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RESUMEN

Se ha mostrado que la timectomia realizada Unicamente en la
etapa neonatal desencadena una respuesta autoinmune que altera el
desarrolio folicular, lo cual se traduce en moadificaciones en ia maduracién
sexual y disgénesis ovarica. Por otra parte, se ha descrito que los péptidos
sintetizados por e! timo tienen efectos sobre {a secrecién de las hormonas
involucradas con e! desarrollo del ovario. Con ef fin de analizar el papel que
juega ta fase enddcrina del timo independientemente de la inmune, en el
proceso de pubertad, se estudiaron fos efectos de la timectomia realizada en la
etapa infantil sobre la regutacién de la pubertad, la ovulacidn y el crecimiento
folicutar. Se utilizaron ratones hembra timectomizados a los diez dias de edad
(Tx-10), sometidos a una operacién simulada (OS) e intactas (TA). Animales
TA y Tx-10 se trataron con 5 6 1 w.i. de gonadotropina def suero de la yegla
prefiada (PMSG) a las 25 dias de edad. Otros grupos de  TA y Tx-10 se les
traté,ien forma secuencial con 1 u.i de PMSG a los 25 dias de edad y 54 h
destés 3 ul. de gonadotropina coriénica humana (hCG). Todos los animales
que recibieron tratamiento hormonal, se sacrificaron 72 h después de la PMSG
vy los demas grupos, el dia de! primer estro vaginal. A la autopsfa se disecaron
los ovarios, el (tero y el timo. En los oviductos se contd ef niimera de ovocitos.
Se analizo la distribucion de la poblacion folicular en los ovarios de cada grupo
experimental.

La operacion simulada no modificd los parametros evaluados,
respecto al grupo TA. Los animales con Tx-10, en comparacién con los
intactos, presentaron retardo en la edad de la apertura vaginal (33.9:0.9 vs
29.620.2 dias, p<0.05) y ovarios de menor peso (8.730.7 vs 10.9+0.5 mg,
p<0.05). En las hembras TA y Tx-10, la administracién de 5 u.i.de PMSG
indujo la apertura vaginal a las 48 h postratamiento. La tasa ovulatoria, ef
ndmero de ovocitos liberados y el peso de los ovarios fue similar entre ambos
grupos, mientras que el peso def Utero fue menor en los animales Tx-10
(62.1%3.3 vs 81.614.1 mg, p<0.05).



La admnmstraclén de 1 ui de PMSG a {os animales TA y Tx-10
provocd el adelanto en la eda de Ia apenura vaginal, pero no indujo la
ovulacion. Ef peso de losf e slmilar en ambos tipos de animales y el
peso del Gtero fue menor en los Tx710 (77 65.5 vs 100.748.1 mg, p<0.05).

El tratami er cial con PMSG y hCG indujo fa ovulacion en
los grupos TA y:Tx-10 mera de ovocitos liberados fue menor en Ios
Tx-10 (6{1'-.1:0.;7: vs'10.94 05). E! peso de los ovarios del grupo TA con
PMSG-hCG, sg o a'los que sdlo recibieron PMSG (12. 6:0 8
vs 9.5:0.8', 'r'ng’ p<0.05); efecto’que’ no se observo en los Tx-10 E peso del'

de foliculos sanos respecto al de atrésicos aumentd en los a
(152.3+16.9 vs 57.8£7.7, p<0.05), pero no asl en los Tx-10, E( tratamlento con -
1 wi. de PMSG en el grupo Tx-10 indujo un efecto simitar al obs fvado con 5
u.i. de esta hormona, incrementando e} nimero total de foliculos (236 8432.2
vs 140.3127.4, p<0.05), sin embargo e! nimero de folicullos _ysAanosv respecto al
de atrésicos, fue similar tanto en los TA como en fos Tx-10. :

Estos resultados permiten concluir que Ia falta del timo desde los
10 dias de edad, refrasa el inicio de la pubenad y altera el crecimiento
folicular. Ademas provoca una dnsminucién en Ia respuesta ovulatoria inducida
por gonadotropinas. :

El ratén timectomizado a los 10 dlas de edad resulta ser un buen
modelo experimental para continuar con el estudlo de la participacion del tima
en el desarrolio del ovario del animal prepuber por una via endocrina
independlente dela inmunoléglca :




INTRODUCCION

Los primeros estudios en los que se evidencid una vinculacién
entre el timo y las génadas fueron los realizados por Calzolari en 1898, quien
obséwé en conejos, que el timo presentaba hipertrofia al castrar a los

- animales. Pasaron varias décadas antes de que se sugiriera la existencia de
una refacién funcional entre el tima y el sistema reproductor. Nishizuka y
Sakakura en 1969, utilizando como modefo de estudio al ratén timectomizado
en la etapa neonatal, sugieren que ef timo ademas de ser el responsable de ia
respuesta inmune mediada por células, estd involucrado con la funcion
reproductora de la hembra.

Recientemente se ha descrito que en los ratones timectomizados
durante los tres primeros dias de vida posnatal (Tx-3) se desencadena una
respuesta autoinmune sobre los foliculos ovaricos. La infertilidad que
caracteriza al ratdn aduito con timectomia neonatal es el resultado de la
pérdida progresiva del compartimiento folicular (disgénesis ovérica), efecto
que no se presenta cuando se timectomiza después del dia siete de edad.

: Actualmente el modelo Tx-3 es utilizado para estudiar los

. mecanismos - que asocian al timo con la disgénesis ovérica autolnmune y la

‘subsecuente formacion de tumores.

Por oftra parte se ha descrito que alguncs de los péptidos
sintetizados por el timo actuan sobre la secrecion de las gonadotropinas. Dicha
funcién end6crina del timo permite pensar que 1a extirpacién de este drgano en
una edad critica del desamollo posnatal puede tener efectos scbre el
crecimiento del ovario y {a maduracién sexuat.

Debido a {o anterior en este trabajo se estudiaron los efectos de la
timectornia realizada en la etapa infantil sobre el proceso de pubertad y la
owulacidn, tilizando como modelo al ratén timectomizado a (os 10 dias de
edad (Tx-10), '



MARCO TEORICO
{. Pubertad . }
La pubertad es el resultado de una sene de cambios :
neuroendécrinos que se suceden en el e)e hipotélamo-hipof s;s-génadas Ios
cuales culminan con el inicio de la funclon reproductora de ahi que se Ie def na :
como la etapa biolégica del mdnvnduo que indica et paso de {a mmadurez a la '
madurez sexual. (Ramirez 1973 Ramaley,1980 Ojeda y col, 1983; Ojeda y
col, 1886).

Bl inicio de la pubertad estd determinado genéticamente para
cada especie, sin embargo algunos factores ambientales como el fotoperiodo
y la temperatura, asi como los estimulos sociales, pueden moaodificar el
comienzo de este proceso (Reiter, 1980; Vandenbergh,1983).

En la hembra de los roedores se considera que la pubertad ha
iniciado cuando se presenta en forma espontanea la. canalizacion vaginal
{Ramirez y McCann,1963). En el raton, ésta ocurre entre los 30 y 35 dias de
edad y en la rata entre los 35 y 45 dias (Ramirez, 1973, Ojeda y col, 1986).

Ojeda y col. (1986) han clasificado el desarroilo posnatal de ia
rata hembra en cuatro diferentes fases, considerando pardametros morfologicos
y fistolégicos relacionados con los distintos cdmponentes del eje hipotdlamo-
hipéfisis-gdnadas [Figuka 1) Algunos de los cuales se describen a '
continuacion. '

1) Fase neonatal

Se inicia desde el nacimiento y termina el dia 7 de vnda posnatal .
Esta etapa se caracteriza porque el ovario es relativamente lnsensible a las
gonadotropinas debido a que los foliculos no presentan receptores a estas -
hormonas, hasta fos cuatro o cinco dias de edad (Sm;th White_ y,Ojeda. 1981).



i1
Actvidad I 3]
SNC desorganizada de las Actividad sincronizada de
HIPOFISIS|  neuronas GnRH , las neuranas GnRH
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Maduracion de {a respuesta de
retroalimentacion pasitiva de los E;

.GnRH @
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Figura 1. Secuencia de eventos que se suceden en el Sistema Nervioso Central (SNC), Ia hipdfisis y el ovario previos
al pico preovulatorio de las gonadotropinas en la rata hembra. Los nimeros indican la secuencia en {a cual se producen
estos eventos. linea discontinua representa fas 12:00 h del primer proestro. GnRH: hormona liberadora de las
gonadotropinas, LH: hormona luteinizante, FSH: hormona estimulante de! foliculo, PRL: prolactina, GH: hormona de
crecimiento (Tormado de Ojeda y Urbanski, 1994).



Se presentan aitas concentraciones de aifa fetoproteina en
plasma, misfna que se une a |os estrdgenos provocando su inactivacion.
Debido abesto. el mecanismo de retroalimentacion negativa que ejercen los
estrogenos sobre el hipotalamo y la hipdfisis no es funcional {(Raynaud,1973;
Frawley y Henricks, 1979; Ojeda y col,1983,1986; Ojeda y Urbanski, 1988). La
concentracion sérica de ta hormona estimulante del foliculo (FSH) empieza a
aumentar, mientras que la concentracion de ia hormona juteinizante (LH) se
mantiene baja (Dohier y Whuttke, 1974).

A partir de fos cuatro dias de edad las céjulas de la granulosa ya
presentan receptores a la FSH y el numero de éstos aumenta hasta el dia 16,
lo cual induce el incremento en la actwidad del complejo enztméttco aromatasa
rilr dela testosterona (Ojeda y col,

que permite la sintesis de estrégenqs T
1986; Ojeda y Urbanski, 1988). :

Durante esta fase se,in" a eI -proceso.
ovario de animales de 2 dias de‘ ! bservado foliculos primordiates
(Peters, 1978, Ojeda y Urbanskl 1994), mientras que para el dia 4 de vida ya
se encuentran foliculos en desarrollb (primanos) (Peters, 1979).

fol«culogénesns En el

2) Fase infantil.

Se extiende del dia B al 21 de edad. La fase infantil se caracterizé
por presentar un incremento en la concentracion de FSH en pl_ésma que:
alcanza su maximo entre los 12 y 15 dias de edad, después disminuye
significativamente. Se presentan picos esporadicos de LH (Dbhler y
Wuttke, 1974; Mackinnon y col, 1976; Goldman, 1981; Adams y Steiner 1988;
Ojeda y Urbanski, 1988). .

El pico de FSH que se observa en esta fase es fundamenta! para
el reclutamiento y crecimiento de los foliculos que llegarén a owular en la
pubertad (Hage y col, 1978; Ojeda y col, 1980), :



La respuesta hipofisaria a fa hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) es alta en la fase infantil {(dia 15), que se refleja en una
mayor secrecién de gonadotropinas. Durante este tiempo de maduracion
hipotaldmica, la GnRH presenta descargas poco frecuentes, mismas que
mantienen elevadas las concentraciones de fa FSH y pulsos esporadicos de
LH. El incremento en la frecuencia de los pulsos de GnRH v la sincronizacién
de éstos (dias 12-15), disminuye las concentraciones de la FSH ( Ojeda y col,
1986).

El patron de secrecidn de las gonadotropinas (FSH y LH) que
caracteriza a la fase infantil es diferente. La FSH se secreta de forma ténica y
la LH sigue un patrdn de secrecion pulsatil (Ojeda y col, 1986).

La concentracion plasmatica de la alfa fetoproteina disminuye
para el dia 16 y por ende la concentracién de estrégenos libres empiezan a
aumentar (Frawley y Henricks,1979). Se asume que en esta etapa, los
esteroides juegan un papel definitivo en la maduracién neural.

Durante [a segunda semana de vida posnatal una gran ntimero de
foliculos pequerios continfian su desarrollo bajo un fuerte control gonadotrépico
que les permite entrar en estados de desarrollo mas avanzados (Hage y col,
1978, Peters, 1979). Entre los dias 14 y 21 de edad, se encuentran foliculos
pequerios, medianos y grandes, estos Uitimos ya poseen antro perc aun no hay
foliculos preovulatorios (Peters, 1969).

3) Fase juvenil o prepuberal.

Abarca desde ef dia 22 y termina alrededor de los 30 dias de
edad. En esta etapa se establece definitivamente {a relacibh mhqiohal entre él\
eje hipotslamo-hipéfisis-ovario, debido & que el mecanismo  de
retroalimentacion negativa de los estrégenos se m,aniﬁesté' fégdlahdb la



secrecion ténica de fas gonadotropinas (Andrews y col, 1981a,1981b). Los
estrégenos continian aumentando ya que la alfa fetoproteina disminuye aun
mas que en la fase infantil (Ojeda y col, 1986).

La concentracion de la FSH ha disminuido significativamente en
relacién a la fase infantil. Al final de esta etapa, la concentracién basal de LH
comienza a incrementarse (Meijs-Roelofs y col, 1983) y el aumento de la
amplitud de los pulsos vespertinos de esta hormona se hacen evidentes,
estableciéndose el ritmo de secrecion circadiano (Urbanski y Ojeda, 1985).

En el ovario la prolactina (PRL) y la hormona de crecimiento (GH)
facilitan los efectos de las gonadotropinas. La PRL estimula la formacion y
mantenimiento de los }eceptores a la LH en las células de la granulosa
(Goldman, 1981; Richards y col, 1976; Advis y col, 1981 ; Ojeda y col, 1980) y
la GH facilita la capacidad de la FSH para inducir la expresidn de los
receptores a la LH (Jia y col. 1985).

En el ovario se observa un aumento en el nimero de receptores
a la LH y una disminucién en los de la GnRH haciéndose mas evidente durante
los dias que preceden al pico preovulatorio de {as gonadotropinas(Ojeda y coi,
1986).

En esta fase se presentan ondas de desarroilo folicular y de
atresia, procesos que al parecer estan bajo influencias hormonales y neurales
que son reguladas por el Sistema Nervioso Central (SNC) (Ojeda y col, 1986).
En la fase juvenil aln no se encuentran foliculos preovulatorios (Peters, 1969).

4) Fase peripuberal.
Su duracion es variable y estad asociada con (a primera ovulacion,
Bl niimero de receptores ala FSH y LH en el ovario liegan a un maximo, o que



se refleja en una maxima esteroidogénesis. Por lo tanto las concentraciones
de progesterona, testosterona y estradiol aumentan (Ojeda y Urbanski, 1988).
L.a concentraciones séricas de la PRL, la GH y de los estrogenos
son mayores en esta fase comparadas con las de la fase juvenil, debido a que
continian aumentando. Al final del desarrollo juvenil y al inicio del peripuberal
se genera el patrén diurmo de liberacion de la LH que se caracteriza por picos
de secrecion de mayor amplitud en la tarde. Bajo este ambiente hormonal, fos
faliculos destinados a owvular en fa pubertad, entran en la etapa final de
maduracién (Ojeda y col, 1983; Urbanski y Ojéda; 1985,1986; Ojeda y
Urbanski, 1988). s
La cascada de eventos que culminan cﬁﬁ la pubertad es compleja
y para su estudio se ha dividido en diferentes fases (Advis y'col, 1979; Ojeda y
col,1986).
a) Anestro; Aqui se producen fos cambios diumos en la liberacién de la LH
(Urbanski y Ojeda, 1985); el Utero no presenta quundo en su (uz y su pesc es
bajo; en el ovario se observan follculos grandes y la vagina se. encuentra
cerrada. ' SR
b) Proestro temprano: La vagina atin permanece cerrada. El peso del utero
aumenta debido a la presencia de liquide uterino. = -

acumulacién de liquido en el (tero alcanzan su nia‘
observan foliculos preovulatorios, la vagina generél

de la esteroidogénesis. Las concentraciones de estradiol y progesterona en el :



plasma alcanzan una magnitud y duracién suficientes para estimular la
aparicion del primer pico preovulatorio de las gonadotropinas y como
consecuencia ocurre la primera ovulacion. ‘
d) Estro: En este dia se presenta la primera ovulacién, el peso del Gtero es
bajo y no presenta liquido en su luz, en el ovario se observan cuerpos lGteos -
recién formados; la vagina esta abierta y el epitelio descamado se caracteriza
por el predominio de células comificadas o escamadas que no presentan
nucleo.

1. Desarrollo folicular y ovulacién.

Los ovarios son los érganos primarios del sistema reproductor de
la hembra, en ellos se lleva a cabo la produccién de gametos y la sintesis y
liberacién de hormonas esteroideas (Ross y col., 1992). o .

El ovario estd constituido por los siguientes compartimientos
[Figura 2]

1) El folicular, formado por foliculos en todas las etapa de desarroilo, desde *
primordiales hasta preovulatorios. .

2) El luteal o cuerpo liteo, que se forma a partir de las células de la granulosa
y de la teca intema de los foliculos que han liberado al ovocito.

3) El intersticial o glandula intersticial, que esta formado por células con .
actividad secretora, llamadas células intersticiales primarias en el ovario fetal y
por las células de la teca interna de los foliculos antrales atrésicos o células
intersticiales secundarias (Harrison y Weir, 1977).

El foliculo esta formado por el ovocito |, las células de la
granulosa, la membrana basal y las células de la teca interma. Ademas de las
células de la granulosa y las tecales, el foliculo estd rodeado por un complejo
sistema de fibras de colagena, células de tejida conectivo, sustancia

10
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Figura 2. Esquema que muestra los diferentes compartimientos del ovario: el
folicular, el luteat y el intersticial (Tomado de Freeman, 1994).
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fundamental y fibras musculares lisas, todo ello recibe el nombre de teca
extema. Todos estos elementos forman una vaina fibrosa, la que al
disgregarse en un punto cercano a la superficie del ovario, forma un orificio por
el cual saldra el ovocito. El ovocito y las células de la granulosa no reciben
riego sanguineo ni inervacién en forma directa (Dominguez y col, 1991).

Se conoce poco sobre la sefial que promueve el inicio del
crecimiento de los foliculos primordiales, pero una vez que éste comienza,
contintia hasta que los foliculos ovulan o van a la atresia. £! primer signo del
crecimiento folicular es el aumento de tamario del ovocito, seguido por la
proliferacion de las células de la granulosa (Dominguez y col, 1991). £n las
células de (a teca intema la LH estimula la sintesis de andrégenos, mientras
que en las célutas de la granulosa la FSH incrementa la actividad del complejo
enzimatico aromatasa, lo que' provoca un aumento en la sintesis y secrecion
de los estrégenos. Conforme el foliculo madura, las céiulas de la granulosa
adquieren receptores a la LH por la accién sinérgica de la FSH y los
estrogenos. El incremento en las concentraciones séricas de fos estrbgenos :
sensibilizan a la hipofisis provocando el primer pico preovulalono de las
gonadotropinas y por ende la ovulacién (Richards 1978" Gore-Langton y
Armstrong, 1994), . SN St
La ovulacién es un procesorque cu|mlna con la expulsion del
ovocito maduro (tipo Il, en el que ha ocurridd la fase reducclona( de la meiosis)

{Franchimont y col, 1991; Domfnguez y col 1991) En este proceso se lievan a
cabo diversos eventos regulados por seﬁales neuroendécnnas en los que
participan el SNC, la hipfisis y el ovario.”

La ovuIacién ocurre entre 8 y 10 horas después del pico
preovulatorio de la LH. Durante este lapso se suceden algunos eventos en el
foliculo tales como: '
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a) Activacion de enzimas proteolmcas por acclon de la LH
b) Cambios en la densidad e lnterconexién celular en el cumulus oophorus ¥

corona radiat.

¢) Reinicio de la meiosis.

d) El comienzo de la lutelnizacién de las células de la: granulosa ,

c) Incremento de la presién osmética por el aumento en el ﬂundo folicular

d} Reduccién de fos componentes que part:cipan en Ia snntesis de tejido

conectivo, I
Todo lo anterior provoca la degradacién de ‘la colkégevzhaf de:_l"’té‘jidu

conectivo que mantienen unidas a las células de la granulosa; qure‘ coﬁllei)fa"a':' :

la ruptura de la pared del foliculo y liberacién del ovocito (Fink, 1086:

Franchimont y col, 1991).

il Caracteristicas morfofuncionales del timo. :

El timo es un drgano linfoepitelial primario que forma parte del
sistema hematopoyético y es el responsable de fa reépuesté inmunaldgica
mediada por células, ya que en é se lleva a ca{bﬁo' l‘é diferenciacion y
maduracion de los linfocitos inmunocompeterites d 'llufroicito_s T (Dabrowéki‘y
Drabroswka—Bemsteln 1990, Roittycol 1993) ‘

En los mamiferos, el nmo se encuentra ublcado en el térax justov

por debajo de la parte supenor del estemén:su fdrma es tnangular con la base
apoyada en el pencardto y el épice d«rig:do hacia el cuello Esta por delante de
las venas tiroldeas mfenores 1a tréquea y: los grandes vasos lncluyendo el
cayado abrtico (Ham, 1975 Lindner, 1990) (Flgura 3]
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TRAQUEA TIMO

PULMON

Figura 3. Esquema que muestra |a ubicacion anatémica del timo en el ratén. .

El timo se desarrolla bilateralmente a partir del te'rcérf-par'de‘ o
bolsas faringeas. Durante la embriogénesis el mdimehip t{hibo :f bre't';ej
caudalmente hacia el mediastino en forma de una prolongaciéon tubular ‘del

epitelio endodérmico. Estos tubos epiteliales pronto se vueylv:én cordones 'due
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-

profiferan y mandan hacia afuera ramas Iaterales precursoras de los nucleos
de los l6bulos, E! extremo de avance prolifera Y al f nal plerde Ia conexién con

el epitelio faringeo, Las células epite!iales ‘permanecen unldas por»

desmosomas localizados en los extremos de. largas prolongaciones_f
citoplamaticas en forma de red (Ham, 1975; Ross y col 19é2) Lot

Los linfocitos T indiferenciados o prelinfocitos ;5e originan en ’el g
saco vitelino, después se dirigen a la méduia dsea y por ultlmo migra :
para depositarse en la red de células epiteliales, lugar donde crecen.
y se diferencian en linfocitos T (Ham, 1975). " T

En los mamiferos el timo esta formado por dos I6bulos que estan
unidos por fa parte media, cada [6bulo esta rodeado por una capsufa de tejido
conectivo que penetra a! interior del {obulo formando tabiques que lo dividen en
lobuliffos. Cada fobutiilo presenta una corteza con gran densidad de linfocitos y
una médula con menor cantidad de estos y en la cual predominan células
epiteliales dispuestas en forma de red. En la médula existe una estructura
llamada CorplUsculo de Hassall, que es un agrupamiento de céfulas reticulo-
epiteliales engrosadas y dispuestas concéntricamente (Beflanti, 1986; Ross y
col. 1992; Roitt y col. 1993) [Figura 4].

Una vez que los linfocitos T se h‘an diferenciado en el epitelio
timico, migran por el torrente sanguineo had:a‘ el bazo y a los ganglios
linfaticos, para depositarse en las zonas 'l'l;glﬂrriiradés ‘timo dependientes que
existen en estos érganos y donde interacclonén con los linfocitos B para
sintetizar anticuerpos (Bellanti, 1988, Roitt y col, 1993; Ross y col. 1992),
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cApsuLa

CORPUSCULO
DE HASSALL

" CORTEZA MEDULA

TABIQUE

/CELULAS
'~"i» RETICULARES

LOBULILLO

Figura 4. Representacion esquematica de la histologia y organizacion

corticomedular del timo humano (Tomado de Bellanti, 1986).
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Una caracteristica muy peculiar del timo es que experimenta un
proceso de involucion que depende de la edad, denominada también
“involucién fisiolégica”. Este drgano crece desde el nacimiento hasta la
pubertad, después de esta etapa reduce gradualmente su tamario y su peso, lo
cual se atribuye a la disminucion en la tasa de proliferacion linfocitica
provocada principalmente por la elevacion en las concentraciones de
hormonas sexuales en plasma. A medida que avanza el proceso de involucién,
el tejido adiposo comienza a predominar en este 6rgano llegando a ser un
pequefio cimulo de grasa en la vejez (Grossman, [1984; Bellanti, 1986; Hall y
Goldstein, 1987) [Figura 5].

PESO [T ]

(g)
30

20
10
MEDULA
680 10 20 30  :40.:50:160:70 - 80
PRENATAL EDAD : .
(MESES) (afos)

Figura 5. Representacién esquematica que muestra fos cambios de peso y
composicién del timo en el humano durante el proceso de involucién (Tomado
de Bellanti, 1986). L
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Se ha mostrado que la involucion del timo puede acelerarse en
respuesta a una serie de factores como las infecciones, el estrés y la
desnutricién, entre otros (Raviola, 1989), asi mismo se ha observado que la
administracion de progesterona, estrégenos, testosterona o corticoides
provoca disminucion en el peso del timo, mientras que la castracién o fa
adrenatectomia inducen su hipertrofia (Ishidate y Metcalf, 1963; Chamber y
Clarke, 1979; Grossman, 1984,1985). Los efectos que tienen jos esteroides
tanto adrenales como gonadales sobre el timo, son mediados por los
receptores a estas hormonas que estdn presentes en las células reticulo-
epiteliales (Sholiton y col, 1980; Margan y Grassman, 1985). -

También durante la prefiez se acelera Ja involucion det timo, hecho
que se ha explicado con base a la elevacién de las concentracsones de;,
progesterona y corticosterona que se observan en este tiempo (Carter. ,19767. -
Chambery Clarke, 1979, Grossman, 1984). . e

- _El timo-es una glandula con gran actividad hormonal Se ha
descnto que n) las células reticulo-epiteliales se sintetizan polipéptldos atos.
que se les ha Mamado timosinas, cuya funcién es estimular fa maduracién y
diferenciacién de Ios linfoc:tosT(Goldstein 1984). b

. Una de Ias txmosmas mas estudiadas y mejor carac’terizadas esla
timosina fraccson 5 (Timosina F5), estd conformada por una familia de
péptidos ‘que se han clasificado con base a su punto isoeléctrico como:
timosina ai, timosina o5, timosina a7, timosina 1, timosina p3, timosina g4,
timosina 7, timosina g8, timosina B9, timosina B10 y timosina 71 {Goldstein y
col, 1981; Low y Goldstein, 1984).

También se han aislado otras hormonas del epitelio timico como
son el factor timico humoral (THF), el factor timico del suero o timulina (FTS),
la timoestimulina, la timopoietina y ef factor timico X (TFX) (Goldstein y col,
1981; Low y Goldstein, 1984).
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V. Vinculacién del timo con la funcién reproductora.

Efectos de las timosinas sobre el eje hipotdlamo-hipdfisis-gdnadas.

El papel de Ias timosinas en la diferenciacién y maduracion de los
linfocitos T y por ende en la regulacion del sistema inmune no son la Gnica
funcion que puede atribuirsele al timo ya que existen numerosas evidencias
experimentales que indican que estos péptidos tienen efectos sobre la
secrecion de las hormonas involucradas con el desarrollo gonadal.

Se ha mostrado que el agregado de timosina F5o timosina B4 a
un sistema de perfusion de hipotalamo-hipéfi sis increme a ia secrecién de Ia '
GnRH y por ende lade LH (Rebary col, 1981).

También se ha descrito que otro factor t(mlc
ios efectos de la GnRH sobre ia secrecién in vitro de Ias

28 kD 'pg:e'nda V

hipéfisis. A su vez, este mismo factor - inhibe el efecto estlmulante que tlene Ia .
gonadotroplna coriénica humana (hCG) sobre la esteroldogénesis in vitro tanto

en el ovario como en el testiculo, al interactuar competitivamen en la unlbn :
de la hCG con su receptor (Hiriart y Romano, 1986; Pedemera y col 1986
Agu:lera y Romano. 1989; Mendoza y Romano, 1989). = S

) En el ratdn prepUber la administracién de tnmosina F5 o timoslna"’
al causa una disminucién rapida y considerable del peso del ovano adelanta
la edad de la ~apertura vaginal, aumenta las concentraclones de estradiol e
induce la involucién del timo (Dardenne y Bach, 198, Mnchael I983) Cuando la
timosina FS se adiciona a una medio de cultivo de adenohipéﬂsls es capaz de
incrementar las concentraciones de prolactlna y GH pero no de la LH
{Spangelo y col, 1987). :

Se ha observado que la concéntraclén de timosina p4 en plasma

varia a lo largo del ciclo estral del cerdo;>se enwéhtra alta durante la fase
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folicular y disminuye en la fase luteal cuando precisamente la concentracion de
progesterona se encuentra alta (Ford y col, 1990).

Otros resuttados muestran que cuando se adicionan los péptidos
timicos liberados in vifro por las céluias reticulo-epiteliales, al cultivo de
células de la granulosa, estimulan la esteroidogénesis (Uzumco y col, 1992).

Efectos de [a timectomia neonatal sobre el desarrolio del ovario.

El raton timectomizado a los 3 dias de edad (Tx-3) ha sido el
modelo biolégico mas ampliamente utilizado en el estudio de {a vinculacion del
timo con el sistema reproductor.

La timectomia realizada en la etapa neonatal (2-4 dias), provoca
en el animal aduito, disgénesis ovarica que se caracteriza por infiltraciéon de
linfocitos, disminucion en el nimero de ovocitos y de foliculos, hipertrofia e
hiperplasia de {as células intersticiales, proliferacion de tejido conectivo,
ausencia de cuerpos liteos y presencia de quistes (Nishizuka y Sakakura,
1969; Besedovsky y Sorkin, 1974; Hattori y Brandon, 1979; Michael y col.,
1980; Michael, 1983; Kosiewicz y Michaet, 1990).

Aunado a la disgénesis ovarica, los ratones .Tx-3 . presentan
menores concentracnones plasmaéticas de FSH, LH, GH, PRL, progesterona y
estrogenos, retraso en la edad de la apertura vaglnal (pubenad). infertilidad y
menor peso de los ovarios y el Gtero (lehizuka y Sakakura 1869, 1971;
Sakakura y Nishizuka, 1972; Besedovsky y Sorkin, 74, Mlchée| y c0),1980Q,
1981,1990; Michael, 1983; Kostewicz y Michael, 1990)' -

Los ovarios de los ratones Tx-3 ,}snntetlzan-'invvitro mayores

cantidades de 17-hidroxiprogesterona, androstenediona y testosterona y no
producen estrogenos. Al parecer por el predominio de células intersticiales y
estroma ovirico (Nishizuka y cof, 1973). .
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Estudios de inmunocitoquimica e inmunofiorescencia han
mostrado que ef animal Tx-3 presenta y produce anticuerpos anti-ovocitos, lo
que indica que la disgénesis ovarica tiene una etiologia autoinmune que sélo
ocurre cuando se extirpa el timo entre los 2 y 4 dias de edad (Michael, 1983).

Michael (1983) propone que en los animales Tx-3 los linfocitos T
cooperadores han madurada, mientras que los linfocitos T supresores estan
ausentes, por lo que los T cooperadores interaccionan con los linfocitos B
para producir anticuerpos en contra de los ovocitos, provocando asi que el
compartimiento folicular degenere paulatinamente.

En estudios recientes Kosiewicz y Michael (1990) muestran que
en el modelo Tx-3 se presenta una pérdida aguda de los foliculos primordiales
antes de los 10 dias de edad y una subsecuente disminucion en el ntimero de
foliculos en crecimiento a los 20 dias. Sin embargo, no se observan linfocitos
en el ovario ni anticuerpos anti-ovocitos en circulacion hasta los 25 dias de
edad. Con estos resultados los autores proponen que el dafio inicial que
provoca la timectomia sobre el desarrallo folicular no es un’ef‘edo directo de
la respuesta autoinmune y sugieren que la funcién enddcrina del timo esta
involucrada.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios realizados con el modelo del animal timectomizado
en la etapa neonatal (Tx-3) ponen de manifiesto la existencia de un efecto
bifasico sobre el ovario: una fase temprana que involucra al eje hipotalamo-
hipéﬁsis-ovério y que probablemente influye en el desarrollo de la poblacion
folicular y otra fase tardia, que involucra la disfuncion inmunologica que da
como resultado la destruccién del ovario.

Al parecer en el modelo del ratén timectomizado a los 3 dias de
edad, la respuesta autoinmune estaria enmascarando el papel hormonal del
timo. Es por esto que en el presente trabajo se estudiaron los efectos de la
timectomia realizada en la etapa infantil sobre la pubertad, ia ovulacién y el
desarrollo folicular, asi como la respuesta a la estimulacion gonadotrépica.

HIPOTESIS

En el animal prepuber, la informacién hormonal que proviene del
timo participa de manera estimulante sobre el desarrollo folicular, por lo que la
extirpacion de este 6rgano a los 10 dias de edad retrasa el inicio de la
pubertad y disminuye la respuesta ovulatoria.

OBJETIVOS

-Analizar los efectos de la timectomia realizada a los 10 dias de edad sobre la
edad de la apertura vaginal, el primer estro vaginal y la ovulacién espontanea
e inducida en ratones hembra.

- Analizar el desarrollo folicular de los ovarios de animales timectomizados a
los 10 dias de edad y su respuesta al tratamiento gonadotrépico.
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MATERIAL Y METODOS

Animales.

Se utilizaron ratones hembra prepuberes de la cepa CD1
mantenidos desde el nacimiento en fotoperiodo controlado del4 hdeluzy 10 h
de obscuridad (juces encendidas de 05:00 a 19:00 h), temperatura de 2442°C y
agua y alimento ad libitum. Las crias se distribuyeron en camadas de siete
teniendo libre acceso a la madre desde el nacimiento hasta el destete (30 dias
de edad). Para cada grupo experimental el nimero de animales utilizado fue
mayor o igual a ocho.

Timectomias.

Las timectomias se realizaron bajo el microscopio estereoscépigo.
anestesiando a los animales por enfriamiento sobre una cama de hielo. Se hizo
una incision de piel a ja altura de! segundo par de costillas, se corto eI
esternon, se introdujo una pipeta pasteur conectada a un sistema de vacio y se
succionaron ambos idbulos del timo. Posteriormente se sutur Ia herlda y se
apiico alcoho! yodado. Como grupo de operacién simuiad (0 se utmzaron

animales gque fueron anestesiados de igual forma, se jes’ rea
piel y estemnon y se suturd la herida. e

Después de la operacién, los animales fueron colocados en un
ambiente a 36-37°C durante una hora para acelerar la recuperacnon de la
temperatura corporal.

Procedimiento de autopsia.

Todos los animales fueron sacriyﬂcad_os' en una camara de éter
entre las 10:00 y 11:00 h. A |a autopsia se disecaron fos ovarios, yloé oviductos,
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el Utero y el timo (en aquellos animales que lo presentaron) y se pesaron en
balanza de precision.

En los oviductos se buscé la presencia de ovocitos y en cuyo caso
se contaron con la ayuda de un microscopio estereoscopico.

Se verificd si la timectomia fue completa por observacion al
microscoplo estereoscopico en el momento de la autopsia y posteriormente
por énélisis histologico de la region. Para el analisis de los resultados sélo se
consideraron los datos de los animales con timectomia completa.

Procesamiento del material histolégico.

Tanto los ovarios como el tejido extraido de la region timica, se
fijaron en solucidn de Bouin, se deshidrataron gradualmente en alcoho! y
finalmente en cloraformo y se incluyeron en parafina. Los drganos se cortaron
en serie a 10 ym y fueron teridos con {a técnica de hematoxilina y eosina. La
organizacién cortico-medular caracteristica del timo normal se utilizé como
criterio para el andlisis de los cortes del tejido extraido.de la regién timica.

Anélisis morfométrico.

El andlisis morforétrico de la poblacion folicular se realiz6 en el
ovario izquierdo y derecho de 4 animales de cada gmypo experimentél, para lo
cual se utilizé un ocular micrométrico filar. En todos los"”coﬁe's y para cada uno
de los foliculos mayores de 70 pm de didmetro qUé :pliesentaron ovocito, .
nicleo y nuciéolo, se midid el didmetro mayor y el 'bé}béhdicular a éste. Se
calculd el diametro promedio por foliculo y se clasiﬂéaron en los slguientes N
rangos 101-200 pm, 201-300 ym, 301-400 pm y >400 pm (Rosas & Hihéjoéa,
1993).
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Los foliculos también fueron clasificados en sanos y atrésicos,
siendo estos Ultimos los que presentaron al menos una de las siguientes
caracteristicas:

1) Picnosis en las células de la granulosa.

2) Descamacion de las células de la granulosa en el antro folicular.
3) Engrosamiento de la teca.

4) Alteraciones del ovocito.

Anélisis estadistico. .

Los datos se analizaron de la siguuente manera la edad de la
apertura vaginal, del primer estro, del peso corporal y de los organos se
sometieron a la prueba de analisis de varianza multivariado (ANDEVA)
seguida de la prueba de Tukey. EI numero de ovocitos y el nimero de
foliculos se analizaron por la prueba de "U" de Mann-Whitney. La tasa de
animales ovulantes (TAQ) se calculd de la siguiente manera:

TAO = numero de animales que ovulan
ntimero total de animales

Los resul'tadobs de la TAO se compararon por la prueba de probabilidad exacta
de Fisher para proporciones. En los casos en los que se compararon parés: de
datos se uso la prueba de “t" de Student. La comparacién de la proporcion de .
foliculos sanos y atrésicos se realiz6 usando la prueba de Ji2. En'tbdos jos
casos, sélo se consideraron como significativos los.. resultados - cuya
probabilidad fue igual o menor al 5%,
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DISENO EXPERIMENTAL

Experimento 1

Estudio de los efectos de la timectomia realizada en ratones de diez dias
de edad, sobre la edad de la apertura vaginal, la edad del primer estro y la
ovulacién espontanea.

- Se utilizaron grupos de animales que fueron timectomizados a los
diez dias de edad (Tx-10) o sometidos a una operacién simulada (OS) a la
misma edad y animales prepuberes intactos (TA).

Todos los animales se revisaron diariamente entre [as 10y 11 hy
se registro el dia en que se presentd la canalizacion espontanea de la vagina
(pubertad). Se tomaron frotis vaginales diarios hasta la presencia del estro, dia
en el cual se sacrificaron.

Experimento 2

Estudio de los efectos de la timectomia realizada en ratones de diez dias
de edad, sobre la pubertad y la ovulacién inducidas por la administracién
de gonadotropinas.

Se utilizaron ratones hembra preptiberes timectomizados a los -
diez dias de edad e intactos, los cuales se inyectaron con 5 6 1 ul de PMSG
(Sigma Chemical Co., EE.UU.) por via subcutanea a los 25 dias de edad entre
las 9:00 y 10:00 h. A otros grupos de ratones Tx-10 y TA de la misma edad se
les administré 1 .. de PMSG y 54 h después 3 u.i. de hCG (Sigma Chemi
Co., EE.UU.). Se cont6 con un grupo de hembras intactas autopsi
dias de edad.

A los animales de todos los grupos experlmentales se les‘ registré

el dia de la apertura vaglnal y se tomaron frotls vagmales diarios
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Todos los ratones tratados con gonadotropinas ée‘ sa;iiﬁcafoﬁ 72
h después de la administracion de la PMSG. Las herﬁb}as quue no"recibieron
tratamiento hormonal se sacrificaron el dia del primer estro vaginal. A la
autopsia se procesaron como ya se indicd.

Experimento 3

Estudio del crecimiento folicular de los ovarios de ratones
timectomizados a los diez dias de edad y su respuesta a la estlmulacién
gonadotrépica.

En los ovarios izquierdo v derecho de cuatro animales de los
grupos Tx-10 y TA con o sin estimulacion gonadotrépica se analizd la
distribucién de la poblacion folicular, para lo cual los ovarios se procesaron
comeo ya se describid,
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RESULTADOS

De 226 animales que fueron timectomizados a los |10 ‘dias‘de
edad, 135 (60%) superaron el periodo critico de supervivencia a las 96 horas y
44 (33%) de éstos presentaron timectomia completa. ‘ :

Dado que no se observaron diferencias significativas en la
apertura vaginal, el primer estro vaginal, la tasa de anlmale
numero de ovocitos liberados y el peso corporal y de los drganos ‘ ;
animales intactos (TA) y los sometidos a una operacmn simu!ada (OS)' Ios'
datos se reunieron en un sélo grupo llamado testigo (T) [Tabla 1

Tabla 1. Tasa de animales ovulantes (TAQ) y media + e.e.m, dela edad de la

apertura vaginal (AV), el primer estro vaginal, el nimero de ovocitos liberados,
el peso corporal (g) y el peso de los 6érganos (mg) de ratones testigo absoluto

(TA), con operacion simulada (OS) y testigo (T), sacrificados el dia del primer

estro vaginal.

TA 0os T
(n=10) (n=11) (n=21)

Edad de AV (dias) 29.8 £ 0.5 28.2+0.7 296 +04
Primer estro * 3.4+06 2.5+0.9 3.2+0.5
TAO 0/10 111 1/21
N° de ovocitos 0 3 3
Peso corporal 23.8+08 23.3+1.0 23.5+06
Ovarios 10.3+ 0.8 11.4+0.7 10.9+05
Utero 70.0+ 12.0 67.2+14.3 68.5 +9.2
Timo 149.4 £ 4.2 132.1+9.8 140.3 + 5.7

* dias posteriores a la AV
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I._Efectos de la timectomia realizada a los 10 dias de edad, sobre la

ubertad y la ovulacion espontdneas.,

La edad de la apertura vaginal espontanea de los ratones

timectomizados a los 10 dias de edad, mostrd un retraso significativo al

compararse con la del grupo T [Figura 6], mientras que el primer estro vaginal

fue similar entre ambos grupos experimentales (3.7+1.5 vs 3.240.5, NS).

ORI OO IO IO

Tx-10

3391009

29,6 £ 0.2

*p<0.05vs T
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o (=] (=} o
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Figura 6. Media + e.e.m. de la edad de la apertura vaginal de ratones testigo .
(T) y de timectomizados a los 10 dias de edad {Tx-10), sacrificados el dia del

primer estro vaginal,
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Enlos animales Tx-10 (n-10) el peso corporal y: del Gtero no se
modlfcaron de manera significativa respecto al grupo T (n—21) (peso corporal
23. 410 5 vs 23.540.6 g; Utero 76.6+11.0 Vs 68. 619 2 mg, NS}, en tanto que el
peso de’los ovarios fue menor comparado con el del testigo [Figura 7].

La ovulacién esponténea s6lo se présenfé en uno de los animales
del grupo testigo [Tabla 1] y en ninguno de los animales timectomizados a los
10 dias de edad.
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Flgura”7. Media + e.e.m. del peso de los ovarios de ratones testigo (T) y de
timectomizados a los 10 dias de edad (Tx-10), sacrificados el dia del primer
estro vaginal.
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il. Efectos de la_timectomia realizada a los 10 dias de edad, sobre la
pubertad y fa_ ovulacién _inducidas por_ _la___administracion__de

qonadotropinas.

a) Respuesta ovulataria a la administracién de 5 u.i. de PMSG.

Tanto los animales intactos (TA) como los timectomizados
tratados con 5 u.i. de PMSG a los 25 dias de edad adelantaron la edad de la
apertura vaginal, presentandose ésta, en la mayoria de los animales 48 horas.

después de la administracién gonadotrépica y el primer estro vagiﬁai“"{zjh:,‘ :

después de PMSG.

El tratamiento harmonal indujo la ovul’acién g

en ambos modelos experimentales comparados con el TA :28 Tabla 2]
Entre los grupos TA+PMSG y Tx-10+PMSG sélo el peso del»

titero mostrd diferencias significativas [Tabla 2.
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TA + PMSG Tx-10 + PMSG
188+ 1.7 18,7+ 3.2

Figura 8. Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados de ratones intactos
(TA) y de timectomizados a los 10 dias (Tx-10), tratados con 5 u.i. de PMSG a
los 25 dias de edad y sacrificados 72 h después de la administracion
gonadotrépica. .

Tabla 2. Media + e.e.m. del peso corporal {g) y de los dérganos (mg) de
ratones testigo absoluto (TA) y timectomizados a {os 10 dias de edad (Tx-10),
tratados a los 25 dias de edad con 5 u.i. de PMSG y sacrificados 72 h después
de la administracién gonadotropica, comparados con ratones testigo absoluto
sacrificados a los 28 dias de edad (TA-28).

TA-28 TA+PMSG Tx+PMSG

{n=9) {n=14) {(n=10)
Peso corporal 19.3+£0.5 22.0+0.7a 202+07
Ovarios 10.9+0.7 19.1+1.2a 18.6 + 1.5a
Utero 39.5+2.7 81.6+4.1a 62.1 +3.3a,b

a, p<0.05vs TA-28 b, p< 0.05 vs TA+PMSG
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b) Respuesta ovulataoria a la administracién de diferentes concentra-
ciones de PMSG.

Se administraron concentraciones de PMSG menores de 5 u.i. con
el objeto de encontrar aquella que provocara la apertura vaginal, pero no la
ovulacién y utilizarla como modelo para estudiar la respuesta de los ovarios de
los animales intactos y Tx-10 al tratamiento secuencial de PMSG y hCG.

Los resultados obtenidos en las hembras intactas tratadas con
diferentes concentraciones de PMSG, se muestran en la Tabla 3. La edad de
la apertura vaginal se presentd alrededor de las 48 h postratamiento en todos
los grupos experimentales independientemente de la concentracion de PMSG.
La tasa de animales ovulantes mostré un ligero decremento conforme dismi-
nuyé la concentracion de PMSG y solo fue significativamente menor con 1 u.i.
de esta gonadotropina. EI nimero de ovocitos liberados por animal ovulante,
disminuy6 con concentraciones de PMSG menores comparado con 5 u.i.

El peso corporal y del Utero fue similar en todos los gfupos A
experimentales, mientras que el peso de los ovarios de los animales tratados
con 1 ui. de PMSG fue menor al observado con el
concentraciones de ia hormona [Tabla 3). '

resto de las

Tabla 3. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m. de |a edad de la
apertura vaginal (AV), del nimero de ovocitos liberados y del peso de los
ovarios (mg) de animales intactos tratados a los 25 dias de edad con
diferentes concentraciones de PMSG y sacrificados a las 72 h después de la
administracion hormonal.

Concentraciones de PMSG
5.0 u.i. 2.0 u.i. 1.5 u.i. 1.0 u.l.
Edad de AV (dias) | 27.0 + 0.0 27.1+0.2 268 +0.2 26.8 £ 0.1
TAO 14/14 8/9 4/6 1/9a
N° de ovocitos 188 +17 11.5+1.5b | 10.0+2.0b 11
Ovarios 19.1+1.2 1641 1.4 20.9 + 0.9¢ 9.5+ 0.8a

a, p<0.05 vs todas las concentraciones
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En {os animales Tx-10 tratados con 1 u.i. de PMSG también se
presenté un adelanto en fa edad de {a apertura vaginal, no ovularon (0/12) y
el peso de los ovarios no se incremento.

¢) Respuesta ovulatoria a la administracién de 1 u.i.de PMSGy 3 u.i.
de hCG.

£l tratamiento secuencial de 1 u.i. de PMSG y 3 u.i. de hCG,
indujo la ovulacion en todos los testigos absolutos y en ta mayoria de los
animales timectomizados (1010 vs 7/8, NS), sin embargo el nimero‘de
ovocitos fiberados fue menor en los Tx-10 respecto a los TA con el misn'yio‘ .
tratamiento gonadotrdpico [Figura 9). :

No
15
. *

10 .

5

0 ] ;

TA+PMSG+hCG Tx-10+PMSG+hCG
10,9+ 1.1 6,1+ 0.7
% n<0.05 vs TA+PMSG+hCG

Figura 9. Media + e.e.m. del nimero de ovacitos liberados de ratones intactos
(TA) y de timectomizados a los 10 dias (Tx-10), tratados con 1 w.i. de PMSG a
los 25 dias de edad mas 3 w.i. de hCG 54 h después, sacrificados 72 h
posteriores a la PMSG. s

¢
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Las Lembras Tx-10 inyectadas con 1 u.i. de PMSG presentaron
menor peso corpdral que las tratadas con ambas gonadotropinas (19.741.0 vs
23.910.4, p<0.05).| Et peso de los ovarios de los animales intactos fratados con
PMSG y hCG se incrementé  significativamente respecto a los que sdlo
recibieron PMSG,|efecto que no se observd en jos Tx-1Q con fa misma
administracion hormonal [Figura 10].

i
mg ) | %
15-

10 1

Tx-10
PMSGE| | 10,8+ 0.5
PMSG+hCGER \ 12,6 +£0.8 10,6+ 0.8

* p<0.05 vs PMSG

Figura 10. Media + e.e|m del peso de los ovarios (mg) de animales intactos
(TA) y de timectomizadas a los 10 dlas de edad (Tx-10), tratados con 1 u.i. de
PMSG a fos 25 dias de edad o con 1 u.l. de PMSG y 54 h despues 3ul. de

hCG, sacrificados 72 h ppsteriores a la PMSG T

mmales intactos_

El peso del dtero fue slmllar en'
independientemente def tratamiento gonadotréplco mientras que en los Tx-10,

fue menor al administrar ambas hormonas [Figura 1 1]

35



mg
120 A
: mw
] 7 *
80- 7
] 2000
IS A LA
7Y
40 - 00
1 e
ALl
Y ;
Y4 Pa -
0
, Tx-10
PMSGES 100,7 + 8.1 776 £55
PMSG+hCGER 102,24+ 4.4 58,8 +6.4

% p<0.05 vs PMSG

Figura 11. Media + e.e.m del peso del Gtero (mg) de animales intactos {TA) y
de timectomizados a los 10 dias de edad (Tx-10), tratados con 1 u.i. de PMSG
a los 25 dias de edad o con 1 u.i. de PMSG y 54 h después 3 u.i. de hCG,
sacrificados 72 h posteriores a ja PMSG.

Hl._Efectos de fa timectomia sobre el crecimiento folicular.
a) Sin tratamiento hormonal.

El andlisis morfométrico de ia poblacion folicular de los ovarios
mostrd que en el animal Tx-10 el numero total de folicuios fue menor que el de
los TA. La distribucion de los foliculos por rango mostré un decremento
significativo en fos de 101-200 um de didmetro [Figura 12).

3%



Ne A
250

200 3
150 1
100

50 -

TA Tx-10
228,5 = 19.8 140,3£27.4

y B
NO
160

120 eveer
- . =
] B rbets; SESEONE

80

40

* n<0.05 vs TA

Figura 12. Media + e.e.m. del niimero total de foliculos (A) y media del nimero
de folicilos por rango (B) de los ovarios de animales intactos (TA) y de
timectomizados a los 10 dias de edad (Tx-10), sacrificados e! dia del primer
estro vaginal.
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Tanto en los animales intactos como en los Tx-10, el nimero de
foliculos sanos respecto al de los atrésicos fue similar (TA, 135.0+18.2 vs
93.8415.8; Tx-10, 71.0+18.8 vs 69.31£10.8, NS). '

b) Tratamiento con 5 u.i. de PMSG.

En los animales Tx-10 la admmnstracnén de 5 u.i. .de PMSG
incrementd el niimero total de foliculos efecm que no se observd er\ los
animales TA conel mlsmo tratamlento [Figura 13]. \

|

Ne. T a
3001 *

225 -
150 -

751

4

0
TA Tx-10 |
sin PMSGEZ 2285+ 19.8 140,31 27.4 \

con PMSGES 210,5+£22.86 236,1+ 18.1 \
* p<0.05 vs Tx-10

Flgura 13. Media + e.e.m. del nimero total de foliculos de animales intactos
(TA) y de timectomizadas a los 10 dias (Tx-10), tratados con 5 u.i. de PMSG a
los 25 dias de edad y sacrificados 72 h después de fa administracién
gonadotropica.
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Cuando se analizé la distribuclon de los foliculos por rango de los
anlmales Tx-10 se observo que el tratamlento hormonal indu;o un aumento en
los de 101-200 pm de daémetro [Flgura 14] ]

N° V4 d EEREROL |
T e
160 Sevsiesl
] BUTDIIRE
1203 T L
) EEbeueh :
1 EEENEEER
80 1 ISTARasy
; e .
40 - ] o B2 101-200
. i 201-300

301-400
> 400 ym

Tx-10 Tx-10 + PMSG
* p<0.05 vs Tx-10
Figura 14. Media del nimero de foliculos por rango de los ovarios de animales

timectomizados a los 10 dias de edad (Tx-10), tratados con § ui-de PMSG a
fos 25 dias de edad o sin tratamiento.

ui de -PMSG

incrementd e! nimero de follculos sanos en relacton a los atrésicos mlentras

En los animales TA, la ‘

que en fos Tx-10 el mismo trata ento hormona no‘ modifcé de manera
significativa la proporcidn de ambos tlpos de follculos [Figura 15]
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200 - *
150 -
100 4
50
o]
TA + PMSG Tx-10 +PMSG
atrésicosiza 578+7.7 99,3 £14.3
sanosim 152,3 £ 16.9 136,8 £ 22.8

* p<0.05 vs atrésicos

Figura 185. Media & e.e. m .del numero de foliculos sanos y atrésicos de los
avarios de animales mtactos (TA) Y. de tlmectomnzados alos:10 dias de edad
(Tx-10) tratados con 5 U.i7 de PMSG ‘a'los 25 dlas de edad, sacnﬁcados 72 h
después de la admmlstraclén ‘gonadotrépice B

en el rango de 201- A wer !
mayores de 400 pm fueron en su mayorla atresicos [Tabla = o
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A dlferencla de Ios anlmales |ntactos en Ios Tx-10 el numero de
foliculos “atrésicos fue signlf catlvamente'mayor a. pamr de: las 201 um de
diametro, El tratamlento con PMSG modlf cb esta d:stnbucion siendo

estadisticamente significativa en el rango de 101 a 200 pm [Tabla4).

Tabla 4. Media % e.e.m, del niimero de foliculos sanos y atrésicos por rango de
los ovarios de animales testigo absoluto (TA) y de timectomizados a los 10
dias de edad (Tx-10), tratados con 5 u.i. de PMSG o sin tratamiento.

Grupo 101-200pum { 201-300pum | 301-400pm ;| >400pm

TA sanos 96.8£11.0 12.8+1.5 10.6+2.2 4.320.6

atrésicos | 46.5+6.6* | 25.847.1 14.044.9 5.56¢2.6

TA+PMSG sanos 100.3+13.4 | 33.316.0 15.34£4.1 1.340.6

atrésicos | 16.845.9* | 18.54+2.2* 14.0+2.1 8.310.6*

Tx-10 sanos : 57.5+154 3.5¢1.7 5.3+1.8 2.0+0.4

atrésicos | 19.542.6% | 22.546.8* | 18.3+2.8* | 8.8+1.1*

Tx-10+PMSG |[sanos 107.5+£17.4 | 18.045.1 7.5+1.0 2.5%1.9

atrésicos | 38.0+9.2* 31.814.2 15.3+.3.3 | 13.543.3*

* p< 0.05 vs foliculos sanos

El analisis de la proporcién de foliculos sanos y atrésicos"por » :

rango mostré que en los ovarios del los animales intactos, el tratamientokcqn 5
u.i. de PMSG incrementd la proporcién de foliculos sanos en los rangos de’
101-200 y 201-300 Hm de didmetro, mientras que en el Tx-10 este efecto éélb '
se observé en el rango de 201-300 um (Figura 16]. :
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101-200 pm 201-300 pm 301-400 pm >400 pm
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*
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%
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Tx-10
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*
. LLl
"L - ]
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*p<0.05vs sin PMSG Csin PMSG ~ Mlicon PMSG
Figura 16. Proporcién de foliculos sanos por rango de los ovarios de animales intactos (TA) y de

timectomizados a los 10 dias de edad (Tx-10), tratados con 5 u.i. de PMSG a los 25 dias de edad o sin
tratamiento .
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¢) Tratamiento con 1 u.i. de PMSG.

En los animales Tx-10 la administracién de 1 w.i. de. PMSG indujo
un incremento en el numero. total de foliculos, mientras que en el TA no se
observo esta diferencia [Flgura 17]

Tx-10
sin PMSGED 228,5 £ 19.8 140,33+ 27.4
con PMSGE 227,8 £20.8 236,8 £ 32.2

* p<0.05 vs Tx-10

Figura 17. Media % e.e.m. del niimero total de foliculos de animales intactos
(TA) y de timectomizados a los 10 dias (Tx-10), tratados con 1 u.l. de PMSG a
los 25 dias de edad y sacrificados 72 h después de ia admimstracuén
gonadotrépica ;

La dlstnbucIOn de los faliculos por rango mostr un aumento en el '
numero de fo!lculos de 101a 200 y.de 01 a_ 300 Hm de dlémetro, aunque no
llegé a valores estadlstlcamente slgniﬂcatlvos [Flgura 18]
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Tx-10 Tx-10 + PMSG

Figura 18. Media del nimero de foliculos ovéricos por rango de animales
timectomizados a los 10 dias de edad (Tx-10) tratados con -
1 u.i. de PMSG o sin tratamiento. :

Cuando se admmlstré 1 ul de.
numero de follculos sanos respecto a los atrésicos.

(124 819 2 vs 103 0+14.8, NS), resultados slmllares se observaron en eI Tx-107'

conel mlsmo tratamiento hormonal (124 3120 0 vs 12 5:9:18 1, NS)

EI anélisis del ndmero de follculos por rango mostré que en eI

grupo TA la adminis&racién de’1 ui. de PMSG’ indu;o un aurﬁento sigmficatlvo T

en el numero de foliculos  atrésicos sélo en el rango de 201-300 pm de
didmetro, mientras que en el Tx-10 el mismo tratamiento lncrementé ambos

tipos de foliculos en todos los rangos {Tabla 5].
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Tabla 6. Media + e.e.m. del nimero de foliculos sanos y atrésicos por rango de
los ovarios de animales testigo absoluto (TA) y de timectomizados a los 10
dias de edad (Tx-10), tratados con 1 u.i. de PMSG o sin tratamiento.

Grupo 101-200um | 201-300pum | 301-400pm | >400um
TA sanos 96.8+11.0 | 12.8%1.5 10.542.2 4.310.6
atrésicos | 46.546.6* 25.847.1 14.0+4.9 5.5+2.6

TA+PMSG sanos 79.016.9 20.0£3.7 5.3x2.1 4.5£1.3
atrésicos | 52.3%x10.8 | 41.515.3* 5.541.8 1.840.6

Tx-10 sanos 57.5+15.4 3.5¢1.7 5.3+1.8 2.010.4
atrésicos | 19.54£2.6* | 22.5#6.8* | 18.3+2.8* | 8.8+1.1*

Tx-10+PMSG |sanos 72.3+8.0 | 30.0%10.3 8.8+2.8 4.0+2.7
atrésicos | 50.545.2* | 51.0+11.9 8.34£3.0 1.5£0.3

* p< 0.05 vs foliculos sanos

El andlisis de la proporcion de foliculos sanos y atrésicos por
rango mostré que en los ovarios del los animales intactos, el tratamiento con 1
u.l. de PMSG incrementd fa proporcién de los foliculos sanos mayores de 400
um de diametro, mientras que en el Tx-10 este efecto se observé desde el
rango de 201ym [Figura 18], . '
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*p<0.05vs sin PMSG CsinPMSG  Micon PMSG

Figura 19. Proporcidn de foliculos sanos por rango de los ovarios de animales intactos (TA) y de
timectomizados a Jos 10 dias de edad (Tx-10), fratados con 1 u.i. de PMSG a los 25 dias de edad o sin
tratamiento.

0-
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que en el ratén hembra
la ausencia: de| tlmo a pamr de Ios 10 dias de edad provoca retraso enla
pubertad, alteraciones en el crec:m;ento folicular y menor desarroﬂo de los-
ovarios, lo que )ndnc ue el timo participa, desde ‘la Ptapa infantil, en fa
cascada de eventos neuroendocrmos que culminan con a pubertad, -

1 ‘0‘ Implementado en este trabajo, no mostrd signos de
disgénesis ovarica de "ongen autoinmune lo cual coincide con lo descmo

cuando se timectomlza despues del dia siete de vida posnatal (N‘shrzuka y S

Sakakura, 1971). Con el uso del Tx-10 se evito {a desventaja que representa ia
degeneracién total del ovar(o lo que permitic el anélisis de! crecimienta
folicuiar en ausencla del timo. Probablemente también se modificaron Ias
caracteristicas neuroendocnnas del animal con timectomia neonatal, ya que
son en pante e} resuitado de ia pérdida progresiva del compartimiento folicutar
(Michael, 1983).

En el Tx-3 se ha propuesto que el decremento en el nimero de
folfculos en crecimiento se debe at dafio que provoca la timectomia sobre el
grupo de foliculos primordiales antes de los 10 dias de edad, interfiriendo
probablemente con el proceso de foliculogénesis (Kosiewicz y Michael, 1990).
L.a timectomia al dia 10 descarta esta posibilidad, ya que se ha descrito que la
foliculogénesis en el ratén se inicia alrededor del dia dos de vida posnatal y
probablemente culmina alrededor de! dia cinco (Peters, 1978; Kosiewicz y
Michaei, 1990). :

Al realizar {as timectomias se presentd una aita mortalidad durante la
intervencion quinirgica, asi como en las primeras 96 horas postoperatorias, lo
cual se debi6 en gran parte, a ta ubicacién anatomica del timo que hace dificil
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¢l acceso al mismo e incrementa el rlesgo dé m’b’rtalida' " Algunas de las

respiratorio. Esta idea es: apoyada .por. el‘, hecho : V,_k,‘ar'\i'males'
fivencia fu del100% '

obable Y jente. mﬂuyo en Ia dlsmmucuon

sometidas a una operacion sumulada ja superv el
Oftro factor lmportante qu

de |a tasa de supen/lvencla postoperatona'fue Ia edad de los ammales En
experiencias preliminares se ha observadc que la tolerancia qulrurgnca y
posterior recuperaclon es mayor. muentras mas cerca estén los anlmales de la

etapa neonatal. En este caso que se utmzaron animales de 10 dias de edad se

dificultd la extraccién completa del ,tlmo sin_ danar los érganos adyacentes ya

que es un 6rgano muy grande en proporcvon al peso corporal AI respecto, fa

mayoria de los estudios en “los® que se utuhza como modelo al - animal
timectomizado, no men onan cual es la superwvenc!a durante los “primeros

dias después de la operacion y sélo el grupo de Nishlzuka y Sakakura {1971)
mencionan que la tasa de mortalidad inmediatamente después dela operacion
no excedié el §%, sin’ embargo no sefialan sl hubo mortahdad durante la
intervencion quwurgica yen que propormén

Enla exploracubn de la region timica que se llevd a cabo durante la
autopsia, se tuvieron anlmales que presentaron restos de tejido. El analisis
histolégico mostrd que én la mayoria de los casos fueron ganglios linfaticos
por lo que se consideraron como animales con timectomia completa.

El és&éé . duir\]rgico provocado por la operacion simulada, no
modificé el proceso de pubertad ni indujo cambios significativos en el peso del
timo, del dual se ha descrito que es muy susceptible a situaciones de estrés
(Roitt y col., 1993; Hinojosa, 1994). '

48



EI retraso observado en la pubertad de las hembras timectomizadas
a los 10 dias de edad, probablemente se debe a una modiﬂcactén temporal en"'f
la secrecion de estrogenos por el ovario: y no a una dtsminucion ,” la_'l

concentracnon de los mismos como se ha descnto .en el ratén ﬂmectomlzado

al primer estro vagi :
que los estrégenos

a apertura
' L. 1992) observan
que Ios factores proteicos Iiberados in wtro por las celulas reticulo-epltehales
del: timo estuﬁulan Ia‘ esteroxdogénesns cuando se adiclonan al cultivo de
celulas de la granulosa Esta’ informacién permlte sugerir que la falta dei
estimulo timico desde la etapa infantil, retrasa la secrecion de estrégenos.

La extirpacién del timo a los 10 ‘d'ias'kde/'edad indujo un decremento
en el peso de los ovarios a la pubertad y una considerable disminucion del
crecimiento folicular, o que podria ser el reflejo de modificaciones en el patron
de secrecion de |as gonadotropinas. EI ‘hgcho que la respuesta ovulatoria ante
el estimulo gonadotropico (5 w.i/ de"PMS"G);hayérsldo semejante entre las
hembras timectomizadas y las intactas, apoyén esta posibilidad.

Una posible explicacién de los efectos de la timectomia sobre el
crecimiento foficutar, podria ser la faita del estimulo hormanal (timosina F5)
que tiene este drgana sobre la liberacion de la GnRH en el hipotalamo (Rebar
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y col. 1981). Se ha mostrado que la frecuencia de los pulsos de liberacuon de .
la GnRH juegan un papel substanclal para determinar el patron de secrecion.
e la. fase lnfantll (Ojeda y col., 1986). En esta fase, ia”

secreclbn ‘dekl necesaria para mantener y formar sus proplos

receptores en fpara ‘inducir un  substancial increme

actividad del .compl : étnco aromatasa ejerciendo asi un ',

(Dominguez y col "1991; Husueh y.col,! 1994) En este caso no obstante que |a
respuesta ovulatona ante el estimulo’ con‘5 u de PMSG fue similar entre Ios.

animales intactos Y. Ios tlmectomizados el desarrollo de los foliculos ovancos -

fue diferente, En la hembra-Tx-10 a PMSG promovié el crecumlento follcular .

incrementando principalmente el nim o‘de fol!culos pequenos mientras que

en los animales intactos ‘esta" hofmnna redujo Ia proporclén de atresia sin
cambios en el crecimiento foﬁcular Peters y col. (1975) descrlben en el ratén
adulto tratado con PMSG que el Incremento en el nGmero de foliculos
preovulatorios se debié aun dlsmmuclén en Ia propormén de foliculos atrésicos
grandes, mds que a-un aumento ‘en el nimero total de estos foliculos.
Resultados similares han sido descntos en'la rata prepuber en la cual la
administracién de PMSG permite que los follculos en crecimiento escapen de
la atresia (Braw y Tsafrlr: 1980 Vlllawcem:lo y Dominguez 1993). El hecho
que en los ratones Tx-10 no se presente un efecto similar al administrar 5 u.l.
de PMSG sugiere que el ﬂmd partiéipé en los mecanismos que modulan el
proceso de atresia en respuesfa alas gbnadotroplnas,
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La respuesta ovulatoria observada tanto en los animales intactos
como en |os timectomizados al administrérles 5 u.i. de PMSG, parece ser el
reflejo de una sobre estimulacion gonadotrdpica, sin embargo, las diferencias
observadas en la dinamica de la poblacion folicular entre los dos tipos de
animales abrid la posibilidad de que esta respuesta en el ratén Tx-10 fuera
diferente a la de! intacto ante un estimulo gonadotrépico menor.

En hamsters se ha mostrado que el tratamiento con concentraciones

supra-fisiolégicas de FSH induce la maduracién de un niimero supra-normal R

de foliculos, mlentras que con concentraciones bajas de esta hormona el"" :

numero de fonculos que maduran es menor (Moore y Greenwald 1974); Un

efecto SImilar pudo haber ocurrido en los animales |ntactos ya:

admlmstracién de concentraclones decrecientes de PMSG: provoco la”

dlsmlnucion progreswa de la respuesta ovulatoria.

Hage y col (1978) postulan que las altas concentracrones de FSH
presentes ékr‘i la etapa infantil son necesarias para que los foliculos reclutados
maduren, adqu:eran mayor capamdad esteroidogénica y posteriormente
algunos de estos: ovulen en Ia pubertad Tomando en consideracion que la
disminucién en el ntimero de foliculos en crecimiento que se induce con la
timectomia infantil, probablemente .es el refiejo de una deficiencia
gonadotrdpica, se puede sugerir - que el . grado de maduraciéon que alcanzan
los foliculos en el ratén Tx-10 con 1 u.i. de PMSG es menor que en el intacto.
El hecho que en los animales Tx-10 la cuota ovulatoria haya sido menor a la
de los intactos, ambos tratados en forma secuencial con PMSG y hCG, apoyan
esta interpretacion. :

También se ha descnto en la rata que existe un estado critico
durante el desarrollo folicular (200 a 400 pm de dlémetro) cuando los foliculos
requieren de altas. concentraclones de FSH para contlnuar su creclmiento y
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responder al pico de LH subsecuente. Los foliculos que no reciben la suﬂci‘ente
FSH durante este estado critico, estan destinados a la atresia (leshf‘ feld y -
Mldgley, 1978; Hsueh y col. 1994). El analisis de la poblaclén follcular de '

efecto pudo ser el responsable de |a dlsmlnucion en la respuesta ovulatona: :

observada en el animal timectomizado. s
Otra posibilidad es que los foliculos ovéncos del anlmal Tx-10;
presenten modificaciones en la reactividad a la LH ya que el aumento de Iav
FSH en la etapa infantil también esta estrechamente relacnonado con Iaf‘»
aparicion de receptores alaLH (Ojeday col 1980). :
En resumen el -decremento en la poblacién folicular en ér

que caracteriza al animal timectomizado a los 10 dias sugiere que a d
timo provoca una deficiencla gonadotropica misma que puede ser Ia causa

inicial de que los follculos aunque crezcan ante el estimulo gonadotrépico
exogeno, no pueden completar su maduracion, efecto que traducir[a en'una .

menor respuesta ovulatoria. S :
Ojeda y col. (1986) mencionan que la serle’de ev :ntos que\ se
suceden en la etapa infantil tlenen relevancia directa ,' ;
pubertad. Con base en esto es posible sugerir qUe las’alteraclones que
provoca la timectomia realizada a los diez dlas de edad son las responsables
de las modificaciones observadas en la pubenad S k
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CONCLUSIONES

En el ratdn hembra la ausencia de timo a partir de los diez dias
de edad:
- retrasa el i ini io
- dlsmlnuye el c ectmiento folicular, siendo los foliculos pequenos Ios mas

de la pubertad.

s un buen modelo '

experlmental par timo en el

desarvolio del ovario d I' animal prepube,

ndécrina ‘mas que ‘

por un ;
lnmunolégica
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