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AL IPHATITEC-FE

RESUMEN

Se ha descrito para algunas de las hormonas sintetizadas por el timo que
tienen efectos sobre la liberacién de las gonadotropinas y las funciones del
ovario, sin embargo estas hormonas también son sintetizadas por otros organos
y aun en el Sistema Nervioso Central. La timulina, que es una hormona de
origen exclusivamente timico, administrada al ratén preptiber, estimula la
respuesta del ovario al tratamiento gonadotropico pero estos efectos parecen
depender de la etapa de desarrollo del animal, Por lo anterior, en el presente
trabajo se decidié estudiar los efectos de la administracién sistémica de la

timulina en diferentes etapas del desarrollo postnatal del ratén en la pubertad y
fa ovulacion.

Se utilizaron ratones hembra neonatos de la cepa CD1 a los que se les
administr$ diariamente por via sistémica timulina (12 ng/g) o solucién salina
hasta el dia en que presentaron el primer estro vaginal. Se conté con un grupo
de ammales sin tratamiento (testigo). Los resultados mostraron diferencias
significativas entre el grupo testigo y el tratado con solucién salina (edad de la
apertura vaginal 29.9+0.8 vs. 27.2+0.5 dias, p<0.05; peso corporal 24.2+0.7 vs.
19.8+1.1 g, p<0.05; concentracién sérica de estradiol 21.8+4.6 v5.42.5+7.9
pg/ml, p<0.05), lo que indica que el ratén es muy susceptible al efecto del
estrés que provoca la inyeccién diaria desde el nacimiento. El tratamiento con
timulina disminuyé la concentracién sérica de estradiol respecto al grupo con
solucion salina (17.0£3.2 vs. 42.547.9 pg/ml, p<0.05) y mostrd un efecto
trofico sobre el crecimiento del timo (105.5+6.1 vs. 83.628.0 mg, p< 0.05).

Otro grupo de ratones tratados de igual forma con timulina o salina se
estimulé con 5 ui. de PMSG al dia 25 de edad. Ademés de un grupo tratado
tnicamente con la gonadotropina. Los animales con solucién salina+PMSG
presentaron diferencias significativas respecto a los inyectados sélo con PMSG
(edad de la apertura vaginal 27.8+0.2 vs. 26.7+0.1 dias, p<0.05; lapso entre
primer estro y apertura 0.5£0.2 vs.1.120.1 dias, p<0.05; peso corporal
19.1£1.1 vs. 22.0+0.7 g, p<0.05; Gtero 58.4+4.1 vs. 86.2+6.1 mg, p<0.05).
Estos resultados reflejan nuevamente la respuesta al estrés al que se sometieron
los animales. El tratamiento con timulina+PMSG provocé el incremento en el
peso del timo en comparacién con el tratamiento de solucion salina mas la
gonadotropina (89.2+3.5 vs5.74.5+6.1 mg, p<0.05).
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El tratamiento con 5 wi. de PMSG indujo la ovulacién en todos los
grupos experimentales. No obstante la respuesta ovulatoria, evaluada por el
numero de cuerpos liteos, fue mayor en los animales tratados desde el
nacimiento con timulina (testigo 7.842.0, salina 7.6+1.3 vs. timulina 11.7+13
NS), aunque no llegé a valores estadisticamente significativos. Un evento que
se presentd independientemente del tratamiento con solucidn salina o timulina,
fue la presencia de cuerpos lateos con el ovocito atrapado que se incrementd
con la administracién de Ja timulina (12.1£1.8 vs. 7.9+1.7 NS).

En ofra seric de experimentos se evaluaron los efectos de la
administracion sistémica diaria de la timulina (200 ng) o salina desde los 19
dias de edad, sobre la respuesta ovulatoria inducida por la administracién de 8
u.i. de PMSG al dia 20 de edad. Se conté con un grupo de hembras tratadas
Unicamente con PMSG. Se evaluaron los mismos parametros que en el
experimento anterior y no se presentaron diferencias significativas entre el
grupo con salina y el testigo, lo que indica que la respuesta al estrés a los 19
dias de edad es diferente a la de 1a etapa neonatal. El tratamiento con timulina
desde los 19 dias+PMSG, disminuyé el nimero de cuerpos lateos con el
ovocito atrapado respecto al grupo con salina (11.0£2.2 vs. 31.0+7.3, p<0.05),
mientras que su administracién 44 h después de la PMSG no lo modificé
(36.5£5.9 ws. 11.0+2.2, p<0.05). Estos resultados indican que la timulina
modula la respuesta del foliculo a la PMSG ya que los animales estimulados de
manera secuencial con PMSG+hCG superovularon (42.3%5.4).

En conclusién, la timulina administrada en el ratén hembra no modifica
el inicio de la pubertad, pero manifiesta dos tipos de efectos en la respuesta
ovulatoria inducida por la administracién de gonadotropinas que dependen de
la edad del animal y de la magnitud del estimulo gonadotropico.



1. INTRODUCCION

El timo, ademas de ser el 6rgano donde se lieva a cabo la maduracion y
diferenciacién de los linfocitos responsables de la respuesta inmune mediada

por células, también participa en los mecanismos neuroenddcrinos que regulan

la funcion reproductora.

Los animales congénita o quirirgicamente atimicos, asi como los
hipotfmicos, son los modelos biolégicos que se han utilizado en el estudio de la
relacion entre el sistema inmune y el sistema reproductor. En la hembra del
ratén, la timectomia en la etapa neonatal desencadena una respuesta de origen
autoinmune sobre el ovario que altera las funciones del sistema reproductor.
Sin embargo, recientemente se ha mostrado que la timectomia realizada en la
etapa infantil, merma el desarrollo folicular del ovario y retrasa la maduracion
sexual. Estas alteraciones no muestran signos de etiologia autoinmune, lo que

indica que este érgano estd vinculado con la regulacién del sistema

reproductor.

Se ha postulado que el timo ejerce su accién sobre el sistema reproductor
por intermedio de las hormonas que sintetiza (timosinas). Algunas de estas
timosinas estimulan la liberacién de las gonadotropinas y la esteroidogénesis
ovarica. No obstante, estas hormonas no sélo son sintetizadas por el timo, sino
que también 1o son por otros érganos ¢ incluso en el Sistema Nervioso Central,
lo que debilita la participacion enddcrina del timo en la regulacién del eje

neuroendéerino de la reproduccion.
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Estudios recientes muestran que la timulina, también llamada factor
timico del suero (hormona sintetizada exclusivamente por el epitelio timico),
administrada a ratones durante la etapa peripuberal temprana, favorece la
accién estimulante de las gonadotropinas exodgenas. Por lo anterior, en el
presente trabajo se decidié estudiar la participacién de la timulina en la
pubertad y la ovulacion al administrarla por via sistémica en diferentes etapas

del desarrollo postmatal del ratén.



1Marco feorico

2. MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas morfofuncionales del ovario

El ovario es el 6rgano reproductor femenino cuyas funciones son por una
parte, la produccién de gametos con las caracteristicas para ser fecundados y
por ofra, la sintesis de hormonas de naturaleza esteroide que regulan el
crecimiento y el desarrollo de los demas drganos sexuales de la hembra de los

mamiferos como son, el ufero, la vagina, la glandula mamaria, etc. (Clark v
Shailaja, 1994).

Las hormonas esteroides que secreta el ovario, como producto de su
actividad endébcrina, son principalmente los estrdgenos y la progesterona. La
mayoria de los cambios caracteristicos de la pubertad son regulados por estas

hormonas (Ramirez, 1973).

El ovanio esta formado por tres compartimentos que se muestran en el
esquema 1: el folicular conformado por foliculos en las diferentes etapas de
crecimiento (a-d); el luteal (e, £), que se desarrolla a partir de los foliculos que
ya expulsaron el ovocito (g); el compartimento intersticial (h) derivado de las
células de la teca interna de los foliculos que no llegaron a ovular y que

culminaron en la atresia (i) (Mori y Matsumoto, 1973; Harrison y Weir, 1977).

La umidad anatomo-funcional del ovario, es el foliculo, ya que en éI se
madura el ovocito y se lleva a cabo la esteroidogénesis (Esquema 1). A su vez,
el foliculo esta formado por: el ovocito I (1) que se encuentra detenido en la
primera fase de la division meidtica; las células de la granulosa (2); la
membrana basal (3) que aisla a las células de 1a granulosa del resto de los

3
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Esquema 1. Representacién de un corte de ovario donde se muestran los diferentes
compartimentos. & foliculo primordial, b foliculo primario, ¢ foliculo secundario, 4
foliculo preovulatorio, e. cuerpo liteo recién formado, £ cuerpo liteo maduro, g expulsion
del ovocito, k. tejido intersticial, i foliculo atrésico. Componentes del foliculo: 1. ovocito,
2. células de ia granulosa, 3. membrana basal, 4. células de la teca (modificado de Ross y

col, 1992},
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componentes del ovario; las células tecales (4) que rodean a la membrana
basal. En los foliculos antrales, la cavidad se encuentra ocupada por el liquido

folicular (5) (Ross, 1990; Dominguez y col., 1991; Freeman, 1994).

Las funciones del ovario, y por ende la maduraciéon sexual y la
reproduccion, son reguladas por un complejo sistema de interrelaciones
neuroenddcrinas en las que participan principalmente el hipotilamo, la hipéfisis

y ¢l mismo ovario (Everett, 1994; Qjeda y Urbanski, 1994).

En el hipotidlamo se sintetiza la hormona liberadora de las
gonadotropinas {GnRH, por sus siglas en inglés). Esta hormona es liberada en
la eminencia media, de donde pasa a la sangre del sistema portal hipotalamo-
hipofisiario para llegar a la parte anterior de la hipdfisis, llamada también
adenchipdfisis, donde se une a receptores especificos localizados sobre las
membranas de los gonadotropos y estimula la sintesis de la hormona
estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas en inglés) y de la hormona
luteinizante (LH, por sus siglas en inglés). Ambas gonadotropinas, al ser
liberadas a la circulacién, llegan al ovario y estimulan su crecimiento y

diferenciacion (Esquema 2) (Ojeda y col., 1990; Charli y col., 1991, Everett,
1994; Dominguez, 1995).

Las gonadotropinas ejercen sus efectos sobre el ovario mediante su union
a receptores especificos localizados en la membrana celular. De esta forma, la
LH actia sobre las células de la teca interna, estimulando la sintesis de
androgenos y la FSH actha sobre las células de la granulosa, donde estimula la
aromatizacidn de los androgenos a estrogenos y la proliferacion de las células

de la granulosa (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Larrea y col., 1991).
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Esquema 2. En este esquema se muestra el eje de regulacion neuroenddcrina de la
reproduccién, donde se muestran algunas de las vias neuro-hormonales de comunicacion
entre el hipotilamo, la hipdfisis y el ovaric (los signes positivos indican estimulacion
hormonal y los negativos inhibicién) (modificado de Mader, 1992).



Las hormonas esteroides sintetizadas por el ovario ejercen su accidén
modulando la secrecidn de las gonadotropinas tanto a nivel de la hipofisis como
del hipotalamo. Sin embargo, los estrogenos controlan indirectamente la
liberaciéon de la GnRH, ya que las neuronas que sintetizan dicha hormona
(neuronas GnRH-érgicas) en el hipofdlamo no poseen receptores a los
estrogenos, por lo que su accion se ejerce mediante el estimulo o la mhibicién
de otras vias neurales entre las que se encuentran las catecolaminérgicas, las

colinérgicas y las serotoninérgicas enire otras (Esquema 2) (Fink, 1986; Brown,
1994).

En la hembra de los roedores, como es el caso de la rata, se ha mostrado
que las concentraciones séricas de la FSH y la LH permanecen bajas durante la
etapa prepuberal debido al efecto iphibitorio que ejercen los esteroides
sexuales. Durante la etapa peripuberal se presenta un aumento brusco en la
frecuencia y amplitud de los pulsos de la GnRH, lo que provoca que las
concentraciones de gonadotropinas se incrementen abruptamente. Los
esteroides gonadales y la GnRH, sensibilizan a la hipéfisis para que ocurra esta
descarga preovulatoria de las gonadotropinas, misma que sucede en la tarde del
primer proestro (Ojeda y col., 1986; Ojeda y Urbanski, 1994). Este aumento en
las concentraciones de gonadotropinas, permite que el ovocito continde la
meiosis, proceso que culmina con su expulsion, dando como resultado la

primera ovulacién (Esquema 3) (Dominguez y col., 1991; Ojeda y col., 1986,
1990).

Una vez que el foliculo inicia su crecimiento puede seguir dos vias: una
donde el foliculo se desarrolla hasta culminar con la ovulacién y otra donde el

foliculo degenera por un proceso denominado atresia.

7
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Al respecto, no se conoce el mecanismo de seleccién de aquellos
foliculos que irdn a la atresia y sobre el momento en que inicia dicho proceso;
sin embargo, algunos autores utilizan como indicadores la presencia de picnosis
(fragmentacion del Acido desoxirribonucléico o ADN) en los niicleos de las
células de la granulosa. Estas células pierden gradualmente los receptores a la
FSH v a la LH, lo que da como resultado disminucién de la actividad de la
aromatasa y por lo tanto el foliculo pierde su capacidad funcional (Greenwald y
Shyamal, 1994). Hsueh y col. (1994), describen que en los roedores los

androgenos y 1a GnRH son factores que inducen Ia atresia en el ovario.

Cuando en el eje hipotilamo-hipéfisis-ovario todas estas sefiales
neuroend6crinas tienen una respuesta sincronizada, indica que ha alcanzado la

madurez y es un evento que marca el inicio de la pubertad (Ojeda y col., 1986,
1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

2.2 Pubertad

La pubertad es la fase biolégica del individuo en la cual, el sistema
reproductor alcanza su madurez para comenzar a ser funcional. El cambio
fenotipico asociado al inicio de la pubertad de la hembra de los roedores, es la
canalizacion de la membrana vaginal, que permite su apertura y es un evento

regulado por los estrogenos sintetizados por el ovario (Ramirez, 1973; Fink,
1990; Ojeda y col., 1990).

En la rata, se describe que a partir del dia 12 de gestacién ya se han
establecido las conexiones vasculares de la hipdfisis asi como sus componentes
celulares, por 1o que la GnRH comienza a participar en la sintesis de las

gonadotropinas aproximadamente al dia 17 y permanece baja su concentracion

9



hasta el dia del nacimiento (Ojeda y col., 1986).

Qjeda y colaboradores (1986) dividieron el desarrollo postnatal de la rata
hembra en cuatro etapas, en las que toman en consideracién tanto pardmetros
fisiologicos como morfologicos que se observan durante el desarrollo del eje de
regulacion neuroendocrine de la reproduccion, a nivel de sus tres componentes

basicos: el hipotalamo, 1a hipofisis y el ovario.

1) Etapa neonatal. Esta etapa abarca ‘desde el nacimiento del animal
hasta el dia siete postnatal. Durante este tiempo, el eje hipotalamo-hipofisis-
ovario no es completamente funcional, Los ovarios son relativamente
insensibles a las gonadotropinas los primeros cuatro o cinco dias de vida
postnatal y e] efecto de retroalimentacion negativa de los estrégenos no opera.
El proceso de foliculogénesis ocurre después de haber transcurrido las primeras
48 horas posteriores al nacimiento (Peters y col., 1975; Ojeda y Urbanski,
1994). Par lo tanto, la concentracion de los estrégenos en esta etapa son bajas,
en parte porque el ovario posee pocos receptores a la FSH y a la LH y porque
el suero de los animales contiene alta concentracién de la w-fetoproteina,
proteina transportadora que se une fuertemente a los estrégenos inhibiendo su

actividad (Funkenstein y col., 1980; Fink, 1989).

A partir del dia cuatro postnatal aumentan los receptores a la FSH en el
ovarioc vy la concentracién sérica de esta gonadotropina comienza a

incrementarse gradualmente (Ojeda y col., 1986).

2) Etapa infantil, Esta etapa se presenta desde el dia ocho hasta el dia 2]

de edad. Durante este tiempo, el eje de regulacion neuroendocrino lleva a cabo

10



cambios funcionales que se van a ver reflejados en su capacidad de control

sobre el inicio de la pubertad.

En esta etapa, la concentracién de la FSH presenta una elevacién brusca
para el dia 12, después de la cual disminuye gradualmente y no se modifica
hasta la tarde del primer proestro, momento en que se presenta la primera
oleada preovulatoria de gonadotropinas. La disminucion gradual en la
concentracién de FSH es debida al efecto inhibitorio que ejercen los
estrogenos, mismos que se encueniran en forma libre al disminuir la

concentracion plasmatica de la o-fetoproteina alrededor del dia 16 de vida

(Ojeday col., 1986).

En el ovario se observan foliculos en desarrollo, en los cuales ocurren
cambios estructurales que dan como resultado su capacidad para sintetizar
hormonas sexuales en respuesta a las gonadotropinas. Asimismo, el aumento de
la FSH observado al dia 12 es necesario para el reclutamiento y crecimiento de
los foliculos que culminaran con la ovulacién (Fink, 1986; Becu-Villalobos y
Lacau-Mengido, 1990).

Al inicio de esta etapa, los foliculos sélo poseen receptores a Ia FSH.
Esta gonadotropina estimula a las células de la granulosa para llevar a cabo la
activacion coordinada de genes y por lo tanto la expresion de proteinas y
enzimas necesarias para la aparicién de sus propios receptores. El posterior
aumento en las concentraciones de la FSH y de los estrégenos conducen a la
adquisicion de los receptores a la LH en las células de la granulosa como

resultado de un efecto sinérgico entre ambas hormonas (Zeleznik y Fairchild-
Benyo, 1994),
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3) Etapa juvenil o prepuberal. Comienza desde el dia 21 hasta el dia 30
6 32 de vida. Para este tiempo, el control hormonal est4 bien definido vy el eje
hipotalamo-hipofisis-gonada es capaz de responder al efecto estimulante
ejercido por los estrogenos sintetizados por el ovario (Urbanski y Ojeda, 1986).
De esta forma, ¢l incremento en la concentracion de los estrogenos estimula los
pulsos de la LH y de 1a GnRH, asi como una mayor receptividad de los
gonadotropos en la hipdfisis. Sin embargo, a pesar de la funcionalidad de este
sistema de regulacién durante la etapa prepuberal, los cstrogenos ain no
alcanzan concentraciones suficientes para inducir la primera ovulacién (Fink,

1986; Ojeda y col., 1986).

En el ovario, se observa un aumento en el niimero de receptores a la LH
que junto con su patrén de secrecién.pulsétil, incrementan el proceso de la
esteroidogénesis. Este proceso se acompafia de una onda de desarrollo
folicular, por lo que es posible observar durante esta etapa foliculos
preovulatorios pero también en degeneracion o atrésicos. Al inicio de la etapa
juvenil los pulsos de secrecion de ia LH son de baja amplitud, pero al final
estos pulsos se incrementan en las tardes, lo que permite un patron de secrecién
diummo que a su vez representa la sefial para que los estrégenos estimulen la
oleada preovulatoria de las gonadotropinas, evento que es determinante para
que continie el desarrollo folicular y para que se presente el proceso de

pubertad (Andrews y Ojeda, 1981; Fink, 1986; Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990).

Ademas de la participacion de las gonadotropinas en la regulacién dei
desarrollo del ovario, también participan otras hormonas sintetizadas en la

hipéfisis como son la prolactina (PRL, por sus siglas en inglés) y la hormona

12
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del crecimiento (GH, por sus siglas en inglés) que modulan el efecto de las
gonadotropinas sobre el ovario y facilitan el aumento en el nimero de
receptores a la LH (Andrews y Ojeda, 1981). La concentracién de estas

hormonas también incrementa a partir de la etapa juvenil (Qjeda y col., 1986).

4) Etapa peripuberal. Esta etapa no tiene una duracién exacta ya que
puede vanar en funcion del dia en que se presente la apertura vaginal y la
ovulacién. Morfologicamente se reconoce por la acumulacion de fluido
intrauterino y funcionalmente por el incremento en los pulsos de secrecion de la
LH, responsable del estimulo ovarico para una mayor produccion de
estrogenos. El aumento en la concentracién de estrdgenos induce la descarga
de GnRH y por ende de las gonadotropinas, proceso 'que culmina con la

primera ovulacién (Ojeda y col., 1986; Beci-Villalobos y Lacau-Mengido,
1990).

La cascada de eventos que conducen a la pubertad se ha dividido en

varias fases que permiten su estudio:

~ Anestro, en el cual el peso del atero es bajo y no hay fluido uterino. La
vagina se encuentra cerrada y no se presentan foliculos preovulatorios, por lo
que aun no hay sefiales de ovulacién. En esta fase, la magnitud de los pulsos de
secrecion de 1a LH se incrementa en la tarde (Urbanski y Ojeda, 1985; Ojeda y
col., 1986, 1990; Ojeda y Urbanska, 1994).

~ Proestro temprano, el peso del dtero comienza a aumentar debido a la
acumulacion del fluido uterino; la vagina aiin permanece cerrada. La respuesta

de la hipéfisis a la GnRH para que ocurra la descarga de gonadotropinas,

13
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permanece baja hasta la mafiana del proestro tardio (Ojeda y col., 1980;
Urbanski y Ojeda, 1985; Ojeda y col., 1986, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

~ Proestro tardio, el utero es grande ya que presenta gran cantidad de fluido
(Gtero balonado). La vagina puede aiin permanecer cerrada. En €l ovario se
observan foliculos preovulatorios. En esta fase se observa la primera oleada

preovulatoria de gonadotropinas (Andrews y Ojeda, 1981; Ojeda y col., 1986;
Ojeda y Urbanski, 1994).

~Primer estro, en el Gtero ya no hay fluido. La vagina se encuentra abierta y
en su citologia hay predominancia de células cornificadas. En este dia ocurre la
primera ovulacion, y los pulsos de secrecion de la LH han disminuido. En el

ovario se presentan cuerpos luteos recién formados (Ojeda y col., 1986, 1990;
Ojeda y Urbanski, 1994).

~ Primer diestro, aparece uno o dos dias después del estro. La citologia
vaginal se caracteriza por la predominancia de leucocitos. La concentracién de
gonadotropinas es baja, pero se observa un aumento en la concentracion de
progesterona como reflejo de la funcionalidad de los cuerpos liteos maduros

presentes en el ovario (Ojeda y col.,, 1980, 1986, 1990; Ojeda y Urbanski,
1994).

En la maduracién del sistema reproductor, ademas de las sefiales
neuroenddcrinas anteriormente descritas, también participan las hormonas

secretadas por el timo (Rebar y col, 1981a; Mendoza y Romano, 1989;
Uzumceun y col., 1992).

14
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2.3 Relacion funcional entre el timo y el sistema reproductor

a) Caracferisticas morfefuncionales del timo

El timo es un 6rgano linfoide de forma triangular y de color blanquecino
que se localiza en el torax, iomediatamente atras de la parte superior del
esterndén. Su base se ubica por encima del corazon y su apice se extiende hacia
el cuello (Ham, 1975). Este organo se origina del tercer par de bolsas faringeas
y en él se lleva a cabo la maduracién y diferenciacién de los linfocitos
inmunocompetentes o linfocitos T, que intervienen en la respuesta inmune

mediada por células (Bach, 1984; Bellanti, 1986; Roitt, 1994; Spangelo, 1995).

El timo estd formado por dos l6bulos umdos por la parte media y
rodeados por una delgada cépsula de tejido conectivo, que penetra y forma
tabiques que dividen parcialmente los l6bulos en lobulillos. La matriz del timo
estd forrnada por células epiteliales dispuestas en forma de red en la cual se
depositan los linfocitos. La parte periférica o corteza de cada lobulillo se halla
muy infiltrada de linfocitos, mientras que la porcion central o médula contiene
menos. En la médula se encuentran también células reticulo-epiteliales
ordenadas de manera concéntrica que dan origen a los corpisculos de Hassall
(Esquema 4) (Bellanti, 1986).
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Esquema 4, En la parte superior de la figura, se observa la estructura lobular del timo y en
la parte inferior un fragmento ampliado donde se aprecia la organizacién cortico-medular del
érgano (tomado de Bellanti, 1986).
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b) Vinculacion funcional entre el timo y el sistema reproductor

La existencta de una relacion funcional entre el timo y el sistema
reproductor, fue sugerida inicialmente por Calzolari en 1898. Mas adelante,

esta relacion se vio apoyada por las observaciones de diversos eventos

fisioldgicos, tales como:

1. El timo presenta un proceso de involucién fisiolégica que ocurre después
de la pubertad y durante la prefiez (Carter, 1976; Roitt, 1994).
2. El timo se hipertrofia en respuesta a la castracion (Fitzpatrick y col., 1985;
Rosasy col,, 1992).
3. La administracién de esteroides gonadales resulta en la disminucion del
peso del timo (Chambers y Clarke, 1979).
4. La respuesta inmune se mcrementa con la gonadectomia y disminuye al

realizar el reemplazo de hormonas sexuales (Grossman, 1985).

Los efectos que tienen los esteroides gonadales sobre el timo, quedaron
corroborados al describir la presencia de receptores a estas hormonas en las
células reticulo-epiteliales del timo (Grossman y col., 1979; Grossman, 1984;
Morgan y Grossman, 1985).

El uso de modelos biolégicos espontaneos como el ratén alopécico y
congénitamente atimico (nu/nu), el ratén alopécico-hipotimico (et/et) y los
modelos experimentales como el ratén con timectomia neonatal, asi como el -
ratén timectomizado a los 10 dias de edad (Tx-10), han aportado evidencias de
la vinculacién del timo con el sistema reproductor (Rebar y col., 1981b;

Michael, 1983, Rosas y col., 1989; Garcia, 1996).

17
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En el ratén nu/nu, se describen deficiencias en la funcién reproductora
tales como: retraso en la edad en la que se presenta la apertura vaginal
(pubertad), acelerada atresia folicular, infertilidad y alteraciones en el
desarrollo ovérico, bajas concentraciones de gonadotropinas en el suero y en la
hipofisis, asi como bajas concentraciones séricas de androgenos y estrogenos
(Flanagan, 1966; Besedovsky vy Sorkin, 1974; Lintern-Moore y Pantelouris,
1975, 1976; Rebar y col., 1981b, 1983).

El ratén alopécico et/et es un mutante que presenta alteraciones en el
desarrollo del timo, razén por la cual se le llama también hipotimico. Las
hembras de este raton presentan algunas deficiencias reproductoras como son:
retardo en la pubertad, menor peso de los ovarios y el nimero de foliculos es
menor. Ademas, presenta disnﬁnucién de la respuesta ovulatoria inducida por

gonadotropinas (Hinojosa, 1994, Rosas, 1990).

Nishisuka y Sakakura (1969) mostraron en el raton que la timectomia
realizada entre los dos y cuatro dias de edad, provoca retraso de 1a pubertad y
disgénesis ovarica que se caracteriza por infiliracion linfocitica, pérdida de
ovocitos, disminucién subsecuente del numero de foliculos, ausencia de
cuerpos luteos y disminucion en el peso del ovario. La extirpacién del timo

después del dia siete de edad, no induce estas alteraciones en el ovario.

Se ha descrito que la disgénesis ovarica que se presenta en el ratdn
timectomizado a los tres dias de vida postnatal es de origen autoinmune, ya que
se han detectado anticuerpos anti-ovocitos en la sangre de estos animales. Sin
embargo, estudios realizados posteriormente, muestran que en este modelo

experimental existe disminucion del nimero de foliculos antes de los 10 dias de
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edad y los anticuerpos-antiovocitos se presentan en la circulacion hasta los 25

dias de edad (Michael, 1983; Kosiewicz y Michael, 1990).

Con base en lo anterior, se ha sugerido que la timectomia tiene un efecto
bifasico sobre el ovario, uno seria el resultado de una posible accion hormonal
temprana sobre el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario-timo, que afecta el
crecimiento de los foliculos primordiales antes de los 20 dias de edad y el otro
seria un efecto tardio, ocasionado por un desbalance inmune evidente entre los
25 v 30 dias de edad, que tiene-como resultado la disgénesis del ovario

(Michael, 1983; Kosiewicz y Michael, 1990).

Garcia (1996) mostrd que la ausencia del timo a partir de los 10 dias de
edad no provoca disgénesis ovarica de origen autoinmune, pero se describen
algunas alteraciones como son retardo en la pubertad, disminucién en el
nimero de foliculos en crecimiento principalmente de los primarios, menor
desarrollo de los ovarios y disminucién en la respuesta ovulatoria inducida por

12 administracion de gonadotropinas.

c) Ffecto de las hormonas timicas sobre el sistema reproductor

El epitelio timico produce varios factores u hormonas que actian en la
diferenciacion de las células T y en la regulacion de la respuesta inmune
mediada por células. Algunas de estas hormonas son: la timulina, la
timopoietina, la timoestimulina? el factor timico humoral y la timosina fraccion
5. Esta Giltima es una familia &e polipéptidos los cuales, han sido secuenciados
y clasificados segin su punto isoeléctrico en timosinas: o, &s, o7, B1, B3, B4,
B2, Bs, Po, Bro y ¥ (Low y Goldstein, 1984; Spangelo, 1995). Se ha mostrado,
que algunos de estos péptidos participan en los mecanismos que regulan la
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reproduccién (Grossman, 1984).

Se tienen evidencias de que la timosina fraccion 5 y la timosina Ba,
estimulan in vitro la secrecién de la GnRH en el hipotilamo. Rebar y
colaboradores (1981a), utilizaron un sistema de perfusién de hipotdlamo e
hipofisis y observaron que, cuando se administra la timosina fraccién 5 al
hipotalamo en cultivo se eleva la concentracién de la LH secretada por la
hipofisis, mientras que cuando se adiciona este péptido (micamente a la
hipéfisis, la LH permanece en concentracion basal. Al administrar el péptido
solamente al hipotdlamo, se observa un aumento significativo en la
concentracién de la GnRH. De igual forma ocurre al utilizar la timosina B4 en el
mismo sistema. En estudios in vivo se ha observado que la administracién de
estos péptidos timicos a ratones normales prepuberes conduce a la apertura

vaginal prematura (Michael, 1983),

Experimentos similares han permitido mostrar que la timosina fraccion 5
y la timosina B4 no son sintetizadas solamente por el timo, sino que también lo
son por el sistema nervioso central (SNC) y otros érganos como el bazo, él
higado y en el caso de la timosina B4, por macréfagos peritoneales, pulmones,

rifién y en piel (Dalakas y Hubbard, 1984; Bernard, 1984; Dardenne y Bach,
1988).

La timulina es un nonapéptido cuya funcién es promover la
diferenciacién de las células T (Bach y col., 1977, 1978; Bach, 1979). Diversos
estudios han mostrado que esta hormona es sintetizada exclusivamente por el
epitelio timico, principalmente en dos estructuras: en las células reticulo-

epiteliales y en los corplsculos de Hassall (Monier y col., 1980; Jambon y col.,
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1981; Savino y col., 1982). En el ratén congénitamente atimico nunu, la
timulina estd ausente y en el raton normal esta hormona desaparece de la
circulacién después de realizar la timectomia y su concentracién se restaura al

realizar un injerto de timo (Safieh y col., 1990).

En el humano, la timulina es un inmunomodulador que puede ser
detectado a pattir de las 16 semanas de vida fetal. Su concentracion depende de
la edad y disminuye en forma proporcional al peso del timo (Jambon y col.,
1981). En el ratén adulto, la concentracion sérica de esta hormona comienza a

disminuir a partir de los 15 6 18 meses (Bach, 1984; Dardenne y col., 1984).

Experimentos in vitro han mostrado que cuando se realiza la castracién y
la adrenalectomia a ratones adultos, se observa una disminucion temporal de la
timulina en el suero, pero un aumento en el nimero de células timicas que
contienen la hormona. Dicha disminucion, ha sido explicada por la aparicién de
inhibidores de la timulina y se ha sugerido que posiblemente los esteroides
tanto de origen adrenal como gonadal, actGan en el timo controlando la sintesis
o liberacion de estos inhibidores, sin descartar una posible sefial de

autorregulacion (Dardenne y col., 1986).

Se ha descrito que el raton de la cepa CDI1 de 20 dias de edad no ovula
ante el estimulo de 5 ui. de gonadotropina del suero de la yegua prefiada
(PMSG, por sus siglas en inglés). Sin embargo, cuando esta horinona se
administra al dia 25 el 100% de los animales ovulan (Rosas, 1990; Hinojosa y
Rosas, 1997). Estudios recientes realizados en esta cepa, han mostrado que la
administracion diaria de la timulina por via sistémica desde el dia 19 de edad

hasta el dia del primer estro vaginal, mas PMSG al dia 20, favorece la accion
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estimulante de esta hormona, al inducir fa ovulacién e incrementar el peso de
los ovarios, mientras que si se administra timulina desde los 24 dias de edad y
PMSG al dia 25, la respuesta ovulatoria inducida por la PMSG no se modifica,
pero se manifiesta un aumento en la masa ovérica (Hinojosa vy Rosas, 1997,
Hinojosa, 1998). Estas evidencias permiten sugerir que la timulina modula la
respuesta de los ovarios del animal prepiber a las gonadotropinas y que sus

efectos dependen de la etapa del desarrollo en que se encuentra el animal.



e

3. PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

Existen evidencias de que los péptidos timicos estin vinculados con la
funcién reproductora. Estas timosinas actian de manera estimulante en la

liberacién de las gonadotropinas, de forma que regulan el desarrollo del ovario

y el proceso de pubertad.

Algunos de estos péptidos son sintetizados en otros 6rganos e incluso en
el SNC, mientras que la timulina es sintetizada exclusivamente por el epitelio
timico. Estudios recientes han mostrado que en los ratones prepuaberes, el
tratamiento con timulina favorece la accidén estimulante de las gonadotropinas

exogenas. Sin embargo, estos efectos parecen depender de la etapa de

desarrollo del animal.

Por lo anterior, en el presente trabajo se estudiaron los efectos de la
administracién sistémica de la timulina en el proceso de pubertad y en la

respuesta ovulatoria frente al tratamtento gonadotrépico, en diferentes etapas

del desarrollo postnatal del ratén.
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4. HIPOTESIS

La administracion de timulina favorece el efecto estimulante de las
gonadotropinas en el ovario en etapas del desarrolio prepuberal mas tempranas,

por lo que el tratamiento con timulina desde el nacimiento adelantard la
pubertad y la ovulacidn.

5. OBJETIVOS

o Estudiar los efectos de la administracion sistémica diaria de la timulina desde
el nacimiento hasta el dia del primer estro vaginal sobre la pubertad (edad de

la apertura vaginal y presencia del primer esiro) y la ovulacion espontinea e

inducida por la administracién de gonadotropinas.

+ Estudiar los efectos de la admimstracion sistémica diaria de la timulina desde

los 19 dias de edad hasta la pubertad sobre Ia respuesta ovulatoria inducida
por gonadotropinas.
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4. HIPOTESIS

La administracion de timulina favorece el efecto estimulante de las
gonadotropinas en el ovario en etapas del desarrollo prepuberal mas tempranas,

por lo que el tratamiento con timulina desde el nacimiento adelantara la

pubertad y la ovulacion.

5. OBJETIVOS

e Estudiar los efectos de la administracion sistémica diaria de Ia timulina desde
el nacimiento hasta el dia del primer estro vaginal sobre la pubertad (edad de

la apertura vaginal y presencia del primer estro) y la ovulacion espontnea e

inducida por la administracion de gonadotropinas.

e Estudiar los efectos de 1a administracion sistémica diaria de 1a timulina desde

los 19 dias de edad hasta la pubertad sobre la respuesta ovulatoria inducida

por gonadotropinas.
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6. METODO

Animales

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CD1 recién nacidos, mantenidos
en condiciones controladas de fotoperiodo con 14 horas de luz (03:00 a 19:00
h) y 10 horas de obscuridad, temperatura de 24 + 2°C y libre acceso al agua y
al alumento. Las crias se distribuyeron en camadas de seis por madre con libre

acceso a ella hasta el momento del destete (21 dias).

Procedimiento de autopsia

Los animales fueron sacrificados por decapitacion en la mafiana del
primer estro vaginal entre las 9:00 y las 11:00 h. Se colectd 1a sangre del
tronco, se dej6 reposar a temperatura ambiente durante una hora y se centrifugd
& 3000 rpm por 15 minutos. EI suero se almacend a -4°C hasta que se realiz6 la
cuantificacion hormonal por radioinmunoanglisis de fase sélida (Coat-A-Count,
Los Angeles, California, EE.UU.) (Kubasik y col., 1984). A la autopsia, se
disecaron y pesaron los ovarios, el utero y el timo. En log oviductos, se buscd
la presencia de ovocitos Y en su caso se les contd con la ayuda de un
microscopio estereoscapico. Los ovarios fueron fijados en solucion de Bouin

para su posterior procesamiento histologico y realizar la cuantificacién de log
cuerpos liteos.

Procesamiento de los ovarigs Y andlisis de los cuerpos hiteos

Los ovarios fijados en liquido de Bouin, se deshidrataron gradualmente
en alcohol vy finalmente en cloroformo, se incluyeron en parafina y

2
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posteriormente se cortaron de manera seriada cada 10 pm. Los cortes se
tifieron mediante la técnica de hematoxilina-eosina. En la cuantificacion de los
cuerpos luteos solo se consideraron los de formacion reciente con base en las
siguientes caracteristicas bajo el microscopio de luz: células grandes esféricas o
polihédricas con citoplasma tefiido ligeramente‘con nicleo grande bien definido
y células pequefias en forma de huso con citoplasma mas intensamente tefiido,
distribuidas de manera dispersa o alineadas formando cordones, ausencia de

cavidad antral y de ovocito (Ham, 1975; Niswender y Nett, 1994).

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente de la siguiente forma:

- El peso corporal y de los 6rganos, por andlisis de varianza multifactorial
(ANDEVA) seguido de la prueba de Tukey.

- La edad de la apertura vaginal, los dias transcurridos hasta la presencia del

primer estro vy el nimero de ovocitos liberados por animal ovulante por la
prueba U de Mann Whitney o Kruskal Wallis.

- La tasa de animales ovulantes (nimero de animales que ovulan entre el

nimero total de animales) se analizd por la prueba exacta de Fisher para

proporciones.

- Cuando se compararon parejas de datos se utilizo la prueba de “t” de Student.

En todos los casos solo se consideraron como significativas aquellas

diferencias cuya probabilidad fue igual 0 menor al 5%.
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Disefio experimental

Experimento 1. Efectos de la administracion de timulina desde el nacimiento

hasta el primer estro vaginal sobre la pubertad y ovulacion espontaneas.

Para analizar si 1a timulina participa en la maduracion del ¢je hipotalamo-
hipéfisis-ovario, se utilizaron ratones hembra a los cuales se les administraron
diariamente 12 ng/g de peso corporal de timulina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo., EE.UU.) por via subcutanea (s.c.), desde el dia del nacimiento
hasta el momento del sacrificio. Como grupo de comparaciéon se utilizaron
animales inyectados de igual forma pero con solucion salina y ofro grupo de

animales sin tratamiento denominado testigo.

~

La dosis de timulina empleada se calculd con base en estudios previos
realizados en ratones prepuberes entre 19 y 24 dias de edad, con un peso
promedio de 18+3 g y tratados diariamente con una concentracion de 200 ng de

la hormona timica (Hinojosa y Rosas, 1997).

Todos los animales se revisaron diariamente entre las 9:00 y 10:00 h y se
registrd el dia en el que se presentd la apertura vaginal (pubertad), momento en
el cual se inici6 la toma diaria de frotis vaginales y se sacrificaron en la mafiana

del primer estro vaginal. A la autopsia, los animales fueron procesados como se

indico anteriormente.
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Experimento 2. Efectos de la administracién de timulina desde el nacimiento

hasta el dia del primer estro vaginal sobre la pubertad y ovulacién inducidas
por gonadotropinas.

Para estudiar si la administracion de timulina desde el nacimiento
modifica la respuesta del ovario del animal preptber a las gonadotropinas, se
utilizd un grupo de animales tratados con 12 ngfg de peso corporal de timulina
o solucion salina desde el dia del nacimiento, hasta el momento del sacrificio.
Ambos grupos fueron inyectados por via s.c. con 5 ui. de PMSG (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo., EEUU.) a las 10:00 h del dia 25 de edad. Se

contd con un grupo de hembras a las cuales sélo se les administré la
gonadotropina a los 25 dias de edad.

Los animales fueron revisados diariamente para registrar el dia de la
apertura vaginal, se inicid la toma diaria de frotis vaginales y se sacrificaron en

la mafiana del primer estro. Se siguié el mismo procedimiento de autopsia. En

los ovarios se evalu6 la presencia de cuerpos lateos.

Experimento 3. Respuesta ovulatoria del animal prepuber tratado con timulina

desde los 19 dias de edad hasta el dia del primer estro vaginal, frente al
estimulo de 8 u.i. de PMSG.

Estudios antecedentes muestran que la timulina favorece la accion
estimulante de la PMSG en el raton de 19 dias de edad. Sin embargo sélo el
50% de los animales ovula, Para evaluar si los efectos de Ia timulina sobre la
ovulacién inducida estdn en funcién de la capacidad de respuesta del animal

inmaduro al estimulo gonadotrépico se decidié utilizar un grupo de ratones de
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19 dias de edad a los cuales se les administraron diariamente 200 ng de
timulina o solucién salina. A los 20 dias de edad, todos los animales fueron
inyectados con 8 u.i. de PMSG por via s.c. a las 10: 00 h. Otro grupo de
animales de 20 dias de edad s6lo se trataron con la gonadotropina. En ambos
casos se registro el dia de la apertura vaginal y los animales se sacrificaron el
dia del pnimer estro vaginal, mediante el mismo procedimiento de autopsia. En

los ovarios se evalug la presencia de cuerpos liteos.
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7. RESULTADOS

7.1 Efectos de la administracion de timulina desde el nacimiento hasta
el primer estro vaginal sobre la pubertad y la ovulacidn espontaneas.

Se observaron diferencias significativas en los parametros evaluados
entre el grupo intacto (testigo) v el grupo con solucién salina. Los animales
tratados con salina presentaron un adelanto significativo en la edad de la
apertura vaginal, menor peso corporal y aumento en la concentracion sérica de
estradiol, en comparaciébn con los animales intactos. No se observaron
diferencias en el resto de los pardmetros evaluados. En ninguno de éstos grupos

experimentales se present6 la ovulacion de manera espontinea (Tabla 1).

Tabla 1. Tasa de animales ovulantes y media + e.em. de la edad de la apertura
vaginal (dias), primer estro vaginal, peso corporal y de los érganos, concentraciones
géricas de estradiol y de progesterona de ratones testigo o tratados con solucién
salina desde el nacimiento y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Pardmetro Testigo Solucién Salina
Nimero de animales 9 12
Edad de la apertura vaginal 299+0.8 27.2x0.5%
Primer estro (dias)* 1.2+0.5 1.9£0.5
Tasa de animales ovulantes 0/9 0/12
Peso corporal (g) 242 %07 198+ 1.1%
Peso de los ovarios (mg) 87108 10405
Peso del atero (mg) 4391738 32225
Peso del timo (mg) 1043 %70 836180
Estradiol (pg/ml) 21.8+4.6(6) 425 +7.9(5)*
| Progesterona (ng/ml) 0.4£0.1(5) 0.4 £0.1(6)

*Dias posteriores a la apertura vaginal
* p<0,05 vs. Testigo
{ )} Niimero utilizado de animales
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En los animales tratados con timulina desde ¢l nacimiento no se modifico
la edad de la apertura vaginal con respecto a las hembras que recibieron salina.
Sin embargo, se presentd un adelanto significativo en la presencia del primer
estro vaginal en el grupo que recibié la hormona timica. En ninguno de los
animales se presentd la ovulacion. La concentracién de estradiol disminuyé
significativamente en los animales tratados con timulina respecto al grupo con

salina mientras que la concentracién de progesterona no se modificd (Tabla 2).

El peso corporal y de los érganos no mostraron diferencias significativas
en los animales que recibieron timulina. Sin embargo, el peso del timo de estas

hembras fue significativamente mayor al de las tratadas con solucién salina
(Tabla 2).

Tabla 2. Media + ee.m. de la edad de la apertura vaginal (dias), primer estro
vaginal, peso corporal y de los organos, concentraciones séricas de estradiol y de
progesterona de ratones tratados con solucidn salina o timulina desde €l nacimiento
y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Parametro Solucién Salina Timulina
Niumero de animales 12 11
Edad de la apertura vaginal 272105 285107
Tasa de animales ovulantes 0/12 0/11
Primer estro (dias)* 19405 0.4 £0.2%
Peso corporal (g) 198+ 1.1 21.1 £ 1.0
Peso de los ovarios (mg) 104 +£0.5 9.9+£04
Pesa delitero (mg) 32225 40.5+£4.0
Peso del timo (mg) 83.6 £ 8.0 T 105.5+6.1%
Estradiol (pg/ml) 42.5+7.9(5) 17.0 £ 3.2 (6)*
Progesterona (ng/ml) 0.4£0.1(6) 0.7 +0.3 (2)

* Digs posteriores a la apertura vaginal
* p<0.05 vs.. Solucion salina
{ ) Namero utilizado de animates



sttt sttt

7.2 Efectos de [a administracion de timulina desde el nacimiento

hasta el dia del primer estro vaginal sobre [a pubertad y Ia
ovulacién inducidas por gonadotropinas.

En 1a mayoria de los animales 1a administracién de 5 u.i. de PMSG a los
25 dias de edad adelant6 la edad de la apertura vaginal al presentarse 48 horas
posteriores al tratamiento gonadotropico y el primer estro 24 horas después. En
este experimento, se observaron diferencias significativas entre el grupo testigo
y el grupo con solucién satina ambos con l2 gonadotropina en la mayoria de los
pardametros evaluados. Los animales tratados con salina mas la PMSG,
presentaron retraso significativo en la edad de la apertura vaginal, adelanto en

la aparicion del primer estro, menor peso corporal y disminucion en el peso del
atero y del timo (Tabla 3).

Tabla 3. Mediate.e.m. de la edad de 1a apertura vaginal (dias), primer estro vaginal,
peso corporal y de los 6rganos y concentraciones séricas de estradiol y progesterona
de ratones testigo o tratados con salina desde el nacimiento e inyectados con 5 u.i.
de PMSG el dia 25 de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Parametro |___Testigo + PMSG Salina + PMSG
Numero de animales 11 ! 12
Edad de la apertura vaginal 26.7+0.1 27.81£02*
Primer estro (dias)* 11101 0.5+ 0.2%
Peso corporal (g) 220107 19.1 £1.1*
Peso de los ovarios (mg) 13.9%0.9 136+0.9
Peso del itero (mg) 86.2+6.1 ‘ 584x41%
Peso del timo (rog) 105.5 £5.1 745%6.1 %
Estradio! (pg/ml) 21.8 £5.9(5) 17.9+ 4.2 (8)
Progesterona (ng/ml) 1.6+0.4(5) ——

* Dias posteriores a Ja apertura vagjnal
* p<0,05 vs.. Testigo + PMSG
() Nimero utilizado de animales
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No fue posible cuantificar la concentracion de progesterona mas que en

un solo animal cuyo valor fue de 4.6 ng/ml.

La administracién de 5 wi. de PMSG al dia 25 de edad, indujo la
ovulacién tanto en los animales testigo (10/11) como en los inyectados con
solucién salina (12/12). La cuantificacién de los cuerpos lteos en los ovarios

de ambos grupos no mostro6 diferencias significativas (Figura 1).

Tasa de animales ovulantes Nitmero de cuerpos liteos
% No.
10+
100
80- - o
60 \ 61
40 ‘ 41
20 B - 21
0E—— 0 :
TestigotPMSG (Salina+PMSG Testigo+PMSGl Salina+PMSG
91 100 78420 7.6+1.3

Figura 1. Tasa de animales ovulantes y media £ e.e.m. del nimero de cuerpos liteos
de ratones testigo o tratados con solucidn salina desde el nacimiento, inyectados con
5 u.i. de PMSG el dia 25 de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

En los animales a2 los que se les administré la timulina desde el
nacimiento y se inyectaron con PMSG, el peso del timo se incrementd
significativamente en comparacién con los animales tratados con solucién
salina. El resto de los parimetros evaluados no se modifico,
independientemente del tratamiento (Tabla 4).
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Tabla 4. Media £ e.e.m. de la edad de 1a apertura vaginal (dias), el primer estro
vaginal, peso corporal y de los drganos y concentraciones de estradiol y de
progesterona de ratones tratados con solucion salina o timulina desde el nacimiento

¢ inyectados con 5 wi. de PMSG el dia 25 de edad y sacrificados el dia del primer
estro vaginal.

Parimetro Salina + PMSG Timulina + PMSG
Nitmero de animales 12 11
Edad de la apertura vaginal 278102 278£0.1
Primer estro {(dias)* 0.5+£02 0.1 +0.1
Peso corporal (g) 121+1.1 21.0x05
Peso de los ovarios (mg) 13.6£0.9 149%0.9
Peso del dtero (mg) 58.4+4.1 66.5+5.5
Peso del timo (mg) 745+6.1 89.2 +3.5%
Estradiol (pg/ml) 1792 4.2 (8) 283 6.3 (11)
Progesterona (ng/ml) - 33£04(03)

*Dias posteriores a la apertura vaginal
* p<0.05 vs. Salina + PMSG
{ ) Ntunero utilizado de animales

La ovulacién se presenté tanto en los animales tratados con solucidon
salina (12/12) como en los inyectados con timulina (10/11) mas la PMSG. La
cuantificacion de los cuerpos liteos no mostré diferencias significativas entre
estos grupos (Figura 2). En ambos tratamientos se presentaron cuerpos liteos
con el ovocito atrapado, evento que se incrementd con la administracién de

timulina, aunque no liegd a valores estadisticamente significativos (12.1 + 1.8
vs. 7.9+ 1.7).
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o Tasa de animales ovulantes No Niimero de cuerpos hiteos
A .

100 12 T
80- 101
8 4
60"
6 4
401
4 4
20 1 2 i
0 0 -
Salina+PMSGTimulina*PMSG Saling+PMSCTimulinatPMSG
100 9] 76+£20 11.7+1.3

Figura 2. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de cuerpos liteos
de ratones tratados desde el nacimiento con solucién salina o timulina e inyectados

con S ui de PMSG a los 25 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro
vaginal.

7.3 Respuesta owulatoria del animal prepéber tratado con timalina
desde fos 19 dias de edad hasta el dia del primer estro vaginal, frente
at estimulo de 8 u.i. de PMSG.

En los animales intactos y con solucién salina tratados a los 20 dias de
edad con 8 u.i. de PMSG, la canalizacion vaginal se presenté alrededor de las
48 h posteriores al tratamiento gonadotrépico y el estro se observé 24 h
después. No hubo diferencias estadisticamente significativas en los demas

parametros evaluados entre ambos grupos (Tabla 5).
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Tabla 5. Media + e.c.m. de la edad de la apertura vaginal (dias), primer estro
vaginal, peso corporal y de los érganos de ratones testigos o tratados con solucién
salina a partir de los 19 dias de edad e inyectados con 8 wi. de PMSG a los 20 dias
de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Pardmetro Testigo + PMSG Salina + PMSG

Namero de animales 8 9

Edad de la apertura vaginal 22101 222+0.1
Primer estro (dias)* 1.0 0.0 0.9+0.1
Peso corporal (g) 17.0%0.5 18.0+0.1
Peso de los ovarios (mg) 249 %37 23.6+18
Peso del iitero (mg) 73.0%2.0 80.9+3.2
Peso del timo (mg) 8244638 852+82

*Dias posteriores a la apertura vaginal

La ovulacion se presenté en todos los animales testigo tratados con
PMSG, evento que no se modificé con la inyeccion de solucién salina desde los

19 dias de edad. El nimero de cuerpos lateos fue similar entre ambos Zrupos
experimentales (Figura 3).

Los animales que recibieron la timulina a partir de los 19 dias de edad
mas PMSG al dia 20, presentaron menor peso corporal y una tendencia al
aumento en la masa ovédrica que no llegd a valores estadisticamente

significativos con respecto a los tratados con salina. Los demds parametros

evaluados fueron similares (Tabla 6).
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Tasa de animales ovulantes Nimero de cuerpos liteos

o No.
wo{ | 8
804 |t 6
60
4~ e
40 -
2 4
20+
0f—— _ 0 : :
Testigo+tPMSG|SalinatPMSG Testigo+PMSG|Salina+PMSG
100 30 6.0£13 56x1.1

Figura 3. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del niimero de cuerpos liteos
de ratones testigos o tratados con solucion salina a partir de los 19 dias de edad ¢

inyectados con 8 u.i. de PMSG alos 20 dias de edad y sacrificados el dia del primer
estro vaginal.

Tabla 6. Media + ¢.em. de la edad de la apertura vaginal (dias), del primer estro
vaginal, peso corporal y de los érganos de ratones tratados con solucidén salina o
timulina desde los 19 dias de edad e inyectados con 8 w.i. de PMSG a los 20 dias de
edad, sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Parametro Salina + PMSG Timulina + PMSG
Nimero de animales 9 9
Edad de la apertura vaginal 222101 224102
Primer estro (dias)* 0.9%0.1 0.6 £0.2
Peso corporal (g) 18.0+0.1 16104 *
Peso de los ovarios (mg) 236+1.8 27519
Peso del ttero (mg) 80.9+3.2 81457
Peso del timo (mg) 85.2+8.2 70.4+4.0

* Dias posteriores a la apertura vaginal
* p<0.05 vs. Salina+PMSG
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El analisis histologico de los ovarios, mostré que la tasa de animales

ovulantes y el nimero de cuerpos liteos no presentd diferencias

estadisticamente significativas entre las hembras con administracion de timulina

respecto 2 1as de solucion salina (Figura 4).

Tasa de animales ovulantes

*

100 4
801
60 1
40-

20+

Salina+PMS

Timulina+PMSG

80

60

No Niimero de cuerpos liteos '

8 '|/
6 X
44
24
o i
Salina+PMSGiTimulina HPMS G
56+1.1 3.0+1.2

Figura 4. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del namero de cucrpos lateos
de ratones tratados con solucion salina o con timulina desde los 19 dias de edad e
inyectados con 8 u.i. de PMSG a los 20 dias de edad y sacrificados el dia del primer

estro vaginal,

El anlisis histolégico de los ovarios de los animales tratados con

solucién salina, mostré un incremento en el nimero de cuerpos lateos con el

ovocito atrapado, evento que disminuyé significativamente al administrar la

timulina (Figura 5).
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No.
50+

401

304

204 *

101

45.1£5.7 1 31.0£7.3 ] 11.04£2.2

* p< 0.05 vs. TestigotPMSGy Salina+PMSG

T TestigotPMSG 8 Salina+tPMSG M Timulina+PMSG J

Figura 5. Media + e.e.m. del namero de cuerpos liteos con el ovocito atrapado en
los ovarios de ratones testigo, tratados con solucién salina o con timulina desde los
19 dias de edad e inyectados con 8 u.i. de PMSG a los 20 dias de edad y sacrificados
el dia del primer estro vaginal.

Con el objeto de analizar si la alta frecuencia de cuerpos luteos con el
ovocito atrapado en los animales sin timulina y sélo estimulados con 8 ui. de
PMSG estd vinculada con la inmadurez del ovario 0 con la falta de LH, se

decidié realizar una prueba de ovulacién inducida en animales intactos tratados
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con 8 ui. de PMSG al dia 20 de edad y 54 h mas tarde 3 u.i. de gonadotroi)ina
coridonica humana (hCG por sus siglas en inglés) y los animales se sacrificaron
20 h después. A la autopsia, se observo que el 100% de los animales ovularon

y presentaron una media de 42.345 4 ovocitos contados en oviductos.

Para analizar si la disminucién en el fitmero de cuerpos lateos con
ovocito atrapado es un efecto de la timulina sobre la accién de la PMSG o es
de la gonadotropina, se dicidio utilizar hembras de 20 dias de edad inyectadas
con & ui. de PMSG, las cuales se dividieron en dos grupos, el primero fue
inyectado con una dosis nica de 200 ng de timulina 44 h después de la PMSG
y el segundo recibié la hormona timica 54 h después. Ambos grupos se
sacrificaron a las 74 h de haberse administrado la gonadotropina.

En la figura 6 se muestran los resultados de este experimento, donde se
observa que el nimero de cuerpos liteos no muestra diferencias
estadisticamente significativas enfre los grupos, independientemente del
momento en que se trataron con timulina, mientras que el nimero de cuerpos

hiteos con ovocito atrapado se incrementa significativamente al administrar la
timulina después de la PMSG.
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No, Cuerpos liteos No. Cuerpos liteos con ovocit

*
8 40+
61 30
44 20
21 104
0 0
Grupo n  Cuerpos liiteos Cuerpos hiteos con
ovocito
O Timulina+PMSG 9 3.0x1.2 11.0£2.2
B PMSG+Timulina (44h) 11 62+1.5 36.5+5.9%*
B PMSG+Timulina (54h) 9 3.2£09 30.0+11.0

* p£0.05 vs. Timulina+PMSG

Figura 6. Media + e.e.m. del numero de cuerpos liteos y de cuerpos lateos con
ovocito atrapado en los ovarios de ratones prepuberes de 20 dias de edad tratados
con 8 u.i. de PMSG y timulina 44 6 54 h después de 1a gonadotropina comparados
con animales tratados con timulina desde los 19 dias y estimulados con 8 u.i. de
PMSG al dia 20 y sacrificados 74 h después de PMSG.
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que en el ratén
hembra, la timulina administrada desde el nacimiento no altera el inicio de la
pubertad espontinea ni la inducida por la administracion de gonadotropinas.
Sin embargo, modifica Ia respuesta ovulatoria, efecto que depende de la etapa
de desarrollo en que se encuentre el animal y del estimulo gonadotrépico.

Hiroshige y Sato (1970) describen que la respuesta al estrés cambia
~ dependiendo de la madurez del animal. En este caso los ratones tratados desde
el nacimiento con solucién salina, muestran una alia susceptibilidad al estrés
que representa la inyeccion diaria, ya que presentaron adelanto en la edad de la
apertura vaginal e incremento en la concentracion de estradiol, lo que no ocurre
con los animales inyectados a partir de los 19 dias de edad, en los que no se
observaron modificaciones en los parametros evaluados. Estos resultados
permiten sugerir que la respﬁesta al estrés (probablemente el aumento en la
concentracion de corticosterona) modifica los mecanismos que regulan la

sintesis y secrecion de los estrogenos (Hiroshige y Sato, 1970).

Diversos estudios han mostrado que los glucocorticoides estan
relacionados con la biosintesis de esteroides tanto de origen adrenal como
gonadal. Estudios realizados en cultivo de células de la granulosa de ovario de
rata, muestran que los glucocorticoides tienen un efecto sinérgico sobre la
produccion de progesterona estimulada por la FSH (Adashi y col., 1981). El
ratén hipotimico cuya alopecia congénita 10 mantiene en condiciones de estrés

Ccrémico, se caracteriza por presentar concentraciones altas de glucocorticoides
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y de progesterona {Rosas y col., 1989; Rosas, 1990; Hinojosa, 1998). Con base
en esto es posible pensar que la respuesta del ratén prepiber al estrés de la
inyeccion diaria, incrementd inicialmente la concentracién de progesterona,
misma que pudo ser transformada a androgenos, los que son substrato
indispensable para la secreciéon de estrogenos (Gore-Langton y Armstrong,
1994). El hecho que la concentracion de estradiol se haya incrementado al

doble, apoya esta interpretacion.

Se ha observado que el retardo en la apertura vaginal esta vinculado con
la concentracion sérica de progesterona. Macfarland y Mann (1977) mostraron
que en la rata prepuber, la administracién de la hormona adrenocorticotropica
(ACTH, por sus siglas en inglés) provoca retardo en la edad de la apertura
vaginal, asociado con incremento en las concentraciones de corticosterbna y
progesterona. En el ratén normal, cuando se retrasa el inicio de la pubertad, se
presenta un aumento en la concentracion sérica de progesterona en el dia del
primer estro vaginal sin que ocurra la ovulacion; resultados similares se han
observado en los ratones hipotimicos (Hinojosa, 1998). En este caso, el
adelanto en la edad de la aperfura vaginal indica una accion estrogénica, lo que

a su vez refuerza la hipdtesis antes propuesta.

La disminuci6n en el peso corporal de los animales tratados con solucién
salina desde el nacimiento y estimulados o no con gonadotropinas, puede ser el
reflejo del estrés que provoca la inyeccién. Segin Plotsky (1988), el término
estrés se refiere a una variedad de respuestas fisiolégicas que se desencadenan
€en un organismo como consecuencia de alguna alteracion en su medio ambiente

(estresor). Se ha descrito que condiciones repetidas de estrés, estimulan la
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sintesis y liberacion de glucocorticoides, los cuales promueven una serie de
eventos fisiolégicos tales como disminucion de la sintesis de proteinas,
incremento en la degradacion de estas, disminucion de la glucosa, incremento
en la movilizacidn de lipidos, etc., mismas que conllevan a la pérdida de peso

corporal (Axelrod y Reisine, 1984; Tilders y col., 1988; Brown, 1994).

En condiciones de estrés agudo, el timo involuciona debido a los efectos
citoliticos que ejercen los esteroides sobre los linfocitos corticales (Janardana y
Sirsi, 1961; Roitt, 1994). El decremento en el peso del timo que se presenta en
los animales inyectados con solucidn salina tratados o no con gonadotropinas,
puede ser el reflejo de modificaciones en las concentraciones séricas tanto de
esteroides gonadales como adrenales que se desencadenan por efecto del
estrés. Cuando a los animales se les administra timulina, el peso del timo se
mcrementa, independientemente de ]a edad de inicio del tratamiento y aun en
presencia de PMSG, lo que confirma lo previamente descrito por Hinojosa

(1998) sobre ¢l papel tréfico que tiene este factor sobre el érgano.

Diversos estudios han mostrado que la timosina F5 participa en la
regulacién del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal a diferentes niveles. Ensayos in
vitro indican que este factor timico tiene actividad biolégica similar a la de la
hormona liberadora de adrenocorticotropina (CRF, por sus siglas en inglés)
(Healy y col., 1983); inyectado en ratas, incrementa la concentracién de
corticosterona circulante a valores similares a los obtenidos cuando se
administra ACTH (Hall y col,, 1984); adicionado al cultivo de células de
adrenal, disminuye la concentracién de corﬁcosterona {(Vahouny y col., 1983).

Con estas evidencias se puede sugerir que la timulina es otro de los péptidos
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timicos involucrados con los mecanismos que regulan la respuesta al estrés, lo
que podria explicar que la concentracién de estradiol en los animales tratados

con esta hormona sea similar a Ia del animal intacto.

Como ya ha sido descrito para la rata y el ratén prepiberes, la
administracién de PMSG adelanta los mecanismos neuroendocrinos que
culminan con la pubertad (Rosas y col., 1989; Ojeda y Urbanski, 1994). No
obstante, la inyeccion diaria de solucion salina desde el nacimiento y PMSG al
dia 25 de edad retarda este pardmetro, resultado que se puede interpretar como
una modificacién temporal en la activacién de los mecanismos que regulan la
secrecion de los estrogenos. Una posible explicacion seria que €l incremento en
la concentracién de glucocorticoides debido al estrés, pudo ocasiopar un
retraso en el patrén de secrecion de la GnRH y la LH, ya que como se ha
descrito, estos esteroides reducen los efectos estimulantes de los estrogenos
para sensibilizar a la hipofisis a la accién de la GnRIJ, lo que disminuye la

liberacion de la LH (Suter y Schwartz, 1985; Kamel y Kubajak, 1987).

Se ha mostrado que la timosina F5 y uno de sus componentes, la- -
timosina B4, inducen la liberacién in vitro de la GnRH, lo que se traduce en un
aumento de la secrecion de la LH (Rebar y col.,, 1981a). Estudios realizados en
el ratén prepiber tratado con PMSG indican que la timulina incrementa el
efecto estimulante de las gonadotropinas e induce la ovulacién probablemente
al favorecer la liberacion de la LH (Hinojosa, 1998). Los resultados del
presente estudio, sugieren que la timulina administrada desde el nacimiento es

incapaz de inducir la cascada de eventos hormonales para que ocurra la
ovulacion.
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Cuando a los animales se les traté con timulina desde el nacimiento y
PMSG a los 25 dias de edad, se observd un aumento en el nimero de cuerpos
lateos, lo que confirma lo descrito por Hinocjosa (1998) que la accion de la
timulina sobre la respuesta ovulatoria, depende de que las condiciones
neuroenddcrinas sean semejantes a las de la etapa preovulatoria, situacion que

sélo ocurre en el ratdn preplber cuando se le administra PMSG.

En una etapa previa a la ovulacién, el Gtero presenta gran acumulacién
de liquido en la luz y en el intersticio, efecto que es inducido por los estrogenos
durante €] proestro. Cuando ocurre la ovulacién, la progesterona provoca la
pérdida de agua y el volumen del utero decrece considerablemente (Steinetz,
1978). En este caso, el peso del itero de los animales con inyeccién de
solucién salina o timulina desde el nacimiento y estimulados con PMSG fue
menor que el observado en el animal intacto, lo que puede estar vinculado con

las altas concentraciones de progesterona que presentan.

Dentro de los efectos de la PMSG, se ha descrito que en el ovario de
los roedores previene la entrada de los foliculos a la atresia o los rescata de la
misma (Peters y col,, 1975; Garcia, 1996). Sin embargo, el tratamiento con
dosis altas de PMSG provoca el reclutamiento de un mayor nimero de foliculos
sanos, pero no ocurre la ovulacion sino hasta que se administra hCG, ya que las
altas concentraciones de estrogenos que se alcanzan por accién de la
gonadotropina, inhiben la liberacién de la LH y se bloquea la ovulaciéon
(Welschen y Rutte, 1971). En este caso, los resultados indican que 8 u.i. de
PMSG no bloquean la ovulacion; sin embargo, el hecho que los animales

tratados de manera secuencial con hCG hayan superovulado, sugiere que la
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liberacion preovulatoria de LH se retardd.

Estudios previos (Hinojosa, 1998) muestran que en el raton, la timulina
administrada a partir de los 19 dias de edad, incrementa la respuesta ovulatoria
frente al estimulo de 5 ui. de PM3G y se propone que este péptido actua de
manera semejante a la GnRH sobre la funcién hipotalamo-hipofisaria. En este
caso, ¢l tratamiento con la hormona timica a partir de los 19 dias, disminuy6
significativamente el niimero de cuerpos liteos en los animales estimulados con
8 ui de PMSG. Estos resultados indican que en el animal prepuber, la timulina
juega un papel diferente en la respuesta ovulatoria inducida, en funcién de la
edad (recién nacido 6 19 dias) y de la magnitud del estimulo gonadotropico (5
wi. u 8 wi). Con base en lo anterior es posible pensar que los resuitados
obtenidos sean el reflejo de la accién inhibitoria de la timulina sobre el ovarnio

tal y como ocurre con la GnRH (Tsafriri y Adashi, 1994).

Un evento que se presento en todos los grupos con PMSG, tratados o no
con timulina, fue la presencia de cuerpos luteos con el ovocito atrapado. El
nimero de estos se incrementd considerablemente con la concentracion de 8 u.i
de PMSG. Al respecto, se ha descrito que en el ovario de vaquillas la PMSG
disminuye la atresia folicular pero induce una mayor frecuencia de foliculos que
no liberan al ovocito y que se luteinizan después de la descarga preovulatoria

de LH (Moniaux y col., 1984). Un efecto similar pudo ocurrir en los ratones
tratados con PMSG.

El tratamiento con timulina previo a la administracién de 8 u.i. de PMSG

disminuyé la frecuencia de cuerpos liteos con el ovocito atrapado en
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aproximadamente el 70%, efecto que no se reflejé en un aumento en la cuota
ovulatoria (namero de cuerpos liteos sin ovocito). Es probable que la timulina
disminuya la expresién del receptor a LH de manera indirecta, ya que si tiene
un efecto similar a la GnRH (Tsafriri y Adashi, 1994), modificaria la sintesis de
estradiol, que como se sabe actiia de manera sinérgica con la FSH para inducir
la expresion del receptor a la LH (Rani y col., 1981; Zeleznik vy Fairchild-
Benyo, 1994). El hecho que el niimero de cuerpos liteos con ovocito atrapado
no se haya modificado al admunistrar la timulina 44 6 54 h después de la PMSG
apoya esta idea.

En resumen, se¢ puede sugerir que la administracion sistémica de la
timulina en el raton prepuber, manifiesta dos tipos de efectos que dependen de
la edad del animal y del estimulo gonadotrépico: uno central (administracion
desde el nacimiento) que estimularia la ovulacion inducida (PMSG 5 w.i.) al
favorecer la liberacién de la LH; y otro a nivel ovarico (19 dias de edad) donde
modificaria la respuesta esteroidogénica al estimulo gonadotrépico (PMSG 8

u.1.) reduciendo asi la respuesta ovulatoria,
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l Conclusiones

9. CONCLUSIONES

La timulina administrada en el raton hembra desde el nacimiehto, no
modifica el inicio de la pubertad.

La timulina juega un papel estimulante en la respuesta ovulatoria inducida
por la administracidn de gonadotropinas que depende de la edad dei animal y
de Ia magnitud del estimulo gonadotropico.

La timulina estimula el crecimiento del timo.

La timulina revierte los efectos ocasionados por el estrés de la inyeccion

diaria.

49



rerspectivas

10. PERSPECTIVAS:

De los resultados obtenidos en este trabajo, surgieron varias preguntas:

* El efecto estimulante que ejerce la timulina sobre la ovulacién jes el

resultado de una accion similar a la de la GnRH sobre la secrecion de

gonadotropinas por la hipofisis?

¢ El hecho que la timulina disminuya la frecuencia de cuerpos liteos con el

ovocito atrapado que se presenta con una dosis alta de PMSG jesta

relacionado con modificaciones en la secrecion de estradiol?

¢ Las hembras tratadas con 8 ui. de PMSG mas hCG ovulan jel tratamiento

previo con timulina reduciri esta respuesta?

e El aumento en la respuesta ovulatoria (nimero de cuerpos liteos) en los
ratones tratados con timulina desde el nacimiento y PMSG ;son el resultado

de cambios en la dindmica del crecimiento folicular?
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