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1. RESUMEN

El Sistema Inmunoldgico estd relacionado con otros sistemas del
organismo, entre ellos, el Nervioso Central y el Endocrino. Estan comunicados
entre sl a través de neurotransmisores y hormonas, constituyendo uno solo: el
Neuroinmunoendocrina.

El sistema inmunolégico puede regular las funciones neuroendocrinas vy, a
su vez, el sistema neuroendocrino influye en el inmunolodgico, es decir, se
establece una interaccién bidireccional. Es asl que, entre [as hormonas del
sistema endocrino que intervienen en la regulacion del sistema inmunolégico se
pueden mencionar los glucocorticoides y las gonadotropinas, prolacting,
estrégenos y androgenos y, por otro lado, estan los factores producidos por el
sistema inmunolégico que influyen en el sistema endocrino como las
interleucinas, el interferén, timosinas y ofros factores timicos adn no
caracterizados totaimente.

Se ha demostrado que el timo de la rata conliene una fraccion que interfiere
con la union a fa gonadotropina coriénica humana (hCG) al receptor testicular, La
liberacion de esta fraccién al medio de incubacion de timo varla con |a edad del
animal (Reyes-Esparza, JA., y Romano, M.C. 1989) y son las células
reticuloepiteliales del timo las responsables de su produccién (Martin, D, y
Romano, M.C. 1992). Dado que el timo produce hormonas que participan en la
funcién inmunoldgica, se decidio investigar si se encuentran factores que regulan
la esteroidogénesis testicular. Para ello se obtuvo una fraccion timica a partir de
un extracto aceténico de timo de bovino (FTB) que se eluyd en una cofumna de
filtracion molecular (Sephadex G-75 superfino) obteniéndose fracciones

cromatograficas a las cuales se les probé su actividad biol6gica en bioensayos de



células de testiculo de rata adulta, previa concentracion en un sistema de
ultrafiltracion AMICON dotado de membranas de corte de 10 000 Da. Para
realizar el bioensayo, se obtuvieron los testiculos y se disociaran con colagenasa,
obleniéndose una suspension celular de la cual se tomaron 100 pl para cada
matraz que contenia medio de cultiva DMEM+ABS+XANTINA+HEPES, diferentes
dosis de la FTB y unadosis de hCG (1mU/ml) todo ésto se incubo a 34°C y en
periodos de tiempo de acuerdo al protocolo estahlecido para cada experimento.
Al finalizar los periodos de incubacion correspondientes se obtuvo el medio en el
cual se cuantificaron las concentraciones de testosterona por medio de
Radicinmuncandlisis. Los resultados muestran que la FTB no maodifica la
secrecion basal de testosterona secretada por las células de Leydig ya que se
mantiene sin cambio alguno, de las dos hasta las seis horas de incubacion; sin
embargo, maodifica la secrecion estimulada con hCG, es decir, inhibe su
respuesla. Ademds se observo que el efecto inhibitorio de la FTB era dependiente
de la concentracion de proteina, ya que a mayor cantidad de proteina mayor
inhibicion. EI efecto inhibitorio de la FTB se observé a partir de las dos horas de
incubacion hasla las seis horas. Se investigé también el efecto del Factor Timico
Humoral (THF-y 2). En presencia de THF-y 2 en el medio de incubacion no se
modificd la secrecion basal de testosterona. Sin embargo, en la secrecion
dependiente de hCG, se observo que a dosis altas de THF-y 2 se presentd una
ligera estimulacion de la secrecion de testosterona que es evidente entre las 3y 6
horas de incubacion, aunque no es estadisticamente significativo.

En este trabajo se demostrd que en el timo de bovino existe una fraccion
(FTB) que modula la secrecion de testosterona en células de lesticulo de rata

adulta in vitroy que el THF-y 2 no presenta el mismo efecto inhibitorio de la FTB.



2. INTRODUCCION

Historicamente, el campo de la inmunologia y la reproduccion se
consideraron como disciplinas biologicas separadas. La relacion entre estos
campos y las primeras investigaciones que revelaren dicha relacion se publicaron
al final del siglo pasado, cuando todavia no se identificaban los 6rganos primarios
y secundarios responsables de la inmunidad. Esos experimenlos fueron repetidos
varios aflos mas tarde, confirmandose que el peso y la morfologla del timo se
modificaban significativamente después de practicar la castracion de animales de
laboratorio. En 1898 Calzolari observé que la castracion del conejo producia
hipertrofia del timo. En aquel tiempo, esto parecié no considerarse de mucha
importancia. Sin embargo, setenta afios después de la publicacion de Calzolari,
sus investigaciones hablan empezado a reconocerse y a tomar enfasis las
interacciones entre el sistema inmunolégico y reproductivo. En 1938, Hugo Chiodi
hizo un andlisis de la influencia del timo cobre las gonadas y lo presentd en su
libro “El Timo en relacién con el crecimiento y la funcion sexual’, concluyendo
que la castracion producla una hipertrofia det timo tanto en ratas albinas
prepuberes como en adultas, ya que evitaba la involucion fisiologica del timo que
se produce alrededor de la pubertad. Demostré ademds que era un fendémeno
dependiente de las hormonas esteroides sexuales. A su vez, estudio la accion de
la timectomia sobre los 6rganos sexuales, sin embargo Chiodi llegé a concluir que
no quedaba todavia demostrado que la timectomia ejerciera alguna influencia
sabre la funcion sexual, dado que no habia conclusiones claras en los
experimentos realizados hasta esa fecha.

Posteriormente, se han reportado varios trabajos que apoyan la interaccién

entre los tres sistemas. el nervioso central, endoctine e inmunolégico,



constituyendo lo que se denomina sistema neurcinmunoendocring. Se sugirio
entonces que existe una compleja red conslituida de diferentes estructuras y
células capaces de emitir y recibir sefales bidireccionales y que parecen ser
reguladas por hormonas provenienles del eje hipotalamo-hipdlisis, gonadas y
timo.

Aunque este campo en parte fue definido en 1977, su origen es mucho mas
temprano ya que desde 1926, Metanikov y Chorine mostraron que, para
respuestas fisioldgicas similares, las reacciones inmunoldgicas podrian ser
condicionadas. La conclusién de estos estudios fue que el sistema nervioso
central participa en la respuesta inmunolégica. Con la integracion de las
neurociencias y la endocrinologla y el desarrollo del conceplo de siress se flega
a una posible explicacion del por qué el sistema inmunolégico puede estar
reguiado por e} sistema nervinso central. Dicha explicacion en parte reside en las
ohservaciones de Selye sobre la involucién del timo durante el stress. Ef timo se
reconoce actualmente como un importante érgano para la maduracién de los
finfocitos y por otra parte los glucocorticoides adrenales, que son liberados
durante el stress, producen importanies cambios en el sistema inmunolégico. Tal
vez, el avance mdas importante en neuroinmunoendocrinologia es el
reconocimiento de que el sistema inmune puede rnodular las funciones
neuroendocrinas, d través de una comunicacion hidireccional entre ellos, que se

mencion6 anteriormente (Blalock, J.E., 1989).



2.1, Sistema Neuroendocrino

Ef Sistema Nervioso constituye a fa vez el centro de regulacion y fa red de
comunicaciones def cuerpo. En los seres humanos lleva a cabo diferentes
funciones, una de ellas es la de estimular a los misculos para que produzcan ¢l
movimiento, regula el funcionamiento corporal, en unién con el sistema endocrino
tiene como funcion el control de los mecanismos de adaptacion que impiden que
distintos factores ambientales periurben ef equilibrio del organisia. Para cumplir
con sus objetivos de funcionamiento, posee sectores con caracteristicas
funcionales especificas, sus 6érganos sensoriales se han especializado para
percibir con extrema sensibilidad varias formas de energla que constituyen el
eslimulo adecuado de sus receptores (Ninomiya, J.G., 1991).

Se divide al Sistema Netvioso en dos pares principales: central y
periférico. El Sistema Nervioso Cenfral (SNC) es el centro de regulacion de
ambas partes del sislema nervioso, consiste en méduta espinal y encéfalo (bulbo
raquideo, mesencéfalo, diencéfalo, {elencéfalo y cerebelo). Todas las
sensaciones que requieren interpretacién y respuesta llegan desde los receptores
al sistema nervioso central, y por este ultimo pasan todos los impulsos nerviosos
que desencadenan fa confraccion muscular y 1a produccion de secreciones en las
giéndulas. Las prolongaciones nerviosas que conectan el encéfalo y la médula
espinal con receptores, musculos y gldndulas constituyen el sistema nervioso
periférico (SNP).

Asl, dentro del sistema nervioso central se encuentra el encéfalo, en el que
una de sus divisiones es el diencéfalo que consiste principaimente en dos
estructuras: el talamo y el hipotéiamo, este tltimo es una pequefa porcion del

diencéfalo. A pesar de su pequefio tamalo, incluye nicleos que regutan muchas



aclividades corporales, la mayor parte de ellas vinculadas con la homeostasis.
Como funciones principales tenemos que es el intermediario principal entre el
sistema nervioso y el endocrino, que son los dos sistemas de control més
importantes del organismo, El hipotdlamo se encuentra exactamente por ariba de
la hipdfisis, cuando el hipotdlamo recibe sefales de cambios corporales, libera
substancizs quimicas denominadas factores de regulacion, que estimulan o
inhiben, entre otras, 1a actividad de! 16bulo anterior de la hiptfisis. Este Giimo
liberard o retendrd las hormonas relacionadas con el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proleinas, o las vinculadas con la actividad sexual.

Desde el punto de vista filogenético, el hipotalamo es una estructura
antigua, que permanece constante en el cerebro de la mayoria de los vertebrados
terrestres. En el hombre, constituye menes del 1% del volumen total cerebral, sin
embargo, el gran nimero de circuitos neuronales que lo forman, participan en la
mayor parte de las funciones vitales, como el control de la temperatura corporal,
la frecuencia cardiaca, la presion arterial, la osmolaridad de la sangre y !a
ingestion de agua y alimentos. El hipotalamo es el sitio de integracion de dichas
funciones, para las cuales estos circuitos activan directamente a las neuronas del
sistema nervioso auténomo. Posee ademds una integracién con el sistema
endocrino, a través de las neuronas hipotaldmicas especlficas comunicadas con
la hipdfisis (Ninomlya, J.G., 1991).

2.1.1. Glandulas endocrinas

Hay dos tipos de gl&ndulas, aquellas denominadas exocrinas, ya que
liberan su secrecion en conductos que la transportan hacia cavidades o hacia la
superficie corporal; incluyen las glandulas sudoriparas, sebaceas, mucosas y

digestivas. Y otras llamadas endocrinas que liberan su secrecién en el espacio



digestivas. Y olras llamadas endocrinas que liberan su secrecion en el espacio
extracelular que rodea a las células secretorias, la que después pasa a los
capilares y de ahl a la sangre; las glandulas de este tipo incluyen la hipofisis,
suprarrenales, tiroides, paratiroides, pancreas, testiculos, ovarios, timo.
Conslderadas en conjunto constituyen el Sistema Endocrino (Fig 1).

l.as secreciones de las glandulas endocrinas reciben el nombre de
hormonas, soh moléculas sintetizadas y secretadas por células especializadas
que viajan por el lorrente sanguineo para ejercer su efecto en las células blanco a
cierta distancia de su lugar de origen; o bien actian en forma paracrina o
autocrina. La accién especifica de una hormona esld delerminada por la
presencia de receptores hormonales especificos en las ceélulas blanco. Sin
embargo, |a respuesta celular esla determinada por 1a informacion genética de la
célula en paricular. Debido a eslo, una misma hormeona puede tener una accion

diferente en tejidos diferentes.

2.1.2. Clases de Hormonas

Las hormonas lienen diversos tamafios moleculares, desde péptidos
pequefios hasta constituir protelnas. A partir de la relacion de las propiedades
quimicas de las hormonas con su accién fisiolégica, generalmente nos permite
dividirlas en:

1) proteinas y glicoprotelnas
2) esteroides
3) aminas 6 derivados de aminoacidos.

Las hoimonas peptidicas que pueden poseer desde 3 hasla 200 restos de

aminoécidos, incluyen a todas las hormonas del hipotalamo y de la hipdfisis, asl

como la insulina y el glucagon del pancreas. Las hormonas estervides, que son
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Fig 1. Ubicacion de las glandulas endocrinas que, en conjunto, constituyen el

Sistema Endocrino (Tomado de Ninomiya. Fisiologla Humana. 1991).



liposolubles, comprenden a fas hormonas adrenocorticales, los androgenos y los
estrégenos. Las hormonas con funcion amina, son compuestos pequenos,
solubles en agua que contienen grupos amino, comprenden enfre ofras a las

hormonas tiroideas (Tabla 1).



Péptidos y Proteinas

Glicoprotelnas Polipéptidos Esteroides Aminas
Hormona Hormona
ioliculo-estimulante | Adrenocorticotropina Aldosterona Epinefrina
(FSH) (ACTR)
Cortisol Norepinefrina
Hormona Oxitocina
luteinizante (LH) Estradiol Tiroxina (T4)
Prolactina
Gonadotropina Testosterona Dopamina
coriénica-humana Glucagon
(hCG) Vitamina D
Vasopresina (ADH)
Hormona Somatostatina
estimulante de la
tiroides (TSH) Hormona
paratiroides
Hormona
estimulante de los
melanocitos (MSH)
Insulina
Hormona de
crecimiento
O ]

Tabla 1. Clases de hormonas hasadas en su eslructura (Tomado deGreenspan.
Basic and Clinical Endocrinology. 1986).
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l.a hipdfisis secreta hormonas que regulan tantas actividades corporales
que se le ha llamado "glandula maestra" La hipéfisis se localiza en el cerebro,
inmediatamente detrds del quiasma optico, como una prolongacion del piso del
hipotdlamo. Es una estructura de forma casi esférica y de s6lo 1.3 cm de
diametro. Se aloja en |a silla turca del esfencides y esté unida al hipotalamo por
medio del infundibulo que tiene forma de tallo,

La hipéfisis esta dividida, desde el punto de vista estructural y funcional, en
l6bulos anterior y posterior, ambos conectados con el hipotalamo. El l6bulo
anterior 0 adenohipdfisis deriva del endoderma, contiene numerosas céluias
epiteliales glandulares y constituye la parte glandular de la hipéfisis, un sistema
de vasos sanguineos 1a conecta con el hipotadlamo. El i6bulo posterior o
neurohipofisis deriva del ectodermo e incluye los extremos axénicos de neuronas
cuyos cuerpos celulares se localizan en el hipotalamo, el tejido de sostén de
dichas fibras consiste en células gliales (neuroglia). El lébulo anterior de la
hipofisis libera hormonas que regulan diversas actividades corporales, desde el
crecimiento hasta la reproduccién. Tal liberacion es estimulada o inhibida por
sustancias quimicas secretadas por el hipotadlamo, que reciben el nombre de
factores de regulacion, como anteriormente se mencioné. Desde ia cuarta o
quinta semanas del desarrollo en los embriones humanos se empiezan a
encontrar algunos neuropéptidos hipotaldmicos relacionados con el control de las
secreciones de la hipéfisis anterior; son factores liberadores o inhibidores de
dichas secreciones (Fig 2).

A su vez la hiptfisis anterior secreta una diversidad de hormonas que
regufan a otras glandulas endocrinas (hormonas tréficas) o influyen de manera
directa en el metabolismo de los tejidos blanco, no endocrinos. Asi, la extirpacion
de la hipdfisis es seguida por atrofia de glandulas y 6rganos sexuales, por

involucion de la tiroldes, paratiroides y corteza suprarrenal y una consecuente
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depresion de sus funciones. Ademas hay trastomos directos en el metabolismo de
proteinas, lipidos y carbohidratos.

La secrecion hormonal de la hipofisis anterior es modulada por faclores u
hormonas reguladoras producidas en el hipotdlamo. La eminencia media del
hipotdlamo esta conectada directamente a la hiptfisis por el tallo hipofisiario.
Dentro de este tallo se encuentra un sistema porla de vasos sanguineos
necesarios para mantener la aclividad secretoria normal de la glandula hipéfisis.
Los factores reguladores que se ariginan en las terminaciones de las fibras
nerviosas hipotalémicas son transportados a fravés de los capilares de la
eminencia media, que desembocan en los vasos porta gue los conducen a la
hipofisis anterior. Se han descrito faclores reguladores que pueden afectar la
sintesis, asl como la secrecién de hormonas hipofisiarias especificas.

La funcidén mas caracleristica de la hipofisis anterior es la elaboracion de
hormonas que influyen sobre las aclividades de otras glanduias endocrinas,
principalmente las que tienen que ver con la reproduccion vy el stress. A eslas
hormonas se les ha liamado hormonas tréficas las que son transportadas por la
sangre a otras glandulas blanco e intervienen en ¢! mantenimiento del estado
tréfico de las mismas y regulan la produccion de sus respectivas hormonas en el
organo blanco. Por esta razon, ocurre la atrofia y la declinacion funcionai de
muchas glandulas endocrinas en el hipopituitarismo o después de la
hipofisectomla.

Las hormonas secretadas por la adenchipdfisis que estimulan las gonadas
son llamadas gonadotropinas, entre ellas, la hormona estimulante del foliculo
(FSH) y la hormona luteinizante (LH), substancias troficas que influyen sobre la
funcién y maduracion del testiculo y del ovario. Su secrecion es regulada por un

solo factor liberador hipotaldmico, la hormona liberadora de las hormonas
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Fig 2. La hipdfisis mostrando el [6bulo anterior y posterior en los cuales se divide
(Tomado de Barr, El Sistema Nervioso Humano: un punio de vista

anatomico. 1986).
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hieinizante y estimulante del foliculo (LH/FSH-RH) también llamada hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH). La LH/FEH-RH actua directamente sobre
fa hiptfisis para aumentar el monofosfalo de adenosin ciclico (AMP:) vy la
liberacion de las gonadotropinas.

A grandes rasgos, la FSH se une a receptores especificos sobre la
membrana plasmética de sus céulas blanco, provocando la activacién de la
adenilatocictasa y el aumento del AMP;. Promueve el desarrollo folicular,
prepara al foliculo para la accién de la LH y favorece la produccion de
estrogenos a través de la induccion de la aromatasa que convierte testosterona a
estradiol . En et hombre, estimula el crecimiento del tubulo seminal y desempefa
un papel importante en las etapas primarias de la espermatogénesis. La LH, por
el contrario, estimula en la mujer la maduracion final del foliculo de De Graff, la
ovulacion y el desarrollo del cuerpo amarillo. En el hombre estimula la produccion
de testosterona por el tesliculo, la cual con la dihidroxitestosterona (DHT),
producto de la biotransformacién de iestosterona, a su vez mantiene la
espermatogénesis y activa el desarrollo y mantiene el trofismo de los drganos
sexuales accesorios tales como los vasos deferentes, la prostata y las vesiculas
seminales.

La LH se une a receptores especificos para esta hormona, presentes en las
células liteas e intersticiales, que no son afectadas directamente por la hormona
estimulante del foliculo, porque no poseen receptores para la misma, La LH y la
FSH pueden sensibilizar a las células blanco, aumentando e! nimero de
receptores especificos a los cuales se enlazan los esteroides sexuales y por lo
tanto modifican indirectamente las acciones androgénicay estrogénica.

l.a relacidn entre el hipotédlamo y las génadas se demuestra cuando, al
extirpar las gonadas, se produce una mayor cantidad de factores liberadores del

hipotalamo, al punto de una hipertrofia de las células productoras de estos
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factores. Por olra pare, cuando se aplican hormonas esteroides en cantidades
elevadas, directamente al hipotalamo, éste reacciona produciendo menor nimero
de factares liberadores,

Como ya se menciono anteriormente, 10s sistemas nervioso y endocrine de
los vertebrados actuan coordinadamente en los procesos reproductivos. i
sistema nervioso regula al organismo por medio de la fransmision de impulsos
eléclricos a {ravés de las neuronas, en tanto que el otro sistema origina cambios
en el funcionamiento corporal mediante la liberacion de mensajeros quimicos
llamados hormonas. La percepcion de estimulos ambientales se realiza a través
del sistema nervioso e incluye el paso de la informacion desde los receptores
sensoriales hasta el cerebro. Al llegar al hipotalamo, la informacion neural induce
la actividad de las células neurosecretoras fas cuales producen mensajeros
guimicos denominados factores liberadores. Estos llegan a la hipofisis y
determinan la sintesis y liberacion de las hormonas llamadas gonadotrépicas,
cuyo deslino es la génada. Su efeclo es estimular la produecion de esteroides
sexuales en la gonada que se comporta como drgano endocring y de produccion
de gametos. Lo anterior conslituye el Hlamado eje hipotdlamo-hiptfisis-génada
(HHG).

2.1.3. El sistema endocrino relacionado a la reproduccion

Ef sistema endocrino es de capital importancia para la induccion de las
caracteristicas propias del sexo, requiriendo para esta finalidad de la instalacion
de mecanismos finos de regulacion entre la giandula hipofisiaria y las gonadas.
Por lo que, las hormonas de naturaleza proteica producto de la sintesis y
secrecion de la hipofisis, ejercen sus efectos a nivel de los 6rganos blanco a

traves del inicio de una serie de eventos bioguimicos que ocurren en la membrana



e interior de la célula y que resultan en 1a expresion de su actividad biologica. En
particular, fas gonadotropinas hipofisiarias. LH, FSH y hCG son las responsables
del desarrollo de los foliculos ovdricos, del ciclo menstrual y det aporte hormonal
en el embarazo temprano en la mujer, asi como del proceso espermatogénico y
de la actividad hormonal del testiculo en el varén y de los correspondientes
procesos en los mamiferos, es decir, representan en ambos sexos, el principal
estimulo para fas funciones desempenadas por ¢l tejido gonadal.

La LH, también llamada hommona estimulante de 1as o¢lulas intersticiales
por su capacidad para estimular a las células intersticiales testicutares (células de
Leydig) pertenece, como ya se menciond, a la familia de hormonas giicoproteicas
cuya estructura consiste de dos subunidades o dos cadenas polipeptidicas,
designadas como o y f Las cadenas «a son idénticas en su estructura, sin
embargo existen diferencias sustanciales en las cadenas f§. La subunidad o
esta constitufda por 96 residuos de aminoacidos, al igual que la hormona
estimuiante de la tiroides (TSH), FSH y hCG; pero cada hormona tiene una
diferente subunidad f3 que es especifica en el momento de reconocer los
receptores del tgjido en el cual actua la hormona. Si a dichas hormonas se fes
separa la subunidad f ésta es biolégicamente inactiva y solo recupera su
actividad después de combinarse con la subunidad o 1.a subunidad § de |.H
tiene 115 residuos de aminoacidos, su peso molecular es de aproximadamente
28 000 Da, del cual 12-14 % son carbohidratos (glicoproteina). Estudios
estruclurales de las subunidades o y p indican que son producto de sintesis
dependiente de diferentes genes, siendo la produccion de las subunidades § el
paso limitante en Ia biosintesis de estas hormonas. Las subunidades o de LH,
FSH y hCG, al igual que las subunidades f§ de FSH y hCG contienen dos grupos
de carbohidratos unidos a residuos de asparagina. Por su parte, la subunidad f§

de L.H solo contiene un grupo de ofigosacaridos unido covalenlemente a estos
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aminoéacidos. Por ofra paite, la subunidad B de hCG conliene cuatro grupos
adicionales de carbohidratos unidos a residuos de serina. Debido a la presencia
de cinco pares de uniones disulfuro en las subunidades o y de seis pares en las
subunidades [} las gonadotropinas hipofisiarias son de naturaleza globular
(Larrea et al., 1988).

La LH es secretada a la circulacién en episodios, por pulsos cuya
frecuencia depende de cada especie, es decir, que |a secrecion de .H por pulsos
ocurre aproximadamente cada 20 minutos en las ratas y cada 60 minutos en
monos. La frecuencia de pulsos de LH es el reflejo de la frecuencia de pulsos
liberados por la GnRH del hipotalamo.

La primera etapa en la accion de una hormona es su unién a una molécula
especifica o a un conjunto de moléculas llamado receptor, que se halla localizado
sobre la superficie de la célula o en el citoplasma de la célula blanco. Este
receptor posee una especificidad muy elevada y afinidad por su molécula
hormonal (Leningher, A.L., 1989). Asl tenemos que la secrecion de testosterona
por las células de Leydig es estimulada por LH. Los receptores para LM se
encuentran en dichas células, y en la mayoria de los mamiferos un incremento en
la secrecion de LH es seguido por un aumento de la producion de testosterona,

La accion de LH es mediada a través de la formacion intracelular del AMP. el
cual estimula, a través de la proteina cinasa c, la activacién de numerosas
reacciones celulares, una de 1as cuales es la secrecién de testosterona.

Los receptores para LHMCG, pueden ser cuantificables en el testiculo de la
rala en edades tan tempranas como los primeros 15 dias de vida intrauterina.
Esto indica ia presencia, en la célula de Leydig del testiculo fetal, de los
elementos necesarios para la biosintesis de la testosterona en respuesta a la
estimulacion con LH. La constante de asociacién de hCG marcado con 125 | al

receptor en el testiculo es de aproximadamente 2 x 1070 M-, indicando su
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elevado grado de afinidad por fa gonadotropina corionica. La cuantificacién de los
sitios de unién para LH/MWCG en las células de Leydig utilizando andlisis por
saturacién indican que la célula tiene la capacidad de unir en exceso a 1a LH/hCG
en relacibn a su capacidad de estimulacion y produccion de testosterona
existiendo alrededor de 20, 000 sitios de unién por célula (Dufau, M.L., 1988).
Algunos estudios a este respecto han indicado que la ocupacién de
aproximadamente el 1% de los sitios totales de union es suficiente para producir,
ante el estimulo hormonal, la maxima respuesta en términos de produccion de
esteroides (Larrea et al., 1988).

Especificamente en el macho, los receplores para LH y hCG se han
identificado y caracterizado Unicamente en la membrana plasmatica de la célula
de Leydig. Estos receptores no se han encontrado en otras células del testlcuio u
olros tejidos del organismo (Catt, 1975). En la hembra, en cambio, se han
localizado en las céluias intersticiales, de la granulosa, y de la teca del ovario.
Los receptores a LH unen tanto LH como hCG con alla afinidad, sin haber

diferencias entre ellas, pero no se unen a ofras hormonas peptidicas como FSH.

2.1.4. Las hormonas esteroides sexuales

Las hormonas esteroides desempenan un pape! esencial en la regulacion
de multiples procesos biolgicos en los mamiferos, entre los que destacan la
homeostasis hidroelectrolitica, el dimorfisimo sexual y la funcién reproductiva.

La mayor parte de estas hormonas se biosintetizan en las glandulas de
secrecion interna (suprarrenal, ovario y testiculo) y en otros érganos que también
lienen actividad esteroidogeénica como la placenta, el higado fetal y el hipotélaino.

Se clasifican de acuerdo con su actividad bioldgica en cinco grupos:



a) progestinas (C,, ), b) glucocorticoides  (C,, ), c) mineralocorticoides (C,, ),
d) andrégenos (C,, ), e) estrégenos (C,,).

l.os androgenos participan en el desarrollo del fenotipo masculino durante
la vida intrauterina y de la virilizacién, espermatogénesis y desarrollo de las
estrucluras sexuales secundarias masculinas en el adulto. Los principales
andrégenos naturales son la androstenediona (A), la testosterona (T) y la DHT,
los cuales se sintetizan fundamentalmente en el testiculo, en la corteza
suprarrenal y en el ovario (Williams, RH., 1985). De los anteriores, la
testosterona ejerce diversos efectos en el organismo, ya que regula el desarrollo,
el crecimiento y la conservacion de los 6rganos sexuales masculinos, estimula el
crecimiento Oseo, la conducta sexual, la maduracion completa de los
espermatozoides y la aparicion de las caracleristicas sexuales secundarias en el
varén. Es producida principalmente por las células intersticiales o de Leydig del
testiculo. la testosterona es el principal andrégeno secretado por el testiculo
maduro. El hombre joven normalmente produce cerca de 7 mg por dia. Esla
cantidad disminuye con la edad, asi que alrededor de los 70 aflos de edad la
produccion de testosterona disminuye a 4 mg por dia. El testiculo también secreta
androstenediona, la cual se considera menos potente que la testosterona, asi
como algunos estrogenos. Al igual que otras hormonas esteroides, |a testosterona
en sangre circula unida a protelnas del plasma, en {anlo que solo cerca del 2% al
3% esta presente como hormona libre. Cerca de 50% esta unida a la albumina y
alrededor del 45% ala globulina unidora de hormonas sexuales (SHBG), |a cual
también es llamada globulina unidora de testosterona-estradiol (TeBG). Esla
glicoproteina une tanto estrégeno como testosterona. Su concentracion en el
plasma se incrementa por esirégenos y disminuye por andrégenos.

Consecuenterente, la SHBG es dos veces mas abundante er [a circulacion de la
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mujer que la del hombre, La testosterona que no se une a las proteinas del
plasma pasa por difusion a los capilares hacia las células blanco.

En algunos aspectos, la testosterona puede ser considerada como una
prohormona porque es convertida en tejidos extratesticulares a otros esteroides,
que regresan al torrente sangulneo. En la piel y las células blanco del tracto
reproductivo masculino, la testosterona puede reducirse a un potente andrégeno,
dihidrotestosterona, en la reaccion calalizada por la enzima So-reductasa. La
dihidrotestosterona en sangre tiene una abundancia del 5% comparada con la
testosterona y se deriva del metabolismo periférico de 13 testosterona. También,
parte de |a testosterona es metabolizada a estradiol (Fig 3). Una variedad de
células, incluyendo algunas del cerebro y tejido adiposo entre ofros, puede
convertir testosterona y androstenediona a estradiol y estrona. Estos estrogenos
tal vez producen efectos celulares que son algunas veces opugstos o diferentes a
los producidos por la testosterona. La concentracion de estrogenos en sangre de
un hombre normal es similar a la de mujer en la fase folicular temprana del ciclo
menstrual. Alrededor de dos terceras partes de estos estrégenos son formados a
parlir de andrégenos fuera del testiculo. No se conoce como se regula este
proceso. En otros tejidos, incluyendo el higado, Ia reduccion catalizada por ta 5p-
reductasa destruye la potencia androgénica. El higado es el principal sitio de
degradacion de testoslerona y la libera hacia la sangre en forma de sulfato
soluble en agua o conjugados con &cido glucdnico para luego ser excretados en
la orina (Goodman, H.M., 1994).
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Fig 3. Estructura quimica de la testosterona, la cual puede ser reducida a
dihidrotestosterona y metabolizada a estradiol (Tomado de Williams.

Tratado de Endocrinologia. 19886).
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Las hormonas estercides ejercen sus efeclos en los 6rganos blanco, que
poseen receptores intracelulares para las mismas; la comunicacion quimica
intercelular incluye entonces la unidn de la molécula mensajera, en este caso una
hormona esteroide, a un receptor que es una proteina. A diferencia de la mayoria
de los mensajeros quimicos que se urien a receplores localizados en la superficie
celular, las hormonas esteroides son capaces de alravesar la bicapa lipidica de la
membrana celular. Las moléculas mensajeras pueden ser clasificadas, con base
en su solubilidad en agua, en hidrofilicas (neurotransmisores, la mayoria de las
hormonas, mediadores quimicos locales) ya que no pueden cruzar la bicapa
lipldica de la membrana, por lo que actian uniéndose a proteinas receptoras
especlficas localizadas en la superficie de las células blanco. La union a
receptores membranales da por resullado la generacion de los liamados
segundos mensajeros como AMP¢, GMP. , Ca2+*, fosfatidilinositol, etc, que son
moléculas intermediarias que transmiten el mensaje dentro de la célula (Alberts
ef al., 1989). Las hormonas esteroides son, en cambio, moléculas hidrofdbicas,
por lo que, una vez liberadas de sus proteinas acarreadoras que les confieren
solubilidad, pueden atravesar facilmente por difusion la membrana plasmética de
las células blanco. Estas hormonas se unen a receptores intracelulares
especificos y forman complejos esteroide-receptor en el nicleo celular o bien en
el citoplasma y luego fraslocados al nicleo, donde interaccionaran con la
cromatina nuclear y provocaran cambios a nivel transcripcional, mismos que se
traducen en cambios en la sintesis proteica, y que dan por resuitado final la
expresion del efecto celular de {a hormona (Rodriguez-Manzo, G., 1993) (Fig 4).

Los estudios bioquimicos sugieren que los receptores a esteroides, a
hormonas tiroidecas y a cietas vilaminas como la D3 y el é&cidc
retinoico, perlenecen a una familia de profeinas reguladoras de genes que

funcionan como transductores de sefales y como factores de transcripcion
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Fig 4. Union de las hormonas esteroides a receptores intracelulares especificos

{Tomado de Greenspan. Basic and Clinical Endocrinology.1986).



(Evans, R.M., 1988., Petkovich el al., 1987). La clonacion molecular de estos
receplores mostré que estas proteinas pertenecen a una superfamilia que parece
actuar a través de un mismo mecanismo (zvans, R.M., 1988). Se cree que los
receplores a esteroides son sintetizados en los microsomas citoplasmicos a pair
de ARN mensajero. |.os receptores a glucocorticoides, progesterona, lestosterona
y eslrogenos pueden ser aislados del citosol en ausencia del ligando
correspondiente, mientras que después de la adicion de la hormona, estos
receplores s6lo pueden ser exiraidos del nucleo. De acuerdo con estos dalos, se
propuso que los receptores citoplasmicos, al unirse a la hormona, son traslocados
rapidamente al nicleo (Tuohimoa et al., 1988; Wikstrom el al., 1987). Por ello se
consideré que los miembros de esta superfamilia podrian clasificarse en dos
grupos: aquellos cuyo receptor estaba localizado en el citoplasma (hormonas
esteroides) y en los que fa union a fa hormona daba por resultado su traslocacion
al nticleo y aquelios en los que la unibn ligando-receplor se llevaba a caho
directamente en el nacleo. Sin embargo, con el desarrollo de anticuerpos
especificos antihormona se encontré que los receptores que hablan  sido
clasificados como citopldsmicos, apareclan con esias técnicas, como
predominaniemente nucleares, ain en ausencia de la hormena, por to que
actualmente se considera que {a mayoria de los receptores de esta familia son de
hecho nucleares. De cualquier manera, 1o que sl es claro, ¢s que el complejo

hormona-receptor reside en el nticleo (Rodriguez, M.G., 1993).
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2.1.5. Biosintesis de hormonas esteroides

La formacién de hormonas esteroides a partir del colesterol, un compuestc

de 27 atomos de carbono, implica una serie sucesiva de cambios inducidos
enzimaticamente que resultan en su transformacion a compuestos de 21 atomos
de carbono {progesterona, glucocorticoides y mineralocorticoides), de 19 atomos
de carbono (andrégenos) y de 18 atomos de carbono (esirégenos).
l.a estructura quimica es; el nucleo basico de los esteroides son cuatro anillos
aromaticos, tres ciclohexanos (A,B,C) y un ciclo pentano (D), toda la molécula es
conocida como ciclopentanoperhidrofenantreno. Sobre esie nicleo se agregar
cadenas lalerales que determinan las distintas clases de esteroides. El
compuesto de 27 dlomos de carbono (C,, ) con nlicleo colestano y grupos metilo
en posicién Cio y Cis y una cadena de 8 carbonos en Cis, corresponde al
colesterol, Partiendo de éste se forman los.compuestos de 21 atomos de carbono
(C,,) correspondientes al nucleo pregnano, por pérdida de un segmento de la
cadena lateral entre Czo y C22. Estos compuestos por su actividad biolégica se
llaman progestinas, por ejemplo pregnenolona, progesterona, 17-OH
progesterona, 20-dihidroprogesterona. L.a pregnenclona es importanie porque es
el primer paso de la hiosintesis de las hormonas esteroides. Las progestinas dan
origen a los androégenos por perdida de la cadena en Ci7 10 que origina los
compuestos con nicleo androstano (C,, ). Los estrégenos, por su parte, han
perdido el grupo metilo del Cio, tienen 18 carbonos (C,, ), su anilio A esla
aromatizado y su nucleo basico es el estrano (Fig 5).

El testiculo secreta una variedad de esteroides los cuales son sintetizados
a partir def colesteroi. Uno de los principales es la testosterona, producido

especificamente por las células de Leydig. La testosterona, como ya se
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Fig 5. Estructura quimica de fas hormonas esteroides (Tomado de Williams

Tratado de Endocrinologia. 1986).
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menciono, estd clasificada como un androgeno puesto que estimula los
caracteres sexuales secundarios en el macho. La sintesis de testosterona
procede a través de una via biosintética, parle de la cual es comun para la
mayoria de los esteroides secretados por las glandulas endocrinas, mientras que
el producto final es determinado por la composicién enzimatica del tejido.

Ei colesterol es un precursor obligado en la biosintesis de hormonas
esleroides. Existen tres origenes del colesterol para ser utilizado por las células
esteroidogénicas:

-sintesis del colesterol a partir del acetato (sintesis de novo)

-lipoproteinas

-pozas intracelulares de ésteres del colesteral (en las inclusiones de lipidos del
citoplasma).

Todos los tejidos que sintetizan a las hormonas esteroides tienen la
capacidad para producir colesterol de navo, sin embargo, estudios recientes han
indicado que el colesterol extracelular, componente importante de las
lipoproteinas plasmaticas, es el preferentemente utilizado para la bhiosintesis de
las diferentes hormonas esteroides. Bajo ciertas circunstancias la sintesis de novo
del colesterol a partir de moléculas de acetato representa la principal fuente del
precursor {colesterol) para la produccién de las hormonas esteroides, ya que
existen evidencias que indican que las células de Leydig de roedores utilizan el
colesterol sintetizado endégenamente (a partir del acetats) como sustralc
primario para la esteroldogénesis (Fig 6).

El primer paso en la rula de biosintesis de los androgenos lo constituye la
conversion, de colesterol a pregnenclona. El colesterol es hidroxilado en posicion
22 y 20, lo que permite el corte de la cadena lateral formando un compuesto C,,

y liberando aldehido isocaproico, diche paso es selectivamente activado en el
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testiculo del adulto por la LH de la hipéfisis anterior, mientras que durante la vida
embrionaria es activado por la hCG de origen trofobldstico. Este proceso implica
la participacion de los siguientes componentes: a) citocromo P-450, proteina de
tipo hemo que hidroxila y puede corlar las uniones carbono-carbono (P-450,.)
b) una flavoproteina, flavina adenina dinucleélido (FAD) como transportadora de
electrones, y ¢) una proteina de tipo hemo, que acttia como intermediario entre
las dos primeras.

Se necesitan tres moles de Oy y de NADPH para formar un mof de
pregnenolona. Todo este proceso se produce en la membrana interna de las
crestas mitocondiiales. Se considera que el colesterol se une a la P-450,. v
sufre las dos hidroxilaciones sin que se liberen los compuestos intermedios hasta
formar pregnenolona (Fig 7). La pregnenolona puede transformarse en dos
compuestos, por dos diferenles rutas o vias metabolicas dependiendo del 6rgano
endocrino y/o de la especie. Estas vias se han designado como A5 (5-ene) y A4
{(4-ene) segun |a localizacion del doble enlace de los compuestos intermediarios.
Se ha podido establecer que la biosintesis de testosterona, a parir de
pregnenolona en las células de Leydig del testiculo fetal y adullo de humano,
conejo y del perro, opera fundamentaimente, aunque no en forma exclusiva, por
lavia A5, mientras que el de la rata preferentemente utiliza la via A4 (Saez, JM.,
1894). Una altemnativa es ser transformada a progesterona, este paso se lleva a
cabo en el reticulo endopldsmico liso y requiere la participacion de un complejo
enzimatico microsomnal, la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, A 6-4 isomerasa
(3p-HSD). La actividad de la deshidrogenasa y de la isomerasa no han podido ser
separadas en células de mamiferos, por lo que se considera que una sola
proteina tiene ambas funciones. La reaccién es irreversible en condiciones
fisiologicas y requiere NAD* como aceptor de electrones. La ofra alternativa

es ser metabolizado por el complejo 17 « hydroxilasa, C,,,, liasa. Esta esun
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citocromo P-450 (P-450 C,, ) que tiene a funcion de hidroxilar y cortar la union
carbono-carbono, tal como se describe para el caso del colesterol, pero en este
caso la hidroxilacin es en posicion C,, y el corte en la unién 17-20. 1.a enzima es
microsomal y requiere NADP® y s6lo FAD como transportador de electrones. LLos
subsiratos de esta enzima pueden ser pregnenolona y progesterona y los
productos seran dehidroepiandrosterona (DHEA) 6 androstenediona, ambos
androgenos con C,,. En este proceso se produce la liberacion de acelaldehido.
La DHEA puede ser transformada a andrasienediona por accion de la 33-HSD. La
via metabolica que va desde pregnenolona a DHEA se le conoce como A% (5-
ene), mientras que {a secuencia que pasa por progesterona para terminar en
androstenediona como A4 (4-ene).

Los andrégenos (4-ene-C,; ) son susceptibles de ser aromatizados y
transformados a estrogenos (C,, ). El complejo enzimético aromatasa es una
citocromo P-450 microsomal, que tiene funcién de hidroxilar en C,,, eliminar el
grupo metilo en C,, y darle estructura aromética al anillo A. La reaccién requiere
tres moles de NADPH y de O (Fig 8).
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2.2. Sistema Reproductor

El concepto de que ¢l testiculo es dependiente de la funcion de la glandula
hipdfisis surge de los experimentos de Philip Smith enfre los afos de 1920 a
1930. El mostré que el tamafio del testiculo disminufa rapidamente después de
extirpar a la hipdfisis, y que este proceso aleclaba la funcion de ambos
compartimientos del testiculo, es decir de los tdbulos seminiferos en la
produccién de espermatozoides y del tejido intertubular que contiene a las células
de Leydig, fas cuales praducen hormonas esteroides, principaimente testosterona.

Los testiculos son un par de glandulas ovales, su desarrolio embrionario
tiene lugar cerca de la pared posterior de la parte superior del abdomen, y unos
dos meses antes del nacimiento descienden hacia el escrolo. Estan cubiertos por
una densa capa de tejido fibroso blanco, la tunica albuginea, que se extiende en
sentido interno y divide a cada testicule en un conjunlo de compartimientos
internos a los que se denomina lobulillos testiculares. Cada uno de estos incluye
uno a fres tobulos seminiferos contomeados en donde se forman los
espermalozoides mediante el proceso llamado Espermatogénesis. Un corte
transversal de estos tubulos revela que en elios se encuentran espermatozoides
en diversas etapas de desarrollo como espermatogonias que se encuentran
situadas sobre la membrana basal de estos conductos; hacia el centro def tibulo,
se observan capas de células cada vez mas maduras, los espermatocitos
primarios y secundarios, y espermétides. En el momento en que las células han
alcanzado su madurez se les denomina espermatozoides, se localizan entonces
en el interior del tubulo e inician su desplazamiento por un conjunto de conductos.
Las células suslentaculares o de Sertoli se encuentran inciuldas entre ios
espermatozoides en desarollo, en los tubulos, producen secreciones que

apurtan nutrientes a los propios espermatozoides.
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Por otra pane, enlre uno y ofro tubulos seminiferos se observan
agrupamientos de células intersticiales o células de Leydig, encargadas
fundamentalmente de la secrecién de la hormona sexual masculina denominada
testosterona (Fig 9). Coma ya se menciond, 1a funcion principal de ia céluta de
Leydig es ia sintesis y secrecién de lestosterona en respuesta a la estimulacion
can LH.

l.a ontogenia de las células de Leydig de humano ha sido definida funcional
e histologicamente. Con base en las caracleristicas que éslas mueslran al
microscopio electranico, se han identificado a las células de Leydig humanas
como fetales, infantiles, prepuberales y adultas, considerando desde su
nacimiento hasta ios 31 afios de edad. Se ha sugerido que las células de Leydig
infantiles son el resultado de la involucidn de tas células de Leydig fetales y que
son incapaces de secretar cantidades significativas de lestosterona. También se
plantea [a hip6tesis de que {a maduracidn de (as diferentes etapas de la célula de
Leydig esla influenciada por as gonadotropinas.

En cambio, en la rata las células de Leydig pueden dividirse en dos
poblaciones: felales y adullas, las primeras eslan presentes en et testiculo
durante (as tres Gltimas semanas de gestacion hasta los primeros 10 a 15 dias de
vida posnatal, las segundas gradualmente se presentan después de este tiempo
(Huhtaniemi ef al., 1982). La funcion de la célula de Leydig esta regulada por
hormonas de la hipdfisis, factores paracrinos secretados por células de los
tibulos seminiferos y factores autorregulatorios. Muchos de los estudios que
conciernen a la regulacion de la funcion de la célula de Leydig y la
esleroidogénesis en general, se han hecho de células de Lleydig vy
adrenocorticales de rata, sin embargo, no todos los pardmetros son validos

pard todas las células esteroidogénicas o todas las especies. El factor que regula
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la funcion de la célula de Leydig es la LH. Ejerce diferentes efectos en ella, que
varian cuando se administra en dosis altas, o durante periodos corlos o bien
cronicamente. i.a LH influye en el aspecto bioquimico y morfoldgico de la célula
de Leydig, ya que participa en la diferenciacion y trofismo de la célula de Leydig
adulta. Las enzimas necesarias para la produccion de lestosterona estin
asociadas con la milocondria y el reticulo endoplasmico liso de la célula de
Leydig. La accion de la LH requiere de la union especifica a receptores de la
membrana de la célula de Leydig. El efeclo de LH o hCG en la célula de Leydig
es dependiente del modo de administracion de la hormona teniendo diferentes
efectos en cietas enzimas esteroidogénicas asociadas con el reticulo
endoplasmico liso, como se menciond anteriormente, estos cambios en la
actividad enzimatica , por lo menos en parte, estan relacionados con los cambios
en la secrecién basal y estimulada de testosterona in vifro (Payne ef al., 1985).

Existen estudios donde se ha reportado que dentro del testiculo hay una
serie de factores paracrinos que participan en la regulacion de la funcion de la
célula de l_eydig, como angiotensina i, factor de crecimiento epidérmico, factores
derivados de macréfagos, factores adn no definidos quimicamenie del fluldo
intersticial, interleucina-1 y factores de crecimiento tipo insulina (IGF-1).

Varios estudios se han establecido para entender la autorregulacion de [a
célula de Leydig. Se ha planteado la hipotesis de que los estrégenos producidos
en respuesta a la LH inhiben la actividad de la P-45047, en testiculo de rata. El
control estrogénico de la esteroidogénesis, tal vez panticpe en la
desensibilizacion por LH de las células de Leydig cuando se administran dosis
allas de esta hormona o la administracion se realiza en tiempos prolongados. La
accion autorreguladora de la teslosterona se confirmd en investigaciones usando
cultivos primarios de células testiculares de rata. Se presentaron datos apoyando

la hipotesis de que la testosterona inhibe la P-45047, por induccién de un
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incremento mediado por oxigeno, en la proparcion de la degradacion de P-45047,
y en el que interviene un receptor andiogénico que actia en la biosintesis (Payne
et al., 1985.; Paynhe, A H., 1990).

Las células de Leydig pueden ser identificadas por su ubicacion dentro del
intersticio def testicufo donde generalmenie se encuentran en grupos o racimos.
Otros componentes del intersticio incluyen macréfagos, fibroblastes, células del
tejido conjuntivo, vasos sangulneos y vasos linfaticos. El poder de las hormonas
esteroides secretadas por las células de Leydig se ve refiejado en ef pequeio
porcentaje de testiculo humano ocupado por ta célula, dicho porcentaje se estima
en 3 % del volumen testicular. Las células de Leydig humanas se distinguen por
la presencia de un nucleo redondo con un prominente nucleolo, heterocromatina a
lo largo de la membrana nuclear, cristales de Reinke en el citoplasma, gotas de
lipidos, gran cantidad de vesiculas de reticulo endoplasmico liso, lisosomas, etc.
Numerosas uniones de tipo comunicante permiten comunicacion directa entre las
células de Leydig. Las células de Leydig humanas contienen tres tipos de
inciusiones. Las paracristalinas son las mas frecuentes junto con los cristales de
Reinke. En contraste con muchas especies, las inclusiones de lipidos son
minimas en las células de Leydig humanas, sin embargo los granulos de lipidos

se incrementan con la edad.
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2.3. Sistema Inmunologico

El Sistema linfatico estd compuesto por 1a linfa, 108 vasos linfaticos, un
conjunio de pequedas masas de tejido linfoide que reciben el nombre de
linfonodos y tres drganos; amigdalas, timo y bazo. Su funcion incluye el
transporte de lipidoes provenientes del aparalo digestivo hacia la sangre, &
produccion de linfocitos y las respuestas inmunologicas.

El Timo es uno de los ¢rganos linfoides mas importantes del sistema
inmunolégico, durante el desarrollo desemperia un papel central en la
manifestacion de tas capacidades inmunologicas del organismo. Generalmente es
un érgano bilobular de tejido linfatico situado en la parte superior de la cavidad
tordcica, por delante de la traquea y detrds del esterndn (Fig 10). El timo es de
origen endodérmico y mesodérmico. Se forma a parir de ia faringe embrionaria;
la porcién endodérmica se origina de la tercera y cuarta bolsas faringeas las
cuales penetran, junto con el ectodermo adherido, al mesodenno circundante
inicidndose la formacion del timo junto con las glandulas paratiroideas. El
rudimento de timo se desprende de la holsa faringea que le dié origen y migra
hacia abajo para localizarse en la cavidad pleural, posteriormente células
mesodérmicas lo penetran. Se transforma posteriormente, por la invasion de
linfocitos, en un érgano linfoepitelial combinado (Fawcett, D.W., 1988).

Durante su migracion, el timo es invadido por linfoblastos, precursores de
los linfocitos T. Estas células precursoras provienen del tejido hematopoyético de
la médula 6sea. Se observa que durante el desarrollo posterior del timo, las
precursoras de las celulas T se organizan dentro de la capa corlical, que tiene un
grosor de 2 a 10 células y comienzan a dividirse para generar los diferentes tipos
de linfocitos del timo. En la madurez del 6rgano, 99 % del tejido que forma el timmo

esta constituldo por linfocitos. Este 6rgano es pequedo en el lactante, alcanza su
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tamaio maximo durante Ia pubertad y después involuciona hasta ser reemplazado
en su mayor parte por tejidos conjuntive y adiposo. [l timo maduro
histologicamiente se compone de dos lébulos, formados por una maila de células
epiteliales, rodeados por una fina cépsula de tejido conjuntivo, que emite
numerosas trabéculas que se extienden dentro del drgano desde la cépsula y
dividen los I6bulos en lobulillos, estos titimos son poli¢dricos. Cada 16bulo esta
dividido en una zona periférica mas oscura, la corteza, y una zona central mas
clara, la médula. Tanto la corteza como [a médula estdn compuestos
principalmente por linfocitos pequenos. La corteza esté constituida por células
epiteliales y células dendriticas reticulares, la médula esta conformada por
macrofagos, células dendriticas interdigitales y los llamados corpisculos de
Hassal que son redondos u ovales, compuestos por capas concéntricas de
céluias epiteliales. La poblacion de linfocitos puede separarse¢ en grandes
linfocitos de la corteza extema, linfocitos medianos de la médula y pequeiios
linfocitos o linfocitos maduros que se encuentran tanio en corteza como en
médula. Los linfocitos T al madurar adquieren una especializacién que determina
el papel que desempefiaran en la respuesta inmunologica (Geneser, F., 1988).

El timo guarda relacién con la inmunidad. El tejido linfoide consiste sobre
todo en linfocitos, entre los que cabe distinguir dos poblaciones:; células T y
células B. Ambos se derivan, en la elapa embrionaria, de los linfoblastos de la
médula 6sea. Antes de emigrar a los 6rganos linfoides, los descendientes de jos
linfoblastos se diferencian en una de dichas lineas o poblaciones. Casi la mitad
de ellas emigran al timo, en el cual sufren diversas transformaciones y constituyen
los linfocitos timodependientes o células T, que son las encargadas de defender
al organismo de una gran variedad de agentes patégenos (baclerias, virus,
hongos, parasitos). Las células restantes siguen un proceso de maduracién

distinto, en areas u érganos todavia no determinados en el mamifero pero gque
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posiblemente sean el bazo y el higado fetales, y se transforman en células B. Las
células T son responsables de la inmunidad celular y las células B se transforman
en células plasméticas, especializadas en la sinlesis de anticuerpos y son las
encargadas de conferir al organismo la inmunidad humoral. Con base en lo
anterior, existen dos formas fundamentales distintas, pero muy relacionadas entre
si de inmunidad especifica, denominadas inmunidad mediada por anticuerpos o
humoral e inmunidad mediada por células o celular, Por medio de la primera el
organismo produce anticuerpos circulantes, que son inmunoglobulinas capaces de
unirse especlficamente con el antigeno correspondiente. En el proceso de
desarrollo de inmunidad mediada por céluias se producen grandes cantidades de
linfocitos, sensibilizados especificamente contra |a sustancia extraia a la cual son
capaces de destruir. La mayor parte de los antigenos estimula tanto la produccién
de una respuesta inmune humoral como celular. Ambas reacciones tienen jugar
en el tejido linfoide, y tanto los anticuerpos como los linfocitos sensibilizados,
capaces de reacciohar especificamente con el antigeno correspondiente, son
liberados al torrente sanguineo.

En las aves existe otro organo del sistema inmune, que participa en la
maduracion de fos linfocitos, 1a bursa de Fabricius. En este 6rgano tos linfocitos
provenientes de la médula 6sea se diferencian a linfocitos B, ios cuales se
encargan de producir la respuesta humoral a fos antigenos. La bursa es
inmunoldgicamente activa durante la vida embrionarta y lo mismo que en ef timo,
en el ave joven puber comienza a involucionar. Con ia administracién exégena de
testosterona se acelera este proceso y se pueden encontrar receptores para esia

hormona esteroidea en el tejido bursal (Aguilar ef al., 1981).
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2.3.1. Relacién de fos Sistemas Inmunoldgico y Neuroendocring

El Sistema Inmunoldgico estd regulade por los esleroides gonadales
eslrogenos, andrégencs y progesterona, y los niveles circulantes de esos
esteroides pueden ser afectados por el sistema inmunolégico (Grossman, C.J.,
1985). Eslas interacciones son controladas por el sistema nervigso, al cuai se
encuentran asociados los sistemas inmunologico y reproductar formandose asi
un solo sistema el neuroinmunoendocrino.

La relacién del sistema nervioso y el inmunolégico se establece a {ravés de
la presencia de nervios terminales en varios organos y igjidos en el sistema
inmunolégico; esto incluye la inervacion del {imo, médula espinal, bazo y nédulos
linfaticos (Blalock, J.E., 1984).

A través de varios aflos se ha demostrado la relacién enfre los sistemas
endocrino e inmunoldgico con varios experimentos enfre los que se encuentra la
castracion de animales de laboratorio, en los cuales el peso y la morfologia del
timo se modificaron significativamente (Garcia, T.FF., y Ocampo, L. A. 1891),

Se ha observado que después de la castracidn hay un incremento en la
masa de los nédulos linfaticos petiféricos, bazo y limo. La castracién antes de 1a
pubertad retrasa el inicio de la involucion del timo (que normalmente comienza en
la pubertad) y en cambio produce hipertrofia del timo.

Asi mismo evidencias clinicas y exparimentales apoyan la hipdlesis de que
los esteroides gonadales regulan la funcién inmunoldgica. Esta conclusion esta
basada en las siguientes observaciones:

-Existe un dimorfismo sexual en la respuesta inmunolégica
-La respuesta inmunoldgica se altera por la gonadectomia y se normaliza por e

reemplazo de hormonas esteroides sexuales
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-La respuesta inmunoldgica se altera durante el embarazo en donde la cantidad
de hormonas sexuales aumenta
-Los ¢rganos responsables de la respuesia inmunologica contienen receplores

especificos para los esteroides gonadales (Grossman, G.J., 1985).

Las hormonas del sistema endocrino que se ha demostrado regulan el
sistema inmunoloégico son: gonadotropinas, prolactina, glucocoiticoides, hormona
de crecimiento, estrdgenos y androgenos. L.as funciones de estas hormonas se
detallan a continuacion (Tabla 2).

Con respecto a los esleroides sexuales, se ha observado en varios
experimentos con animales a fos que se les administraban estrogenos que la
dosis administrada y la edad son factores importantes en la produccién de
cambios inmunoldgicos mediados por estas hormonas. También influyen el
estado inmunolégico del organismo y la via de administracién de las hormonas.

Cuando se administran grandes dosis de androgenos y estrégenos se
observa una reduccion del tamafio del timo (Chiodi, H., 1938). Como se menciond
anteriormente este efeclo estéa relacionado con [a edad del animal en el momento
del experimento. Por ejemplo, después de practicar una orquiectomia, las
alteraciones inmunolégicas son evidentes sélo cuando la operacion es realizada
en animales prepuaberes y no se ohservan cambios tan significativos en animales
maduros. Sin embargo, la orquiectomia en ratas después de la madurez sexual
provoca reaparicion en el vestigio de timo, de linfocitos y organizacién tipica del
timo prepuber. La administracién de esteroides sexuales en animales neonalos
reduce considerablemente la produccion de anlicuerpos; esle fenémeno no es
observado cuando los animales reciben las mismas dosis después del destele o

en su madurez (Garcla, T.F., y Ocampo, L. A. 1991),
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Nombre de la Hormona

B Sy

B T

Efecto sobre el sistema
inmunologico

FSH

Prolactina

Estimula la liberacién de lactato en
macréfagos aislados de testiculo.

Induce la sintesis de timulina en el
timo e induce receptores a Il.-2 en
linfocitos (Dardenne ef al.,1989).

Hormona de crecimiento

Estimula al sistema inmunolégico
modulando la funcion de los
linfocitos T y la produccion de
anticuerpos (Deschaux ef al.,1980).

Testosterona

Acelera el transito de los linfocitos
desde los arganos linfoides hacia Ia
circulacién periférica.Si se inyectan
grandes dosis de androgenos y
estrogenos a  animales  de
laboratorio se observa una
reduccion en el tamafo del timo
(Garcia, T.F., y Ocampo,l..M. 1991).

Tabla 2. Hormonas del
inmunolégico.

sistema endocrino que regulan el sistema
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La gonadectomla afecta la respuesta del animal al enfrentarse con
antigenos, ocasiona un aumento en la produccion de anticuerpos, asi como el
rechazo a aloinjertos. Cuando se combinan la castracion con fa timectomia no se
presentan éstos cambios, lo que sugiere que los esteroides actian a través del
timo (Grossman, C.J., 1985).

l.a via de administracion de las hormonas influye para que algunos 6rganos
linfoides sean estimulados y otros inhibidos. l.as hormonas que se liberan de un
implante o las que se administran por via oral, infraperitoneal o subcuténea,
presentan distribuciones y concentraciones tisulares diferentes. Esto cs
importante cuando se varia el momento de inoculacion de un antigeno, antes o
después del fratamiento hormonal.

La condicion inmunotogica del animal también es importante y puede ser
decisiva en el momento de valorar los efectos de los esteroides gonadales sohre
el sistema inmunologico. Cuando los animales son sometidos a tratamientos con
hormonas, segun sean sus linfocitos inmaduros, hormales o envejecidos, se
obtienen resultados diferentes (Garcla, T.F., y Ocampo, L. A. 1991).

Se ha mencionado hasta ahora la influencia de las hormonas del sistema
endocrino sobre el inmunolégico, en adelante se comentard la influencia del
sistema inmunol6gico sobre el endocrino.

Se ha demostrado ya fehacientemente la relacion del timo con el estado
inmunolégico del sujelo. Asimismo la idea de que el timo funciona como un
organo endocrino ha sido sugerida por muchos trabajos en que han aislado
productos de este 6rgano que se dice tienen la capacidad de restaurar las
funciones inmunes perjudicadas por {a timectomia neonatal. |_a involucién del timo
que se observa después de la pubertad sugiere que el mismo puede eslar
relacionado con los 6rganos endocrinos sexuales (Hattori, M., y Brandon, MR,
1979).



£n el sistema inmunoldgica se producen factores que influyen en ¢l sistema

endoctino y algunos de elios se resumen en la Tabla 3.

2.3.2. Efecto de la timectomia sobre el desarrollo de las génadas

Se han reportado experimentos en los que se muestran los efectos que se
presentan después de la timectomla neonatal sobre las gonadas. En ratones
neonatos timectomizados se ha observado disgenesia en el ovario, caracterizada
por disminucion de foliculos y del cuerpo liteo, proliferacién de tejido conjuntivo
intersticial e hiperplasia de células intersticiales. Este fenémeno se presenta en
una etapa cercana a la pubentad. Estos cambios sugieren que la timeclomia
neonatal puede afectar la estercidogénesis del ovario (Nishizuka, Y., y Sakakura,
T. 1969). Se han ohbservado alteraciones similares en ratas timectomizadas de
tres dias de edad. También se han reporlado modificaciones en regiones y
funciones reproductivas en ratones limectomizados, tales como retraso en el
comienzo de la pubertad, disminucion del peso del utero e infertilidad
(Basedovsky, H.O., y Sorkin, E. 1974).

Estudios realizados en ratas adultas mostraron alteraciones de la estructura
testicular observandose lo siguiente: testiculos pequefios, reduccion en el
didmetro de los tabulos seminiferos, edema intersticial, la ausencia o disminucion
de espermatogenesis por alleracion de células de Sertoli y germinales y la
desaparicion de espematozoides del epididimo. También se observaron
hiperplasias de células intersticiales del ovario, con una produccién anormal de
antigenas (Hattori, M., y Brandon, M.R. 1979).

Asociados a los cambios gonadales, los ratones atimicos prepuberes
presentan bajos niveles de gonadotropinas. Los cambios endocrinos descritos

pueden prevenirse con injertos de timo, bazo o nédulos linfaticos en los primeros
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Nombre

Funclén

Interleucina-1

Altera funciones inmunoldgicas,
neuroendocrinas y metabolicas.

Se han reportado resultados
contradictorios sobre la secrecion
de testosterona, ya que su accién
sobre la esteroidogénesis de las
células de Leydig in vilro puede ser
estimuladora, inhibitoria 0 no tener
efecto alguno (Sun et al., 1993).

Interferéon

Se conocen tres tipos: o, 3, v .

El o-IFN humano estimula la
secrecion de LH y FSH en células
de adenchipofisis en  cullivo
(Mendoza y Romano, 1995).

La administracion de y-IFN en
mujeres  disminuye los niveles
séricos de estradiol y progesterona
sin afectar a las gonadotropinas
séricas. Inhibe la secrecién de
lestosterona en cultivos de células
de Leydig de porcinos (Orava et al,
1985).

Factor Timico Neuroendocrino
Liberador

Incrementa la liberacion de hormona
de crecimiento, prolactina y
hormona luteinizante (Spangelo et
al.,1989).

Timosinas

La Fraccion 5 de timosina estimula
la produccién de prolactina por las
células lactotropas de la hip6fisis.
La Timosina -1 produce un
incremento en los niveles séricos de
estradiol y adelanta la apertura
vaginal. TF5 y Tp4 estimulan el
factor liberador de |H en ratas
(Rebar,R.W., 1981).

Tabla 3. Faclores del sistema inmunolégico que influyen en el sistema

endocrino.
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dias después de nacidos.

En el caso de las aves se ha observado que, cuando @ un embrion se le
extirpa tempranamente la bursa, éste nace con los testiculos hipertrofiados y se
encuenira una mayor produccion in vifro de lestosterona; esltos fenomenos se
revierten con la implantacion del érgano inmune (Aguilar et al., 1981).

El mecanismo a través del cual el timo influye sobre las gonadas no es
totalmente claro, ya que algunos aulores consideran que esta influencia es
indirecta, a través de la hipdfisis y otros dicen que no se trata solo de una
relacion endocrina sino de un deshalance en el sistema inmunoldgico que se
manifiesta por inflamacion de tipo autoinmune de las gonadas, lo que conduciria a
una alteracion secundaria de su funcionamiento.

Sin embargo, estudios mas recientes in vifro sugieren que productos del
sislema inmunoidgico como las interteucinas pueden aiterar direclamente la
funcion gonadal. Las alleraciones gonadales que se producen por ausencia del
timo o por alteraciones del mismo se deben a la ausencia de factores timicos
reguladores del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada ya que se revierten con injertos
de timo.

La funcion endocrina del timo se atribuye a Ia secrecion de las células
reficuloepiteliales y ha sido demostrada en varios diseilos experimentales como
la extirpacion del 6rgano y la administracion de exiraclos del mismo.

Las células reticuloepiteliales del timo producen una serie de faclores u
hormonas peplidicas entre 1as que se encuentran; Fraccion § de Timosina, ai, p4,
Factor Timico Humoral (THF) y Factor Timico Sérico (FTS). L.as propiedades
quimicas y las funciones hiologicas relacionadas al sistema inmunologico de

estos productos del timo se muestran a continuacion (Tabla 4).
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Nombre

Propledades
Quimicas -

Funclones bloléglcas

Fraccion 5 de Timosina

Timosina a 1

Timosina B 4

Familia de polipéptidos
acldicos estables al
calor, PM 1000-15000
(Hall et a/.,1985).

Polipéptido de 28 aa
PM 3108 Da., pl 4.2
secuencia determinada
(Hall et a/., 1985).

Constituida por 43 aa
PM 4982 Da., pl 5.1
(Hall ot al.,1985).

THF -y 2

Péptido formado por 8
aminoécidos
PM 918 Da., pt 5.1
(Burstein ef al., 1988).

induce la diferenciacién
y  maduracién  de
linfocitos.

Aumenta la inmunidad
de las células T.
Modula la actividad
TdT (desoxinucleotidil
transferasa terminal).

Induce actividad TdT
encélulas T,

Aumenta la actividad
antitumoral de linfocitos
Induce diferenciacién y
maduracién de células
T. Incrementa la
produccion de 1L-2 y
anticuerpos.

Tabla 4. Hormonas Timicas.



2.4. Antecedentes Experimentales

2.4.1, Factor Timico Humoral (THF)

El Factor Tfmico Humoral (THF) es un octapéptido con peso molecular de
918 Da y su secuencia de aminoacidos es Leu-Glu-Asp-Gly-Pro-Lys-Phe-Leu.

Su secuencia no muestra homologla con 1a secuencia de oftras hormonas
timicas y no forma parte de ninguin peplido o proteina de secuencia conacida.

El THF f{ue aislado de timos de ternera por téchicas de homogeneizacion y
dilisis ulilizando {écnicas de cromatografia de filtracién molecular, intercambio
ionico y de alta presion (HPLC).

Este factor ya es producido sintéticamente y se conoce como THF-y 2,
conserva todas las propiedades biolégicas y fisicoquimicas del extracto de timo
del cual se derivd. Con este adelanto ahora es méas econémico obtenerlo ya que
anleriormente se obtenian 5 ug de THF de 1000 kg de timo (Burstein et al., 1988).

Experimentos llevados a cabo con el objeto de determinar la identidad de
las células hlanco activadas por el THF, y el mecanismo por el cudl estas células
adquieren competencia inmune, establecieron que el THF participa principalmente
en la proliferacién y diferenciacién de células T tanlo en la médula dsea y en el
timo como en e! sisiema linfoide.

Otro efeclo biolégico del THF es la actividad antiviral. Por ejemplo, se sabe
que muchos virus expresan su efecto patégeno daiando al sistema linfatico. El
virus Sendai ataca a ratones provocando la involucién del timo, pero si se trata a
estos animales con THF, se observa una gran mejoria.

El THF ejerce su efecto via AMP (via bloquimica de !a activacién de las
células T) y podria por lo tanto, ser considerado un primer mensajero que actuaria

en una poblaclon de células blanco especificas de timocitos indiferenciados ¢



completamente diferenciados como las células T, mientras que el AMP, seria el
segundo mensajero que actuaria a nivel intracelular y serfa la herramienta para la
diferenciacion final de estas poblaciones celulares hacia papeles especlficos.
Algunos datos clinicos han reportado que administrando THF se observa
mejorla en pacientes con infecciones virales como herpes, varicela, sarampion.
También ha sido utilizado para restablecer el sistema inmune de pacientes

que han recibido quimioterapia y radioterapia (Trainin ef al., 1985).

2.4.2. Fraccion Timica

Se ha demostrado que en el timo de 'a rata prepuber existe una fraccién
que modifica la respuesta de las células de Leydig al hCG compitiendo con el
receptor para hCG, Se ha observado que la fraccion de 30 kDa presente en
extractos acetonicos de timos de ratas de machos prepuberes reduce la
respuesta a hCG a través de la inhibicion compelitiva de! receptor para LH-hCG
en dichas células (Hiriarl, M., y Romano, M.C. 1986).

Esta fraccion timica (FT) tiene un peso molecular de 28 kDa es de
naturaleza proteica, ya que se inactiva con el calor y las proteasas. Tiene efecto
sabre la esteroidogénesis inducida por hCG, esta inhibicién es dosis-dependiente
y no modifica la secrecion basal de las células (Pedemnera et al., 1986).

La FT se secreta al medio de incubacion de timo in vitro y la secrecién al
medio varia con la edad del animal (Reyes-Esparza, J.A,, y Romano, M.C.
1989),

Para conocer qué células del timo producen esta fraccion, se esludié el
efecto de medios condicionados oblenidos de cullivos de células
reticuloepiteliaies del timo, sobre Ia produccién de t{estosterona inducida por hCG

en suspensiones de células de testiculo de rata adulta. Los datos oblenidos



sugleren fueremente que la fraccion tlmica es producida por las células
reticuloepitaliales del timo (Martin, D., y Romano, M.C. 1992).

Se han investigado también los efeclos de la fraccion de 30 kDa sobre la
esteroidogénesis del ovario en modelos de células dispersas de ovario de rata.
l.os resultados mostraron que la fraccion también modula la respuesta de las
células de ovario a hCG, observandose efectos similares a los que se obluvieron
en el caso del testiculo (Aguilera, G., y Romano, M.C. 1889).

Se ha avanzado ademas en la purificacion de la fraccion timica de rata.
Para ello se utilizé una columna de afinidad de heparina-Sepharosa, en ia que las
sustancias afines se pegaron y se eluyeron por fuerza ionica. Con ésto se
comprobé que la fraccion timica es afin a la heparina (Porras, V.M.G., 1988).

También se ha estudiado el efecto de la fraccion sobre la secrecion de
gonadotropinas por células de hipdfisis en cultivo. Se observé que la FT potencia
la accion de GnRH aumentando la produccién de LH y FSH. La FT no modifica la

secrecion basal de las gonadotropinas (Mendoza, M.E., y Romano, M.C. 1988).

2.4.2.1. Técnicas utilizadas en ia purificacion de la FT

Se ha demostrado que la fraccion timica de rata con peso molecular de
28 kDa es una proteina ya que se inactiva con el calor y las proteasas. Esta
fraccién se obtuvo en principio a partir de un extracto acetonico de limo, la cual se
somelio a cromatografia en una columna de filtracién molecular (Pedernera et al,,
1986); y mds recientemente se ha avanzado en su purificacion utilizando
cromalografia de afinidad (Porras, V.M.G., 1988).

En el presente trabajo de tesis, para oblener la fraccion timica de bovino
(FTB) utilizamos los dos tipos de cromatografia anteriormente mencionadas. A

continuacion se describen en general las técnicas mencionadas y en el capitulo
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de Material y Métodos nos referimos a la aplicacion de las mismas al caso

especifico de la fraccion del timo que nos interesa.

a) Cromatografia de Filtracién Molecular

Para purificar una proteina se ensayan distintos métodos de separacion y
se valora la eficacia de cada uno mediante el analisis de una propiedad
caracteristica de la proteina que se busca. Una de las separaciones mas
selectivas pueden conseguirse mediante la técnica de cromatografia de filtracion
por gel también llamada de filiracion molecular. Este tipo de cromatografia separa
substancias en funcién de su tamario molecular; las moléculas mas grandes salen
primero de ia resina, mientras que las pequefas se retienen; por lo que ademas
una de sus aplicaciones més importantes es fa detlerminacion de pesos
moleculares.

En la técnica de cromatografia de filtracion molecular la fase estacionaria
esta representada por un gel, el cual se empaca en un tubo o columna de vidrio y
la fase movil es agua o cualquier solucion electrolitica. Uno de fos tipos de geles
mas utilizados para estos propositos es el Sephadex. El Sephadex es un gel de
dextrano, polimero ramificade de glucosa. Existen diferentes tipos de geles,
dependiendo del contenido de dextrano y del grado de porosidad, lo que da la
posibilidad de separar moléculas de tamarios muy diferentes. Las caracteristicas

y tipos de Sephadex se detalian a continuacion (Tabla 5).
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] Didmetro de la - Io de =
Sephadex particula ~©. | {racclonamlento
b W ,(w:_.:-, ‘
G-10 40-120 50-700
G-15 40-120 < 1500
G-25 100-300 1000-5000
G-50 100-300 1500-30000 |
G-75 40-1 20_4 3000-70000
G-100 40-120 4000-150000
G-150 40-120 5000-400000
G-200 40-120 i 5000-800000

Tabla 5. Caracteristicas de los geles de poli-dextrano.



El Sephadex G-25 y el G-50 son ulilizados en la desalacion o eliminacion
de las moléculas de bajo peso molecular. &I Sephadex G-25 separa hien las
sales y los aminodcidos de las proteinas.

Los geles mas porosos han encontrado una gran aplicacion al
fraccionamiento y la purificacion de macromoléculas como proteinas, acidos
nucleicos y polisacaridos. Por ejemplo, el Sephadex G-756 permite la limpia
separacion de ribonucleasa, tripsina, pepsina o proteinas de peso molecular mas
alto como alhumina sética, hemoglobina, etc.

Los geles de polidextrano y poliacrilamida se suministran comercialmente
en forma seca y deben ser hidratados posteriormente. Estos geles pueden
hidratarse a lemperatura ambiente (22 °C) aproximadamente en 24 horas. El tipo
de gel y las dimensiones de la columna dependen del uso que se va a hacer de
los mismos.

Ef mecanismo de separacion de la cromatografia de filtracion consiste en lo
siguiente, suponiendo que sobre el lecho del gel se aplica una muestra con dos
tipos de moléculas de distinlo tamafio molecular, al afiadir el eluyente, las
molécutas con un radio grande que no puedan penetrar en el gel pasan por los
espacios intersliciales o "huecos" que dejan entre st los granos de gel, mientras
que las moléculas con radios hidrodinamicos pequefos, ademés de recorrer los
espacios inlersticiaies penelran en el grano del gel, recorriendo un camino mas
largo, por lo que su elucion se producird més tarde que la de las moléculas de
peso molecular superior. De ésla forma, en la cromatografia de filtracion
molecular [a elucion se produce en orden decrecienle de pesos moleculares
(Fig 11a).

La separacion de las moléculas en éste tipo de cromatografia viene dada

por el espacio recorrido, y la resolucidn es, por tanto, funcién de fa iongitud de la
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columna y del tamatto de la particula del gel. El diametro de Iz columna solo
determinara la cantidad de muestra que puede aplicarse.

l.as variables utilizadas para caracterizar el lecho cromalografico son las
siguientes:

Vi.-Volumen total de la columna (volumen que ocupan las bolitas del gel
mas el espacio ocupado por el disolvente que rodea a las bolitas del gel).

Vo -Volumen de exclusion (volumen de los huecos). Espacio ocupado por el
disolvente que rodeda a las bolitas del gel. Se determina eluyendo una muestra de
peso molecular elevado. Frecuentemente se utiliza azu! dextrén,

Vx.- Es el espacio ocupado por las holitas del gel.

Ve.-Volumen de elucion, Volumen al que eluye cada una de las prolefnas
(Fig 11b).
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Fig 11. a) Mecanismo de separacion de la cromatografia de filtracion molecular
(Tomado de Damell. Molecular Celi Biology. 1995).
b) Parametros utilizados para la columna de filtracion molecular (Tomado

de Cooper. Instrumentos y Técnicas de Bioquimica. 1984).



b} Cromatografia de Afinidad

La caracter(stica principal de ésta técnica de purificacion es su capacidad
para remover selectivamente de una mezcla proteica compleja una proteina
particular 0, cuando mas a un pequefio nimero de proteinas particulares. Este
tipo de cromatografia es utilizada para el aislamiento de diversos tipos de
macromoléculas utilizando las especificidades enzima-sustralo, enzima-inhibidor,
antigeno-anticuerpo, etc.

LLas matrices utilizadas en la cromalografia de afinidad son polimeros de
acrilamida, vidrio, polisacéridos (celulosa, agarosa, dextrano), elc. La malriz se
activa para que reaccione con el ligando. A la malriz aclivada se le ancla el
ligando, y el conjunlo interacciona con la especie molecular que se quiere
separar. Una vez preparada la matriz con el ligando unido, la mezcla de
macromoléculas se pasa por 1a columna donde interacciona la especie molecular
especifica con el ligando y queda fijada a la matriz. Las macromoléculas que ho
interaccionan se eluyen pasando una solucién amortiguadora por la columna. La
separacion o elucion de la macromolécula adsorbida se consigue allerando las
condiciones experimentales por variacion del pH o de la fuerza i6nica, pasando un
ligando semejante que compita con el unido a la matriz o pasando un ligando
distinto al anclado en la columna por el que tenga mayor afinidad la

macromolécula (Fig 12).
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Fig 12. Esquema del mecanismo de la cromatografia de afinidad: a) interaccion;
b) lavado de las macromoléculas que no interaccionan; ¢) elucién de la
macromolécula que interacciona con la matriz (Tomado de Devars, R.S. y
Sosa, A, Cap. 4. Técnicas en Biologia Celular. 1996).
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3. HiroTESsts

Dado que se han propuesto circuitos de retroalimentacion entre el timo y las
gbnadas y que se sabe que el testiculo, mediante las hormonas esteroides reguia
ta funcién timica, es posible que en el timo existan factores que modulen la
esleroidogénesis testicular. Si es asl, estos factores derivados del timo podrian
alterar |a secrecion de esteroides en el tesliculo, ya sea modificando la secrecior
espontanea de iestosterona o bien alterando el efecto de LH o hCG sobre la

produccion de este esteroide.

60



4, QBJETIVOS

4.1. Objetivo general

-Evaluar el efecto de los derivados timicos: 1a fraccion timica de bovino
(FTB) y del péptido THF-y 2, sobre la secrecion de testosterona en las células de

testiculo de rata adulta mantenidas in vifro.

4.2, Objetivos particulares

-Mediante cromalografia de Filtracion Molecular separar una fraccion timica
que influye sobre la produccion de testosterona en céiulas de Leydig de rata

adulta.

-Cuantificar 1a proteina existente de fas fracciones eluidas de la columna de

Filtracion Molecular por ei método de Bradford.
-Evaluar la aclividad biologica de la FTB en un bioensayo in vitro con
célutas de lLeydig, midiendo su produccion de testosterona en condiciones

basales y estimulada con hCG por medio de radioinmunoanalisis.

-Estudiar ia influencia de la dosis de ia FTB en ta respuesta de las células,

asi como la temporalidad de este efecto.
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-Comparar ¢l efecto de la FTB con el del THF-y 2 en la preparacion de

células de testiculo in vitro.
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5, MATERIAL Y METODOS

5.1, Material biolégico

Se utitizaron timos de bovino adulto sacrificados en el rastro de Milpa Alta,
Distrito Federal. Asimismo, ratas macho adultas (90 dias) de 250-300 gr de peso
de 1a cepa Wistar proporcionaras por el bioterio del Centro de Investigacion y de

Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN).

5.2. Preparacion del polvo acetdnico de Timo

Se pesaron 3.8 g de Timo de hovino y se agregaron 10 ml de acetona
analiticamente pura (Merck), con la finalidad de exraer &l exceso de grasa del
tejido. Se homogeneizo el tejido, en un hormogeneizador Brinkimann Polytron, en
tubos cdnicos especiales para el Rotor $S-36 de la centrifuga Sorvall Instruments
Dupont Mod RC5C. La homogeneizacidn se hizo a una temperatura aproximada a
4°C, la cual se Jogrd manteniendo los tubos dentro de un vaso de precipitado que
contenia hieio seco mas acetona de uso comercial.

El homogenado se centrifugd a 15 000 rpm por 15 minutos, se desecho el
sobrenadante, se homogeneizé nuevamente con acetona y se centrifugo, ésto se
repitié por una vez. El precipitado resultante se aimacend en un desecador a -4°C

hasta ulilizarse (Fig 13).
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Fig 13. Preparacion del polvo acetonico de timo.
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5.3. Cromatografia de Filtracién Molecular

Se utilizé una columna de vidrio de 2.5 cm de diametro por 123 cm de
largo. La resina que se ocup6 fue Sephadex G-75 super fino (Pharmacia), la cual
se hidrato con Amortiguador TRIS 50 mM / NaCl 0.1 M pH 7.4 v se empaco en
la columna anteriorniente mencionada.

El volumen total de la columna (V) fue de 524 mi, el volumen de gel
empacado (Vx) de 340 mly el volumen intergel (Vo) de 184 mi.

Esta columna se calibré con marcadores de PM conocido disuellos en 3 m!
de amortiguador de elucidn (TRIS 50 mhi / NaCl 0.1 M pH 7.4) los que se
inyectaron a la columna. L.os marcadores fueron Azul Dextran PM 2 000 000 y
Anhidrasa Carbonica PM 30 000. La columna se conectd a una bomba
peristaltica (LKB, mod. 2132) con un flujo de elucion de 6 ml / 30 min, se
colectaron 6 ml por cada tubo o fraccién. Todo el procedimiento se realizd en
cuanto frioa 4°C.

Una vez calibrada la columna, se obtuvo el hormogenado crudo de la
siguiente manera: se pesaron 2.0 g de polvo acetonico y se homogeneizaron en
20 m} de amortiguador TRIS 50 mM / NaCl 0.4 M maéas 8.71 mg de PMSF (Sigma,
pH 7.7, disuelto previamente en 1 ml de etanol) tomando en consideracion una
solucion al 10% P/V. Se cenlrifugé a 18 000 rpm por 20 minutos, se tomod el
sobrenadante y se centrifugo a 45 000 rpm por 45 minutos a 4°C en una
ultracentrijuga Beckman L8-M con Rotor 5071 serie 4398; se recuperd el
sobrenadante, llaméndolo "Homogenado Crude" Para finalizar todo este
procedimiento, €l homogenado se pas6 primero por filtros Millipore de 0.45 y
luego de 0.22 um, y se tomaron 10 ml del mismo y se inyectd en la columna de

filtracion molecular a una temperatura de 4° C. Se colectaron 6 i por fraccién.



Posteriormente, se tomé una alicuota del homogenado para cuantificar
proteinas por el método de Bradford.

Se obtuvieron 90 fracciones de la columna de filtracién molecular y se
leyeron en un espectrofotémetro Beckman DU-650 a 280 nm para detectar los
picos de proteina. Las fracciones 43-61 que correspondian a un peso molecular
de aproximadamente 30 kDa , ubicadas mediante la calibracion de la columna de
filtracion molecular con anhidrasa carbonica, se conservaron a 0° C previo a
realizar una poza del pico correspondiente. A esta fraccion se le denomino
fraccién timica de bovino (FTB) (Fig 14).

Para probar la actividad de la FTB sobre la esteroidogénesis inducida con
hCG se dividio a ésta en dos:

1) una parte se concentré usando una unidad de ultrafiltracion AMICON,

Madelo -402,75 PS1 MAX, con un filtro de corte de 10 000 Da

2) y la otra se prob6 sin concentrar (Fig 15).

Se cuantifict la proteina de las dos fracciones por el método de Bradford y
se realizé el Dbioensayo de las mismas. Posterioomente se  hizo el
radioinmunoandlisis, como se describe mas adelante. De esta manera, tomando
en cuenta los resultados del bioensayo se procedid a la realizacion de las Curvas
Dosis-Respuesta y Temporal y €l resto de la FTB se procesé en la Columna de

Afinidad de Heparina-Sepharosa, como se desciibe posteriormente.

5.4. Efecto del Factor Timico Humoral (THF-y 2} sobre la produccion
de esteroides

Por otro lado |a actividad del Factor TImico Humoral, (THF-y 2 Donacitn del
Dr. Burslein del Instituto Weizmann, Rehovot Israel), se probo también en

bioensayos de testlculo de rata preparados como se describe a continuacion.
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l.as dosis o concentraciones del THF-y 2 ulilizadas en cada uno de los
experimentos fueron:

a partir de dos alicuotas denominadas 1*y 2* de 10 jl, cada una con una
concentracion de 10 ’ M se hicieron diluciones para oblener concentraciones

finales entre 10 y 10" M en el medio de incubacion de las células.
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filtracion molecular.
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concentrada, sobre la esteroidogénesis inducida con hCG.
Se incluyen los controles basal y fratado con hCG, asl como los de [a
FT8.
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5.5. Bioensayo de Células Testiculares

Antes de llevar a cabo ios experimentos se realizé una cuiva dosis-
respuesta para elegir la dosis mas adecuada de hCG para estimular a secrecion
de testosterona eri la suspension de células testiculares, para lo cual, se wilizaron
copcentraciones de 0.1, 1.0, 40, 10 y 20 mU/ml. En la Fig 16 se observa la
méxima tespuesta con la dosis de 1.0 ml/ml de hCG y se obiuvo una
estimulacién de aproximadamente 7 veces con respeclo a la basal como era lo
esperado (Moger, W.H., 1879.; Reyes-Esparza, J.A., 1991). Después de esta
dosis se inicié un descenso en la magnitud de ta respuesta.

Para realizar el bioensayo, el procedimiento que se wlilizd fue una
modificacién de la técnica propuesta por Moger (1979), que permite oblener una
suspension de células testiculares enriquecida en células de lLeydig, ya que se
obtiene aproximadamente un 30% de células de lLeydig. €l resto de {a poblacion
esta compuesta por células de Seroli, espermatozoides en sus diferentes
estadios de crecimiento y macréfagos, entre otros tipos celulares.

Se utilizaron ratas Wistar adultas de 250-300 gr de peso, se anestesiaron
con cloroformo y se extrajeron los testiculos mediante una incision escrotal, se
colacaron en solucion amortiguadora librede Ca ' " y Mg ' se les retir6 la tanica
albuginea y se disociaron durante 15 minutos a 34°C en 20 ml de DMEM (Gibeo)
que contenia ASB, (Sigma) al 0.1%, 3 mg de Colagenasa (Sigma) y Hepes
(Sigma) 10 mM con agitacion maxima (90 ciclos por minuto).
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Fig 16. Curva Dosis-Respuesla de hCG. L.as células se obtuvieron del testiculo

de un experimenio realizado por Iriplicado.



Al finalizar el periodo de disociacién, se dejo sedimentar la masa tubular y
se agregaron 20 ml de DMEM que contenia Aibumina al 0.1% y Hepes 10 mM
para diluir la accién de la colagenasa y se filird la suspension por una malla de
nylon para separar los tabulos seminiferos. Esta suspension celular se centrifugo
a 600 rpm por 5 minutos a 20°C, se desech6 el sobrenadante y la pastilla celular
se resuspendié en el ditimo medio. Se centrifugd la suspension celular
nuevamenie a 600 rpm durante 5 minutos, se decantd el sobrenadante y la
pastilla celular se resuspendi6 finalmente en DMEM que contenia Albumina al
0.1%, Hepes 10 mM y 1.12 mg de Xantina (Sigma) en una proporcion de 1 mi de
medio de cultivo por cada 100 ul de pastilla celular. Se procediod a contar las
células en la camara de Neubauer o hemocildmetro y se ajusto ta densidad
aproximadamente a 2.6 X 106 células en cada 100 i de medio de cullivo (Moger,
W.H., 1979). (Fig 17).
Se procedio a sembrar las células en los matraces control y tratados de
acuerdo al protocolo establecido para cada experimento (Fig 18).
Posteriormente, se incubaron durante diferentes periodos de fiempo a
34°C con agitacién de 20 ciclos. Se recogieron los medios y se centrifugaron a
3 500 rpm por 15 minutos. Se guardd el sobrenadante a -4 ° C para la

cuantificacion de testosterona por radicinmunoanafisis.
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dosis de ta FTB y el THF-y 2.
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§.6. Radioinmunoanalisis de Testosterona

L.a técnica de radioinmunoanalisis (RIA) permite conocer la cantidad de
hormana, en ésle caso lestosterona, que han secretado las células al medio de
incubacion durante el hioensayo. Consisle en la competencia de un antigeno
marcado con un isétopo tritiado ( *H ) y del mismo sin la marca (frio) por un
anticuerpo especifico.

Para esta técnica se ulilizaron {ubos de poliestireno los cuales se
numeraion de acuerdo al protocolo que se muestra en la Fig 19 el cual indica las
cantidades requeridas para cada uno de los parametros empleados en dicha
técnica: cuentas totales (CT), unién inespecifica (Ul), union total (UT), cuiva
patrén de testosterona, estandar interno (SI) y las muestras problema.

L.a reaccidn se incub6 de 18 a 24 horas en cuarto frio a 4°C, el exceso de
testosterona tritiada se elimind con carboén aclivado, posteriormente las muestras
se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos. L.os sobrenadantes obtenidos sa
vertieron en viales y se les agreg¢ liquido de centellen. Las muestras se leyeron
en un contador de centelleo (Packard, Mod. 2000CA) con una eficiencia del 60%
aproximadamente, las cuentas por minuto (cpm) sen inversamente proporclonales
a la cantidad de testosterona fria presente en el sobrenadante. La linearizacion de
la curva patrén y el analisis de los datos se realizé6 mediante un programa de
computadora disefiado para este fin. Dicho programa se hasa en el procedimiento
de logit Y (Bedolia et al, 1984). £l coeficiente de variaciéon (CV) intra-analisis del
radioinmunoanalisis fue de 2.7% vy el inter-analisis de 3.6%.
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5.7. Cuantificacion de protelnas

Para llevar a cabo la cuantificacion de proteinas se tomd como referencia
el método descrito por Bradford (1976).

Se prepard una solucion base de ASB en la proporcion de 1 mg/iml de
amortiguador TRIS 50 mM / NaCl 0.1 M, a partir de ésta se realizo la curva
patron (10, 20, 40, 80 y 100 jl de ASB por triplicado). Se complelo cada
volumen hasta 0.1 ml con amortiguador TRIS 50 mM / NaCl 0.1 M. De las
muestras problema se tomaron 100 pl. Finalmenle se agregaron 5 m) del Reaclivo
de Bradford (Ver Apéndice).

Una vez agregado el reactivo se mantuvieron los tubos en la oscuridad
durante 10 minutos y posteriommenle se leyd cada muestra en el
espectrofotometro a 535 nm. Se graficéd ta cantidad de proleina de cada punto de
la curva patron contra la absorbencia correspondiente. 5S¢ tomaron como
referencia los dalos anteriores para conocer la canlidad de proteina de las
muestras problema, esto, mediante la ayuda de un programa de computacion
GraphPad Inplot Copyright (c) 1992.

5.8. Cromatografia de Afinidad (Heparina-Sepharosa)

Para obtener 1a FTB con un mayor grado de pureza, se ulilizé la columna
de Heparina-Sepharosa. Se inyectd en ésta la FTB correspondiente a 30 kDa
obtenida de la columna de filtracion molecular. La columna y la muestra se
trataron de la siguiente manera

Con amortiguador TRIS HCI 100 mM pH 7 se equilibré la colurnna v
también se calibr6 el detector Gilson; se continud |2 elucion primeramente con
TRIS HCI 10mM / NaCl 0.6 M y luego con TRIS HCI 10 mM / NaCl 2 M, ambos a



pH 7. En cada caso se decidio el cambio de amortiguador cuando la lectura de
absorbencia a 280 nm para deteccion de proteinas se hizo ilegible. En cada
cambio de amorliguador se colectaron fracciones de 6 mi, cada 10 minuios, vy al
mismo tiempo se graficaron los picos de proteina elulda mediante un graficador
Gilson.

5.9. Estadistica

Se analizaron los datos de cada uno de los experimentos mediante las
siguientes pruebas estadisticas: Analisis de Varianza (ANOVA), Prueha de
Tukey-Kramer, Coeficiente de Correlacion Lineal de Pearson y la prueha "t de
Student.

En la Fig 20 se muestra en resumen fa metodologia utilizad: en esta tesis
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6. RESULTAROS

6.1. Calibracion de la Columna de Filtracion Molecular. Obtencion y
cuantificacion de proteinas de la FTR

Una vez empacado el Gel Sephadex G-75 en la columna de fillracion
molecular se procedié a calibrarta con marcadores de peso molecular conocido:
-Azul Dextran 2,000,000.

-Anhidrasa Carbonica 30,000.

Se mezclaron 1 mg de azul dextran y 2 mg de anhidrasa carbonica en
arnortiguador TRIS 50 mM / NaCl 0.1 M. Se colectaron las fracciones segin se
explica en la metodologia y se leyeron en el espectrofolametro a 280 nin.

El azul dexiran eluyé entre los 150 y 168 ml (No.de fraccion: 26-28) y la
anhidrasa carbonica, con peso molecular cercano a la proleina que nos
interesaba, eluyd entre fos 270 y 306 ml (No.de fraccion: 45-51) (Fig 21). De
esta manera, la columna quedd calibrada y lista para procesar la muestra
{homogenado crudo).

Asi, del "Homogenado Crudo” ohtenido por el procedimiento descrito
anteriormente se tomaron 10 ml y se inyectaron a !a columna; ademas se separo
una alicuota de 500 pl para cuantificar protelnas.

Se colectaron las fracciones tal y como se indica en la metodologla y se
leyé cada fraccién en el espectrofotémetro. Tomando en cuenta la calibracion
anterior se cligieron las fracciones con peso molecular equivalente al de la
anhidrasa carbonica. La FTB eluyd en gencral entre los 250 y 300 ml (No.de
fraccion: 43-51 de la Fig 22). Posteriormenie, se pioho la aclividad de la FTB en

bioensayos de células testiculares.
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Lo anlerior se hizo con la finalidad de conacer, de una manera general, ta
cantidad de protelna del homogenado crudo al momento de inyectailo en la
columna de filtracion molecular. Se realizé la cuantificacion de proteinas, la gue
indicd que en 2 g de polvo acetonico que se pesaba, habia 3.40 mg de proteina
por 1 ml de homogenado crudo. El pico correspondiente a la FTB tuvo, en el caso
de la figura que se presenta, una concentracion de proteinas de 2 034 mg en
50 m! (0.040 mg/ml).

6.1.1. Efecto de Ia FTB I.- Dependencia de la dosis utilizada

Se probo la actividad bioldgica de la FTB que se obluvo de la columna,
mediante bioensayos que indicaron la actividad de la misma en la
esteroidogénesis inducida con hCG. Se concentro tres veces en la unidad de
Ultrafiltracion AMICON que tenia una membrana de corle de 10 000 Da, la cual
permitio separar las moléculas mayores a este tamaio para realizar el estudio de
su actividad biologica y desechar las mencres a ésta. Se realizd el hioensayo
para probar la actividad de la FTB sin concentrar y concentrada; posteriormente
se procedié a cuantificar la testosterona en el medio de incubacion de las células
por Radioinmunoanalisis (Fig 23).

Los resultados se muestran en la Fig 24 en la cual se observa que la
fraccion concentrada produjo una mayor inhibicion de la secrecién de testosterona
dependiente de hCG que la fraccion sin concentrar; ambas comparadas con el
grupo control, por to que se decidio utilizar fa fraccion concentrada para los
experimentos subsecuentes. Ademas, cabe destacar que ni la FTB sin concentrar

ni la concentrada afectaron significativamente la secrecion hasal de testosterona
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Fig 23. Para llevar a cabo el radioinmunoanalisis de {os experimentos se realizo
una curva patron de testosterona de este tipo, |a cual fue linearizada
por el método de Logit Y. Cada punto se hizo por duplicado. Se muestra

una de las graficas obtenidas durante el desarrollo del proyecto.
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X +DS.



Para la realizacion de la curva dosis-respuesta o la FTH se hizo
previamente Ia cuantificaciéon de proteinas, que fue para esle caso, de 780 ug en
un volumen de 1.5 mi de fraccibn concentrada. A partir de ella se hicieron las
diluciones y se determiné la cantidad de proteinas de cada dilucion siendo los
resultados los siguientes:

-Dosis A: 82 g, Dosis B: 26 ng, Dosis C: 13 ug, Dosis D: 6.5 pg, Dosis E: 3.25
ug, en 200 pl, o sea 260, 130, 65, 33 y 16 ug en1ml

Después de 3 h de incubacion de las células del testiculo en presencia de
diferentes dosis de la FTB, y en presencia o ausencia de hCG, se procedio a
cuantificar ta produccion de testosterona,

Los resultados mosiraron que al comparar el grupo conlrol, que incluia la
secrecion basal y estimulada con hCG, con cada una de las dosis de la FTB, 1a
produccion basal de testosterona se mantenla constante. Por el contrario, fa
secrecion dependiente de hCG fue inhibida en forma dosis-dependiente, con
respecto a la cantidad de proteina, ya que a tmenor concentracion de la FTB
menor inhibicién y a mayor coneentracion de éste mayor inhibicion en la secrecion
de testosterona. Esto se observa claramente en la Fig 25 en donde la Dosis A
con 260 pg/ml de la FTB provaco una inhibicién a la respuesta con hCG, (1.19 +
0.03 ng/mi), de aproximadamente 3 veces con respecto al control hCG (4.87 4
0.68 ng/ml). De igual manera, pero en menor magnitud se presentd inhibicion en
fas dosis B, C, Dy E, siendo la respuesta a la hCG de cada dosis de 2.45 1 0.26,
3.18+0.10,3.16 £ 0.02 y 4.22 + 0.34 ng/ml comparadas con el controt hCG. La
respuesta de las células a la estimulacion con hCG fue de 4 veces con respecto 2
fa basal.

Para eslablecer si existian diferencias estadislicamente significativas entre
las medias aritméticas de cada uno de los grupos se aplico 1a Prueba de Analisis

de Varianza (ANOVA) con su respectiva prueba a posterion, en esle caso, la
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Se observa una respuesta dependiente de la concentracidn utilizada de
fraccion timica de bovino (FTB) en los grupos tratados con hCG.
En condiciones basales no se observa cambio alguno.
Se muestra X + DS de un experimento representativo realizado por
triplicado que se repilid al menos tres veces. La diferencia
con respecto al control se considera significativa cuando p < 0.001 («» ).
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Prueba de Tukey-Kramer de comparacién multiple, la cual nos indicd que en el
caso de la secrecién basal entre el grupo control basal y aguellos que contenian
diferentes dosis de la FTB no se presentaron diferencias. Sin embargo, entre ei
grupo control hCG y los de diferentes dosis de la FTB en presencia de hCG si se
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001 (»++)). Por ofro
lado, se hizo la comparacién enfre cada dosis por medio del Coeficiente de
Correlacién Lineal de Pearson, el cual establecié que si habla diferencias
significativas en cuanto a la secrecidn de testosterona dependiente de hCG entre
jas diferentes dosis. Finaimente para validar lo anterior, se aplico la razén t (de

Student) fa cual confirmd una vez mas lo anteriormente mencionado.
6.1.2. Efecto de la FTB Il-. Dependencia del tiempo de aplicacion

Tomando como referencia la curva dosis-respuesta se eligio la dosis C
(65 pg/mi) la cual se probd en los bicensayos, con el fin de conocer si el efecto
inhibitorio de la FTB se presentaba de una manera dependiente dei tiempo de
exposicién de las células al mismo. Se hizo el radicinmuncandlisis de cada
experimento y los resultados mostraron que comparando la produccion basal en
el grupo control contra el tratado con la FTB en los diferentes tiempos (30, 60,
120, 180, 240 y 360 minuios) no se observaron cambios significativos de la
secrecion de testosterona inducides por la FTB. Es importante deslacar que tanto
en el grupo control como en el fratado con la fraccién timica hubo incremento de
la secrecion de testosterona basal a través del tiempo y hasta los 360 minutos
que fue el periodo mas largo de incubacion. Por ofro lado, la secrecién de
testosterona dependiente de hCG no fue afectada por el tratamiento con la FTB a

los 30 y 60 minutos de incubacion. En cambio, a partir de los 120 minutos dicho
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efecto se hizo presente, y se mantuvo hasta los 360 minutos, tiempo en el que se
nterrumpid el experimento (Fig 26).

La secrecion de testosterona estimulada con hCG en los controles versus

los grupos que reciben hCG + FTB fue la siguiente: 120 min (5.20 £ 0.21, vs 3.44

0.16 ng/mt), 180 min (10.80 + 0.07; vs 4.88 + 0.51 ng/mi), 240 min (12.51 4
0.21; vs 7.66 + 0.58 ng/ml), 360 min (18.61 £ 1.14; vs 11.22 % 1.05 ng/mi), los
cuales indicaron que el efecto de la fraccion es tiempo-dependiente en cuanto a
la actividad inhibitoria. Durante tos experimentos se observd que la respuesta de
las eslulas a fa estimulacion con hCG comenzo a ser evidente a partir de los 120
minulos de incubacion en presencia de la hormona, y ue 7 veces mayor que [a
secrecion basal de testosterona.

Se recurrié nuevamente al ANOVA y a {a prueba de Tukey-Kramer, la
cual indicéd que no existen diferencias significativas ¢n la secrecion bhasal entre el
grupo control y el de las células tratadas con la FTB, en ninguno de los periodos
de incubacion estudiados, Con respecio a la secrecion estimulada con hCG, no se
presemtaron diferencias entre los coniroles y los tratados con la FT8B a los 30 y
60 minutos de incubacién, pero a partir de los 120 y hasta los 360 minulos los
datos del grupo tratado con la FT18 difirferan significativamente (p<0.01 (++)). Para
comroborar si existian diferencias significativas en cuanto a la secrecion de
testosterona con las dosis de la FTB utitizadas con respecto al tlempo se recurtio
adernds al andlisis de los dates por medio del Coeficients de Correfacion Lineal
de Pearson y la razon t (de Siudent), tos cuales corroboraron que a los 120, 180,

240 y 360 minutos sf se presenlaron diferencias estadisticamente: significativas.
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Fig 26. Efecto de la dosis de 65 png de proteina de FTB sobre la secrecidn
de testosterona basal [, basal + FTB B& | y estimulada con hCGIT ]
y hCG + FTB [X) en bioensayos de céiulas testiculares de rata
adulta, durante diferentes tiempos de incubacion & 34 ° ¢
Se muestra X+ DS de un experimento representalivo realizado por
triplicado y repelido al menos tres veces. Las diferencias se consi-
deraron significativas cuando p < 0.01 ().
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6.2. Curva Dosis-Respuesta al THF-y 2

Para probar la actividad del THF-y 2 sobre la esteroidogénesis inducida con
hCG, y compararla con la producida en presencia de la FTB se investigo el
efeclo de diferentes dosis de THF-y 2.

Se hizo el radioinmunoanalisis de cada experimento y los resultados so
muestran en fa Fig 27 en la cual se observa que la secrecidn basal de
testosterona no se modifico con ninguna de las dosis de THF-y 2, duranle las tres
horas de incubacion que durd el experimento, comparéndola con el grupo control
hasal. Sin embargo, en la secrecién estimuiada con hCG, se produce una ligera
eslimulacion con dosis altas de THF-y 2, en este caso, con 107 y 10€¢ M
respectivamente. Las dosis de 10-10, 109 y 108 M no ejercen efecto alguno
sobre dicha secrecion. Se observd que en el grupo control 1a produccion de
testosterona dependiente de hCG fue en el caso de estos expelimentos 5 veces
mayor que |a secrecion basal.

Can el Analisis de Vacianza y la prueba de Tukey-Kramer se establecié
que no hubo diferencias significativas entre la secrecién basal del grupo control y
la de los grupos hasales tratados con diferentes dosis de THF-y 2. Tampoco se
observaron diferencias  estadisticamente  significativas  entie  los  grupos
estimulados con hCG y con hCG mas THI*-y 2. Se hicieron asimismo las pruebas
del Coeficiente de correlacion lineal de Pearson y la "1 de Studert, las cuales
indicaron que no hubo diferencias entre cada una de las dosis estudiadas.

Al no observar un comporlamiento dosis-dependiente nwy claro se decidio
hacer experimentos con un tiempo de incubacion de cinco horas. La Fig 28
muestra los resultados de un experimento representativo y se obiserva que al igual
que en los experimentos de 3 horas las diferentes dosis de THF-y 2 no tuvieron

efecto sobre la produceion basal de testosterona. Sin embargo en la secrecion
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dependiente de hCG se manifestd una ligera estimulacion con todas las dosis de
THF-y 2 utilizadas, pero ahora Ias dosis mas bajas 109y 10-10  produjeron una
estimulacién ligeramente mayor que las dosis 108, 107 y 106, Estas
comparaciones se hicieron tomando como referencia sus respectivos controles de
secrecion hasal, o bien en presencia de hCG. En eslos experimentos la secrecion
dependiente de hCG fue aproximadamente 6 veces mayor que la secrecion basal.
Al analizar los datos con las pruebas estadisticas mencionadas
anteriormente se observd que no hubo diferencias significalivas entre la
secrecién hasal de lestosterona del grupo control y la de los grupos tratados con
las diferentes dosis de THF-y 2. Tampoco se observaron diferenclas significativas
entre el grupo control que recibio hCG y aquelias tratadas con hCG y el THF-y 2.
No se insistid cont la temporalidad del fenomeno ya que no se observé tina

curva dosis-respuesta clara.
6.3. Cromatografia de Afinidad

Enla Fig 29 se observan claramente l0s dos picos de proteina contenidos
en {a FTB proveniente de la columna de fiftracién molecular después de eluir fa
columna con amortiguadores de fuerza ionica creciente. El primer pico
corresponde a la fraccion eluida con amortiguador TRIS 10 mM/ NaCIC6 M yel
segundo a la que eluyd con amorliguador TRIS 10 mM / NaCl 2 M.
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Log [ THF ] M

Fig 27. Efecto de diferentes dosis de THF sobre la secrecion de
testosterona en bioensayos de células testiculares de rata
adulta. Se muestra la secrecidn basal = y estimulada con
hCG v durante 3 horas de incubacidén a 34 ° C . Los datos
expresan X + DS de un experimento representativo realizado
por triplicado repetido al menos tres veces.
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Fig 28. Efecto de las dosis de THF sobre la secrecién basal # y esti-
mulada con hCG v de testosterona secretada por las células de
Leydig, durante 5 horas a 34 ° C. Se muestrael X+ DS deun
experimento representativo realizado por triplicado y repetido
al menos tres veces.
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7. DISCUSION

Las proteinas desempefian importantes funciones en practicamente todos
los procesos bioldgicos. En la célula viva hay miles de ellas realizando funciones
diferentes con la perfecla armonia caracleristica de la vida. Son molécuias de
gran tamano, complejidad y diversidad. Uno de fos abjetivos principales en su
esludio ha sido descifrar la eslructura de las mismas y, con elio, descubrir como
funcionan. Un andlisis estructural completo constituye un gran trabajo, por lo que,
hasta ahora, los bioquimicos solo han alcanzado a comprender en profundidad
una pequefa fraccion de las proteinas conocidas. No obstanle, se han revelado
algunos principios generales, como por ejemplo se admite hoy la existencia de
subestructuras compartidas por diversas proteinas, que probablemente
desempefien funciones similares en muchas de ellas (Doolittie, 1989). EI mismo
interés presenta la cuestion de cémo han evolucionado y se han diversificado los
millares de proteinas de cualquier organismo. tno du los grandes logros de la
bioguimica ha sido el averiguar como las secuencias de los aminoacidos
determinan ta conformacion de las proteinas, a su vez, como se unen a sustratos
especlificos y a oiras moléculas, participan en la accion cataiftica y transducen
energla e informacion.

Para llevar a cabo eslos estudios es necesario la purificacion de la proteina
en cuestion, y para saber las funciones de fa misma conviene investigar
ampliamente su conlexto fisiolégico. De aqui deriva el objetivo principal de este
trabajo, en el cual, en primera instancia se estudia ¢l efecto de una fraccion de
naturaleza proteica derivada del timo de bovino sobre la secrecion basal y

estimulada con hCG de testosterona, en una suspension de células testiculares in

96



vitro, todo esto en el contexto de la interaccion inmunoendocrina entre el timo y
las gonadas.

Estudios preliminares indican que el timo de rata macho (15 dlas de edad)
posee una fraccion con PM cercano a 28 kDa que compite por la union de la hCG
al receplor correspondiente en células testiculares (Hiriart, M., y Romano, M.C.
1986) y que ademas inhibe la secrecion de teslosterona dependiente de hCG en
una suspension de células de lesticulo (Pedernera ef al., 1986). A su vez, se ha
determinado que las células reticuloepiteliales del timo de rata prepuber son
productoras de esta fraccion (Martin, D., y Romano, M.C. 1992), y por olra parte
se demostrd que la secrecion de la fraccion timica involucrada en la modulacion
de la funcion testicular depende de la edad del animal y que esta fraccion se
encuentra presente desde etapas tempranas, como en el ¢aso de la rata recién
nacida y hasta en la adulta, reproduciendo el efecto inhibitorio ya mencionado
(Reyes-Esparza, J.A., y Romano, M.C. 1989).

Posteriormente, se llevaron a cabo diferentes técnicas de purificacion de la
fraccion proveniente del timo de ratas prepuberes (Porras, V.M.G., 1988). Se
realizaron estudios electroforéticos para caracterizarla, no solo en timo de rata,
sino también en hovino y humano, con el proposito de avanzar en su purificacion y
lograr su secuenciacion (Porras, V.M.G., 1991).

Con base en lo anterior, en este trabajo se decidié utilizar timo de hovino,
ya que por st tamafo permitiria disponer de una mayor cantidad de proteina, que
en los primeros estudios con timo de rata habia sido un factor limitante, pues los
timos de rata son muy pequefios y se liene que sacrificar a una gran cantidad de
animales para obtener apenas canlidades detectables de proteina (Potras,
VM.G., 1991). Por otra parle, era imporlante corroborar si esta especie
presentaba también una fraccion timica con las mismas caracleristicas de

actividad bioldgica que la de rata, ya que las hormonas de naturaleza proteica que
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se han aislado del timo que presentan actividad, sobre todo en el sistema
inmunolégico, son de origen bovino. En este sentido se realizd un estudio
profundo de la actividad bioldgica de la fraccion timica que fue motivo de esta
tesis, enla cual se demostr6 que dicha fraccién es capaz de inhibir la secrecidon
de testosterona dependiente de hCG. Por ltimo, era necesario corroborar si el
efecto inhibitorio se presentaba en una especie que no es homologa, es decir,
obtener [a fraccion y probar su aclividad bioldgica en bioensayos de células
testiculares de rata adulta, a lo que se le llama reaccion cruzada enlre especies,
encontrandose que la fraccion obtenida del timo de bovino es capaz de modular la
esteroidogénesis en el testiculo de la rata, sin alterar la secrecion hasal de
testosterona.

Para realizar estos estudios en primer lugar se calibrd la columna con
marcadores de peso molecular conocido. L.a separacion de dichas marcadores en
la cromatografia indicé que la columna separ¢ adecuadamente ya que sc
obtuvieron dos picos bien definidos como se espera en este tipo de columna
(Fig 21). Tomando como referencia esta calibracion se obtuvo el perfil de elucion
del homogenado de timo de bovino, a partir del cual se identificé el volumen de
elucion en el que se ubica la FTB con peso molecular aproximado a 30 kDa
(Fig 22). La fraccién de 30 kDa fue dividida en dos partes, una sin concentrar y ia
otra concentrada y se probd su actividad biolégica como se menciona en material
y metodos Al concentrar la fraccion se elimina agua asi como moléculas
menores a 10 kDa que pudieran tener otros efectos sobre las células del testiculo.

Como era de esperarse [a FTB concentrada produjo una mayor inhibicion
que la FTB sin concentrar. E5 interesante destacar que el procesamiento por
estos dos metodos preservoe su aclividad o efecto inhibitorio sin alterar la

secrecion basal de testosterona (Fig 24).
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Las dosis abtenidas a partir de la FTB concenfrada y utilizadas en la curva
dosis-respuesta muestran que ninguna de las cinco dosis modifica la secrecion
basal de testosterona durante las tres horas de incubacion que duré la prueba.

Este comportamiento fue similar a los resultados que se obluvieron con la
fraccion timica derivada de rata. Sin embargo, se observé un efecto de ta FTB de
tipo inhibitorio sobre la secrecién estimulada con hCG, que depende de la dosis
de fraccién timica utilizada expresada como cantidad de proteina (ug/mi) en
200 pt de la FTB. Se realizaron experimentos para estudiar la temporalidad del
fenémeno inhibitorio producido por la FTB observandose que el efeclo se
presenta a partir de los 120 y se prolonga hasta los 360 minutos y probablemente
durante mas tiempo. La incubacion de las céiulas se hizo en un maximo de 360
minutos ya que se ha comprobado que si se administra hCG durante largos
periodos de tiempo se desensibilizan las células de Leydig y dejan de responder
a la hormona por lo cual ya no se podria estudiar el efecto de fa FTB. Ademas 6
horas es un periodo razonable para conservar la viabilidad celular, debido a que
las condiciones bajo as cuales se encueniran las células no son las de cultivo en
medios enriquecidos que tmplica cierlos pardmetros distintos a los que se tienen
para el bioensayo. Aunque se han llevado a cabo estudios con células de Leydig
de rata adulta en cultive mantenidas por periodos largos de incubacion, se ha
observado que, en general, no son los modelos ideales para evaluar o estudiar
algun efecto hormonal, ya que al permanecer en medios sin suero y hormonas las
células normalmente pierden sus receptores a LLH después de 1-3 dias de cultivo,
y en paralelo a este hecho disminuye la actividad de las enzimas 17 «-hidrolasa y
la 17, 20 desmolasa. Consecuentemente, estos cultivos no producen testosterona
y otros esteroides, aunque se ha visto que se mantienen niveles significativos en
cuanto a la produccion de preghenolona y progesterona por mas de 15 dias de

cultivo. En contraste con la situacion anterior, las células de Leydig fetales pueden



mantenerse en cultivo por largos periodos de tiempo (por ariba de 78 dias) sin
que se produzca regulacién negativa y lesiones esteroidogénicas, ademas no se
ha demostrado que ei proceso de desensibilizacion se presente en este iipo de
células, de esta manera, las células de Leydig fetales proporcionan un buen
modelo para estudios de accién hormonal en el {esticulo (Dufau, M.L., y Knox,
G.F. 1985). Por lo anlerior, seria faclible realizar experimentos en cultivos de
células de testiculo adulto, (dentro del limite de tiempo mencionado
anteriormente), y fetal con la finalidad de corrohorar si el efecto inhibitorio de la
FT8 se prolonga por mas de 6 horas.

L.os resultados obtenidos de ia curva liempo-dependiente, sugieren que el
limo de bovino posee una fraccién de naluraleza proteica que provoca un efecto
inhibitorio sobre la produccion de testosterona dependiente de hCG en células del
testiculo. Acerca del mecanismo por el cual se produce esle fendémeno s6lo
podemos especular qua podria ser similar al descrito para la fraccion del timo de
rata, en el que se ha demostrado que la inhibicidn se debe a que la FT compite
con la hCG por los sitios de unidn al receptor localizados en Ia célula de Leydig
(Hiriart, M., y Romano, M.C. 1986) sin descartar (os posibles efectos que la
fraccién pudiera tener en algin paso de la ruta esteroidogénica. Por lo que se
Investigo el efecto de la fraccién con un compuesto anédlogo a LH como la
forkskolina, que es un farmaco que estimula directamente a la adenilato ciclasa y
por consiguiente eleva los niveles infracelulares de AMP. actuando en un paso
posterior al receplor LHMCG, indicando que se produce el mismo efeclo
inhibitorio que cuando la esteroidogénesis es eslimulada con hCG. En esle mismo
esludio se cuestiont si solamente a adenilato ciclasa estaba inactivada y por
esto disminula su capacidad para elevar los niveles de AMP y si este mismo era
incapaz de estimular la sintesls de testosterona en presencia de 1a fraccion timica,
por lo anterior, se uliliz6 8-Bromo AMP; que es un compuesto que puede
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penetrar a la célula y elevar los niveles intracelulares de AMP, y se abservo que
hubo una respuesta de tipo inhibitorio, lo que indicd que el efecta de la fraccidn no
se debe a una disminucion del AMP. por inactivacion del complejo adenilato
ciclasa, lo que sugiere que la FT de rata ademas de competir en el sitio receplor
para hCG, tal vez afecte la cascada de seflalizacion de la ruta esteroidogenica en
algun paso poslerior a la activacion de AMP. (Reyes-Esparza, JA., 1991).

Un fendmeno similar llamado de regulacién negativa, se ha descrito para
LH-ICG en células de tesliculo de rata adulla, en las que la LH induce un dable
control en la funcién de fa célula de Leydig, ya que a bajas dosis de LH mantiene
a los receplores y enzimas esteroidogénicas en un eslado de regulacion maximo
o positivo, mientras que allas dosis de la hormona ocasionan que el receplor
presente regulacion negaliva y desensibilizacion (Dufau, M., 1988). Esla
reduccion en [a union al receptor o regulacion negativa, demostrada en defalle in
vivo se ha presentado también en cullivas de células de Leydig de rata aduita in
vilro y en células de Leydig de raton, y estd ascciada en la rata con una
sensibifidad alterada de la célula blanco debido a lesiones de la via
esteroidogénica. Eslc se debe a que las gonadolropinas inducen lesiones
esteroidogénicas en las células de rala adulta, fas cuales se caraclerizan por la
disminucion en [a conversion de progesterona al andrdgeno siguiente, lo que
acasiona una haja produccion de testosterona en respuesta a la estimulacién con
LH in vitro, alo que se le llama “lesion fardia®. Ademas, con dosis supramaximas
de hCG fambi¢én se observa que se produce una disminucidn de la conversion de
colesteral a pregnenalona y a teslosierana en respuesta a fa hCG in vitro, a lo que
se le denomina ‘lesion temygrana” Par lo anterior, seria interesante continuar con
el estudto de los efeclos de la FTB sobre |a ruta esteroidogénica, para conocer en
qué pasa se produce la inhibicidn en la secrecion de testosterona después de que

ef faclor se ha unido al silio del receptor a hCG.
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Por otro lado, aunque lodavia no s¢ conoce como estd constituido
quimicamente la FTB se descarta la posibilidad de que esta fraccion sea alguna
de las hormonas proteicas denominadas citocinas como la Inlerleucina-1 (IL-1) o
interferon-a (IFN-a), que tambien producen inhibicion de la secrecién de
testosterona y que son liberadas, en el caso del timo, por as células que lo
constituyen como son linfocitos, macrofagos y células reticuloepiteliales, entre
otras. Con respecto a la IL-1 su actividad biologica reside en dos especies de
polipéptidos, cada uno aproximadamente de 17 kDa, pero con puntos
isoeléctricos distintos de 5.0 a 7.0, los dos polipéptidos de la IL-1 se sintetizan
como precursores de unos 33 kDa (Abbas et al, 1995) por lo que en algun
momento se podria pensar que se trata de Iz FTB por su peso molecular tan
cercano. Ademés la IL-1 se separa mediante protedlisis para generar proteinas de
17 kDa maduras, es decir, ¢l precursor de lu ll.-a de 33 kDa es biologicamente
activo mientras que el de IL-1j} debe procesarse a la forma de 17 kDa antes de
ejercer sus funciones bioldgicas (Alibas et al., 1995) Los datos publicados de la
accion de la IL-1 sobre la esleroidogénesis en las células de Leydig son
contradictorios. Se ha reportado que la IL-1 {1 y en menor grado la IL-1 « inhiben
la produccidn de testosterona estimulada con hCG en cultivos de células de
Leydig de ratas recién nacidas, prepiberes y adultas después de un pericdo de
24 horas de incubacién (Calkins et al., 1988, 1990; Fauser et al., 1989; Verhoeven
et al., 1988). Lail-1 p estimula la secrecién basal de testosterona en cultivos de
células de Leydig de ratas prepiberes (Verhoven et al., 1988), pero sin afectar a
fos cultivos de células de ratas recién nacidas y adultas (Calkins et al., 1988;
1990, Fauser et al., 1989). £n otro estudio, se reporta que la IL-1 o estimula la
secrecion basal de andrégenos liberada por las células de Leydig de rata adulta e
inhibe la estimulada con LH (Moore, C. y Moger, WH. 1991) También se ha

reportado que la IL-1 §§ estimula tanto la secrecion basal como la estimulada con
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LH de células de Leydig de rata aduita cultivadas por 48 horas (Waren et al.,
1990). En conjunto estos resultados sugieren que [a accion de la IL-1 sobre la
esteroidogénesis de células de Leydig in vitro puede ser estimuladora, inhibitoria
o0 no tener efecto alguno dependiendo de ias condiciones experimentales (Sun el
al., 1993). Estudios realizados en nuestio laboratorio muestran que tanto la IL-1a
como la IL-1p inhiben ia secrecion basal de testosterona de células de testiculo
de rata aduita en cultivos de 48 horas, mientras que la secrecion estimulada con
hCG no es alterada (Sanchez ef al., 1995).

En general, el efeclo de IL-1 sobre la produccion de testosterona
dependiente de hCG requiere de al menos 24 horas para observarse y en muchos
casos estimula la secrecion hasal de testosterona, mientras que el efecto de la
FTB se comienza a observar a las 2 horas de incubacion y no allera los niveles
basales de testosterona, inhibiendo sistematicamente la produccion de
testosterona dependiente de hCG.

Con respecto a ofra citocina, el IFN-«, se ha demostrado que ejerce un
efecto de tipo inhibitorio sobre la secrecidn estimulada con hCG de células de
Leydig en cullivo de cerdos de 4 semanas de edad, ademés, se inhibe la
produccion basal de testosterona en presencia de altas dosis de IFN-« (100-1000
IU/mi). Esta inhibicion no esta mediada por una reduccion en los sitios de union al
receptor en las membranas de las células de [eydig (Orava ef al., 1985), efecto
que si se observa con ia FT de rata; también el IFN-u difiere en cuanto al peso
molecular y al punto isoeléctiico con la FT que es de 18 kDa y 6.9 para el
primero.

Para comparar el efecto de la FTB con faclores ya conocidos y
secuenciados, derivados del timo de bovino, se ulilizé un oclapéptido con PM de

918 Da denominado THF«y 2 que es un factor secretado por las células
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reficuloepiteliales de! timo (donado por el Dr. Burstein de! Instituto Weissmann de
Rehohot, Israel) y se probd su efecto en el mismo modelo empleado para la FTB.

Los resullados en este modelo experimental no muestran un efecto
consistente de! THF-y 2 solire 1a produccion de testosterona estimulada con hCG
durante 3 y 5 horas de incubacion, por el contrario, a diferencia de ta FTB el THF-
v 2 tiende a estimular 1a produccién de testosterona en las primeras horas de
incubacion (Fig 27 y 28). Esto a pesar de que las condiciones experimentales
fueron las mismas que las utilizadas con la FTBy Ia respuesta de las célutas a
{a estimulacién con hCG fue la esperada. Se ulilizé asimismo otro modelo
experimental que permite ver efectos prolongados, 24 horas o mas para
determinar si el posible cfecto del THF-y 2 requeria mas tiempo para producir
cambios. Se cullivaron las céluias de testiculo duranle 24, 48 y 72 horas y se
ohservd que el tiempo no fue el factor limitame para que se presentara alguna
respuesta de {as células al THF-y 2 (datos no mostrados).

Ante estos resultados se podria pensar que tal vez el THF+ 2 no tenga un
efecto direclo sobre las células de Leydig o bien que esté actuando sobre otros
tipos celulares del testiculo y que por esta razén se esté viendo una suma
algebraica de efectos que podrian ocultar posibles modificaciones inducidas por
el THF-y 2. Para descartar esta posibilidad serla necesario trabajar por ejempio
con céiuias de Leydig purificadas.

l.os datos obtenidos con TiHF-y 2 indican que no necesariamente todos los
factores u hormonas proteicas liberadas por los diferentes tipos de céjulas que
constituyen et timo producen un efecto inhibitorio, a nivel de ias células que
constituyen el testiculo, Y asimismo sugieren que el elemento activo en la FTB es
probablemente diferente al THF-y 2.

Finalmente, para continuar con la purificacion de la FTB se empled la
técnica de cromatografia de afinidad a la heparina. Esta técnica ha sido utilizada
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para purificar faclores de crecimiento de células endoteliales, cerebro, hipdfisis y
retina de bovino empleando amortiguadores de fuerza ionica creciente (Lobb,
RR., y Fett JW. 1984). También este mélodo se empled para purificar
parcialmente la FT de rala, ulilizando los amortiguadores mencionados
anteriormente. Los resultados obtenidos indicaron que la FT de rala es afin a la
heparina y que eluye con 1y 2 M, lo que indica que las proteinas asi obtenidas
tienen alla afinidad por la heparina (Porras, V.M.G., 1988).

Con base en lo anterior, en la Fig 29 se utilizd un amottiguador de equilibrio
para facilitar la salida de las impurezas presentes en la muesira que no lenian
afinidad por la heparina y después se utilizaron dos concentraciones de sales (0.6
y 2 M) en la solucién amortiguadora, que se aplicaron a la columna de manera
creciente. De la aplicacion de cada concentracion de amortiguador se obluvo un
pico y el perfil de elucién fue muy similar al obtenido utilizando la FT de rata. En
otros experimentos del laboratoric que no son motivo de esta tesis se obhservo
que las proteinas del timo de bovino que eluyeron con 1 y 2 M inhibieron fa
respuesia de las células a hCG, sin alterar la secrecion basal de testosterona.

Enresumen, en esta lesis se ha demostrado que el timo de bovino contiene
una fraccion que modula la esteroidogénesis en células de testiculo in vifro. La
FTB no altera la secrecion basal de testosterona, en cambio tiene un efecto de
lipo inhibitorio sobre la produccion de lestosierona estimulada con hCG.

El efecto de la FTB sobre la secrecion de testosterona dependiente de hCG
es a su vez dependiente del tiempo y de la dosis de fraccidn utilizada. Por olra
parte, se demostro que el efecto de la FTB no es reproducido por el THF-y 2, ya
que la incubacion de las células del testiculo en presencia del mismo no modifica
significativamente ni la secrecion basal de lestosterona ni la respuesta a la

estimulacion con hCG.
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Finalmente los resultados de esta tesis sugieren que en el timo de bovinc
se encuentra una fraccion capaz de modular la produccion de esteroides en el
testiculo. Estos datos reafirman la relacion entre los sistemas inmunoldgico vy

neuroendocrino.
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8. CONCLUSIONES

El timo de bovino conticnhe una fraccion de aproximadamente 30 kDa gue
modula la secrecion de testosterona dependiente de hCG en células de testicuio

de rata adulta, sin allerar la secrecion basal de esta hormona.

la FTB inhibe la respuesta a hCG en forma dependiente de la
concentracion del mismo. La respuesta de las células de testiculo es significativa

a partir de las 2 horas de incubacion en presencia de a fraccion.

El THF-y 2 no reproduce el efecto de la fraccién timica de 30 kDa. Por el
contrario produce una discreta estimulacion de la respuesta a hCG durante 3
horas de incubacion, sin alterar la secrecion basal de {estosterona, mientras que a
las 5 horas ya no se observa esta tendencia, ambos resultados estadisticamente

no son significativos.
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10. APENDICE:

10.1. Reactivos utilizados

+ Acelona (Merck-México, S.A).

Acetona (uso comercial) .

Acido fosférico (Merck-México, S.A).

Albdmina sérica bovina (ASB) (Sigma Chemical Co. 5t. Louis, Mo. U.S.A).
Anhidrasa carbdnica (PM 29 000) (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo.
US.A).

Anticuerpo-Antitestosterona (ICN Biomedicals, Inc. Diagnostics Division. Costa
Mesa, CA LUSA).

Azida de Sodio (Sigma Chemical Co. St Louis, Mo. UJ.S A).

Azul Coornassic G-250 (Pierce Chemical Company, Rockford. Hlinois, U.S.A.)
Azul Dextran (PM 2 000 000) (Sigma Chemical Co. St Louis, Mo. U.5.A).
Bicarbonato de Sodio, NaHCO3 (J.T.Baker, Xalostoc México).

Carbdn activado (Merck, Darmstadt, F.R. Germany).

Cloroformo (J.T.Baker, Xalostoc México).

Cloruro de Potasio, KCI (J.T.Baker, Xalostoc México).

Cloruro de Sodio, NaCl (J.T.Baker, Xalostoc México).

Colagenasa (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. USA.).

Etanol (Merck-México, S.A).

Fosfato dibésico de Sodio (J.T.Baker, Xalostoc Méxica).

Fosfato monobésico de Sodio (T.Baker, Xalostoc México),

Gelatina (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. U.5.A).

Glucosa (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. U.S.A)).



Heparina Sepharosa (Pharmacia, Suecia ).

« HEPES  (N-{2-Hydroxyethy!) piperazine M-[2-ethane-sulfonic  acid) (Sigma
Chemical Co. St. Louis, Mo. US.A)

hCG (Chorianic Gonadotropin from Human Pregnancy Urine) (Sigima Chemical
Co. St Louts Mo, U.GA).

Medio de cultivo: Dulbecca's Maoditied Zagle Medium ( OMEM ) (Gibco
Laboratories. Life Technologies, nc. Grand lstond, N.Y. U.SA).

PMSF (Phenylmethylsulfanyl fluoride) (Sigma Chemical Co. St Louis, Mo.
U.S.A)

POPOP ( 1,4-bis|5-Phenyl-2-oxazolyl) benzene, 2,2"-p-Phenylene-bis
[5-phenyloxazole) ) (Merck-Darmsladi, F.R. Germany).

PPRO (2,5-Diphenyl-oxazole) (Merck-Darmstadt, F IR, Germany).

Rojo fenol (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. U.S.A).

Sephadex G-75 super fina (Pharmacia, Suecia).

Testosterona fila (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. U.5.A.).

Testosterona tritiada (New England Nuclear Boston, MA.).

Trizma Base (Trisihydroxymethyilaminomethang) (Sigma Chemical Co. St
Louis, Mo. L) 5.A).

Trizma Hydrochloride  (Tris[hydroxymethyl]-aminomethane  hydrochloride)
(Sigma Chemlcal Co. St. Louis, Mo. L1.S.A).

Tolueno (J.7 . Baker, Xalostoc Mévieo).

Triton X 100

Xantina (3-isobutil-1-metilxantina) (Sigma Chemlcal Co. St. Louis, Mo. U.S.A ).
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+ 10.2. Preparacion de Soluciones y Reactivos

» Amorilguador para Radloinmunoandiisis

Fosfato dibédsico de Sodio 85 gr
Fosfato monobésico de Sodio 54 gr
Azida de Sodio 1.0 gr
NacCl 90 gr
Gelatina 10 gr

+ Amortiguador TRIS 50 mM / NaCl 01 M pH 7.4

Trizma Base 194 gr
Trizma HCI 13.22 gr
NaCl 11688 gr

+ hCG (Gonadotroplna corlénica humana)

hCG 0.0006 gr
Agua bidestilada 4.3ml

hCG (800 ug )+ 2.3 mide H0 = 0,01 u/ml
l

| Tomar

l
20 ul + 2mlde =1mU/ 10
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