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RESUMEN

El timo participa en los mecanismos que regulan las funciones del eje
hipotdlamo-hipdfisis-ovario por intermedio de las hormonas que sintetiza. Se ha
mostrado que el ratdon timectomizado a los diez dias de edad (Tx-10) (etapa
infantil) presenta a la pubertad una serie de alteraciones reproductoras que son
normalizadas al administrar por via subcutanea diariamente timulina (péptido
sintetizado exclusivamente en el timo). También se ha mostrado en el ratdn
prepuber intacto (con timo) tratado con gonadotropinas, que la inyeccion de
timulina en el hipotdlamo medio o en la hipofisis restaura la ovulacion previamente
bloqueada. Por lo anterior, en el presente estudio se decidid analizar las
caracteristicas que presenta el raton Tx-10 cuando se encuentra en las etapas
juvenil o puberal, evaluar su capacidad de respuesta ovulatoria frente al estimulo
gonadotropico y analizar si la administracion de timulina en el hipotalamo medio o
en la hipdfisis anterior favorece su respuesta ovulatoria frente al estimulo
gonadotropico.

Para analizar los efectos de la timectomia infantil sobre el desarrollo juvenil
se utilizaron ratones Tx-10 e intactos que se sacrificaron a los 23 dias de edad. Los
resultados mostraron que ambos tipos de animales ain mantenian cerrada la vagina
y no presentaron ovocitos en los oviductos. El peso corporal y del utero asi como la
concentracion de 17p3-estradiol fueron similares entre Tx-10 e intactos y el peso de
los ovarios fue mayor en los Tx-10 (7.7£0.4 vs. 5.4+0.2 mg, p<0.05).

En el analisis de los efectos de la timectomia infantil sobre el desarrollo
puberal se utilizaron ratones Tx-10 e intactos que se sacrificaron al 1* estro vaginal
espontaneo. En comparacion con los animales intactos, los ratones Tx-10
presentaron retardo en la edad de la apertura vaginal (24.3+0.4 vs. 26.7+0.4 dias,
p<0.05), menor capacidad esteroidogénica (evaluada por la concentracion de 17f3-
estradiol en suero) (79.9£3.9 vs. 64.5£3.0 pg/ml, p<0.05), menor peso corporal
(21.4+0.3 vs. 20.4+0.3 g, p<0.05) y una tendencia de los ovarios y el utero a ser de
menor peso (11.5+0.4 vs. 9.3x1.2 mg, NS; 94.1+12.7+75.3t11.2 mg, NS
respectivamente).

La respuesta ovulatoria de los ratones Tx-10 frente al estimulo gonadotropico
se evaluo en animales que a los 20 dias de edad se les inyect6 por via s.c. con 4 0
2.5 u.i. de eCG ocon 46 2.5 u.i. de eCG y 54 h después 3 u.i. de hCG. Todos los
animales se sacrificaron a los 23 dias de edad. Los animales tratados con 4 6 2.5
u.i. de eCG no ovalaron, sin embargo, cuando se les administraron 4 u.i. de eCG +
3 u.i. de hCG superovularon. Un efecto similar se observo al disminuir la
concentracion de eCG a 2.5 u.i., excepto por la presencia de superovulacion.



Para analizar si la ausencia de ovulacion en el Tx-10 estd vinculada con la
falta de timo, se evaluo la respuesta ovulatoria de animales intactos frente al mismo
estimulo gonadotropico. Todos los ratones intactos ovularon en respuesta a las 2.5
u.i. de eCG y liberaron 10.5+1.0 ovocitos, mientras que los Tx-10 no respondieron.
Para evaluar la respuesta del ovario, ratones intactos y Tx-10 previamente
estimulados con 2.5 u.i de eCG se inyectaron con hCG. La respuesta ovulatoria de
ambos tipos de animales fue del 100%, sin embargo la cuota ovulatoria de los
ratones Tx-10 fue significativamente menor en comparacion con los intactos
(8.5+0.6 vs. 14.3+2.6 ovocitos, p<0.05).

Analisis de los efectos de la inyeccion de timulina en el hipotadlamo medio
sobre la respuesta ovulatoria del raton Tx-10. Se utilizaron ratones Tx-10 que a los
19 dias de edad se les administré timulina o solucion salina (SS) en el hipotdlamo
medio. 24 horas después, cada grupo experimental se dividio para inyectarles
gonadotropinas en las siguientes concentraciones: 1) 4 u.i. de eCG; 2) 4 u.i. de eCG
+ 3 u.i. de hCG; 3) 2.5 u.i. de eCG + 3 u.i. de hCG. Todos los animales se
sacrificaron a los 23 dias de edad. En el grupo 1 ninguno de los animales ovulo
independientemente de la inyeccidn de SS o timulina. En los grupos 2 y 3, no se
observaron diferencias significativas entre los animales con inyeccion
intrahipotaldmica de SS o timulina, ya que no se modificd la respuesta ovulatoria
inducida por las gonadotropinas. Resultados similares se observaron en la
concentracion en suero de 17p3-estradiol.

Analisis de los efectos de la inyeccion de timulina en la hipdfisis sobre la
respuesta ovulatoria en el raton Tx-10. Ratones Tx-10 se inyectaron a los 19 dias de
edad con timulina o SS en la hipofisis y 24 h después se les administraron 2.5 u.i.
de eCG. Los resultados no mostraron diferencias significativas en la tasa de
animales ovulantes respecto a los animales tratados con solucion salina, sin
embargo, el numero de ovocitos liberados se increment6 significativamente
(10.6+0.8 vs. 8.0£0.6, p<0.05). No se observaron diferencias en la concentracion de
17B-estradiol en suero.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en el raton, la
timectomia realizada a los diez dias de edad provoca deficiencias en el proceso de
maduracion sexual que se manifiestan al inicio de la pubertad. Ademés que la
administracion Unica de timulina en el eje hipotalamo-hipofisario no es suficiente
para amplificar la respuesta ovulatoria inducida, lo que nos permite sugerir que la
falta del timo desde la etapa infantil y por ende de timulina, modifica los
mecanismos que regulan la secrecion de las gonadotropinas.



INTRODUCCION

En la hembra de los mamiferos la funcidén reproductora es regulada por
diversos mecanismos neuro-inmunohormonales en los que participa el hipotalamo,
la hipofisis, el ovario y el timo, por lo que el éxito reproductor depende de la
interaccion entre los sistemas nervioso, endocrino e inmunoldgico. Cuando existen
alteraciones en esta complicada red, se presentan patologias en las que puede estar
involucrado mas de un componente de cada sistema, de ahi la importancia de
conocer como se regula (McCann y cols., 1998; Savino, 1999).

Las funciones que desempefia el timo en el sistema inmunologico son bien
conocidas en varias especies. Sin embargo, diversos estudios muestran que algunos
de los peptidos que sintetiza esta glandula modulan las funciones del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario (Rebar, 1984; Uzumcu y cols., 1992). La interaccion
del timo con el sistema reproductor es mediada en parte por la timulina (hormona
sintetizada exclusivamente por el timo). En el ratén prepuber que no es capaz de
ovular en respuesta al estimulo con eCG, la administracion diaria de timulina por
via sistémica iniciando 24 h antes de la inyeccién de eCG, induce e incrementa la
respuesta ovulatoria (Hinojosa y cols., 1999). En el ratdon con timectomia infantil
que se caracteriza por presentar pubertad retardada, menor concentracion de
estradiol en suero y menor respuesta ovulatoria inducida por la administracion de
gonadotropinas, la administracion diaria de timulina por via sistémica restablece
estos parametros (Garcia y cols., 2000). Estos resultados muestran que la timulina
podria estar actuando sobre uno o mas componentes del eje hipotalamo-hipofisis-
ovario que finalmente culmina con la ovulacion.

Por lo anterior en el presente estudio se decidio analizar los efectos de la
microinyeccion de timulina en el hipotalamo medio o en la hipofisis sobre la
respuesta ovulatoria de ratones timectomizados a los 10 dias de edad (etapa
infantil) tratados con gonadotropinas.
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I. Eje hipotadlamo-hipdfisis-ovario

Hipotalamo

La region hipotalamica, situada en la base del diencéfalo, detras del quiasma
optico y por encima de la hipofisis, forma las paredes inferior y lateral del tercer
ventriculo. Contiene numerosas neuronas de tipo secretor. Sus cuerpos celulares
forman varios grupos independientes y densos, altamente distinguibles,

denominados nucleos (Ruiz, 1988).

En el hipotdlamo se sintetiza la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH), que es un decapéptido cuya estructura primaria es: pyro-Glu-His-Trp-Ser-
Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, (Charli y cols., 1991). La GnRH es secretada por
neuronas especializadas denominadas GnRHérgicas. Dichas neuronas se ubican en
el hipotdlamo en las areas predptica medial y lateral, en el nucleo hipotaldmico
anterior, nucleo periventricular y la zona retroquiasmatica, ademas del hipotalamo
lateral y el ntcleo supradptico. Aproximadamente dos tercios del total de las
neuronas GnRHérgicas proyectan sus fibras hacia la eminencia media donde
liberan la GnRH en los capilares que conforman el sistema portal hipotalamo-
hipofisiario, y de esta manera llega a la hipofisis anterior (Merchenthaler y cols.,

1989; Silverman y cols., 1994; Palkovits, 2000) (Fig. 1).

La GnRH es regulada por varias sefiales neuroenddcrinas que estimulan o
inhiben su liberacidn, la cual es de tipo pulsétil y regula a la secrecion de las

gonadotropinas (Dominguez, 1997).



Marco Teodrico

~ Areapredptica
Area hipotalamica anterior
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Figura 1. Esquema que muestra la neurona GnRHérgica cuyo soma proyecta su
axon hacia la eminencia media, donde la terminal vacia su contenido (Tomado de
Janig, 1993).

Hipofisis

La hipofisis es una gldndula situada en el hueco del hueso esfenoides, es
relativamente pequefia y se encuentra unida al piso del cerebro por un tallo muy
delgado. Topograficamente es uno de los 6rganos del cuerpo mejor protegido y mas

inaccesible (Hadley, 2000; Aguilar, 2003).
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La hipofisis estd compuesta por la adenohipdfisis y la neurohipéfisis, las
cuales tienen un origen embriologico diferente: la adenohipofisis procede de una
evaginacion del ectodermo bucal (bolsa de Rathke) y la neurohipofisis procede de
una evaginacion de la base del tercer ventriculo del ectodermo neural (Hadley,

2000; Aguilar, 2003).

La adenohipofisis también llamada hipéfisis anterior, esta formada por las
porciones intermedia, distal y tuberal; el conjunto de las dos ultimas constituye el
l6bulo anterior. La adenohipofisis secreta diversas hormonas entre las que se
encuentran las gonadotropinas (hormona estimulante del foliculo [FSH], hormona
luteinizante [LH] y prolactina [PRL]), la hormona adrenocorticotrépica (ACTH), la
hormona tirotropica (TSH) y la hormona del crecimiento (GH). La neurohipoéfisis
estd integrada por el 16bulo neural, el tallo infundibular y la eminencia media; las
dos ultimas integran el infundibulo y el 16bulo neural y la porcién intermedia
forman el lobulo posterior. En la region de la neurohipofisis se sintetizan la

vasopresina y la oxitocina (Everett, 1994; Dominguez, 1997).

La adenohipofisis, bajo el estimulo de la GnRH, libera a la circulacion tanto
FSH como LH. En el ovario, la FSH estimula el crecimiento y la maduracion de los
foliculos y la LH promueve la ovulacion y la luteinizacion del foliculo. Ambas
regulan la sintesis de progesterona, testosterona y estradiol en las células del
ovario. A su vez, los estrogenos tienen un efecto dual (estimulante e inhibitorio)
sobre la liberacion de GnRH en el hipotalamo y sobre la sensibilidad de la
adenohipoéfisis a la GnRH regulando asi la liberacion de las gonadotropinas

(Bentley, 1982).
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Ovario

Las funciones del ovario son la produccion de gametos viables para la
fecundacion y de hormonas (Yeh y Adashi, 2001). Estas funciones son reguladas
por las hormonas secretadas por la hipoéfisis, las adrenales, la tiroides y el timo
(Dominguez, 1997).

El foliculo ovarico es la unidad anatomica funcional del ovario, a partir del
cual se originan los tres compartimentos del organo: el folicular, el luteal y el
intersticial. El desarrollo del compartimiento folicular da origen a los otros dos
(Dominguez y cols., 1991) (Fig. 2).

Cuerpo hemorragico

Cuerpo liteo

e
ef 4

Ovocito / %

/3uerpos lGteos en regresion
99

4 | Tejido intersticial

Y N %
Foliculo preovulatorio (o) e '1':,
RSNy
. . =
Foliculos en crecimiento /

Foliculo primordial

Figura 2. Esquema que muestra los diferentes compartimentos del ovario: el
folicular, el luteal y el intersticial (Tomado de Audersik y Audersik, 1996).
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Los foliculos ovaricos estan constituidos por c¢lulas foliculares o de la
granulosa que forman una capa continua que rodea completamente al ovocito y
junto con la lamina basal lo aislan del resto del ovario. Estas células tienen gran
capacidad proliferativa. Una vez que las células de la granulosa forman siete u ocho
capas alrededor del ovocito se empieza a observar la presencia de licor folicular,
mismo que se origina por la acumulacion de los productos de secrecion de las
células foliculares, asi como de otros factores (proteinas, polipéptidos,
gonadotropinas, gonadocrininas, neurotransmisores y factores de crecimiento). La

acumulacién de licor folicular forma el antro folicular (Dominguez y cols., 1991)
(Fig. 3).

Mientras el foliculo se encuentra en desarrollo, el estroma ovarico que rodea
al mismo se organiza en una capa celular denominada teca. Las células de la teca
envuelven al foliculo y pronto se diferencian en dos capas. La capa mas interna
llamada teca interna esta constituida por una gran cantidad de capilares y células
epiteloides. La capa externa o teca externa esta formada predominantemente por

células estromales fusiformes, tejido conjuntivo y no estd tan vascularizada

(Fawcett, 1995) (Fig. 3).

i Membrana basal
Foliculo

preovulatorio

Zona pelucida

Capas de células de la granulosa
Teca interna

Ovocito

Cumulus oophorous

Figura 3. Esquema que muestra los diferentes componentes del foliculo maduro o
preovulatorio (Tomado de Van-Voorhis, 1998).



Marco Tedrico

Durante el crecimiento folicular ocurren procesos de proliferacion y
diferenciacion inducidos por la FSH, LH y los esteroides. Las células de la
granulosa, aumentaran su capacidad de responder a las gonadotropinas y de
producir estrégenos. A su vez los estrégenos actlian de manera sinérgica con la
FSH estimulando la formacion de receptores a LH necesarios para la ovulacion y la

luteinizacion (Hafez, 1989).

Después de la ovulacion, el foliculo se transforma en cuerpo lateo, mientras
que las células de la teca interna de aquellos foliculos que no llegan a ovular, dan

origen a la glandula intersticial (Dominguez, 1997).

En el ovario también se lleva a cabo la biosintesis de hormonas esteroides,
cuyo sustrato es el colesterol, mismo que se obtiene de varias fuentes entre ellas las
lipoproteinas del plasma sanguineo, el almacenado en las células esteroidogénicas
como colesterol libre o en forma de esteres y el que proviene de la sintesis de novo
a partir del acetato (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Brown, 1998; Hinshelwood,
1998; Ing, 1998; O’ Malley y Strott, 2001).

En las células de la teca la LH induce la transformacion de colesterol a
pregnenolona, la cual sigue dos rutas biosintéticas para la produccion de
androgenos, una es por efecto de la 17a-hidroxilasa dando como producto la 17-
hidroxipregnenolona que a su vez es transformada por la enzima C;;, liasa en
dehidroepiandrosterona que por la accion de 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa se
transforma en androstenediona. Otra via es la oxidacion de la pregnenolona
catalizada por la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa para dar como
producto la progesterona. La progesterona por la participacion de la 17a-
hidroxilasa es transformada en 17-hidroxiprogesterona que por la accion de la

enzima C;7.liasa lleva a la formacién de la androstenediona que por intermedio de
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la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa se convierte en testosterona (Fig. 4) (Gore-
Langton y Armstrong, 1994; Brown, 1998; Hinshelwood, 1998; Ing, 1998; O’
Malley y Strott, 2001).

Los andrégenos (testosterona y androstenediona) salen de las células de la
teca, atraviesan la membrana basal y entran a las células de la granulosa. Ahi por
estimulo de la FSH se incrementa la actividad del complejo enzimatico aromatasa
P4s0 que provoca que la androstenediona se convierta en estrona y la testosterona en
17B-estradiol. Finalmente estos estrogenos se vierten al antro folicular y a la
circulacion sanguinea (Fig. 4) (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Brown, 1998;
Hinshelwood, 1998; Ing, 1998; O’ Malley y Strott, 2001).

En el ovario ocurre un fendmeno denominado atresia folicular que es el
proceso normal por el cual se eliminan del ovario todos aquellos foliculos que
habiendo iniciado su crecimiento y diferenciacidon, no llegan a ovular. La atresia se
presenta en cualquier etapa del desarrollo folicular, tanto en la vida fetal, como

durante las etapas prepuberal, puberal y adulta (Dominguez y cols., 1991).

El inicio de la atresia folicular parece estar determinado por alteraciones del
ovocito, el cual pierde su capacidad para mantener el control metabolico del
foliculo. Esta alteracion es seguida por modificaciones de las células de la
granulosa, como pérdida gradual de los receptores a FSH y LH, lo que se traduce
en disminucion de la concentracion de estrégenos e incremento de la atresia. Este
seria uno de los pasos fundamentales en el desarrollo de la atresia, dado que la
capacidad del foliculo para mantener la sintesis de estrogenos es primordial para

evitarla (Dominguez y cols., 1991; Greenwald y Roy, 1994).
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I1. Pubertad

La hembra de los roedores ha sido ampliamente utilizada para estudiar los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la reproduccion. Ojeda y colaboradores
(1986) han aportado informacion sobre el desarrollo postnatal de la rata basdndose
en evidencias morfoldgicas, histologicas y fisioldgicas relacionadas con los
distintos componentes del eje hipotalamo-hipofisis-génadas. Con base en estos
estudios han dividido este desarrollo en cuatro etapas: neonatal, infantil, juvenil y

peripuberal (Ojeda y Urbanski, 1994).

Neonatal

El periodo neonatal inicia al nacimiento y termina en el dia siete. Uno de los
rasgos de este periodo es el incremento en la secrecion de las gonadotropinas. Sin
embargo, el ovario es relativamente insensible al efecto de éstas, es decir que el
crecimiento folicular se inicia de forma independiente a las gonadotropinas (Peter,
1970); el control inhibitorio de la secrecion gonadotropica por estradiol es
ineficiente debido a la presencia de a-fetoproteina que se une fuertemente a los
estrogenos tornandolos biologicamente inactivos (Raynaud, 1973). Al final del
periodo neonatal comienzan a ser detectados los receptores a gonadotropinas en el
ovario, pero en baja cantidad (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y
Urbanski, 1994).

Infantil

El periodo infantil se extiende desde el dia ocho hasta el 21. Este periodo se
caracteriza por presentar concentraciones altas de FSH en suero, que son

fundamentales para el reclutamiento y crecimiento de los foliculos que llegaran a
10
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ovular en la pubertad y por la presencia de incrementos esporadicos en la secrecion
de LH (Dohler y Wuttke, 1974; Hage y cols., 1978; Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990). Este patron de secrecion de las gonadotropinas se debe a que la
respuesta de la hipdfisis a la GnRH es alta en un principio y decrece después del

dia 15 de edad.

La FSH en suero alcanza su concentracion maxima cerca del dia 12,
posteriormente las concentraciones declinan de manera constante hasta llegar a su
valor més bajo poco antes del primer proestro. Las causas de la elevacion de la
FSH y su posterior declinacion en €sta etapa son varias, entre las que destacan que
la retroalimentacion inhibitoria de los estrogenos es baja y la ausencia de inhibina

(Becu- Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

Juvenil

El periodo juvenil inicia en el dia 22 y termina cerca del dia 30 6 32. En esta
etapa comienzan a ocurrir multiples cambios que establecen definitivamente la
conexion funcional entre el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario. La concentracion de
LH es baja y constante al inicio de la etapa juvenil e incrementa sus valores basales
y la amplitud de sus pulsos hacia el final de la misma y la concentracion de FSH

continua disminuyendo (Ojeda y cols., 1986; Ojeda y Urbanski, 1994).

La disminucion de la a-fetoproteina provoca el incremento del estradiol
plasmdtico bioldgicamente activo. Las concentraciones bajas de gonadotropinas
plasmaticas que caracterizan a esta etapa se deben a la disminucion en la respuesta

de la hipofisis a la GnRH (Ojeda y cols., 1986; Ojeda y Urbanski, 1994).

11
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Las concentraciones crecientes de GH y prolactina son funcionalmente
importantes durante el desarrollo juvenil ya que la GH facilita la capacidad de la
FSH para inducir la presencia de receptores a LH en el ovario y la prolactina ayuda
a formar o mantener estos receptores, haciéndose este efecto mas evidente durante
los dias que preceden a la liberacion preovulatoria de las gonadotropinas (Ojeda y

cols., 1986; Ojeda y Urbanski, 1994).

Peripuberal

El periodo peripuberal tiene una duracion variable e incluye los dias que
preceden a la primera ovulacion. En esta fase se llevan a cabo una casada de
eventos que culminan con el primer incremento preovulatorio de gonadotropinas y

la primera ovulacidn. Su estudio se ha dividido en diferentes fases.

1.- Anestro: en esta fase la vagina se encuentra cerrada, el utero no presenta liquido
en su luz y su peso es bajo; en el ovario se observan foliculos grandes y se
producen los cambios diurnos en la liberacion de LH.

2.- Proestro temprano: la vagina permanece cerrada y el peso del ttero aumenta
debido a la acumulacion de liquido.

3.- Proestro tardio: los animales alin muestran la vagina cerrada y el peso y la
acumulacion del liquido en el utero alcanzan su méximo; en los ovarios se observan
foliculos preovulatorios. Esta fase corresponde al primer dia del proestro.

4.- Estro: la vagina esta abierta y el epitelio descamado se caracteriza por el
predominio de células cornificadas; el peso del ttero es bajo y no presenta liquido
en la luz. En este dia se presenta la primera ovulacion y en el ovario se observan

cuerpos luteos recién formados (Ojeda y cols., 1986) (Fig. 5).

12
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Figura 5. Secuencia de eventos que se suceden en el Sistema Nervioso Central (SNC), la hip6fisis y el ovario previos
al pico preovulatorio de las gonadotropinas en la rata hembra. La linea discontinua representa las 12:00 h del primer
estro. GnRH: hormona liberadora de las gonadotropinas, LH: hormona luteinizante, FSH: hormona estimulante del
foliculo, PRL: prolactina, E,: estradiol y GH: hormona de crecimiento (Tomado de Ojeda y Urbanski, 1994).
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I11. Caracteristicas morfofuncionales del timo

El timo es una glandula que se origina a partir del epitelio endodérmico del
tercer par de surcos branquiales. Durante el desarrollo embrionario las células
epiteliales del timo emiten sefiales que atraen células madre del saco vitelino o del
higado y después del nacimiento, de la médula 6sea. En el primordio timico las
células madre evolucionan a macréfagos y células dendriticas interdigitantes. Las
células progenitoras de los linfocitos T invaden la corteza, donde se diferencian en
linfocitos inmaduros también llamados timocitos; durante el proceso de maduracion
adquieren la capacidad para reaccionar especificamente con un antigeno
determinado, siendo estas células inmunocompetentes las que son liberadas al

torrente sanguineo (Fawcett, 1995; Geneser, 2000) (Fig. 6).

Células T
Supresoras
Célula Pretimocito = Timocito = @
TF-5 : TF-5 Asesinas
A A A A :
B B 2w Cooperadoras
Médula 6sea Timo Tejido linfoide periférico

Figura 6. Esquema que muestra el proceso de maduracion de los linfocitos T.
Hormonas involucradas en este proceso: timosina fraccion 5 (TF-5); timosina o,
o7, B3y B4 (Tomado de Cruse y Lewis, 1995).
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En los mamiferos el timo es un 6rgano que se encuentra ubicado en el torax,

inmediatamente por debajo de la parte superior del esternon. Es una masa de color

rosado grisaceo, aplanada y triangular. Esta formado por dos lobulos unidos en la

parte media, cada lobulo esta rodeado por una capsula de tejido conectivo derivada

del mesénquima, la cual se extiende hacia el interior del 6rgano donde forma

tabiques que dividen cada 16bulo en lobulillos (Fawcett, 1995; Geneser, 2000)

(Fig. 7).

Tiroides

Traquea

Timo

Pulmon
Pericardio

Corazon

Figura 7. Esquema que muestra la ubicacion anatomica del timo en el raton.
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La matriz del timo esta formada por cé€lulas epiteliales dispuestas en forma
de red (reticulo-epiteliales) en cuyos espacios se depositan los linfocitos. En la
parte periférica de cada lobulillo se encuentra gran cantidad de linfocitos, a esta
zona se le denomina corteza y hacia la parte central con menor cantidad de
linfocitos se encuentra la médula la cual presenta una mayor densidad de células
reticulo-epiteliales que la corteza y con menos proyecciones, ademas de pequefios
grupos de células epiteliales distribuidas de manera concéntrica conocidos como

corpusculos de Hassall (Fawcett, 1995; Geneser, 2000) (Fig. 8).

Trabéculas

Vasos sanguineos

Células reticulo-epiteliales

Corplisculo de Hassall

Linfocitos

Figura 8. Esquema que muestra la histologia y organizacion corticomedular del
timo (Tomado de Bellanti y Kadlec, 1986).
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Con el transcurso de la edad el timo muestra un proceso fisiologico de
involucion en el que desciende la produccion de linfocitos, la corteza se adelgaza y
el parénquima es sustituido en su mayor parte por el tejido adiposo (Fawcett, 1995;

Geneser, 2000) (Fig. 9).
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Figura 9. Esquema que muestra los cambios de peso y composicion del timo
durante el proceso de involucion (Tomado de Bellanti y Kadlec, 1986).

Estudios de inmunohistoquimica han mostrado que las hormonas del timo
son producidas por las células epiteliales y estan implicadas en la regulacion de la
diferenciacion de los linfocitos T (Dardenne y cols., 1986) (Fig. 6). A estas
hormonas se les ha llamado timosinas, entre las que se encuentran la timosina
fraccion 5 (TF-5), timosina o, timosina [4; timopoyetina II (TP), factor timico
humoral (THF), factor timico X (TFX) y timulina o factor timico del suero (FTS
por sus siglas en francés) (Goldstein y cols., 1981).
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Diversos estudios muestran que algunas timosinas modulan las funciones del
eje neuroendocrino que regula la reproduccion en la hembra. Rebar (1984) describe
in vitro que la TF-5 y la timosina 4, son capaces de inducir la secrecion de la
GnRH en el hipotdlamo de rata. Uzumcu y colaboradores (1992) y Uzunmcu y Lin
(1994) mostraron que los factores timicos estimulan la esteroidogénesis in vitro en
las células de la granulosa de ovario de rata en cultivo. Sin embargo, algunas de
estas timosinas son secretadas también por los rifiones, el bazo, higado, pulmoén y
aun en el SNC, excepto la timulina cuya sintesis se lleva a cabo so6lo en las células
reticulo-epiteliales del timo (Savino y cols., 1982; Dalakas y cols., 1984; Horecker,

1984).

Timulina

La timulina es un nonapéptido cuya secuencia de aminoacidos es pyro-Glu-
Ala-Lys-Ser-GIn-Gly-Gly-Ser-Asn-OH y participa en la regulacion de Ia
maduracion y diferenciacion de los linfocitos T (Bach y cols., 1977). Estudios
realizados con anticuerpos monoclonales anti-timulinicos muestran que la timulina
esta presente unicamente en las células epiteliales del timo. Esta hormona timica no
es detectada en el suero de ratones congénitamente atimicos nu/nu y en ratones
timectomizados desaparece de la circulacion después de la operacion (Dardenne y

Bach, 1981; Savino y cols., 1982).

La timulina es capaz de atravesar la barrera hematoencefilica, ya que se ha
observado la aparicion de rosetas en el liquido cerebro espinal de pacientes con
esclerosis multiple inyectados con timulina por via subcutdnea (Bach y Dardenne,

1984).
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Experimentos in vitro utilizando fragmentos de hipofisis anterior de rata,
muestran que la timulina participa en la regulacion de la secrecion de LH, al
aumentar la liberacion de la hormona de forma parecida a los efectos de la GnRH

(Zaidi y cols., 1988).

En cultivo de células de adenohipdfisis de rata se ha mostrado que la
timulina estimula la liberacion de FSH y LH. Cuando estas células son incubadas
con timulina y GnRH se observa un efecto aditivo sobre la secrecion de FSH y un

efecto sinérgico sobre la liberacion de LH (Brown y cols., 2000).

En estudios in vitro las células de adenohipéfisis provenientes de ratas
hembra o macho muestran que los efectos de la timulina sobre la secrecion de
gonadotropinas pueden ser inhibitorios o estimulantes, que dependen del sexo del
donador, de los esteroides sexuales y en el caso de la hembra del dia del ciclo estral
en el que fueron sacrificadas (Hinojosa y cols., 2003; Hinojosa y cols., 2004;

Ortega y cols., 2004).

IV. Relaciones funcionales entre el timo y el sistema reproductor

Calzolari (1898) es el primero en sugerir la existencia de una relacion entre
el timo y la funcion reproductora, al observar la hipertrofia del timo en conejas
castradas. Posteriormente, Flanagan (1966) describe un ratdbn mutante que se
caracteriza por ser alopécico y congénitamente atimico (simbolo genético nu/nu).
Aunado a su atimia este raton presenta retardo en la edad de la apertura vaginal,
deficiencia en el desarrollo ovarico, acelerada atresia folicular, concentraciones
bajas de gonadotropinas en suero e infertilidad. Estudios posteriores sustentan la

relacion entre el timo y el sistema reproductor, al mostrar que en los ratones nu/nu,
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el injerto de timo al nacimiento normaliza sus funciones reproductoras

(Besedobsky y Sorkin, 1974; Rebar y cols., 1980).

Nishizuka y Sakakura (1969) muestran en el raton que la timectomia
realizada en la etapa neonatal, es decir en las primeras 72 horas de vida posnatal,
resulta en disgénesis ovarica evaluada en la etapa adulta (dos o tres meses de edad),
¢ infertilidad. A partir de estos resultados este modelo experimental fue el mas
utilizado en el estudio de las relaciones funcionales entre el timo y el sistema

reproductor.

En 1980 y 1981 Michael y colaboradores muestran otras caracteristicas
asociadas a la extirpacion del timo en el dia tres de vida (Tx-3) como son el retraso
en la edad de la apertura vaginal, disminucion en el peso del utero, concentraciones
bajas de FSH, LH, GH, estradiol y progesterona en plasma. En 1983, Michael
describe en el suero de los ratones adultos Tx-3 la presencia de anticuerpos
antiovocitos, lo que indica que la disgénesis ovarica tiene una etiologia
autoinmune. Posteriormente, Kosiewicz y Michael (1990) proponen que la
timectomia neonatal tiene un efecto bifasico en el desarrollo del ovario: un efecto
temprano que involucra la interrupcion en la comunicacion hormonal establecida
en el eje hipotalamo-hipofisis-ovario-timo, que afecta a los foliculos primordiales y
en crecimiento antes de los 20 dias de edad y un efecto tardio de tipo inmunolégico
que se evidencia por la formacidon de anticuerpos antiovocitos después de los 25

dias de edad.

Sin embargo, el modelo Tx-3 no permite analizar la participacién hormonal
del timo en la regulacidon de la funcion reproductora de manera independiente al
efecto inmunologico. Por lo que en nuestro laboratorio se disefid el modelo del

raton timectomizado a los diez dias de edad (Tx-10) (etapa infantil) que se
20
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caracteriza por no presentar disgénesis ovarica de origen autoinmune durante el
desarrollo prepuberal. La ausencia del timo desde la etapa infantil provoca retraso
en el inicio de la pubertad, disminucién en el crecimiento folicular y aumento de la
atresia, asi como un decremento en el peso del utero, en las concentraciones de
estradiol en suero y en la respuesta ovulatoria inducida por las gonadotropinas

(Garcia, 1996; Garcia y cols., 2000).

En el raton Tx-10, la administracién diaria de timulina por via subcutidnea
iniciando inmediatamente después de la cirugia hasta la pubertad, revierte los
efectos ocasionados por la ausencia del 6rgano, lo que indica que esta hormona esta
involucrada con los mecanismos que regulan la funcion del eje hipotalamo-

hipéfisis-ovario (Garcia y cols., 2000).

Estudios recientes de nuestro laboratorio utilizando como modelo al raton
prepuber intacto (con timo) tratado con gonadotropinas, muestran que la inyeccion
de timulina en el hipotdlamo medio o en la hipofisis restaura la ovulacion
previamente bloqueada (Garcia, 2005; Garcia y cols., 2005), lo que sugiere que los
efectos estimulantes de esta hormona timica estan vinculados con los mecanismos

neuroendocrinos que regulan la ovulacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El raton timectomizado a los diez dias de edad presenta a la pubertad una
serie de alteraciones relacionadas con la endocrinologia del timo y el desarrollo del
ovario, desérdenes que son normalizados al administrar timulina por via
subcutanea. Lo que nos lleva a cuestionar ¢en donde actta la timulina? ¢en el
hipotalamo estimulando la secrecion de la GnRH? ¢en la hipofisis estimulando la
liberacion de la FSH y la LH? ¢directamente en el ovario incrementando la
esteroidogénesis y el desarrollo folicular? ;0 una combinacion de éstas?, finalmente

la estimulacion de estas vias puede culminar con la ovulacion.

Estudios realizados en el raton prepuber intacto indican que la timulina
inyectada en el hipotadlamo medio o en la hipofisis anterior es capaz de restablecer
la respuesta ovulatoria. A partir de estos resultados es factible pensar que en el
raton timectomizado en la etapa infantil, la administracion intracerebral de timulina
también podria estimular la funcion hipotalamo-hipofisaria y favorecer la respuesta

ovulatoria.

Por lo anterior, en el presente estudio se decidio analizar las caracteristicas
que presenta el ratdn Tx-10 cuando se encuentra en las etapas juvenil o puberal,
evaluar su capacidad de respuesta ovulatoria frente al estimulo gonadotropico y
analizar si la administracion de timulina en el hipotalamo medio o en la hipofisis

anterior modifica su respuesta ovulatoria al tratarlos con gonadotropinas.
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HIPOTESIS

Dado que en los ratones timectomizados a los diez dias de edad, el reemplazo
hormonal de timulina por via subcutanea inmediatamente después de la timectomia,
modula de manera estimulante las funciones del eje hipotalamo-hipofisis-ovario,
entonces la administracion de timulina en el hipotalamo medio o en la hipofisis

favorecera su respuesta ovulatoria frente al estimulo gonadotrépico.

OBJETIVOS

e Analizar las caracteristicas reproductoras que presenta el raton Tx-10 en las

etapas juvenil (23 dias de edad) y puberal (primer estro vaginal).

e Analizar la respuesta ovulatoria de ratones Tx-10 inyectados con diferentes

concentraciones de gonadotropinas.

e Analizar los efectos de la administracion de timulina en el hipotdlamo medio
sobre la respuesta ovulatoria y la concentracion de 17p-estradiol en el suero de

ratones Tx-10 tratados con gonadotropinas.

o Analizar los efectos de la administracion de timulina en la hipdéfisis anterior
sobre la respuesta ovulatoria y la concentracion de 173-estradiol en el suero de

ratones Tx-10 tratados con gonadotropinas.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CD1, de diez dias de edad
distribuidos desde el nacimiento en camadas de cinco o seis por madre, con
alimentacién materna hasta el destete (21 dias de edad) y agua y alimento ad
libitum. Los animales se mantuvieron en fotoperiodo controlado de 14 h de luz y 10
h de oscuridad (luces encendidas de 05:00 a 17:00 h) y temperatura de 24+2°C.

Timectomia

Animales de diez dias de edad fueron anestesiados por enfriamiento sobre
una cama de hielo. Se realizd un corte longitudinal de piel a la altura de la parte
superior del esterndn y se cortd la primera costilla izquierda. Con la ayuda de un
microscopio estereoscopico se ubicd el timo e inmediatamente se introdujo una
pipeta Pasteur conectada a un sistema de vacio para extraer los dos l6bulos del
timo. La herida se sutur0 y se frotd con alcohol yodado. Finalmente se coloco al
animal en una cdmara de recuperacion con temperatura entre 36 y 37 °C. Las

timectomias siempre se iniciaron a las 10:00 h.

Microinyeccion

A los 19 dias de edad los ratones con timectomia a los diez dias de edad (Tx-
10) se anestesiaron con éter y se montaron en un aparato estereotaxico (David Kopf
Instruments, Modelo 900). Se realizé el corte de piel de la parte superior de la
cabeza y se expuso el craneo para ubicar el punto Bregma (definido como la unién
de las suturas sagital y coronal) mismo que se tomé como cero. A partir de éste se
ajustaron las reglillas milimétricas del aparato estereotaxico con las coordenadas
antero posterior (AP) y lateral (L) necesarias para tener acceso al hipotalamo medio

0 a la hipofisis. Con la ayuda de una fresa odontologica se realizé un orificio
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craneal por donde se introdujo una aguja del No. 29 conectada a una jeringa
Hamilton de 50 ul, acoplada a una bomba de microinyeccion (Bioanalytical

Systems, BAS, Modelo CMA/100) calibrada para inyectar un volumen de 0.3 pl de

solucidn salina o timulina en 2 min (Fig. 9).

_r

-

Figura 9. Fotografias que
muestran al ratdbn montado
en un aparato estereotaxico
para realizar la inyeccion
intracerebral.
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Las coordenadas que se utilizaron para realizar la microinyeccién en el
hipotdlamo medio fueron AP=0.4, L=+0.4, ventral (V)=5.7 y para la hipdfisis
AP=0.9, L=0.3, V=7.3, mismas que fueron previamente determinadas para el
animal prepuber con base en el Atlas estereotaxico para el cerebro del raton adulto
(Franklin y Paxinos, 1997). Este procedimiento se hizo de manera bilateral para el
hipotdlamo (Fig. 10) y unilateral para la hipdéfisis (Fig. 11). Finalmente se suturé la

herida y se aplico alcohol yodado.

Figura 9. Esquema que muestra un corte coronal de cerebro de raton donde se
observa la trayectoria de la aguja (====+) hasta el hipotalamo medio ().

26



Materiales y Métodos

Hipofisis

Figura 10. Esquema que muestra un corte coronal de cerebro de raton donde se
observa la trayectoria de la aguja (-===+) hasta la hipofisis (QO).

Administracion de hormonas

La inyeccion de gonadotropinas se realizd por via subcutanea. La
administracion de eCG (Sigma Chemical Co., E.U.A) (4.0 6 2.5 u.i.) siempre se
realizo a las 10:00 h del dia 20 de edad y segun lo indique el disefio experimental,
la administracion de hCG (Sigma) (3.0 u.i.) se realizo 54 h después del tratamiento

con eCG.
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Autopsia

Los animales se sacrificaron por decapitacion entre las 10:00 y 11:00 h a los
23 dias de edad o al primer estro vaginal, segin como se indique en el disefio
experimental. Se colectd la sangre del tronco, se dejo reposar durante 1 h a
temperatura ambiente y después se centrifugé a 3000 rpm por 15 min. El suero se
almacend a —20 °C hasta la medicion de 17p-estradiol. A la autopsia se disecaron
los ovarios y el Utero y se pesaron en balanza de precision. En los oviductos se
busco la presencia de ovocitos con la ayuda de un microscopio estereoscopico, en
cuyo caso se procedié a contarlos. En todos los animales sometidos a una

timectomia se verificd bajo el microscopio estereoscopico si ésta fue completa.

Los cerebros de todos los animales que recibieron inyeccion intracerebral se
fijaron en formol al 9% durante un periodo minimo de 24 h. Posteriormente en el
vibratomo (Technical Products International Inc. Serie 3000) se realizaron cortes
seriados con un grosor de 100 micras que se analizaron bajo el microscopio
estereoscopico para corroborar que la inyeccidon se localizara en el hipotalamo
medio. Cuando la inyeccidn se realizo6 en la hipofisis, al momento de la autopsia se

verifico la existencia de la marca de la aguja en la adenohipofisis.

Cuantificacion de hormonas

Las concentraciones séricas de 17pB-estradiol se cuantificaron por
radioinmunoanalisis (RIA) de fase solida. Se utilizé un estuche Coat-A-Count (Los
Angeles, California, EUA) el cual incluye tubos de polipropileno que contienen el
anticuerpo especifico para el esteroide a determinar, obtenido de suero de conejo,
viales con la hormona marcada con 1'® y estandares para realizar la curva patron.

En cada tubo se adicionaron 100 ul de suero para 17p-estradiol y 1000 pul de la
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hormona marcada, se agitaron y se incubaron a temperatura ambiente durante tres
horas. Posteriormente se decantd el sobrenadante y se secaron las paredes de los
tubos. La cuantificacion de las cuentas por minuto se realizo en un contador de

centelleo gamma (Packard Instrument Co.).

Las concentraciones de 17p-estradiol se expresaron en pg/ml y la
sensibilidad del método fue de 5.0 pg/ml. Los coeficientes de variacion intraensayo

e interensayo fueron de 6.9 y 10.8 respectivamente.

Analisis estadistico

El nimero de ovocitos liberados, la edad de la apertura vaginal, la presencia
del primer estro vaginal (dias posteriores a la apertura vaginal), el peso corporal y
de los drganos y las concentraciones hormonales se expresaron como la media +
e.e.m. y se analizaron por la prueba de la t de Student. Para analizar las diferencias
entre las medias de los valores en porcentaje, se utilizd la escala logaritmica y los
datos del peso corporal, de los ovarios y el Utero y las concentraciones de 17§-
estradiol que presentaron los animales de la etapa juvenil a la puberal, se
compararon por la prueba de t de Student. La tasa de animales ovulantes (nimero
de animales que ovularon entre el nimero total de animales) se comparé utilizando
la prueba de probabilidad exacta de Fisher para proporciones. En todos los casos
solo se consideraron como significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fue

igual o menor al 5%.
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DISENO EXPERIMENTAL

Experimento 1. Analisis de los efectos de la timectomia infantil sobre el desarrollo

juvenil.

Debido a que en los ratones timectomizados a los diez dias de edad, la
administracion intracerebral de timulina se llevd a cabo al final de la etapa infantil
(19 dias) y los animales fueron sacrificados para su analisis al inicio de la etapa
juvenil (23 dias), se decidio evaluar el peso corporal, de los ovarios y del utero, asi
como las concentraciones de 17B-estradiol en el suero de ratones Tx-10
sacrificados a los 23 dias de edad y compararlos con los parametros obtenidos de

ratones intactos sacrificados a la misma edad.

Experimento 2. Andlisis de los efectos de la timectomia infantil sobre la pubertad

y la ovulacion esponténeas.

Con el objeto de analizar los efectos de la timectomia realizada a los diez
dias de edad sobre el inicio de la pubertad, se utilizaron animales Tx-10 e intactos
los cuales se revisaron diariamente entre 10:00 y 11:00 h para registrar el dia en
que se presentd la apertura vaginal espontanea (pubertad). A partir de este
momento se inicid la toma diaria de frotis vaginales hasta la presencia del estro, dia
en el que se sacrificaron. A la autopsia los animales se procesaron como se indico

anteriormente.

Experimento 3. Analisis de la respuesta ovulatoria de ratones Tx-10 inyectados con

diferentes concentraciones de eCG y estimulados o no con hCG.

Se ha descrito que el ratén con timectomia a los diez dias de edad presenta
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una menor capacidad de respuesta ovulatoria frente al estimulo gonadotrépico
(Garcia, 1996), por lo que se decidio evaluar la tasa de animales ovulantes y el
numero de ovocitos liberados por animal ovulante en ratones Tx-10 inyectados a
los 20 dias de edad con 4 u.i. de eCG o con 4 u.i. de eCG y 54 h después 3 u.i. de
hCG. Bajo el mismo esquema de administracion gonadotropica se realizaron otros
grupos de ratones Tx-10 a los que se les inyectaron 2.5 u.i. de eCG sola 0 en

combinacién con hCG.

Todos los animales se sacrificaron 72 h después de la administracion de eCG

y a la autopsia se procesaron como se describié anteriormente.

Experimento 4. Anélisis de la respuesta ovulatoria y de la concentracion de 17f3-
estradiol en el suero de ratones Tx-10 inyectados con timulina en el hipotalamo
medio y tratados con diferentes concentraciones de eCG y estimulados o no con
hCG.

A los 19 dias de edad ratones Tx-10 se inyectaron en el hipotdlamo medio
con timulina (Sigma) (1 pg/0.3 ul/2 min). Al dia siguiente se les administraron 4
u.i. de eCG. Los animales se sacrificaron 72 h después de la administracion

gonadotroépica.

Como grupo de comparacion se utilizaron ratones Tx-10, que a los 19 dias de
edad se inyectaron en el hipotalamo medio con solucion salina (NaCl al 0.9%)
(Abbott Laboratories de México, S.A. de C.V.) (0.3 ul/2 min), por ser el diluyente
de la timulina. A los 20 dias de edad se inyectaron con 4 u.i. de eCG y se

sacrificaron 72 h después.
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Otros grupos de ratones Tx-10 se inyectaron a los 19 dias de edad en el
hipotdlamo medio con timulina o con solucion salina. Al dia siguiente se les
administraron 4 6 2.5 u.i. de eCG y 54 h después 3 u.i. de hCG. Los animales se
sacrificaron 20 h después de la administracion de hCG.

A la autopsia los animales se procesaron como se indico anteriormente.

Experimento 5. Analisis de la respuesta ovulatoria y de la concentracion de 17f3-
estradiol en el suero de ratones Tx-10 inyectados con timulina en la hipofisis y

tratados con eCG.

A los 19 dias de edad ratones Tx-10 se inyectaron en la hipdfisis con
timulina o con solucion salina. Al dia siguiente se les administraron 2.5 u.i. de
eCG. Los animales se sacrificaron a los 23 dias de edad y a la autopsia se
procesaron como se indicdé anteriormente. Como grupo de comparacion se
utilizaron ratones Tx-10, a los cuales se les inyecto solucion salina en la hipoéfisis y

se procesaron de igual forma que el grupo anterior.
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RESULTADOS

1. Efectos de la timectomia infantil sobre el desarrollo juvenil.

En la etapa juvenil, tanto los animales intactos como los Tx-10 tuvieron la
vagina cerrada y no presentaron ovocitos en los oviductos. El peso corporal fue
similar en ambos tipos de animales y el peso de los ovarios fue mayor en los
ratones Tx-10 respecto a los intactos. En el resto de los parametros evaluados no se

observaron diferencias significativas (Tabla 1).

Tabla 1. Media + e.e.m. del peso corporal y de los 6rganos y de la concentracion
de 17pB-estradiol en el suero de ratones intactos o timectomizados a los diez dias de
edad (Tx-10), sacrificados a los 23 dias de edad.

Parametros Intactos Tx-10
Numero de animales 10 10

Peso corporal (g) 155+0.7 15.3+£0.9
Ovarios (mg) 54+0.2 7.7+£04%*
Utero (mg) 27.0+3.2 33.2+3.8
17B-estradiol (pg/ml) 55.1+ 2.4 (5) 63.6 1.2 (2)

() namero de animales en los que se cuantifico la hormona
* p<0.05 vs intacto (Prueba de t de Student)

2. Efectos de la timectomia infantil sobre la pubertad y la ovulacidn espontaneas.

La timectomia realizada a los diez dias de edad provoco retraso en la edad de
la apertura vaginal espontanea y adelanto en la presencia del primer estro vaginal
en comparacion con los ratones intactos. En ambos grupos, solo un animal de siete
ovulé espontaneamente. Los ratones Tx-10 alcanzaron menor peso corporal que los
animales intactos y los pesos de los ovarios y el Gtero mostraron una tendencia al

menor crecimiento ponderal, tanto en valores absolutos como expresados en
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funcion del peso corporal (ovarios: 4.5£0.5 vs 5.4+0.2; Gtero: 36.7+5.3 vs 43.9+6.0
mg/10g pc, NS). La concentracion de 17B-estradiol en el suero de los Tx-10 fue

significativamente menor a la de los intactos (Tabla 2).

Tabla 2. Tasa de animales ovulantes (TAQO) y media = e.e.m. de la edad de la
apertura vaginal, de la presencia del primer estro vaginal, del nimero de ovocitos
liberados, del peso corporal y de los 6rganos y de la concentracion de 17p-estradiol
en el suero de ratones intactos o timectomizados a los diez dias de edad (Tx-10),
sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Parametros Intactos Tx-10
Numero de animales 7 7
Apertura vaginal (dias) 243+04 26.7+04*
Primer estro (dias) ¢ 54+0.8 23+05%*
TAO 1/7 1/7
Numero de ovocitos 11 3

Peso corporal (g) 21.4+0.3 204+£0.3*
Ovarios (mg) 11.5+04 93+1.2
Utero (mg) 94.1+12.7 75.3+11.2
17B-estradiol (pg/ml) 79.9+3.9 (5) 645+3.0(5)*

¢ dias posteriores a la apertura vaginal
() numero de animales en los que se cuantificd la hormona
* p<0.05 vs intacto (Prueba de t de Student)

El analisis comparativo del peso de los ovarios y el Utero y de la
concentracion de 17pB-estradiol en el suero, en las etapas juvenil y puberal de los
ratones intactos o Tx-10, mostré que en el animal intacto todos los parametros se
incrementaron de una etapa a otra, mientras que en el raton Tx-10 sélo el peso del

utero aumento de manera significativa (Tabla 3).
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Tabla 3. Media + e.e.m. del peso de los ovarios y el Gtero (mg/10g pc) y de la
concentracion de 17pB-estradiol (pg/ml) en el suero de ratones intactos o
timectomizados a los diez dias de edad (Tx-10), sacrificados a los 23 dias de edad
(etapa juvenil) o el dia del primer estro vaginal (etapa puberal).

Parametros Intactos Tx-10
Juvenil Puberal Juvenil Puberal
(n=10) (n=7) (n=10) (n=7)
Ovarios 35+0.1 54+02* 51+0.3 45+05
Utero 17.0+£1.3 439+6.0* 21.3+1.8 36.7+53*
17B-estradiol 55.1+2.4 799+39* 63.6 +1.2 64.5+3.0

* p<0.05 vs etapa juvenil correspondiente (Prueba de t de Student)

En la figura 11 se muestran los parametros evaluados en los ratones intactos
0 Tx-10 expresados en porcentaje, donde se observa el incremento que se presenta
de la etapa juvenil a la puberal. No obstante que ambos tipos de animales
alcanzaron proporcionalmente el mismo peso corporal, el incremento en el peso de
los ovarios y el utero asi como la concentracion de 17p-estradiol en el suero de los
Tx-10 fueron significativamente menores respecto a los alcanzados por los

animales intactos.
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Peso corporal Ovarios
% 150 7 % 250 7
200
100 -
150
100
50 -
50 -
0 0
Utero 17 p-estradiol
% 400 % 150 -
300 -
100
200 -
50 -
100 -
0 0

[ ] Intactos [ Tx-10

* p<0.05 (Prueba de t de Student)

Figura 11. Media expresada en porcentaje del peso corporal y de los 6rganos y de
la concentracion de 173-estradiol en el suero de ratones intactos o timectomizados
a los diez dias de edad (Tx-10). Por arriba de la linea punteada se observa el
incremento que presentaron ambos tipos de animales de la etapa juvenil a la
puberal (p<0.05 de la media geométrica en escala logaritmica).
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3. Respuesta ovulatoria de los ratones Tx-10 inyectados con diferentes
concentraciones de eCG y estimulados o no con hCG.

En la tabla 4 se observa que uno de los cuatro animales Tx-10 tratados con 4
u.i. de eCG ovuld. Sin embargo, cuando se administrd esta concentracion de eCG y
posteriormente 3 u.i. de hCG, todos los animales ovularon el doble de la cuota
ovulatoria que presenta el animal adulto (10.7 = 0.6) (Rosas y cols., 2005) por lo
que se considera superovulacion. No se observaron diferencias significativas en el

resto de los parametros evaluados.

Tabla 4. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media £ e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados, del peso corporal y de los 6rganos y de la concentracion de 17p-
estradiol en el suero de ratones timectomizados a los diez dias de edad, tratados con
4 u.i. de eCG o con 4 u.i. de eCG + 3 u.i de hCG y sacrificados a los 23 dias de
edad.

Parametros 4 u.i. eCG 4 u.i.eCG +3u.i. hCG
Numero de animales 4 6

TAO 1/4 6/6 *
Numero de ovocitos 14 19.7 £ 3.7

Peso corporal (g) 12.0+£29 13.9+£0.8
Ovarios (mg) 10.2+1.9 9.8+1.0

Utero (mg) 60.5+12.8 65.3 + 4.4
17B-estradiol (pg/ml) 69.3+£3.7 (2) 61.6 £ 6.8 (3)

* p<0.05 vs 4 u.i. de eCG (Prueba exacta de Fisher)

Un efecto similar al tratamiento anterior se observd en la tasa de animales
ovulantes y en la respuesta ovulatoria de los animales Tx-10 al disminuir la
concentracion de eCG a 2.5 u.i., excepto la presencia de superovulacion. El peso
corporal de los animales inyectados con eCG y hCG fue significativamente mayor

al de los animales tratados solo con eCG. El resto de los parametros no mostraron
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diferencias significativas (Tabla 5). El anélisis del peso de los 6rganos en funcion
del peso corporal mostré que el peso del Gtero de los animales tratados con 2.5 u.i.
de eCG + hCG fue menor que el del grupo con eCG (45.8 £ 1.0 vs 57.8 + 3.0
mg/10g pc, p< 0.05) y en el peso de los ovarios no se observaron diferencias (5.9 +
0.3vs 6.5+ 0.3 mg/10g pc, NS)

Tabla 5. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media £ e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados, del peso corporal y de los érganos y de la concentracion de 173-
estradiol en el suero de ratones timectomizados a los diez dias de edad, tratados con
2.5 u.i. de eCG o con 2.5 u.i. de eCG + 3 u.i de hCG vy sacrificados a los 23 dias de
edad.

Parametros 2.5 u.i. eCG 25u..eCG + 3 u.i. hCG
Numero de animales 9 10

TAO 0/9 10/10 a
Numero de ovocitos 0 85+£0.6

Peso corporal (g) 11.8+£0.3 146+£04b
Ovarios (mg) 7.6+0.3 8.7+0.5

Utero (mg) 67.9+ 3.6 66.9+ 1.7
17B-estradiol (pg/ml) 554+ 1.3(3) 62.1£6.1(4)

a, p<0.05 vs 2.5 u.i. de eCG (Prueba exacta de Fisher)
b, p<0.05 vs 2.5 u.i. de eCG (Prueba de t de Student)

Con base en estos resultados se decidio analizar si la ausencia de ovulacién
estd vinculada con la falta de timo, por lo que se evalué la respuesta ovulatoria de

animales intactos frente al mismo estimulo gonadotrépico.

Los resultados se muestran en la figura 12 donde se observa que todos los
ratones intactos ovularon en respuesta a las 2.5 u.i. de eCG, liberando un promedio
de 10.5+1.0 ovocitos, mientras que los Tx-10 tratados de igual forma no

respondieron. El peso corporal fue menor en los animales Tx-10 respecto a los
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intactos. El anélisis del peso de los 6rganos en funcion del peso corporal, mostrd
que los ovarios tuvieron un menor crecimiento ponderal, o que no se observo con

el peso del utero. La concentracion en suero de 17(3-estradiol fue similar entre

ambos tipos de animales.

Tasa ovulatoria Peso corporal
% 100 - g 151 b

75 1
10 A
50 1

25

Ovarios Utero

80 7

60 - N T

mg/10g pc
k=
mg/10g pc

40 1

20 1

og/ml 75- 17 p-estradiol

501 I ; Intactos

25 A

[ Tx-10

0

a, p<0.05 vs intacto (Prueba exacta de Fisher)
b, p<0.05 vs intacto (Prueba de t de Student)

Figura 12. Tasa de animales ovulantes y media * e.e.m. del peso corporal y de los
organos y de la concentracion de 17p3-estradiol en el suero de ratones intactos o
timectomizados a los diez dias de edad (Tx-10), tratados con 2.5 u.i. de eCG y

sacrificados a los 23 dias de edad.
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Los resultados anteriores nos llevan a proponer que el raton Tx-10 no tiene la
capacidad de secretar la LH necesaria para ovular, por lo que se decidié inyectar
con hCG tanto a ratones intactos como Tx-10 previamente estimulados con eCG.

En la figura 13 se observa que la respuesta ovulatoria de ambos tipos de
animales tratados con 2.5 u.i. de eCG + 3 u.i. de hCG fue del 100%, sin embargo la
cuota ovulatoria de los ratones Tx-10 fue significativamente menor comparada con
la de los intactos. El peso corporal de los animales Tx-10 fue mayor que el de los
intactos (14.6+0.4 vs. 11.6+0.6 g, p<0.05). En funcion del peso corporal, el peso de
los ovarios de los animales Tx-10 tuvieron un menor crecimiento ponderal,
mientras que el peso del utero fue similar y la concentracion de 173-estradiol en el
suero de los animales Tx-10 no presento diferencias significativas respecto a los

intactos.
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Tasa ovulatoria NUmero de ovocitos
O 100 - 20 1

80
15 A
60
10 A
40 1

20 1

Ovarios Utero
50 7

40 A

mg/10g pc
mg/10g pc

30 1

20 A

10 1

17 f-estradiol
pa/ml 75+

Intactos

50 1

25

a, p<0.05 vs intacto (Prueba de t de Student )
b, p<0.05 vs intacto (Prueba t de Student de 1 cola)

Figura 13. Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del nimero de ovocitos
liberados, del peso de los ovarios y del Utero y de la concentracion de 17p-estradiol
en el suero de ratones intactos o timectomizados a los diez dias de edad (Tx-10),
tratados con 2.5 u.i. de eCG + 3 u.i de hCG y sacrificados a los 23 dias de edad.
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4. Respuesta ovulatoria de ratones Tx-10 inyectados con timulina en el
hipotalamo medio y tratados con diferentes concentraciones de eCG vy
estimulados o no con hCG.

Con base en los resultados anteriores se decidid analizar si la timulina
administrada en el hipotalamo medio era capaz de estimular o incrementar la tasa
de animales ovulantes, asi como la cuota ovulatoria del raton Tx-10 tratado con

diferentes concentraciones de gonadotropinas.

En la tabla 6 se observa que ninguno de los animales Tx-10 tratados con
solucidn salina (SS) y 4 u.i. de eCG logré ovular, respuesta que no fue modificada
al inyectar timulina intrahipotalamica. Los pesos corporal y de los 6rganos y la

concentracion en suero de 17B3-estradiol no presentaron diferencias significativas.

Tabla 6. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media £ e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados, del peso corporal y de los érganos y de la concentracion de 173-
estradiol en el suero de ratones timectomizados a los diez dias de edad, inyectados
en el hipotdlamo medio con solucién salina (SS) o timulina a los 19 dias de edad,
tratados con 4 u.i. de eCG a los 20 dias de edad y sacrificados a los 23 dias de edad.

Parametros SS Timulina
Numero de animales 7 5

TAO 0/7 0/5
Numero de ovocitos 0 0

Peso corporal (g) 135+£0.5 126+1.2
Ovarios (mg) 11.5+£0.9 125+14
Utero (mg) 73.6+3.5 719+5.1
17B-estradiol (pg/ml) 51.2+£2.0(4) 58.9+4.0 (3)

() namero de animales en los que se cuantifico la hormona
* p<0.05 vs SS (Prueba de t de Student)
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Al no haber respuesta ovulatoria en los animales inyectados con timulina en
el hipotalamo medio y posteriormente estimulados con 4 u.i. de eCG, se realiz6 un
grupo de ratones Tx-10 con microinyeccion de timulina en el hipotalamo medio y

estimulados de manera secuencial con 4 u.i. de eCG+3 u.i. de hCG.

Todos los animales Tx-10 inyectados con SS o timulina en el hipotalamo
medio ovularon en respuesta a 4 u.i. de eCG+3 u.i. de hCG. EI nimero de ovocitos
liberados, asi como el resto de los pardmetros evaluados no presentaron diferencias
significativas (Tabla 7). Debido a que el nimero de ovocitos liberados fue mayor al
de la cuota ovulatoria del animal adulto normal, se decidié disminuir la

concentracion de eCG a 2.5 u.i.

Tabla 7. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media £ e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados, del peso corporal y de los 6rganos y de la concentracién de 17p-
estradiol en el suero de ratones timectomizados a los diez dias de edad, inyectados
con solucidn salina (SS) o timulina en el hipotalamo medio a los 19 dias de edad,
tratados con 4 u.i. de eCG a los 20 dias de edad y 54 horas después con 3 u.i. de
hCG y sacrificados a los de 23 dias de edad.

Parametros SS Timulina
NuUmero de animales 5 9

TAO 5/5 9/9
NuUmero de ovocitos 22.4 + 3.6 16.6 £ 1.7
Peso corporal (g) 12.3+£0.7 125+0.3
Ovarios (mg) 126+£15 11.2+0.9
Utero (mg) 55.6 +3.1 60.4 + 1.9
17B-estradiol (pg/ml) 60.2 + 5.3 (3) 61.1+£5.3(4)

() numero de animales en los que se cuantifico la hormona
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La respuesta ovulatoria de los ratones Tx-10 tratados con SS o timulina en el
hipotdlamo medio fue similar al administrar 2.5 u.i. de eCG + 3 u.i. de hCG. La
concentracion en suero de 17B-estradiol, asi como los pesos de los 6rganos, no

presentaron diferencias significativas (Tabla 8).

Tabla 8. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media £ e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados, del peso corporal y de los 6rganos y de la concentracién de 17p-
estradiol en el suero de ratones timectomizados a los diez dias de edad, inyectados
con solucion salina (SS) o timulina en el hipotalamo medio a los 19 dias de edad,
tratados con 2.5 u.i. de eCG a los 20 dias de edad y 54 horas después 3 u.i. de hCG
y sacrificados a los de 23 dias edad.

Parametros SS Timulina
Numero de animales 9 6

TAO 9/9 6/6
Numero de ovocitos 9.9+05 95+0.8
Peso corporal (g) 13.7 £0.4 13.9+£05
Ovarios (mg) 8.9+0.6 89+0.8
Utero (mg) 59.9+3.2 55.0 +2.9
17B-estradiol (pg/ml) 66.0 £ 4.9 (4) 705+3.4(3)

() namero de animales en los que se cuantifico la hormona

5. Respuesta ovulatoria de ratones Tx-10 inyectados con timulina en la hipéfisis
y tratados con 2.5 u.i. de eCG.

Cuando a los ratones Tx-10 se les administro timulina en la hipdéfisis, no
presentaron diferencias significativas en la tasa de animales ovulantes respecto al
grupo inyectado con SS. Sin embargo, el nimero de ovocitos liberados por los
animales tratados con timulina fue mayor que el observado en los animales con SS
(Tabla 9).
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Tabla 9. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media £ e.e.m. del nimero de
ovocitos liberados de ratones timectomizados a los diez dias de edad, inyectados
en la hipdfisis con solucion salina (SS) o timulina a los 19 dias de edad, tratados
con 2.5 u.i. de eCG a los 20 dias de edad y sacrificados a los 23 dias de edad.

Parametros SS Timulina
Numero de animales 9 13
TAO 3/9 5/13
NuUmero de ovocitos 8.0+£0.6 106 £0.8*

* p<0.05 vs SS (Prueba de t de Student de una cola)

El analisis del peso corporal y de los 6rganos en funcion de la presencia de
ovulacion, mostré que en el grupo inyectado con solucion salina, el peso corporal
de los que ovularon fue significativamente mayor que el de los no ovulantes,
mientras que el peso de los érganos no mostré diferencias significativas. EI mismo
analisis realizado en el grupo de animales inyectados con timulina mostré que el
peso corporal fue similar entre ovulantes y no ovulantes, pero el peso de los ovarios
fue significativamente mayor en los que se presento la ovulacion. El peso del utero

no mostré diferencias significativas (Tabla 10).

En los animales tratados con timulina el peso corporal fue similar
independientemente de la presencia de ovulacion. Sin embargo, el peso de los
ovarios de los animales ovulantes fue significativamente mayor al de los no

ovulantes, ain comparandolos con los tratados con solucidn salina (Tabla 10).
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Tabla 10. Media + e.e.m. del peso corporal y de los dérganos de ratones
timectomizados a los diez dias de edad, inyectados en la hipofisis con solucion
salina (SS) o timulina a los 19 dias de edad, tratados con 2.5 u.i. de eCG a los 20
dias de edad y sacrificados a los 23 dias de edad.

Parametros SS Timulina
ovulantes NO ovulantes ovulantes NO ovulantes
Peso corporal (g) | 13.9+0.1 112+05a | 14.7+04 13.9+04b
Ovarios (mg) 83+04 7.8+0.3 105+05b 78+04a
Utero (mg) 66.4 £ 2.6 67.9+3.2 67.5+5.2 64.8+2.9

a, p<0.05 vs animales que ovularon (Prueba de t de Student)
b, p<0.05 vs SS correspondiente (Prueba de t de Student)

Unicamente se pudo evaluar la concentracion de 17B-estradiol en los

animales inyectados con SS o timulina que presentaron ovulacién y no mostraron

diferencias significativas (65.3 + 2.7 vs 63.1 = 0.9 pg/ml, NS).

46




Discusion

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en el raton, la
timectomia realizada a los diez dias de edad provoca deficiencias en el proceso de
maduracion sexual que se manifiestan al inicio de la pubertad. Ademas, que la
inyeccion de timulina en la hipofisis restablece parcialmente la respuesta ovulatoria
inducida, efecto que no ocurre cuando se inyecta timulina en el hipotdlamo medio,
lo que nos permite sugerir que la falta del timo desde la etapa infantil modifica los

mecanismos que regulan la secrecion de las gonadotropinas.

El analisis de los diversos parametros de los ratones intactos o Tx-10 a la
pubertad espontanea, corrobora lo previamente descrito para este ultimo en el que
la ausencia del timo desde la etapa infantil disminuye la capacidad esteroidogénica
de los ovarios, lo que se refleja en el retraso del inicio de la pubertad y menor peso

del utero (Garcia, 1996; Garcia y cols., 2000).

Los ratones Tx-10 sacrificados a la pubertad, alcanzaron menor peso
corporal y de los ovarios, resultados que podrian estar vinculados con alteraciones
en los mecanismos que regulan la secrecion de la GH por la ausencia de timo. Al
respecto, se ha mostrado que la adicion de TF-5 o timulina a las células de
adenohipofisis en cultivo incrementa la liberacion de GH (Spangelo y cols., 1987;
Badamchian y cols., 1991; Goya y cols., 1994; Brown y cols., 1999). Es probable
que al extirpar el timo se este privando a la hipofisis de este estimulo, lo que se
manifestaria en el crecimiento corporal y en el desarrollo del ovario ya que durante
la etapa juvenil, este 6rgano madura bajo el control de la FSH y la LH pero bajo la

influencia estimulante de la GH (Ojeda y cols., 1986).
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En ambos tipos de animales la ovulacion espontanea solo se presentd en un
animal, sin embargo en el raton intacto la cuota ovulatoria fue mayor que en el
animal Tx-10, evento que podria ser el resultado de la disminucion del 40% en el
numero de foliculos en crecimiento que presentan estos animales al primer estro
vaginal (Garcia, 1996; Garcia y cols., 2000). Garcia (1996) propone que la
timectomia realizada en la etapa infantil, podria modificar la elevacién de FSH que
ocurre en esta etapa, la cual es fundamental para el reclutamiento y crecimiento de
los foliculos que llegardn a ovular en la pubertad (Dohler y Wuttke, 1974; Hage y
cols., 1978; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

El andlisis comparativo de los parametros de los animales intactos y Tx-10
en la etapa juvenil indica que en esta etapa aiin no se manifiestan las diferencias
que los distinguen al inicio de la pubertad, al parecer éstas se presentan y en
algunos casos se acentlian, en la transicidon de la etapa juvenil a la puberal. Ojeda y
colaboradores (1986) describen que al inicio de la etapa juvenil todos los
componentes del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario incrementan su actividad
secretora en respuesta a sus respectivos factores de regulacion, lo que se refleja en
mayor concentracion en suero de estradiol biologicamente activo debido también a
que la a-fetoproteina presenta un decremento conspicuo en esta etapa. Nuestros
resultados parecen indicar que los procesos de maduracion del eje que suceden
durante la etapa juvenil no estan ocurriendo normalmente en el raton Tx-10, ya que
en la etapa puberal la concentracion de estradiol fue similar a la que present6 en la
etapa juvenil, esto es, ya no se increment6 y el peso de los ovarios y el ttero no
alcanzaron el crecimiento ponderal que se observa en el animal intacto, lo que nos
permite sugerir que el timo es un factor clave en el paso de la inmadurez a la

madurez sexual.
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Garcia y colaboradores (2000) mencionan que los animales timectomizados
se caracterizan por presentar una menor capacidad de respuesta ovulatoria frente al
estimulo gonadotropico. El hecho que los animales prepuberes intactos hayan
ovulado en respuesta a 2.5 u.i. de eCG y los Tx-10 no y que al tratarlos con ambas
gonadotropinas los Tx-10 hayan presentado una cuota ovulatoria menor, confirman

esta aseveracion.

Los resultados anteriores muestran que en el raton Tx-10, el sélo estimulo
con 2.5 u.i. de eCG no es suficiente para inducir la ovulacion, lo que indica que no
es capaz de liberar la concentracidon preovulatoria de LH. Al respecto se ha descrito
que la timulina adicionada al cultivo de células hipofisarias estimula la liberacion
de LH (Zaidi y cols., 1988; Hadley y cols., 1997; Brown y cols., 2000; Hinojosa y
cols., 2004). Es probable que al eliminar el timo y por ende la timulina, se esté
privando a la hipofisis de este estimulo. También se ha descrito que los efectos
estimulantes de la timulina sobre la secrecion de LH por la hipofisis dependen de la
presencia de estradiol (Ortega y cols., 2005), esteroide cuya concentracion

mostramos que es deficiente en el raton Tx-10.

La disminucion en la cuota ovulatoria de los animales Tx-10 cuando se tratan
con ambas gonadotropinas, podria deberse al decremento en el nimero de foliculos
en crecimiento que presenta este modelo, pérdida que se recupera por la
administraciéon de eCG, sin embargo los foliculos no son rescatados de la atresia
como ocurre con el animal intacto (Garcia, 1996). Con nuestros resultados se
confirma que en el raton Tx-10, ademads del estimulo gonadotropico es necesaria la
presencia del timo para observar una respuesta ovulatoria similar a la del raton

intacto.
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La presencia de superovulacion, evento que es definido como el doble de la
cuota ovulatoria normal (Greenwald y Roy, 1994), en los animales Tx-10 tratados
con 4 u.i. de eCG y posteriormente hCG, indica que el ovario de estos animales
responde bajo un estimulo gonadotrépico mayor, por lo que una posible
explicacion a la ausencia de ovulacion cuando so6lo son estimulados con 4 u.i. de
eCQG, seria la inhibicion o el retraso en la liberacion preovulatoria de LH debido a
un efecto estrogénico como ha sido descrito (Welschen y Rutte, 1971; Cerda, 1998;

Garcia, 2000).

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que en el raton prepuber
intacto inyectado con eCG, la timulina administrada por via sistémica juega un
papel estimulante en el proceso ovulatorio (Hinojosa, 1998; Hinojosa y cols.,
1999). Resultados similares se obtienen cuando se administra la timulina en el
hipotalamo medio, previo al estimulo con eCG (Garcia y cols., 2005). Nuestros
resultados indican que en el raton Tx-10 esto Gltimo no sucede, lo que sugiere que
la interaccion entre la timulina y los mecanismos que regulan la secrecion de la
GnRH se establece desde etapas mas tempranas del desarrollo prepuberal. El hecho
que en el raton Tx-10 se normalicen las alteraciones reproductoras, incluso la
respuesta ovulatoria inducida, cuando la timulina se administra diariamente por via
sistémica e inmediata a la timectomia (Garcia, 1996; Garcia y cols., 2000), apoya

esta interpretacion.

Se ha mostrado que la respuesta ovulatoria frente al estimulo gonadotrépico
de los ratones prepuberes intactos también se incrementa al inyectar timulina en la
hipofisis, lo que se atribuye a un efecto estimulante de la timulina sobre la
sensibilidad de los gonadotropos a la GnRH (Garcia y cols., 2005). En nuestro

estudio observamos que la administracion de timulina en la hip6fisis de los Tx-10
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no modifico la tasa de animales ovulantes, pero si favorecid el crecimiento de los
ovarios y la liberacion de un niimero mayor de ovocitos. Es probable que en los
animales Tx-10 la timulina amplifique la sensibilidad de los gonadotropos

facilitando la respuesta a la secrecion tonica de GnRH.

En resumen nuestros resultados muestran que en el animal privado del timo
desde los diez dias de edad la administracion unica de timulina en el eje
hipotalamo-hipofisario no es suficiente para amplificar la respuesta ovulatoria,
independientemente de la concentracion de eCG utilizada, lo que nos permite
sugerir que:

« la deficiencia en el desarrollo folicular y la respuesta ovulatoria del raton Tx-10,
probablemente se debe a la falta de timulina en el ovario, ya que ésta participa
en los procesos de reclutamiento y crecimiento de los foliculos que llegaran a

ovular en la pubertad (Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990).

« la deficiencia en la capacidad esteroidogénica de los ovarios del raton Tx-10
podria ser la causa de que la timulina no ejerza sus efectos estimulantes sobre la
secrecion de gonadotropinas por la hipofisis (Hinojosa y cols., 2003; Hinojosa y

cols., 2004; Ortega y cols., 2005).

o ¢l timo y por ende la timulina son necesarios en el proceso de maduracion
sexual, sin descartar la posible participacion de otras timosinas producidas por el

propio timo (Rebar y Miyake., 1981).

El hecho que lo animales se encuentren privados del timo desde la etapa infantil
y por ende de timulina, al parecer modifica el ambiente hormonal del animal
prepuber, no siendo el adecuado para que después de diez dias la timulina estimule

la secrecion preovulatoria de LH.
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CONCLUSIONES

e En el raton, la timectomia realizada a los diez dias de edad retrasa el inicio de la
pubertad, disminuye el crecimiento ponderal de los ovarios y el Utero y

disminuye la capacidad esteroidogenica del ovario.

o Las deficiencias reproductoras del ratén con timectomia infantil se manifiestan

hasta la etapa puberal.

o EI raton timectomizado a los diez dias de edad no es capaz de responder al

estimulo con eCG y ovular.

e En el ratdn con timectomia infantil, la inyeccidon de timulina en el hipotalamo

medio no modifica la respuesta ovulatoria frente al estimulo gonadotrépico.

e La inyeccion de timulina en la hipdfisis restablece la cuota ovulatoria en el raton

timectomizado en respuesta al tratamiento con eCG.
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