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INTRODUCCION

1.1.1- ESTRUCTURA Y FUNCION DEL OVARIC

Loz ovarios de los mamiferos son  drganos  pareados, aprodimadamente

ilguales an btamafo v  funcionalidad, excepto en algunas aspeclies de
mamiferos en los cuales @20lo es funcional =1 derecho. Se  encuentran
dentro de la cavidad abdominal o peélvica vy estidn  unidos por  un
mesenterio (el mnesovario) a la parte dorsal de las trompas de Falopio.

Los ovarios pueden estar envueltos dentro de una cépsula peritoneal,
la cual varia considerablemente en &l desarrollo v en la extensi®dn ocon
la cual se comunica a la cavidad celdmica (Zuckerman, 1962).

En el hilio, @l tejido conectivo vascular del mesovario se continda
con 2l estroma ovarico. La cubierta peritoneal del mesovario términa de
manera repantina en el hilio y es sustituida por  wuna capa de Icélulas
clbicas, el epitelio germinal, gque cubre la superficie libre del ovario.
Estd especializacidn del mesotelio peritoneal descansa sobre una delgada
ldmina basal. En este lugar bajo =1 epitelio, hay una capa mal delimita-—
da de tejido conectivo denso, la tunica albuginea, cuva densidad aumenta
con la edad (Leeson et al, 1987).

En los cortes del ovario se pueden distinguir dos zonas, una externa,
la corteza, v una interna, la medula, gque ze fusiona con =] tejido
vascular  del mnesovario en el hilio. No  hay uwuna linea clara de
s@aparacidn entre las dos zonazs., La médula consta de tejido conectivo
fibroeldstico laxo gue contiene numerosos vasos sanquineos, linféaticos v
naervios grandes. El estroma  contienes bandas diseminadas de tibras
muscul ares lisas. La corteza consta de un estroma  celular compacto gue
contiens los foliculos ovéaricos. El1 estroma estéd formadeo por redes de

fibras reticulares vy células Ffusiformes dispuestas en espiral es
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Figura # 1.- Estructura de un ovario de mamifero. Se muestran los diferentes
* - . -
estados de desarrollo folicular a traves dz la ovulacion, forma-

ci3n del cuerpo luteo y regresidén del mismo.
Tomada de Hamm (1975)



dea la teca. El tajildo weliéstico sz escaso v €82 encuentra  =dlo en 1as
paredess de los vasos sanguineos. Se pueden observar foliculos en todas
las stapas de su desarrollo, y el aspecho de la corteza ovarica dependes
de la adad v de la etapa del ciclo ovarico. Antes de la pubertad sdlo sa
obsaervan foliculos primaricos o primitivos. La madures zexual =e
caracteriza por la presencia de foliculos en crecimiento v sus productos
finales (cuerpos amarillos v foliculos abtrésicos).

El ovario adulto presenta diferentes tipos celulares, como las oceélul as
dee la teca interna vy de la granulosa, las cuales son responsables de la

produccidn hormonal (Figura 1).

Dasarrollo del ovario de la rata:
Debajo de la capesula ovarica exdisten, desde el nacimiento numerosos
foliculos primordiales, cada wno conteniendo un avulo inmaduro.

Que @l ovario alecance la madurez funcional depende de que se  lleven a

cabo  tres eventos principales durante estadios tempranos de  la
gonadogénesis. Estos eventos son: la iniciacidn de la meiogsis, la
formacidn de los foliculos, v la diferenciacidn de las células

productoras de esteroldes . En &l primer evento el dvulo intrafolicu-—-
lar progresa a bravés de la vida fetal en la profase 1 deteniendose en
estadio de dichiotenao, gue se alcanza a los 4 olias despuds del
nacimiento an la rata. Este estado se caracheriza por la presencia de un
ruclen gue presenta la cromatina condensada (vesicula germinal) la cual
contisne el numero cromosamlco diploiode (n=42), v un nucleolo peculiar
(Zuckerman, 1263) . El oopocito permanece en ese astado de descanso meldtico
de los cromosomas  hasta gque es selecionado para su naduracidn en el
adulto, despues de la cual el oocito seleccionado para su  maduracibn se

s reducird al namero cromosdmico haploide (n=21).



gvarico. Se llama asi al conjunto formado por 1 ovocito rodeado de una
0 varias capas de celulas gue interactuan con el y participan en 1a
produccidn de eszteroides sexuales.

lLas celulas epiteliales foliculares =e derivan del estroma  embrionario.

El oocito rodeado de uwuna sola capa de células de la granulosa v
desprovisto de membrana vitelina, recibe &l nombre de foliculo primor-
dial =i estas son planas o foliculo primario cuando estés se  vuelven
ctbicas « Las células de la granulosa son las que se multiplican con
gran rapidez en la maduracidn del oocito. La capa circular inmediata al
oncitn, da origen a dos o tres capsas mas de células; entonces, el cocito
adguiere wuna mnambrana limitante v el foliculo se 11ama follculo
secundario.

Al iniclarse cada ciclo, varios de estos foliculos se agrandan Yy e
forma una cavidad alrededor del dvulo denominada antro, que es la parte
central de una esfera de celulas. Cuando aparece este espacio interno,
@l foliculo recibe el nombre de foliculo terciarico. El  oocito conserva
una cubierta protectora de granulosa gue lo cubre en  todo su  rededor v
recibe el nombre de ocorona radiada. Al incrementar el volumeén del
liquido el ococito nunca flota en &l; por el contrario, esta fijo a la
pared interna del foliculo, generalmente en el lado méas cercanoc al hilio
0 alejado de la superficie del ovario (Hamin,l1973). E1  conjunto de
celulas granulosas gque se mantiens en contacto con &l vocito reciben el
nombiere de  cumeluas ophorus. BEn este periodo de desarrollo, toda la
granuloza ha aumentado de numero por simple mitozsis vy hay uwna gran
actividad sesoretora bhacia s1 interior del liquido Ffolicular. Este
desarrollo folicular, originado por la maltiplicacidn de 1?5 celulas de.

la granulosa , eventualmente hace presidn sobre =1 tejideo del interior



capsula exiterna originaria de ese tejido de zostén  del interior del
ovario, @ssta cédapsula 22 la denominada  teca gue a mayvor desarrcllo =ze
subdivide en dos capas: una glandular y vascular, la teca interna v obra
e que  predomina el tejido conjuntivo, la teca sxterna. A ftodo el
conjunto celular gue hemnos descrito, despuds que se empieza a acumul ar
liguido se le denamina Ffoliculo de Graff. En =u maximn desarrollo =1
foliculo vuelve a invadir la corteza de donde salid originalmente v
forma una protuberancia sobre la superficie del ovario, se reduace la
fortaleza de la teca vy ocurre la ovalacidn (Figura 1). Las células de la
teca interna del foliculo grafiano son la fuente primaria de 1la
produccidn de estrdgenos (Knobil , 1988). El fluido contenido en el antro,
el licor folicular, se incrementa en volumen a medida que €l proceso
clee ovulacidn  avanza. Las células de la teca esuxterna, +iﬁa1mente
contienen tejido contractil el cual se cree  Jjusga un papel importante
durante la ovulacidn (Zuckerman, 1262 y 1963 ). Durante el proceso de
maduracidn vy crecimiento del foliculo, &l oocito ha crecido wnicamente
en el primer ilmpulso. Es decir que soa gran volumén se debe al liguido gqu
rodea al oocito (en los mamiferos); pero el ococito ha desarrollado una
capsula propia, no celular, transparente v gue no cambia de volumeén
(hasta despuds de la ovulacidn v la fertilizacidn) que s la denominada
zoona  peldeida. Esta zona esta compuesta de mucopoliszacérido v o e
Fralativamente rigida con respecto al exterior de la membrana del oocito
(Zuclkerman, 1962, de Alba, 178%5). Despudés de la ovulacidn, &1 espacio
total ooupado por 21 foliculo, se transforma en el mamiferoc en un tejido
totalmente diferente, con vascularizaclidn interna v o con funciones
enddcrinas. Este es el cuerpo amarillo o cuerpo luteo sucesor del

foliculo. Ahora, el espacio estd ocupado por células de un solo tipo,



conlapso del foliculo. Las células  luteinicas en su estado funcional
conservan su forma poliédrica con nuclen distintivo v pigmento amarillo.
De este sstado pasan a un control degenerativo, al empezar la absorcidn
dizl cuerpo amarillo v finalmente la reducoidn completa del  volumen
luteinico vy peérdida total del color amarillo. La huella de un cuerpo
lateo en el ovario se conooce como  corpus  albicians & cuerpo blanco

(Hamm, 1975, Enobil, 1288).
1.1.2.— CONTROL DE LA FUNCION OVARICA

la F8H (hormona foliculo sstimulante) proveniente de la hipdfisis es
la encargada de la maduracidn temprana de los {foliculos ovaricos, y FSH
junto  con IcH (hormona luteinizante ) completan la maduracidn de los
mismos. l.a fase réapida de secrecidn de LH es la que deaencaﬁena la
ovulacidn v la formacidn inicial del cuerpo luteo . Ocurre también una
fase rdpida mas  pequefia de secrecidn de FSH a mitad del ciclo
pero al momento no se ha dilucidado su lmportancia.  For obtro lado, la
LH estimula la secrecion de progesterona. (LLoyd,197%)

El control hipotaldmico de la liberacidn de LH y FEH = ejercido por
la hormona liberadora de las gonadotrofinas (GnRH) gue a traveées de los
vasns porta llega a la hipdfisie. La liberacidn de GnRH es pulsdtil v
gsta caracteristica s esencial para que suceda una secrecidn normal de

=

gonadotrofinas (Figura 2).
1.1.3,-HORMOMAS OVARICAS Y CLASES DE ESTEROIDES FOLICULARES

Los foliculos son las principales unidades funcionales del ovario de la
hembira. La funcidn de cada Ffoliculo es la de proveer 21 csistema  de

soporte nutricional necesario para la celula germinal , el oocito.
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Figqura 2 .-- Representacidn esquemdtica de las interacciones hipotdlamo-hipdfi--
sis-ovario durante un ciclo ovulatorio de mamifero.El hipotdlamo
libera factores liberadores de gonadotropinas (cpRH ) . que
estimulan la liberacidn de LE y FSH por la hipdfisis.
La FSH (1) actua a nivel del foliculo, estimulando su maduracién,
mientras gue la LH actla sobre la formacidén y aumento del cuerpo
liteo, incrementandc los nivelesde estradiol v progesterona (4 v 5)
A su vez, las concentraciones de estrdgenos actuidn a nivel hipotald
mico por una retroalimentacién positiva o negativa, segln el caso,
que modula la liberacidén de ¢ppp (2 v 3). Finalmente, las concentra cjopones
séricas de progesterona actilan a nivel de hipdfisis e hipotdlamo, en

una retroalimentacién negativa, que modula la liberaciér de anRI:(6)

i < : ; - . = o)
Ta rmvyacanta Foamhian 27 mamm el mem bk n A= Almatrs 50 v Tean wmisan Sa actvasdia



completar esta funcidn, ssencial para la reproduccidn vy  scbhrevivencila
der las especies. Feilmero, provesn los  reguerimisntos nutritivos
necesarios para =1 orecimiento del oocito y  tal wver el eztimulo gue
inicia su crecimiento. Mas tarde, controlan la maduracidn citoplésmica vy
nuclear del ooncito contenido en esos foliculos que son seleccionados
para la ovalacidn y contribuven a la atresia y destruccidn de los que
no lo son (Ojeda, 1979, Michael , 1280 v Enobbil, 1988).

Estos efectos directos de las células del foliculo saobre &1 desarrollo
y funcidn del oocito encapsul ado son mediados por cambios en el micro-
ambiente intrafolicular, dados en su gran mayoria  por productos gue
son secretados por las celulas foliculares al  fluwido gue rodea al
pocito. (Zhuang, 1982

Los productos secretados mejor conoclidos v mayormente caractérizadaz
son las hormonas esteroldes sexual @s.

Hormonas ssterocides ovéaricas:

l.az hormonas esteroides seruales pueden ser clasificadas en las base de
s estructura guimica v de su principal accidn fisioldgica. Se conocen
tres tipos de esteroides sexuales @ las  progestinas, los  andrdgenos v
los aestrdgenocs (Zukerman, 1946%, LLoyd,1979). Estos estercides son produ-
cidos por los foliculos ovéaricos durante el desarrollo de los mismos.
Los esternides ovdricos estan todeos relacionados con, vy pueden ser
considerados como derivados guimicos de uno de los siguientes compuestos
ipuimicos: pregnano, androstano vy estrano.

AL~ ESTROGENDS

fFfisioldgicamente,la estrona v el 17-beta-estradiol son los estrdgenos
foliculares mas importantes. Sus nombres se deben a su papel en la

induccidn de 1a recentividad zexual (epetro) esn las hembras de mamiferns,



tienen wn efecto estimulatorio sobre el ovario en  desarrollo  (Bhaha,
19873, En experimentos en los cuales los  estrdgenos se  administraron a
ratas  inmaduras hipofisectomizadas el pesn  ovarico se mantuvo y los
ovarins  resultaron mas  sensiblese a la estimulacidn gonadotrofica.
El tratamientn de ratas hipofisectomizadas con gonadotrofinas incrementd
2l numero de foliculoz atrésicos por ovario, yv la administracion de
pstrdgenos revirtiod este efecto parcialmente (Brodic, 197&).

Los estrdgenos  también actuan dentro del ovario para inhibir la
produccidn de andrdgenos. Hay evidencias de gque los estrdgenos son
capaizes de regular 21 metabolismo de andrdgenos por una accidn directa
sobre la enzima S-alfa-reductasa (Ecockstein, 1977).

tra accidn regulatoria intrafolicular de los estrdgenos que ha sido
claramente sstablecida, s su capacidad para  aumentar la produccidn de
estrdgenos ovaricos a través de efecto directo sobre las celulas de
la granulosa, a través de la regulacidn de la actividad de aromatasa.
Se ha encontrado ademds gque los estrdgenos inhibén la =ecrecion ds
progesterona, al parecer este efecto limita la conversidn de pregnenco-
lona a progesterona (Adashi, 1982 v Ehan, 19284).

Finalmente, e ha observado gque los catecol-estrdgenos, log cuales
pueden  ser sintetizados dentro del foliculo, estimulan  la
peteroidiogénesis en las células de la granulosa y el cuerpo lateo de

rata (Louwvet, 1973).
E.— ANDROGEMOS

81 se comparan foliculos saludables con los foliculos atrésicos hay una
ralacidn inversa entre concentraciones intrafoliculares de andrdgenos vy

estrdgencs.El alto nivel de andrdgenos en relacidn a los estrdgenos £n
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ovulables, Sin embargo, de este dato es dificil determinar =21 la atresia
g oonsscuencia de la predominancia de  los andrdogenos zobre Jos
estrdgenns o una consecuenclia  del proceso. Se ha demostrado que los
andragenos, Jjunto con la hCGE estimulan la =sintesis de andrdgenos
DVAricos y promueven la atresia en ratas. Este efecto de los  androge-
nos sobre la atresia folicular, se presenta  sdlo sobre los follculos
egn estadio pre—antral v antral tempranoc. Sin embargo, se ha descrito un
gfecto facilitatorin para los foliculose més grandes que yva han entrado
a los estados finales del desarrollo. En cultivo, los andrdgenos
estimulan la biosintesis de progesterona por los Ffoliculos intactos, v
por las ceélulas de granulosa aisladas de ovarios de rata, cerdo y ratdn
(Hillier,1979). For ohra parte la administracidn de andrdgenos en ratas
inmaduras  incrementan la  subsecuente acunmulacidn de prﬂgegtéfmna por
células de ovario aisladas in vitro (Leung,1978) Los andrdgenos,
ademas de su papel estimulatorioc, realzan la sintesis de progestinas
wpastinul ada por LH (Ojeda,l1979,Knobil, 1988).La testostarona incremanta la
actividad de aromatasa inducida por FSH vy no tiene efecto =cbre la
sintesis de estrogenos inducida por cAMF. (Fenchartz,

1990)
.~ FROGESTINAS

E= incierto i las progestinas  Juegan  algdn papel directo en el
funcionamientn intraovéarico vy los reportes son a menudo contradictorios
Algunos investigadores han encontrado gue la administracion de proges-
terona exdgena a ratas inmaduras hipofisectomizadas inyectadas con
estrdgennos no tiene efecto sobre la morfologia del ovario, mientras

que otros han presentado evidencias de que la progesterona  tiene un
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da a animales no hipoftissctomizados (Louvel, 1973 . Se ha sugerido gue
]l efecto de la progesterona 2n estos altimos experimentos es  debido a
un  =2fecto indirectn madlado por la secrecldn pituitaria de
gonadotrofinas v no a una inhibicidn directa a nivel folicular  inducido
por progesterona . Esto e2st& apoyado por la observacidn de el retardo
del crecimiento folicular inducido por progesterona ocuwrre s6lo cuando
las oconcentraciones plasmaticas de gonadotropinas s han reducido
significativamente (Lucky, 1277, Hillier, 1979).

En ratas pre-plaberes, el ftratamisnto con progesterona reduce 1as
concentraciones sdéricas de LH, vy reduce la acumulacidn de estradicl en
foliculos aislados, pero sorprendentemente, facilita los efectos
astimulatorions de bajas dosis de hCG  sobre el ocrecimiento de pequefros
foliculos antrales vy sobre la sintesis de estrdgenos (Smiths,1975).
e ha sugerido, gque la progesterona puede facilitar la accidn de la LH
bajo ciertas circunstancias fisionldgicas cuando las concentraciones de
esta hormona son bajas (Banks, 1280).

En apoyo de una accidon directa de la progesterona  sobre la regulacion
ovarica, han sido identificados receptores especificos para progesterona
en ovario de rata vy subsacuentemnente en célulazs de granulosa de
rata (Smiths,1973 v Lucky,1977). También han sido reportados sitios de
unidén para progestinas ovaricas en conejo (Mizutani ,1979), cuyo
(Bishop, 1983), vaca (Terada, 1983, v humano (Mizutani, 1979
l.a progesterona aumenta la capacidad de las células de granulosa de rata
en cultivos para responder  con aunento & la produccidon de cAMP, por
estimulacidn con FSH. En otro estudio, las progestinas sintéticas
incrementaron la sintesis de progesterona vy 20—-alfa—-di-~-hidroprogeste-

rona o 20-alfa-di- hidroxiprogesterona estimulada por FSH  en células de
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tratadas con ezstrdgencs. En forma similar las progestinas =sintéticas
realzaron la producocidn de progestinas 2stimulada por LH en células
que previaments habian sido htratadas con FSH para inducir la  formacidn
de receptores a lLH. Ademds , &n la presencia de cianccetona, un inhibi-
dor de la delta-5- Z-beta-hidroviesteriode-deshidrogenasa, la progeste-
rona aumentd la capacidad de 1a FSH para eztimular la sintesis de
pregnenolona.De astos estudios se concluyd gue las progestinas actdan
en wh s=itio distal sobre la produccidn de cAMFP y no son un inhibidor
competitivo de la actividaed de aromatasa inducida P ot FSH.
(Goldetein, 1289, Brandt,1989,Felus=o0,1989).

For otra parte, un efecto de inhibicidn de la progesterona sobre la

secraeclon de estrdgenos ha =sido demostrada in Y1V . l.a

progesterona administrada en hamsters en la maffana del proestro .regulta
&N una caida en la concentracidn seérica de estradiol =sin un cambio
importante en el @ nivel de gonadotrofinas. El hecho de que la
administracidn de testosterona no revierta este efecto, indica que la
progesterona actida a nivel del =sistema =nzimatico de la aromatasa.
(Weanlger, 19873).

Finalmente, no se conoce cual serd el papel de las progestinas sobre la
regulacidn de la produccidn de andrdgenos en el ovarioi; =sin embargo =ze
zabe que la progesterona es un afectivo inhibidor de la C-17,20-1iasa
lo que s=sugiere su potencial en la regulacion intraovarica de la

hinsintesis de andrdgenos (Terada et al.,1983)
1.1.4.- CELULAS ESTEROIDIOGEMICAS ¥ SU CONTROL FOR GONADOTROFINAS

En todas las especies de mamiferos los principales tipos ceélulares

relacionados con la esteroidogénesis folicular son béasicamente dos:
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cElulas de la teca interna de la snvoltura folicular, v las célulazs int-
erasticiales del estroma ovéarico, y (b)) células gque responden & FEH, las
de la granulosa, las ocuales sdélo despuss de la maduracidn folicular
adguieren la capacidad de responder a LH., Estos dos  bipos célulares
bagicos cumplen distintas papeles en el proceso esteroidogénico  en

virtud de sus diferentes hormonas regulatorias v la expresion disimil

de enzimas esternidogénicas (Knobil,1988).

A.—) Célulazs de la teca v células intersticiales

L.os productos esterdides mas abundantes de las células de la teca
de todas las especies zon los  andrdgenos, los cuales se producen del
matabhol i smo del colesterol P VAarilas Vias metabdlicas.
La ruta enzimatica preferida para la conversidon de colea£eral a
andrdédgencs en la teca de ovario de humano vy rata es via la enzima delta-—
S-Zbeta~ hidrodiesteroldedeshidrogenasa  .La dihidrosiandrostenedona
producida via esta enzima ez entonces metabolizada a androstenediona
(Figura Z). La accidn estimulatoria de la estercidogénesis de la LH =ze

produce via receptores especificos presentes en las células de la teca

en todos los estadiozs foliculares mediante la produccidn de cAMF. La
accion esteroidiogeénica de la LH sobre las células de 1la teca
aparentemente se produce por incremento de la actividad de 2 enzimas

laz cualez catalizan pasos limitantes v parecen ser los sitios en los
cuales la LH estinula la produccidn de andrdgenos por las células de
la teca (Ojeda,l19279, Ojada, 1981, Enobil, 1298).

Foar otra parte, parece ser gque la progesterona no s un factor limitan-
te intermedio para la produccidn tecal de andrdgenos en pequefios foli-

culos  antrales ya gque la acumulacidn de progesterona en pequeMos
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Figura # 3.- Las principales vias biosintéticas de produccibn
de nrogestinas,andrfgenos y estrbgenos en el ova-
rio. El colesterol nuede ser sintetizado de novo
a pvartir del acetato, o derivado de fuentes pre-
formadas. E1 metabolismo de colesterol hacia este-
roides sexuales se lleva a cabo secuencialmente
por varios sistemas enzim&ticos, cada uno con dife-
rentes funciones cataliticas. La conversidn de
colesterol a andrf6genos es llevado a cabo por 3
sistemas de enzimas que estén acopolados al trans-
porte de electrones vor el citocromo P-450. Estos
sistemas dependientes de P-450 son: la enzima que
rompe el carbono 17 de la cadena de colesterol
(P—450cl7}, la enzima que rompe el carbono 21 de 1la
cadena (P-450c,,)y la delta-5-3beta-hidroxiesteroi-
dedeshidrogenasa-delta~-5-4-isomerasa. La subsecuen-
te converibn hacia los esteroides Cfé a estt8genos
se lleva a cabo nor el sistema enzimdtico P-450aro-
matasa. Los sistemas enzim&ticos se encuentran dis-

tribuidos en diferentes sitios subcelulares como se
indica en la figura. Tomada de Knobil, Volumén I
(1989), n&aina 2315.
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estinul ados por hCG, indicando que la activacidn de los receptores a LH
también estimulan un paso en la conversidon de colesterol a progesterona.
For 1o tanto es evidente, gque la produccion de progesterona por 1las
células de la teca es también hormonalmente regulada y varia con =
estadio de desarrollo folicular.El principal andrdgeno producido por la
teca es la androstenediona, aunque btambién se produce testosterona en
menor cantidad. Esto se debe principalmente a que hay deficiencia en una
@nzima, la i7-beta-hidrodiesteroide deshidrogenasa. Las células de la
teca tambidén pueden aromatizar andragenos v contribuir directamente a la
secrecidn ovarica de estrdgencos en varios dgrados dependiendo de las
pspecies v el estado folicular. Sin embargo, resultados de muchos
egtudios indican gue la actividad de aromatasa en las células de la teca
tiens mucho menor imnportancia  gue aguellas de la granulosa (G%ﬁﬂhg,l?—
20, Michael, 1981, Ojeda, 1982 y Fnobil, 1988).

B.-) Ceélulas de la granulosa

Laz vias estercidogénicas en la teca y en las células intersticiales
provocan  fundamentalmente la sintesis de novo de andrdgenos, =n

cambio las vias de las células de granulosa estan organizadas principal

mente para mekabolizar andrdgenos a estrogenos vy para la sintesis
de novo  de progestinas v sus metabolitos. Evidencias de estudios in
vitro e _in vivo indican gue las células de la granulosa de grandes

foliculos antrales v preovulatorios son el principal (pero no exclusivo)
aitio en todas las especies de actividad ovarica de aromatasa Y
biosintesis de estrdgenos. La regqulacidn de la aromatizaciidn  de
andrdgencs en todas las especies estudiadas se produce por efecto de
FEH, la cual en cultivo de «células de granulosza de rata estimula la

actividad enzimatica de aromatasa, medida en un cultivo celular, vy
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(Erickson v Hsush, 1278)). Ademnds de la accidn de FEH para inducir la
actividad de aromatasa en células de granulosa, la biosintesis de
patrdgenos requiere de la cooperacidn de las células de la teca que es
la fuente de substreatos, andrdgenos, para la reaccidn de aromatizacidn
(Figura 4 ). l.a produccion de progesterona v zus metabolitos e una de
las mayores aictividades biosintéticas de las células de granulozsa en
foliculos preantrales grandes vy preovulatorios. La biosintesis de
progesterona ocurre  inicialmente en las oceélulas de la granulosa =n
respussta a la estimulacidn por FSH, pero estd accidn aumenta
posteriormente por LH, despues de la aparicidn de los receptores
correspondientes en estds células debido a FEH . En contraste, la LH
adla no estimula la biosintesis de progesterona. La via biliosintética

para la progesterona en las células de la granulosa es tipica de toda

m

las células esterodiogénicas a traves de la conversidn de colesteronl a

pregnelonona y despudés  a progesterona (Everett, 1978).

1.1.3.- MECANISMO DE ACCION DE HORMONAS ESTEROIDES

Llna vez producidas y liberadas las hormonas esteroides son transportadas
desde su sitio de bionsintesis a las células efectoras, donde comienza el
mecanismo de accidn hormonal . E1 primer paso para que comienze el
efecto de esta hormona sobre su célula blanco lo constituve el paso del
esteroide en su forma libre (desprovisto de su proteina transportadoral
al interior de la océ&lula. Aungue no se  Cconooe Con precision  la
natwralezra de esté fendmeno de internalizacidn a traves de l1la membrana
celular, se acepta en Lérminos generales que ocurre por difusidn pasiva,
considerando la caracteristica hidrofdbica lipofilica de la molécula de

esterolde. La retencidn de la hormona esteroide en el citoplasma celular
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Figura # 4.- Mecanismo de cooperacibén de las dos células para la oroduccibn

de esteroides en el ovario durante la foliculogénesis. E1

esquema es como sigue: las cé&lulas de granulosa no diferencia-

das resnonden exclusivamente a FSH, por un mecanismo devendien-

te de AMPc,activando a las enzimas requeridas omara el metabo-

lismo de colesterol a progesterona o andrb6genos de la teca a

estradiol. La biosintesis de esteroides en la teca es estimula-

da unicamente vor LH. Conforme el foliculo madura,

tores mara LH v prolactina anarecen en las células

los recen-

granulosa

como resultado de la estimulacidn por FSH v estrfgenos. La LH

nuede contribuir inicialmente a la diferenciacién de las cé-

lulas de la granulosa aumentando varios nrocesos denendientes

de AMPc. La anarente induccién de la actividad de aromatasa

es aumentada tanto nor accibn andrégenica como estrbagenica v

es inhibida por progestinas bajo ciertas cirscunstancias.

Transitoriamente, la secrecibén incrementada de estrfgenos nor

las células de granulosa causa inhibicibén de la biosiintesis

de estr6genos foliculares inhibiendo la biosintesis de andré6-

genos en las células tecales. La actividad biosintética de la

nroadesterona es subsecuentemente reestablecida v se incrementa
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a la formacidn del compleio hormona receptor caracteristico, gue define
a las c2lulas hormono-sensibles.los receptores intracelulares  =on
maleculas de naturaleza proteica  gQue Se@  UNEN gspecificamente a los
diferentes tipos de esteroides. Este compleio interactua  entonces con
2l genoma celular & induce cambios metabdlicos de tipo transcripcional
v post-transcripocional (Figura S ).

Las harmonas estercides también actvan directamente sobre la membrana
celular modificando @l potencial de membrana vy produciendo  cambios que
imitan efectos anestésicos. Estos cambios no parecen ser mediados por

receptores celulares.

1.2.1.- CICLO DEL ESTRD EN LA RATA

TMucho de 1o gque se conooe acerca de los ciclos sexuales de los namiferos
hembras, esta basado en investigaciones acerca del ciclo del estro de la
rata. Los eventos del ciclo estédn bajo control fotoperiodico, esto es
que la periodicidad de la luz juega wn papel dominante en la incidencia

‘

v duracidn de los estadios del ciclo ovéarico (Enobil, 1988)3

"

l.a palabra pstro’” es  una adaptacidn latina de la palabra grieqa
"oistro", la cwal significa calor o frenesi. Este término fué usado
primero por Heape (1945) para describir el "mariodn especial de deseo
sexual de la hembra' v lo distinguid del "cela" en =21 macho. Heape,
ademnds describid distintos estadiocs del ciclo aplicado a logs mamlferos
durantie la temporada de reproducocidn. El "anestro" describe la temporada
o reproductiva o0 periodo de descanso en la hembra, cuando los
ovarios y  darganos  reproductivos accesorios estan relativamente

guiescentess v los intentos del macho por copular  son resistidos.EL

mropstrn sz 1la marte el ciclo en 1 cual =1 arimal AMODIL e A &
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Regqulacién

Crecimiento y intracelular

diferenciacién

Mecanismo de accidn de los esteroides: El esteroide (S) entra a

la célula se combina con su receptor y lo activa (R), y el comole-

jo se transloca al nucleo y se une al sitio aceptor (A) a la
cromatina. La unidn inicial da uma activacidén de la slietesis de RNA.
Con la unidn prolongada del receptor-hormona a la cromatina, se incre-
menta la sintesis progresivamente llevando a: (i) un incremento general
en el crecimiento y diferenciacién de la célula; (ii) via el mRNA de
alguna proteina especifica para el receptor que sera restablecido.
Después de la disociacidn del sitio aceptor, el esteroide y el recep-

tor se degradan.
Tomada de Lancman (1976).
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avanzada de madwracidn., E1 siguiente periodo, el satro, estd
caracterizado por la total maduracidn de los  drganos  reproductores, v
por gue la hembra estd preparada para copular con el macho y s el
unico periodo en el que =1 colto puede eer fructifero en la mayoria de
los mamiferosz. En la ausencia de concepcidn, 1 estro es  sucedido por
un corto periodeo de recuperacidn llamado metaestro, durante el cual
2l tracto reproductivo entra en una fase de relajamiento. El  siguients
periodo, &1 diestro, eg de duracidn variable en diferentes sspecies.
Durante este tiempo, las secreciones ovdricas preparan al tracto repro-
ductiveo para recibir al oocito. 51 la fertilizacidn no se ha llevado a
cabo, &1 animal regresa a proestro, y el ociclo comienza de PILLE VD

(Heape, 12659).

1.2.2.— SECRECION DE ESTEROIDES OVARICOS DURANTE EL CICLO,.

El  periodo de preovalacidn durante el ciclo e caracteriza por  un
crecimiento de los foliculos ovéaricos y  una  secrecidn elevada de
estrdgenos. El nivel de secrecidn de estradiol plasmdtico venoso del
ovarin es bajo durante el estro, empieza a aumentar significativamente
e la dltima parte del metaestro hasta la mafMana del diestro y alcanza
S0 pico mdximo por la mafana del proestro (Ojeda, 1979, Michael, 19807 .
En &l cuwarto dia del ciclo de la rata, los niveles plasmaticos
perifaricos de estradiol son basales doarante el estro. For la  fase
final del metaegstro hazta gl diestro temprano, los niveles empiezan a
aumeantar. Este incremento continua a travées del diestro y proestro

4.
i

CeEmprano, para alcanza

-

- valores piloco v llegar a una meseta en la mitad
del proestro.BEn ratas en el cuarto dia del ciclo, los niveles

narifdricns nlasmaticns de testosterona v androsteneidona =on =imil ares
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eztirdgenos, sugleren que los dos ftipos de hormonas  vienen del mismo
Grganc, &l ovario, y que su control, sintesis v secrecidn pueden estar
interrelacionados (Brown et al, 1270, Butocher et al., 1974 v Ojeda, 1979

En =

By

tas adultas, la progestina dominante secretada dentro de 1a
circulacidn varioa durante el ciclo del estro, es la
dO-alfa-hidroxiprogesterona. Hay dos picos de estd hormona  junto con
progesterona, &l primer pico ocurra durante la mafana del metaestro, v
ambos esterolides probablemsnte provienen del cuerpo ldteo recientemente
formado .« El ssgundo pilco, oocurre durante la parte final de la tarde

del proestro (Figura &).

1.2.3.- SECRECION DE GOMADRDOTROFINAS DURANTE EL CICL.O.

Los niveles séricos de LH son muy bajos durante la maffana del estro,
atraves del metaestro, diestro y medio dia del proestro. Muchos estudios
han reportado niveles basales no cambiantes de LH durante sste tienpo, v
un estudio reportd una variacidn leve, pero significativa diurna atraves
dal ciclo (Bogdanove, 1264). Este patrdn circadiano del estro vy durante
@l diestro consiste de una pequefla elevacidn de LH cada dia en el punto
medion del periodo de luz, v log niveles mdés bajos se alcanzan en la
madia noche de ocada dia del ciclo. En la tarde del proestro, entre lasg 2
v I pPem.,  los niveles ocircolantes de LH empiezan a incramentarss
rapidaments, v finalmente alcanzan un pico maximo entre las 5 v 7 p.m.
del mismo dia. Este pico de LH induce la ruptura Ffolicular v la
ovulacidn despuds de lo cual, los niveles sanguineos de estd hormona
aempiszan a declinar v alcanzan niveles basales temprano en la maffana del
estro ( Brown-—-Grant, 1970)

Nirante 1a farde del mroecetern, &1 mico de LH nue induce 1a vl aci i s=e



srooesterona (ne/ml) | ,__/--./w
T \uwﬂ**ﬂv\»,j
|

Prolactina (ng/ml) 4 j\/\
N

o 4 \j
Estradiol (pg/ml) "T Wﬂt/
b!-

LH (ng/ml) s

24

W

m-
FSH (ng/ml) o
|
oot
c*a\?.?lclmw:)unmmau.;;. N BRI IdB®O
B ESTRO
Estro ‘Diestro-2
Diestro-1 PROESTRO

Figura 6.- Concentraciones de progesterona,prolactina,estradiol ,LH v FSH
en plasma, cbtenido a intervalos de 2 hrs. através de cada dia
de los 4 dias durante el ciclo del estro de la rata.

Cada punto representa la mediz de la concentracidon de hornona
(+ DS) de 6 ratas. Las barras en negro representan el intervalo
obscuro del ciclo v los nimercs abajo representan el tiempo del

dia cada 24 hrs.
Torada de Oijeda v Smith (1984)
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00 ngi/ml . Este pulso sencillo declina temprano en la maffana del estro,

v haizia el final de la maffana, v durante el dia del wstro, los pulsos

M

die LLH zon infrecusntss, 0 2stdn ausentes. Los pulsos reqgresan por 1la
mnafana del metasstro v continuan a traves del prosstro (Butcher et al.
19743 . El patrdn de secrecidn de FEH durante 21 ociclo ez similar al de
ILH, especificamente, se incrementan niveles de FSH al final del estro, y
a traves del metaestro, diestro y medio dia del proestro (Chowers v
Mo .Caan, 19859).

Desde la mitad de la tarde del proestro, la secrecidn de FEH =e
incremnsnta simultaneamente con la de LH. Esto ez, de las 2 & las 2 p.m.
los niveles circulantes de FSH empiezan a incrementarse rapidamente vy,
finalmente alcanzan un pico madimo entre las 9 v 7 de la misma tarce.
l.os nivelez circulantes de FEH empiezan a entonces a deciinar Y
alcanzan una  linea basal temprano por la maffana del estro  (Gay vy
Tomacari, 1974).

Esta fase inicial de secrecion de FSH, prezenta alguna similitud
con la de LH, sin embarqgo, la fase de secrecidn de FSH, depende de

varions factores (Knobil, 1988)
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o301, THMUNIDAD

l.a  inmunidad comprende un conjunto de capacidades v  operacicones que
contribuyven a desarrollar v preservar la  individuwalidad de los  seres
vivos., Aungue en cliertos  invertebrados se han descrito  fendmenos que
@AEmelan una respussta inmunitaria, es a partir de los vertebrados donds
la respuesta  inmune adquiere un grado de compleiidad avanzado.
De hechn, estad respusesta es  responsable en buena parte de 1la
supervivencia evolutiva (Indice de é&xito bidlogico) en los dltimos 300

millones de affos de la vida en la tierra (Roitt, 1979 ,Rojas, 1980)

Respuesta inmune gs @]l  termino gque designa la  mera formacidn  de
anticuerpos, independientemente del uso gque 21 organismo le de a los
mismos. El  concepto de inmunidad, por obtra parte, comprende todo

aguallo, v no so0lo las reacciones antigeno—-anticuerpo, que contribuya
a librar o proteger dea las agresionss  del  nedio CJLLE tienden a
modificar la individualidad o a perturbar la homecostasis a través de 1z
colonizacidn externa del sujeto por microbios patdgenos.
Fodemos dividir a la inmunidad en dos grandes capitulos funcionales:
por una parte la inmunidad innata, constitutiva o natural, v por otra ,
la inmunidad adaptativa (Hicks, 1988).
A=) Inmunidad natural @ Inmunidad adaptativa: segun que las capacidades
inmunoldgicas =san innatas al individuo o hayan requerido estimnulos
o @xperienclas antigénicas para su desarrollo. Son ejemplos de inmunidad
natural , las barreras tegumentarias, la reacocidn inflamatoria, los
antibidticos de superficie, la acidez del jugo gastrico, la lisozima, =1
complemento hemolitico, etc.Algunas formas de inmunidad natural =on

hereditarias, 2 inclusive se segregan £n  forma  mendeliana;  aungue 21

mecanismo de tal inmunidad nno 2g2a siempre conocido (Rnitt . 1979.192R80)
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linfocitos sensibilizados v 2l interferdn son respuestas (especificaz o
inespecificas) ante estimulos externos, y corresponden a la inmunidad
adaptativa, gue suele operar incidiendo sobre fendmenos de la  inmunidad
natural , desencadenandolos, amplificéndolos o moduléndolos, en escencia,
avmnentando su eficacia (Bellanti, 1278)

LLa inmunidad natural no es especifica, aunque su eficacia pueds
presentar ciertos grados de especificidad relativa, en fLtanto que la
inmunidad adaptativa suele generar reacciones altamente especificas para
cada tipo de agente infeccioso, o inclusive, wvarlantes antigénicas del
mismo, vy  ademds recuerda el hecho, de tal manera gue un encuentro
subsecuente con el mismo microorganlisno, puade ser resuelto en forma més
aficaz, a veoes por el @ resto de la wvida, v obtras, por  periodos mas
hraves (Rojas, 19278).

Ambos sistemas, inmunes, el natural vy el adaptativo estdn constituidos
por wna amplia red de noléculas y células (Hicks, 1988).

1ae e B TITHMQ

El timo ez un drganc linfoepitelial que pertenece al sistema inmune, vy
donde sg lleavan a cabo la maduracidn de un tipo de linfocitos, que =on
los responsables de la inmunidad celular en mamiferos, los linfocitos T.
Ademas =] timo, s considerado una glandula enddcorina, ya que secreta
diferentes tipos de hormonas gue son responsables de la regulacidn de la
inmunidad celular v también en parte de la humoral (Chiodi, 1940).

El timo, &5 un drgano gue s conoce desde hace mucho tiempao, pero no s
zino hasta finales del siglo pasado y principios de éste que se comenzd
a estudiar su funcidn vy estructura. Sin duda uno de los puntos de mayor
interes, desde #1 punto de vista enddcrino, s la influencia que

ejercen las hormonas sobre su funcionamiento propio y el funcionamiento
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endédcrino v el propio sistema inmune (Chiodi, 1940, Traininn, 1974).
Anatamicamente, &) timo se encuentra en la mayoria de los mamiferos, en
la parte superior del tdrax, inmediatamente por arriba del corazoén vy
enfrente de la aorta. Bl timo 8s una masa de oolor rosado grisdceo
bilobulada con wna apariencia  hriangular  semliaplanada. En hunanos vy
otras especies de mamiferos, esste drgano mpieza  a involucionar
inmediatamente después de la pubertad (Grenstein et &l sy 1984)
Embrildgicamente, &l timo se origina a partivr de la tercera bolsa
faringea del intesbtino pirimitivo, como  resultado del ocrecimientn de
celulas epiteliales que derivan del endodermo.BEl  epitelioc dorsal de la
tercera bolsa se convierte por diferenciacidn en tejido paratiroideo,
mientras gue el spitelio de la regidn ventral forma 8l primordio del
timo o Conforme el desarrollo AVANT A, los tejidos tfmico Y
paratirolideo se separan, migrando el Ltimo en direccidn caudal hasta
alcanzar su sitio definitivo en el tdrax (Langman, 1976).
Las celulas epiteliales del timo proliferan hacia afuera formando ramos
laterales, los cuales serdn los ldbules del timo.Fueden existir algunas
varliacionas en cuanto al  desarrollo  del timosg éstas  dependen de la
especie v de los patrones geneticos, pero en general la secuencia vy
distribucion celular es zemejiante (Hamm, 1975).
Una vez formado a1 timo, dentro de &1 comienzan A cambiar 1as
disposicion2s de las células epiteliales: unas se distribuven en  grupos
pequafics alrededor de un punto formando una especie de esteras 1lamadas
"corpusculos de Hassall'"i otras se distribuyen de manera M&S O MENCS
densa y tienden a separarse  mantenieéndose conectadas por desmosomas,
estableciendo una estructura tridimensional sdélida pero porosa, ésta

forma poco comian de las células epitelialez fue la razdn para gue =e
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1275, v Langman, 197&).

1.3.3.—- PAPEL GENERAL DEL TIMO

Las célulaes blancas zanguineas (los leuwcocitos) e producen en la medula
tisea.las celulas madre en esté tejido hemopoidético dan nacimiento
a los siguientes tipos sanguineos celulares: granulocitos  (originan
nantrafiloz, basdfiloz v sosindfilos), monocitos {(los cuales originan a
algunos  macrofagos), vy  linfocitos (que son de dos tipos B oy T).
Los linfocitos T son los  responsables de la  inmunidad  mnediada por
células, v participan en forma importante en el mecanisno de cooperacidn

celular para la produccidn de anticuerpos. Los linfocitos T llegan a ser

competentes sédlo  cuando han  pasado por el timo, donde gstan 8N
contacto  Con una o mA®  hormonas  timicas, o, alternativamente =on
patimul ados para  ser inmunoldgicaments competentes en respuesta a

factores humorales (hormonas? liberadas por @l timo (Trainnin, 19274,
Fojas, 1978, Roitt, 1980).

Ambos procesos pueden ser componentes de la maduracidn de los linfocitos
T. Las ceélulas T totalmente diferenciadae juegan una variedad de papeles
dentro del concierto inmunoldgico: pueden funcionar como caelulas
"asesinas" para combatir  tumores ocelulares  (celulas By NE ), pueden
liberar sustancilas que afectan la funcidn de los macrofagos (linfocitos
sfactores) v puaden funclonar  Comno "avudantes" en la prasencia
de células B para la produccion de anticuerpos (linfocitos auwxiliares).
For tanto, @1 timo &8s wun elenento clave en el ocomplejo  programa del
desarrollo total del ciszstema inmune (Flayfair, 1983).

Anormal idades de la funcidn timica, pueden en €1 otro extremo, ser
responsables de algunas patologias relacionadas principalmente con el

=imtana dinmune . ademds de nue =2 bha demostracdo ooe una stenddia del 4 mn
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1240, Alastair, 1278).

1.7%.4. - MADURACION INMUNOLOGICA DEL TIMO

Las células estaminales pluripotenciales, ademas de dar origén a la
zarie  mieloide,eritrocitos vy aegacariocitos, tambilen originan a  los
precursores  linfoides. De sstds dltimos, aguellos destinados  a
desarrollarse en @l sistema T migran al microambiente timico, el cual

s ha  integrado tempranamante an la  vida embrionaria, COmD va S

ui

menciond (Hamm, 1275 v Langman, 1976).

La primara oleada de células estaminales linfoides hacia el timo, ocurre
alrededor de la ochtava semana de gestacidn, vy éste rapidamente ze puebla
con esta expansiva progenie  linfolde. BEstas celulas linfoides
proliferan,maduran v migran de la ocorteza hacia la médula del timo,
cambiando a lo largo de este proceso la espresidn de wna variedad de
glicoproteinas antigénicas en su membrana, las cuales, de pPasn,
permiten ldentificarlas en sus distintas etapas de maduracidn.,
Al salir del timo, los linfocitos T wviajan por la circulacidn hacia los
drganos linfoides secundarios o periftéricos, a 1los gue se sembraran en
forma preferencial &n las zonas asignadas,también conocidas como timo
dependientes (por ajemplo zona paracortical profunda en ganglios
linfaticos, pulpa blanca en &l bazo, éreas intrafoliculares en el tejido
linfoide intestinall, ocomno resultado  de  la interaccidn de los
determinantes T da los  linfocitos v detersinantes complementarios del
endotelioc en  las vénulas postcapilares de los  drganos  por pobl ar
(Hamimn, 1975, Langman, 19274, Alastair, 1978).

1.%,8.- HORMONMAS Y FACTOREE TIMICOS

s

Se conocen varias hormonas timicas, como la timosina, la timopoyeting

voml Factor imico =driro (TFSY . sntre ntros. F=tis hormonas =e oroducen
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piroduccidn abraptaments en la tercera década de la vida (Tabla 1).

A.=) Las timosinas

El término timosina ez generalmente usado para describir uwuna clase de
sustancias bionldgicamente activas que se encuentran al hacer eutractos
de timn.Hay diferentes clases de timosinas, de las cuales se han  deter-
minado sus ectructuras primarias.Lla Limosina alfa—-1 es una
de las gue mayvormente se han estudiado, junto con la timosmina beta-4,
Lz timosina alfa—1 Ffué aislada primeramente de timo de ternera, vy
consiste 8n una secuencia de 2 anminodcidos, y es altamente activa en
varios ensayos bioldgicos. Este polipéptido, probablemente se deriva de
una  molécula precursora  mas grande, y parece  ser idéntico & wun
polipéptido producido en otras especies: hombre, cerdo, oveja, chinchi-—
lla v ratdn. (Trainin, 19274 vy Greenstein et al., 19864) -

También se ha reportado la estructura de la timosina beta-—-4. Este
polipéptido  actua sobre las ceélulas precursoras para formar
nrotimocitos, a diferencia de la tinmosina alfa—-1 gue puesde actuar sobre
protimocitos para inducir su diferenciacidn a mas céelulas T maduras.

La timosina beha—-4 +también se encuentra en alta concentraciones en

o
m

otros tejidos distintos al timo (Neta Ruth, 12835).

B.~ Timopoietina

Uma sustancia originalmente llamada factor timico, v ahora 1lamada
timopoietina, fué aislada de timo de bovino y =e encontrd gue induce la
diferenciacidn  de cealulas  de meédul a d=ea  a linfocitos T,
Estd hormona estd  compuesta de uwuna secuencia de 49 aminoaci dos.
Hay dos  peéptidos estrechamente relacionados, la timopoietina I vy la
timopoietina II, las ocuales difieren solamente por dos residuos

aminodcidos, vy probablemente representes variantes isohormonal es



Hormona/Factor

Fraccién 5 de timosinas

Timosina Alfa-1

Timosina Beta-U

Timosina Alfa-7

Factor Timico Humoral
(FTH)

Timopoyetinas
(tipo I,II y TII)

ilerpora Timica Sérica
LETS o timtilina)

Hormona Timica homeos-
t(’ltica .

Factor Timico X

Fraccidn Protéica del]
Plasma humano.

Tabla 1. Principales

Propiedades Quimicas

Familia de piplipéptidos
acidicos estables al calor
con PM de 1000 a'15000.

Polipéptido de 28 residucs ,
PM 3108, pI 4.2, secuencia
determinada.

Polipéptido, 43 residuos,
PM 4882, pI 5.1, secuencia
determinada.

Polipéptido de u3 residuos,
PM 2500. pI 3.5
Polipéptido, PM 3200 s

BPE 2.5

Polipéptido de 49 residuos
PM 5562, pI 5.7 , secuencias
determinadas.

Nonapéptido de PM 875, pI
7.5, secuencia determinada.

Glicopéptido de PM 1800 a
2500,

Polipéptido de PM 4200

Proteina, PM 57700: propie-
dades andlogas a la preal-
bimina.
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Efectos Biolégicos

Induce la maduracién y diferer
ciacidn de linfocitos.

Aumenta la actividad mitogéni-
ca de los linfocitos e induce
marcadores de las células T.

Induce a la enzima transferasea
terminal (TdT) en las cé&lulas
médula bsea.

Induce la maduracién de linfoc
tos T supresores.

Promueve la maduracidn de los
linfocitos T en las reacciones
mitogénicas.

Induce la formacién de marcado
res en las células T en médula
Ssea y aumenta la funcidn de t
nocitos.

Aumenta la actividad citotdxi-
ca de los linfocitos T "in vive
e "in vitra",.

Suprime el deterioro que causa
la timectomia y restauna la hi
persensibilidad tardia.

Aumenta el nlmero de células T
y recupera la hipersensibilida:
tardia.

Promueve maduracidén de células
T observadas por aloreactivida

‘Hormonas y factores timicos que se conocen. Se muestran algunas

propiedades quimicas y funcionales de las moléculas.
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Ce— Factor timico sérioco

Lin factor secretado por el epitelio timico ha sido aislado de ratones
normales v suero de cardo, 21 cual se ha denomninado factor timico sérico
(TFS) . Este péptido normaliza wn gran namero de respuestas  inmunes en
an ratones atimicos o timectomizados. 8w ss2cuencia  primaria ha sido
astablecida, v consiste de 9 residuos de aninoacidos. Su actividad
bimldgica consiste en realzar la generacidn de células T citotdricas en
ratones tTimectomizados, induce la produccidn de células T supresoras sn
ratones, y achtdan como mitdgenos de linfocitos in vitro e in  wviwvo
(Grossman, 1984).

D.~ Factor timico humoral

Otro factor gue ha sido aislado de timo de ternera v que posee un amplio
rango de actividades bioldgicas es el factor humoral timicﬁ (THF)
Este factor, restablece la respussta inmune en  ratones timectomilzados
v o orestaura la capacidad celular para rechazar injertos. El1 THF =e

compone de una sscuencia de 31 aminoacidos. (Trainin, 1274).

1.4.1.-L.08 INTERFERDNES
lLog  interferones (IFNs) zon una familia de proteinas gque ect 4n
funcionalmente relacionadas, con pesos molecul ares aparentes de cerca de
20 kD, Estéasz moléculas e=jercen un amplio espectro de actividad
antiviral en ceélulas animales.Tambideén poseen ofras muchas actividades
hinldgicas
diferentes de =zu capacidad antiviral (Figura 7).

Un interferdn s a menudo activo =dlo en células de las especies
animales gque las producen:; el proceso metabdlico celular requerido  para

M ma 1T l1mwa 2 rmakm 1Ta acrtisvsidand del dnteefordn invnlacrzs 1a sintesis He



Sintesis aumentada de productos
no inducidos e inducidos

Regulacidn de secrecidn celular

34

Efectos antivirales

N

Actividad antitumore

Inmunosupresion

Regulacion de secrecion de Interleucinas
y otros tipos de Linfocinas

"I NTER

v

Regulacidon del crecimiento celular

Inhibicién de agentes no virales
( bacterias, protozoarios, hongos )

ERON 5y Accién sobre sistema enddcrino

A

Disminuye la sintesis de DNA vy
proteinas

Aagentes Quimiotdcticos

Inhibe Ta multiplicacién celular

FIGURA # #.—Acciones Bioldgicas de

los diferentes tipos de interferdn

sobre una amplia gama de sistemas bidlogicos.

Tomada de Gresser (1979).
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significantes de actividad bioldgica, generalmente causan muy poca o
ninguna toxicidad sobre la célula efectora (Festhka, 1987).
Los interferones son bioldoicamente similares a los anticuerpos,
erzepntno por sus propiledades inherentes. Ambas moleculas, son de origén
proteico, v la mavoria de las veces presentan rasiduos de azdcar en su
estructura. Las dos moléculas son  antivirales, pero sin embargo los
interferones no achtuan directamente sobre virus intactos, sino gue favo-
recen cambios en las células para inducir un estado antiviral (Clemens,
v M. Murian, 198%5).
El dezarrollo del sstado antiviral requiere actividad metabdlica por
parte de las células.8i la =sintesis de RNA y proteinas esta inhibida,
también lo esta el desarrallo de un estado antiviral., Este fendmeno
inducido por el interferdn estd dirigido contra una amplia wvariedad de
virus, @n narcado contraste con la especificidad de los anticuerpos oue
pueden distinguir entre subtipos de virug (Stannton et al., 19287).
Muzhos interferones tienden a ser especificos de especies en acoidn,
una  propiedad bioldgica no wsuwal, pero no dnica.For ejemplo, =1
interferdn de pollo es completamente inactivo sobre oélulas humanas:
sin enbargo,el interferdn alfa humano,no =2dlo es  activo en célul as de
humano, sino también de cerdo, vaca, y de otras especies de animales,
asi gue la especificidad del interferdn no es absoluta. (Mannering v
Deloria, 198&).
For otra parte, se ha reportado que no =dlo las células inmunoldgicas
producen interferdn, ino que también lo hacen una amplia wvariedad de
otras células, como son los fibroblastos v las ceélulas epiteliales.
En efecto, ha sido reportado gque casi cada tipo celular produce al menos

un tipo de interferdn, pero la cantidad de interferdn producido por
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binldégica de loz interferones. (Gresser vy Cantell, 1979). Los

interferones posean propledades caracteristicas muy importantes. Su

actividacd bioldgica ss remarcablemente estable; sobreviven a
tratamientos a pH muy 4cido  (muchos son estables a pH  de 2), A

tratamientos con detergentes idnicos (8D8), v resiseten tratamientos con
agentes sulfihidriloreductores (nercaptoetanol). Muchos interferones
tienden a ser tambidén termoestables (Greeser,1979).

1.4.2.~ MECANISMD DE ACCION DE LOS INTERFERONES

Al mivel del tejido blanco, los IFNE drnician su accidn por su unidn a
recentores especificos sobre las membranas celulares.las diferencias
sstructurales vy funcionales entre las especias de IFM, son  también
consistentes ocon sus propiladades de unidn (Figura £&). EI1 IFNalfa y =1
TFMNbeata parecen unirse a la misma molécula receptora, pero sl IIFNgamma
tieng suw propio receptor especifico (Rubinstein y Orchansky, 1987).

La unidn del IFN a zu molécula receptora trae oComo consecuencia una
sarie de eventos bioguimicos que llevan a una respuesta especifica eén
la funcidn celular.%in embargo, los mecanismos moleculares gue acoplan
la ooupacidn del receptor con la respuesta especifica, no esstan adn
claros. Un sistema de segundos mensajeros especificos  involucrado en la
accidn del IFN no ha sido encontrado adn, sin embargo e han encontracdo
cambios en varios sistemas de seflfales después del tratamiento con IFN
{(Foide et al., 1988).

Eestos sistemas incluyen el del cAMFP, calcio, v diacilglicerol-proteina
cinasa O, E1 mecanismo de accidon desencadenado por la accidn del IFN
involucra claramente la activacidn de la =sintesis de proteinas. l.as
proteinas sintetizadas inducidas por el IFN mejor caracterizadas, son la

Rl

proteina cinasa C y la 27’53 -oligoadenilato sintetasa, las cuales se
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e g - Material
Virus Material Nuevos'erﬁs e
® Cenético del genétice o
virus del virus o 1§1C{6n de la
\@ L multlpllcacién
_bg il 98 @ viral
/  Nuevo 8 @ %
7 material E
estIm “lc, a la genétlco Proteina anthlral
cé&lula \\

7o Precursores
| CELULA

ESTIMULADA
PO IFV G

CELULA TrRATADA
CON TIFN ¢

CELULA INFECTADA

Figura #8.- Accién antiviral del Interferén. Una vez cue el
virus ha infectado la cé&lula, el material agenéti-
co de este nroduce una estimulacibén a la célula
para cue onroduzca precursores del IFN. El Interfe-
rén nroducido actua sobre el ndcleo celular acti-
vando la nroduccién de una rroteina cue inhibe la

renlicacidén viral. Tomada de Plavfair (1983).
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Estas dos esnzimas, @@ encuentran presentes en células no infecta-

das normalmente &n un @stado latente, debido a gue son absolutaments

dependientes de un RNA de doble cadena para su activacidn., En células

infectadas por wvirus, =2 pusden dar grandes cantidades de  RNA de  doble

cadena durante =1 proceso replicativeo del virus, ya sean virus del tipo

DMA & RNA © Lengyell, 1987).

1.4.%.~  EFECTOS EMDOCRINOS DEL. INTERFERON

Ern affos recientes, se ha establecido, que lozs IFMs no stlo =on

una detansa inportante del huésped contra los wvirus v tumores, sino

que tambhidgn juegan un papel importante en muchos otros eventos fisiold-

gicos normales (Orava vy Fauppila, 1987).

Los m" wltiples efectos de los IFNs sobre las funciones celulares
satimul ado el interés por aclarar sus posibles esfectos EDSPE ciélu

anddcrinas. Esto es importante por dos razones: primeramente, el

ha

La

e

creciente del IFN como tarapia en varias enfermedades, demanda un mejo

entendimiento de sus efectos principales v efectos colateralesz. Segundo

2l papel del IFM relacionado con la defensa del hodsped vy proce
fisidlogicos normales,puede estar interrelacionado con la funcidn de
células enddorinas (Tabla # 2). Los IFNs tienen efecto inhibitorio so
la produccion de hormonas en  tejido gonadal. Se ha reportado que
concentraciones séricas  de estradiol vy progesterona decrecen durante

tratamiento con IFN alfa, sin un cambio significabivo aparente en

=0

1a

bir

1la

e

la

concentraciones de LH o FEH (Kauppila et &l, 1982). En otro estudi

clinico se reportd que =21 tratamiento de pacientes masculinos enfermo

de leucemia ocon alfa-IFN tienden a disminuir las concentracione

sgricas de testosterona, sin embargo tampoco se vieron cambios en

lo

niveles de LH Y FSH (Schilsy et al, 1987). El efecto de los IFNs  sobre



220

Tabla 2.— Accidn enddocrina de los diferentes tipos de intgrferénE'Cada tipo de IFN fué aprobado en el mismo modelo
experimental y se presenta su accién en cada glandula endécrina que se ha utijlizado.

T,= Testosterona E2= Estradiol T3= triodotironina %
¥¢

ACCION ENDOCRINA DEL IFN

Glandula Efecto Tipo de IFN aue produce el efecto
Testiculo ~ Inhibe la secrecién de T, ' IFN-a
en células de Leydigq.
Dismintye 1a conversion estimulada de IFN-8, IFN-a
Ty a E, por células de sertoli. en
cultivo. £
Inhibe las concentraciones séricas de IFN-a,Y

Testosterona (Ty) ;
A
Inhibe las producci6n de RNAm que IFN-a,y

codifica para las enzimas P-450 colesterol hidrolasa
y P-450 aromatasa.

Hipofisis-Adrenal Incremanta las concentraciones de cortisol. IFN-a,B
Incrementa los niveles de ACTH' IFN-a

Tiroides Inhibe las produccion de hormona tiroidea IFN-a
Baja las concentraciones séricés de TSH IFN-a

administrandolo a largo plazo.

Inhibe la secrecidn estimulada de T3
por TSH en tirocitos humanos en cultivo IFN-a,B ,v

Pancreas Inhibicién de insulina y proinsulina de IFN-a,y
células pancreaticas en cultivo.
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nonaclales. lLas  concentraciones de hormonas tiroideas séricas  baja
durante 21  tratamiento con  alfa-IFN, sin embargo no  hay cambio
consistentes en las concentraciones de TEH (Fentiman et al, 198%). Lo
pfectns directos del IFM sobre la produccidn de hormonas tiroideas se b
potudilado en tirocitos en cultivo, demostrandose gque la secrecidn d
I = estimulada por TS8H &s inhibida por 21 hratamiento con IFN (Magayam
et al, 1987). Otros efectos del IFMN sobre células enddcrinas incluyen 1
inhibicidn de la zecrecidn de insulina v de la produccidn de proinsulin

por c2lulas pancreaticas en cultivo (Holsber v cols, 1988).
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ANTECEDENTES

La evistencia de una interaccidn bidirsccional entre el istema

m
n

inmune v enddocrino ha sido propuesta desde hace algun tiempo.
Dhesarvaciones recientes, sugleren gue 2s5tad interaccidn estd mediada por
una seris de seflales mutuas mediadas por hormonas y receptores especifi
eos. (Hiviart vy Romano, 1986).

LLa castracidn tanto de ratas macho como hembras, induce un incremento
en 8l peso del timo (Chiodi,1940;Greenstein v cols. ,1986) . Tambidén han
sido caracterizados receptores para andrdgenos, estrdgenos vy progeste-
rona ean @l timo de ratas (Grossman, 19840 .

For otro lado,se ha conunicado gue los estrdgenos actdan sobre 1 timo
afectando la liberacidn de algunos factores inmunorregul adores,
importantes para la diferenciacidn, proliferacidn y actividad de los
linfocitos. (Stimmson v Crilly, 1981)

Se sabe, por contraparte, gque el timo produce hormonas gque
influencian  la maduracidn v funcidn del ovario. Mishizuka y Sakakura
(1269), encontrardn que la timectomia neonatal en ratas hembras produce
una profunda perturbacidn en el desarrollo del ovario e incluso
psterilidad. La atrofia ovarica se caracteriza por una disminucidn
en el ndmero de foliculos ovaricos, menor cantidad de cuerpos 1dteos
v ouna hipertrofia de las células intersticiales, sesto dltimo acompafado
por un wnecrementn anormal en la produccidn de esterolides. ( Hattori vy
EBrandon, 197%). También ze ha observado que en ratones timectomizados
a los tres dias de edad, hay una ligera masculinizacidn en las hembras
una marcada infiltracidn linfocitica en los ovarios hipertrofiados.
(Mishizuka y Sakakura, 1969 y 19271, Rebar, 1978 ).

Cm b mhomywrods Mg an watonoe i meactomt T acdne svistas o omn darremontds o
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aztimulante (FSH) v hormona de crecimiento (GH). A partir de los cuabro
meses, estos animales presentan niveles significativamente elevados de
prolactina, LH v FSH, vy tumores en 21 ovario. Al parecer, eshds
alteracionses en las gonadotropinas son debidas a un desarrollo gonadal
inadecuado, 1o cual produce concentraciones de estrdgencos bajas, v a la
falta de receptores para LH en las ceélulas de la granulosa ( Michael,
197%9; Michael y cnls. 1980 y Allen y cols. 1984 ).

A =z verz, los trastornos gonadales gque se observan tanto en animale
congeni tamente atimicos como timectomizados, han sido atribuilidos en
parte a la disminucidn de los niveles de gonadotropinas (Michael y cols
1980, ;i Rebar vy cols., 1981; Farookhi v cols., 1988). En ratones
atimicos nu/nuy Rebar y cols. (1981) encontraron gue el desarrollo
DVarico es muy parecido al de los ratones timectomizados neoﬁatalmante.
Estos animales presentan una reduccidn en el nimerco vy desarrollo de
foliculos y cuerpos luteos, y una hiperplasia de las celulas
intersticiales. Estos cambios se acompafan de un retraso en la pubertad
caracterizado por retardo en la apertura vaginalj; ademds la mayoria
de hembras son estériles. (Linter—-Moore v Fanterlouis, 1975).

Se ha comunicado gue un factor del timo de peso molecular de
apraximacdamente 28,000 D al cual se le denomind "Factor Timico" ( FT )
@5 capaz de inhibir la accidn de la hCG sobre la secrecidn de
testosterona por las células de Leydig in vitro (Federnera v cols.
1786} .En esta misma linea del FT, en 1984 Hiriart v Romano encontraron
gque axishe una interaccidn competitiva entre 1z2=1-hC6 v el FT por el
mismo receptor en células de Leydig. Se han realizado estudios en
relacidn a la actividad del FT en diferentes edades en células de

Leydig, demostradndose que la mayor actividad inhibitoria de este factor
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Azl mieEmo, Agquilaera v Fomano comunicaron que el timo de rata
prepuber zecreta al medio de incubacion productos que inhiben la
s@crecicin de estradiol, progesterona v testosterona en lazs células del
pvario cuando son estimuladas por hCGE in vitro.

Finalmente, e ha encontrado gue la disgenesia Ovarica que se
nbserva an ausencia de timo puede ser reparada hacliendo transplantes de
timo completo, asi como administrando un factor aislada del mismoj
también e restaura administrando extractos € injertos de otros drganos
linfolides., (Sakakwra y Nishizuka, 1972).

Fapel endécrino del interterdn .

For otra parte, la interaccidn bidireccional entre =1 sistema  inmuneg y
enddcrino =& manifiesta en el efecto de otros productos secretados
por celulas del sistema inmunoldgico como es el caso del interferdn
(IFM) ¢ Orava, M. Yihko, R.,1989)
En afios recientes, se ha establecido que los interferones (IFNs)no sdlo
s0n un importante  sistema de defensa del hudésped en contra de
infecciones virales, y de resistencia a tumores, sino que ademas regul an
algunos procesos fisioldgicos normales. ( Orava, M. 1989)

Los IFMNs han sido detectados en el fluido amnidtico humano ( Lebon
y cols. 1982) vy la placenta de murino, adn en la ausencia  aparente de
infeccion viral o de cualquier otro tipo. Be ha sugerido que @]
interferon del {fluido amnidtico podria estar relacionado con la regula-
cidn del desarrollo fetal, o biégn en la inmunorregulacidn de la acepta-
cidn fetal., ( Lebdn v cols., 1982).

Evidencias recientes, suglieren que los IFNs tienen efectos directos
inhibitorios sobre la produccidn hormonal de las gonadas.

Se ha encontrado, que &l tratamiento con IFMN  alfa reduce las

cEmront e aed Arnee sdrirmas da mstrardinl miEnmmat arena =ipn AR ~amhd o
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aparente en los niveles de LH o FSH. Hauppila, 1982 citado por  Orava).

-0

En 1987, &n un estudio _in _vivo Eranca y cols. observaron gue el IFN

inhibe la conversidn, estimulada por FSEH, de festosterona a estradiol

por celulaz de Sertoli de rata =n cultivo.

n

Yihko v cols. (1985) encontraron gue 2] pretratamiento de células de
l.eydig de cerdo en cultivo <con IFN  leucocitario  humano, suprimia la
subsacusnte produccidn de testoszterona estimulada por hCE en uwuna forma
dependiente de la dosis, v del tiempo de exposicidn al IFN, El tratamien
Lo de las celulas de Leydig de porcino con dos tipos especificos de [FN
talfa v gamma), también inhibe la produccidn de testosterona estimulada
por hC6 y la inhibicidn es mayor =i se da un tratamiento combinado con

lons dos tipos de IFM (Orava, M. 1989). Observaciones hechas recientemnen-

te, zugleren que el IFMN gamma modifica la esteroidogénesis en célulag de
Leydig de porcino 2n ocultivo,inhibiendo la acunmulacidn de mRNA  que
codifica para las enzimas esternidogenicas del sistema que rompe la
cadena lateral de colesternl y del gue rompe en el carbono 17. Dado gue
ambas enzimas estercidogénicas =on dependientes del sistema de citocromo
F=450 su abreviatura es: P450 scoc para la primera vy  P-450 ‘c17 para la
sequnda.,

fisimismo, =& ha encontrado gque el IFN-gamma inhibe la actividad de
la PASCsce, posiblemente difticultando la toma del sustrato por la
gnzima. ( Orava y cols., 1989)

A diferencia del efecto inhibitorioc que produce en tejidos gonada-
leg sl  interferdn, tendria un efecto opuesto sobre la producci on
hormonal del &je pitulitaria-adrenal. El tratamiento de humanos con dife-
rentes preparaciones de IFN, tanto en forma aguda como intermitente

incrementa las concentraciones séricas de cortisol. (Goldstein vy
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las concentraciones séricas de cortisol e acompafféd de una elevacion en
los niveles de hormona adrenocorticotrdfica (ACTH) . Sin embargo, en otro
setudio gue wbtilizd dosis méas bajas de  IFN no hubo cambios en 1as
concentraciones séricas de ACTH . For 1o tanto no estd clare =i el IFN
aiztua directamente sobre la gléndula adrenal para estimular la secreacion
de cortisol, o bién indirectamente a traves de la esstimulacidn de 1a

sacrecidn de ACTH en la pituwitaria (Holsber v cols., 1988).
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i HIFOTESIS

Se conoce gue los interfterones Jjuegan un papel importante en la

modulacidn de la respuesta inmunoldgica ante una invasidn viral.For otra

narte @std bien caracterizada  su capacidad antiproliferativa.
Se conoce gue los intertarones no  s9lo son producidos  por célul as

del sistema inmune, sino también por células de otroe tejidos , lo
que suglere la participacidn de estas proteinas en  algunos otros
fendmernos no relacionados edclusivamente con su  actividad antiviral.

S& ha comunicado, gue @l ftratamiento con  interferdn a muieres

partadoras de neoplasias, produce alteraciones de los niveles Séricos

hormonal es. in  ambargo se desconooce @l mEcanismo por @l el =1=)
producen estos cambios, asi comoc los posibles mecanizmos molecul ares
que determinan los efectos enddcrinozs de los interferones. For lo tanto
s papel como reguladores de algunas funciones enddcrinas estd adn muy
obsCuro.

Si el interferdn es capaz de alterar los niveles séricos de este-
roides sin alterar los de LH vy FSH, entonces =5 posible gue esta pro-
teina modifigque directamente la secrecidn de esteroides por 1 ovario.
El presente estudio fue diseffado con objeto de aclarar en parte eate

nroblema.
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) DEREJETIVE GENERAL

Investigar =1 efecto del Interteron sobre el ovario de rata en
desarrollao.

.1 DBJETIVDOE ESGFECIFICOS

1o~ Verificar la actividad biocldgica del alfa-IFN leuwcocitario humano
sobre un modelo conocido, como es el testiculo de rata adulta, =1 cual
s@ sabe por bibliografia gue e= inhibido en la secrecidn de esterocides
por la molécula de alfa-IFN. Esto con 21 objeto de saber =i durante el
viaje de Cuba a México v el tiempo de almacenaje el alfa-IFN no habia

perdido su actividad bhicldoica.

2e= Hallar la dosis dptima de hOG gue sstimula la sscrecidn de

psteroides en las células del ovario immaduro "in vitro"

Fa- Uetermninar 2]l tiempo dptimo de respuesta de las células de ovario a

la hiG.

d.— Estudiar el efecto del alfa-Interterdn leuwcocitario humano sobre

la secrecidn de estercides por el ovario de rata de 21 dias in

vitro

a.—) Determinar 2] efecto de diferentes dosis del alta-IFN leucocitario

humano sobre 2l ovarico de rata de 21 dias in vitro.

bh.-Investigar la posible interaccidn entre el alfa—-IFN leucocitario huma

no v la hCE en el mismo modelo.
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i METODOLQGEIA

Sal .~ Obtencidn de células de ovario

-

Ge utilizardn 20 ratas hembra de la raza Wistar de 21 dias de nacidas
para cada bigensavo,provenientes de la granja el CINVESTAV.Los
animales fueron anestesiados con é&ter (Baker ,9240-51) hasta 1 nivel de
paro respliratorio. Los ovarios fuerdn extraidos quirdrgicamente disecan—
dose la grasa v el tejido conectivo en wuna caijia Fetri gue contenia
medio de cultivo (Medio de Eagle Moditicado por Dulbeco, DMEM )
anriquecido con O.1% de albumina de suerc de bovino (BSA) (Sigma) bajo
un microscopio estereoscdpico {(Ieiss, W.G6. mod. 4732022) a un  aumento de
2x10. luego los ovarios s@ cortardn en 2 & 2 pedazos v s=e  incubardn
an una  solucidn de DMEM + 0O.1% de BEA vy colagenasza 1mg/ml (Gibco,
840-701 IH) 20 min. a 3I7 @ €, &n agitacidn continua de 90 ciclos por
minuto en un bafo tipo Dubnoff. Al férmino de esste tiempo, las células
disociadas se lavardn en DMEM+ESA 2 veces para desechar la enzima,
centrifugdndolas 15 min. a 1000 r.p.m. en una centrifuga Beckman (Modelao
Td=&)..a pastilla celular se resuspendid en DMEM + BEA v disocid
macanicamente con wuna pipeta Fastew con la punta Fflameada hacsta
observar que &l @ medio se pone  twbio v se centrifugan 10 min. a 200
F.p.Me. Al té&rmino de este tiempo, se desechd &l sobrenadante v la
pastilla celular se reuspendid en una solucidn de DMEM+. 1% de BSA+ O, 1mM
de l-metil-Z~-Isobutilxantina (Sigma Chem. Co.), al volumen deseado para
el Bioensayo {(Gml. totales). Fara eliminar grumos esta  suspencidn
celular se filtra a traves de una malla de nylon. (Figura 1)

-

S5.2.—- Biocensayo de células de ovario (Curva Dosis—-Respuesta a hCG )
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con aonadotrofina coridnica  humana (hCE) (Bigma Chem. Co.CG-91) a

diferentes concentraciones (2.5,10,25,30,100 v 200 ng/ml de hiCG 3
para obtensr una curva dosis-respuesta.las océ&lulas z=e incubaron en

matraces Erlen-Meyver de 10 mlijcada tratamiento se realizd por triplicado
arn un volumen final de 1ml por matraz. Los matraces control basal
llevaban 100 ul de células (aprodimadamente 10000 o&lulas) + 50 ul de
DMEM + 830 ul de DMEM+BESA+ZLantina (D+A+X) , mientras que los matraces
estimul ados tenian 100 ul de ce&lulas +50 ul de hCE + BSO ul de D+A+X.
Los matraces se ponlian a incubar en un  baffo metabdlico Dubnotf con

agltacidn constante de ciclos por segundo durante I horas (h), &n una

£h

atmastera gue contenia “ode CO 2 v 25 % de aire hlumedo.
Terminado este tiempo, las células se transfirieron a tubos de plastico
para ser centrifugadas a 200 r.p.m. durante 15 min. El1  sobrenadante se

decantd en tubos cdnicos de tapdn esmerilado de 10 ml. (Fyrex, nuam.

B80OE4) para la extraccidn de los esteroides (T 4 v E =2 ) con éter. La

pastilla celular se resuspendid para observar la wviabilidad celular
después de cada biocensayo mediante &l uwso del azul tripanao.
Ga.3.~ Curva Temparal a hCG

Una ver obtenida la dosis qgue producia wuna respuesta estimulatoria
submaxima medida por la produccion de estercides a hCE ze procedid a
detarminar 21 tiempo necesario de interaccidn de las celulas con la
hormona, para obtener la mejor respuesta en la pEroduccildn de
testosterona (T a v estradinl (E 2 . Esta curva temporal se realizd
utilizando la dosis de 10 ng/ml de hCG poniendo las incubaciones bajo
las misma condiciones uwtilizadas en la curva dosis-respuesta, pero a

diferentes tiempos. Una ver terminado cada periodo de incubacidn, la
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wtilizd para la determinacidn de esteroides previa extraccidn con  ater
v la pastilla celular para determinar la viabilidad de las mismas ocomo
se describid previamente.

Saf.— Entraccidn de esteroides con eéter

He preparardn tubos cdnicos con tapdn esmerilado que contenfam © wml. de
éter stilico para analisiz ( Merck, rum. ?%1), un tubo por matraz.
e transtirid posteriormente la muestra a los tubos vy se agito
vigorosamente 5 wveces, para  asegurar gue s mezclara bien la
muestra con =21 éter. Fosteriormente se congeld la fase acuocsa del tubo
=T Lna mazcla de acetona industrial Con hialo HECO.
El #&ter gue contenian @ntonces los extractos se transfirid a tubos

conicos de vidrio vy se  incubardn a baffo Maria a Z7°C, hasta gue el

@ater =e evapord completamente. Finalmente los estercides =e
resuspendierdn en amortiguador para Radiginmunoanalisis (RIA)
(500 ul por  tubo) vy se realizd la determinacidn de testosterona vy

astradiol.

Sed.e— PRioensavo de cé&lulas de testiculo con alfa—-IFN

Los testiculos se obtuvierdn de una rata Wistar adulta joven (ZE0-Z00 g
de peso) basicamente de acuerdo a la técnica de Hendelsdn v cols. (1975)
gue sa realizd de la siguiente manera: una ve: anestesiada la rata hasta
el niwvel de paro respiratorio  @e axtrajeron los testiculos
aquiruarglicamente.

Se lavardn I veces en una solucidn salina libre de Ca =" vy Mg 2+ vy
s@ desechd la cépsula albldginea vy la mavor parte de vasos sanguineos.

Fara poder separar los tubulos seminitfercs de las células intersticiales

se utilizd una solucidn enzimatica compuesta por DMEM + ©0.1% de BSA v
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an  @std solucion enzimaéatica por 15 minutos en bafio metabdlico de
incubacidn con agitacion continua de @ ciclos por sequndo.
Fosteriormente s lavaron las células dos wveces con  DMEM+ESA para
desechar la enzima v la suspencidn se filtrd con wuna malla de nyvlon,
para despugs centrifugar a 1000 r.p.m. durante 10 minutos ( sste
procedimiento se replitid las veces que =e lavardn las celulas).
Finalmentes el precipitado celular se resuspendid en D+A+X a razon de
lml  por cada 100wl  de precipitado celul ar (Figura o).

De la suspensidn celular se tomardn alicuotas de 200 ul v se llevaron a

un  volumen final de Eml. por matraz con la solucidn de D+A+X.
Algunas células recibieron en el medio de incubacidn diferentes dosis
da alfa-IFN leucocitario (abtenido por donacidn del Intituto de

Investigaciones Biomédicas en lLa Habana, Cuba) + hCGE (Reyes—Eszparza vy
Romano, 198%) & bién DMEM + agua en &l caszo de los grupos basales.
Se utilizardn alicuotas de la ampolleta de alfta-IFN de 25,000 U.I. .,
haciéndose distintas diluciones , diluyendo el IFN en DHMEM =dlo.
Fara obsesrvar el afecto del alfa-IFM se realizd una CUurva
dosis-respuesta, utilizando dosis desde 0.1, 1, 10 100, v 1000
W.oI.Drava, 198846). Las condiciones de incubacidn son las mismas que para
@l bioensayo de ovario, oon la modificacidn de gue el tiempo de
incubacidn de las celulazs con el alfa—IFN fue de S hrs. (Qrava, 1984&) .
l.os controles basales contenfan 17350 ul de D+A+X + 200 ul de suspension

e

celular + Z85 ul de agua + 23 ul de DMEM sdlo. Los controles estimul ados

con hCG contenian 1750 de D+A+X + 200 ul de suspencidn celular + 25 ul
de hCG en una dosis de 1ng /ml 4+ 25 ul de DMEM sdlo. Los experimentales

basales contenian 1730 ul de D+A+X + 200 ul de suspencidn celular + 25

S
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L=

celular + 25 ul de hCG + 25 uwl de alfa—-IFN. Despugs de transcurrido &1

tiempo de incubacidn 2= determind la produccidon de T 4 por RIA

;1:‘_

. — Hioensavo de ovario  con alfa—-I1FN: Efecta ¢ dosis v

tiempo de exposicidn

Fara establecer la accidn del IFN =zobre la produccidn de ssteroides
por &8l ovario estimulado con hCG, se estudid el efecto de varias dosis
de interferdn en el modelo. Las condiciones de incubacidn Ffueron las
mismas que para @l bioensavo de testiculo. Las dosis de alfa-IFN, gue
fueron utilizadas estuvieron entre Q.01 v 1000 U.l. v la dosis de hCG
fué de 10 ng/ml. El tiempo de incubacidn de las células fue de 4 hrs.Se
hicieron grupos basales control,estimulados control con hCG, vy basales vy
estimul ados con con hCG en presencia de Interferdn. El volumen final de

cada matraz fugé de Iml.

Fara determinar gue tiempo era 2]l mas adecuado para obtener la mejor
respussta en la interaccidn del alfa—-IFN con la hCG sobre la
asteroldogenesis ovarica se realizd uwna ocurva temporal utilizando
tiempos entre media hora vy 10 horas en presencia o ausencia de IFN (1000
U.I.). Las condiciones de incubacidn fueron las mismas descritas para
otros bioensavos. Una vezx finalizado cada tiempo de incubacidn,las
celulas =2 centrifugaron v el sobrenadante e utilizd para extraccion de
astarolides con éter, mientras que la pastilla s usd para observar la
viabilidad celular.

9.7.— Determinacidn de esterocides (T a v E = )

Se llevd a cabo por la técnica de Radiocinmunoandalisis (RIA). Esta es una
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permite cuantificar cantidades diminutas de innumerables sustancias.
El fundamento basico del RIA se rige por la ley de accidn de masas
de las uniones antigeno—-anticuerpo, donde la Frormona marcada
(radiactival) compite por la unidn al receptor con la hormona no marcada
(fria). Se utilizd para realizar =1 RIA un anticuerpo anti-Testosterona
(Radioassay System Lab. , Inc. 1720, gue wune ademas un  1B.75% de

S-dihidrotestosterona. Se utilizd el anticuerpo a una dilucidn final de
1:5&,000, la hormona marcada fue la 1,2,6,7— = H Taestosterona
(Amersham, Int.’). La separacidn de la Testosterona tritiada libre de la
unida al anticuerpo, se realizd adsorbiéndola con carbdn  activado (
Mearck) al C.628% en amortiguador para RIA (H - NaPO o4 4.3 g, HNa = FO 4

Zv7 94 NaCl 4.5 g Azida de Sodioc 0.5 g v GBelatina 0.5g: para S00 ml a pH
= 7.2 El mismo procedimiento se uso para la determinacidn de E 2 , v =e
utilizd un anticuerpo anti-estradiol (Radiocassay Svstem Lab., Inc. 1721)
gue wune ademds un Z2.79% de estrona. La dilucidn final del anticuerpo fué
clea 12857000, v la hormona marcada fué la 1.2, 4, B = H Estradiol
(Amersham Int.). La separacidn del estradiol tritiado libre del unido al
anticuerpn, se realizd por el mismo procedimiento gue para testosterona.
La cuantificacidon de los complejos anticuerpo F H-Testosterona vy
anticuaerpo = H-Estradiol se realizd en un contador para emisiones beta
(Fackard, Tri-Card 2255), wutilizandose el ligquido de centellec de
Miles-Yeda (FFRO 4g, FOFOF 200 mg, Tolueno 65 ml v Tritdn 225 ml para un
litrol, la sensibilidad del RIA +fue de &.25 pg/ml. El cdédlculo de las
concentraciones hormonales se realizd con el metodo logit-log propuessto
nor Rodbard (Bedolla v cols., 1984), extrapolando los resul tados

obtenidos a wuna curva estandar, realizada con =l logaritmo de las

- me we wrm i S v am oma oa ad . n mia du gre m b R S | 1 oba " L L " i S R
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fria,y la transformacidn logit de "y" es In (v/100-y) . Los datos se
obtuvierdn por duplicado.

= i

S5.8.- Determinacidn de la viabilidad celul ar

L.a determinacidn de la viabilidad celular se realizd por 21 mnétodo de
Lincidn por azul de tripan al 0.1%. Las células vivas no incorporan
@l colorante a su citoplasma, mientras gue las muertas lo absorben v se
tiffen de color azul. Despuds de ponerlas con el colorante se cuentan en

un hemocitdmetro bajo un microscopio dptico.

5.9 Andlisis de Resultados

Fara saber =i los tratamientos tenfian una significancia estadistica,
estos fuerdn analizados con un analisis de .varianza simple CANOVA)
sequidos por una prueba de "t" de S5tudent (Snedecor, 1979).

l.os datos =zse expresan como la media la desviacidn estandar de 5

axpearimentos por triplicado para cada objetivo.
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) RESUL.TADOS
o Secrecion de testosterona en ovario de animales de 21 dias .

Efecto de hCE

Fn la Figura 1 se muestra =1 efecto de las diferentes dosis de hCE
spnbre la secrecion de T 4 en el ovario de 21 dias. La dosis de 2.3
ng/ml no tiene adn ofecto de estimulo cuando se le compara con la
secrecion bazal, obssrvandose una respuesta en la secrecidn estimulada
neta hasta la dosis de 10 ng/ml, para alcanzar su maximno  2stimulo a los
25 ng/sml. A partir de essta dosis, observamons un ligern descenso en la
produccidn estimulada de T 4 . Esta caida en la secrecidn =% Con
respectno 2 la dosis médxima vy no a la secrecidn basal, ya que adn  sique
habiando un estinulo sobre la basal. A partir de S0 ng/ml, va no hay una
respuesta secretoria en subida, sino gue se llega a una meseta,  por gue
las diferencias entre la secrecidn estimulada por 50 y 200 ng/ml de hCE
no son significativas a una FPCOL 05,

Bl estimulo de la dosis de 10 ng/ml  sobre la basal provoca un S50% de
incremento (Figura 1b) v la diferencia en incremento entre la dosis de
10 ng/ml v 20 ng/ml es del 21%4 v el incremento neto entre la basal y la
dosis maxima de estimulo en secrecidn es de 71%4. For tanto, de las dosis
gque nosobtros probamos, escogimos la de 10 ng/ml como  sub-maxima, yva gue
comn se  observa en la  figuwra a 25 ng/ml yva se alcanzd la respuesta
sacretoria maxima de las células, v estadisticamente hay diferencia
significativa a una FL0.035. Sabemos gque a dosis maximas los receptores a
hOoG se saturan, por 1o tanto, dado gue el efecto del alfa—-IFN no sstaba
bidgn definido sobre este modelo experimental, usando la dosie méxima de
gstimal acidn  comn hCE no hubliera sido posible obtener resultados

extrapolables si &l alfa~IFM hubiese estimul ado en lugar de inhibir como

=ea sreapd mas adael anto FaY 8] =tes o Aol ante e Pt ol e e I R Lo (Y A g e e T
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Figura 1. Curva Dosis-Respuesta a hCG: Secrecién de Testosterona
por el ovario de 21 dias. Las células se obtuvieron
como se menciona en materiales y métodos y se incubaron
a 37°C por 3 horas. Se observa el pico maximo de
secrecidén a la dosis de 25 ng/ml después del cual hay
una caida en la secrecién de testosterona. Se grafica
la media + DS de 5 experimentos hechos por triplicado.
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ng/ml para hrabajar.

&Hu20—- Secrecidn de sstradiel por el ovario de znimales de 21 dias

Efecto de hCG

l.a respuesta secretoria de las células al estimulo con hCE con respecto
al E =2 se alcanza desde dosis mas bajas gue con testosterona ya gque con
2.5 ng/sml la cé&lula incrementa su  secrecion de E 2 en 8 9 veces la
basal.

La dosis de 10 ng/ml junto con la de 229 ng/ml son las que producen el
mayor estimulo sobre la secrecidn de estradiol, va gue no hay diferencis
significativa a una PL0OL0E5 entre ambas dosis, vy nuevamente se  observa
un descenso en la respuesta celul ar cuando ze adicionardn dosis mayores
de 20 ng/ml.

Ezte descenso fué mucho méas marcado que el observado para la secrecian
de testosterona (Figura 2).

l.a dosis de 25 ng/ml  incrementa la basal en 10 veces gpor lo que de
acuardn al oriterio whilizado, awngque no hubo diferencia entre la dosis
de 10 ng/ml v 289 ng/ml, 3e selecciond la dosis de 10 ng/ml para

trabajar en adelante, dado gue si era dosis submaxima para testosterona.

S T Curva Temporal de produccidn de T 4 &n ovario de 21 dia=s

H.-Secrecion basal

B.— Secrecion estimulada

En la figura Za observamos los cambios gue ocurren en la secrecion basal
aumentada conforme pasa 21  tiempn. DRicha secrecidn asumenta de  {forma
lineal, para alcanzar su nivel dptimo entre 4 vy & horas.
Asl eBs gue considerando gue entre 4 vy & horas se  encuentra el tiempo

At gy Al st i dad des 1 =22 =Tl =2 ol = e orTT O el +3 ammmn e = [T T
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Figura 2. Curva Dosis-Respuesta a hCG: Secrecién de Estradiol por
el ovario de 21 dias. Las células se trataron igual que
en la figura 1. Se observa nuevamente que el pico
maximo de secrecidén se alcanza con la dosis de 25 ng/ml
Yy que después cae marcadamente la produccién del
esteroide. Se grafica la media + DS de 5 experimentos
hechos por triplicado.
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para incubar las células en los evperimentos con IFM.

La secrecidn temporal aumentada de testosterona sstimulada con una dosiz
fija de hCG (10 mng/ml) se mnuestra en la figura b, Conforme 2l tiempo de
incubacidn aumenta, la secrecion estimulada se incrementa en una Torma

lineal uniforme hasta las & horas. Despudés de este tiempo la produccidn

e testosterona disminuye de manera significativa.

Hod.— Curva Temporal de produccidn de E - &n ovario de 21 dias

f.— SBeocreclion bazal

E.- Secrecion estimulada

En 1o que respecta a la secrecidn basal temporal de estradiol, hay un
incremento lineal claro hasta las 2 horas, para alcanzar a las 4 horas
un pico que permanecio estable entre las 4 v las & - horas.
A las 10 horas, s2 observd un marcado decremento de la actividad celul ar
de manera gque se alcanzaron niveles de secrecidn similares a los encon-
trados a la hora.  Nusvaments, 35 horas de  incubacidn son un tiempo
adecuado para gque las células estén en condiciones dptimas de funciona-

miento. (Figura 4a)

Se cbserva en la figura 4b el patrdn de secrecidn de estradiol estimula
da con 10 ng/ml de hCG. Es evidenhte gue hay un incremento en la secre-—
cidin hormonal linear hasta lashﬁ horas, tiempo despuss del cual =e
incremanta la estimoalacidn sl doble (0 con respecto a  los tiempos
anteriores), alcanzando &l mdximo aparente de secrecidn acumulada a 1as
4 horas. A las 10 horas se hizo oclaro el descenso de la actividad
celular, sstando en este tiempo la produccidn al mismo nivel que a l1la

172 hora de incubacidn.

El pico entre 4 y 6 horas sufre muy poca disminucidn entre wno vy otro,
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tiempos en ovario de 21 dias. A) Secrecién basal: Se
puede observar que las celulas van aumentando la
produccidn del esteroide a medida que aumenta el tiempo
de incubacién. A las 6 horas alcanzan el maximo de
secrecioén. La viabilidad celular se mantuvo
uniforme a lo largo del experimento. B) Secrecién
estimulada: Se utilizé hCG a la dosis de 10 ng/ml para
estimular a las células. Se observa que a las 6 horas
hay un maximo de respuesta. La viabilidad celular se
mantuvo uniforme. Se grafica la media + DS de 5
experimentos hechos por triplicado en ambas gréaficas.
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maximo de secrecién que mantienen hasta las 6 horas.

A las 10 horas se produjo una caida en la produccién
hormonal.B) Secrecién estimulada: Las células se
estimularon con 10 ng/ml de hCG y se incuban a 37°C. A
las 4 horas las células alcanzaron su maxima

produccién de estradiol. A las 10 horas las células
disminuyeron su secrecién marcadamente. La viabilidad
celular se mantiene constante a lo largo del tiempo. Se
grafica la media + DS de 5 experimentos hechos por

triplicado en ambas graficas.
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una raspuesta celular aceptable.

]

St Curva Dosis-FRespuesta de alfa—-IiFN sobre testiculo adul] to

M.~ Secrecidn Basal
B.- Sacracion estimul ada

Co= Secrecion diferencial

l.a doszis de hCE utilizada en estos experimentos corresponde a 1 ng/ml
va gque por bibliografia (Reyes—Esparza v Romano, 1989) estéd establecida
como submdxima para ecste modelo experimental .. Es mucho mas baja que la
utilizada para el ovario en desarrollo porgue es  testiculo adulto, por
1o tanton es mucho méds sensible sl estimulo gonadotrdfico, ya gque en él
wstidn bidén establecidos todos los mecanizmos de =intesie de esteroides vy
respuesta a LH v FS8H. En a Fig.-%a se muestra el efecto del alfa-IFN
sobre la zecrecidn basal de testosterona. Como se observa en la figura,
no existe uwuna olara dependencia de la dosis de interferdn sobre la
seorecion basal de testosterona, va que las dossis de O.1 v 10 WU.I./ml
tienden a inhibir la basal, aungue entre 2llas no haya diferencia signi-
ficativa disticamente hablando, va gue a una FI0.03 no hay diferencia en
Rl efecto. A la dosis de 10 U.I./nl incluso hay una astimulacidn sobre
la basal, para a 100 UWU.I./inl volver a tener efecto inhibitorio, v
alcanzar un maximo de inhibicidn a la dosis mayor utilizada de 1000
Lo l./ml de alfa-IFN.

Como ze pusde obhservar en la figura Sbhy la inhibicidn gque produce el
alfa~-IFN sobre la secrecidn estimulada por (KCG en =1 testiculo se
proaduce marcadamente desde la dosis mdas baja (0.1 U.I./ml) wusada, vy
pste efecto aumenta en la siguiente dosis, para gque realcanze una meseta
a partir de ésta. La mavor inhibicidn de la respuesta a hCG fue de

Aalroadedor el 70% sobree @) conternl RCGE, LA dosis de G, 10 LT, /ml de
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alfa-IFN  inhibid en un 40% la secrecidn sstimulada de testosterona,

La sacrecidn diferencial calculada de T o ante diferentes dosis de IFN

(T 4 e@stimulada-T & basal) se presenta en la Fige=30gy ¥ continua
obhservéndose un  patrdn dosis—dependiente de zecrecidn a pesar del
conportamients  ambiguo de la secrecidn basal. Otra vez, la menor

inhibicidn provocads por el IFN se observa va desde la ddsie mas baja y
esta continua hasta llegar a a un efecto mavor de inhibicidn a la dosis

de 1000 U.I./ml de alfa-IFN.

b.obh Efecto del alfta—IFN sobre la secrecicon de T o sstimulada con hCE

en el ovario de 21 dias

La secreidn basal de testosterona es aftectada por las diferentes cdosis
del IFN &n un patrdn dosis—dependiente v continua aumentando a la mayor
dosis utilizada en estos experimentos.

A la dosis mas baja (CG.01 W.I./ml) el efecto inhibitorio del IFN =obre
la basal es de 4%; este efecto aumenta hasta 187 en la siguiente dosis
v hasta 224 en la dosie de 1 U.I./ml. Se observa claramente en la figura
ba gque la relacidn de inhibicidn hasta la dosis de 1 WU.I./ml s uniforme
ya que cada dosis va aumentando su efecto en 144, para mantenerse asi
hasta la dosise de 10 WU.I./ml v alcanzar &l 704 de inhibicidn con la
dosis mds alta.

L.a figura &b muestra el patrdn de secrecidn de testosterona estimulada
con hCE a diferentes dosis de IFN. El efecto  inhibitorio gue produce
wata proteina es muy marcado desde la dosis mas baja, donde se observa
un  B5% de  inhibicidn de la respuesta a hCG. Con dosis mayores «=e
mantienes v se hace mas notable dicheo efecto con la dosis de 1000
UoI./ml con un 80% de inhibicidn.
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Figura 6. Efecto del a-IFN sobre la secrecidén de testosterona por
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10 ng/ml de hCG y se incubaron a 37°C durante 5 horas
en agitacién continua. C) Secrecién diferencial de
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largo de los experimentos.Se grafica la media + DS de
los datos obtenidos en 5 experimentos hechos por

triplicado.
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Lienen una inhibicion =semejante v gue no hay diferenciasz entre los
etectos producidos por las dosis de  0.01, 10O v 1000 L.I./ml. De la
misgma forma, laszs dosis de ©O.1 v 10 LI /ml no son diferentes en su

pfecto v la dosis de 1 fiene un afecto inhibitorio menor con  respecto a

las ctras dosi

0

. Lo importante =s  que el efecto inhibitorioc sobre la

senrecidn de T 4 es muy notorio desde la dosis méas baja utilizada, v

gque se  mantiene asi  durante las diferentes dosis  (Figura 1

6.7.— Efectn del alfa-IFN sobre la secrecidn de estradiol

En la Figura 7b se pueds observar gue el atecto del IFM  sobre la
secrecion de estradiol en 2]l ovario inmaduro es dosis-dependiente vy
llega & un maximo de actividad inhibitoria a la dosis de 100 U.I./ml.
manteniendose este efechto a las 1000 U.I./ml, ya que no hay diferencia
zignificativa estadisticamente hablando entre estas dos dosis.
Como se puede observar en la figura , el efecto ez paulatino, va gue
la primer dosis inhibe sdlo 104 sobre el control gue sélo recibid hCGE.
La dosis de 1| U.l. inhibe la respuesta a hCG en uan 25%, v aumenta a 42%
a la dosie de 10 LU.I./ml. Las dosis de 100 U.I./ml yv 1000 U.I./ml
inhiben en un 70% el efecto de la gonadotrofina.

En la Fig.—7a se presenta el efecto del alfa-IFN =sobre la secrecidn
basal de estradiol. Es evidente gue el efecto del interferdn ss  agul
menos marcado gue el caso de testosterona . La inhibicidn producida por
la proteina , auvngue sigue un comportamiento relacionado a la dosis, =ze
pstabiliza entre las dosis de O01 v 100 UL T./ml, yva gue a una FC0.085 no
hay diferencia estadistica significativa entre egstoe tratamientos, para
que se observe el mayor efecto inhibitorio del alfa-IFN a la dosis de

1000 U.I./ml, dosis a la cual e inhibe la secrecidn basal en un  &85%.
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Figura 7. Efecto de a-IFN sobre la secrecién de estradiol por el
ovario de rata de 21 dias. A) Secrecién basal. B)
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de hCG de 10 ng/ml, incubandose las células a 37°C
durante 5 horas en agitacidén constante. C) Secrecién
diferencial de estradiol obtenida restando la secrecidén
basal que se obtuvo cuando las células se estimularon
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largo de los experimentos.Se grafica la media + DS de
los datos obtenidos en 5 experimentos hechos por
triplicado.
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relacionado con la oConcentraclidn  de al+a—IFN utilizada en lo=z
axparimentos. Entre las dosis de 0,01 v 10 WULIZml la  inhibicidn no es
significativa a una FC2O,05, sin @mbargo es muy marcada a partiv de 10
. I./ml. manteniendose el efecto entre las dosis de 10 WU.I./ml v 1000
alo/ml que no presentan diferenclas significativas entre cada

tratamiento.
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o la edad de 21 dias, la rata hembra se  @ncuentra en el estadio
duven:l del desarrollo. Uieda sn 1979, reportd gue los niveles sdricos
e testosterona en esta etapa del dessrrollo se encuentran nas elevados,
de I oa 4 veces gue los de estradiol. For obra parte PFelusso en 1788,

cbeervd un patrdn similar en culbivo de ovarios perrundidos. Muestros

-
i
i
s

ultados son conaruentes con estas observacionss, va gue al eshtimul ar
la secrecidin de testosterona con ROG wtilizada como sauivalente a LH la
oroduccidan de  Lestosterona es  mucho  mavor  ue la de  estradiol ( ver
Figuras la v 1b).

& los 21 dias de edad s=se observéd en el ovario de la rata un franco
predominio en la produccion de testosterona sobre la de estradiol, dado
que la capacidad de aromatizacidn por el ovario en este périodo clel
desarrollo no estd aun biéen establecida. Llovd en 1979 v Enobil en 1988

reportan gque  durante el estadio juvenil de la rata, la actividad de la

aromatasa estd muy disminulda, esta enzima £ la responsable del paso
limitante para gue los  androgenos se aramaticen a eatrdgenns.

Obra observacicon que apova el hecho de gue hava un predominio de testos-—-

terona sobre Llos obtros ssteroides (estradiol v progesteraona) fue hecha

por Doeda, an 1979 + 1981, guien encusntra aue  durante este  periodo
del desarecollo hay una actividad elevada de conversion de progesterona a
cestosterona, gue prepara asi al ovario a entrar al estadio prepuber del
desarrollo, en el cual la maguinaria enzimabtica CHAE & aromatizar

andrdgoenos guedarda bien establecida.
For otra parte, Michael, 1280, Zhuang en 1982, Oieda en 19280 v
Frnobil en 19688 han reportado gue en el periodo juvenild del desarrollo,

lns niveles séricos de FEH =son mas baios que los de LH. Esta
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descompensacion en la secrecion de qonadotrotinas podria explicar en

parbe la Daia capacidad de  sromatlzacidon de andrdoenos, va gue  sshd
@ aaetmul ada el FEi oan las celulas o la teca.

Ern las s1ouwras la v 1b se pusde observar gue la dosis de 25 ng/ml es
la dozis méaima & la oue las celulas de ovario responden. Mo se s
geta dosies 21 no la de 10 ngsml por gue 510 hubiese  habido un efecto
estimul atorio por parte del IFM posiblensnte no se hubiera viste clara-—
mente , dado gue las oélulas va habrian alcanzado el médimo de activi-
dad ssteroldogénica. De esperaba una inhibicidn en la s=secrecion de

eeternides  por ogue Orava v FHauppila demostrardn, en 192892, que &n

celulas de Levdig de rata.cuvo v cerdo en cualtivo, el alfa—-IFN inhibe Lla
sorreciton de testosterona sstimulada por BCG en una forma dependients de
la dosis. v oue este efecto no se da sobre la produccidn basal de este

epsterolde. Muestros resultados con testiculo adulto, demostrardn gue

@ate efectn inhibitorio Mo se da s0lo a nivel de la secrecidon estimula

fda, sinn también sobre la basal. lo gque nos dice gue hav difterencia &n
eshte aspecto con su modelo. Fosiblemente, 21 alfa-IFN  estd actuando a

nivel de sus propilios receptores en testicuwlo, v no de manera competitiva

con los  receptores a hCG, dado gue btiene una  importante accidn
inhibitoria sobre la BsECraecl on bazal {ver Mas adelantel .

En 1o que respecta al astradiol , en la figura Za se ve que  la
warpacyan e esta hormona s nucho mde sensible  al sstimulo
nonadntroricn va gue a la dosis mAas  balxa (2.5 no/sml) las  ceélulas

aumaentan su actividad en 8 veces la basal. Estos resultitados swuglersn gue
existe una mavor sensibilidad al estimulo gonadotrofico para pestradiol
que nara testosterona. Esto va a provocar  wuna maduracidn folicular

manlatrina . frenarandn al msAarin nara T1eanar al satardio mubheral v o4l



73

sastablecimniento del ciclo del sstro en la rata.

il

Fl e o tlempa de  exposicion & hCG sobre la esteroldogénesis +u

cibservardio hacrendo uana curva temporal de  oroducoion de esteroldes. LA
produccidn esteroldogénica T tiempo-dependients.  On nuestro
Laboratorio, s ha sncontrado este efecto, btanto para el ovario infantil

como juvend .

..... as a las & horas

i
1
il
a
i
—
c
—

lLa secrecidn de testosterona demostrd que e
de incubacidn  estén en  buenas condiciones, va que a este tiempo se
preserta =21 plco maés alto de secrecidn. Era importante determinar =1
Liempo Gptimo de produccidn v sobrevivencia de las células, por  gue en
los trabajos esn los gue se ubilliza [TFN en testiculo  (Hauppila en 1987,
Catt, en 1787, FHauppila en 198%) el tiemoo de incubacion  dptimo es  de
5 ohoras. Maestro modelo permite whilizar este hiempo de  incubacidn con
@2l interterdn 2in gue hava alteraciones en la wviabilidad celular. Con
referenclra al estradiol, el tiempo de interacocidn dptimo con hDEH es &
las 4 horas, aungue entre 4 v & horas la difterencia no es  significativa
lo gue implicaria gue entre esos tiempos se encuentra el  tisnpo dptimo
de la respuesta secretora. Después de este tiempo, la actividad celular
comienza a decaer lo gque indica un posible efecto de regulacidn negativa
por exceso a  hEG, va  gque  las pruebas de exclusidn del colorante
mostraron gue la sobrevivenclia celular no se atechaba.

Fete punto e una aportacion original del trabaio, va que no se  habia
reportado a la fecha ningun estudio sobre el curso btemporal  del esfecto
de la hCG _in vitre &n células disgregadas de ovario juvenil.

fl observar 1o gue ocwre con la ssecrecion basal en las  figuras Ib v db

s onota el misno patron de  incremento en 21 tiempo gque 1 descrito

mara los sstimol adoe . Foeli ecarndn mbera wes (RS = - T im= mipsl meras e as e
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interaccion las células estan en buenas condiciones de funclionamiento
wonue son capacses de orodocir esteroldes espontaneamente.,

Fara orobar ogue la actividad del IFN de gue disponiamog es la mlsma
gues la del alfa-1IrMN de los Lrabajos de Fauppilila se  anpleo uan modelo
@imillar al gque sstos awtores usaron  células  disgregadas de testiculo
adulto. Como se observa en las  flguras, @1 IFM  produce un etecto
inhibitorio sobre la secrecidn de testosterona, tanto basal (Sb? COme
aetimalada (S5c) en células de testiculo. El efecto gue se encontrd es
dosis—dependiente, va gque ocomno se  esperaba al aumentar la dosis de
alfa—-IFN, &l eftecto inhibitorio sobre la secrecidn de testosterona iba
an aumentd. For otra parte, la secrecidn basal también se inhibe
ligeraments en alogunas de las dosis uwhilizadas, pero de ninguna manera
@en forma dosis—dependiente. Nuestros resultados concuerdan con 1os de
Irava, quidén en 1988 encaontrd gue el alta-IFN producia un sfecto inhibi-
torio de la secrecion estimul ada por hiZh zobre las células de lLevdia de
poFcing pero no habia alteraciones de la secrecidn basal. En otro esstu-
dio hecho por Fauppila =0 1982 se observd también inhibicidn de la
sacreclion estinulada por hCG de testosterona en células de Leydig de
Hamster @n culltivo.

e importante hacer rnotar gque el mecanismo  por el  cual se prodouce el
atecto inhibitorio del alfa—-IFN ha sido caracterizado por  Orava en
1989 . Este autor demostrd gue el alfa-ifd  inhibe la produccion de  BNAm
aque codifica para las enzimas de los sistemas esteroldogenicos F-450scco
v Fe=450c17, las cuales actuan en pasns  limitantes de la producciién de
androgenos en el testiculo, por lo gque esta disminuida la produccion de
testosterona. En Lo gue respecta al efecto del alfa-~IFN sobre el ovario,

toamemons nor un lado, 1a inhibicidn 2obre 1la oroduccidn de testosterona v
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nor otro el efecto inhibitorio sobre la produccion de s=stradicel, tanto
en condiciones basales, como bajlo estimulo con hECG.

iLa produccidn estimul ada de testosterona por hO6 estéd inhibida, como
lo podemos observar en la rigura ob. El patrdn parece =er dosis—depen-—
clisnte aungue el efecto  estd  muy  acentuado desde la dosis  menor,
que s de  O0,.01U.1./ml. 51 comparamos @stos  resuliados  con los de
testiculo. nodemnos observar que en ambos casos la respussta al sfecto
del alfa~-TFN sa produce desde dosis muy balas. El hecho de gue el
ovario en desarrollo responda a alfa—-IFN podria indicar la presencia de
raceptores al mismo en @l ovario desde estas etapas  del desarrollo.
For otro lado, ] efecto de esta proteina  sobre 1 animal  integro se
nroduce @n dosis muy balas, cuando se le  inyvecta de forma  intravenonsa
directamente en el sitio donde s quiere ver su accidn (Kauppila, 1982).
Dado ague las cantidades de [FN  producidas en condiciones normales son
muy pequefas, &5 inportante encontrar efectos tan marcados por  parte
del alfa-TFN desde dosis tan balas.

21 obzervamos la Jfigura da, vemos gue el alfa-IFN  oroduce  una
inhibicion del estimulo de hOG sobre la secrecidn de testosterona gue si
26 dosis-dependiente, v oue produce una inhibicidon del 7574 a la dosis
fdea 1000 U, T./ml. Este punto podria ser wuna clave para ver gue 21 posible
mecaniemno regulatorio del alfa—IFN es & nivel de la secrecion estimulada
aue en condiciones fisiologlocas in wvivo serla por LH-hCE, v no a
N & nivel de un estado no estimelado. Dado este etecto sobre la
sacreslon estimulada por hCG, se puede especul ar que ademas de posibles
cambins en el proceso de esteroldogénesis el alfa—IFN  interfiere con
hCG, tal ver interactuando a nivel del receptor LH-hCG, o en los pasos

moaterinreos e 1a eeternl doodnest s roaaul ados por ectas  aonadotrofinas.
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Fl hecno de gue a dosis bajas el IFM no moditigue la secrecidn basal

sugeriria gque estd proteina no  esta modul ando  1mportantemente la
produccidn  esteroidogénica no estimulada por LH-hCG i vaErg: .

Enolo gue concierne a la secrecidon basal v estimulada de estradiol

los efectos son simllares a los observados para testosterona, lo gue
sugiere que la inhibicidn en la produccidn de estradiol se puede dar
a rafz de la disminucion de aporte de precursor, o sea testosterona,
pque saria la primaciamente afectada. Seria importante estudiar, zin
emnbargo la capacidad de aromatizacidn en ovario inmaduro en presenclia de
interferdn,para observar 1 la regulacidn s a nivel de la aromatizacidn
de tostosterona a estracdiol o a nivel de otros pasos, como serian 1a
alteracion de los sistemas enzimaticos FP-450sce v FP-450c-17, que son
claves s la esteroldogenesis.
Otro posible mecaniemo regulador del alfta—-IFN es a nivel de la secrecion
de gonadotrofinas hipofisiarias, va que en nuestro laboratorio Mendoza v
FRomano (1990) , demostraron que &1 alfa-IFN leuwcocitario humano inhibe 1a
secrecion de LH v FB8H en cultivo de hipdfisis. El papel del alfa-IFN en
la regulacidn de la secrecion de gonadotrofinas puede ser clave para el
desarrollo gonadal, aunado a su efecto directo sobre el ovario.

La secreclon diferenclral es la relacidon gue hay entre la secrecion
hasal w a secrecidon estimulada. v como se puede observar en las figuras
correspondlentes no slenpre se  presenta un o claro patron dosis-depen
diente, va gque el afecto inhibitorio del alfa-IFN es ﬁiempr@. may or
sobre la secrecion sstimulada por hOCG, gue sobre la secrecidon basal .

Los resultados agqui reportados en ovario concuerdan con los encontra-—
dos por obtros autores sobre otras células estercidogénicas, como las de

teastirolao. Yihkn v col aboradores + Favuopila v ecolaboradores han demnetra
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do este sfecto sobre caelulas de cerdo (1989), de ratdn (1989, v

voslennre han observado wun etecto anhioibtorio,. no sdlo con

i

il Fa-IFM,
=10 peobando bambaen pamma—IFN. Es 1mportante  remarcar gue  =llos

caracterizaron 1 efecto, encontrando  gue disminuyen los  oRNA  que

codifican para las enzimas de  los F-450sce v F450-c-17, que
actian en pasos limitantes de la esterocidoodénesis  testicular. Fot o
tanto seri necesario sequir caracterizando el efecto del alfa—IFN en
ovario, estudiando  por  Ejemplo el numero de receptores al mismo, la
posible interaccidn competitiva con hCE v efectos sobre la expresian de
informacidn genetica.

For otra parte, es bien conocido oue a nivel tisioldgico existen

mecanlismos de regqulacion por retroalimentacion positiva v negativa entre

los esteroides ovaricos v la secrecidn de gonadotrofinas v viceversa.
Estdas interrelaciones entre hormonas gonadal es zeteroides v
gonadotrorinas hipofisiarias  gobiliernan la cliclicidad nvarica  en

mamiferos. Bl patrdn de LH como el de FEH estd caracterizado por niveles
basales relatbivamente bajos, interrumpldos por o oun bhrusco incremanto
pre—-ovulatorio de LH. Esta ciclicidad estad regulada por  una  hormona
ovarica: =l estradicl. EL pico de LH provoca que los niveles de

estradiol aumenten, v a su vesr wun alto nivel de estradiol provoca una

wefial nue  dieminuve la secrecidon de gonadotroftinas. 51 el alfta—IFN
Fanula directamente sn ovario la secrecion de esteroldes, v actlda ademas
a nivel de hipofisis regulando la secreciron de gonadotrofinas, merila

LN NU@vo amento Feaulatorio en este ele hipdfisis-gdnada-hipdfisie.
fAdemas de su 1mportancla fisidlogica, estos estudios contribuirian al

conpecimientn de etectos colaterales enddocrinos gque pueden presentarse

it anta oe tratamlentos de prooesos CAnceronsns e 1o e =2 otiliza
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Lnterteran, yva que =e ha observado gue btratamientos en  cAncer csevico-—

vherino con [FN disminuyen las concentraciones séricas de estradiol v

progesterona, asi como en proceseos intecciosos virales, en los que se

ven aumentados los niveles de 2sta proteina.
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CONCLUSIONES

Dezpuss dzl analisiz de los datos obtenidos., =2 lleqd & las siguientes

conclusionas:

==l a zecrecidn "in vitro" de Es del ovario de &1 dias se dispara con

la dosis méas baja de hCE (2.5 nmg/ml), alcanzando wun méximo de secrecion
aparents a los 25 ng/ml, ya gue estadisticamente hablando no hay
diferencia significativa entre 10 v 2% ng/ml, despusgs de lo cual la
secrecidn disminuye conftorme aumenta la dosis, sugiriendo fuertemente un

mecanismno de regulacidn negativa por parte de la hCE vy el B,

La secrecidn de Ta del ovaric de 21 dias va aumentando paulatina-—
mente conforme s incrementa la dosis de hC6E, alcanzando las células su
maximo de respuessta a la dosis de 28 nag/ml, después de la cual también
hay una calda en la produccion de la hormona, lo gque sugiere gque la
regulacion negativa entre hCG v Ta también se puede estar llevando a

Cabo.

~===En el modelo de ovarioc "in vitro" la secrecidn temporal de Ea,

tanto basal como estimulada con 10 ng/ml de RhOG va aumentando en una

~h

arma Liempo—dependiente, alcanzando un dptimo de actividad entre

4 v & hrs.

—=— La secrecidn de Ta tanto basal como estimulada con hCG aumentd en
an forma lineal con el tiempo de incubacidn ,alcanzando un pico maximo

de actividad entre 4 v Shrs, para disminuir marcadamente a las 10 hrs.

e 1Y TN Y myim e b d mm b s T s el am e el T e e ] e e e e R £
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de las células de Leydig de testiculo de rata en una forma
dosis-dependiente, alcanzando un maximo de inhibicidon con 1000 U.I./ml
Mo se afecta la secrecidn bazal, & incluse con 10 U.I./ml tiende a

astimnul arla.

o o0 | IFM leucocitario inhibe la =secrecidn tanto basal como estimulada
por hCGE de Ta en el ovario de 21 dias , siendo el efecto observable

desde la dosis de .01 WU.I./ml.

m i), IFN inhibe la secrecidn de Ex estimulada con hCE en ovario de
21 dias an forma dosis-dependiente. Sobre la secrecidn baszal se observa
también um efecto inhibitorio, pero menos marcado gue el producido sobre

la secrecidn inducida por hIOB.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Ta= Tastosterona

Fa= Frogesterona

i

IFN "= Interferones

o =—IFN = alfa-Interferdn

F-d4%50scec= enzima gue rompe la cadena lateral del colesterol vy esta
acoplada al sistema del citocromo FP-450

F=450c17= enzima que rompe la cadena de colesterol en el carbono 17
v estd acoplada al sistema del citocromo F-450

CAMP= Adenosin monofostato ciclico

FEo= Froteina cinasa o

DGc= Diacilglicerol

Ca+t+= calcio

Ma~*+= magnesio

ESA= Albumina de suero de bovino

A= 1, J-isobutil-matil swantina

DMEM= Medio Esencial Minimo modificado por Dulbecco
hOG= Gonadotrofina coridnica humana

LH= Hormona Luteinizante

FSH=Hormona Foliculo estimul ante

GnRH= Hormona liberadora de gonadotrofinas
ATP=Adenosin trifosftato

Frrl=Frolactina
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