlt: érgano
vasculoso de la ldmina terminal, pscn: nicleo supraquiasmdtico predptico;
rn: nlcleo rojo; scn: nidcleo supraquiasmdtico; vmn: nidcleo ventro medial;
vta: drea tegmental ventral; IIIV: tercer ventriculo; IIIN: nervio
oculomotor (Tomado de Silvermany col., 1994).
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La naturaleza de liberacion pulsatil de la 6nRH determina la secrecion
episédica de las gonadotropinas hipofisarias (FSH y LH). La periodicidad y
amplitud de los pulsos de GnRH y por ende la secrecion de las
gonadotropinas son fundamentales en la regulacion de la funcidon gonadal y
por lo tfanto todo el eje reproductivo. En esta regulacién también participan
varios péptidos sintetizados por el propio gonadotropo como son 1) la
activina que estimula la secrecién de la FSH pero no la de LH; 2) la inhibina
cuya funcidn principal es suprimir la secrecion basal de FSH al bloquear los
efectos de la activina y 3) la folistatina que inhibe la secrecidn de la FSH al
actuar como un regulador de la actividad de la activina (Gilfillan y
Robertson, 1999; Schwall, 1999), asi como los esteroides ovdricos

(estradiol y progesterona) (Fink, 1986; Yen, 2001).

La FSH y la LH son glicoproteinas compuestas por dos subunidades, una o y
otra p. La subunidad o es comin para ambas gonadotropinas y la subunidad
p le confiere la especificidad a la hormona (Snell, 1999 y Yen, 2001). Las
gonadotropinas al llegar al ovario estimulan el crecimiento folicular, la

secrecion de esteroides sexuales y la ovulacion (Tresguerres, 2003).

10
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1.2 Ovario

El ovario es la génada femenina. En la mayoria de las hembras de los
mamiferos es de forma ovoide. Es una gldndula pareada cuyas funciones son
liberar al ovocito capaz de ser fecundado y secretar las hormonas que
estimulan el crecimiento y la diferenciacion de los drganos del aparato

reproductor (Leeson y Leeson, 1990; Dominguez y cols., 1991).

El ovario tiene como unidad anatomico-funcional al foliculo ovdrico, a partir
del cual se originan los tres compartimentos del érgano: 1) Folicular,
formado por los foliculos en diferentes estadios de desarrollo; 2) Luteal o
cuerpo ldteo, estructura glandular que se forma a partir de las células de la
granulosa y de la teca interna de los foliculos que han liberado al ovocito;
3) Intersticial o gldndula intersticial, formada por células con actividad
secretora, llamadas células intersticiales primarias en el ovario fetal y por
las células de la teca interna de los foliculos antrales que experimentan el
proceso de atresia y se denominan células intersticiales secundarias

(Harrison y Weir, 1977, Feder, 1981) (Figura 4).

11
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Cuerpo hemorragico
Cuerpo lateo

I

Cuerpos lateos en
Ovocito — _ / regresion
‘..g;__
v < Tejido intersticial
/ 0, N Y ”(?' /
Foliculo preovulatorio ' - ‘3\&"”

{(® 3 "\\Q\ ",:

Foliculos en crecimiento / »

Foliculo primordial

Figura 4. Esquema que muestra los diferentes compartimentos del ovario:
el folicular, el luteal y el intersticial (Tomado de Audersik y Audersik,
1996).

Bursa ovadrica

El ovario de muchos mamiferos se encuentra dentro de un saco
membranoso llamado bolsa o bursa ovdrica. La bursa se compone de tres
capas: 1) la parte interna que es un epitelio discontinuo de la bursa que da
hacia el ovario; 2) la capa intermedia formada por fejido conjuntivo que
contiene fibroblastos, bloques de células de misculo liso y vasos sanguineos
y 3) la parte exterior, que es epitelio continuo frente a la cavidad

peritoneal (Martiny cols., 1981).

12
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Un lado de la bursa tiene una capa delgada de tejido conjuntivo y se puede
ver al ovario a través de ella. En el otro lado hay una gruesa capa de grasa

que se une al tejido conjuntivo (Martiny cols., 1981).

Foliculogénesis

La foliculogénesis es un proceso que da inicio poco antes del nacimiento o
en los primeros dias de vida postnatal (como en la rata y el raton) y

concluye aproximadamente en la primera semana de vida (Peters, 1978).

En los roedores, los ovocitos que miden 30 um de didmetro, estdn rodeados
por una sola capa de células planas o foliculares y de una ldmina basal que
los aisla del resto del ovario, lo cual da lugar a la formacién de los foliculos
primordiales o de reserva. Los ovocitos que no son rodeados por estas
células en general mueren y son eliminados (Peters, 1978; Dominguez y

cols., 1991; Geneser, 2000; Sadler, 2004) (Figura 5).

Los foliculos durante su desarrollo pueden ovular o dirigirse a la atresia,
siendo esta Ultima en la que culminan la mayoria de los foliculos (Dominguez

y cols., 1991; Ojeda y Urbanski, 1994; Sadler, 2004).

13
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La diferenciacion de los foliculos primordiales da inicio con el crecimiento
del ovocito y la transformacion de las células foliculares de planas a
clbicas (células de la granulosa) que forman un epitelio estratificado con
gran capacidad proliferativa y sintética, dando lugar a los foliculos
primarios que son los que conforman el grupo de crecimiento. A medida que
el foliculo primario aumenta de tamafio, el estroma adyacente se organiza
para formar la teca folicular que se diferencia en dos capas, una vascular
interna y otra fibrosa externa. La teca interna consta de células del
estroma agrandadas que son secretoras, entre las cuales hay muchos
capilares; la teca externa esta constituida por fibras de coldgena y células
fusiformes agrupadas que se juntan en la periferia con el estroma ovdrico

circundante (Leeson y Leeson, 1990; Dominguez y cols., 1991) (Figura 5).

Una vez que las células de la granulosa forman siete u ocho capas alrededor
del ovocito, comienza a observarse la presencia de liquido entre las células
llamado licor folicular, el que se va acumulando hasta dar origen a una
cavidad llamada antro folicular, el cual aumenta de tamafio conforme
transcurre el desarrollo del foliculo. En esta fase de desarrollo se les
denomina foliculos secundarios o antrales (Leeson y Leeson, 1990;
Dominguez y cols., 1991; Sadler, 2004). Las células de la granulosa que se
encuentran en contacto directo con el ovocito forman el cumulus oophorus.

Posterior a la ovulacion las células del cimulo que permanecen con el

14
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ovocito forman la corona radiada. Las células de la granulosa de los
foliculos secundarios estdn en constante proliferacion, aumenta la cantidad
de nexos y desmosomas que mantienen unidas a las células de la granulosa,
lo que permite la intercomunicacion celular (Leeson y Leeson, 1990;

Dominguez y cols., 1991; Sadler, 2004) (Figura 5).

Durante la mayor parte del desarrollo del foliculo, las células de la
granulosa sdlo poseen receptores a FSH. En el foliculo en crecimiento, las
células de la granulosa proliferan rdpidamente por estimulo de la FSH,
proceso en el cual los estrégenos actlan de manera sinérgica. La FSH
estimula la sintesis de sus propios receptores, lo que permite que su
ndmero aumente. No todas las células de la granulosa poseen receptores a
la LH, conforme el foliculo madura algunas adquieren receptores a la LH
por la accidén sinérgica de la FSH y los estrogenos. En el transcurso de
estos cambios, las células de la granulosa adquieren funciones diferentes,
las adyacentes al ovocito le proporcionan soporte fisico y nutrientes y las
mds cercanas a la membrana basal contienen gran cantidad de receptores a
la LH por lo que son mds activas en la produccion de hormonas esteroides
que las que se encuentran cerca de la cavidad antral (Dominguez y cols.,

1991; Greenwald y Roy, 1994; Sadler, 2004).

15
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En el ovario de rata, los foliculos alcanzan la etapa preovulatoria alrededor
de los 17 6 19 dias después de haber iniciado el crecimiento. Este tipo de
foliculo estd formado por el ovocito I o primario, las células de la
granulosa, la membrana basal, las células de la teca interna y la teca
externa, el cumulus oophorus y el antro folicular (Leeson y Leeson, 1990;

Dominguez y cols., 1991) (Figura 5).

En el foliculo preovulatorio, el ovocito completa la primera fase de la
meiosis y se convierte en ovocito IT o secundario. La pérdida de la vesicula
germinal y del nucleolo indican el reinicio de la divisién celular lo cual
ocurre dos horas después de que se produce el pico preovulatorio de LH.
Seis horas después culmina la meiosis, la proliferacién de las células de la
granulosa disminuye y se pierde la capacidad de sintesis de estrdgenos y se

comienza a sintetizar progesterona (Dominguez y cols., 1991) (Figura 5).

16
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Ovocito (1)
Foliculo Células foliculares (2)
primordial ———— Membrana basal (3)
1
Foliculo . Zona pelucida
i i micras
primario 2 (células de la granulosa)
\ 3
= >
s o
U] & P
REMDY o ¥ (mmm—
; ¢
Foliculo <
secundario =
0 / <——— Teca externa
\ Q ' Tecainterna
Q Antro
Cumulus oophorus
Foliculo

preovulatorio

Figura 5. Esquema que muestra los diferentes tipos de foliculos durante el
crecimiento del folicular (Tomado de Van-Voorhis, 1998).

17
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Owvulacion

La ovulacion es la liberacion del ovocito producida una vez que éste ha
alcanzado el tamafio y el grado de diferenciacién adecuado (Dominguez y

cols., 1991).

Mecdnicamente la ovulacion consiste en el rdpido aumento del tamafio
folicular seguido de la protrusién del foliculo desde la corteza ovdrica. Por
dltimo la ruptura folicular resulta en la extrusion de un complejo cimulo-

ovocito (Fink, 1986).

Para que se produzca la salida del ovocito son necesarios varios cambios en
la pared del foliculo y en las relaciones entre las células de la granulosa y
las tecales (Dominguez y cols., 1991). Los elementos que integran la teca
externa (fibras de coldgena, células de tejido conectivo, sustancia
fundamental y fibras musculares lisas) forman una vaina fibrosa que al
disgregarse en un punto cercano a la superficie del ovario, dan lugar a un
orificio (estigma ovdrico) por el cual saldrd el ovocito (Leeson y Leeson,

1990).

18
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Los factores que intervienen durante el proceso de ovulacion son los
siguientes: aumento del volumen y de la presion del licor folicular,
protedlisis enzimdtica de la pared folicular por plasminégeno activado y
contraccion de las fibras musculares lisas en la teca externa,

desencadenada por prostaglandinas (Fink, 1986; Dominguez y cols., 1991).

A medida que se acerca la mitad del ciclo, hay un aumento notable en la
concentracién de estrdgenos, sequido de un incremento brusco en la
concentracion de LH y en menor medida de la de FSH. Este es el detonador

para que el foliculo ovule (Yen, 2001).

Esteroidogénesis

Los ovarios secretan dos grupos principales de hormonas esteroides: los
estrogenos y los progestdgenos. Los estrégenos promueven el crecimiento
y la maduracion de los érganos sexuales internos y externos y producen las
caracteristicas sexuales femeninas que se desarrollan en la pubertad;

también actldan sobre las gldndulas mamarias en las que estimulan el
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crecimiento de los conductos y el estroma, y promueven la acumulacion de
tejido adiposo. Los progestdgenos preparan al Gtero para el embarazo al
promover cambios en el endometrio; también preparan a las gldndulas
mamarias para la lactancia al inducir la proliferacién de los lobulillos (Gore-

Langdon y Armstrong, 1994; Ross, 2005).

El precursor de la ruta biosintetica de la esteroidogénesis es el colesterol
que deriva de lipoproteinas del plasma sanguineo, en forma de ésteres o de
la sintesis de novo a partir de acetato (Pedernera, 1993; Gore-Langdon y

Armstrong, 1994 Van Voorhis, 1999).

El colesterol en el ovario se transforma en pregnenolona por la eliminacion
de un fragmento de seis carbonos. La pregnenolona es la hormona comdn en
la biosintesis de toda clase de hormonas esteroides y puede ser
transformada en progesterona o en 17a-hidroxipregnenolona (Goldfien y

Monroe, 1988) (Figura 6).
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En la conversién a progesterona se necesita la intervencién de la 3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa y de la A>*-cetosteroide isomerasa que
cambian la doble ligadura de la posicién A® a la posicién A*. Posteriormente
la progesterona es transformada en el reticulo endopldsmico en 17a-
hidroxiprogesterona por la 17a-hidroxilasa. Después la enzima C17,20-liasa
puede separar la cadena lateral de los carbonos (20 y 21) para formar
andrdgenos (Goldfien y Monroe, 1988; Gore- Langdon y Armstrong, 1994;

Van Voorhis, 1999) (Figura 6).

La 17a-hidroxipregnenolona es transformada por la enzima C17,20-liasa en
dehidroepiandrosterona (DHEA), compuesto que puede fransformarse en
androstenediona. La androstenediona es el principal andrdgeno secretado
por el ovario, la cual es fransformada a testosterona por la 17-
hidroxiesteroide deshidrogenasa. También pueden generarse pequefias
cantidades de DHEA. Todos estos andrégenos sirven de substrato en la
biosintesis de estradiol, que en la rata y el ratdn es el principal estrégeno
producido por el ovario y cuya transformacion depende de un grupo de
enzimas conocidas como aromatasas (Goldfien y Monroe, 1988; Van Voorhis,

1999) (Figura 6).

21



INTRODUCCION

CELULA DE LA TECA
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Figura 6. Esquema que muestra las rutas biosintéticas de los esteroides
sexuales. Hormona luteinizante (LH), hormona estimulante del foliculo
(FSH), trifosfato de adenosin (ATP), monofosfato de adenosin ciclico
(AMPc) (Tomado de Gore- Langdon y Armstrong, 1994).
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La esteroidogénesis es regulada por las gonadotropinas, los propios
esteroides y una serie de factores de crecimiento y hormonas que son
sintetizadas por el ovario, las que regulan la accién de las gonadotropinas
actuando de manera pardcrina, autdcrina e incluso en la hipdfisis

(Dominguez y cols., 1991; Hiller, 1994).

1.3 Pubertad

La pubertad es el paso de la inmadurez a la madurez sexual. La pubertad
inicia al aumentar gradualmente la secrecion de gonadotropinas. En la rata
hembra, la sefial que indica que la pubertad ha ocurrido es la canalizacidn
de la vagina, como consecuencia de la estimulacién de estrégenos. Esta
apertura vaginal se presenta al dia siguiente del aumento preovulatorio de

gonadotropinas (Ramirez, 1973; Ojeda y Urbanski, 1994).

Con base en estudios de inmunocitoquimica, biologia celular, fisiologia y
neurobiologia, el desarrollo postnatal de la rata hembra se ha clasificado en
cuatro fases: una etapa neonatal que inicia el dia del nacimiento y termina
el dia siete de edad; una etapa infantil que se extiende del dia 8 al 21; una
juvenil que termina alrededor del dia 30 a 32 y una peripuberal con una
duracion variable que se caracteriza por la presencia de la apertura vaginal

y la primera ovulacién (Ojeda y cols., 1986).
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Etapa neonatal. Se caracteriza por la insensibilidad del ovario a las
gonadotropinas, por lo que el desarrollo folicular se inicia en forma
independiente a éstas (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1989). Esta falta
de sensibilidad se presenta los primeros cuatro a cinco dias posteriores al
nacimiento, después se inicia la secrecién de gonadotropinas. Sin embargo,
la regulacién hormonal entre los componentes del eje hipotdlamo-
adenohipdfisis-ovario no es plenamente operativa. A partir del dia cuatro
de edad se incrementan los receptores a FSH hasta el dia 16 de vida
(Ojeda y cols., 1986). La FSH comienza a estimular la produccion de
estradiol a partir de testosterona. El control negativo de la secrecidn
ganadotrépica por el estradiol es ineficiente debido a la presencia en el
suero de o-fetoproteina (AFP) que se une a los estrdgenos torndndolos

bioldgicamente inactivos (Ojeda y cols., 1986).

Etapa infantil. Las concentraciones de FSH incrementan rdpidamente
alcanzando un pico maximo alrededor del dia 12. Posteriormente estas
concentraciones disminuyen hasta llegar a la concentracién mds baja
observada poco antes del primer proestro, mientras que la secrecion de LH
permanece baja. Para el dia 16 la AFP disminuye, lo que permite la elevacion
de estrdgenos libres en la circulacién, hecho que coincide con la disminucion

de la concentracién de FSH en el dia 12 (Ojeda y cols., 1986).
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Etapa juvenil. En esta etapa se observa claramente que el eje hipotdlamo-
hipéfisis es capaz de responder a la estimulacion de estrdgenos con
aumento en la secrecion de gonadotropinas. La LH disminuye y después
tiende a volverse pulsdtil en intervalos de 30 minutos. Los estrdgenos
libres o activos contindan aumentando, ya que la AFP disminuye adn mds
respecto a la fase infantil (Peters, 1978; Ojeda y cols., 1986). Los cambios
diurnos en el patron de liberacién de la LH son de gran importancia para
que el ovario sea capaz de producir las cantidades de esteroides
suficientes para activar el aumento de LH. En esta etapa se da un
incremento de los receptores a LH que también ocurre durante la etapa
infantil, pero es mds pronunciada durante la etapa juvenil (Ojeda y cols.,

1986).

Etapa perijpuberal. En esta etapa se desencadena una cascada de eventos
que culmina con un aumento preovulatorio de gonadotropinas y la primera
ovulacién. Se mantiene la amplitud de los pulsos de LH que es responsable
de estimular al ovario y provocar una mayor produccién de estradiol, aunado
a un incremento en el nimero de receptores para la FSH y la LH, que se
traduce en una mdxima repuesta esteroidogénica. Aumentan las
concentraciones de estradiol, progesterona y testosterona, mismas que
llegan a estimular la descarga de GnRH que culmina con la liberacién brusca
de gonadotropinas y como consecuencia la primera ovulacién (Becu-

Villalobos y Lacau-Mengido, 1989).
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Para explicar cada uno de los eventos de la cascada que culmina con la
pubertad, la etapa peripuberal se divide en: 1) Anestro: la vagina se
encuentra cerrada, el Utero es pequefio y no se detecta nhingin fluido
infrauterino, existe liberacion de LH. 2) Proestro temprano: la vagina se
encuentra cerrada y el dtero es largo con fluido intrauterino. 3) Proestro
tardio: corresponde al primer dia del proestro, muchos animales presentan
aln la vagina cerrada, el dtero es largo balonado y lleno de fluido. 4) Estro:
es el dia de la primera ovulacidn, la vagina estd abierta y predominan células
cornificadas, el fluido uterino ya ha desaparecido y en los ovarios se
pueden observar cuerpos liteos frescos. 5) Primer diestro: la citologia de
la vagina se caracteriza por presentar leucocitos y en los ovarios se

observa la presencia de cuerpos Iiteos (Feder 1981; Ojeda y cols., 1986).

2. Interaccion entre el timo y la funcion reproductiva

2.1 Timo

El timo es el drgano responsable de la inmunogénesis del individuo, ya que
en él se lleva acabo la maduracién y diferenciacion de los linfocitos T o
inmunocompetentes encargados de mediar la inmunidad celular (Roitt y

1993; Ross y cols., 2005).
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El timo es un érgano linfdtico que se encuentra en el térax, inmediatamente
por debajo de la parte superior del esternén. Es una masa de color rosado
grisdceo, aplanada y ftriangular. En general se considera que es una

estructura Unica bilobulada (Roitt y cols., 1993).

El timo es el dnico érgano linfoide primario que surge de dos evaginaciones
endodérmicas que reciben el nombre de bolsas faringeas. Posteriormente,
el timo crece hacia el mediastino en forma de una prolongacién tubular
hacia el interior del torax y pierde su conexion con los puntos de origen.
Los cordones proliferan y envian ramas laterales hacia el interior de los
I6bulos. Otras células de estos cordones se distribuyen de manera menos
densa hacia la periferia del érgano y tienden a separarse, pero siempre se
mantienen unidas entre si por proyecciones citoplasmdticas que forman una
red. Se le considera linfoide, ya que durante la vida embrionaria es poblado
por células madre traidas por la sangre desde el saco vitelino, que se
diferencian en linfocitos dentro del ambiente especial del timo (Fawcett,

2000; Sadler, 2004; Ross y cols., 2005).
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El timo es un érgano formado por dos lobulos unidos en la parte media por
tejido conectivo. Cada uno de los Iébulos esta rodeado por una cdpsula de
tejido conectivo derivado del mesénquima, que penetra formando tabiques
o trabéculas que lo dividen en lobulillos. Esta formado por una matriz de
células epiteliales dispuestas en forma de red por lo que se le denomina
reticulo-epiteliales, en cuyos espacios se depositan los linfocitos (Roitt y

cols., 1993; Ross y cols., 2005).

Cada Iébulo del timo presenta una corteza discontinua y una médula
continua. En la parte periférica o corteza, las células reticulo-epiteliales
estdn distribuidas mds espaciadamente y con gran cantidad de linfocitos
entre ellas; a diferencia de la zona central o médula que presenta mayor
densidad de células reticulo-epiteliales con menor ndmero de proyecciones

y de linfocitos (Roitt y cols, 1993; Fawcett, 2000; Ross y cols., 2005).

En la médula se encuentra una estructura llamada corpisculo de Hassall

que es un agrupamiento de células reticulo-epiteliales engrosadas vy

dispuestas concéntricamente (Roitt y cols., 1993; Ross y cols., 2005).
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Las dimensiones del timo varian considerablemente segin la edad. En el
humano, el timo presenta su talla mdxima durante la vida fetal y en los dos
primeros afios de vida extrauterina, en relacién al crecimiento corporal. A
partir del segundo afio y hasta la pubertad, continda aumentando de
volumen, pero no tan rdpidamente como el resto del cuerpo. El timo es muy
sensible a los efectos de los esteroides, por ello inicia su involucion en la
pubertad disminuyendo de volumen y funcionalidad a medida que pasan los
anos. La corteza se hace mads delgada debido a la disminucién en la tasa de
proliferacién linfocitica, aumenta el drea de la médula, el nimero de
corpusculos de Hassall y la cantidad de tejido adiposo, de tal forma que a la

vejez el 6rgano es un cimulo de grasa (Fawcett, 2000) (Figura 7).

Dada la alta susceptibilidad del timo a los esteroides, el aumento en las
concentraciones de glucocorticoides que ocurre bajo condiciones de estrés
acelera su involucidn, lo que se manifiesta como decremento rdpido en talla
y peso principalmente por la pérdida de linfocitos corticales. También se ha
observado involucién del timo durante el embarazo y la lactancia

(6rossman, 1985; Roitt y cols., 1993).
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Figura 7. Esquema que muestra los cambios de peso y composicién del timo
durante el proceso de involucién (Tomado de Bellanti, 1986).

El trabajo realizado por Calzolari en 1898, fue la primera evidencia de la
relacién entre el sistema reproductor y el timo al observar en el conejo

macho, que la castracién provocaba hipertrofia del timo.

Uno de los modelos utilizados en el estudio de la relacién del timo con el
sistema reproductor es el ratén timectomizado a los tres dias de edad
(Tx3). La extirpacién del timo conlleva a una serie de alteraciones
reproductivas como son retraso en el inicio de la pubertad, menor peso del
los ovarios y el Gtero, concentraciones bajas de FSH, LH, progesterona y
estradiol, y en la etapa adulta disgénesis ovdrica e infertilidad (Nishizuka y

Sakakura, 1969; 1971; Besedovsky y Sorkin, 1974; Michael, 1983). En este
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modelo bioldgico, el transplante de timo durante la etapa neonatal previene
estas alteraciones reproductivas (Nishizuka y Sakakura, 1969; Rebar y

cols., 1980).

Hormonas sintetizadas por el timo

Las timosinas son polipéptidos secretados por las células reticulo-
epiteliales del timo. De los extractos timicos como la timosina fraccién 5
(TF-5) se han aislado varios polipéptidos con diversas funciones bioldgicas,
las cuales se han clasificado en familias de acuerdo al punto isoeléctrico
que presenten: Timosina al, Timosina o5, Timosina o7, Timosina 71,
Timosina B1, Timosina B3, Timosina p4, Timosina B7, Timosina B8, Timosina

B9, Timosina B10 (Goldsteiny cols., 1981,1984).

La TF-5 también contiene otras timosinas como factor timico humoral
(THF), timoestimulina, timopoietina, factor timico X (FTX), factor timico

del suero (FTS) o timulina (Goldstein y cols., 1981).

Algunos de los polipéptidos timicos participan en la secrecién de las
hormonas que intervienen en el crecimiento gonadal. Si se agrega TF-5 ¢
timosina B4 a un sistema de perfusion de hipotdlamo e hipdfisis, se
incrementa la produccion de GnRH y por consiguiente la de LH (Rebar y

cols., 1981).
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En ratones preplberes, la administracién subcutdnea de TF-5 aumenta la
concentracién plasmdtica de estradiol y adelanta la edad de la apertura
vaginal (Michael, 1983). La administracion de timosina B4, en el tercer
ventriculo del cerebro del ratén adulto, incrementa la concentracion de LH

en el plasma (Hall y cols., 1992).

2.2 Timulina

La timulina es un péptido que se caracteriza por ser sintetizado
exclusivamente por las células reticulo-epiteliales del timo. En el suero de
ratones normales la timulina estd presente, mientras que ésta desaparece
de la circulacion al realizar una timectomia y reaparece poco tiempo
después de realizar un injerto de timo (Bach y Dardenne, 1972; Dardenne y
Bach, 1981; Pléau y cols., 1981; Savino y cols., 1982; Dardenne y cols.,
1980).

La timulina es una hormona formada por nueve aminodcidos: pyro-Glu-Ala-
Lys-Ser-6In-Gly-Gly-Ser-Asn-OH, con peso molecular de 900 daltons y
punto isoeléctrico de 7.5 (Pléauy cols., 1981; Dardenne y cols, 1984). Este
nonapéptido es bioldgicamente inactivo si no mantiene una relacién
equimolar con el ién zinc. La unién de la timulina con el Zn** puede formar
complejos 1:1 6 1:2 (Dardenne y cols., 1982 y 1985; Gastinel y cols., 1984;
Low y Goldstein, 1984).

32



INTRODUCCION

La timulina es una hormona implicada en varios aspectos intra y extra

timicos de la diferenciacion de las células T (Dardenne y Bach, 1981).

Los linfocitos T presentan dos tipos de receptores a timulina y su unién es
especifica, saturable y reversible. La constante de disociacién de cada
receptor es de 0.516+0.2 nM y 110+27.8 nM, su concentracién es de
0.186+0.045 y 2.026+0.367 pmol/mg de membrana y su nimero es de 5x10*

y 8x10* receptores por célula (Pléau y cols., 1980).

En el ratdn, la timulina es detectada desde el dia 14 de edad, su produccion
se mantiene en concentraciones constantes entre los primeros cinco y siete
meses de edad y a partir del séptimo mes su concentracién comienza a
disminuir. Para los 15 6 18 meses de edad, cuando el proceso de involucion
timica es considerable, las células reticulo-epiteliales comienzan a
degenerar, lo que lleva a que en los animales viejos la timulina tienda a

desaparecer de la circulacién (Dardenne y Bach, 1981).
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La timulina atraviesa la barrera hematoencefdlica ya que se ha observado
actividad de rosetas en el liquido cerebroespinal de pacientes con
esclerosis mdltiple tratados con timulina por via subcutdnea (Bach y

Dardenne, 1984).

El control de la secrecién de la timulina parece depender de una compleja
red de eventos. Los primeros estudios sugieren que la hormona por si
misma controla su secrecion. Posteriormente se describe que la produccion
y secrecion de la timulina es regulada de manera directa o indirecta por el
sistema enddcrino (GH, PRL y tiroxina). De igual forma, existen estudios
que muestran que la timulina posee actividad hipofisiotrépica al modular la
liberacidon de hormonas como la ACTH, LH, TSH, PRL y CRF (Savino y cols.,
1984; Fabris y Mocchegiani, 1985; Folch y cols., 1986; Dardenne y cols.,

1988; Hadley y cols., 1997 Goya y cols., 2004).

2.3 La timulina en la regulacion del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario

En cultivo de fragmentos de hipofisis anterior de rata macho adulta, se ha
mostrado que la administracion de timulina estimula la liberacién de la LH
(Zaidi y cols., 1988; Hadley y cols., 1997) de manera semejante a cuando se

estimula con GnRH (Zaidi y cols., 1988).
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La timulina tiene un efecto sinérgico sobre la liberacién de LH y un efecto
aditivo sobre la de FSH en las células de adenohipdfisis coincubadas con
GnRH. Sus efectos estimulantes sobre la liberacion de las hormonas
adenohipofisarias disminuye con la edad del donador de las células (Brown 'y

cols., 2000).

Hinojosa y colaboradores (2004) mostraron en células de adenohipéfisis
obtenidas de ratas sacrificadas en cada dia del ciclo estral, que la timulina
modifica la liberacién de FSH y LH espontdnea o inducida por la adicién de
GnRH, dependiendo del dia del ciclo estral en el que se encontraban los

animales al momento del sacrificio.

En cultivos de células de la granulosa de ovarios de cerda se ha mostrado
que la administracion de timulina incrementa la actividad del complejo
enzimdtico aromatasa. Cuando se adiciona timulina junto con FSH o con LH
se observa incremento en la secrecion de progesterona, evento que no

sucede si sélo se administra timulina (Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990).

En ratones de 20 dias de edad, la administracion de la gonadotropina

coridnica equina (eC6), no induce la ovulacién, pero si se les administra
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diariamente timulina desde el dia anterior a la inyeccién de eCG hasta el dia

del sacrificio, los animales superovulan (Hinojosa y cols., 1999).

En el ratén hembra timectomizado a los diez dias de edad (Tx-10), que
presenta disminucion en las concentraciones séricas de estradiol en suero a
la pubertad y menor respuesta ovulatoria a la administracion de eC6 y a la
gonadotropina corionica humana (hCG), la inyeccién diaria de timulina
iniciando inmediatamente después de la timectomia, normaliza la
concentracion de estradiol y restablece la respuesta ovulatoria (Garcia y

cols., 2000).

En ratones preplberes, la microinyeccion de timulina en el hipotdlamo

medio basal o la adenohipéfisis estimula la ovulacion previamente bloqueada

por el uso del éter como anestésico (Garciay cols., 2005).

36



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La funcién reproductiva estd regulada por el eje hipotdlamo-hipéfisis-
ovario. Se ha mostrado que el timo participa en esta modulacion por
intermedio de la timulina, ya que su administracion subcutdnea induce
superovulacion en respuesta al estimulo gonadotrépico e inyectada
directamente en el hipotdlamo o la hipéfisis estimula los mecanismos que
culminan con la ovulacién. Sin embargo, no se cuenta con informacion que
muestre si la timulina tiene efectos directos sobre el ovario como érgano

fundamental del eje reproductivo.
Por ello, en el siguiente trabajo se estudiaron los efectos de la

microinyecciéon de timulina directamente en la bursa ovdrica sobre la

respuesta ovulatoria del ratén preplber tratado con gonadotropinas.
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HIPOTESIS

La timulina promueve la ovulacion al ser administrada de manera sistémica,
directamente en el hipotdlamo o en la hipéfisis, dado que el ovario forma
parte del eje reproductivo, entonces la administracion de timulina

directamente en este drgano favorecerd la respuesta ovulatoria.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la timulina administrada en la bursa ovdrica del
ratén preplber sobre la ovulacion inducida por la administraciéon de

gonadotropinas.

Objetivos especificos

e Analizar la respuesta ovulatoria del ratén prepuiber a la administracion

de diferentes concentraciones de gonadotropinas.

e Analizar la curva dosis-efecto de la administracion de timulina en la
bursa ovdrica sobre la respuesta ovulatoria del raton prepiber tratado

con gonadotropinas.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CD1 mantenidos en condiciones
convencionales de bioterio, con fotoperiodo controlado de 14 h de luz y 10
h de oscuridad (luces encendidas de 5:00 a 19:00 h), 26% de humedad,
temperatura de 22°C +2 y alimentacién ad /ibitum.

Las cruzas se realizaron utilizando animales adultos (3 meses de edad) en
una proporcion de tres hembras por un macho; las hembras se revisaron
diariamente durante siete dias en busca de tapén espermadtico (TE), cuya
presencia se considerd como dia uno de prefies. En las hembras en las que
no se logré observar el TE, se registré el peso corporal siete dias después
de haber retirado al macho y se comparé con el peso al momento de la
cruza; aquellas que tuvieron un incremento entre el 10 y el 15 % se
consideraron como prefiadas. Diecisiete dias después de la presencia del
TE, las hembras gestantes se separaron en cajas individuales para

registrar el dia de la paricion.

Al nacimiento se registré el nimero total de crias y al dia siguiente (dia uno
de edad) se llevé a cabo el sexado, se retiraron los machos; y las hembras
se distribuyeron en una relacién de 5 6 6 por madre. El destete se realizé
a los 19 dias de edad.
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Procedimiento de microinyeccion

Hembras preplberes de 19 dias de edad se anestesiaron con éter y se les
realizé una incision por via dorso-lateral de piel y misculo a la altura del
dltimo par de costillas por donde se exteriorizé el ovario. Se introdujo en
la bursa ovdrica una aguja del No. 29 (con el bisel previamente acortado)
conectada a una jeringa Hamilton de 25 pl, acoplada a una bomba de
microinyeccién (Bioanalytical Systems, BAS, Modelo CMA/100) y calibrada
para inyectar un volumen de 2 pl/min de soluciéon salina (NaCl
0.9%)(disolvente de la timulina) o timulina (Sigma Chem. Co. St. Louis, Mo.
USA) (en las concentraciones que se indican en el disefio experimental).

Este procedimiento se realizé en ambos ovarios.

Procedimiento de autopsia

Los animales se sacrificaron por decapitacién a los 23 dias de edad o al
primer estro vaginal, segin se indique en el disefio experimental. A la
autopsia se disecaron los ovarios, el Utero, el timo y el bazo y se pesaron en
balanza de precisién. En los oviductos se buscé la presencia de ovocitos con
la ayuda de un microscopio estereoscépico, en cuyo caso se procedié a

contarlos.
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MATERIALES Y METODOS

Diserio experimental

1. Respuesta ovulatoria del raton prepuber a la administracion de

diferentes concentraciones de gonadotropinas.

Se utilizaron ratones prepuiberes de 20 dias de edad que se dividieron en
tres grupos. A cada grupo se le inyecté por via subcutdnea una de las
siguientes concentraciones de eCG (Sigma) 2, 3 6 5 u.i. Los animales se
revisaron diariamente para registrar el dia de la apertura vaginal, momento
en el que se inicié la toma diaria de frotis vaginales y se sacrificaron entre

las 10:00 y 11:00 h del dia del primer estro.

Otros grupos de animales de la misma edad e inyectados con las mismas
concentraciones de eCG antes mencionadas, se les inyecté 54 horas
después de eCG, 3 u.i. de hCG (Sigma) y 20 horas después se sacrificaron.
En todos los animales se registroé el dia de la apertura vaginal y la presencia

del primer estro.

Se contd con un grupo de animales intactos que se sacrificaron a los 23

dias de edad entre las 10:00 y 11:00 h.

39



MATERIALES Y METODOS

2. Curva dosis-efecto de la administracion de timulina en la bursa
ovdrica sobre la respuesta ovulatoria del raton prepuber tratado con

gonadotropinas.

A los 19 dias de edad los animales se dividieron en los siguientes grupos
experimentales: testigos (animales intactos), operacién simulada (incision
de piel y mdsculo), microinyeccion en bursa de solucién salina y
microinyeccion en bursa de timulina. El grupo de timulina a su vez se
subdividié para inyectarles en cada ovario una de las siguientes
concentraciones de timulina 7.5, 15, 30, 60, 120 y 240 pg, siguiendo el
método descrito previamente. Las concentraciones se determinaron con

base en estudios previos (Hinojosa y cols., 1999; Garcia y cols., 2000).

Al dia siguiente de la microinyeccion de timulina se les sometié a una
prueba ovulatoria administrando gonadotropinas en las concentraciones
determinadas para tal fin en el experimento anterior. Los animales se

sacrificaron 72 h después de la administracién de eC6G.
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MATERIALES Y METODOS

Andlisis estadistico

La edad de la apertura vaginal, la presencia del primer estro vaginal (dias
posteriores a la apertura vaginal), el nimero de ovocitos liberados y el peso

corporal y de los érganos, se expresaron como la media + e.e.m.

El ndmero de ovocitos liberados se analizé con la prueba de Kruskal-Wallis
seguida de la prueba de Dunn’s. La tasa de animales ovulantes (nimero de
animales que ovulan entre el ndmero total de animales) se comparé
utilizando la prueba de probabilidad exacta de Fisher para proporciones. El

peso corporal y de los drganos se analizé con la prueba de t de Student.

En todos los casos sélo se consideraron como significativas aquellas

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

RESULTADOS

I. Respuesta ovulatoria del raton prepiber a la administracion de

diferentes concentraciones de gonadotropinas.
a) Administracion de eC6 (2, 3 6 5 u.i.).

Los resultados muestran que en los ratones prepuberes de 20 dias de edad,
la administracién de eC6, independientemente de la concentracidn, indujo
la apertura vaginal entre los 21y 23 dias de edad y el primer estro vaginal
se presenté de 72 a 96 horas después de la administracion de eCG. La
ovulacion sélo se presenté en el 25 % de los animales tratados con 5 u.i. de
eCG (Tabla 1).

Tabla 1. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. de la edad de
la apertura vaginal (AV), primer estro vaginal (PEV) y nimero de ovocitos
liberados de ratones inyectados con diferentes concentraciones de eCG a
los 20 dias de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

eC6

Parametros Intactos

2 u.i. 3 u.i. 5 u.i.
Numero de animales 10 12 12 12
AV (dias) --- 215+02 | 23.0+0 |220:0
PEV (dias)* --- 2.2 +0.2 07+01| 10=+0
TAO 0/10 0/12 0/12 3/12
Numero de ovocitos 0 0 0 30.0+139

* Dias posteriores a la apertura vaginal
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RESULTADOS

El peso de los ovarios de los animales tratados con 3 6 5 u.i. de eCG se
incrementd de manera sighificativa en comparacién con el grupo de hembras
intactas sacrificadas a los 23 dias de edad. En cuanto al peso del Gtero, el
tratamiento con eCG provocé aumento estadisticamente significativo en todos

los grupos respecto al de los animales intactos (Figura 8).

Ovarios
mg 16 - ab

12 -

| 2 u.i. 3 u.i. 5u.i.

Utero
80 -
mg c

—o0
9]

60 -

40

) _j
0 -

| 2 u.i. 3 u.i. 5u.i.

a, p<0.05vs Iy 2 u.i. de eCG
b, p<0.05 vs 3 u.i. de eCG
C, p<0.05vs |

Figura 8. Media + e.e.m. del peso de los ovarios y el (tero de ratones
intactos (I) sacrificados a los 23 dias de edad y de ratones tratados a los
20 dias de edad con diferentes concentraciones de eCG y sacrificados al
primer estro vaginal.
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RESULTADOS

El peso del timo de los grupos inyectados con eCG, no mostré diferencias
significativas respecto al grupo de animales intactos. El peso del bazo de
las hembras tratadas con 3 6 5 ui. de eCG se incrementé
significativamente en comparacion con los animales intactos, siendo el

grupo con 5 u.i. de eCG el que resulté tener el mayor peso (Figura 9).

Timo
80 A
mg T
60 - T
40
20 A
0 B - - .
| 2U.i. 3u.i 5u.l
Bazo
200 A
mg a,b
T
a
150 A T
100 -
50 A1
O B - - - '
I 2u.i. 3u.i. 5u.l.
a, p<0.05 vs |

b, p<0.05 vs 2 u.i. y 3 u.i.

Figura 9. Media + e.e.m. del peso del timo y el bazo de ratones intactos (I)
sacrificados a los 23 dias de edad y de ratones tratados a los 20 dias de
edad con diferentes concentraciones de eC6 y sacrificados al primer estro
vaginal.
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RESULTADOS

b) Administracion de eC6 (2, 3 6 5 u.i.) y hC6 (3 u.i.).

En todos los grupos inyectados con diferentes concentraciones de eCG + 3
u.i. de hCG la canalizacién vaginal ocurrié entre los 21y 22 dias de edad y el
primer estro se presenté 72 horas después de la administracién de eC6

(Tabla 2).

Tabla 2. Media + e.e.m. de la edad de la apertura vaginal (AV) y del primer
estro vaginal (PEV) de ratones inyectados a los 20 dias de edad con 2, 3 6
5 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23
dias de edad.

2 u.i. eC6 3 u.i. eC6 5 u.i. eC6
Parametros
+ 3 u.i. hC6
Nimero de animales 12 12 10
AV (dias) 215+0.2 215+0.2 220+0
PEV (dias)* 15+0.2 15+0.2 10+0

* Dias posteriores a la apertura vaginal

A diferencia de lo observado en los grupos experimentales estimulados
Unicamente con eC6, la administracion secuencial de eCG
(independientemente de la concentracién) y hC6 indujo la ovulacién en el
100% de los animales. El andlisis comparativo del nimero de ovocitos
liberados muestra que fue significativamente mayor en funcion de la

concentracién de eCG administrada (Figura 10). Con 2 u.i. de eCG + hCG la
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RESULTADOS

cuota ovulatoria fue similar al nimero de crias promedio por paricién que
presenta el raton CD1 adulto (14.6 + 0.4) (datos no publicados) por lo que la
respuesta ovulatoria a 3 6 5 u.i. de eC6 + hCG se consideré como
superovulacion.

Tasa de animales
ovulantes

100 -~
%

75 -

50 -

25

0_

QUi 3ui. 5u.i,
+ 3 u.i. de hCG

N° de ovocitos

liberados
N° 5 a,b
. f_LrL
L2ud. 3ui.  5ul
+ 3 u.i. de hCG

a, p<0.05 vs 2 u.i. de eCG + hCG
b, p<0.05vs 2y 3 u.i. de eCG + hCG

Figura 10. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados de ratones inyectados a los 20 dias de edad con 2, 3, 6
5 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23
dias de edad.
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RESULTADOS

El peso de los ovarios de los animales tratados con eCG + hCG mostré un
incremento estadisticamente significativo y directamente proporcional a la
concentracién de eCG administrada. El peso del dtero del grupo con 3 u.i.
de eCG + hCG fue significativamente menor comparado con el peso del

Utero de los otros dos grupos experimentales (Figura 11).

Ovarios
25 A
mg a,b
20 1
15 A
a
10 -+
0
QUi 3ui.  5u.i,
+ 3 u.i de hCG
Utero
mg 80 -
| C
C2UWi. 3ui_ 5Sui
+ 3 u.i. de hCG

a, p<0.05 vs 2 u.i. de eCG + hCG
b, p<0.05 vs 3 u.i. de eCG + hCG
c p<0.05vs 2y 3 u.i. de eCG + hCG

Figura 11. Media + e.e.m. del peso de los ovarios y el Gtero de ratones
inyectados a los 20 dias de edad con 2, 3, 6 5 u.i. de eC6, 54 horas
después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23 dias de edad.
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RESULTADOS

El peso del timo de las hembras tratadas con 3 6 5 u.i. de eCG + hCG fue
significativamente menor, en comparacién con el grupo estimulado con 2 wu.i.
de eCG + hCG, mientras que el bazo de los animales con 3 u.i. de eCG + hCG
mostré menor peso respecto a los grupos con 2 6 5 u.i. de eC6 + hCG

(Figura 12).

Timo
80 -
mg
60 -
a
40 - a
20 A
(0]
QUi 3ui.  5u.li,
+ 3 u.i. de hCG
Bazo
180 ~
mg
120 - b
60 -
[0}
& U.i. 3 U.l. S U.l,
+ 3 u.i. de hCG

a, p<0.05 vs 2 u.i. de eCG + hCG
b, p<0.05vs 2y 5 u.i. de eCG + hCG

Figura 12. Media + eem. del peso del timo y el bazo de ratones
inyectados a los 20 dias de edad con 2, 3 6 5 u.i. de eCG, 54 horas
después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23 dias de edad.
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RESULTADOS

II. Efecto de la administracion de diferentes concentraciones de
timulina (30, 60, 120 6 240 pg) en la bursa ovarica sobre la respuesta
ovulatoria del raton prepiber tratado con 2 u.i. de eC6 + 3 u.i. de
hC6.

Tomando en consideracion la respuesta ovulatoria de los animales
preplberes frente al estimulo gonadotrdpico, se decidié analizar los
efectos de la administracién de timulina en la bursa ovdrica utilizando 2 u.i.
de eC6 y 3 u.i. de hCG, ya que ovula el 100% de los animales y la cuota
ovulatoria es similar al ndmero de crias por paricién que caracteriza a las

hembras adultas de la cepa de animales utilizada (14.6 + 0.4 crias).

Tabla 3. Media + e.e.m. de la edad de la apertura vaginal (AV) y del primer
estro vaginal (PEV) de ratones de 19 dias de edad con operacién simulada
(OS) o inyectados en la bursa ovdrica con solucion salina (SS) o
concentraciones crecientes de timulina y testigos (TA), fratados a los 20
dias de edad con 2 u.i. de eC6, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y
sacrificados a los 23 dias de edad.

Grupos AV (dias) PEV (dias)*
TA 215+0.2 15+0.2
0s 225+0.2 05+0.2
SS 221+0.2 09+0.2
30 226 +0.2 04+0.2
Timulina 60 22.8+0.2 02+0.2
(pg) 120 225+0.2 04+0.2
240 220+0 10+0

* Dias posteriores a la apertura vaginal.
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RESULTADOS

En los grupos TA, OS y SS tratados con 2 u.i. de eC6 + 3 u.i. de hCG, la
apertura vaginal se presento entre los 21 y 22 dias de edad y el primer
estro 72 horas después de la administracién de eCG, eventos que no se

modificaron con la inyeccién de timulina en la bursa ovdrica (Tabla 3).

Tanto en el grupo con OS como en el de microinyeccién de SS la tasa de
animales ovulantes se mantuvo similar a la de los animales testigo, sin
embargo el ndmero de ovocitos liberados fue significativamente menor en
los animales con OS respecto al grupo TA. La microinyecciéon de SS nho
modifico este pardmetro respecto a la OS. Resultados similares se
observaron en el peso del (tero, mientras que el peso del bazo sélo mostro
diferencias estadisticamente significativas en los animales con OS

respecto a los otros grupos (Figura 13).

El peso de los ovarios y el timo no se modifico de manera significativa

independientemente de la manipulacion quirdrgica (Figura 13).
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RESULTADOS

Tasa de animales N° de ovocitos
ovulantes liberados
100 - 18 -
% g0 A N°® 15 -
12 -
60 - * *
9 -
40
6 -
20 - 3 -
o - o -
TA 0s SS TA 0s SS
Ovarios Utero
10 A~ 80 -

mg s mg

60
40 -

20 A

o N [N o
I I I I
_|
>
(@]
w
wn
wn
o
*x
*

50 - Timo 160 - Bazo

mg oo A mg 1.0 - *

40 - 80 —

20 -+ 40 -

%

TA 0S SS TA 0S SS

* p<0.05 vs TA

Figura 13. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados y del peso de los 6rganos de ratones de 19 dias de edad
con operacién simulada (OS) o inyectados en la bursa ovdrica con solucion
salina (SS) y testigos (TA) tratados a los 20 dias de edad con 2 u.i. de eC6,
54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23 dias de edad.
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Debido a las diferencias observadas en los pardmetros evaluados en
funcién de la manipulacién experimental, se considerd a los animales con
microinyeccion de SS como grupo de comparacion para analizar los efectos

de la administracidon de timulina en la bursa ovdrica.

Con la mayoria de las concentraciones de timulina empleadas, el porcentaje
de animales ovulantes disminuyé significativamente respecto al grupo con
SS y con la concentracién mds alta (240 pg) ninguno ovuld (Figura 14). Sin
embargo, la cuota ovulatoria de los grupos inyectados con timulina que
llegaron a ovular, no mostré diferencias significativas respecto a la de los

animales con SS.
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Tasa de animales
100 ovulantes

80 -

60 -

40 -

«
20
1iE
°"ss .30 60 120 240,
Timulina (pg)

N° de ovocitos

liberados
N© 10 -
7 I
.. i
. |
2 -
O = 1
SS 30 60 120 240,

Timulina (pg)

* p<0.05 vs SS

Figura 14. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados de ratones de 19 dias de edad inyectados en la bursa
ovdrica con solucidn salina (SS) o concentraciones crecientes de timuling,
tratados a los 20 dias de edad con 2 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i.
de hCG y sacrificados a los 23 dias de edad.

53



RESULTADOS

El peso de los ovarios no se modific6 de manera significativa
independientemente de las concentraciones de timulina, mientras que el
peso del (tero de los animales tratados con 30 6 240 pg de timulina fue

significativamente mayor al del grupo con SS (Figura 15).

ovarios
mg 10
‘|' T
o |
-
6 -
4 -
2 -
0 - 1
SS 30 60 120 240,
Timulina (pg)
Utero
80 A
mg

H %

60 -

H¥*

40 -

20 A

SS 30 60 120 240,

Timulina (pg)

-

* p<0.05 vs SS

Figura 15. Media + e.e.m. del peso de los ovarios y el Utero de ratones de
19 dias de edad, inyectados en la bursa ovdrica con solucién salina (SS) o
concentraciones crecientes de timulina, tratados a los 20 dias de edad con
2 u.i. de eC6, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23
dias de edad.
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RESULTADOS

El peso del timo disminuyé significativamente al administrar 60 6 120 pg de
timulina en comparacion con los animales con SS. El peso del bazo no se
modificd en ninguno de los animales tratados con timulina respecto al grupo

con SS (Figura 16).

Timo
80 A
mg -
60 - T
*
40 A 1
*
20 - J_“
O I 1
SS 30 60 120 240,
Timulina (pg)
Bazo
150 -
mg
125 A
- T T

100 -

75 A

50 -

25 -

SS 30 60 120 240,

-

Timulina (pg)

* p<0.05 vs SS

Figura 16. Media + e.e.m. del peso del timo y el bazo de ratones de 19 dias
de edad inyectados en la bursa ovdrica con solucién salina (SS) o
concentraciones crecientes de timulina tratados a los 20 dias de edad con
2 u.i. de eC6, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23
dias de edad.
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ITII. Efecto de la administracion de diferentes concentraciones de
timulina (7.5, 15, 30, 60 o 120 pg) en la bursa ovarica sobre la
respuesta ovulatoria del raton prepuber tratado con 3 u.i. de eC6 + 3
u.i. de hC6.

Con base en los resultados de los experimentos anteriores, se decidié

utilizar una estimulacion gonadotrépica mayor y analizar los efectos de dos

concentraciones de timulina menores a 30 pg.

En todos los grupos experimentales inyectados con 3 u.i. de eCG + 3 u.i. de
hCG la apertura vaginal se presenté entre los 21 y 23 dias de edad. Y el
primer estro se presentd 72 horas después de la administracién de eCG

(Tabla 4).

Tabla 4. Media + e.e.m. de la edad de la apertura vaginal (AV) y del primer
estro vaginal (PEV) de ratones de 19 dias de edad con operacién simulada
(OS) o inyectados en la bursa ovdrica con solucion salina (SS) o
concentraciones crecientes de timulina y testigos (TA) tratados a los 20
dias de edad con 3 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y
sacrificados a los 23 dias de edad.

6rupos AV (dias) PEV (dias)*

TA 215+0.2 15+0.2
0s 230+0 0

SS 214 +0.2 16+0.2
7.5 230+0 0

o 15 225+0.2 05+0.2

T'E“"')'"“ 30| 224101 0.6+ 0.1
Pd 60 230+0 0
120 230:+0 0
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RESULTADOS

La OS no modificé significativamente la tasa de animales ovulantes
respecto al grupo TA, evento que se conservé similar en los animales con
microinyeccion de SS, mientras que el nimero de ovocitos liberados
disminuyé de manera significativa en el grupo con OS y se mantuvo asi en

los animales con microinyeccién de SS (Figura 17).

El peso de los drganos no mostré diferencias significativas entre los tres
grupos experimentales, excepto el peso del (tero de los animales con OS

que resulté ser significativamente mayor al del grupo TA (Figura 17).
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RESULTADOS

N° de ovocitos

liberados
No 40 -~
30 -
20 - a
a
10 A
0 -
TA  OS SS
Utero
80 -
mg b
60 -
40 -
20 -
0 -
TA oS SS
Bazo
mg 150 -

100 -

50 A

TA (O8] SS

a, p<0.05vs TA
b, p<0.05vs TAy SS

Figura 17. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados y del peso de los érganos de ratones de 19 dias de edad
con operacion simulada (OS) o inyectados en la bursa ovdrica con solucion
salina (SS) y testigos (TA) tratados a los 20 dias de edad con 3 u.i. de eC6,
54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23 dias de edad.
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RESULTADOS

Como en el experimento anterior, se consideré a los animales inyectados

con SS como grupo de comparacion.

La mayoria de los animales tratados con 15, 30 6 60 pg de timulina en la
bursa ovdrica ovularon frente al estimulo de 3 u.i. de eC6 + 3 u.i. de eCG. lo
que no se observé con las concentraciones de 7.5 6 120 pg de timuling,

respecto al grupo con SS (Figura 18).

Con la concentracién mds baja de timulina, sélo un animal logré ovular y
Unicamente tres ovocitos, sin embargo la microinyeccién de 60 pg de
timulina incrementé la cuota ovulatoria de manera significativa respecto a
la del grupo con SS. El resto de las concentraciones de timulina no
modificaron significativamente el ndmero de ovocitos liberados en

comparacién con los animales con SS (Figura 18).
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Tasa de animales

ovulantes
100 -
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60 -
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O - I I ]
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e 18] liberados

[
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1
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O - d
SS J5 15 30 60 120,
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* p<0.05 vs SS

Figura 18. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados de ratones de ratones de 19 dias de edad, inyectados en
la bursa ovdrica con solucién salina (SS) o concentraciones crecientes de
timulina, tratados a los 20 dias de edad con 3 u.i. de eCG, 54 horas después
con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23 dias de edad.
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RESULTADOS

El peso de los ovarios de los grupos con timulina no presenté cambios
respecto al grupo con SS, mientras que el peso del U(tero fue
significativamente mayor al inyectar 7.5 pg de timulina, respecto al grupo

con SS (Figura 19).

Ovarios
mg 12 _|_
.
T T
8 -
.
4 -
O - 1
SS J5 15 30 60 120,
Timulina (pg)
Utero
mg 90 A .
.
60 .
L T

30 A

75 15 30 60 120,
Timulina (pg)

SS

* p<0.05 vs SS

Figura 19. Media + e.e.m. del peso de los ovarios y el Utero de ratones de
19 dias de edad, inyectados en la bursa ovdrica con solucion salina (SS) o
concentraciones crecientes de timulina y tratados a los 20 dias de edad
con 3 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23
dias de edad.
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RESULTADOS

Ninguno de los grupos experimentales fratados con timulina presenté
cambios significativos en el peso del timo y del bazo comparado con el

grupo con SS (Figura 20).

Timo
m 60 -
g '|' T T

40 -

20 -

ss 75 15 30 60 120,
Timulina (pg)

Bazo

100 o T T

50 -

75 15 30 60 120,
Timulina (pg)

SS

Figura 20. Media * e.e.m. del peso de los ovarios y el Utero de ratones de
19 dias de edad, inyectados en la bursa ovdrica con solucion salina (SS) o
concentraciones crecientes de timulina, tratados a los 20 dias de edad con
3 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23
dias de edad.
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Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la administracion
de timulina en la bursa ovdrica tiene un efecto dual (estimulante o
inhibitorio) sobre la respuesta ovulatoria de los animales tratados con
gonadotropinas, efectos que dependen de la relacion timulina-

gonadotropinas.

El ratén de la cepa CD1 se caracteriza por no ovular de manera espontdnea
el dia del primer estro vaginal (Garcia y cols., 2000) a diferencia de la rata
(Ojeda y cols., 1986). Sin embargo se pueden sincronizar ambos eventos
por la administracion de gonadotropinas. Al respecto se ha mostrado que la
respuesta ovulataria depende de la dosis administrada y de la edad del
animal (Villavicencio y cols., 1993; Greenwald y Roy, 1994). En este estudio
la eCG indujo la apertura vaginal en todos los animales independientemente
de la manipulacién experimental posterior (hCG, OS, SS, Timulina), lo que
indica que esta gonadotropina estimula la sintesis de estrdgenos (Roser,
1999) en concentraciones suficientes para provocar la canalizacién vaginal.
El aumento al doble o mds en el peso del (tero de estos animales respecto
al peso del Ultero de los animales prepiberes sin fratamiento
gonadotrépico, apoya esta interpretacién ya que éste drgano es blanco de

los estrégenos (Greenwald y Roy, 1994; Yao y Bahr, 1999; Yen, 1999).
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Por otra parte, el incremento en la masa ovdrica podria ser reflejo del
crecimiento folicular, sin embargo la mayoria de los animales no ovulan
frente al estimulo Unico de eCG, lo que sugiere que el animal de 20 dias de
edad no es capaz de liberar el pico enddgeno de LH, como ya ha sido
propuesto anteriormente (Hinojosa y cols., 1999), probablemente porque el

eje hipotdlamo-hipofisario ain no estd maduro (Ojeda y Urbanski, 1994).

Cuando a los animales se les inyecté de manera secuencial ambas
gonadotropinas, todos ovularon, lo que indica que la gonada del animal en la
etapa peripuberal ya es capaz de realizar sus funciones ante el adecuado
estimulo gonadotrépico (Hinojosa y cols., 1999) y confirma lo propuesto
anteriormente sobre la inmadurez del eje hipotalamo-hipofisario. En estos
animales la cuota ovulatoria fue directamente proporcional a la
concentracién de eCG, evento que podria estar vinculado con el rescate de
los foliculos de la atresia y el incremento en el nidmero de foliculos
preantrales normales descritos como efectos de la eC6 sobre el

crecimiento folicular (Monniaux y cols., 1984; Roser, 1999).
El consecuente incremento en el peso de los ovarios, probablemente

corresponde a la formacion de los cuerpos liteos, resultado del ndmero de

ovocitos liberados en cada uno de los grupos (Zeleznik, 1999).
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El timo es un érgano que inicia su involucién en la pubertad, dado el aumento
en las concentraciones de hormonas sexuales que ocurren en esta etapa
(Grossman, 1985; Roitt y cols., 1993). El bazo es un drgano que no se
modifica por las variaciones de estos esteroides (Kuhl y cols., 1983), sin
embargo se ha mostrado que la disminucion del peso del timo coincide con
el aumento en el peso del bazo, por un proceso de compensacion
inmunolégica (Ham, 1975). Es por esto que se considera a estos 6rganos
como buenos indicadores de las fluctuaciones en las concentraciones de
esteroides sexuales. Sin embargo, en los animales inyectados con eCG, no
se modificaron, lo que indica que probablemente las concentraciones de
progesterona no son lo suficientemente altas para provocar un efecto de

involucidon del timo.

El timo de los animales tratados con ambas gonadotropinas al parecer ya
manifiesta el comportamiento esperado (involucion) al ser sometido a las
concentraciones de estrdgenos y progesterona que ocurren cuando se

presenta la ovulacién (Kuhl y cols., 1983).

No obstante que la mayoria de los animales que se sometieron a una
operacién simulada ovularon en respuesta a la administracién de 2 u.i. de
eCG y 3 u.i. de hCG, la cuota ovulatoria fue 40% menor a la observada en los
animales que sdlo recibieron el estimulo gonadotrdpico. Una de las variables

involucradas en esta intervencién quirdrgica es el uso del éter como
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anestésico. Al respecto, Garcia y colaboradores (2005) muestran en los
ratones prepulberes, que la anestesia con éter bloquea la ovulacién inducida
por la administracién de eCG, misma que se restablece al inyectar GnRH o
hCG. El andlisis histoldgico de los ovarios de los animales que no ovularon
muestra un considerable incremento de foliculos grandes atrésicos (Rosas
y col., 2006; Garcia y cols., 2005). En nuestro caso, los animales con OS
recibieron hC6 y aln asi el ndmero de ovocitos liberados fue

considerablemente menor.

Kim y colaboradores (1994, 1996) describen en la rata adulta ciclica, que la
exposicion a vapores de éter en el dia del proestro bloquea la ovulacién el
dia del estro esperado como consecuencia de alteraciones en la descarga
de GnRH y Devorshak-Harvey y colaboradores (1985) muestran que la
administracién de un antagonista a GnRH en la rata en diestro 1, reduce la
amplitud de los pulsos de LH lo que provoca aumento en el porcentaje de
foliculos atrésicos, por lo que una posible explicacién a la disminucion de la
cuota ovulatoria de nuestros animales, seria que el éter esté inhibiendo los
pulsos de GnRH responsables de la secrecion tonica de LH (Fox y Smith,
1985) necesaria en el crecimiento y maduracion de los foliculos que van a

ser ovulados (Ojeday cols. 1994).
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Cabe la posibilidad de que la disminucién en el nimero de ovocitos liberados
en los animales con OS no sea sdlo el resultado de la exposicién a los
vapores de éter, también la propia cirugia puede estar involucrada en esta
respuesta. Flores y colaboradores (2005, 2006, 2008) y Cruz vy
colaboradores (2006) observan en la rata adulta que la anestesia con éter
incrementa en el lapso de una hora las concentraciones hormonales de los
esteroides sexuales, mismas que se modifican al realizar la incisién de piel
y mdsculo y la perforacién del peritoneo. Sin embargo, se desconoce si

estos cambios repercuten en la respuesta ovulatoria.

La microinyeccién de SS no modifico la respuesta ovulatoria respecto a la
de los animales con OS, sin embrago no en todos los pardmetros evaluados
fue asi, por lo que se tomé al grupo con SS para evaluar los efectos de las

diferentes concentraciones de timulina sobre la ovulacién inducida.

Es ya conocida la existencia de una relacion bidireccional entre los péptidos
sintetizados por el timo y la reproduccién (Goldstein y cols, 1981). En
particular se ha mostrado en estudios /n vivo e in vitro, que la timulina tiene
efectos en la regulacién de la secrecién de gonadotropinas ejerciendo sus
efectos tanto a nivel hipotaldmico (Garcia, y cols., 2005) como hipofisario
(Brown y cols., 2000; Hinojosa y cols., 2004; Garcia y cols., 2005), pero

poco se ha estudiado sobre su posible accién a nivel ovdrico.

67



DISCUSION

Ledwitz-Rigby y Scheid (1990) observan que la timulina adicionada al
cultivo de células de la granulosa de ovario de cerda incrementa la
actividad aromatasa y mayor secrecion de progesterona estimulada por
gonadotropinas, eventos que estdn en funcién del tiempo de incubacion por
lo que concluyen que la timulina participa en la transicién de células FSH-

sensibles a células LH-sensibles.

En estudios recientes del laboratorio hemos mostrado que la timulina
adicionada al cultivo de células de la granulosa de ovario de ratén, es capaz
de estimular la secrecion basal de estradiol y disminuir la de progesterona

de manera dosis dependiente (datos no publicados).

En los grupos inyectados con diferentes concentraciones de timulina en la
bursa ovdrica, la frecuencia de animales que lograron ovular frente al
estimulo de 2 u.i. de eCG y 3 u.i. de hCG fue muy variable pero siempre
menor a la de los animales con SS, lo que indicaria que la timulina estaria
ejerciendo un efecto inhibitorio sobre la respuesta ovulatoria inducida por
gonadotropinas. El efecto modulador de la timulina (estimulante o
inhibitorio), dependiendo de la concentracién administrada se ha
observado en diversos modelos experimentales. La inyeccidn sistémica de
timulina en concentraciones altas reduce la hiperalgesia (Safieh-
Gorabedian y cols., 1996), sin embargo la administraciéon de dosis bajas

induce esta patologia (Safieh-Gorabedian y cols.,, 1997). Las
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concentraciones altas promueven la diferenciacion de linfocitos t-
supresores y concentraciones bajas de t-cooperadores (Bach y Dardenne
,1984). En cultivo de células de Leyding de rata, la administracion de
concentraciones bajas de timulina incrementa la liberacién de
testosterona, mientras que las concentraciones altas la disminuye (Wise,

1998).

Dado los efectos inhibitorios y estimulantes de la timulina, no podemos
descartar que estd promoviendo la esteroidogénesis, como lo indica el peso
del dtero y del timo (Kuhl y cols., 1983), pero los efectos del éter sobre la
secrecion tonica de LH, como se observa en el grupo con SS, al parecer
estarian enmascarando su accion. Por ello se decidié utilizar
concentraciones bajas de timulina con un esquema de estimulacién

gonadotrépica mayor.

Nuevamente los animales expuestos a los vapores de éter presentaron una
drdstica disminucién en la cuota ovulatoria, no obstante que se administré
una concentracion mds alta de eC6. Estos resultados confirman lo
previamente descrito sobre los efectos del éter sobre la secrecién pulsatil

de LH.
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Las concentraciones de 30 y 60 pg de timulina inyectadas en la bursa
ovdrica recuperaron la respuesta ovulatoria frente al estimulo
gonadotrépico mayor. Se sabe que en los foliculos en estadios avanzados de
la diferenciacidn, la LH apoya a las células de la granulosa en el proceso de
esteroidogénesis (Van Voorhis, 1999), ya que su liberacion pulsdtil
promueve la actividad aromatasa de aquellas células de la granulosa que
fueron previamente estimuladas por la FSH (Dominguez y cols., 1991). Con
base en lo anterior, una posible explicacién al incremento en la respuesta
ovulatoria al administrar una dosis mayor de eCG, seria que la presencia
previa de timulina (en concentraciones promedio de 60 pg), como se ha
mostrado /n vitro, estaria interactuando con las células de la granulosa
amplificando la actividad aromatasa (Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990) y la
esteroidogénesis (Cabrera, datos no publicados) compensando la deficiencia
provocada por la falta de los pulsos de LH, lo que da lugar a los cambios que
experimentan /n vivo las células de la granulosa durante el proceso de

crecimiento y maduracion folicular.

Al parecer la concentracién mds baja (7.5 pg) no fue suficiente para
contrarrestar los efectos del éter y permitir que los animales ovularan, sin
embargo es capaz de promover la esteroidogénesis como lo muestra el peso

del dtero.
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Nuestros resultados apoyan lo descrito por Ledwitz-Rigby y Scheid (1990)
sobre la existencia de una relacién timulina-gonadotropinas en el ovario y
ademds muestran que los efectos de la timulina estdn en funcién del
equilibrio de esta relacién. El hecho que la respuesta ovulatoria de los
animales tratados con 120 pg de timulina fuera similar entre los dos

esquemas de estimulacion gonadotrépica, apoyan esta interpretacion.

También se ha descrito que el efecto dual de la timulina no sélo depende de
su concentracién, también depende del estatus hormonal del animal, ya que
la adicién de timulina (dosis Unica) al cultivo de células de adenohipéfisis
provenientes de animales sacrificados en cada dia del ciclo estral,
incrementa o disminuye la liberacion de gonadotropinas dependiendo de dia
del ciclo estral (Hinojosa y cols., 2004). Con esto, podemos sugerir que
timulina puede ser uno de los factores intraovdricos que actdan por vias
autécrinas y pardcrinas para orquestar la respuesta de los ovarios a las
gonadotropinas y regular asi el desarrollo folicular (Van Voorhis, 1999;

Greenwald y Roy., 1994).

En resumen, con nuestros resultados podemos sugerir que si el éter
modifica los pulsos de LH, incrementa la atresia folicular y bloquea la
ovulacidn, la timulina probablemente facilita los mecanismos que rescatan a
los foliculos de la atresia. El andlisis de la dindmica de crecimiento de la

poblacidn folicular permitira ampliar la informacién al respecto.
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CONCLUSIONES

« La respuesta ovulatoria del ratén preplber de 20 dias de edad indica
que el ovario a esta edad ya es capaz de realizar sus funciones bajo el

adecuado estimulo gonadotrépico.

« El uso del éter como anestésico disminuye significativamente la cuota

ovulatoria de los animales estimulados con ambas gonadotropinas.

« La timulina administrada en el ovario del ratén preplber estimula o
inhibe la respuesta ovulatoria inducida, dependiendo de la relacidn

timulina-gonadotropinas.

« La timulina no muestra una relacion dosis-efecto en la respuesta

ovulatoria de los animales tratados con gonadotropinas.
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