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RESUMEN

La timulina (TIM) es un nonapéptido sintetizado exclusivamente por las células
reticulo-epiteliales del timo, 6rgano que participa con los mecanismos que regulan la
reproduccion.

En el raton prepuber tratado con gonadotropinas, la administracién sistémica de TIM
induce superovulacion. La TIM adicionada al cultivo de células de la granulosa de
ovario de ratén, es capaz de estimular la secreciéon estradiol y potencia el efecto
estimulante de la FSH.

Evidencias recientes muestran que la administracién de timulina en la bursa ovarica,
puede estimular o inhibir la respuesta ovulatoria, efecto que depende de la relacién
timulina-gonadotropinas. Estos resultados podrian ser explicados por modificaciones
en el crecimiento y diferenciacion folicular. Por ello, en el presente estudio se
analizaron los cambios en la poblacién folicular y en la capacidad esteroidogénica de
estos ovarios

Se utilizaron los ovarios de hembras prepuberes de los siguientes grupos
experimentales: intacto, testigo, operacion simulada (OS), microinyeccién en bursa
ovarica de solucién salina (SS) o TIM (30, 60, 120, 240 pg/ovario). A los 20 dias de
edad todos los grupos, excepto el de animales intactos, se trataron con 2 6 3 u.. de
eCG, 54 h mas tarde con 3 u.i. de hCG y se sacrificaron a los 23 dias de edad. Los
ovarios, se fijaron en solucién de Bouin, se deshidrataron y se incluyeron en parafina.
Se realizaron cortes seriados de 10 pm de grosor que se tifieron con hematoxilina-
eosina. Se realiz6 el andlisis del crecimiento y diferenciaciéon folicular evaluando las
caracteristicas morfométricas (preantrales y antrales) de todos los foliculos mayores
a 100 um, clasificAindolos en sanos y atrésicos. En el suero se cuantificaron las
concentraciones de 17 3-estradiol por radioinmunoanalisis.

Los resultados mostraron que los ovarios de los animales preptberes intactos (no
ovulantes) tuvieron mas foliculos que el testigo tratado con gonadotropinas
(ovulantes), sin embargo mas del 60% fueron atrésicos.

En los animales estimulados con 2 u.i. de eCG + 3 u.i. de hCG, el nimero de foliculos
antrales-sanos del grupo con OS (ovulantes) fue tres veces mayor al que se observo en
los testigos, lo que coincide con la disminucidn en la cuota ovulatoria que presento el
grupo con OS. El grupo con SS present6é una disminucion en el namero de foliculos
antrales-sanos respecto a la OS. En los grupos inyectados con 30 y 120 pg de TIM (no
ovulantes), alrededor del 80% de los foliculos antrales son sanos. La evaluacion de las
concentraciones de estradiol en el suero de los animales inyectados con 120 pg de
timulina fue 11 veces mas alta que la de los animales inyectados s6lo con SS, lo cual
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corresponde con la presencia de una mayor cantidad de foliculos antrales sanos. El
grupo tratado con 240 pg de TIM presentd una gran cantidad de foliculos antrales-
atrésicos, efecto que explica el bloqueo de la ovulacién en todos los animales.

Cuando se analiz6 la poblacion folicular de los animales estimulados con 3 u.i. de eCG
+ 3 u.i. de hCQG, el grupo con OS (ovulantes) no tuvo diferencias con el testigo. El grupo
con SS (no ovulantes) presenté mayor proporcion de foliculos preantrales-atrésicos
respecto a la 0S. El analisis folicular de los animales a los cuales se les administraron
30 y 60 pg de TIM (ovulantes), mostré un incremento en los foliculos preantrales,
siendo la mayoria sanos. Al administrar 120 pg de TIM se presenté un rescate de la
atresia de los foliculos antrales.

En conclusion el analisis del crecimiento y diferenciacion folicular permite sugerir que
la timulina, dependiendo de la concentracién inyectada en la bursa ovarica, estimula
la funcionalidad de los foliculos (esteroidogénesis) y por otra modifica la receptividad
de los mismos al estimulo gonadotroépico, lo que explica en parte los cambios en la
respuesta ovulatoria.
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INTRODUCCION

1. Eje hipotalamo-hipofisario

Hipotdlamo

El hipotalamo esta ubicado en medio de la base del cerebro y rodea la porcién ventral
del tercer ventriculo. En el hipotdlamo se distinguen tres regiones funcionalmente
independientes: 1) zona rostral o supradptica, que engloba a los nucleos supradptico y
paraventricular, que proyectan sus axones hacia la neurohipéfisis; 2) zona medial o
tuberal, que incluye los nucleos ventromedial, dorsomedial y arcuato cuya proyeccion
axonal va hacia la eminencia media; 3) zona caudal o mamilar, que engloba a los

cuerpos mamilares (Casanueva y Vazquez, 1995; Ross, 2007) (Figura 1).

El hipotadlamo es el centro de regulacién neuroendécrina, autdbnoma y homeostatica.
Actila como centro integrador que coordina mensajes del entorno, ritmos, patrones

de desarrollo endégenos y sefiales corporales (Casanueva y Vazquez, 1995; Ross,

2007).

Las células neurosecretoras del hipotdlamo sintetizan hormonas liberadoras e
inhibidoras que regulan las funciones de la hipo6fisis. Dichas hormonas son
empaquetadas en granulos y transportadas a lo largo de los axones hacia la eminencia
media, donde son liberados por exocitosis en capilares del sistema porta hipotalamo-
hipofisario. Este sistema porta se forma a partir de la arteria hipofisaria superior,
entra en la eminencia media y se divide en capilares que drenan en vasos

descendentes que culminan entre las células secretoras de la hipéfisis (Snell, 2001).
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~ 1.-Nucleo paraventricular
2.-Nucleo dorsomedial

3.-Nucleo supradptico

4 -N1cleo ventromedial

3 \ 5.-Ntcleo arcuato
. .\ 6.-Cuerpos mamilares

Figura 1. Esquema que muestra algunos nucleos hipotaldmicos (Tomado y modificado de
http://www.igb.es/cbasicas/anatomia /snc/hipotalamo/ nucleos.htm#. Consulta febrero
2010).

Hipdfisis

La hipéfisis esta situada por debajo del hipotdlamo y se encuentra apoyada en el
hueso esfenoides. Se compone de dos partes con origen, estructura y funciones
diferentes: la adenohipéfisis, que se desarrolla en el embrién como una proyeccién de
la faringe, en tanto que la neurohipéfisis se desarrolla como una proyecciéon del
encéfalo. Las diferencias microscopicas entre ambas glandulas son sugeridas por sus
nombres: adeno = glandula y neuro = nervio (Geneser, 2000). La neurohipéfisis esta
formada por las fibras nerviosas de los cuerpos celulares que sintetizan vasopresina y

oxitocina y que se ubican en el hipotdlamo donde, bajo el estimulo apropiado, son

~2~
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liberadas ala circulaciéon (Geneser, 2000; Ross, 2007).

La adenohipéfisis es una estructura muy vascularizada formada por células epiteliales
de tamafio y forma variables, dispuestas en cordones o foliculos irregulares entre los
que se encuentran sinusoides vasculares de paredes finas, soportados por un delicado

armazon de tejido reticular (William, 1998; Ross, 2007) (Figura 2).

En la adenohipo6fisis se pueden identificar tres tipos de células: cromdfobas (50%),

aciddfilas (40%) y basdfilas (10%) (Gartner y Hiatt, 2003).

Hipotalamo

euronas GnRHérgicas

Eminencia media

Sistema porta
—_—

Gonadotropos 8% Y5 #._—— Neurohip6fisis

Adenohipéfisis

b ]

FSH
LH

Figura 2. Esquema que muestra la neurohip6fisis y la adenohipéfisis en el humano. Hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH), hormona estimulante del foliculo (FSH) y hormona
luteinizante (LH) (tomado y modificado de http://www.nature.com/neuro/journal/v7/n10/
full/nn1326.htlm, consulta agosto 2011).

El eje hipotalamo-hipofisario se establece con las sefiales hipotalamicas que regulan la
liberacion de una serie de hormonas de origen hipofisario (Casanueva y Vazquez,
1995; Ross, 2007). En el siguiente cuadro se muestran las hormonas secretadas por la
hip6fisis.
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Cuadro 1. Hormonas sintetizadas en la adenohipéfisis y en la neurohipéfisis (tomado y modificado de Casanueva y Vazquez,

1995).
Hormona Fuente Mecanismo de control Efecto
. En el ovario estimula el crecimiento y la
Hormona estimulante del Gonadotropos AU C LD maduracion del foliculo y la sintesis de estrogenos.

Adenohipofisis

foliculo (FSH)

(células basofilas)

gonadofropinas (GnRH)

En el testiculo estimula el desarrollo de los tibulos
seminiferos y la espermatogénesis.

Hormona luteinizante
(LH)

Gonadotropos
(células basbfilas)

Hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH)

En el ovario estimula la sintesis de progesterona,
induce la ovulacién y estimula la formacion del
cuerpo luteo.

En el testiculo estimula la sintesis de testosterona
por las células de Leydig.

Hormona del crecimiento
(GH)

Somatotropos
(células acidéfilas)

Hormona liberadora de la GH (GHRH)

Promueve el crecimiento de todos los tipos
celulares.

Hormona estimulante de

Tirotropos

Hormona liberadora de frotropina

En la troides incrementa la secrecion de hormonas

la tiroides (TSH) (células basofilas) (TRH) froideas (tiroxina y triyodofironina).
e T SIERE O SR e) (AR En la glandula mamaria estimula la secrecion de
Prolactina (PRL) Lactotropos (PRF) 9 . \ ;
(cehilas acidofias) leche. En el ovario permlye la permanencia del
cuerpo luteo.
Hormona i ' .
L Corticotropos . . . En la corteza adrenal estimula la secrecién de
Adrenczzcg_ii_c:)troplca (células basbfilas) Faclor liberador de corticotropina (CRF) glucocorticoides (cortisol y cortficosterona)
Osmorreceptores del hipotalamo que
Hipotslamo (nildeo son estimulados por aumento de la
Neurohipdfisis Vasopresina . presién osméfica de la sangre y Disminucion de la excrecién de orina.
supraopfico) S o
disminucién del volumen del liquido
extracelular.
Estimulacién nerviosa del hipotalamo
Oxitocina Hipotalamo (nlcleo causada por estimulacion de los Contraccién del misculo liso del Utero y eyeccién

paraventricular)

pezones por succién durante
(amamantamiento).

de leche hacia los conductos galactoforos.
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Las funciones ovaricas son reguladas por sefiales neuroendécrinas que son generadas
en diferentes regiones del sistema nervioso central e integradas por el hipotalamo.
Este en respuesta secreta la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), la
cual es transportada por el sistema porta hipotalamo-hipofisario a la adenohipofisis
donde estimula la secrecién de las hormonas estimulante del foliculo (FSH) y

luteinizante (LH) (Sanchez, 1999).

Las gonadotropinas llegan al ovario y regulan el crecimiento y maduraciéon de los
foliculos, la secrecion de hormonas esteroides y la ovulacion. Las hormonas esteroides
via el torrente sanguineo, llegan al hipotdlamo y modulan la secrecion de GnRH,
completando asi el circuito neuroenddcrino de retroalimentaciéon que regula la

reproduccién (Sanchez, 1999) (Figura 3).

Hipotalamo

Liberacion pulsatil
de GnRH

Hipofisis E,

. . P,
FSH '[ \ fLH
Ovario %&’\&\\\

Figura 3. Eje reproductivo: esquema que muestra el trafico hormonal entre el hipotadlamo, la
hipofisis y el ovario. A nivel central se produce la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH) que estimula a las células gonodotropas adenohipofisarias. Dichas células sintetizan y
secretan las hormonas estimulante del foliculo (FSH) y luteinizante (LH). Estas
gonadotropinas estimulan a los ovarios para producir estrogenos y progesterona que al ser
liberados a la circulacién regulan la actividad hormonal del hipotalamo y la hipdfisis (tomado
y modificado de Audesirk y Audesirk, 1996).
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2. Ovario

El ovario realiza dos funciones, la produccién y liberacidén de ovocitos y la secreciéon de
hormonas esteroides y protéicas. Estas funciones son reguladas por las hormonas
secretadas por la hip6fisis, las adrenales, la tiroides y el timo (Sanchez, 1999; Geneser,

2000; Yeh y Adashi, 2001).

Los ovarios son drganos pares, cada uno consta de una gruesa capsula de tejido
conectivo revestida por mesotelio plano y cubico simple, denominado epitelio
germinativo. En el ovario se distinguen tres zonas, la corteza, la médula y el hilio. La
region medular se localiza en la porcidon central del ovario compuesta por tejido
conectivo que contiene abundantes vasos sanguineos, vias linfaticas y fibras
nerviosas. La regién cortical, se ubica alrededor de la médula y se compone de un
estroma de tejido conectivo, que incluye a los foliculos ovaricos en diferentes etapas
de desarrollo. El hilio es la region donde se encuentran la arteria y vena ovarica, los
vasos linfaticos las células intersticiales y fibras nerviosas (Sanchez, 1999; Geneser,

2000; Gartner, 2003; Ross, 2007).

El ovario consta de tres compartimientos, folicular, luteal e intersticial; el folicular
esta formado por todos los foliculos; el liteal lo integran los cuerpos liteos producto
de los foliculos que liberaron al ovocito y el intersticial estd conformado por las
células de la teca de aquellos foliculos que no llegaron a ovular (Sanchez, 1999;

Geneser, 2000; Yeh y Adashi, 2001) (Figura 4).
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Foliculo primordial Foliculo primario Foll'culq_sgf:undario
g (3)
(2)
(4a)
(4b)

Hilio
= (1)

- —

e o, p—
- ® = =
lf.'l 1 lI-
f -
Células luteales____ ] Vasos
L>—sanguineos %
4 i

18

Cuerpo liteo Liberaciéon del ovocito Foliculo terciario

Foliculo
. abierto

Figura 4. Esquema que muestra los foliculos en diferentes estadios de crecimiento (compartimento folicular), cuerpos luteos
(compartimento luteal) y el tejido intersticial; (1) ovocito, (2) células de la granulosa, (3) membrana basal, (4a) teca interna, (4b) teca
externa, (5) antro folicular y (6) cumulo oophorus (tomado y modificado de Schiinke y col., 2006).
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Desarrollo folicular

El desarrollo folicular ovarico es un proceso dinamico y complejo, caracterizado por la
diferenciacion de las células foliculares y una marcada proliferacidn, proporcionando
el ambiente dOptimo para la maduraciéon del ovocito y su preparacién para la
fertilizacion después de la ovulacién. El desarrollo folicular es influenciado por
sefiales enddcrinas, paracrinas y autdcrinas dentro del ovario y un intercambio de
sefiales enddcrinas entre los ovarios y la hipofisis (Driancourt, 1991; Armstrong y

Webb, 1997).

El foliculo ovarico es la unidad anatémica-funcional del ovario. Durante su
crecimiento pasa por diversos estadios de maduracién que van desde el foliculo
primordial hasta el foliculo primario, secundario y terciario (Bergman y col, 1998;

Geneser, 2000; Gartner, 2003).

Los foliculos primordiales se encuentran en gran nimero distribuidos en la corteza
ovarica. Consisten de un ovocito rodeado por una capa de células epiteliales
aplanadas, las células foliculares. El foliculo primordial estd separado del estroma
circundante por una delgada lamina basal. En los roedores, los foliculos primordiales
se forman poco antes del nacimiento o en los primeros dias de vida postnatal y
termina en la primera semana de vida (Peters, 1978; Geneser, 2000; Fortune, 2002;

Gartner, 2003).

En el foliculo primario, el ovocito aumenta de tamafio y las células foliculares
aplanadas crecen en altura hasta hacerse cibicas y luego cilindricas; adquieren un
aspecto granular por lo que se les denomina células de la granulosa. En este proceso
se forma la zona peldcida, que separa al ovocito de las células de la granulosa. Las

células del estroma circundante se distribuyen en una capa concéntrica llamada teca
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folicular (Geneser, 2000).

Cuando el foliculo esta conformado por varias capas de células de la granulosa, recibe
el nombre de foliculo secundario o antral. Durante esta etapa, se forman espacios
entre las células de la granulosa por la acumulacién de liquido folicular, a los cuales se
les denomina cuerpos de Call-Exner, que al fusionarse entre si, forman un espacio
llamado antro folicular. Al mismo tiempo, la teca se diferencia en teca interna y teca
externa; la primera adquiere una rica vascularizacion y sus células tienen la capacidad
de sintetizar hormonas esteroides, mientras que la segunda mantiene su naturaleza

de tejido conectivo con células musculares lisas (Fawcett, 1995; Bergman y col,

1998).

En el foliculo terciario o preovulatorio se encuentran estructuras diferenciadas
estructuras como el cumulus oophorus y la corona radiada, que se forma a partir de las
células de la granulosa y cuya funcién principal es proporcionar nutrientes para el
crecimiento del ovocito. La ovulacién ocurre cuando el foliculo terciario se rompe y
libera al ovocito junto con las células del cumulus y la corona radiada (Gore-Langton y

Armstrong, 1994; Gartner, 2003).

Cuando el foliculo terciario pierde al ovocito, se transforma en un cuerpo

hemorragico. Al cabo de un tiempo, este cuerpo hemorragico se transforma en un

cuerpo luteo, que produce estrogenos y progesterona (Gartner, 2003).

Atresia folicular

La atresia folicular es un proceso por el cual todos aquellos foliculos que, habiendo

iniciado su crecimiento y diferenciacion, no llegan a ovular (Greenwald y Roy, 1994).
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En los mamiferos, aunque muchos foliculos inician su crecimiento y desarrollo
durante el ciclo reproductivo, sélo un nimero determinado de estos es ovulado y el

restante degenera y culmina en atresia (Farookhi, 1981; Geneser, 2000).

En la atresia folicular, la muerte celular se expresa en dos procesos diferentes:
apoptosis y necrosis. La apoptosis es un proceso fisioldgico normal, genéticamente y
parcialmente conservado a lo largo de la evolucion de los vertebrados; siendo una de
sus funciones la activa participacion en la remodelacién de los tejidos adultos (Steller

1995; Thompson 1995; Rosales y col,, 2008; Bulfon y Bee de Speroni 2009).

A diferencia de la apoptosis, la necrosis es la manifestacion de una alteracion
provocada por un fenémeno patolégico, asociada a condiciones fisiol6gicas extremas,
cambios de temperatura en el medio ambiente y exposicién a toxinas o trastornos

severos en los tejidos, entre otras (Byskov, 1978; Centola, 1983).
Durante el proceso de atresia folicular se observan cambios tanto morfoldgicos como

bioquimicos que se describen a continuacién en el cuadro 2 (Byskov, 1978; Centola,

1983).
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Cuadro 2. Cambios morfolégicos y bioquimicos durante la atresia folicular (tomado y

modificado de Byskov, 1978; Centola, 1983).

MORFOLOGICAS

BIOQUIMICAS

Células de la granulosa

Células de la granulosa

<+ Picnosis nuclear
+Detencion del proceso mitotico

4+Pérdida de gap, de
desmosomas y los nexos. Las células de la

uniones los

granulosa se observan aisladas en la
cavidad antral (descamacion)

del
desoxirribonucléico  (ADN)
activacion de endonucleasas

4Condensacion acido

por la

<+ Alteracion de la membrana nuclear y
fragmentacion posterior

4+ Disminucién en el numero de
receptores a las gonadotropinas
4+Disminucion en la secrecion de
estrogenos

4+Incremento en la secrecibn de
progesterona

4+Disminucion de 17a- hidroxilasa

Células de la teca

Células de la teca

+Hipertrofia (engrosamiento de la teca)

<+Condensacion del ADN por la activaciéon
de endonucleasas

Ovocito

Ovocito

4+Alteracién del
cambio en la forma de la membrana
nuclear o fragmentacién del ovocito)

ovocito (ausencia o

+Condensacion del ADN por la activacién
de endonucleasas
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Hsueh y colaboradores (1994), basandose en criterios morfolégicos, han dividido a la

atresia en varias etapas.

Etapa I. Alrededor del 10% del total de las células de la granulosa presentan nucleos
picnéticos, principalmente aquellas que se encuentran cerca del antro. La tasa de

proliferacion esta disminuida.

Etapa II. Entre el 10 y el 30% de las células de la granulosa presentan picnosis. Son
pocas las células que proliferan. La mayor parte de las células pierden la
intercomunicacién por lo que se observan dispersas en el antro folicular. La
membrana basal pierde su integridad y hay infiltracion de linfocitos T citotéxicos
entre las capas de células de la granulosa. Los foliculos en esta etapa ya no pueden

escapar de la atresia y degeneran.
Etapa III. Esta se caracteriza por una disminucién masiva en el nimero de células de la
granulosa, por muerte de las células picnéticas y la ausencia de mitosis. Las células de

la teca se hipertrofian y hay separacién y fragmentacién de la membrana basal.

En el siguiente cuadro se muestran los factores inductores de atresia folicular y de

supervivencia del foliculo.
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Cuadro 3. Factores inductores de atresia folicular y de supervivencia del foliculo

(tomado y modificado de Hsueh y col,, 1994).

FACTORES INDUCTORES DE ATRESIA

FACTORES DE SUPERVIVENCIA DEL
FOLICULO

+ Andrégenos

+ Gonadotropinas (FSH y LH)

+ GnRH

+ Progesteronay estradiol

<+ Interleucina 6 (IL-6)

<+ El factor de crecimiento epidérmico
(EGF)

4+ Factor de necrosis tumoral ¢,
(TNFo)

+ Factor de crecimiento tipo 1 parecido a
la insulina (IGF-I)

4+ Factor de crecimiento transformante
(TGF)

<+ Factor de crecimiento fibroblastico
basico (bFGF)

+ Proteina de membrana tipo II
(Fas/FasL)

+ Factor de crecimiento neural (NGF)

+ Gen proapoptotico Bax

+ Caspasas
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Ovulacion

La ovulaciéon es un proceso mediado por las hormonas cuya consecuencia es la

liberacion del ovocito (Ross, 2007).

El proceso de crecimiento continuo y regresién de foliculos en sus diferentes etapas
de maduracion que conduce al desarrollo del foliculo preovulatorio, se conoce como
dindamica folicular y se refiere al crecimiento en oleadas. En cada una de ellas, un
grupo de foliculos es reclutado para iniciar el proceso de crecimiento. De este
conjunto varios son seleccionados y finalmente uno (varios, si la hembra es
poliovulante) se convierte en dominante y esta destinado a ovular y el resto sufre

atresia (Savio y col.,, 1990; Lucy y col., 1992).

Independientemente de la especie y del nimero de oleadas cada una tiene tres fases:
1) reclutamiento, en la que un grupo de foliculos adquiere la habilidad para responder
a las gonadotropinas y empieza a crecer rapidamente; 2) seleccion, en la que un grupo
de foliculos es escogido para escapar del proceso de atresia y continuar creciendo, y 3)
dominancia, en la que un foliculo se desarrolla de forma mas rapida que el resto,

suprimiendo el crecimiento de los subordinados (Armstrongy Webb, 1997).

La ovulacién ocurre por el aumento en la concentracién de gonadotropinas, las cuales
producen una inflamacion aguda en los estratos de células de la granulosa y células
de la teca de los foliculos maduros (Lawrence y col,, 2006). El proceso inflamatorio
genera la actividad de proteasas que degradan la tunica albuginea (capa de
tejido conjuntivo que protege a los ovarios) (Espey, 1999). Los elementos degradados
de la pared del foliculo se disocian y forman una pequefia zona oval llamada estigma.

Por ultimo, el estigma se rompe debido a la fuerza constante dela presion
intrafolicular, lo que resulta en la liberaciéon del complejo cumulus-ovocito (Lawrence
y col, 2006).

~14 ~



DIANA LOAIZA Y BEATRIZ ROSALES INTRODUCCION

Bursa ovdrica

El ovario se encuentra rodeado por la bursa ovarica, la cual estd compuesta por tres
capas: interna, que es un epitelio discontinuo que da hacia el ovario; media, formada
por tejido conectivo que contiene fibroblastos, células musculares lisas y vasos
sanguineos; y externa, que es un epitelio continuo que da hacia la cavidad peritoneal.
La cavidad que se forma entre la bursa y el ovario esta llena de fluido y se le conoce

como cavidad bursal (Beck, 1972; Martin y col,, 1981).

En los roedores, la bursa ovarica desempefia un papel importante en la ovulacién,
debido a que el fluido que se encuentra en esta cavidad provee un microambiente
hormonal éptimo para los ovocitos y los mantiene en la cavidad bursal impidiendo
que salgan a la cavidad abdominal, lo que permite que se dirijan hacia el oviducto

(Beck, 1972; Liy col,, 2007).

En la rata cuando la bursa ovarica es removida, la cantidad de ovocitos que se
encuentran en el oviducto es menor en relaciéon a la cantidad que hay cuando esta

presente (Vanderhyden y col 1986., Liy col, 2007).

3. Esteroidogénesis

La sintesis de los esteroides se encuentra determinada por tres factores: la

estimulacion del ovario por las gonadotropinas; la presencia de receptores a éstas y la

disponibilidad de sustratos adecuados para la sintesis (Sdnchez 1999; Dominguez y

col, 1991).
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El ovario sintetiza esteroides a partir del colesterol que obtiene de lipoproteinas de
baja (LDL) o alta (HDL) densidad del plasma sanguineo o que sintetiza de novo a partir
de acetato. El colesterol se almacena en forma de ésteres dentro de gotitas lipidicas
localizadas en el citoplasma de las células esteroidogénicas (Gore-Langton y

Armstrong, 1994).

Los tipos celulares involucrados en la esteroidogénesis folicular son las células de la
teca y las células de la granulosa. Las células de la teca presentan receptoresa LH y
las células de la granulosa a FSH y posteriormente a LH. La unién de la LH a su
receptor especifico en la membrana activa la sintesis de monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc) a partir de trifosfato de adenosina (ATP), dando comienzo a la cascada
de eventos en el que participan factores de transcripcién involucrados en la

biosintesis de la maquinaria enzimatica (Gore-Langton y Armstrong, 1994).

El primer paso en la biosintesis de esteroides es la conversién del colesterol a
pregnonelona por la activacion de la enzima citocromo Pso que escinde la cadena
lateral del colesterol (Pssossc) dependiente de AMPc. La pregnonelona es el
intermediario comun en la produccién de hormonas esteroides y puede seguir dos
vias diferentes de biosintesis, la A> y la A4 (Dominguez y col, 1991). En la via A> la
pregnonelona es transformada a 17-hidroxipregnonelona por la enzima 17a-
hidroxilasa y por accion de la enzima Ci720 liasa se convierte en
dehidroepiandrosterona (DHEA) que a su vez es transformada en androstenediona
por accién de la enzima 3f3-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) (Dominguez y
col, 1991; Pedernera, 1993; Gore-Langton y Armstrong, 1994). En la via A% la
pregnenolona por accién de la enzima 33-HSD es transformada a progesterona y ésta
se convierte en 17-hidroxiprogesterona mediante la enzima 17a-hidroxilasa y por
accion de la Ci7-20 liasa es convertida en androstenediona. Esta ultima es

transformada a testosterona por la 17(-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD)
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(Gore-Langton y Armstrong, 1994). Los andrégenos producidos en la teca interna de
los foliculos secundarios, pasan por difusion simple a las células de la granulosa donde
la uniéon de la FSH a su receptor activa al complejo enzimatico Psso aromatasa
(enzimas de localizacién microsémica y dependientes del citocromo Paso). El sistema
de aromatizacion de las células de la granulosa, representa el paso limitante en la
sintesis de hormonas con actividad estrogénica (Dominguez y col, 1991). La
testosterona da origen al estradiol y la androstenediona a la estrona. La estrona y el
estradiol son convertibles entre si por efectos de la 173-HSD (Gore-Langton y

Armstrong, 1994; Tresgueress y Castillo, 2005) (Figura 5).
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| CELULADE LA TECA
\F‘j 3B-Hidroxiesteroide A4
A° n Colesterol deshidrogenasa

—— Progesterona

Pregnenolona

17a- Hidroxilasa
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I
17- Hidroxipregnenolona 17-Hidroxiprogesterona
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Dehidroepiandrosterona Androstenediona
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Figura 5. Esquema que muestra las rutas biosintéticas de los esteroides sexuales. Receptor
(R), hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH), trifosfato de
adenosina (ATP), monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (tomado y modificado de Gore-
Langdon y Armstrong, 1994).
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4, Pubertad

La pubertad es la fase biolégica que marca el inicio de la madurez sexual y en la cual
ocurren una serie de cambios neuroenddcrinos y fenotipicos. En la regulacién de estos
eventos participan la informaciéon genética del individuo, la nutricion, los estimulos

sociales y algunas condiciones ambientales como el fotoperiodo (Ramirez, 1973).

El desarrollo de la rata desde el nacimiento a la pubertad se ha clasificado en cuatro
etapas: neonatal, infantil, juvenil y peripuberal, con base alos cambios morfolégicosy
fisiol6gicos que ocurren en el eje hipotdlamo-hipofisis- gonadas (Ojeda y Urbanski,

1994).

1) Etapa neonatal. Comienza desde el nacimiento y culmina al dia siete de vida
postnatal. Este periodo se caracteriza por la insensibilidad del ovario a las
gonadotropinas, es decir que el crecimiento folicular se inicia de forma independiente
a las gonadotropinas. A partir del quinto dia, la FSH recién comienza a estimular la
produccidn de estradiol a partir de la testosterona. El control negativo de la secrecion
gonadotroépica por el estradiol es ineficiente debido a la presencia en el suero de a-
feto proteina que une fuertemente a los estrégenos tornandolos biol6 gicamente
inactivos. Hacia el final de esta etapa se hace evidente la respuesta esteroidogénica del
ovario a las gonadotropinas. Las concentraciones de FSH son bajas antes del
nacimiento y empiezan a aumentar y la LH sérica se mantiene baja (Becu-Villalobos y

Lacau- Mengido, 1990).

2) Etapa infantil. Comprende del dia ocho hasta el dia 21 de vida. Este periodo se
caracteriza por concentraciones muy altas de FSH y por la presencia de picos
esporadicos de LH. Los niveles altos de FSH son fundamentales para el reclutamiento
y crecimiento de los foliculos que llegaran a ser ovulados a la pubertad. A partir del

dia 15 de vida disminuye la concentracién de FSH y desaparecen los picos de LH.
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Comienza a detectarse inhibina en el suero. La desaparicion de la a-feto proteina
favorece la eficacia de la retroalimentacién negativa del estradiol sobre las

gonadotropinas(Becu-Villalobos y Lacau- Mengido, 1990).

3) Etapa juvenil. Inicia el dia 21 y culmina alrededor del dia 30 de edad. En esta etapa
las concentraciones de FSH han disminuido sensiblemente y las de LH son bajas y
constantes en un comienzo. La mayoria de los cambios ocurren con esta ultima
gonadotropina, que comienza a secretarse de forma pulsatil y que, hacia el final del
periodo, incrementa sus valores basales y la amplitud de sus pulsos durante la tarde,
estableciéndose un ritmo de secrecion circadiano. En el ovario se observa aumento de
receptores a LH que junto con el patréon de secrecion de LH se traduce en una mayor

esteroidogénesis (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

4) Etapa peripuberal. Tiene una duracidon variable ya que esta asociada con la
primera ovulacién. Se mantiene la amplitud de los pulsos de LH responsables de
estimular al ovario y provocar una mayor produccién de estradiol. Aumenta el
nimero de receptores a FSH y LH, lo que se traduce en la maxima respuesta

esteroidogénica (Ramirez, 1973; Ojeday col., 1986).

La cascada de eventos que culmina con la pubertad es compleja y para su estudio se
ha dividido en varias fases (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). 1) Anestro: La
vagina permanece aun cerrada, el utero es pequefio y no se detecta ningun fluido
intrauterino. 2) Proestro temprano: En esta etapa la vagina continua cerrada, el
utero es largo con fluido intrauterino. 3) Proestro tardio: Corresponde al primer dia
de proestro, muchos animales aun presentan la vagina cerrada, el utero es largo
balonado y lleno de fluido. 4) Estro: Es el dia de la primera ovulacion, la vagina esta
abierta y predominan las células cornificadas, el fluido uterino ya ha desaparecido y

en el ovario se pueden observar los cuerpos luteos. 5) Primer diestro: La citologia de
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vagina se caracteriza por presentar leucocitos y en el ovario se observan la presencia

de cuerpos liteos maduros (Ramirez, 1973; Ojeda y col,, 1986).

5. Caracteristicas morfofuncionales del timo

El timo es uno de los 6rganos linfoides primarios que tiene a su cargo el desarrollo de
linfocitos que intervienen en la respuesta inmune mediada por células. Proporciona
un microambiente Unico en el que los precursores de las células T (timocitos) se
desarrollan y diferencian en linfocitos T o linfocitos inmunocompetentes

(inmunogénesis) (Bellanti, 1986; William, 1998).

El timo esta situado en la cavidad toraxica, anterior a los grandes vasos que salen del
corazon. Es de forma triangular cuya base se encuentra apoyada en el saco pericardico
y se extiende hasta la base del cuello. Estd formado por dos lébulos que derivan
bilateralmente de la tercera bolsa faringea, pero que después quedan intimamente

unidos por tejido conjuntivo (Fawcett, 1995) (Figura 6).

Cada lobulo esta rodeado por una delgada capsula de tejido conectivo que emite
numerosos tabiques que se extienden desde la capsula hacia el interior del érgano y
dividen cada l6bulo en numerosos lobulillos. Los lobulillos presentan una zona
periférica llamada corteza, y una zona central 6 médula. La corteza y la médula estan
entretejidas por un estroma laxo compuesto por células epiteliales que se relacionan
entre si por prolongaciones en forma de estrella, formando un reticulo celular. Las
células reticulo-epiteliales forman una capa continua en la corteza y alrededor de los
vasos sanguineos. En la médula, la densidad de células reticulo- epiteliales es mayor
que en la corteza; también se distinguen por presentar estructuras redondeadas u

ovales compuestas por capas concéntricas de células epiteliales aplanadas llamadas
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corpusculos de Hassall. En las mallas del reticulo se depositan los linfocitos
provenientes de la médula dsea, quedando empaquetados con mayor densidad en la

corteza que en la médula (Geneser, 2000).

\
= Tiroides
Tradquea -
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) 9 M

\J /—» TIMO

Pulmén 4-\ /
‘ . e / ’ Pericardio

Corazén

Figura 6. Esquema que muestra la ubicacidn anatémica del timo en el ratén (tomado de
Ortega, 2007).

Involucion fisiolégica

En la pubertad, el timo presenta un proceso fisiolégico de involucion en el que
desciende la produccién de linfocitos, que esta vinculado con el aumento en las
concentraciones plasmaticas de hormonas sexuales (Grossman, 1984; Bellanti, 1986).
La corteza se adelgaza y el parénquima es sustituido en su mayor parte por tejido
adiposo. El proceso gradual de involucion con la edad se puede acelerar agudamente
dando lugar a la involucién accidental la que tiene lugar como respuesta a
enfermedades, estrés severo, radiaciones ionizantes, endotoxinas bacterianas y la
administracion de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) (Raviola, 1995) (Figura
7).
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Enfermedades
(PO US. x""_-_:_',').j',
NCer, O3 )

ulina serica

TIMO Tejido adiposo

&S Secciones
\/ del timo

Recién nacido 17 anos 50 afos

Figura 7. Esquema de la involucién del timo en el humano en relacién con la incidencia de
enfermedades, con la capacidad de la inmunidad timo-dependiente y con las concentraciones
séricas de timulina. Los esquemas de las secciones timicas muestran el proceso de involucion
fisiol6gica donde se observa: disminucion en el peso de la glandula y en las proporciones de
tejido cortical y medular con una creciente infiltraciéon del tejido adiposo en el parénquima
timico (tomado de http://sedici.unlp.edu.ar/ARG-UNLP-TPG0000002428/ 10945.pdf).

El timo también participa con los mecanismos neuroenddcrinos que regulan la
reproduccion. Se menciona que éste ejerce su accién sobre el sistema reproductor por
medio de las hormonas que sintetiza llamadas timosinas. Sin embargo, estas
hormonas no s6lo son sintetizadas en el timo, también lo son en otros drganos e

incluso en el Sistema Nervioso Central (Goldstein y col., 1981; Rebary col,, 1981).

Esta bien establecido que la glandula del timo es una fuente natural de hormonas
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peptidicas entre las que se encuentran la timosina a1, la timopoyetina y la timulina

(Dardenne y col.,, 1989).

La concentracion de las timosinas en la sangre, al igual que la inmunidad dependiente
del timo, disminuye con la edad de los individuos paralelamente al proceso de

involucién del 6rgano (Dardenne y col., 1989).

6. Timulina

La timulina, a diferencia de otras timosinas, es un nonapéptido exclusivamente
sintetizado por las células reticulo-epiteliales del timo cuya secuencia de aminoacidos
es pyro-Glu-Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-Asn-OH y participa en la regulaciéon de la
maduracion y diferenciacidon de linfocitos T. Mantiene una relaciéon equimolar con el
Zing, el cual le confiere la actividad biolégica (Bach y col., 1977; Gastinel y col, 1984;
Dardenne y col, 1985; Goya y col., 2004) (Figura 8).

Figura 8. Representacion espacial que muestra la relaciéon estequiométrica 1:1 en el complejo
zinc-timulina (Zn-FTS). Los residuos Ser4-OH, Ser8-OH y Asn9-COOH son los que se coordinan
al ion Zn+2, siendo el cuarto ligando una molécula de agua (w). Los ndmeros representan los
nueve aminoacidos que forman el FTS, comenzando en el grupo N-terminal (tomado y
modificado de Cung y col.,, 1988).
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La timulina es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, ya que se ha observado
la aparicién de rosetas en el liquido cerebro espinal de pacientes con esclerosis

multiple inyectados con timulina por via subcutanea (Bach y Dardenne, 1984).

El control de la secrecién de la timulina declina conforme avanza la edad del
organismo y depende de una compleja red de eventos. Su liberaciéon es modulada por
un mecanismo de autorregulacion y por el sistema neuroendocrino, en el que
participan hormonas tiroideas y esteroides. La timulina modula directa o
indirectamente la liberacion de algunas hormonas como la ACTH, LH, TSH, PRL y CRF,
(Goya y col, 1995), lo que muestra la existencia de una interacciéon funcional

bidireccional entre la timulina y el sistema neuroenddcrino.

En el raton, la timulina se ha detectado desde los 14 dias de vida intrauterina y su
concentracion en plasma se mantiene estable hasta los 5 6 7 meses de edad,
posteriormente disminuye llegando a valores minimos hacia los doce meses de edad.
Esta baja es paralela a la involucién del timo y se ha mostrado que se debe al
decremento en la sintesis del péptido y a la presencia en sangre de inhibidores del
mismo. En el hombre esta timosina esta presente a partir de la sexta semana del
desarrollo embrionario y la concentracién en suero se mantiene estable hasta los 15 6

20 afios de edad, seguida de una progresiva disminuciéon (Dardenne y Bach, 1981).

Relacion funcional del timo y la timulina con el sistema reproductor de la

hembra

Las primeras evidencias que mostraron que existia una relacion funcional

bidireccional entre el timo y el sistema reproductor, fueron aportadas por Calzolari en
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1898, el cual observd que la castracion en conejos ocasionaba hipertrofia del timo.

En 1969 Nishizuka y Sakakura, utilizando al ratén hembra, realizaron la extirpacién
del timo en la etapa neonatal y observaron en la adultez que los animales presentaban
disgénesis ovdrica e infertilidad. Tiempo después Michael (1983), describe en el
animal timectomizado a los tres dias de edad (Tx-3), que la disgénesis ovarica es
producto de dos efectos, uno de tipo autoinmune (presencia de anticuerpos-

antiovocitos) y otro hormonal. Este tltimo sin explicacion.

En cultivos de células de la granulosa de ovarios de cerda, la timulina incrementa la
actividad del complejo enzimatico aromatasa. Cuando se adiciona timulina mas FSH o
LH, se incrementa la secrecion de progesterona, evento que no sucede si sélo se

administra timulina (Ledwitz-Rigdy y Scheid, 1990).

También se ha mostrado que la microinyecciéon de timulina en el hipotdlamo o en la
hip6fisis promueve la liberacion de GnRH y de gonadotropinas, respectivamente,

eventos que culminan con la ovulacién (Garcia y col., 2005).

En el ratén prepuber que no es capaz de ovular en respuesta al estimulo de la
gonadotropina coriénica equina (eCG), la administracion diaria de timulina por via
sistémica iniciada 24 horas antes de la inyeccion de eCG, induce la ovulacién e

incrementa la cuota ovulatoria (superovulacion) (Hinojosa y col. 1999).

En estudios de nuestro laboratorio se ha mostrado que en el ratén hembra la ausencia
del timo a partir de los diez dias de edad retrasa el inicio de la pubertad, disminuye el
crecimiento folicular, modifica el proceso de atresia en respuesta a las gonadotropinas
exdgenas y disminuye la respuesta ovulatoria inducida (Garcia, 1996; Garcia y col,

2000). Estos parametros se normalizan al administrar timulina diariamente iniciando
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inmediatamente después de la timectomia.

En estudios previos de nuestro laboratorio, mostramos que la microinyeccién de
timulina en la bursa del ovario de ratones preptuberes, estimula o inhibe la respuesta
ovulatoria inducida, dependiendo de la relacién timulina-gonadotropinas (Reyes,

2010).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el ratén prepuber tratado con gonadotropinas, la administracién sistémica de
timulina induce superovulacion. En el raton timectomizado a los 10 dias de edad, en el
cual disminuye tanto las concentraciones séricas de 17 B-estradiol como la respuesta
ovulatoria inducida, el reemplazo hormonal con timulina restablece ambos

parametros.

Estudios recientes muestran que la respuesta ovulatoria de los animales a los que se
les inyecta la timulina en la bursa ovarica, aumenta o disminuye en funciéon de las
dosis de timulina y de gonadotropinas utilizadas como estimulo. Estos resultados
podrian ser explicados por modificaciones en el crecimiento y diferenciacion folicular.
Por ello, en el presente estudio se analizaron los cambios en la poblacién folicular en
respuesta a los diferentes tratamientos hormonales. Como indice del funcionamiento
folicular se analizaron los efectos de los tratamientos sobre la concentracion de

estradiol en el suero.
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HIPOTESIS

Si en el ratén prepuber la administracién de timulina en la bursa ovarica tiene un
efecto dual sobre la ovulacion dependiendo de su concentraciéon y del estimulo
gonadotropico y el proceso de ovulacion depende del crecimiento y la diferenciacién
folicular, entonces el efecto estimulante e inhibitorio de la timulina se reflejara en
modificaciones en la poblacion folicular y en la capacidad esteroidogénica de los

ovarios.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el crecimiento y diferenciacion de los foliculos ovaricos y la concentracion de
17pB-estradiol en el suero de ratones prepuberes inyectados con timulina en la bursa

ovarica y tratados con gonadotropinas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar el crecimiento (preantrales y antrales) y diferenciacién (sanos y
atrésicos) de los foliculos ovaricos de ratones prepuberes inyectados con

timulina en la bursa ovdrica y tratados con 2 u.i. de eCG + 3 u.i. de hCG.

2. Analizar el crecimiento (preantrales y antrales) y diferenciacién (sanos y
atrésicos) de los foliculos ovaricos de ratones prepuberes inyectados con

timulina en la bursa ovarica y tratados con 3 u.i. de eCG + 3 u.i. de hCG.

3. Analizar los efectos de la administraciéon de timulina en la bursa ovarica del
raton prepuber tratado con gonadotropinas, sobre la secrecion de 17f-

estradiol.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones hembra prepuberes de la cepa CD1 de 19 dias de edad,
procedentes del bioterio de la FES-Zaragoza, UNAM. Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas con fotoperiodo de 14 h de luz y 10 h de obscuridad (luces
encendidas de 5:00 a 19:00 h), temperatura de 22+2 2Cy con libre acceso al aguay al

alimento.

Ovarios

Se utilizaron los ovarios de tres hembras de cada uno de los siguientes grupos

experimentales (Reyesy col, 2009; Reyes, 2010; Rosalesy col., 2010):

» Intacto: ningun tipo de tratamiento y sacrificio a los 23 dias de edad.

Todos los animales de los siguientes grupos se inyectaron a los 20 dias de edad (9:00
h) con 2 6 3 u.i. de eCG (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. USA), 54 h mas tarde con 3
u.i. de hCG (Sigma) y se sacrificaron 24 horas posteriores a la administraciéon de hCG

(23 dias de edad).

» Testigo: Unicamente administracién de gonadotropinas.

» Operacion simulada (0S): anestesia con éter e incisiéon dorsal bilateral de piel y
musculo, sin exteriorizar los ovarios.

> Solucion salina (SS) o timulina (Sigma): anestesia con éter, incision dorsal de piel
y musculo y se exteriorizo el ovario. Se introdujo en la bursa una aguja calibre 29G
conectada a una jeringa acoplada a una bomba de microinyeccién (Bioanalytical

Systems, BAS, modelo CMA/100), calibrada para inyectar un volumen total de 2
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ul/min de SS (NaCl al 0.9%) o timulina en diferentes concentraciones (30, 60, 120

y 240 pg). Este procedimiento se siguié en ambos ovarios.

Al término de las intervenciones quirurgicas se suturaron las heridas y se aplicd

alcohol yodado.

Los animales se sacrificaron por decapitacidn, se colectdé la sangre del tronco, se
centrifugdé a 3500 rpm durante 15 min y se separé el suero del botén celular. Las

muestras de suero se almacenaron a -20°C hasta la cuantificacion de 173-estradiol.

Se analizaron los ovarios de tres hembras de cada uno de los grupos experimentales,
tomando en consideracion la respuesta ovulatoria (tasa de animales ovulantes y

numero de ovocitos liberados) como se indica en el siguiente cuadro:
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Grupo Tasa de N° de
animales ovocitos Ovarios analizados
ovulantes liberados
Ovulantes No
ovulantes
Intacto 0/10 0 6
eCG (2 u.i.) + hCG (3 u.i.)
Testigo 12/12a 145+0.6 6 ---
oS 9/10 88+05d
SS 10/10 7.7+09d
Timulina 30 6/10 c 7.3+0.8 6
(rg) 60 2/10 c 40+1.0 6
120 4/10 c 6.0+ 0.9 6
240 0/8 c 0 6
eCG (3 u.i.) + hCG (3 u.i.)
Testigo 6/6 32.0+35 6
oS 7/9 12.6 £2.7d 6
SS 3/11b 8.7+1.1d 6
Timulina 30 11/12 ¢ 6.3 0.7 6
(pg) 60 12/12 ¢ 14909 e 6
120 3/9 50+£0.6 6

(Prueba exacta de Fisher)

a, p<0.05 vs Intacto
b, p<0.05 vs OS correspondiente
¢, p<0.05 vs SS correspondiente

Fijacion

(Prueba de “U” de Mann-Whitney)
d, p<0.05 vs testigo correspondiente
e, p<0.05 vs SS correspondiente

Una vez disecados los ovarios se fijaron en solucidn de Bouin con el objeto de

preservar la estructura morfologica del tejido. El Bouin funciona formando enlaces

transversales en las proteinas y manteniendo las estructuras de la célula. Su

composicion es la siguiente: 15 partes de solucién acuosa saturada de acido picrico, 5
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partes de formol y 1 parte de acido acético glacial. Dependiendo del tamafio del
6rgano, los ovarios se mantuvieron de 30 (peso promedio 3 mg) a 90 min (peso

promedio de 5 mg) en Bouin.

Deshidratacion

Aproximadamente 2/3 del agua corporal total se encuentra en los tejidos. Por ello, al
término de la fijacion, los ovarios se deshidrataron gradualmente en alcohol etilico
(70 y 90%) y finalmente en cloroformo (Merck-México, Naucalpan. Edo. de México).
Los ovarios se mantuvieron entre 30 y 90 min en cada cambio de solucion,

dependiendo del tamafo del 6rgano.

Técnica de inclusion en parafina
La parafina aporta una excelente matriz para obtener cortes histolégicos

suficientemente finos que permitan observarlos al microscopio.

La entrada de la parafina al 6rgano depende de la correcta fijacion y deshidratacién
del tejido, por lo que inmediatamente después del cloroformo los ovarios se colocaron
en recipientes con parafina fundida (punto de fusién 56°C) mantenidos en la estufa de
inclusién con una temperatura constante de 58°C. Segin su tamafo, los 6rganos
permanecieron en la estufa de 30 a 90 min. Posteriormente se colocaron en moldes
etiquetados conteniendo parafina semisélida y se dejaron solidificar a temperatura

ambiente.

Cortes seriados
El bloque de parafina con el 6rgano incluido se extrajo del molde y se fijé en la platina
del microtomo (American Optical, Modelo 820, Scientific Instrument Division, USA)

(Figura 9). Se realizaron cortes seriados de 10 pm de grosor.
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Figura 9. Microtomo American Optical.

Los cortes en tira se colocaron en un bafio de flotacién a 50°C, ya que el calor y la
hidrofobicidad de la parafina hacen que los cortes se extiendan sobre la superficie del

agua.

Los cortes se montaron en portaobjetos previamente etiquetados, desengrasados y

con una capa de albimina.

Para evitar el desprendimiento de los cortes, las laminillas se colocaron en una
camara de tincion impregnada con formol al 10% dentro de una estufa a 37 °C por un

tiempo minimo de 48 h.

Técnica de tincion con hematoxilina y eosina

La combinacién de un colorante basico y otro acido como es la tincion con
hematoxilina-eosina, permite tefiir de manera diferencial las estructuras acidas (azul)

y basicas (rosa) de la célula.

Para desparafinar las laminillas se colocaron 10 min en xilol (Técnica quimica S.A.

México). Se enjuagaron en alcohol etilico al 96%, se sumergieron 5 min en agua
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destilada y se colocaron 6 min en hematoxilina. Se realizaron dos cambios de 10 min
en agua corriente ya que las sales del agua permiten obtener una coloracién azul-
violacea, se tifieron con eosina durante 1 min y se enjuagaron con alcohol etilico al
96%. Se colocaron 5 min en carbol-xilol para aclarar, se pasaron a xilol puro y por

ultimo se realiz6 el montaje permanente utilizando balsamo de Canada y colocando un

cubreobjetos (Figura 10).
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Figura 10. Pasos de la técnica de tincién con hematoxilina-eosina.
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Analisis morfométrico e histolégico

Se analizaron todos los foliculos con un didmetro promedio mayor a 100 pm que

presentaron ovocito con ntcleo y nucléolo bien definido (Figura 11).

o

Figura 11. Representacion esquematica de la obtencién del didmetro folicular mayor (D1) y el
didmetro perpendicular (D).

Se evaluo el crecimiento por la presencia de antro y se agruparon en foliculos

preantrales y foliculos antrales.

En el andlisis histolégico de cada foliculo se evaluo6 la presencia de al menos una de las
siguientes caracteristicas para clasificarlos como atrésicos (Greenwald y Roy, 1994):
e picnosis de las células de la granulosa
e descamacion de las células de la granulosa
e engrosamiento de las capas de células de la teca

« anormalidades del ovocito
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Concentraciones de 17 -estradiol en suero

Las concentraciones de 17(-estradiol en las muestras de suero se cuantificaron por
radioinmunoanalisis de fase s6lida. Se utilizaron estuches de Coat-A-Count (Diagnostic
Products, Los Angeles, CA, USA), que constan de tubos de polipropileno impregnados
con anticuerpos especificos anti-estradiol, viales de hormona marcada (I125) y
calibradores para la realizacién de la curva patréon. En cada tubo se adicionaron 100
ul de la muestra problema mas 1 ml de hormona marcada (1125), la mezcla se agit6 por
un minuto y se incub6 a temperatura ambiente durante tres horas. Posteriormente se
decant6 el sobrenadante y con la ayuda de un contador de rayos Gamma (Packard,
modelo Cobra 5005), se determiné la concentracion de hormona en funcién de las
cuentas por minuto y de la curva de calibracién. Los coeficientes de variacion intra e
inter ensayo fueron de 6.9% y 10.8% respectivamente y el limite de deteccion fue de

0.8989 pg/ml.

Estas pruebas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Hormonas Esteroides del
Departamento de Biologia de la Reproducciéon del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricidon “Salvador Zubiran”.

Analisis estadistico

El nimero total de foliculos, asi como el numero de foliculos preantrales y antrales,
sanos y atrésicos se expresaron como media * e.e.m. y se analizaron por la prueba de t
de Student. Los datos de las concentraciones de 17p-estradiol en el suero, se
analizaron por la prueba de “U” de Mann-Whitney. En todos los casos, sdlo se

consideraron como significativos los resultados cuya probabilidad fue igual o menor

al 0.05.
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RESULTADOS

1. Analizar el crecimiento (preantrales y antrales) y diferenciacion (sanos y
atrésicos) de los foliculos ovaricos de ratones prepuberes inyectados con
timulina en la bursa ovarica y tratados con 2 u.i. de eCG + 3 u.i. de hCG.

El ndmero total de foliculos y el nimero de foliculos preantrales y antrales fueron
significativamente menores en los ovarios de los animales tratados con gonadotropinas

(testigo) respecto al grupo de hembras intactas (Figura 12).
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Intacto Testigo
*p <0.05 vs Intacto
Figura 12. Media * e.e.m. del niimero total de foliculos (A) y del nimero de foliculos preantrales
y antrales (B) en los ovarios de ratones tratados a los 20 dias de edad con 2 u.i. de eCG, 54 horas
después con 3 u.i. de hCG (testigo) y sin tratamiento (intactos), sacrificados a los 23 dias de edad.
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En las hembras tratadas con gonadotropinas, el numero de foliculos preantrales
atrésicos fue significativamente menor al del grupo de animales intactos. Un efecto

similar se observo en el nimero de foliculos antrales (Figura 1 3).
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*p <0.05 vs Intacto (correspondiente)

Figura 13. Media #* e.e.m. del nimero de foliculos preantrales y antrales, sanos o atrésicos en los
ovarios de ratones tratados a los 20 dias de edad con 2 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de
hCG (testigo) y sin tratamiento (intactos), sacrificados a los 23 dias de edad.
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El niimero total de foliculos, asi como el total de foliculos preantrales de los grupos con
0S y SS fueron significativamente mayores respecto al grupo testigo, mientras que sélo el
numero de foliculos antrales del grupo OS fue significativamente mayor al del grupo
testigo.
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*p <0.05 vs Testigo (correspondiente)
Figura 14. Media * e.e.m. del nimero total de foliculos (A) y del nimero de foliculos preantrales
y antrales (B) en los ovarios de ratones sometidos a los 19 dias de edad a una operacién simulada

(OS) o inyectados en la bursa ovarica con solucion salina (SS) y testigos, tratados a los 20 dias
con 2 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG, sacrificados alos 23 dias de edad.
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El nimero de foliculos preantrales-sanos de los grupos con OS o SS fue
significativamente mayor comparado con los animales testigo. El nimero de foliculos
preantrales-atrésicos de los animales con SS fue significativamente mayor respecto al
grupo testigo. En el grupo con OS se observd un aumento significativo en el numero de
foliculos antrales-sanos respecto al testigo y en el grupo con SS el niimero de estos
foliculos fue significativamente menor al de los animales con OS (Figura 15).
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a, p <0.05 vs Testigo (correspondiente)

b, p <0.05 vs OS (correspondiente)
Figura 15. Media * e.e.m. del nimero de foliculos preantrales y antrales, sanos o atrésicos en los
ovarios de ratones sometidos a los 19 dias de edad a una operacién simulada (0S) o inyectados
en la bursa ovarica con solucidn salina (SS) y testigos, tratados a los 20 dias con 2 u.i. de eCG, 54
horas después con 3 u.i. de hCG, sacrificados a los 23 dias de edad.
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Debido a las diferencias observadas en los pardmetros evaluados en funcién al indice de
atresia folicular, se considerd al grupo de animales sometidos a una microinyeccién de SS
como el grupo de comparaciéon para analizar los efectos que causa la administracién de

timulina en la bursa ovarica.

El ndmero total de foliculos de los animales tratados con 60 pg de timulina fue
significativamente menor en comparacion con el grupo con SS. El analisis de estos
grupos por su desarrollo muestra que la disminucién es debida al nimero de foliculos
preantrales. En el resto de los grupos no se observaron diferencias significativas (Figura

16).

En los grupos tratados con 60, 120 y 240 pg de timulina se observé una disminucion
significativa en los foliculos preantrales-sanos en comparacién con el grupo SSy 30 pg de
timulina. El grupo tratado con 30 pg de timulina mostré una disminucion significativa en
el nimero de foliculos preantrales-atrésicos respecto a los grupos SSy 60 y 240 pg de
timulina (Figura 16). Mientras el nimero total de foliculos antrales-sanos del grupo con
30 pg de timulina fue significativamente mayor en comparacién con SS y timulina en las
concentraciones de 60 y 240 pg. El nimero de foliculos antrales-atrésicos de los
animales con 240 pg de timulina se observo un aumento significativo respecto al grupo
tratado con 30 pg de timulina. Cabe destacar que s6lo los foliculos antrales-sanos del
grupo con 120 pg de timulina mostraron un aumento significativo respecto al grupo de

SS, 60 y 240 pg de timulina (Figura 17).
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Figura 16. Media + e.e.m. del niumero total de foliculos (A) y del nimero de foliculos preantrales
y antrales (B) en los ovarios de ratones inyectados a los 19 dias de edad en la bursa ovarica con
solucion salina (SS) o con concentraciones crecientes de timulina, tratados a los 20 dias con 2 u.i.
de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG y sacrificados alos 23 dias de edad.
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¢, p <0.05vs 60y 240 pg Timulina(correspondiente)

Figura 17. Media * e.e.m. del nimero de foliculos preantrales y antrales, sanos o atrésicos en los
ovarios de ratones inyectados a los 19 dias de edad en la bursa ovarica con solucién salina (SS) o
con concentraciones crecientes de timulina, tratados a los 20 dias con 2 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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2. Analizar el crecimiento (preantrales y antrales) y diferenciacion (sanos y
atrésicos) de los foliculos ovaricos de ratones prepuberes inyectados con
timulina en la bursa ovarica y tratados con 3 u.i. de eCG + 3 u.i. de hCG.

El nimero total de foliculos, asi como el nimero de foliculos preantrales y antrales
fueron significativamente menores en los ovarios de los animales tratados con 3 u.i. de

eCG y 3 u.i. de hCG (Figura 18).
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Figura 18. Media + e.e.m. del nimero total de foliculos (A) y del nimero de foliculos preantrales
y antrales (B) en los ovarios de ratones tratados a los 20 dias de edad con 3 u.i. de eCG, 54 horas
después con 3 u.i. de hCG (testigo) y sin tratamiento (intactos), sacrificados a los 23 dias de edad.
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]

En las hembras tratadas con gonadotropinas, el numero de foliculos preantrales-
atrésicos fue menor a los del grupo de animales intactos. Un efecto similar se observo en
el nimero de foliculos antrales (Figura 19).
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Figura 19. Media #* e.e.m. del nimero de foliculos preantrales y antrales, sanos o atrésicos en los
ovarios de ratones tratados a los 20 dias de edad con 3 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de
hCG (testigo) y sin tratamiento (intactos), sacrificados a los 23 dias de edad.
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En la figura 20 se muestran los foliculos de los animales testigo, con OS o SS tratados con
gonadotropinas. El ndmero total de foliculos, asi como el total de foliculos preantrales

del grupo con SS fue significativamente mayor respecto al grupo testigo.
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Figura 20. Media * e.e.m. del nimero total de foliculos (A) y del nimero de foliculos preantrales
y antrales (B) en los ovarios de ratones sometidos alos 19 dias de edad a una operacion simulada
(OS) o inyectados en la bursa ovarica con solucion salina (SS) y testigos, tratados a los 20 dias
con 3 u.i. de eCG, 54 horas después con 3 u.i. de hCG, sacrificados a los 23 dias de edad.
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El nimero de foliculos preantrales-atrésicos del grupo con SS fue significativamente
mayor comparado con los grupos testigo y OS, mientras que los foliculos antrales-
atrésicos del grupo con SS presentaron un aumento estadisticamente significativo

respecto al grupo con OS (Figura 21).
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Figura 21. Media #* e.e.m. del nimero de foliculos preantrales y antrales, sanos o atrésicos en los
ovarios de ratones sometidos a los 19 dias de edad a una operacion simulada (0S) o inyectados
en la bursa ovarica con solucién salina (SS) y testigos, tratados a los 20 dias con 3 u.i. de eCG, 54
horas después con 3 u.i. de hCG, sacrificados a los 23 dias de edad.
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En el nimero total de foliculos de los grupos tratados con timulina, no se observaron
diferencias significativas respecto al grupo con SS. Mientras el nimero de foliculos
antrales del grupo tratado con 120 pg de timulina fue significativamente mayor en
comparacion con el grupo tratado con 60 pg de timulina. El resto de los grupos

experimentales no mostraron diferencias significativas (Figura 22).

Los grupos tratados con 30, 60 y 120 pg de timulina mostraron una disminucién
significativa en el namero de foliculos preantrales-atrésicos respecto al grupo con SS. Los
animales que recibieron 60 pg de timulina presentaron una disminucién significativa en
el numero de foliculos antrales-sanos y un aumento en los antrales-atrésicos comparado
con los animales inyectados con 30 pg de timulina. En el grupo con 120 pg de timulina, el
numero de foliculos antrales-sanos fue significativamente mayor, mientras que el de
antrales-atresicos disminuy6 significativamente en comparacion con los tratados con 60

pg de timulina (Figura 23).

~ 49 ~



DIANA LOAIZA Y BEATRIZ ROSALES RESULTADOS

A 160
140 —‘7
§ 120
B 100 |
e
“q'_; 80 1
o
S 60 1
Z
40 1
20 f
0 |
SS 30 60 120
Timulina (pg)
B 140 -
120 f
%]
© 100 A
=
=
—= 80 1
&L
D) @ Preantrales
= 60
S Antrales
Z 40 1 — *
T
T
20 T
O |
SS 30 60 120,
Timulina (pg)

*p <0.05 vs SS (correspondiente)

Figura 22. Media #* e.e.m. del numero total de foliculos (A) y del nimero de foliculos preantrales
y antrales (B) en los ovarios de ratones inyectados a los 19 dias de edad en la bursa ovarica con
solucion salina (SS) o con concentraciones crecientes de timulina, tratados a los 20 dias 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

100

No. de foliculos
S D [ele]
o o o

N
o

35

30

25

20

15

No. de foliculos

10

SS

SS

Preantrales

—®

—

60

30

Timulina (pg)

Antrales

—

120,

C
-

60

120

Timulina (pg)

a, p <0.05 vs SS (correspondiente)
b, p <0.05 vs 30 pg Timulina (correspondiente)
¢, p <0.05vs 60 pg Timulina (correspondiente)

@ Sanos

Atrésicos

Figura 23. Media * e.e.m. del nimero de foliculos preantrales y antrales, sanos o atrésicos en los
ovarios de ratones inyectados a los 19 dias de edad en la bursa ovarica con solucién salina (SS) o
con concentraciones crecientes de timulina, tratados a los 20 dias con 3 w.i. de eCG, 54 horas
después con 3 u.i. de hCG y sacrificados a los 23 dias de edad.
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3. Analisis los efectos de la administracion de timulina en la bursa ovarica del
raton prepuber tratado con gonadotropinas, sobre la secrecion de 17f-
estradiol.

En los animales tratados con 2 u.i. de eCG + 3 u.i. de hCG, la inyeccién previa de timulina
incrementd de 2 a 11 veces mas la concentracién de 17B-estradiol respecto a la de los

animales con SS. Este efecto no fue dosis-dependiente (Figura 24).
En los animales tratados con 3 u.i. eCG + 3 u.i. hCG, la inyeccién de 30 6 60 pg de timulina

disminuy¢ significativamente la concentracién de 17p-estradiol en comparacién con el

grupo inyectado con SS (Figura 24).
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Figura 24. Media + e.em. de las concentraciones de 17f-estradiol en el suero de ratones
inyectados a los 19 dias de edad en la bursa ovarica con solucion salina (SS) o concentraciones
crecientes de timulina y tratados a los 20 dias con 2 u.i. de eCG + 3 u.i. de hCG (A) o con 3 u.i. de
eCG + 3 u.i. de hCG (B).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la timulina inyectada en la
bursa ovdrica, promueve o inhibe el crecimiento y diferenciacién de los foliculos,
dependiendo de la concentracion, eventos que se reflejan en la funcionalidad de los
mismos (esteroidogénesis), lo que nos permite sugerir que la timulina modula la
receptividad de los foliculos al estimulo gonadotrépico, lo que explica en parte los

cambios en la respuesta ovulatoria.

En los ovarios de los animales intactos se encuentra un gran nimero de foliculos en
crecimiento, pero mas del 60% de ellos, independientemente del tamafio, son
atrésicos. Se ha descrito en la rata que en la etapa juvenil el desarrollo folicular
presenta ondas de atresia (Richards, 1980; Ojeda y Urbanski, 1994), ya que si bien se
incrementa el crecimiento folicular en respuesta al aumento gradual en las
concentraciones de gonadotropinas, el eje hipotdlamo-hipofisario ain no es capaz de
responder a la retroalimentacion positiva de los estrogenos y liberar el pico
preovulatorio de gonadotropinas. La adquisicién de esta capacidad en la pubertad es
regulada por una variedad de factores tanto hormonales como neurogénicos bajo la
direccion estricta del sistema nervioso central (Ojeda y col.,, 1986; Ojeda y Urbanski.,

1994).

Debido a que los ratones de la cepa CD1 se caracterizan por no ovular al primer estro
vaginal (Garcia y col.,, 2000), ésta se indujo por la administraciéon secuencial de 2 u.i.
de eCG y 3 u.i. de hCG. Todos los animales que fueron estimulados con gonadotropinas
ovularon y liberaron un promedio de 15 ovocitos (Reyes, 2010; Rosales y col, 2010).
Este hecho se vio reflejado en el contenido y distribucién de los foliculos, ya que el
numero de foliculos en crecimiento y la atresia disminuyeron considerablemente, lo
que muestra la accion de las gonadotropinas como factores de supervivencia folicular

(Braw y Tsafriri, 1980). Tanto en los foliculos preantrales como antrales de estos
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animales, la proporcion de sanos y atrésicos se invirtié respecto a lo observado en los
animales sin tratamiento gonadotrépico. Al respecto, Peters y colaboradores (1973)
describen en el ratén adulto tratado con la gonadotropina del suero de la yegua
prefiada (PMSG), que el incremento en el nimero de foliculos preovulatorios se debe a
la disminucién en la proporcién de foliculos atrésicos grandes, mas que a un aumento
en el numero total de estos foliculos. Resultados similares han sido descritos en las
ratas hipofisectomizadas inmaduras, en las cuales la administracion de FSH,
disminuye la apoptosis folicular en células de la granulosa (Chun y col, 1994).
Nuestros resultados parecen ser el reflejo de los efectos de la eCG sobre la dinamica
del crecimiento folicular al rescatar a los foliculos de la atresia e incrementar el
numero de preantrales sanos (Monniaux y col., 1984; Rosser, 1999; Villavicencio y

Dominguez, 1993).

El analisis de la poblacion folicular de los ovarios de los animales sometidos a una
operacion simulada y estimulados con 2 u.i. de eCG y 3 u.i. de hCG, en los cuales el
numero de ovocitos liberados disminuyé en un 60%, muestra que el total de foliculos
antrales-sanos es aproximadamente tres veces mas del observado en los animales que
se estimularon con gonadotropinas y no se expusieron a los vapores del éter. Se ha
mostrado en el ratdn prepuber que la anestesia con éter bloquea la ovulacién inducida
por la administraciéon de eCG, misma que se restablece al inyectar GnRH o hCG (Garcia
y col, 2005). Kim y colaboradores (1994, 1996) describen en la rata adulta ciclica, que
la exposicién 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. Los
resultados del presente trabajo apoyan la interpretacion que el éter esta inhibiend o
los pulsos de GnRH, responsables de la secrecidn ténica y fasica de LH (Fox y Smith,
1985) necesarias en el crecimiento y maduracion de los foliculos que van a ser
ovulados. No podemos descartar la posibilidad de que la perforacién del peritoneo

también esté modificando la informacién simpatica que llega al ovario via el nervio
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ovarico superior y que regula la respuesta del foliculo a las gonadotropinas (Morales y

col,, 1998; Cruzy col,, 2006).

Cuando se exteriorizé el ovario para realizar la microinyeccidn de solucién salina en la
bursa, el nimero de foliculos antrales-sanos disminuy6 respecto a los observados en
los animales con OS, no obstante que ambos grupos experimentales tuvieron la misma
respuesta ovulatoria frente al estimulo gonadotropico de 2 u.i. de eCG y 3 u.i. de hCG.
Este efecto probablemente estd vinculado con la manipulacién quirurgica del ovario,
ya que este Organo se encuentra sostenido por el ligamento suspensorio al cual esta
asociado el nervio ovarico superior (Lawrence y Burden, 1980; Klein y Burden, 1989),
del que se ha descrito participa en la regulaciéon de la ovulacioén, el desarrollo folicular
y la esteroidogénesis (Morales y col, 1993). Aunado a esto, también estd la
perforaciéon de la bursa ovdrica, que conlleva a violentar las células mesoteliales
encargadas de drenar y mantener estable el microambiente necesario para la

ovulacion y la reproducciéon en roedores (Liy col., 2007).

Debido alo anterior, es que se considerd alos animales inyectados con SS como grupo
de comparacién para evaluar los efectos de las diferentes concentraciones de timulina

sobre la dinamica folicular y la esteroidogénesis.

En los animales tratados con timulina mas 2 u.i. de eCG y 3 u.i. de hCG, el analisis
folicular mostré que 30 pg de timulina disminuye la incidencia de atresia tanto en
foliculos preantrales como antrales y aumenta el nimero de foliculos antrales-sanos,
lo que sugiere que esta concentracion de timulina administrada directamente en la
bursa ovdrica, esta favoreciendo el crecimiento folicular y rescatando a los foliculos de
la atresia. Efectos que no se presentan al duplicar la concentracién de timulina ya que
s6lo el 20% de estos animales logr6 ovular y el nimero de ovocitos se redujo a la

mitad.
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Las marcadas diferencias en el crecimiento y diferenciacidon de los foliculos entre los
animales con 30y 60 pg de timulina podrian deberse al efecto modulador que ejerce
este péptido en funcién de su concentracion. Al respecto se ha mostrado en el ratén,
que la inyeccion sistémica de dosis altas de timulina (0.2, 1 y 5 pg) reduce la
hiperalgesia, sin embargo dosis menores a éstas inducen esta patologia (Safieh-
Garabedian y col, 1997). Las concentraciones altas de timulina promueven la
diferencion de linfocitos t-supresores y concentraciones bajas de t-cooperadores
(Bach y Dardene, 1984). Se ha mostrado que la timulina tiene efectos favorables en
nifios con inmunodeficiencia, sin embargo las dosis altas ejercen un efecto mayor que

las dosis bajas.

Un efecto similar dependiente de la concentracién se observa en los grupos tratados
con 120 y 240 pg de timulina, donde el analisis de la dindmica del crecimiento
folicular (preantrales y antrales) presenta el mismo comportamiento pero la

diferenciacion de los foliculos, principalmente los antrales, es inversa.

El aumento en las concentraciones séricas de 17p-estradiol en todos los grupos a los
cuales se les inyectd timulina en la bursa ovdrica, sugiere que esta hormona
incrementa la actividad del complejo enzimatico aromatasa. Ledwitz-Rigby y Scheid
en 1990 mostraron que la administracion de timulina al cultivo de células de la
granulosa de ovarios de cerda incrementa la actividad aromatasa. Ademas estudios
recientes de nuestro laboratorio han mostrado que la timulina adicionada al cultivo de
células de la granulosa de ovario de ratoén, es capaz de estimular la secrecién basal de
17p-estradiol y potenciar el efecto estimulante de la FSH (Cabrera, 2012). Estas
evidencias apoyan la idea que el timo por intermedio de la timulina, puede estar
regulando la actividad esteroidogénica directamente en el ovario al incidir sobre la
actividad aromatasa. El hecho que las concentraciones de 17p-estradiol se
mantuvieran similares en los grupos inyectados con SS independientemente de la

concentracion de gonadotropinas empleada, apoyan esta interpretacion.
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La evaluacién de las concentraciones de estradiol en el suero de los animales
inyectados con 120 pg de timulina fue 11 veces mas alta que la de los animales
inyectados so6lo con solucién salina, lo cual corresponde con la presencia de una
mayor cantidad de foliculos antrales sanos. Estos resultados confirman la estrecha
relacion entre los estrégenos y el desarrollo folicular, ya que se ha descrito que esta

hormona disminuye la apoptosis de las células de la granulosa (Billig y cols., 1993).

En el grupo tratado con 120 pg de timulina, s6lo el 40% logré ovular liberando un
promedio de seis ovocitos (Reyes, 2010 Rosales y col,, 2010; Loaiza y col, 2011). Estos
resultados, aunados al aumento en el crecimiento folicular y la esteroidogénesis,
apoyan la idea que la timulina incrementa la sensibilidad del ovario a las
gonadotropinas y la actividad aromatasa como ya se mencion6 (Ledwitz-Rigby y
Scheid, 1990). Sin embargo, las concentraciones altas de estrégenos pueden ejercer
una retroalimentacién negativa a nivel hipotalamico y por ende disminucién de FSH y
LH endégenas en los puntos criticos del desarrollo folicular, lo que conduce a la

pérdida de la ovulacidn (Farookhi, 1981; Van Voorhis, 1999 b; Guyton y Hall, 2001).

El grupo tratado con 240 pg tiene gran cantidad de foliculos antrales-atrésicos lo que
nos sugiere que su respuesta esteroidogénica es menor. Erickson en 1982 describe
que la atresia parece estar primeramente relacionada con alteraciones en el ovocito y
posteriormente con la pérdida de receptores a FSH en las células de la granulosa, lo
que se traduce en la disminucién de la capacidad de aromatizacion de los andrégenos
y como consecuencia una menor sintesis de estrégenos y un aumento en la secreciéon
de andrégenos, de los que se ha descrito ejercen un efecto atretogénico (Hillier y Ross,

1979; Bagnell y col, 1982).

Los resultados muestran que la timulina actia diferente segliin la concentraciéon
administrada, aunque se le de el mismo estimulo gonadotrépico. Segiin Dominguez

(1991) y colaboradores cada organismo es diferente ya que si la seleccion de foliculos
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en reposo dependiera exclusivamente de las concentraciones plasmaticas de
gonadotropinas, seria casi imposible que existiera ovulaciéon o atresia en la tasa que
caracteriza a cada especie, por lo que al parecer la regulaciéon del crecimiento y la
diferenciacion folicular parecen depender fundamentalmente de las condiciones
internas de cada ovario mas que de las concentraciones plasmaticas de las

gonadotropinas.

Debido a la baja respuesta ovulatoria observada al someter a los animales auna OSo a
la microinyeccion de SS frente al estimulo con 2 u.i. de eCG y 3 u.i. de hCG, se decidi
utilizar un esquema de estimulacién gonadotrépica mayor. Se ha mostrado que la
respuesta ovulatoria depende de la dosis administrada de gonadotropinas y de la
edad del animal (Villavicencio y Dominguez, 1993). El hecho que la cuota ovulatoria
promedio fuera de 32 ovocitos (Reyes, 2010) en el grupo testigo estimulados con 3 u.i.
de eCG y 3 u.i. de hCG confirman esta aseveracion. La estimulacién gonadotrépica
mayor propicié una superovulacién lo que se ve reflejado en la disminucién de
foliculos antrales-sanos y atrésicos. Estos resultados apoyan la idea que en
condiciones fisiolégicas la informacién neural que llega al ovario a través del pediculo
ovarico facilita los efectos de las gonadotropinas en el ovario, lo que lleva al

crecimiento folicular y a la ovulaciéon (Morales y col., 1999).

Como se mencion6 anteriormente, tanto los efectos del éter (Kim y col.,, 1994, 1996),
como la perforacion del peritoneo (Cruz y col, 2006) pueden estar involucrados en
las diferencias observadas en la dindmica del desarrollo folicular de los animales
sometidos a una OS. Sin embargo en los animales estimulados con 3 u.i. de eCG, la
cantidad de foliculos antrales-sanos fue mucho menor a la de los animales con 0OS
estimulados con 2 u.i. de eCG. En la rata, se ha mostrado que los cambios en la
actividad de los nervios que inervan el ovario se asocian con los cambios en la

concentracion plasmatica de FSH o LH (Freeman, 1988).
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Cabe destacar que los ovarios que se analizaron en SS, son ovarios de animales no
ovulantes (Reyes, 2010), en este grupo se observa que no solo el éter esta
modificando la dindmica del crecimiento folicular sino que efectivamente la
manipulacidon quirurgica contribuye a este cambio. El aumento de la atresia que se
observd en los foliculos preantrales podria explicarse por los efectos de la
estimulacién mecanica del ligamento suspensorio, ya que al exteriorizar los ovarios
estamos provocando una liberacion de neurotrasmisores que modifican la
receptividad de los foliculos para cuando llegan las gonadotropinas. Al respecto
Moran y colaboradores (2000), sugieren que el incremento en el nimero de foliculos
atrésicos en animales con seccién uni o bilateral del nervio ovarico superior puede
explicarse por la disminucion en los receptores a FSH como resultado de la
denervacion. Lara y colaboradores (1990) mostraron en ratas inmaduras que la
eliminacion de la inervacién simpatica del ovario por inmunosimpatectomia resulté
en retraso del crecimiento folicular y disminucion de la concentracién de 17f-

estradiol en respuesta a las gonadotropinas.

El andlisis folicular de los animales a los cuales se les administraron 30 y 60 pg de
timulina, mostré que hubo crecimiento de los foliculos preantrales, siendo la mayoria
sanos, probablemente por efecto de la eCG permitiendo que los foliculos en
crecimiento escapen de la atresia, como se descrito anteriormente (Villavicencio y
Dominguez, 1993). Estos grupos presentaron una disminucién en las concentraciones
de estradiol, efecto que resulta de la recuperacion de la cuota ovulatoria al haber un
estimulo gonadotrépico mayor. Con esto, podemos sugerir que la presencia previa de
timulina estaria amplificando la aromatizacion, el cual es el paso limitante en la
sintesis de hormonas esteroides (Dominguez y col, 1991) necesarias para el
crecimiento y la maduracion folicular y asi contrarrestar los efectos del éter y de la

manipulacién mecanica.
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Al administrar 120 pg de timulina se presentd rescate de la atresia de foliculos
antrales, evento que se correlaciona con el aumento en las concentraciones de
estradiol, lo que nos podria sugerir que la falta de ovulaciéon se debe al efecto
inhibitorio del estradiol. Hinojosa y colaboradores (2004) han descrito que timulina
posee un efecto dual (inhibe o estimula) que no s6lo depende de la concentracién de
ésta, sino que también del estatus hormonal del animal, ya que la adicién de una dosis
unica de timulina al cultivo de células de adenohipéfisis provenientes de animales
sacrificados en cada dia del ciclo estral, incrementa o disminuye la liberacién de

gonadotropinas dependiendo del dia del ciclo estral.

El hecho que la dindmica del crecimiento folicular no fuera similar entre los dos
esquemas de estimulacion gonadotrépica apoya lo descrito por Ledwitz-Rigby y
Scheid (1990) sobre la existencia de una relacion timulina-gonadotropinas en el
ovario y ademas muestran que los efectos de la timulina estdn en funcion del

equilibrio de esta relacién.

En resumen, el probable mecanismo de acciéon de la timulina en el ovario usa AMPc
como segundo mensajero (Brown y col.,, 2000). El AMPc, podria estar regulando la
respuesta de los foliculos a gonadotropinas por esta via de sefializacion ya sea
aumentando la biosintesis o disminuyendo la actividad de la aromatasa dependiendo
de su accion dual, como ya se ha descrito que ocurre en la secreciéon de

gonadotropinas por las células de adenohipéfisis en cultivo (Hinojosay col., 2004).
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CONCLUSIONES

La timulina administrada en la bursa ovarica del raton prepuber estimula o inhibe el
crecimiento y diferenciacién de los foliculos, lo que esta en funcion de la magnitud del

estimulo gonadotrépico, ya que:

e Concentraciones de 30 y 120 pg de timulina, favorecen el rescate de los foliculos

de la atresia independientemente de la magnitud del estimulo gonadotrdpico.

e La concentracion de 120 pg de timulina incrementa considerablemente Ia

secrecion del 17B-estradiol en respuesta al menor estimulo gonadotrépico.

e La concentracidon de 240 pg de timulina incrementa el indice de atresia folicular,

efecto que se relaciona con el bloqueo de la ovulacion.

e Latimulina promueve el rescate de la atresia, efecto que no se correlaciona con la

cuota ovulatoria.
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Introduccion I Resultados I

A—B—8

TASA DE ANIMALES OVULANTES NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS

Objetivo

PESO DE OVARIOS PESO DE UTERO

Método

TESTIGO 5 uieCG+3 ui hCG 3ui eCG+3ui hCG 2ui Ecg+3ui hCG

Discusion

Bibliografia l

Conclusion I

Figura 25. Cartel presentado en el LIl Congreso Nacional de Ciencias Fisioldgicas, presentado
bajo la siguiente autoria: Loaiza D, Rosales B, Reyes C, Chavez N y Rosas P. Titulado: Estudio
de la respuesta ovulatoria del ratén prepuber a la administraciéon de diferentes
concentraciones de gonadotropinas.
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~=5,% CURVA DOSIS-EFECTO DE LA ADMINISTRACION INTRAOVAR’ICA
| DE TIMULINA SOBRE LA RESPUESTA OVULATORIA DEL RATON
PREPUBER TRATADO CON GONADOTROPINAS

Reyes C, Rosales B, Loaiza D, Chavez N y Rosas P.

Laboratorio de Neuroinmuno-endocrinologia. UIBR. UMIEZ. FES-Zaragoza, UNAM. México, D.F.
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Resultados

s Los animales presentaron la apertura vaginal entre los 22 y 23 d.e. y en todos los casos la

Diariamente iniciando citologia vaginal fue de estro.
(24 h antes de eCG)

l (A) Tasa de ovulantes c (B) N° ovocitos
= Noovula —— Superovulacién

(1)

Anestésico eCG —~ O%én

- Hipotalamo
izl — ~ eCG ~ Ovulacién

Hipofisis
I 05 MsS.75 15 30 60 120, ' °© 0S MSS.75 15 30 60

MT (pg) MT (pg)
objetivo 2,p <0.05vs Intactos 5, p < 0.05vs 05 G p < 0.05 vs MSS R I0.02v5 M55

Estudiar los efectos de la microinyeccién directa en el (© X ) .
ovario de diferentes dosis de timulina sobre la Resoldeligiy (D) pesode iitero
respuesta ovulatoria del raton preplber tratado con

gonadotropinas.

Método

Ratones hembra preplberes de la cepa CD1
19 dias de edad

Intactos I I il

= 1
0S MSS. ] I 0S MSS.75

3 u.i. de eCG

Operacion simulada I os * p < 0.05vs MSS * p < 0.05 vs MSS

Microinyeccion de I MsS
solucion salina

Discusion

Grupos experimentales

Microinyeccién
de timulina Los resultados muestran que la respuesta ovulatoria no es directamente proporcional a la
dosis de timulina (Figs. A y B). El incremento en el peso de los ovarios (Fig. C) y del Gtero
Concentraciones (Fig. D) al administrar 7.5 pg de timulina en la bursa ovérica, sugiere que la falta de
delimulinal(pg)Fe s _ 2 3 Sacrificio ovulacién probablemente se debe a un retraso en la misma mas que a una inhibicién. La
l”—‘ |1s |3° l“" F.zn concentracion de 60 pg de timulina estimula de manera significativa tanto la tasa de
animales ovulantes (Fig. A) como la cuota ovulatoria (Fig. B) respecto al grupo MSS. La
timulina en concentracion de 120 pg inhibe la ovulacién inducida por la administracién de
Diseccién y pesado de ovarios y Utero gonadotropinas. En resumen los resultados indican que la timulina en el ovario, al igual

Cuantificacién de ovocitos en oviductos que en la hipdfisis tiene un efecto dual (3).
Analisis estadistico

Conclusiones

La curva dosis-efecto no presenta una relacion directamente proporcional a la
concentracion de timulina. La timulina administrada en la bursa del ovario del raton
prepuber incrementa o disminuye la respuesta ovulatoria frente al estimulo gonadotrdpico
en funcién de la dosis.
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Figura 26. Cartel presentado en el LII Congreso Nacional de Ciencias Fisioldgicas,
presentado bajo la siguiente autoria: Reyes C, Rosales B, Loaiza D, Chavez N y Rosas P.
Titulado: Curva dosis-efecto de la administracién intraovarica de timulina sobre la respuesta
ovulatoria del ratén prepuber tratado con gonadotropinas.
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ntroduccion I Resultados I

TASA DE ANIMALES OVULANTES TASA DE ANIMALES
OVULANTES

130 60 120 lﬁi‘.
TIMULINA pg TIMULINApg

ovulacién

Fi
Objetivo I

2u.i.deeCG +3 u. 3 u.i.de eCG + 3u.i de hCG

17B-estradiol (pgimi)

Método | 05 @0 60 120 24 SS 05 .75 15 30 60 120,

TIMULINA pg
TIMULINA pg

Ratones hembra preptberes de la cepa CD1 a,p<0.05 vs 0.
b, p <0.05 vs SS.
¢, p<0.05 vs todas

a, p<0.05 s S5 (U de Mann-Whitney)
b, p <0.05 vs 7.5,15 y 120pg de timulina (U de Mann-
Whitney)

= Discusion I

GRUPOS EXPERIMENTALES

* Secontd el nimero de ovocitos en oviductos.
© Se colectd la sangre del tronco, se centrifugo y se recuperé el suero.

* Serealizé la cuantificacién de 17 p-estradiol por radioinmunoanalisis (RIA) de fase sélida.
© Serealizé el andlisis estadistico de los datos.

Bibliografia I
Conclusion I

Apoyado por DGAPA-PAPIIT IN228709

Figura 27. Cartel presentado en el LIII Congreso Nacional de Ciencias Fisioldgicas,
presentado bajo la siguiente autoria: Rosales B, Loaiza D, Reyes C, Chavira R y Rosas P.
Titulado: Estudio de la respuesta esteriodogénica del ratéon prepuber a la administracion
intraovarica de diferentes concentraciones de timulina.
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* INTRODUCCION =

¢ La timulina (TIM) es un

1

nonapéptido  sintetizado
exclusivamente en el timo (1). Se ha mostrado en el ratén
prepuber que la inyeccion sistémica de TIM 24 h antes de
la administracion de gonadotropinas, induce

superovulacion (2).

METODO

E Ratones hembra prepl]bereé, cepa{ -
2 CD1 g

Rl 10 B o0 B L 23 B

« Obtencién de la tasa de animales
ovulantes (TAO)
= + Cuantificacion de ovocitos en
oviductos
« Andlisis estadistico

PREPARACION DE LOS OVARIOS

7
EVALUACION

FIJACION
ADESHIDRATACION Cu’amiﬁcar todos _\os I
L~ foliculos con ovocito,

il & nacleoy nucléolo
] INCLUSION ATRESIA
« Picnosis granulosa
« Descamacion de la granulosa
+ Anormalidades del ovocito
+. *Engrosamiento de la teca

, ir
TINCION

MONTAJE

Efectos sobre el eje
hipotalamo-hipofisario

TIMULINA

~ ovulacién

RESULTADOS

Tasa de animales ovulaﬁtes'(fAé) y'media * e.e.m.. del
ovocitos liberados de los grupos TA,0S y SS

‘| GRUPOS OVOCITOS
- ENNE R Y

:

. la de gonadotropinas endégenas.

Analizar los efectos de diferentes concentraciones de
TIM inyectada en la bursa ovarica, sobre la respuesta
ovulatoria y el crecimiento folicular del ratén prepuber
tratado con gonadotropinas.

DISCUSION

La disminucién en el nimero de ovocitos liberados por los

animales con OS probablemente se deba a los efectos del
éter (anestésico), sobre la secrecion de GnRH y por ende
Efecto que se ve
reflejado en la maduracién de los foliculos antrales-sanos

¢ que no llegaron a ser ovulados. El analisis del crecimiento

folicular del grupo SS indica que la manipulacién

¢ quirdrgica del ovario también lo modifica. Respecto al

grupo con SS, la mayoria de las concentraciones de
timulina disminuyeron la TAO y la méas alta bloqueé la
ovulacién. Evento que se correlaciona con el aumento de
la atresia folicular. El nimero de ovocitos liberados tendié
a disminuir con 60 pg de TIM y soélo el 20% de los

J animales lograron ovular. En los grupos inyectados con 30

iy 120 pg de TIM, alrededor del 80% de los foliculos

4 antrales son sanos, lo que sugiere que la timulina podria

% estar participando en el rescate de la atresia pero interfiere

a

SS 30 60 SS 30 60 120 240

N. ovocitos Antrales

IS
&)

w
o

N
o

No. de foliculos
N
(=}

*p<005vsTA a,p<005vs SS

©,p<0.05 Vs SS y 30 pg TIM

b, p<0.05vs 30 pg TIM
d, p< 005 vs 60'y 240 pg TIM

SS Sanos Atrésicos

ad
a |
L
b
o ¥
SS 30 60 120 240

con la ovulacion. El nimero de foliculos antrales-sanos en
el grupo de 120 pg de TIM en promedio es tres veces
mayor al resto de los grupos, resultados que explican el
aumento en las concentraciones de estradiol en suero que

I presentan estos animales (3).

CONCLUSION

La TIM administrada en la bursa ovérica favorece el
crecimiento folicular, pero inhibe la respuesta ovulatoria,
efectos que dependen de la concentracién de TIM.

BIBLIOGRA

% 1. HinojosaL, Chavira R, Dominguez R y Rosas P (1999) J. Endocrinol. 163, 255-260.
1 2.Garcia L, Hinojosa L, Dominguez R, ChaviraR y Rosas P (2005) Neuroimmunomodulation 12,

314320
3. Rosales B, LoaizaD, Reyes C, ChaviraR y Rosas P (2010). Llll Congreso Nacional de
Ciencias Fisiologicas. C-320.

Apoyado por DGAPA-PARHT: IN228709

SOJINIAVIV SOY0A NI SOAV.LNASAUd SO[VAVH.L

z



equivocaciones para reexaminar los problemas y volver a intentar resolverlos, cada vez
por nuevos caminos”.
. Ruy Pérez Tamayo




	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Planteamiento del Problema
	Hipótesis y Objetivos
	Material y Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexos

