_/:’ ’e/'
e
UNIVERSIDAD NACIONAI. AUTONGCMA

DE MEXICC

;

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPEREORES
ZARAGOZA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA TIMULINA EN LA
PURERTAD, LA OVULACION Y LA ESTEROIDOGENESIS DEL
RATON TIMECTOMIZADC A LOS DIEZ DIAS DE EDAD

T (= S i S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS EN BIOLOGIA

{SISTEMAS HUMANOS)
P R g 8 E

b

UON A M =
FES e
ZARAGOZ A o

MEXICC, D.F. JUNIO DEL 2000

0 (ETOA DEFLERIEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONGMA DE MEXICO = &

FACULTAD DE ESTUDICS SUPERIORES

* ZARAGOZA * e

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E ﬁNVESTiGACEQN ’

TSTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA TIMULINA EN LA PUBERTAD,
: & OVULACION Y LA ESTERQIDOGENESIS DEL RATON

TIMECTOMIZADC A LOS DIEZ DIAS DE EDAD

Tesis presentada por: Lorens Garcia feza

Directora de Tesis: Dra. Patricia Rosas Scucedo

Realizade en el Laboratoriz de Neurcinmunoendocrinelogia de la Unidad de

Tnvestigacidn en Biologia de la Reproduccidn. Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM,

Durcnte la reclizacidn de esta tesis sz conté con el apoyo de la DGAPA-
PAPTIT claves TN 212394, IN225598, dei Programa de Becas de la DGAPA,
del CONACYT ciave 29006-N v de! Programa Universitario de Investigacion en
Salud UNAAM.



A misy padies: Juomneos e Lsaing bor sw aumor y Wy valorey gue
e houry ensenado

A wiis hermomoy: Novay, janet, Tdwy Ove por sw oboyo env
tode momento-

A i tiow Glorios por sw apoyor incondicionads

A Loy nidoy Alberto v Jorge por la termuwra y sovwiy gue me

e brindado

A Tuomitir vy Coraling, Tor W amisiod, que roy wne.
J e

A susoungs por Gue no Wnporie el tiempao y lav adstovncios que
hanos enitire nosolros slemmpre il emcsy fuu o



Agradecimientos

4 la Dra. Patricia Rosas Saucedo por su asesorfa y amistad.
Al Dr, Reberto Dominguez Casald por sus acertadas sugerencias
A los miembros del jurade:

Dra. Patricia Rosas Saucedc

Dr. Vicente Diaz Sdnchez

Dr. Enrigue Pedernera Asteguiano
Dr. Corlos Marcelo Timossi Baldi
Dra. Leticia Morales Ledesma

4l Labeoratoric de Hormonas Estercides de! Tnstituto Nacional de la Nutricidn

“Salvador Zubirdn" v al Biol. Roberte Chavira por su colaboracién para la
cuantificacién de les hormonas por radisinmunoandlisis.

A fharfo Luisa Tilescas por su cooperacién Técnica 2n lo reclizacidn de los
cortes histoldgices.

Al personal técnico del Bioteric de la FES-Zaragoza por el cuidado brindade a
ios ratones gue se utilizaron en esta investigacién,

A la Dra. Flia Rolddn v al Dr. Maric Altamirans por su ayude en la toma e
impresidn de las fotomicrografias

A cade uno de mis compaferos de la Unidad de Investigacidn en Biologia de la
Reprodiccidn, por su coniribucidn en la reclizecidn de esta tesis.

A la familia Bdez-Miranda por su hospitalidad.



Indice

Pagina

Y i
NTRODUCCION . ..ottt e et e e t
RARCO TEORICO . .ottt ettt 3
O T 3
II. Caracieristicas merfofisioldgicasdelovario . ... .. oo v 8
[TI. Compartimento folieular yluteal ... ... o oo il 9
El crecimiento folicular ... .. ... L 2
Laatresia folicular ..o . e e 14
Leovulacidn . ... . i 6

La uteniZaaion. . . .ot i 8

IV. Regulacidn de la estercidogénesis en el foifeulo ovdrico ... ... ... . ... 20
Y. Ceracteristicasy funcionesdel timo ... ... .. il Z5
U bicaaidn anaTomich. - ottt e 25
Histologla . . ... L. Z5
Embriogenesis . . .ot e i e 2¢
Involucién figioldgicadel timo . ..o i 29

Eltime comogidndula .. ... .. o a1

VI, Participacidn del timo en la fisiologia de la reproduccidn . ... ............ 31
Caracteristicas de los ratones desnudos nufnuyetfet ... ... .. ... .. 31

Efectos de la Yimectomia scbre el desarrcliodel ovario ... L 32

Efecios de las timosings sobre el eje hipotalamo-hipéfisis-gdnadas . ... 34
Caracteristicas de la ¥imulina y sus efectos bioldgicos . ............. 35
SLANTEAMIENTO DELPROBLEMA ... ... e 39
HIPOTESTS ..o\ttt ettt e e 40
OB T T IV O, e et 41
MATERTALES Y METODOS . .\ttt ettt e e iiiiiiaians 42



1. Estudio de los efectos de la administracidn sistémica

de timuling desde los diez dias edad sobre la pubertad, e

ovulacidn v la estercidogénesis en ratones timectomizados

a los diez dies de edad y enratones infactes ... ..o ot 43

2. Estudio de los efectos de la administracion sistémica de

timuling desde los diez dias de eded sobre la pubertad, la

ovulacidn v la estercidogénesis inducidas por el fratamiento

con PIMSE a los 20 dias de edad en ratones timectomizados

a los diez dias de edad y en ratones infactos ... o oo 83

3. Estudio dz los efectos de la administracidn sistémica de
timuting desde fos diez dias edad sebre la ovulacién

v la esteroidegénesis inducidas por el tratamiento con PMSE
y K6 a los 25 dias de edad en ratones timectomizados a los

diez dias de edad yen ratenes infactos .. ... . i 62
TSCUSTON L Lottt et 64
ONCLUSTONE S . i e ettt e e e 76
T P T T A L o oo ettt e e e 77

L TOORAT A 78



Resumen

RESUMEN

El timo 25 un drgane endéerine que secrzia diversas hormonas lamadas
rimosinas, elgunas de las cuales estimulan la secrecién de las gonadotropinas v la
steroidogénesis ovdrica. Para analizer si la fimwling (Timesing sintetizada
2xclusivamente en el timo) participa en lo maduracion del eje hipotdlame-hipéfisis-
svario durante el desarrolio prepuberal, se analizaron los efectos dei reempiaze
hormong: con Timuling en ratones timectomizados a los diez dias de edad {Tx-10},
sobre el procesc de pubertad, lo owulacidn y la esteroidogénesis ovdrica,
zspontdneas e inducidas por ia administracidn de gonadotropinas.

Se ufilizaron ratones Tx-10 e intactos tratados diariamente con timulina (12
ng/g pc) o solucidn saling desde los diez dias de edad hasta el primer estre vaginal, v
snimaies Tx-10 e intactos sin fratamiente.  Los ratones Tx-10 presentoren refraso
zn la edad de la apertura vaginal (27.2+0.4 vs 24.940.2 dias, p<0.08) y disminucién en
6 concentracidn sérica de 173-estradiol (4.8£0.7 vs 14.342.1 pg/mi, p<0.05) respecto
s fos animales intactos. En los ratones Tx-10 el reemplaze con timulina restablecid
lo concentracidn sérica de 17B-estradiol a valores similares que un ratén intacio y
provocd una disminucidn en el peso de los cvarios y del tters.

Para analizar si en fos ratones Tx-10 el reemplazo con timuling inmediato a
timectomic modifica la respuesta ovulatoria ante el estimulo con PAASE se utilizaron
ratones intactos v Tx-10 tratados con 5 ui. de PMSG a los 20 dias de edad. Ofros
grupos de animales intactos vy Tx-10 se inyectaron diariamente con timuiina {12 ng/g
de peso corporal) o solucidn saline a partir de los diez dias de eded hasta el primer
estro vaginal y con 5 ui. de PMSG a los 20 dias de edad. El tratamiento con 5 u.i. de
PISG provocd en todos los grupos experimentales un adelanto de la apertura
vaginal que se presentd alrededor de 48 h después de la inyeccidn de la
gonadotroping v el estro vaginal 24 h despiles, ademds de un incremento en el peso
de los ovarios. Sin embarge en los ratones Tx-10 éste fue de menor magnitud en

comparacién con el de los infactos tratados de igual manera {16.2£1.0 vs 24.122.7
mg, p<0.05).

En los animales tratados con D u.i. de PMSE ne se cbservaron evocites en log
oviductos al momento de la owlacidn por lo gue la ovulacidn se evalud por la
aresencia de cuerpos ldftecs en los cortes de los ovaries. Tomando en consideracidn
este pardmetrs la respuesta owulatoria {fase de animales owuiantes y nlmero de
cuernos liteos) fue similar en ios animales Tx-10 y en los infactos tratados con la
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onadotroping. En los ratones infactos tratades con fimulina mds PASE, el ndmerc
e cuerpos dtess disminuyd, evento que no se observé en los ratonezs Tx-10
ratados de igual manera. En el 46% de estos dltimos la ovulacion se manifestd como
vocitos en los oviductes (21.8+8.2).

En todos los grupos de animales que fueron tratades con PMSG, se
resentaren foliculos luteinizados. En los ratones fimectomizados fratedos con
MSG, la administracidn de timuling indujo un aumento en el ndmero de éstos. En los
atones intactes la administracién de solucién saling indujo una disminucién en el
dmero de foliculos iuteinizados efectc que se agudizé con la administracion de
imulina.

Para analizar i en los ratones Tx-10 el reemplaze hormonal con timuling
imediato a timectomia restable la ovulacién inducida por la administracidn de
MSE+hCE, grusos de animales Tx-i0 e infactos se trataron diagriamente con 12
g/g pe de timulina o con solucién salina y a los 25 dias de edad con 1 u.i. de PMSG vy
4 h después 3 ui. de hCB. Se contd con ratones intactos y Tx-10 que recibizron
élo la administracidn de las dos genadeiropinas.

Los animales Tx-10 fratades con PASG+hCE respecto a los intactes tratades
le igual manera, preseniaron menor nimerc de ovocitos liberados (8.9+1.5 vs
1.840.5 mg, p<0.05) v mencr pese del dters (58.816.4 vs 101.7:4.¢ mg, p<0.05). E!
eemplazo con fimulina en estos animales restablecid estos pardmeiros o valores
imilares que un ratdn infacto fratade con timulina, En los ratones infactos tratados
on ambas gonadotropinas, la timuling indujo una disminucién en la conceniracién
iérica de progesterona

En resumen los resulfades obtenides en este estudio apoyan le hipdtesis de
e fa Timuling es una de las sefales de comunicacién entre el timo y el ovario y s
o de los péptidos timicos que participan de manera estimulante en las funciones
izl ovario (la esteroidogénesis v la ovulacidn) y modula la respuesta del ovaric a las
jonadotropinas. Sin embarge en los animales intactos en los cudles el timo sintefiza
i nropia Himuling, la administracidn adicional de esta hormona muestra un efecte
nhibitorio Sobre la ovulacién (nimere de cuerpos liteos) lo cual indica que su
sarticinacion en la regulacién de las funciones del ovario, probablemente dependen
de su interaccién con la timulina enddgena, asi como con las ofras timosinas
sintetizadas por el Timo.
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El timo es un drganc que forma parte dei sistema inmunoldgice en donde se
Heva a cabo la diferenciacidn y maduracion linfocitica. Sin embarge sus funciones ne
se limitan ¢ este procese, yo que existen numercsas evidencias experimentales que

muestran su participacién en el desarroilo v funcién gonadal.

La vinculacién entre el Timo y las génadas se observé hace mds de un siglo,
cuande Calzolari 2n 1898 describid en conejos prepuiberass que la castracion proveca
su hipertrofia. En 1969, Nishizuka v Sakakura cbservarch que la extirpacién del
time en la etapa neonatal induce alteraciones en el desarrolic del ovario {disgénesis

ovdrica} y como consecuencia alferaciones en la funcidn reproductora.

Utilizands 2! modele del ratén timectomizads ¢ los tres dias de vida posnatai
{Tx-3) Michce! (1983) mostrd que la disgenésis ovdrica es el resuitado de ung
respuesta autoinmune {sinfesis de anticuerpes contra el ovocito] sobre los foliculos
ovdrices, provacande la pérdida progresiva del compartimente folicular que conlleva
a la infertilidad de los animales. 5i la timectomia se redliza después del dia siete de
edad ya no se presenta disgénesis ovdrica (Nishizuka y Sakakura, 1971}, lo cual lievé
a pensar que la participacion del timo en el desarroilo del ovario se limitaba o un
periodo muy cerfo de la vida del animal y come resultado de una disfuncidn

inmunoldgica.

Sin embarge estudios de nuestro laboratorio muestran que ol redlizar la
timectomia a los diez dias de edad {Tx-10), los rafones presentan ung serie de

alteraciones come: pubertad retardade, disminucion del peso de ios ovarios, menor
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cimiento folicular y menor respueste ovulatoria frente al estimule gonadotrdpico

rcia y Rosas, 1998).

Varios estudios muesiran que las hormonas sinfetizadas por el time
osinas) interactdan con el sistema reproductor de los mamiferes. Algunas de
s tienen efectos en el Sistema Nervioso Central incidiende sobre la secrecidén de
gonadeirepinas y en el ovario medificando la estercidegénesis (Goldstein v col,,

1; Rebar y col., 1981a; Michael, 1983; Hall y col., 1992; Uzumeu y eol., 1992},

Sin embargo algunas de las timesinas que han mostrado tener actividad
i6gica scbre las funciones de! eje hipotdlamo-hipdfisis-ovarios, también son
tetizadas por otros drganos (Dalakas y col., 1984 Horecker, 1984). Una de las
osinas gue se caracteriza por ser sinfetizada exclusivamente por las células del
selic timico es la timuling. Esta hormona adminisirade de manera sistémica inducz
svulacion en ratenes preplberes tratados con la gonadetropina del suero de la

sua prefiada (PISE) (Hinojosa y col., 1999).

Lo anterior nos permite sugerir que las alteraciones reproductivas que
»senta el rarén timectomizado a los diez dias de edad son el resuitade de la
ficiencia de las hermonas Timicas v en particular de la fimulina. Por o que en ei
-sente estudic se ahalizaron los efectos de la administracidn sistémica de
awling en los retones Tx-10, desde los diez dios de edad hasta el primer estro
jinal, sobre la pubertad, la ovilacién v ia esteroidogénesis ovérica, espontdneas e

fucidas por ta edminisiracidn de gonadetropines.
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MARCO TEORICO
I. Pubertod

Los roedores inician su madurez reproductiva cuande alcanzan lo pubertad. En
in hembre de la rata y el raidn lo aperfura vaginal es una manifestecidn externa
caracteristica asociada con el inicio de la pubertad. En el ratén la edad en la que
ésta se presenta puede ocurrir enfre los 30 y 35 dias de vida y en la rata entre los
3B y 45 dias, Io cudl significa que la informacidn genética es un facter determinante
zn la edad de inicio de la pubertad, sin embargo ofros factores como el fotoperiedo,

ia femperatura v la alimentacién también infiuyen (Ramirez, 1973).

La apertura vaginal es un evento requledo por los estrdgencs ovdricos y
genercimente se observe un dia después de que sz presenta el incremento
preovuiatoric de las gonadotropinas. El frotis vaginal muestra células anucleadas en
forma de escams correspondientes a un estro vaginal {Bzcd-Villalobos y Lacau-

Mengido, 1990).

Ei desarrollo de la rata desde el nacimiento hasta ia pubertad, se ha dividido
en euaire efapas con base en los cambios morfoldgicos v fisioldgicos que ocurren en
el zje hipotdiamo-hipéfisis-génadas {Ojedo y col., 1986} Diversos autores han
descrive los eventos que caracterizan a cada una de estas etapes {Cjeda vy col,
1986; Cjeda y Urbanski, 1988, 1994; Bzci-Villzlebos v Lacau-Mengide, 1990}, los

cugles se resumen a continuacién,
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‘apz neonatal (comienza desde el nacimiento y cuimina zn el dia siete de vida).

Se inicia la foliculogénesis durante las primeras 48 horas de vida, incluse 24 h
-spués del nacimiento ya se observa una gran cantidad de folfeulos primordiales.
asta los cuatro o cinco dias de edad el overio es capaz de responder a las
snadotropinas dads que los foliculos ya poseen recepiores a estas hormonas. Por
nde se asume que el inicic del crecimiento folicular en esta etapa ocurre de manera
dependiente a las gonadotropinas. Al parecer algunas neurotropinas como el factor
e crecimiento neural (NGF)} podria ser unc los factores que estimuian el comienzo

e la diferenciacidn folicular.

En el plasma, la concentracidn de a-fetoproteing se encuentra alta. Esta se
ne ¢ los estrégenos provecando su inactivacién, lo que se troduce en fa ausencia del
wecanismo de refroalimentacidn negative de éstes sobre el hipotdlamo v la hipéfisis.
a concentracidn sérica de la hormona iuteinizante {LH) es baja, mientras que la
oncentracién de la hormona estimulante del foliculo {FSH) comienza a

ncrementarse.

En las células de la granulosa, ios receptores a la FSH comienzan a aparecer
iesde los cuairo dies de 2dad y su nimere se incrementa nofablemenfe desde
sntonces hasta los 16 dias de vida, evento que permite un increments en la actividad
lei complejo de enzimas aromaiasa y por ende la sinvesis de estrdgencs a partie de

a testostercna.

2repe infantil (comprende de! dia ocho al 21 de vida).

El evente que caracteriza a la fase infantil es el incremenfo en la

soncentracién de la FSH an 2l plasma, el cual llega a su méximo enfre los 12 v 15
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dias de edad, mientras que ia secrecion de la LK permanece baja v ocurre en picos
esporddicos. Este aumenic de la FSH es fundamentat para el reclutamiento y

crecimiente de log Tolicules que ovulardn en la pubertad.

Después del dia 15 de vida, la concentracidn plasmdiica de la FSH baja v
continde dismiruyende gradualmente, mientras que los pices de la LiH empizzan a
desaparecer come consecuencia del incremento en la frecuencic de los pulsos de la
GnRH vy la sincronizacién de los mismos. En el dia 16 se observa disminucidn en la
concentracidn plosmdtica de a-fetoproteing, lo cual permite que la concentracidn de
estrégencs libres empiecen ¢ incrementarse de manera que en esta etfapa, los

estercides juegan un papel definitivo en la maduracion neural.

En la fase infantil se establece el patrén de secrecidn Tdnica para la FSH y el
pulsdtil pare Ja LM. Durente la segunda semana de vida posnatal un gran nimero de
foliculos pequefios continlan su desarrollo baje ia influencia de las gonadotropinas,
en particular por la FSH, lo cual les permite seguir madurando. Entre los dias 14 y
21 de edad, en ¢l ovario se observan Toiiculos en crecimiento primarios y secundarios
(con antro) pere ain no hay foliculos preovulaiorios (Peters, 1969: Hage v col., 1978;

Pzters, 1979).

Etapa juvenil (abarca desde el dia 22 y termina alrededor de los 30 dias de edad).

Durante esta etapa la concentracién de la FSH sigue disminuyende perc en
menor cantidad respecte a la efapa infantil, mienfres que la de ia LH permanece
baja, Sin embargo la secrecidn de esta hormona es claramente pulsétil con um
intervale de 30 wminutos enire cade pulse. ias concentrociones bajos de

gonadotropinas plasmdfricas que caracterizan a esta fase se deben en parte o la

[$:4
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isminucién en la respuesta de la hipéfisis a la 6nRH, la cual no se incremenia hasta
| dia de! primer prosstro y fambién @ que en esta etapa se esfablece
efinitivamente la relacidn funcional entre el eje hipotdlamo-tupdfisis-ovario,
ebide a que el mecanismo de refroglimentacidn negariva de ios estrdgenss ya es

uncional.

Los esirégenos libres o activos contindan aumentande, ya que ia

-fetoproteina disminuye aln mds respecto a la fase infantil. Al final de la etapa
uveni!, ko concentracidn basal de la LH comienza a incrementarse y el aumente en la
mplitud de los pulsos vespertinos de esta hormona se hace evidente,

a

srableciéndose el ritmo circadiane de secrecidn.

Ademds de los gonadotropinas otras hormonas hipefisarias participan en el
lesarrollo de! ovaric. En las células de ia granulose la hormona de erecimiento (GH)
acilita la capacidad de la FSH para inducir la expresién de los receptores ala LHy
o prolactina (PRL) estimula la formacién v el mantznimiente de los recepiores a fa
M sobre tode duranie los dias que preceden ai pice preowulatoric de las

gonadetropinas.

Durante la fase juveni] se presentan ondes de desarrolic folicular y de atresia
va que el ovario se desarrolla con conceniraciones bajas de gonadotropinas. Los
foltculos en ninglin momento alcanzan el estado preovulatorio, probablemente por la
faita de estes impulsos, ya que se ha mostrade que fa administracidn de grandes

canticdedes de gonadotropinas inducen fa ovulacidn en este etapa (Peters, 1969].
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Etapa peripuberal (su duracidn es varisble va que estd ascciada con la primers
ovuiacidn).

a} Eventos que inician la etapa final de maduracidn,

En el ovario, el ndmerc de receptores a la FSH y ¢ la LH llegen a un mdxime, lo
cual se fraduce en un incremento en la esteroidegénesis. Por lo tanto las
concentraciones plasmdticos de progesterona, testosterona v estradicl aumentan

aln mds.

Las concenfraciones séricas de la PRL, ia GH vy de los estrégenos son maysres
en esta fase comparadas con las de le fase juvenil, debide a que contindan
aumentands, Al final del desarrolio juvenil v al inicic del peripuberal se genera el
patrén diurne de liberacidn de la LH que se caracteriza por picos de secrzcién de
mayor amplitud en la tarde. Bajo este ambienie hormonal, los folicules que ovalardn

zn lo pubertad, enfran en la efapa final de maduracién.

&) Eventos finales que conflevan a fa puberiad.

La cascada de eventos que culminan con la pubertad es compleja y para su
estudio se ha dividide en diferentes fases, fomande en cuente principalmente
caracteristicas morfoldgicas.

Anesiro: Bl Tamafie v peso del dferc es pequefio y no contiene liguide. La vagina
siempre se encuzntre cerrada. En el ovaric se observan foilculos grandes vy una
disminucion en ei nlmere de recepiores a la GnRH, mientras que los recepiores de la
v+ gumentan,

Pragsire femprans: En el iterc se observa la presencia de liguide en la luz v en el

espacio intersticial, lo que hace gue aumente el peso del drganc. Estos eventes son
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lucidos por el incremenio en la concenfracidn plesmdtica de estrdgencs, sin
ibergo fa vagina aln permanece cerrada.

oestro tardio: Se le considera el primer proestro. El dierc es grande debido ¢ e
umulacicn de liquido por lo que su peso Hega a un mdximo. La vagina gerneralmenie
ta cerrada, perc en los animales en ios gue yo se encuentra abierta 2l frotis
ginal sz caracteriza por presentar un gran ndmero de células epitelicles nucleadas.
 los ovarics se observan fofcuios preovulatorios. En la tarde, se observa la
ixima concentracién plasmdtica de estrégenos gue estimula la secrecién de la
R y por ende el pice preovulaiorio de fa FSH y la LH, las cucles estimulan le
rdiuracién final de los folicuios v la ovulacidn.

ire: ) peso del dfero es bajo y no presents liquide en lc luz. La vaging esid
ierta v el epitelio vagingl se caracteriza por el predominio de células anucleadas
| forma de escamas. En este dia ocurre lo primera ovulacién por lo que i ovario
esenta cuerpos liteos recién formados. La concentracidn plesmdtica de
trégenos v de la LH es menor con relacidn al proestre. La concentracin de la FSH
esenta un segundo pico vy la de progesterona qumenta.

imer diestra: La citologla vaginal muestra e predominic de leucocitos. En el ovario
. observan cuerpes liteos maduros. Las concentracienes plasmdticas de estrdgenos

de gonadotrepings contindan bajas con relacién al proestro.

. Caracteristicas morfofisiclogicas del evario,

E! ovaric es el drgano primaric de! sistema reprocucior cuyes funciones son
-oducir gametos viables para la fecundacidn v la secrecidn de hormonas (esteroides
polipeptidicas) las cuales regulan el desarrollo del misme y de otras estructuras
o el dtero v la vagine. En los mamifercs, los ovarios sen drgancs pares de forma

ride, ligeramente aplancdos que se localizan en la pared lateral de la cavidad
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péivica. Cada cvario estd unido por uno de sus bordes llamado hilio, al ligamento
ancho del ttere por medio del mescvaric, que es un repliegue del peritonec {Leeson y

Leeson, 1992; Ross v col., 1892

En la corteza del avario se encuentran los folicules ovdricos, que son ta unidad
andtemo-funcional de! drgans, ve que o portir de é2stos se forman los fres
comportimentos del ovario [Figura 1] {Ham, 1975; Leeson v Leeson, 1992; Ross v col,,
1992: Audesirk y Audesirk, 1996).

i} Bt folicuiar, formado por folicules en todas las etapas de desarrolle como son
primordiales, en crecimiento {primario y secundarios) v precwiiatorios.

2} Bl luteal o cuerpe idtes, que se forma a partir de ias células de la granuiosa v de
la teca interna de los foliculos que expulsan al ovecito.

3} Bl intersticial o gidndula intersticial, que estd formade por ias céluias de la Teca

interna de los folicules antrales airésicos que poseen receptores g la LH.
TIL. Compartimentos folicdiar y luteal.
El cracimiente folicular

La foliculegénesis es un proceso que se inicia un poco antes del nacimiento o

er los primeros dias d

[

vida posnetai {como en la rata y el ratdn) v posiblemente
fermina en la primera semana de vida {Peters, 1978); durante este proceso los
ovocitos {desnudos) gue miden apreximadamente 30 gm de didmeiro, son rodeados
por una sola capa de células foliculares ¢ de la granulosa de forma aplanada v de una
ldmina basa’ que los cisla del resto del ovarie, lo que da lugar a fa fermacién de los
foliculos primordiales. Los ovocitos que no son rodeados por estas células en genaral
mueren y son eliminades. Existen evidencias que permiten sugerir gue las

neurctropinas, una familia de factores de crecimiento, entre los quz se encuentira 2!
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or NGF, pueden ser jas responsables del inicio de este evento (Dominguez y col.,

31; Leeson v Leeson, 1992; Hsueh y col., 1994; Gjeda y Urbanski, 1994).

Cuerpe hemerrdgico

Cuerpa [iteo

Follcule primordial

gura 1. Esquema gque muestra los diferentes compartimentos del ovariot e

licular, el uteal y el intersticial (Tomado de Audesirk y Audesirk, 1996).

La diferenciecidn de los foliculos primordiales inicia con el crecimiento dei
rocito y con la proliferacién de las células de ia granulose. Durante el desarrollo de

s folfewlos primordiales estos pueden seguir dos camires: ovular o culminer en la

i0
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itresic. Este ditimo proceso es el mds frecuente v vuede presentarse en cualguizr

tepa del desarrollo folicular (Dominguez v col., 1991; Ojeda y Urbanski, 1994),

Cuande las células de la granulosa aplanadas adquieren unc forma cdbica, los
olicuios se denominan foliculos primarios (en crecimiento). Estas células proliferan
dpidamente por accidn de la FSH v los estrdgencs, que actilan de manera sinérgica;
1 su vez estas Uitimas estimulen ia sintesis de sus propios receptores en las células
de la gronulosa, lo que permite gque 2l nimero de receptores vaya en cumento
zonforme el foliculo madura. En un principio las células foliculares se encuentran en
contacto directo con el ovocite, pere o medida que continta 2l desarrolle folicular se
empieza a depositar sobre la superficie del ovocite una capa de mucopelisacdrides v
slucoproteinas que sintetiza tanto el ovocite como las células feliculares vy que
conforman o zona pellcida v (Sadler, 1990; Dominguez v coi., 1991 Leeson vy

H ¥

Lezs0n,1992; Greenwald v Roy, 1994; Ojeda y Urbanski, 1994,

En el momento en que las células de la granuiose forman tres o mds copas
alrededor del svocito, se inicia la diferenciacidn de las células de la veca a partir de
las células del estroma ovdrico que rodean al foliculo v que se ubican exactamente
nor fuzra de la membrana basa! de las céluias de ia granulesa. La Teca estd
conformada por dos capes, una capa profunda muy voscuiarizada con céiulas
secretoras {teca interna) y una capa superficial con células de Tejide conective
(tzen externa). En las células de la feca la LH estimula la sintesis de andrdgenos, los
que sirven de sustrato a las células de la granuiese para la sintesis de estrégencs
{Sadier, 1950 Dominguez v col., 199%; Leeson y Leeson,i992; Greenwaid y Roy,
19%4; Ojeda v Urbanski, 1994).

il
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Cuando las células de la granulose forman de seis a doce capas alrededor dei
ocito, se observa la presencia de liguide entre las células, mismo que se ve
umulando hasta formar una cavidad llamada antro folicular; los folicules en esta
se de deserrolle se les denomina secundarios o antrales, Las células de la
anulosa que se encuentran en contacto directo con el ovecite forman el cumulus
sphorus. Despuds de la owulacidn las células del cumulus que permanecen con el
ocite forman ia corena radiada. Las célules de la granulosa de los foliculos
-cundarios estén en constante proliferacidn, se incrementa la cantidad de nexos y
smosomas gue son las uniones entre las céiulas de la granuiose, o que acentia la
tercomunicacién celuiar (Sadler, 1990; Dominguez y col, 1991 Leeson vy

2eson,1992; Greenwald v Roy, 1994).

Durante la mayor parte del desarrolic folicular, las céluias de la granulosa
Sio poseen recepfores a la FSH vy las de o teca ¢ fa LH. Conforme el foliculo
adura las células de la granulosa adguieren receptores a ambas gonadotropinas por
 accién sindrgica de la FSH v los estrdgenos. A su vez estas células adquieren
incienes diferentes, las adyacentes al ovocito le proporcioncn soporte fisico y
utrientes; las mds cercanas ¢ la membrana basal confienen gran cantidad de
zcenfores o o LH por 1o que son mds actives en la produccién de hormonas
steroides que las que estdn cerca de la cavidad aniral mismas que se distinguen por
oseer un nlimere mayor de recepiores a la prolacting (Domfnguez y col., 1991

ore-Langton y Armstrong, 1994; Greenwaid y Roy, 1994}

A medida que avanza la maduracién felicular la cavidad antral crece alin mds y
cumula una serie de hormenas poliperfidicas (FSH, LH, prolactina) y esteroides

:sirdgenos, progesterona, andrdgencs), neurofransmisores {noradrenaling,
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serotoning) y factores de crecimiento {factor de crecimienio epidérmice, EGF:
factor de crecimiento Transformante alfa, TGFa factores de crecimiento parecidos
a la insuling, IGF-I, I6F-II) {Dominguez y col., i99L: Hillier, 1394; Dominguez,

1997).

En el ovaric de la rata, los foliculos alcanzan la efape preovulatoria alrededor
de los 17 & 19 dias despuds de haber iniciads 2! crecimiznts. Este tino de follcuio
estd formado por el ovocite T ¢ primaric, las célules de la granuiesa, la membrana
basal v las células de la tece interna. Ademds estd ~odeads por un sistema de fibras
de coldgeno, céiulas de Tejido conectivo y fibras musculares lisas que conforman ia
Yeco externa. Todos estos elementos forman una voing fibrosa, que en 2l momento
de la ovulacidn se disgregan para permitir la salida del ovocito (Dominguez v cof,

1991 Leeson y Leeson,i992).

En ios foliculos, ios vasos sanguinecs v les fibras de fipe colinérgico,
noradrenérgico y peptidérgico llegan hasta la teca interna y ne penefran a las capas

de células de la granulosa ni alcanzan al ovocito (Dominguez v col, 1991).

En el foliculo preovulatorio el ovocite completa la primera fase de o meiosis v
se convierte en un ovecito II o secundario. Le pérdida de la vesicula germinal y del
nucledio indican ef reinicio de la divisidn celuiar, lo cual ocurre dos horas después de
que se produce el pico preovulaterio de LH: la culminacidn de la primera divisidn
meidtica ocurre aproximadamente seis horas después del misme. En el foliculo
preovilatorio la proliferacidn de las células de ia granulosa disminuye y se pierde i
capacidad de sintesis de estrdgenos y se comienza a sintetizar progesterona

{(Dominguez v col., 1991).

13
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1 airesic Foficulor

A lo large del desarrolle folicular lo mayoria de los folicuios ovdricos (70-
.9%) eniran en un procese degenerative llamado atresia. En el rafdn de los 5,000
ocitos presentes ol nacimiento, mds del 50% se pierde durante las dos primeras
manas de vida (Greenwald v Roy, 1994). El mecanismo molecular fundamental de
airesia es la apopiosis o muerfe celular programada que inicia generaimente con

activacién de endonucleasas entre otros eventos, lo cual resulta en la

agmentacién dei ADN (Hsueh y col., 1994; Tilly, 1996 Terranova y Taylor 1998).

Conforme el folfcule crece se incrementa ia posibilidad de entrar en atresia,
: 7ol manera que 25 mayor la frecuencia de folicules antrales atrésicos que los
eantrales. Con base en criterios morfo-fisioldgicos se ha dividido la atresia de los
liculos antrales en tres etapas (Greenwald y Roy, 1994; Hsueh v col., 1994).
‘apa I. Apreximadamente el 10% del total de las células de la granulosa presenten
cleos picnéticos, generalmente aquellas que se encueniran cerca del anire. La tasa
. proliferacidn disminuye ya que se observa menor incorporacién de timiding *[H].
apa IL Entre 2l 10 vy el 30% de las células de la gravulosa presentan picnosis. duy
cas presentan incorporacién de timidina ‘[H]. Muchas de ellas pierden la
rercomunicacién por o Tamnfe se observan disperses en el anire folicuiar. La
embrane besal pierde su integridad v hay infiliracidn de linfocitos T citotdxices
1 las capas de células de e granulosa. Los folicufos en esta etapa ya no pueden
scapar de la atresic y degeneran.
‘apa TIT. Se caracieriza gor una disminucidn masive en el ndmero de células de la
anulesa resuitede de lo muerte de las células picndticas y de le ausencia de
itosis. Las células de la teca se hipertrofian y hay separacidn y fragmentacidn de

membrana basal.

i4
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En el ovocite puede ocurrir rompimiento de lo vesicule germinal (ndcles),
alireacidn de los cromosomas en metafase y probablemente expuisidn del primer
cuerpe polar, altzracién en los mucopolisacdridos y mucoproteinas que componen la
zona pehicida, disminucidn de las uniones GAP enire el ovocito v las céiulas del
cumulus oophorus (Greenwald y col., 1994). Ademds de los cambios morfolégices que
se observan durante la airesio, se han identificado alguncs marcadores biegulmicoes.
En las céluigs de la gromtlosa hay disminucién en ia sintesis de estrdgenos,
incremento en la produccidn de progesterona {disminucidn de la enzima 17~
nidroxilasa) y decremento en el nimerc de receptores a las gonadotropings. En las

células de la veca se observa incremento en la sintesis de andrdgencs (Hsueh v col.,

1994).

Se ha mostrade que algunas hormonos como las gonadotropinas, los
estrogencs y factores de crecimiente como el EGF, el TGFa, el factor de
crecimiento de fibroblastos bdsico (bFEF) y el I6F-I, inhiben la fragmentacién del
ADN, per le gue sz les ha considerade factores de supervivencia foliculer; en cambic
aquellas sustancies que favorecen la atresic come [0s andrdgenas, la interleucing &

(TL-6) y la GnRH se les llama factores atretogénicos (Hsueh y col., 1994).

- Las gonedotropinas son consideradas los principales factores de supervivencia
folicular. Su administracién rescara a los feliculos de la atresia en etapas
tempranas de este proceso, mieniras que el bloqueo del incremanto precwilataric
de éstas induce afresia folicular en los folleulos que se encuentran listos para

ovular

- &l sistema de factores de crecimiento EGF/TGF, el factor bFGF y el I6F-I,

inhiben el inicic dz la fragmentacidn del ADN en céiulag de la granulose. Asi
g g
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mismo se ha observade que el Tratamiente con estrdégencs incrementa la mitesis
en las células de la granulosa y por ende el crecimiente folicular, mientras que los
andrégenos inducen disminucién en la actividad aromatasa, estimulan la

produccién de progesterona e incremertan el nimero de células picndticas.

La SnRH de origen ovérico parece tener efectos inhibitorios en la diferenciacién
folicular. En ratas hipofisectomizadas el fratamiento con agenistas de lo GnRH

induce fragmentacién del ADN en las células de la granulosa.

La inhibina vy la activing son dos péptidos que también participan en la atresia
folicular. Se ha mosirado gue ig inyeccién de inhibina en la burse ovdrics de
ratas prepiberes incremente el nimerc de foliculos antrales medianos, en
cambic la inveccidn de activina provoca atresia folicular v bioguea los efectos

estimulantes de la PAMSE en 2l desarrolle Toltculor.

La IL-6 es una citocing gue se sintetiza en las células de la granulosa y &5 un
factor inductor de atresia folicular. La adicién de TL-6 en un medic de culiive de
célules de la granulesa obtenidas de ratas fratedas con PMSG, provoca

fragmentacion del ADN.

a evulacion

La ovulacidn es un proceso que culmina con la expulsidn del gvocite TI. Justo
ntes de ja ovulacidn se completa ia primera fase de la meiosis. El momento en que el
vocito II es expulsado de! folicule se produce la segunda divisidn meidtica que se
‘ztiene en metafase y fermina cuando el ovocito es fecundado, enfonces se expulsa

| segundo cuerpo polar (Ross y col., 1892),
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La owvulacion es un process que estd regulado por diversas sefales
neuroendderinas que provienen de! Sistema Nervieso Ceniral, ia hipdfisis v det
misme ovario {Dominguez v col, 199%; Franchimont v col., 1991} Se le ha considerade
como un procese inflamatoric ya que estd mediade por agentes vasoactivos como ia
histamina, kininas y prostaeglandinas las cuales provocan hiperemia en la pared
folicular. La owulecidn ocurre en respuesia ol pice preovulatorio de las
gonadofrepings y es parte integral del process de luteinizacién, mds no
indispensable dade que puede ocurrir luteinizacidn sin ovulacidn (Espey v Lipner,

1524).

£l intervalo entre 2i pico de la LH vy la owlacidn es corio y estd asociade con

cambios morfoidgicos en el dpice de la pared folicular. En la mujer el contenido de
coldgene y profeoglicancs {componentes de ia Teca folicular} disminuye de 6-10 h
después de la liberacidn de la LH debido a la activacidn de enzimas proteoliticas
como 2l activador del plasmindgeno, la colagenasa y la B-glucoronidasa. La ruptura

folicular ocurre de 8-10 k despugs (Franchimont y col., 1991).

Antes de que ocurra la ovulacidn se observa disminucidn en le densidad e
interconexion celular en &/ cumulus oophorus v la corona radiada, comienza la
wteinizacién en las células de la granulosa y se incrementa lo presidn osmdtica por el
aumento en el liguids folicular. Todo lo anterior confribuve o o degradacién del
coldgeno del tejido conectivo gue mantiene unideg ¢ las células de la grenulosa v
conileva a la ruptura de la pared del foliculo y liberacidn del ovocits. En el drea por
donde saldrd el ovocits (estigma o mdcula pelicida} se detiene el flujo sanguineo

Justo antes de o ovulacidn (Fink, 1986: Franchimont v col,, 1291
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7 futeinizacion

El proceso de luteinizacién inicia con cambios bioquimices y morfoidgicos en
s céiulas de la teca interna y en le membrana de las células de la granulose de los
slicules fistos para ovular. Después del incremento preovulatorio de LH pero antes
¢ i ovulacidn existe hipertrofia dz las células de la granulosa y activacién nuclear.
ina vez que ocurre la owulacidn la membrana basal se rompe y los vasos sanguineos
waden al foliculo y se forma un cuerpo hemorrdgico {Figura 1j (Braden y col., 1994;

liswender v Neft, 1994},

Durarte 2 process de luteinizacidn las células de la teca presentan una
onsiderable actividad mitética, mientras que las células de le granulosa
récticamente no se dividen. En esvas ditimas los receptores a la FSH desaparecen
lespués de la ovuincidn, probablemenie por que se internalizan ademds de gque
lisminuye su expresidn. Los receptores ¢ ia LiH comienzan & incrementarse 48 horas

lespués del pico preovulaiorio de las gonadotropinas {Braden y col., 1954).

Durante la luteinizacién se incrementan la contidad de reticulo endopldsmico
iso, aparato de Golgi y el nimero de mitocondries, estas Gitimas tlenen und
structura tubular caracteristica de ias células productoras de hormonas
.stercides. Estos cambios estructurcles y funcionales dan origen ol cuerpo liteo
suya funcién primaria es secretar grandes cantidades de progesterona que prepara

. "N

il dtero para la prefiez (Bradeny col, 1994; Niswender y Neit, 1994},

Ef cuerno lifeo esta formado por dos tipes de células morfolégicamente
fistintas: los célules grandes vy las células pequefias. Las primeras tienen forma

soliédrica o estérica, su citoplasma se tifie ligeramente y poseen un nlcies grande,
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el complejo de Golgi estd poes desorrollade, poseer muchas mitoconarias
abundante reticuic endopldsmice liso, ademds de grdnules secretores que pueden
contener oxitocing y relaxing. Comprenden alrededor del 25 ol 35% del cuarpo Lites

{Braden vy col., 1994; Niswender v Nett, 1994).

Las célulos pequefias tienen forma de huse con citoplesma muy tefide con
gotas grandes de lipides v un ndcleo irregular gue con frecuencia presenta
inclusiones citopiasmdticas, contienen un nimere moderade de mitecondrias de
tamafio variable, el reticulo endopldsmico lise tubular 2s muy cbundante adn cugndo
también poseen reticuls endopldsmico rugeso: el complejo de Golgi es mencs
promunciade que en las células grandes. Es caracteristicc de estas célules la
ousencia de grdnulos secreforios. Representan cerca del 12 al 18% del volumen del
cuerpo liteo, mientras que la vascularizacidn ocupa aproximedamente el i1%, el
tejido conective del 22 al 29% v los fibroblastes de! 7 al 11% (Braden y coi., 1994

Niswender v Ne¥t, 1994).

Ambeos tipos de células que conforman al cuerpo Wites secretan progesterong,
sin embargs las células grandes sintetizan de dos a 40 veces mds que las células
nequefias, es decir contribuyen con mds del 80% de la pregesterona que sintetiza e
cuerpo lites. Existen evidencias bioquimicas que apoyan la prepuesta de gque las
células grandes se originan de las células de la granulosa y que los células pequefias
se diferencian a nartir de los células de I teca, sin embarge en el cuerpo iifeo
maduro 25 pesible que aigunas céluias grandes provengan de céluias de la feca y
tompoce Se descarta la posibilided gue aigunas células pequeflas puedan

iransformarse en céicias grandes (Braden v col., 1994).
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La secrecién de progesterona y el manfenimiento dei cuerpa ldtec estd
egulado principalmente por la LH v la prostaglandina F2 . Sin embarge existen una
erie de factores que sintetiza el cuerpo liteo v modulan de manera pardcerina este
rocess. Enfre ellos se encuentra la oxitocing, io vasopresina v la refaxing; factores
le crecimiznto come el IGF-I, IGF-IT: péptidos similares a la GnRH vy algunos

icosanoides, ademds de la noradrenaling, la serotonina y ta dopamina (Braden vy col.,

994),

Cuando ia fecundacidn no ocurre el cuerpe ilitec disminuye de volumen vy
simultdneamente disminuye la sintesis de progesterona, fo cual en la mujer
lesencadena la mensiruacién (Sadler, 1996). La regresion del cuerpo Idtec coincide
on la infilfracién de linfocitos, incremente en el confenide de
20c:-hidroxidehidrogenasa que cataliza la conversién de progesterona en su
netabelito la 20¢-hidroxiprogestercna y aumento en el contenids de colesteroi

Freeman, 1294),

V. Regulacidn de le estercidogénesis en el folicule ovarice.

La secrecidn de hormonas estercides en el foliculo ovdrico depende de ia
»tapa de crecimiente y maduracidn del mismo y su regulacion estd dada por un
onjunte de seficles neurcendderinas que involucra  principalmente a  las
pnadetropines y a los mismos esteroides gonadales {andrdgenos, estrdgencs vy

wrogestinas) {(Greenwald y Roy, 1994; Hillier, 1994).

En la esteroidogénesis avdrica, participan las células de la teca v las céluias
le la granulese. El precursor inicial en la biosintesis de hormonas esteroides es el

clesterol que se obtiene de la sangre a partir de lipoproteinas, del aimacenads en
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forma de ésteres ¢ de la sintesis de now o partir de acetato. En las células de ia
teca, la LH se une a su receptor membranal formando el complejo hormona-receptor
que actia scbre el sistema de lo adenilate ciclesa y provoca el aumento del AMPC.
Este estimula i sintesis v la actividad de la enzima citocromo P450scc que induce fa
formacién de pregnenolona. La pregnensiona puede transformarse en dos
compuestos, por des vias diferentes de biosintesis. En la via A°, ei complejo
enzimdtico 17o-hidroxilasa y C17-20 liase caializa la conversion de la pregnerolona
en I7a-hidroxipregnenolone y a continuacién en dehidroepiandrosterona. La otra via
alternative 2s la A*y aqul la pregnenolona se transforma a progestercna por accion
de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa v la A%-A* isomerasa (3p-HSD). La
progesteronc después se convierte a 17a-hidroxiprogesterona v posteriormentz a
androstenediona gracics a o3 enzimas  17o-hidroxilase y  C17-20  lasa,
respectivamente. Finalmente la enzima 17B-hidroxiestercide deshidrogenasa
cataliza la trensformacidn de androstenedione en ‘estostercrs; estos dos
andrégencs afroviesan la membrana basal vy se incorporan of citoplasma de las
céiulas de la granuiesa. En éstas la FSH se une a su receptor en membrana vy
estimule la actividad del complejo enzimdtico P450 aromatase la cucl induce la
arematizacién de los andrégencs a estrégenos (Pedernera, 1993; Gore-Langton y

Armstrong, 1994) [Figura 2].
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Figura 2. Biosintesis de hormonas esteroides en el ovario. En la célula de la teca la
M estimula la sintesis de andrégencs a partir del colesterci, por dos vias
diferentes. En la célula de la granulose la FSH estimule la actividad del complejo
enzimdtico aromatasa que catcliza la conversidn de los andrdgenos en estrdgenos
{modificado de Ericksen, 1994 y Gore-Langion, 1994).
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Se ha mestrade que los andrdgenss v los esirdgenos petencian ei efecte de la
FSH en ia induccién de la aromatese, sin embarge este efecto se inhibe por los
andrégencs Sa-reducidos v por la progesterona. Los esirdgenss inhiben fa secrecidn
de progesterona, también limitan la sintesis de andrdgenos por que inhiben el
sistema enzimdtice 17a-hidroxilase: C€17-20 liasa. La accidn pardcring de los
esirdgenss funciona come un sistema de refrealimentacidn negative gue bloguea su
propia sintesis regulande le disporibilided de su substrato (Gore-Langton y

Armstrong, 1994).

En el ovaric, la esteroidogénesis es reguiada, ademds de les gonadotropinas v
de les propios estersides por una serie de factores de crecimiento v hormonas gue
sintetiza el propis drgano v que medulan la accién de las gonadetropinas actuands de
manera pardcring, quidering e incluse an la hipéfisis (Dominguez v col., 1991 Hillier,

1994).

- La teca interas del ovario sintetiza el ESF y los factores de crecimiento
transformantes o v B (TGFa vy TEFR). El tratamients con EGF/TEFw i vitro
estimula la profiferacién de las células de le granulosa e inhibe los efectos de la
FSH en diversos procesos como la expresidn de receptores ¢ la LM, actividad
aromatasa y en la sintesis de progestercna e inhibina. £l TEFp se sinfetiza en las
células de la teca y en las células de la granulose, es un factor autderine que
estimula la proliferacidn de los células de lo granulese in wifrs v modula los
efectos estimulantes de la FSH (sintesis de AMPe, receptores o ia LH v la
esteroidegénesis), ademds inhibe los efectos del sisteme EGF/TGFa en la

sintesis de los receptores a la LH y en lo estercidogénesis. En las células de la
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teca el TGFa inhibe la sintesis de andrdgenos y provece acumulacidn de

progesterona

En las céluias de la granulosa, la FSH incrementa el nimero de recepfores
TGF-T, el cual potencia los efectos de fa FSH en la estersidogénesis v en el
erecimients v diferenciacion celular. En las células de ia teca el T6F-I potencia
los efectos de la LH en la sintesis de andrdgencs. €l I6F-II se sintefiza en las

células de la granulesa y estimula su proliferacion.

La 6nRH de origen ovérico inhibe lo sintesis de andrdégencs en las células de la
teca 2 inhibe los efecios estimulantes de la FSH sobre la actividad aromatasa en
las células de la granulosa, ademds estimula la secrecidn de progesterona y de la
orostaglandina E. La oxitocing, inhibe la actividad de la enzime $7c-hidroxilasa.
La vasopresina y la arginina-vesopresina {secreicdas por el cuerpo iites),
también inhiben ia secrecidn de zstrégencs por un mecanismo semejante al de ia

oxitocina.

La activing se sinfetiza en los todes los foliculos en erecimiente, sin embarge en
los foliculos preovulatorios disminuye significativamente su secrecidn. En los
folfeulos primarios v secundarios la activina inhibe la sinfesis de andrdgenos
inducida por o administracién de LH/IGF y cumenta ia actividad de la aromaiasa

debide a que sensibiliza a las célules de la granulosa a la accidn de la FSH.

La inhibina disminuye selectivamente la secrecidn de la FSH en ia hipdfisis y es
vreducida en grandes cantidades por las céluies de la granulosa de folicuios
arzovulatorics. En las células de la fecq facilita la accidn de la LiH en la slnfesis

de andrégencs v por ende incrementa la secrecidn de estrdgencs.
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- Los esirdgenos y los corticoides de origen adrengl inhiben la sinfesis vy la
secrecidn de estradiol en el ovario ol modificar en fas células de la teca la
sintesis de andrdgenos. En las células de ia granuiosa los corticoides bloguean fa

aparicidn de los recepiores a la LH, inducides por la FSH.

Y. Carccteristicas v funciones del time.

El timo es un drgano linfoepitelial primario gque forma parte del sisteme
nematopoyétice, en &l scurren la diferenciacidn y la maduracidn de ios linfocitos
inmunocompetentes o linfocitos T, que se encargan de mediar iz inmunidad celular

{Dabrowski y Drabroswka-Bernstein, 1990; Roitt vy col,, 1993).

Ubicacidn enaiémica

En los mamiferos, el fimo es un drgano de color rosdceo vy de forma triangular.
Estd ubicade en el ¥érax por debajo de la parte superior del esterndn, encimea del
corazén y al centro de ios puimenes. En la parte posterior del érganc se encuentran
las venas tiroideas infericres, la trdquea v los grandes vasos como el cayado adriico

(Ham, 1975:; Lindner, 199G} [Figura 3]

Histologia

El fimo estéd formade por des Idbulos unides en la parte media por tejid
conective. Cada idbuio esta rodeado por una cdpsula de tejido conective que penetra
formando Tabigues o Trabéeulas que o dividen en lobulillos. Estd formade por una
matriz de células epiteliales dispuestas en forma de red por io que se le denoming
reticulo-epiteliales, entre las cuales se depesitan los linfecites (Bellanti, 1986; Ross

y col., 1992; Roitt v col., 1993) [Figura 4]
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igura 3. Esquema gue muestra la ubicacidn anatémica del fimo en el ratdn.

El timo presenta una organizacidn cortico-medular. Cada I8bulo presentc una
orteza discontinuae (lobulillos) v una médula continua {(Copenhaver y col., 1985
Jellanti, 1986; Ress v col, 1992; Roitt y col, 1993). En la corteza las células
eticulo-epitelicles estdn distribuidas mds espaciadamentz que en la médula. Consta
je abundantes linfocitos pequefios con nicleos hipercromdéticos. Se caracteriza por
sresentar exciusivamente capilares sanguineos. Las arferias siguen los tabiques de
rejido conective hasta la unién de la corteza y ia médula, donde envian ramas @ los

‘ejidos cortical y medular {Copenhaver y coi., 1985; Ross y col., 1992) [Figura 41
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4 diferencia de la corteza, la médule posee una mayor proporcién de células
reticulc-epiteliales v menor centidad de linfocitos los cucles son grandes con
nlicleos menos tefiidos v citoplasme mds abundante. En la médula se observan los
corplculos de Hassall que son esiructuras esféricas u ovales caracteristicas del
Yimo v que aparecen durante la primera mitad de la vida fetal. Cada uno de elios estd
formado por células reticulares dispuestas concéniricamente cuvo ceniro puede
presentar indicios de queratinizacion {Copenhaver vy col., 1983; Bellanti, 1986; Ross

y col., 1992; Reitt y col., 1993) [Figura 4],

El tejido conective del time posee una cantidad variable de granulocitos,
mastocites, adipociios y macréfages, ademds de fibras de coldgeno v fibroblastoes.
La cépsula y los tabiques tienen vasos sanguineos, vases linfdticos eferentes (pere

ne aferentes) ¥ nervios {Ress y col., 1992).

En el ¥imo una gran cantidad de linfocites que degeneran durante el proceso
de maduracion vy diferenciacién, pricipaimenie los de la corteza. Los gue maduran
migran ¢ la sangre v se depositan en las zonas timo-dependientes que se encuentran
en los érganos linfoides periféricos {baze y ganglios linfaticos), aqui los linfocitos T
se encargan de la repuesta inmune mediada por células y cooperan con los linfocites
B en la repuesta inmune humoral (Belianti, 1986; Ross y col., 1992; Roitt y col.,

1993}

El timo estd irrigado por ias arterias mamaria interna y firoideas inferiores.
En el drgano existe una barrera nemcfotimica cortical gue impide lo enfrada de
macromoléculas o particulas circulantes, por lo cual la proliferacidn y diferenciacién

de los linfocitos corticales scurre en un medio ausente de antigenos {Copenhaver y

col., 1983

27



Marco teorico

Trabéculas

Carteza

fédula Cortezg
2

Céiulas reticulo-epiteliales

Corpiiscule de Hassall

Linfocitos

igure 4. Represertacidn esquemdtica de o histelogle v organizacion

srticomeduiar del timo humane (Tomoado de Bellanti, 1986).
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El timo estd inervads por las ramas del nervio vage v del simpdtico cervical
e se distribuyen en as paredes de ios vasos sanguinecs. Algunes de las fibras
rminan libres en la corteza v en la médule. La informacién neursl que llege al timo

 srincipalmente de tipo colinérgics y noradrenérgico (Copenhaver y col., 15835).

nbricgénesis

£l +imo se origina como una invaginacién endodérmica de las porciones medial
ventral del tercer par de bolsas faringeas cuyo revestimiento endodérmico da
igen a las céiulas epiteliaies. Al principio, cada invaginacidn confiene una bz
strecha gue pronto es obstruida por la proliferacidn de las células epitelicles. E:
me crece caudaimente hacia el mediastine en forma de una prolongacidn tubular
o} epitelio endodérmice. Estos tubos epiteliales pronto se wuelven cordones que
oliferan y mandan hacia afuera ramas laterales precursoras de Jos nicleos de los
bules. El extremo de avance prolifera y después pierde fa conexidn con el epitelio
aringes v rigran ol mediastine donde se fusionan para formar 2n forma parcial los
os I6bulos (Ham, 1975: Copenhaver v col., 1985; Paulsen, 1991 Ross y col,, 1992:
adler, 1996).

nvolucich fisioidgica del timo

E| timo es un drgane que crece desde &l nacimiento hasta la pubertad. Alcanza
u famafio mdximo, con relacién ai peso corporal, poce después del nacimiente. Enla
ubertad sz inicia un proceso de invoiucidn al que se le na denominade “involucidn
isioldgica” en el cual el time reduce graduaimente su tamalic y su peso conforme el
ndividuo avanze en edad (Grossman, 1984, 1985; Bellanti, 1986; Hell v Goldstein,

SR7; Pauisen, 1991}
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Durante g involucidn de! timo la corteza se hace mds deigada dads que se
observa disminucidn en la tasa de proliferacidn linfocitica fa cuai al parecer es
provocada principalmente por el incremento en las concentracienes plasméticas de
hormonas sexuales (Grossman, 1984; Beilanti, 1386, Hall y Goldstein, 1987 Pausel,
1991), ai mismo Tiempe aumenia el dreac relativa de la médula y crecen los
corplsculos de Hassall (Pausel, 1991). A medida que avanza el proceso de involucidn,
el timo adquiere cada vez mayor cantidad de tejide adipose de manera que Hega a
ser un peguefo cdmule de grasa en ia vejez {Figura 5] Esta invoiucién puede
acelerarse en respuesta o una serie de foctores como el esirés, la desnutricidn y las

infecciones, enfre otros (Ravisle, 1989).
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Figure 5. Representacién esquemdtica que muestra ios combios de peso v
composicin dei timo en ei humano duranie el proceso de volucidn (Tomadoe de

Bellanti, 1986).
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&7 timeo como giénduia

Las célules reticuls-epitelicles del timo sintetizar una serie de polipéprides
Hamados timosinas, cuya funcién es estimular la maduracién v lo diferenciacién de
los linfocitos T (Goldstein, 1984). A partir de uno de los extractos timicos come la
timosing fraceién 5 (Timesina F5) se han cislade varios polipéptides con diversas
funciones bicidgicas, los cuales se han clasificade en familias, fomando como base su
punto isoelécirico: timosina al, timosing b, timosine o7, timosina 81, Timosina B2,
timosina B4, fimosina B7, Yimosina B8, Timosine B9, timosina BI0 y timosing v1
(Goidstein y col., 1981; Low y Goldstein, 1984). En la misma fraccidn 5 podemes
encontrar otras hormonas como por ejemplo e! factor timico humeral (THF), 2

factor timico del suers o timuling (FTS), la timoestimuling, la timopoietina v el

factor vimico X (TFX) (Goldstein v col., 1981 Low y Scldstein, 1984),

VL. Participacidn del time er la fisiclogle de la repreduccién.

La aparicidn de modelos bioldgicos espontdneos como ef raidn congénitamente
atfmico {nu/nuj, el ratdn alopécice-hipotimico (et/2t} v los trabajos realizados en el
modelo del ratén timectomizado en la etapa neonatal, han permitide estudiar de

manera sistematizada la participacion del time en la fisiclogla de la reproduccidn,

Caracteristicas de los ravones despudes nultu i ei/ev

b

El mutante nu/nu se caracteriza per nresentar retraso en la pubertad {edad
de la aperfura vaginal), mencr desarrollo foliculer, atresia acelerada, mencr peso de
ios ovarios y el dtero, menor concentracidn de gonadotropinas y esteroides
genadales e infertilidad; ademds son inmunodeficientes {Fianagan, 1966, Besedovsky

y Sorkin, 1974, Shire y Pantelouris, 1974; Eaton y col., 1975; Linter-foere vy col.,
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)76 Linter-Moore, 1977 Rebar y col., 1981b; Chesnokova y col., 1983). Cuando &
s mutantes nu/nu se les realize al nacimiento el injerts de timo, se previenen las

teraciones descritas anteriormente (Rebar y col., 1980; Chesnokova y col., 1983).

Les retones alopécicos ef/zt presentan alteraciones en el desarrolle de! time
iz se manifiestan después de los diez dias de vida posnatal, de tal manera que en ia
tapa adulta el peso del drgane es aproximedamente la mitad del de uno nermat, por
» cual se les denomina hipotimicos. Las hembras et/et presenfon pubertad
etardada, menor peso de los ovaries y del titers, mayor peso de adrencles y baze,
\ayor indice de atresia folicular, menor respuesta owslateria af estimuic con
snadotropings y su fertiided es similar a la un rafdn normai perc decrece
rematuramente. En estes animales el injerte de time al nacimiente previene el
etarde en la pubertad vy las alteraciones ocasionadas por el estrés (Rosas y col.,
987: 1989: Rosas y Hincjosa, 1993; Hinojosa, 1994; Hincjosa y Rosas, 1994; Rosas
- col., 1995).

Fzevos de Ja timectomie sobre of desarrolfe del ovarie.

La timeciomia reclizada en la etapa neonatal (2-4 dias), provoca en el animal
dulte, disoénesis ovdrica que se caracieriza por infilirecidn de linfocitos,
lisminucidn 2n e nimero de ovocitos y de foliculos, hiperirofia e hiperplasic de las
éiulas intersticiales, proliferacién de tejido conective, ausencia de cuerpos lGteos y
resencia de quistes. Se ha descrite que cuando la timectomia se reatiza después de
25 sietz dias ya no se desencadene la disgénesis ovdrica (Nishizuka ¥y Sckakura,
949: Besedovsky v Sorkin, 1$74: Hatteri v Brandon, 1979, flichael v col., 1280;
hichael, 1983, Kosiewicz y Michael, 1990).
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La disgénesis ovdrica, gue se presenia en los ratones timectomizados ¢ los
tres dias de edad (Tx-3) se acompafic de bajas concentraciones plasmdticas de
FSH, LM, 6H, PRL, progesterena y estrdgencs, refraso en ia edad de la aperiura
vaginal, infertilidad y menor pesc de los ovarios v del Utero. En los ovarios de les
ratones Tx-3 predominan células intersticides y estrome ovdrico por o que
sinfetizan in  wirc wmayores contidades de  17o-hidroxiprogesterona,
androstenedions y testosterona v al parecer no sintetizan esirégenos (Nishizuka v
Sakakura 1969, 1971; Sakekura y WNishizuka, 1972; Nishizuka y ccl, 1973;
Besedovsky v Sorkin, 1974; Michael v <ol 1980, 1981,1990: fiichael, 1983;
Kosiewicz v Michael, 1920).

La disgénesis ovdrice sélo se presenta cuande se extirpc el fime en ios
orimeros dias de vida posnatar. Taguchi vy col., (1980) propusieron que las
alteraciones que se producen en esie lapso, son el resultado de disfuncicnes en i
sistema inmunoldgice, el cual se encuenira en vias de maduracidn. Se planted que la
diferenciacién de los linfocitos T-cooperadores ocurre antes que la de los linfocitos
T-supresores, por lo que ol momento de la timectomia, los primeros ya estdn
presentes, mientras que estes Ulfimes adn no. Durante le inferaccidn de los
iinfocites T-coaperadores con los linfocitos B se producen anticuerpos en contra de
los ovecitos (respueste autoinmune), sin que haya un freno a este efectc, provecande

ast que el compartimients folicular degenere seulatinamente.

Por estudios de inmunofluorescencia se ha mostrade gue los animales Tx-3
sintetizan anticuerpos confra el ovocito, lo que indica que ia disgénesis ovdrica tiene

ung eticlogla de tipo autcinmune (Michael, 1983).
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En los ovarios de los animales Tx-3 en diferentes etapas del desarrciio se
serva tna pérdida masiva de foliculos primordiaies antes de los diez dias de edad
una subsecuente disminucién en el nimero de foliculos en crecimiente hacia los 20
as, sin que se presente infiliracidn de linfocitos en el ovarie ni anticuerpos conira

ovocito en la sangre, sino hasta los 25 dias de edad. Debido a esto, Kesiewicz y
ichael {199Q) propanen que el tima tiene una participacidn bifdsica en el desarrelic
2} ovario: un efecto directe o indirecto de tipo hormonal que afecta a los foliculos
“imordiales v en crecimiento {efecte temprano} y une de fipo inmuncldgico que
»sulta en una respuesta aufoinmune que se evidencia después de los 25 dias (efecte

rdio).

En el modele del ratdn Tx-3 la degeneracidn progresiva del compartimente
olicuiar no permite el estudic de la participacién endderina del timo en el desarrelle
2] ovaris. Debide & esto, en nuestro laboratorio hemos utifizende como models af
aién timectomizedo a los diez dias de edad (Tx-10), cuyos ovarios no muesiran
ignos de disgénesis e la pubertad. Estos rafones presentan una serie de
Iteraciones come son: retarde en la pubertad, disminucién en el ndmero de foliculos
n crecimienic {en parficuler de los folicules pequefios) y menor respueste
vulatoric cuande se les estimula con gonadetrapinas {Garcia, 1996; Garcia y Rosas,

998).

SFectos de los Hmesines sobre & gje hipotdlama-hipdfisis-génadas.

Los polipéptidos sintetizados por el timo particivan en la secrecidn de las
iormonas que regulan ef desarrolio gonadel. La adicidn de timesina FS o Timosina B4
| un sistema de perfusién de hipotélamo-hipéfisis incrementa la secrecidn de la

inRH v per ende la de la L (Rebar vy col., 1981aj.
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Un factor vimico de 28 kD cuando se adicions a un medio de culfive de
hipéfisis potencia los efectos de la GnRH sobre la secrecidn de las gonadetrepinas.
Este mismo factor inhibe lo estercidogénesis /n wivro inducida por la hCG en el
ovario y en el testicule, al parecer vor que éste inferactda competitivamente en ia
unidn de la hCG con su receptor (Hirlart vy Romano, 1986; Pedernera y col., 1986;

Aguilera y Romane, 1989; Mendoza y Romane, 1989,

En el ratén prepiber la administracion de timosina F5 ¢ de Timosing al induce
una disminucién en el peso de los ovarios, adelanta lo edad de la puberted, sumente
ia cencentracién plasmdtice de estradiol ¢ induce la invelucién del vime {Dardenne y
Bach, 1981; Michael, 1983). Cuando ia timosina F3 se adiciona a una medio de culvive
de adenohipdfisis incrementa las concentraciones plasmdticas de ia PRL v de 'z &H
{Spangelo v col., 1987). El responsable de fal efacto es une fraccidn de ia F3
llamada MB-35 gue potencia los efectos del factor liberador de la GH o del TRH

{Badamchian y col., 1991}

L adicidn de los polipéptides fimicos liberades /n wiro por los célules
reticulo-epiveliales, ol cultivo de células de la granuiosa del ovario de rata, estimulan

la secrecidn de progesterona (Uzumee y col., 19%2),

Caracteristicas de la tmuling y sus efectos bislégicos.

La timuling es un pépiido que consta de nueve aminodcides («Glu-Ala-Lys-Ser-
&ln-Gly-Gly-Ser-Asn). Es sintetizada por los células reticulc-epitelicles def time,
principalmente las de la zona cortical y las de los corpdsculos de Hassall (Monier y
col., 1980; Jambon v col., 1981 Savine y col., 1982). La timuling se coracteriza

porque se sintetiza exciusivamente en el timo; en el suerc de individuos
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-ongénitamenie atimicos como el ratén nu/nu y en ios pacientes con el Sindrome Di
Seorge no se detecta en la circulacién sanguinea y en los modeios de animales
rimectomizados desaparece inmediafe a la operacién. En todos estos modelos la
rimuling sélo se detecta en la sangre después de que se hace un injerfo de fimo

Dordenne v Bach, 1981 Savine y col., 1982; Dardenne, 1984},

En el ratén, la timuling se puede detectar en el suere desde los 14 dias de vide
srenatal. Después del nacimiente y entre los cinco y siete meses de edad la
concentracién de timulina permanece constante. @ partir de esta edad comienza a
disminuir significativamente de manera proporcional a la involucién del timo, de tal
forme que en ratones viejos desaparece de la circulacién sanguinea {Dardenne y

Bach, 1881},

La fimuling airaviesa la barrera hematoencefdlica yu que se ho observads
activided de rosetas (los linfocitos T o B poseen receptores especificos que se unen
a erifrocitos de ovzja y forman estructuras en rosefas, la aparicién de estos
recepiores son timo dependiente por lo que sdio la timulina estimuia dicho efecto]

zn el liguido cerebroespinal de pacientes con esclerosis miitiple tratados con

timulina por via subcutdnea (Bach v Dardenne, 1984).
p Yy

Los mecanismos ¢ factores que regulan la secrecidn de la Timuling son poco
sonocidos. Los esteroides de origen gonadel y adrenal participan en este proceso,
lade que la castracidn y la adrenalectomic en ratones aduitos inducen una
fismitucion temporal en la conceniracién plasmdtica de timulina pero incrementa el
wimero de células epiteliales que la contienen. Este disminucidn se he tratado de
:xplicar por la probable existencia de inhibidores para la timuling cuya secrecién

eria regulcda por dichos estercides {(Dardenne y col, 1988). También sz he
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propuestc gque la fimuling Tiene un mecanismo de autorregulacion va que la
administracién de esta fimosina a ratones prepiberes disminuye el nimero de
céhilas reticulo-epiteliales que la producen {Savino vy col., 1983). Ofros factores
como la &M y la PRL (Goff y col., 1987; De Mello-Coziho y col.,, 1998) el I6F-I
(#occhegiani y col, 1996) y algunos opiodes {Savine y col., 1990} estimulan la

secrecion de Timuling.

La timuling participa en la diferenciacién y maduracidn de los linfocitos
{Dardenne y Bach, 1981) activando segundos mensajeros como el AMPe, el GMPc v la
prosteglanding PEE.. La sintesis de estos mensajeros depende de la efapa de
diferanciacién del linfocito, esto es en ios inmadures la timuling activa AMPc v

EMPc y en los madures estimula la sintesis de PGE; (Rinaldi-Geraci v col., 1985).

Zadi y col, (1988) mestraron que la Timuling incrementa la secrecidn de LH en

hipdfisis en cultive de manera semejante a cuande se adiciona SnRH.

En células de la granuiosa de porcing en cuitive la timuling incrementa la
activided del complejo enzimdtico aromatesa. Si estas células son previamente
estimuladas con FSH, la timuling incrementa la secrecidn dz progesteronc v no
medifica ia actividad de la aromaiese {Ledwitz-Rigby y Scheid, 199C). Lc timuling
estimula la proliferacidn de céiulas germinales en el testicuio v ovaric de fetos de

rata (Prépin, 1991,1993).

In  vitrp, o timuling  incremente la  secrecién de o hormona
adrenscorticetrdpica (ACTH) en la hipéfisis (Hedley v coi., 1997} v en el Testiculo
incrementc la esteroidegénesis estimulada con hC5, ei misme efecte se observd in

vive al administraria a ratas de 30 dias de edad (Wise, 1998).
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Marco tedrico

Resultades obtenidos ezn nuesiro laberatorio muesiran que los ratones
repiberes de 20 dias de edad no ovulan cuando se les administran 5 u.i. de PARSG.
n este modelo, el Tratamiento diaric con timulina por via sistémica desde los 19
fas de edad induce superowvulacidn en el 50% de los animales en respuesta ¢ la
dministracidn gonadoirdpica (Rosas, 1990; Garcie, 1996; Hinojosa y Rosas 1996,
997, Hincjosa y col,, 1999). Si lo timuling se inyecta desde ios 24 dias de eded
asta el primer 2stro vagingl v se administra 5 ui. de PMSG al dia 25, ia respuesta
vilatoria no se modifica v sélo se observa un aumento en la masa ovdrica (Hinojosa
' Rosas, 1997, Hinojosa, 1998). Estes resulfados indican que fa Timuling ejerce un
fecto estimulante sobre la ovulacidn modulando la respuesta de los ovarics a ias
onadotropinas y al parecer sus efectos dependen de la etape de desarroilo en la

ue se encuentra ¢l animal.
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Planteamientc del problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el ratdn la timectomia a los diez dias de edad provoca retrase de la
pubertad, disminucidn en el crecimiento folicular v disminucidn en la respuesta
ovulatoria inducida per el tratamientc gonadotrédpico. En el ratdn intacto, la
edministracidn de timuline duranie le efopa peripubera!, incrementa la respuesta
ponderal de los ovarios af estimulo con gencdotropinas e induce la ovulacidn. Estos
resultades nos indican por un lade, que la presencia del timo es necesaria durante ei
desarrolio prepuberal de la hembra del retdn v por otrs que la timuling parece Jugar
un pape! estimulante en los mecanismos que regulan fa pubertad v le primera
ovulacidn, lo gue nos lleva o pensar que las alteraciones observades 2n el retén Tx-10
son zn parte el refiejo de la falta de timuling. Es por ellc que en este estudio se
aralizaren  los efectos del remploze hormonal con fimuline en ratones
timecromizedos o los 10 dias de edad {Tx-10}, sobre el procesc de pubertad, la
ovulacién vy la esteroidegénesis espontdneas e inducidas per fa adminisiracién de

gonadotraopings.
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Hipdtasis

5
O
=
™
L
W

En el ratén timectomizade a los diez dias de edad, la falta de las hormonas
we sintetize ¢l timo refrasa el inicio de la pubertad esponténea y disminuye la
wilacidn inducida por ia administracién de gonadotropings. En el ratén intacto
srepiiber tratado con PMSE, Ia adminisfracién previe de timuling estimula la

espuesta ovulatoria. Por esto en el ratén timectomizado e reempiaze con Timulina

nmedicto a la extirpacién del drgano, revertird las alteraciones observadas.
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Objetives

OBIETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del reemplazo hormona! con fimulina en los ratones

timectomizades a ios diez dias de edad, sobre la pubertad, la owulacidn y la

esteroidogdnesis esponténeas e inducidas por la administracién de gonadotrepings.
i ! g

OBJETIVOS PARTICULARES

]

Analizar los efectos de la adminisiracidn sistémica de fimuling en ratones
fimectomizades ¢ los diez dias de edad, sebre la 2dad de la aperiura vaginal, el
rimer estro vaginal, le svulacién v las concentraciones séricas de I7f-estradicl,

progesterona v Testosterens.

Analizar los efectos de la administracidn sistémica de timulina en ratones
timectomizados a los diez dias de edad, sobre la owulacidn inducida por la
adminisiracién de PMSE « los 20 dies de edad y scbre las concentraciones

séricas de 17B8-estradiol, progesterona y testosterona.

Andlizar los efectos de la administrazidn sigtémica de timulina en ratones
‘imectomizados o los diez dias de edad, sobre la owlacidn inducida por la
administracién de PMSE-hCE o los 25 dios de edad v sobre las concentraciones

séricas de 17B-estradiol, progesterona y Testosrerona.
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Hlarericies v Aiétodos

nimales

Se wiilizaron ratones hembra prepliberes de le cepa 01 mantenidos desde el
icimiente en fotoperiode controiade de i4 h de luz y 10 h de cbseuridad {luces
rcendidas de 03:00 a 13:00 h), fempercturc de 24s2 °C y agua y climento ad
bitum. Las cries se distribuyeron en camadas de cinco hembras por madre, con

bre aeceso a ella desde ! nacimiento hasta el destete {21 dias de edad).

Timactomias

Las fimectomias se realizaron bgjo el microscopio estereoscépico. Los
nimales se anestesiaron por enfriamiento con hielo. Se hizo una incisién de piel a la
itura dei sequndo par de costillas, se cortd 2l esterndn, se infradujo una pipeta
asteur conectada a un sistema de vaclo v se succienaron ambes Idbulos del timo.
osteriormentz se suturd la herida v se aplicd alechol yodade. Después de la
peracién, los animales se colocaron en un ambiente a 36¢1 °¢ durante ung hera para

icelerar ia recuperacién de la femperatura corporal.

rocedimiente de sacrificie y autopsia

Todos los animales se sacrificaron por decapitacion entre las 10:00 y 11:00 h,
e colecté le sangre del fronco y se dejé coaguler e temperatura ambiente
proximedamente 30 minutos, después se centrifugé o 3000 rpm durante i5
\inufes. Las muestras de suerc se almacenaran a -20 °C haste la cuentificacién de
steroides gonadales por radicinmuncandlisis (RIA} A la auiopsic se disecaron jos

wvarios v el (itero y se pesaron en una balanza de precisién. En los oviductes se bused
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Materiales v Hidtodes
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le presencia de ovocites v en cuyo ceso s2 contaron con

estereoscdpico,

En el momento de la autopsic se realizd la exploracién al microscopio
estereoscdpico del drea terdxica para verificar si la fimectomic fue completa. En
los cosos en los que se enconfrarcn restos fimicos, ésfos se precesaron para su
andlisis histolégice utilizande como criteric de exclusidn la organizacidn cdrtico-
medular caracteristica del timo. En los resultades sdlo se consideraron los datos de

fos animales con timectomia completa

Procesamizate dz los ovariss y cuantificacidn de los cverpss liteos

Los ovarios de los animales tratados con gonadetropinas que ne presentaron
ovocites en los oviductos, se fijaren en solucidn de Bouin y se deshidrataron
graduaimente en alcohel v postericrmente en cloroforme. Se incluyeron en parafing
y sz reclizarsn cortes seriados de 10 pmn que se tifileron con ia ¥éenica de
hematoxilinz-ecsina. £x el seriade de cade ovario se cuantificd el nimero de cuerpos
ldteos, cuye andlisis se realizé con base en las siguientes caracteristicas: células
grandes de forma poliddrica o esférica v ligeramente tefidas, células peguefins en
forma de huse con citoplasma muy tefido distribuidas enire las células grandes
formando cordones y ausencia de la cavidad antral y del ovocite (Figura 7 A y B)

(Ham, 1975: Braden y col., 1994; Niswender v Nett, 1994},

Cuantificacién de hormonas
Las concentraciones séricos de [7B-estradiol, progesterona y Yestosterona se
cuantificaron por RIA de fase sélida. Para cada hormona se utilizé un estuche Coat-

A-Count {Los Angeles, California, EUA), el cual incluye tubos de polipropiieno que
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Materiales v Métados

sntieren el anticuerpe especifico para el esteroide obtenido de suero de coneja,
iales con la hormona marcada con “°I y estdndares para realizar la curva patrén.
n cada Tubo se adicionaron 50 yl de suero (para tesiosterona) 6 100 i de suerc
nara 17p-esiradiol y progesterona) y 100C pl de la hormena marcada, se agifaron y
e incubaren a femperatura ambiente durante fres heres. Posteriormente se
ecants el sobrenadante v se secaron las paredes de los tubes. La cuantificacién de
1s cuentas por minuto se realizé en un confador de centelleo gamima {Packard
nstrument Co.). Las concentraciones se expresaron en pg/mi para 17p-estradiol y

n ng/mi para progesterona y testosterona.

dadlisis estadistico

El peso corporal, el peso de los drganes vy las concentraciones de las hormonas
se analizaron con la prueba de andlisis de verianza multifactorial (ANDEVA) seguida
Je le prueba de Tukey. La edad de la apertura vaging!, la presencia del primer estre
vaginal {dias posteriores a la apertura vaginal), el ndmerc de cuerpos liteos v el
nimero de ovacitos liberados se analizaron con la prueba de Kruskai-Wellis seguida
de la prueba de Dunn’s. La tasa de animales ovulantes (TAQ) se catculé de o
siguiente manera:

TAO = nimero de animales que oviian

ndmere Total de animales

Los resultados de la TAO se compararon por le prueba de probebilidad exacta
de Fisher para proporciones. En los casos en los que se compararen pares de datos
se use la prueba de "¢" de Student ¢ la prueba de "U" de Mhonn-Whitney. Tn todes
los casos, sdio se consideraren como significativos los resultados cuya wrobabilidad

fue igual ¢ menor af 5%.
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Matericles v Métodos

DISERD EXPERMIENTAL

1. Estudie de los efectos de (¢ administracién sistémica de thmuling desde los
diez dias edad sobre [o pubertad, la ovulacién v io estercidogénesis en ratones

timecromizades a ios diez dias de edad y en ratonss infactes.

Con el fin de estudiar si la timulina es unc de los factores flmicos gue
participa en le maduracién del eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario durante el desarrolio
prepuberal, se analizaron los efectos del reemplazo hormenal con timuling en
ravones timectomizados a los diez dias de edad. Pare anglizar si los efectos de la
timuling en el Tx-10 dependen de sy interaccién con las ctras hormonas dz origen
timico vy de la presencia de ia propia timuling, se utilizaron ratenes intactes tratados

con esta ditima.

A grupes de ratores intactos v Tx-10 se les administré diariamente timulina
{Sigma, EUA) (12 ng/g de peso corperal) {Cerda, 1998) ¢ solucidn salina (Nal! al
0.9%) {Abbott Laboratories de México, 5.A. de C.V.) por via subcutdnen, desde los
diez dias de edad hasta 2! dia en que presentaron el primer estro vaginal. Se conid

con animales intactos y Tx-1i0 que no recibieron ningdn tipe de fratamiento.

Los enimales se revisaron diariamente enfre los 09:00 y 10:00 h para
registrar la eded de la apertura vaging!, moments en 2l que 2e inicid e fome diaria

de frotis vaginales. Los animales se sacrificaron el dia del primer estro vaginal y se

autopsiaron siguizndo el procedimiento descrito anteriormente.
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Materiales v Métodos

Estudio de los efecios de lo administracion sistémica de timuling desde ios
2z dias de edad sobre le pubertad, la owilacién y lo esteroidogénesis

1

ducides por of frotamiente con PMSG o les 20 dies de zded en raiones

mectomizados ¢ los diez dias de edad y an ratones intacios.

En esvudios previos cbservamos que los rafenes intactos de 20 dias de edad
) son capaces de ovular al administraries 5 u.i. de PMSE. Sin embargo cuande se les
vectd diariamente fimuling o partic del dia 12 y se les estimuld con PMSG a los 20

as de edad, los animales ovularon (Hinojosa y Rosas, 1996, 1997).

Con base en lo anterior se decidid anclizar sf en los ratores Tx-10 el
zamplaze hormonal con fimuling inmediato a lo cirugla, modifica la respuesta
wilatoria ante el estimulo con PMSG (Sigme, EUA). Para lo cual se utilizaron
atones intactos v Tx-10 a los que se les administraron B ui. de PMSE a los 20 dias
e edad. Ofros grupos de animales intactos y Tx-10 se inyectaron diariamente con
imulina {12 ng/g de peso corporal) (Cerda, 1998) o solucién salina a partir del dia

ez de vida v 5 u.i. de PMSE a los 20 dias de edad.

Se realizd ei seguimientc de los animales para registrar la edad de la
pertura vaginal y ei dia de primer estro. Al sacrificio se procesaron igual que en

xperimento anterior.



Materiales v Mefodos

3. Estudic de los efectes de la administracidn sistémica de timuling desde los
diez dias edad sobre la owilacidn y la estercidogénesis inducidas por &!
rratamiento con PMSE y RCE ¢ los 25 dics de edad en ratones fimectomizades

¢ los diez dias de eded vy en ratones intactos.

Previamente mostramos que los ratones Tx-10 de 25 dias de edad presentan
disminucidn en la capacided owulatoria en respuesta al tratamiento secuencial con
ambas gonadotropings (1 ui. de PMSE mds 3 ui. de hCG) (Sigma, EUA), en
comparacidn con los animales intactes tratados de igual manera {Garcia, 1996;

Garcia y Rosas, 1998).

Utilizande como base el modelo anterior se decidié analizer si en el ratén
Tx-10, el reemolaze hormona! con timuling desde los diez dias de zdad, 25 capaz de
restablecer la respuesta ovulatoria inducida por PMSE+hCE. Para esto se utilizaron
ratones intactos v Tx-10 g los cusles digriamente o partir de los diez dias de edad
se les cdministraron 12 ng/g de peso corporal de timuling {Cerda, 1998} o solucidn
salina. A los 25 dias de edad sz les inyecid 1 u.i. de PMSG y 54 h después 3 wli. de
hCG. Se contd con grupos de animales intactos y Tx-1C a los que dnicamente se les
adminisiraron las gonadotropinas. Todos los animales se sacrificaron 20 h después
de la adminisiracion de hCG. A la aufopsia se siguid el procedimiznto descrito

ghnteriormente.
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Marerigles v Aiétodos

#ODELO BRUPCS ADMINISTRACION DE
““““ EAPERTMENTALES GONADOTROPINAS

; ! }

5 u.1. de PRSG ¢ los
20 dias de edad

1 u1. PMSG+3 wi. hCG a
ios 25 dias de eded

5 ui. de PRASEG a los
20 dias de edad

1 U, PAS6+3 ua. b6 a
lgs 25 digs de edad
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Resultados

1. Estudio de los efectos de la cdministracién sistémice de fimuling desdz los
diez dias cdad sobre la pubertad, la ovulacidn y lo estercidegénesis en ratones

fimectomizados a los diez dias de edad v en ratenes intactos.

Los ratones timectomizados a los diez dfas de edad presentaron un retrase en
la edad de la apertura vaginal vy una disminucién en la concentracién sérica de
17p-estradiol, en comparacién con los animales infactos. Ninguna de las hembras
owuid ai primer estre vaginal. El pese corporal, de los ovaries v del dters, asi como
los conceniracicnes séricas de progesterone y Yestosterona nc mostrarcn

diferencias significativas entre los animales intactos y los timectomizados (Tabla 1).

Tabla 1. Tase de snimales ovulantes (TAO) y medie + e.em. de la edad de la apariura
vaginal, presencie del primer esiro vaginal, del peso corvoral y de los drgancs, de las
conceniraciones séricas de 175-esiradiol, progesierona y testosterona de ratones infactos
¥ de Fimectomizades o los diez dias de edad (Tx-10), secrificados el dia del primer esire
vaginal,

Pardmeiros Intactos Tx-10

N? de animales 18 10
Aperture vagingl 249+02 272%04a
Primer estro vagingl < 1.1+£0.2 1403

TAQ ane /10

Peso corporal {g) 228x03 240x086
Ovarios (mg) 125206 13410
Uters (g} 588248 554 % 4.1
178-estradiol {pg/ml} 14.3£2.1 {11) 4B8+07 (4B
Progestercna (ng/ml) 14£03(7) 15203 (7)
Testosterona {ng/ml) 0.09 £0.01 (8} 0.07 £ 0.02 (10)

% dias postericres ¢ ke apertura vaginal

&, p <0.08 (prusba “U" de Mann-Whitney)

B, p<0.05 (prueba “t“ de Student)

{ YN° de animales en los que se cuantificd la hormena
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Resultados

i

n ice rotones fimectomizados a los diez dias de edad la inyeccidn diaria de
solucién salina adelantd significativamente la edad de fa apertura vaginal y el peso
corporg} fue menor. En comparacidn con los animales Tx-10 con solucidn saling, el
rratamiento con fimulina provocd retraso en la edad de la apertura vagingl,
incremento en la conceniracién sérica de 178-estradiol v disminucidn en el peso de
los ovarios y dei tferc. Cuando se compararon los efectos de la timulina con los
sardmetros de las hembras Tx-10 sin Tratamiento sélo se observaron diferencias en
el peso de los ovarios y en la concentracion sérica de 17f-estradiol. Ninguno de los

animales de fos tres grupes experimentales owlé al primer estro vaginal (Tabla 2},

Dado gue los ratones Tx-10+solucidn salina fueron de mencr edad y de menor
peso que los Tx-10, se reclizé el andlisis del peso de los drganes en funcidn del pese
corporal. El peso relativo de ios ovarios no mostrd diferencia s.gnificativa entre los
grupos de Tx-1C con v sin selucidn salina 7.0205vs 58205 mg/10 g pe, NS, sin
zmbargo el peso relativo del dtero fue mayor en los animales Tx-10 que recibieron
solucién saling respecio a los Tx-10 sin tratamiento (209 2.1vs 232219 mg/1lg
ac, p< 0.05). Las diferencies observadas en el peso de los ovarios y del dtero entre
os grupos Tx-10+timuling y Tx-10«solucidn saiina se conservaron cuando se

walizaron en funcién del peso corgoral.



Resultados

Tabla 2. Tasa de animales ovulantes (TAD) y medic + e.em. de la eded de la aperiurs
vagingl, presencia def primer estro vaginal, def peso corporal y de fos drganos, de fas
concentraciones séricas de 17P-estradiol, progesterona y festosterona de ratones
timectomizados a los 10 dias de edad (Tx-10) sin #ratamienio y de ratones Tx-10 tratades
eon solucicn safina (S5} o timuling desde los 10 dias de edad, sacrificados ef dia del primer
estro vaginal,

Perdmefros Tx-10 Tx-10+85 T -1G+ Timulina
N° de animales 10 19 13
Apertura vaginal (dies) 27.21204 225054 253+035
Primer estre voginal < 14+03 21+04 16+0.2

TAC 010 one 0/13

Pese corporal {g) 240208 19.8210¢ 22506
Ovarics {mg) 13410 13410 10.0£0.7 ¢,
(hero {mg) 55.4 %41 57.6+4.1 44427 d
178-estradiol (pg/mi} 48+07 (4 38x2000 173x2.4 ¢ ¢c,d
Progesterona {ng/ml) 1.5+£0.3(7) 12202 ¢8) 1.1+0.3 (5
Testosterona (ng/ml) 0.07 £0.02 {10 0.08 £0.03 (7) 041 £ 0.03 (8

+ dias posteriores a la apertura vaginal

2, 0 <0.05 ve T-10 £, p < 0.05 vs Tx-10+55 {prusba Kruskal-Wallis}

g, 0<0.05vs T=-10 o, p <005 vs T¢-10+55 {pruebn ANDEVA seguida de Tukey)
{ } N® de animales en los que se cuantifics la hormona

En los ratones intactes, la inyeccidén de solucidn salina desde los diez dias de
edad provocd un retrasoe significative en lo presencia del primer estro vaginai,
efecte que no se modified por el tratamiente digrio con timuline. Sin embarge la
administracién de esta hormona provocd un incremento en {a concentracidn sérica de
17B-estradiol en comparacién con la del grupe de animales intactos tratades con
sclucidn salina. No se¢ observaron diferencias en 2l resto de los pardmefros
zvaluades entre ambes grupes experimentales. Ninguns de los animales owuid al

primer estro vagina! {Tabla 3).
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Resuftados

hia 3. Tasg de animales ovulantes (TAC) y media + eem. de la edod de o apertura
ginal, presencia del primer estro vaginal, del peso corporal y de los drganes, de Jas
ncentraciones séricas de 175-estradiol, progesterona y testosterona de ratones infactos
» fratamiento y de ratones intactos tratades con solucioh safina (S5} o imuling desde los

) dias de edad, sacrificados el dia def primer esiro vaginal,

Parémetros Intactos Intactos+5S Intacios+Timuiine
N°® de animales 16 14 14
Aperiura vaginal {dias) 249+0.2 251 +£02 254+03
Primer estro vaginal & 11202 2404 a 24+07a
TAC C/16 0/14 04

Peso corpordl (g) 228+03 238+08 227 +04
Ovarios (mg) 125x06 13.86+£08 11.8:08
Uters (ing) 56.9 £ 4.8 564 %51 48540
‘17ﬁ~es?radioi {pg/ml) 14.3 £2.1(11) 89+16(8) 184+35(6) 0
‘i?mgeﬁerom {ng/miy 4.4 203 (7 0932 1.4 £0.2 (6)
Testosterona {ng/mi} 0.09 £0.01 (8 0.11 £0.03 (4 0.07 £0.02 (7)

4 dias posteriores a la apertura vaginal

2, p < 0.05 vs Intactos (pruebea Kruskai-Waliis)

B, p < 0.05 vs Intactos+SS {prueba ANDEVA seguids de Tukey)
{3 M° de onimales en los que se cuantified la hormana

El andlisis comparative de los pardmetros evaluades en los animales Tx-10 y

n los intactes, ambos Tratados con timuling, no mostré diferencias significativas

Tablas 2 v 3). Cabe seficlar que e incremento en la concentracidn de 17p-estrodicl

ue se observd 2n los animales Himeciomizedos tratados con timuling, llegd a vaiores

imilares a log cbservades en el animal infacto sin tratamienio (173 £ 24 vs 143 £

.1 pgfmi, NS}
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Resultados

. Estudio de los efzctos de lo administracidn sistémica de timuiing desde los
iez dias sebre la pubertad, la ovulacidn y la estercidogénesis inducidas por el
ratamienTe con PISE a los 20 dias de edad en rafones timecTomizedos o los

iez dias de edad y en rotones infactes.

En los animales intactos el tratamiento con B wi. de PAASG a los 20 dias de
dad adelantd la edad de la apertura vaginal, ia cual se presentd alrededor de los 22
17 : : 5 fa l H
ios de edad y el primer estro vaginal 24 horas después. Los animales a los cuales se
2 extirpé el timo a los diez dias de edad, presenvaron la misma respuesta al

ratamientc gonadotrdpico.

Tanto en los ratones intactos como en los fimectomizados, fratades con
MSE, no se cbservaron cvocites en los oviductes o! moments de la cutopsia. Sin
mbargo, el andlisis de los cortes histoldgicos de los ovarics mostré la presencia de
uerpos itteos (Figura 7 A v B), evento que indica gue ocurrid la ovulacién. Tomando
n consideracidn este pardmefro, la respuestc owulatoric {fasa de animales
vulantes v nlmere de cuerpes litess) al estimulo gonadotrdpico fue similar entre

mbos grupos experimentales (Tabla 4},

El neso de los ovarios de les hembras Tx-10, en respueste al tratamiente
onadotrdpice fue menor en comparacidn con el de los animales intactos fratados de

gual manera (Tabla 4).
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Resultades

ibin 4 Tasa de animales cvalantes (TAO) evelpade por o presencie de ovocifos en los
iductos y por la presencia de cuerpos ldteos (CL) y media + e.e.m. del ndmero de ovociios
/ numero de L, del peso corporal y de los drganos, de las concentraciones séricas de
B-esiradiol, progesierona y testosterona de ratones intactos y de timectomizades a los
ez dias de edad (Tx-10} tratados con 5 u.i. de PIMSE a los 20 dias de edad, sacrificados

dia del primer estre vaginal,

ardmetros Intactos+PMSE Tx-10+PHSE
° de animales 14 i1

AQ (o::e\a'oci‘iros)‘i 04 0711

A0 (CLY 11/14 11111

I* de ovocitos 0 ]

° de CL 67x15 65210
zse corporal {g) 175202 17803
varios {mg) 241 +£27 1682+10°%
tero (img} 70.7£3.9 672427
7p-estradicl {pg/mi) 8.7 +1.8 (4 59:1.6¢4
rogesterona {ng/mi) 25+1.1 (5 45+1.14)
estosterona {ng/ml) 0.23 £ 0.05 (7} 0.21 £0.05 (5)

Evaluada por ia presencia de ovecitos en fos oviductos a la autopsia
Evaluada por ia presencia de cuerpss iiteos en los cortes histoldgicos de los ovaries

D <0.05 {pruebe “{ * de Student)
} N® de animales en los gue se cuentificd la hormona

En los ratones timectomizades tratados con solucidn salina y PMSE, lo tasa de
nimales owulantes evaluads por ke presencic de cuerpos liteos (ya que no
resentaron ovocitos en los oviductes), no se modificd en comparccidn con las
embras que séle recibieron PMSG, lo mismoe se observd en el resto de los

ardmetros evaluades {Tabla 5}
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Resulfados

Tablz 5. Tase de anitales owlantes (TAC) evaluade por la presencia de cuerpos liteos
(CL) y media = e.eim. del nimero de (L, def peso corporsl y de los érganos y de las
concentracionss séricas de 17p-estradicl, progesterons y testosterons de ravones
timectomizados a los diez dies de edad (Tx-10) tratados con 5 ui de PHSE a fos 20 dias
de edad, o con solucion saling (55) desde fos 10 dias de edod mds PMSE a fos 20 dias
sacrificados el dia def priteer estre vaginel.

1 Pardmetros Tr-10+PURSE Tu-10+55+PMSE j
N® de animaoles i1 14

TAD (CL) 14411 9714

 No. de CL 66=1.0 6.3£1.9

 Peso corporal {g) 17903 17508

' Ovarios (img) 18210 AR

- Utero (mg) 67227 75.2+3.2
17B-estrediol (pg/ml) 59+1.6 (4 7.8x1.7 (4} ?
Progesteronc {ng/ml) 48«11 {4) 442214 (4} :
Testosterona (ng/m!) 0.2 +£0.05 (5 0.18 +0.04 (6}

{ I N® de animales en los que se cuantificd la hormona

Dado que seis de los 13 animales tratades con timuling mds PMSG presentaron
ovocitos en los oviductes al momento de la autopsia, los pardmetros de las hembras
de este grupo experimental se analizaren en funcién de la presencia de ovecites o de

cuerpos liteos en 103 cortes de ovarie (Tabla &)

En los ratones Tx-10 gque presentaron covocites en los oviductos, e! peso
corporal y de los ovarios, asi come la concentracidén sérica de 17B-estradiol fueron
significativamente mayores que los observados en los animales cuya owvulacidn se

evaiud por lu presencic de cuerpos iteos [ Tabis &)
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Resuftadss

abla 6. Tosa de animalzs owiantes {TAG) evaluada por iz presencia de cuerpos hitees
L} et fos cortes de ovario o por ovocitos en los oviductes y media + e.e.m. del niimere de
[ v dz ovocites; del peso corporal v de fos drganos y de las concentrociones séricas de
7B-estradiol, progesterena y testosterona de rafones timectomiZados a los diez dias de
dad (Tx-10} fratados con timuline desde los 10 dias de edad mds PIMSE a los 20 dias,
serificades ef dia del primer estro vagingl,

| Tx-10+Timulina+PARSE

Pardmetros
| Cwulantes por CL Cvulantes por ovocifos
i N° de animales 7 8
TAO 77 5/6
Ne. de CL 80+16 —

Ne. de ovocitos G 218+82

Peso corporal {g) 16808 212+03%
Ovarios {mg) 18409 218+32 %
Utero {ma) 732165 79.8£4.8
178-estradiol (ng/ml) 23x0.9(5) 268+86(3 "
‘Progesterona (ng/ i} 35+1.0(4) 3.4£1.54)

Testosterona {ng/mi) 0.23£0.04 {2) 0.14 £ 0.C1(3)

* p < 0.05 (pruebe "t * de Student)
{ ) N°® de animeles en los que se cuantificd la hermora

El grupo de animales Tx-10 tratedes con timulina:PMSE en los que se
santificaron cuerpos iitess, el nimero de éstos no se modificd en comparacién con
| de los ratones Tx-1C tratados con PMSG o con solucidn salina+PMSE 8.0+ 1.6 vs
8 = 1.0; 6.3 £ 1.9 respectivamente, NS}, mientras que ia concenfracidn sérica de
7B-estradiol fue significativamente menor respecto a los animales Tx-10+sclucién

lina+PMSE (2.3 £ 0.8 vs 7.8 = 1.7 pgiml, p< 0.05).
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Resultados

En comparacidn con las hembras intoctas tratadas Séic con PAMSG
inyeccidn de solucidn salina previa al Tratamiente genedotrdpice, ne modificd ningunc
de los pardmetros evaluades, incluyendo ia tase de animales ovulentes evaiuada por

el nimero de cuerpos iiveos {Tabla 7).

Los animales intactes fratados con timuling mds PMSE no presentaren
diferencias significativas en la tasa de animales ovulantes, pero si une disminucién
en el nimero de cuerpos iliess v en la concentracidn sérica de 173-estradis!, en

comparacion con fus hembras que recibieron solucidn saling mds PMSG (Table 7).

Tabla 7. Tasa de animales ovwlentes (TAC) evalvady por lo presencia de cuerpos liteos
(€L} y media + eq.m. del nimers de €L, del peso corporal y de los drganos, de los
conceniraciones séricas de 17B-estradisl, progesierona y festesterona de ratones infactos
fratados con B ui de PHSE a fos 20 dias de edad, o con solucidn saling (55} o timuling
desde los 10 dias de edad mds PISE a fos 20 dias, seerificades of dia del primer estro
vaging?.

Pardmetres Intactos+PMSS Intactos+SS Intactos+ Timuling
+PMSE +PRASE

N® de animales 14 11 15

TAC (CL) 11114 11111 15/15

N®de CL B7+15 88£10 20£062

Pezso corporal {g} 7.5+0.2 17608 17203

QOvarios (mg) 264127 225£23 208%12

Gtere {mg) 707 %39 818+40 743%33

i7p-estradial {po/mi) 87x1.8¢4% 21.8+87 (3 58x09 (10} &

Pregesterona (ng/ral) 2511 (5 23£08¢4 20207 (4

Testesterona {ng/m!) 02300807 0.26 £ Q.05 (5 0.28 £0.04 (5

&, p<0.05 vs IntaciorSSePMSG {prueba Kruskal-Wallis)
£, p<0.05 vs Intacto+S5+PMSE (prueba ANDEVA seguide de Tukey)
{ Y N° de animales en los que sz cuantificd ia hormona
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Resultados

£l ondlisie comparative de los efectss de la fimwlina en los ratores
"x-10 y en los infactos, ambos fratados con PMSG mostré que esfos Ulfimos no
yresentaron ovocitos en los oviductos y fuvieron ung disminucidn en el nimero de

uerpos liteos (Figura 6},

Admero de cuerpos liteos

10}
t
1
24 7
l
N° 0]
41 %
2 -
0* F intactos

™™ PMSG Timulina+PMSG

%* P<0.05

Sigura 6. Media + eem. del nimere de cuerpos liteos cuantificados en los ovarios
iz rotones Timectomizados a los 1C dias de edad (Tx-10) y de intactos fratados con

3 i de PMSE o los 20 dias de edad o con fimuling desde los 10 dies de edad més

YMS5, sacrificados el dia del primer estro vaginal,
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Resultados

En los cortes histoldgicos de los ovarios de todes los animales tratades con
PMSE, tante intactos como Tx-10, se observaron folicuios grandes, sin anfro y con
2l ovocitc rodeado de céiulas que presentaban las caracteristicas histoldgicas de
células luteales. A estos folicules se les considers como foliculos luteinizades

(Figura 7 Ay B).

El andlisis histolégice mostré que el nimero de folicules luteinizados fue
significativamente menor en los animales Tx-10 que recibieron PASE respecto a log

intactos con el mismo tratamients (6.5 1.5 vs 21.2 £5.9, p <0.05).

En los ratones Tx-10 tratados con PMSG la inyeccidn de sciucidn salina no
mediticd el ndmero de feliculos luteinizados, sin embarge en ios que recibieren el

Tratamiente con Yimuling lo incrementd en comparacidn con este grupe {Tabie 8).

Tabla 8. Tasa de animales que presentaren folicules luteinizadas (TAFL) y media + e.c.m.
del ntimers de foliculos luteinizados (FL) de ratones timectomizedos o los diez dias de
edad {Tx-10} tratades con 5 wu.i de PMSE o los 20 dias de edad o gue recibieron solucion
saling (55} o timuling desde fos 10 dias de adad inds PMSE a fos 20 dias, sacrificados ef dia
del primer estro vagingl,

I
j Grupo ] TAFL Mo, de FL

'ﬂ
| |
| Tx-10:P#S6 11 1111 8515 g
| Tx-10+55+PisE 14 10114 35£0.9 |
% i
I Tx+ 10 TimulinatPM S5 13 10713 88+18% )

*p <0.05 vs Tx-10+5S5+PiS6 (prueba Kruskal-Yallis)
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Resultados

En ios rafones intactos o imyeccidn de solucidén  sdlina  redujo
w

Vi

onsiderablemente el nimerc de foliculss luteinizades, efects que sz agudizé por 2!

‘ratamiento con Timuling {Table 9}

Table 5. Tasa de animales gue presentaron foliculos futeinizados (TAFL) y media * e.em.
def auimere de Ffolicales luteinizados (FL) dz ratenes intacios tratades con 5§ u.i. de PHSE a
los 20 dias de edad o gue recibieron solucidn salina (55) o vimuling desde los 10 dfas de
2dad mds PAMSE a los 20 dias, sacrificadss el dia del primer estro vaginal.

Spupo fn TAFL Mg, de FL %

7
Tntactos+PM 56 14 1414 212459 ]
Tntactos: 35<PMSG 11 9111 1012042 lj
Intactoss TimulinaPMSE 15 14115 20£0726 |

2, p <005 vs IntactorPMSE {pruebe Kruskal-Wallis)
5, o < 0.05 vs Tntacto+ SSPMSE (prueba Kruskal-Wailis}
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Resultados

3. Estudio de los efecies de le adminisirecién sistémice de timuline desdz los

.......... R EE

diez dias edod sobre la owvulacidn v la es*remé'dogénesis inducidas por el
tratamiente con PMSE y hi& a los 25 dias de edad en rafones timectomizades

« los diez dias de edad y en ratones intactos.

La administracidén secuencial de PMSG y hCE a los 25 dies indujc la ovulacidn

en todos los animales intactos y en la mayoria de los timectomizados (Tabla 10).

El nimero de ovocitos liberados per animal ovulante asf come el peso del Gtero
de los ratones Tx-i0 fratados con PMSG+hCE fueron mencres en comparacién con
los de los animales intactes fratados de igual forma. El resto de los pardmetros
evaluados entre ambos grupes experimentales no mostraron diferencias

significativas (Tobla 10).

Tablz 10 Tasa de animales owlontes (TAO) v media + e.cm. del ninere de oweitos
{iberados, del peso corporai y de los drgonos, de las concentraciones sépicas del7p-
estradiol, progesterona y testosterona de ratones intactos y de timectomizados a los diez
dias de edad! (Tx-10) fratadss con I w.i. de PMSE a los 25 dias de edad y 54 h después con
3 wi de hCE, sacrificades 20 horas despuds de fa hCE.

Pardmeiros Intactos+PMSENLE Ti-10+PMSG+hCE
N° de animales 9 8

TAC 919 78

N® de ovocitos 11.8+£0.5 68+152
Pese corporal {g) 2356+086 23.9+04
Ovarios {mg) 126% 08 106+08

Uters {mg) 017 £4.9 5884645
1¥3-estradicl {pg/ml} 23241462 70+18¢(5
Progesterona (ng/m!) 940985 8.3x1.1(5
Testosterona {ng/ml) 0.23£0.05 (3) 0.15x0.04 (7)

&, p <0.05 {prueba "W’ de Mann-Whitney)
B, p < 0.05 {prusba ¢ * de Student)
() N® de animales en los que se cuantifics la hormona
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Resultados

En los ratones timectomizados iratados con PMSG-hCS a los 25 dias la
eccién diaria de solucién salina sélo provecd una disminucidn en la concentracidn

ica de progesterona {Tabla 11).

El reemplaze con ftimuiing en los ratones Tx-10 tratedss con ambas
nadotropinas induje un incremento en el nimere de ovocitos liberados y en el peso
| dtero en comparacidn con los animales que se les inyectd diariamente solucidn
ina mds PMSG+hCSG o dnicamente las gonadotropings. El efecto observads en la
centracidn de progesterona por la inyeccién de solucidn salina no se modificé con

administracién de timulina {Tabla 11).

bla 11, Tase de animales ovulanies (TAO) y media 1 e.em. del mimero de ovocites
erados, del peso corporal y de les drganes, de las conceniraciones séricas de
t-estradiol, progesterona v festosterona de ratonss Fimectomizados ¢ los dier dias de
od (Tx-10) tratados con 1 1.i. de FMSE a los 25 dias de edad y 54 k después con 3 ui. de
&, 0 con selucion salina (85) o timuling desde los 10 dias de edad y PISE+HCE a los 25
s, sacrificades 20 después de fa hCE.

) Tx-10 Tx-10+85 Tx-10+Timulina

orametres
+PMSE+hCE «PMSEhIS +PMSE+hCE

J° de animales 8 g 10
AQ 718 8/9 10010
J® de ovocitos 69%15 76+038 18x08a b
eso corperal {g) 239+£04 227+09 23407
Jvarios (mg) 10608 125009 13.0+£1.0
frero (mg) 58.8 +6.4 50.0+29 84.9+46c,d
7p-estradict (pg/ml) 7.0£1.85 76+£33 2 14.0+27 (6
rogesterona {(ng/ml) 8.3=1.1(5 33x06M)c 3303 ¢
‘estosterona {ng/ml) 0.15+£0.04 (7) 024+£0.04 (8) 012 £0.04 (5

, P <0.05 vs Tx-10+PMSG+hCE (Kruskal-Wallis)

7, P < 0.05 vs Tx-10+85+PAMSGhLE (Kruskai-Wallis)

", D <0.05 v8 TX-10+PMSE+hCG (ANDEVA seguida de Tukey)

!, p<0.05 vs Tx-10+S5+PMSE+h(E (ANDEVA seguida de Tukey)
) N° de animales en los que se cuantificd la hormona
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Resultedos

(k|

n os ratones intactos tratades con PAMSGh(G ia inyeccién de solucidn salina
no modificd ninguno de los pardmetros evaluades. La administracién de timuling en
zstos animales indujo una disminucién en la concentracién sérica de progesterona, en
comparacidn séle con el grupe de ratores intactos tratados con ambas

gonadotropinas (Tabla 12},

Tabla 12, Tase de onimales ovilantes (TAO) y media + e.em. del nimere de ovecitos
iberades, def peso corporal y de los drganos, de fas concentraciones séricas de
I7p-estradiol, progesterona y testosterona de ratomes intactos tratados con I ui de
PISE a los 25 dias de edad y 54 & después con 3 w.i. de hCE, o con solucion safina {S5) o
timuiing desde los 10 dias de edad y PHSE+HCE 6 ja misina eded, sacrificadss 20 horas
después de la hCs.

Pardmetros Intactos Intactos+5S Intactes+Timuling
+PREG+RES +PMSE+hCE +PMSE +hCE
N° de animales g 8 10
TAC o/9 B/8 1G/10
N° de ovocitos 11.9+05 3.8+ 1.3 i3.0+05
Pese corparal {g) 236+08 2392£10 235+08
Ovaries {mg) 12609 148+ 1.1 13.7+1.3
Utero {mg) 101.7 £4.9 95.4%117 96.8+9.6
{7B-estradiol (pg/ml)  23.2+1456(2) 21.2+7.2 (5 8.4+2.0(7)
Progesterona {ng/mi) 8.4%£09() 72x03 2 8.1x0.7 (6~
Testosterona {na/mi) 0.23+0.05 (3 0.13+0.05 (6 0.14 £0.02 (6)

*p <0.05 vs Intactos+PMSE+hCE (ANDEVA seguide de Tukey)
{ 3 N® de animaies en los que se cuantificd i hormona

En la figura 8 se muestra que el reemplazo con Timulina en los animales
rimectomizedos fratados con PMSG+hCE indujo un incremento en el rdmers de
ovecitos liberados v en el pese del dters, misntras que en los rovones
ntactos+tPMSGhCE la administracidn de timuline no provecd ningdn cambic

significativo en estos pardmetros.
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Resultados

Remerp de ovociics

15 7 i

16

Intactos

Peso del dtero

120 5
100
80 -
mg 80 -
40
20

intactos

T Iemsc BELD Timutina +PMSG+hCGC

% P<(.05

gura 8. Media ¢ e.e.m. del nimero de ovocitos iiberados v del peso del (ters de
1fches timectomizados a los 10 dias de edad {Tx-10) v de intactos frafades con
ul. de PMSE g los 25 dias de edad y 54 h después con 3 w.i. de h(B, o con timulina
>sde los 10 dies de edad v PMSG+hCE, sacrificades 20 h después de administrar
CE.
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Diseysion

DISCUSION

Los resultados de! presente frabajo muesiran que en el ratén, las
aiteraciones inducidas por la fimectomia realizade a los diez dias de edaed (pubertad
retrasada, disminucidn en la concentrocidn sérica de 17f-esiradiol y menor
respuestc owlatoria al fratamientc con PMSG+hCE) son restauradas por el
Tratamiento con timuling, lo que nos permite sugerir que esta hormona timica
participa de manera estimulante en los mecanismos que regulan el inicie de la

pubertad, ia estercidogénesis v la ovulacidn.

El hecho que en el ratdn infacto preplber, la administracidn sistémica dierie
de timulina haye disminvide la respuesia ovulatoria {evaluada por el nimero de
cuerpos iGieos) ol Trotamiento con PISE, permite plantear que los efectos de la
fimuling en la regulacién de las funciones del ovaric, probablemente dependen de su
interaccion con la timuling endégens, asi como con las ofras timosinas sintetizadas

por el timo.

Previamente se habla propuesto que el refardo en la eded de ic apertura

vaginal espontdnea que presenta el ratdn timectomizads a los diez dins de edad
e ) s . .

pociria estar relacionade con modificaciones en la secracién de estrégencs (Garcia,
1996). Los resultados del presente frabajo confirman esta interpretacién ya que en
los animales Tx-10 la concentracidn sérica de 17B-estradic!, ol primer estro vaginal,
mostrd un decrements del 66%, respecio a las hembras infectas. Esta disminucidn
podria explicar ef retraso en la canalizacidn espontdnea de la vagina al ser éste un

evento dependiente de los estrdgencs (Becu-Villalobos v Lacau-engido, 1990).
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Discusion

La bajo concentracién de estradiol que se chservd ol timectomizar a los diez

£

dias de edad podria deberse en parte a una deficiencia genadotrdpica inducida por
la ausencia de timosinas. Existen evidencias que muestran que ta timuling estimula la
secrecidn de LH en la hipéfisis en cultive (Zaidi y col,, 1988; Hadley y col., 1997),
resultados similares tanto /i vifro como in vive se han descrito para la Timosina B4
(Rebar v col., 1981a; Hall v col., 1982), aunque no podemos descartar una alferacidn
a nivel del ovaric ya que También se ha mostrado que la timulina actda directamente
en la génada incrementando la actividad aromatasa (Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990):
por lo que es probabie que la ausencia de estos estimulos timicos desde ta etapa
infantil resultd en una disminucidn de la estercidogénesis. Estas evidencies apoyan la
idea de que e! timo puede estar regulande la actividad esteroidogénica del ovario
sor dos vias, a nivel hipotdlame-hipofisarie sobre la liberacién de gonadotropinas y

directamente en 2l ovario sobre i aotividad aromatasa.

La participacién del timo en las funciones del ovaric se ha mosfrado en
modelos bioldgicos como ei ratdn congénitamente atimico nu/nu, el cual se
caracteriza por presentar apertura vaginal refrasada y disminucidn en las
concentraciones séricas de estrégenos a la pubertad (Rebar v col., 1981b), estos
resultades son similares o los obtenidos en los ratones Tx-10 del presenfe estudio
{no obstante que la medicién de 178-estrodicl se haya obtenide en un tamafio de
muesira reducide) sin embarge éstos a diferencia de los nu/nu poseen su Time
durante los primeros diez dias de vida: lo anterior nos permite sugerir que la
relacién funcienal entre el time vy el ovario se mantiene aiin después de la etape

neonatal.

67



Discusicn

€l retardo en el inicic de la pubertad v 2! decrementc en la concentracidn de
17B-estradiol gue presentan los rafones Tx-10 posiblemente también estdn
vinculades con la participacidn del timo en ia regulacidn de las funciones de! eje
hipotdiamo-hipéfisis-adrenal. Al respecto se ha descrivo que la ausencia de time
desde los tres dies de vida posnetal disminuve la concentracién plasmética de
estradiol e incrementa la de timosina of de origen exiratimico {Michael y col,
1981). La administracidn de esta timosina en primates prepiberes es capaz de
incrementar la secrecidn de ACTH (Healy v col., 1983). Resultades similares se han
observade ai adicionarla iz vitro a hipéfisis de rata (Milenkovic y McCann, 1592).
Estas evidencias indican que la falta de timo provoca hiperactivided det eje
hipotdlamo-hipdfisis-adrenal. Con lo anterior es posible especular aue el ratdn Tx-10
presenta condiciones semejantes a las de un animal sometide a estrés constante, lo
que expiicaric & refardo en la edad de la apertura vegingl y les bajas
concentraciones de estradiol, como resultado del efecio irhibitoris que ejerce el
estrés sobre la secrecién de les gonadotropinas {Weish y Johnson, 1981

Podmanabhan v col., 1983; Li, 1987; Ferin, 1993).

Los ratones timectomizados a los diez dies de edad fueron mds susceptibles
ol estrés que representa la inyeccidn diaria de selucién salina en comparecién con fos
ratonegs intectos. Esta diferencia puede estar relacionada con las carccteristicas
que presenian los ratones Tx-10 similares ¢ les de un arimel sometide o esirés
constante como se planted anteriormente. Se ha descrito en ratones fratedos de
manera crénica con corticestercna que su respuesta a un esiresor, provoca
iniciglmente un incremenfe mayor en o concenfracidn plasmdtica de

glucecerticoides para después inmediatamente {Jones vy col., 1972). Por lo tanto es
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Discusion

osible sugerir que la inyeccidn diaria en el ratén Tx-10 pude heber disminuido la
oncentracién de glucocorticoides dando come consecuencia la reactivacién del
wecanisms de secrecidn de los goradoiropings. Este podria explicar en parte el

delanto en la edad de la apertura vaginal.

En los ratones Tx-10 el reemplazo con timulina revirtié los efectos de la
nyeccidn de solucidn safina sobre el inicio de la pubertad y ademds provocs lo
lisminucidn en el peso de los ovarios y del Utero. Resulfades semejantes se han
jescrito en ratas y ratones tratados con ACTH (Christian, 1964; Pasiey y Christian,
972: Macfarland v Mann, 1977), por lo que es posible sugerir gque nuesiros
esultados estdn vinculados con el efecto estimulante de la Timuling sobre la
ecrecién de ACTH en hipéfisis, de manera similar a como se ha mostrado en culiivo

Hadley v col., 1997).

No obstante los cambios observades en el peso de los ovarios y el dtero, la
weccidn de timulina en los ratones Tx-1C provecs que la concentracidn sérica de
stradio! se incrementare a valores similares a los del ratdn intacto. Al respecio se
a descrito que ia adicién de Timulina ai cultivo de células de la granulosa de cerde
stimula fa activided del complejo enzimdtico aromatasa (Ledwivz-Rigby y Scheid,
290). Lo anterior nos permite sugerir que ésta puede ser la via por ia cual en los
rimales Tx-10 el reemplaze con timuling incrementd lo concentracidn de estradiol.
1

| incremento en la concentracidn de estradiol que se observé en los animales

tactos traftades con timulina apova esta interpretacion.
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Discusidn

Los ratones intactos asi como fos Tx-I0 {cepa CDI} se caracterizan por no
owiiar de manera esponidnea al primer estro vaginal (Rosas v col., 1987; Rosas,
1990, Garcia, 1996; Rosas v col., 1996; Hincjosa, 1998; Cerda, 1998: Hinsjosa y col.,
1999). La cdministracion de timuling en ambos modelos experimentales no modificd
esta caracteristica lo que sugiere gue la timuling ne promueve la cascada de eventos
neurcenddcrines que culminan con la primera owulacién y que en los ratones Tx-10
séio colabord en compensar su deficiencic estrogénica.

Un hecho que sefiala la madurez del eje hipotdlamo-hipofisaric a los 20 dias
de edad es que Tanto las hembras timectomizadas come las intactas ovulan ante e

estimuic con PMSG (evaluado por la presencia de cuerpes liteos), siendo ia

respuesta ovulatoria similar entre ambos modeles.

Dade que solamente en o mitad de fos ratones Tx-i0 fratades con Hmulina
mds PMSG se observaron ovecitos en los oviductos, el andlisis de fos resultados se
realizé en funcidn de la presencia de evocitos en los oviductes o de cuerpos liteos en
los ovarios. Diche andlisis mostrd un incremente en la cuota ovislatoria evaivada come
ovocitos en los oviductos, lo cual nos indica que la timulina incrementa el efecto
esrimutonte de la PMSG sobre lo owulacién. Este hecho posiblemenre esté
relacionade con un aumento en la receptividad folicutar a las gonadotropines como
refieje del efecto estimulante de la timuling sobre la estersidegénesis {Ledwitz-
Rigby y Scheid, 1990) pravocende un eumento de estradiol gue indujo fa liberacidn
precvuletoria de LH y probablemente también un adelanto de la misma. No podemos
descartar que i timuline al actuer o pivel de hipotdiamo-hipofisis esté favoreciznde

los mecanismos neurcenddcrines que culminen en la ovulacién. El mayor peso de los
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idn sérica de estradiol que se observd en los ratones
Tx-10 tratados con timulina y PMSG que presentaron ovocifos en comparacién con

os animales con cuerpos liteos apoyan estas ideas.

Los ratones timectomizades fravedos con PMSG+hCG, presentaron una
{isminucidn en la cuota ovulatoria respecto o los ratones intactes, lo cual puede
jeberse ¢ un decremento tanto en el nimero de folicuios en crecimiento y en los
sreavulatorios asi cemo en lo receptividad de los mismos a las gonadetropinas. El
1echo gue en este modelo ¢! reemplazo can fimuiing desde los diez dias de edad
ey restaurade el ndmero de gvocitos liberados a valores similares a los del ratén
atacto tratado de igual forma, permite sugerir que la timuling participa en el

-recimiento y maduracion folicular.

En los ratones intactos, la timuling muestra un efecto inhibitorio sobrz la
ccién estimulante de la PMSE, ya que disminuye el nimero de cuerpos liteos. Estos
esultades podrian explicarse por la accidn que se descrito que fiene la fimuling
osbre la secrecién de ACTH (Hadley y col., 1997), lo que se fraduciria en un

zcremenio en fa liberacién de gonadotropinas (Welsh y Johnson, 1981; Li, 1987).

En los ratones intactos el tratamiento con PMSG+hC6 indujo la owulacién,
sta respuesta no se modificd por lo administracidn de timuling, sin embarge
"ovocd una disminucidn en la concentracién sérica de progesterona. Se ha deserito
iz la fimuling inhibe la secrecidn de prolecrine {Hadley y col., 1997); mientras que
dvis y col. (1980) cbservaron que le hipoprolactinemia en ratas prepdberes

sminuye e secrecién de progesterona per el ovarie inducida por hCG, lo cual
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resuita en lo disminucidn del subsirato pora o sinvesis de i7p-esiradicl: un
mecanisme similar pudo ocurrir en los ratones intactes tratados con vimuling y

ambas gonadotropinas,

Se ha descritc en vacas que la PMSE rescata a los folicuios de la atresia ¢
nerementa el ndmere de folicules en crecimiente, sin embarge éstos se luteinizan
sin liberar al ovocito, después de que ocurre el incremento preovulatorio de LM
{Moniaux y col., 1984). E! ratdn prepiber tratade con dosis altas de PMSG (8 u.i)
presenta una alta frecuencia de follculos iuteinizados ol primer estrs vaginal, sin
embargo si se adminisira hC6 54 horas después de la PMSG se induce la liberacién
de les ovocitos antes de gque ios foliculos se luteinicen (Cerda, 1998), io cual indica
que la formacidn de los foliculos iuteinizados posiblemente estéd vinculade con un
refraso en la secrecidn preowulatoria de la LH. Un efecto similar pudo ocurrir en los
animaies intectos fratados con B ui. de PMSG en los cuales se observd ung gran

incidencia de foliculos luteinizades.

En los ratones infactos fratados con PMSG, el estrés provecade por la
inyeccién diaria de solucién saling provocéd una disminucidn del 50% en el atmero de
foliculos Iuteinizados, sin cambios en la cuota owulateria. Estos resultades pueden
estar vinculados con una disminucidn en el crecimiento felicular provecada por el

efecto inhibitorie del estrés sobre la secrecidn de las gonadetropinas (Ferin, 1993},
Los ratones Tx-10 tratades con PISE, también presentaron foliculos

luteinizades pero en una proporcidn considerchlemente menor a la observada en los

animales infactos estimulados de igual forma, lo cual podric deberse o una
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os folfcules en crecimiento al estimulo gonadotrdpico. El mencr aumento de la masa
vérica que alcanzan estos rafones al estimulo con PMSE podria ser el reflejo de

licho efecto.

En resumen los resultades obtenidos en este estudio apoyan la hipétesis de
we la timuling es una de las sefiales de comunicacidn entre el timo y &l ovaric y es
o de los péptides timicos que participan de manera estimulante en las funciones
el ovario (la esteroidogénesis v ia ovulacién) y moduia la respuesta del ovario a las
sonadotropinas. Sin embarge en los animales infactos en los cuales el Timo sintetiza
su propia timuiing, la administracién adicional de esta hormona muesira un efecto
nhibitoric sobre la ovulacidn {nlmero de cuerpos hiteos) lo cual indica que su
narticipacién en la regulacidn de las funcienes del ovario, probablemente dependen
de st interaccidn con lo fimuline enddgene, asi como con les otras Timosinas

sintetizadas por i timo.

En la figura 9, se muestra el modelo hipotético de los efectos del reemplazo

~on timuiina desde ios diez dias de edad, en los ratones Tx-10.
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“igure @, Modele que explica lo accidn de lg timuling administrada desde los diez

[

&

1

el gie hipotdiamo-hipéfisis-ovario, en el ratdn timectomizado a
os diez dies de eded (Tx-10) La ausencia de timo desdzs los diez dias de edad

fas de edad sobr

srovoca disminucidn en la secrecidn de 17B-estradiol @ v menor respuesta
wwulatoria ol tratamiento con PMSG+hCE @, En el ratdn Tx-10, la administracién de
rimulina estimula la secrecidn de GnRH en el hipotdlamo &, en ic hipéfisis
nerementa la sensibilidad de los gonadotropos a la GaRH induciende la secrecidn de
H &y en el ovario estimula el crecimiento folicular y la secrecidn de estrdégenos
D dando como resultado el restablecimiento en ia concentracién sérica de

178-estradiol al primer estro vaginal y fa respuesta ovulatoria inducida &
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ACCIGN DE LA TIMULINA EN EX. EJE HIPOTALAMO-HIF POFISISOVARIO
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Conclusiones

o La timuiing estimula la estercidogénesis en el ovario de los ratones Tx-10 ye que
la concentracidn sérica de 17B-2stradiol se incrementa a valores normales por el

rezmplczo hormonal inmediate a la Timectomia.

o La timuling no induce la ovuiacidn de manera espontdnea este o no presenfe el

timo.
> Lla timulina estimula el desarrollo folicular y favorece el efecto estimulonte de las

gonadotropinas sobre la ovulacidn ya que ! reemplazo con timulina en los ratones

T-10 tratades con PASGE 6 PIASE-REE incrementa la cuota ovulatoria.
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238
i

CRSPECTIVAS
A partir de los resultados obtenidos en este estudio surgieron las

interrogantes que se plantean a centinuacidn.

o El incremente en la secrecién de 178-estradiol observada en los ratones Tx-10
+ratados con Timuling desde los diez dias de eded, ¢es el resultado de un
incremento en la activided arematasa en el ovario o de su accidn a nivel
hipetdlamo-hipofisario sobre la secrecidn de ias gonadotropinas? ¢Este efecto se

acompafia de modificaciones en la dindmica del crecimiento folicular?

o Elefecto estimulante de la fimulina sobre la ovitlacidn ése debe ¢ su eccidn sobre

la secrecién de 6nRH en el hipotdlamo o directamente en la hipéfisis scbre ia

secrecidn de las gonadoiropinas?.
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