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Rosumen

RESUMEN

La timulina es un nonapéptido sintetizado exclusivamente por el epitelio del timo. Su
administracion sistémica en la etapa peripuberal del ratdn hembra estimula la respuesta
ovulatoria al tratamiento con eCG. In vitro la timulina estimula la esteroidogénesis gonadal, vy la
liberacidn de FSH y LH en la adenohipdfisis de rata. Los resultados antes mencionados muestran
que la timulina participa en los mecanismos que regulan al eje hipotalamo-hipdfisis-gonada. Por
ello, en el presente estudio se analizaron los efectos que tiene la timulina en la regulacién de la
liberacién de la FSH y LH por las células de la adenohipdfisis de ratas hembras y machos,
ademas se evalud si sus efectos son modulados por el ambiente hormonal (esteroides sexuales)
del animal del que se obtuvieron las células.

Se utilizaron cultivos en monocapa de células de adenohipdfisis obtenidas de ratas hembra
0 macho adultas, los cuales se incubaron por 3 h en presencia de timulina, combinada o no con
GnRH. Otras células se pretrataron por 24 h con progesterona (P,), testosterona (T), 6 17B-
estradiol (E;), y luego se adiciond timulina, GnRH o ambas y se incubaron por 3 h. En otros
experimentos se utilizaron cultivos en suspension de células de adenohipdfisis obtenidas de
ratas en diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P) o estro (E), y se estudiaron los efectos de la
timulina en presencia o no de GnRH durante 1 h. La concentracién de FSH y LH se cuantificé en
el medio por la técnica de RIA.

En las células de adenohipdfisis de macho, la timulina inhibié la liberacién basal de las
gonadotropinas, evento que fue revertido al agregar GnRH. En los cultivos celulares de hembra
no se observaron cambios con ningun tratamiento.

En las células de la hembra, el pretratamiento con P; y posterior adicidn de timuling,
resultd en un incremento de la liberacién de FSH; mientras que con T y timulina su liberacidn
disminuyd. El pretratamiento con E; y timulina no indujo cambios. La liberacién de LH por las
células preincubadas con P, y tratadas con timulina y GnRH fue menor que en las células que no
se trataron con el esteroide; la adicion del E; y timulina incrementd su liberacién; la T no indujo
cambios en la repuesta de las células a los diferentes tratamientos. En las células de macho,
solo la P, inhibid la accién de la timulina y GnRH en la liberacién de LH.

En los cultivos en suspension de células de adenohipdfisis obtenidas de ratas en D1, la
adicion de timulina increment la liberacién de FSH; efecto contrario se observé en el E.

En el D1, D2 y P el tratamiento con timulina y GnRH resultd en una menor liberacién de FSH.
Una relacion directamente proporcional se observé entre la concentracién en suero de P4 y la
liberacion de FSH inducida por timulina.

La adicion de timulina al cultivo de células de ratas en D1, D2 o E estimuld la liberacion de
LH, lo que no ocurrié en el P. En el P y E, la timulina y la GnRH tuvieron un efecto sinérgico
estimulante sobre la liberacién de LH, mientras en el D1 se presentd un efecto inhibitorio en la
liberacion de la gonadotropina.

Los resultados muestran diferencias en la liberacién de las gonadotropinas entre ambos
sexos, asi como en la respuesta de las células de la adenohipdfisis a la timulina, GhRH o ambas.
En el macho, la timulina ejerce un efecto inhibitorio en la liberacién de las gonadotropinas.
Mientras que en la hembra, la variabilidad en la liberacién de la FSH y LH en respuesta a la
timulina, GhRH o ambas durante el ciclo, indica que el efecto de la timulina depende de las
interacciones neuroenddcrinas que varian durante el ciclo estral. Con base en lo anterior es
posible sugerir que la timulina actia como un modulador fino de la accion de GnRH en los
gonadotropos.

v




Sbstract

ABSTRACT

Thymulin is a nonapeptide exclusively synthesized by the thymic epithelium. When prepubertal
mice are treated with thymulin, eCG injection stimulates ovulation. In vitro studies show that
thymulin stimulates the gonadal steroidogenesis, FSH and LH release by the rat anterior
pituitary, suggesting that thymulin participates in the mechanism regulating the hipothalamic-
pituitary-gonadal axis. Then, present study was designed to analyzed the effect of thymulin on
gonadotropins release by adenohypophyseal cells from female and male rats, and to analyze if
its effects are modulate by the hormonal mileu (sex steroids) of the donor animal.
Adenohypophyseal cells obtained from female and male adult rats were incubated in a
monolayer system during 3 h with or without thymulin, GhRH or thymulin+GnRH. In another
study the cells were preincubated during 24 h with progesterone (Ps4), testosterone (T), or 17p-
estradiol (E;); thymulin, GnRH or thymulin+GnRH were added and the incubation followed
during 3 h. In a third study, adenohypophyseal cells obtained from female rats in diestrus 1
(D1), diestrus 2 (D2), proestrus (P) or estrus (E) were incubated in a suspension system and the
effects of adding thymulin, GnRH or thymulin+GnRH during 1 h were analyzed. In the culture
medium the concentration of FSH and LH were measured by RIA.

In cells obtained from male rats, thymulin inhibited FSH and LH release, while adding
GnRH to thymulin-treated cells reversed such effect. In adenohypophyseal cells obtained from
female rats, thymulin had not effects.

In cells obtained from female rats, the pretreatment with P; followed by thymulin
stimulation resulted in an increase in FSH release, while in T pretreated cells thymulin addition
resulted in a diminution of FSH release and pretreatment with E, thymulin had not effects. In
cells preincubated with P, the addition of thymulin+GnRH inhibited LH release in comparison
with control (cells without P4 preincubation). The preincubation with E, followed by the addition
of thymulin resulted in an increase in LH release, while the pretreatment with T had not effect.
In adenohypophyseal cells obtained from male rats, the preincubation with sex steroids did not
affect FSH release, while the preincubation with P4 inhibited the effects of thymulin+GnRH on
LH release.

When adenohypophyseal cells obtained from female rats in D1 thymulin stimulated FSH
release, while when the same treatment was done to cells obtained in E, an inhibition in the
hormone release was observed. The addition of thymulin+GnRH to cells obtained from rats in
D1, D2 or P inhibited FSH release. A proportional relation between P, serum levels and FSH
release induced by thymulin was observed. Thymulin stimulated LH release in cells obtained
from rats in D1, D2 o E, and had not effects in cells obtained from rats in P. Thymulin and GnRH
had a synergic effect on LH release to cells obtained from rats in P or E, while in D1 the effects
were inhibitory.

Present results show the existente of sex differences in the capacity of adenohypophyseal
cells to release gonadotropins and the cell response to thymulin, GnRH or both on FSH and LH
release. While in male thymuline inhibits gonadotropin release, in the female celis the effects of
thymulin, GnRH or both varies during the estrous cycle, suggesting that the effects depend on
the neuroendocrine interacciones occurring during the estrous cycle. Based in present results we
suggest that thymulin acts as a fine modulator on GnRH effects on gonadotrops.
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INTRODUCCION

En los mamiferos, la funcion reproductora es regulada por sefiales neuroenddcrinas en
las que participan el Sistema Nervioso Central, la hipdfisis y las génadas (Fink, 1986,
1988; Everett, 1994). A partir de los resultados obtenidos con los animales
timectomizados en la etapa neonatal o infantil (Besedovsky y Sorkin, 1974; Michael y
col., 1980; Kosiewicz y Michael, 1990; Garcia y col., 2000), los ratones con ausencia de
timo (Rebar y col., 1981b) o hipoplasia timica (Rosas y col., 1987; Rosas 1990), asi
como los efectos de las hormonas timicas en modelos experimentales tanto in vivo
como in vitro (Goldstein y col., 1981; Rebar y col., 1981a; Michael, 1983; Mendoza y
Romano, 1989; Mendoza y col., 1995; Hinojosa y col., 1999), se muestra la existencia
de una red de comunicacion entre los sistemas nervioso, enddcrino e inmunoldgico. Esta
red esta conformada por numerosas hormonas, neurohormonas y neurotransmisores
que participan como mensajeros entre el cerebro, el sistema nervioso periférico, la

hipdfisis, las gonadas y el sistema inmunoldgico.

En los seres vivos, el mantenimiento de la homeostasis requiere de sistemas de
comunicacion qUe garanticen la estabilidad del medio interno del individuo. Entre las
sefiales provenientes del sistema inmunoldgico se describe a la timulina (hormona
timica), como un factor que participa en la regulacién del sistema reproductor. Algunos
estudios realizados en el raton prepluber muestran que la inyeccion con eCG no induce
la ovulacion, mientras que si se administra la timulina 24 horas antes del tratamiento
con eCG, los animales ovulan y aumenta el peso de los ovarios (Hinojosa, 1998;
Hinojosa y col., 1999). En el raton con timectomia realizada en la etapa infantil, la
inyeccién diaria de timulina inmediatamente después de la timectomia, normaliza las
alteraciones ocasionadas por la falta del timo (Garcia y col., 2000). Cuando la timulina
es inyectada en el hipotdlamo medio o en la hipdfisis anterior de ratones hembra

prepuberes, se restablece la respuesta ovulatoria (Garcia, 2005; Garcia y col., 2005).



Gntroduccion

En estudios /n vitro, utilizando tejido de adenohipdfisis de rata macho, la adicion
de timulina al medio de cultivo estimula la liberacién de la LH (Zaidi y col., 1988; Hadley
y col., 1997) en la misma proporcidn que lo hace la GnRH (Zaidi y col., 1988). En las
células de adenohipdfisis de rata hembra, la adicién de timulina estimula la liberacion de
la FSH y LH, tanto en condiciones basales como estimuladas por GnRH (Brown y col.,
2000). En las gonadas en cultivo de hembra y macho, la timulina estimula la secrecién
de los esteroides sexuales (Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990; Wise, 1998; Wise y Ford,
1999).

A partir de los resultados antes mencionados, se sugiere que la timulina participa
en los mecanismos que regulan el sistema reproductor por dos vias: sobre la funcién del
eje hipotalamo-hipofisario en la liberacién de la FSH y LH y por su efecto directo en las
goénadas, donde estimula la secrecion de los esteroides, y en la hembra al actuar sobre

el crecimiento folicular y la ovulacion.

Con base en lo anterior, el presente estudio esta orientado a analizar el papel que
tiene la timulina en la regulacion de la liberacion de la FSH y LH en cultivos de células
de adenohipdfisis obtenidas de ratas adultas hembras o machos, mantenidas bajo las
mismas condiciones experimentales, y evaluar 'si sus efectos son regulados por los

esteroides sexuales.
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MARCO TEORICO
EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS

El hipotdlamo y la hipdfisis conforman una unidad funcional cuya comunicacion se
establece por diversas hormonas peptidicas secretadas por el hipotdlamo y que acttan
sobre la hipdfisis. Esta unidad funcional participa de manera fundamental en la

regulacién del sistema enddcrino.
Hipotalamo

En el Sistema Nervioso Central existen grupos de neuronas especializadas que secretan
GnRH (pyro-Glu*-His*-Trp*-Ser*Tyr>-Gly®-Leu’-Arg®-Pro’>-Gly'°-NH,) (Fink, 1988). Estas
neuronas forman redes laxas y difusas que se localizan desde la banda diagonal de
Broca hasta el area septal (que incluye el nlcleo septal triangular y medial), el nicleo
de la estria terminal y en el hipotalamo el nicleo periventricular, las areas predptica
medial y lateral, el drea hipotaldmica anterior y la zona retroquiasmatica, ademas del

hipotalamo lateral y el nucleo supradptico (Silverman y col., 1994) [Figura 1].

La mayon'é de las neuronas que sintetizan la GnRH (GnRHérgicas) proyectan sus
axones hacia la eminencia media donde la hormona es liberada de manera pulsatil en
los capilares que conforman el sistema porta hipotalamo-hipofisario (Fink, 1988;
Merchenthaler y col., 1989; King y Rubin, 1995), hasta llegar a la hipdfisis anterior
(adenohipdfisis). La GnRH al unirse a sus receptores membranales en los gonadotropos
desencadena una cascada de sefales intracelulares que culminan con la sintesis y
liberacion pulsatil de la FSH y LH (Fink, 1986, 1988; Everett, 1994; Silverman y col.,
1994) [Figura 2]. Otras neuronas GnRHérgicas ubicadas en el area septal-predptica
establecen sinapsis con neuronas localizadas en diversas regiones del Sistema Nervioso

Central como son el drgano vasculoso de la lamina terminal, la amigdala, el area
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tegmental ventral, el cerebro medio, el rafé, la substancia gris periacueductal, el

hipocampo y bulbo olfatorio (Silverman y col., 1994; Palkovits, 2000).

Figura 1. Plano sagital medial del cerebro de un cobayo que muestra los diferentes
grupos de neuronas GnRHérgicas indicadas con simbolos geométricos, las rutas de las
fibras estan indicadas por flechas y las terminales por asteriscos. AC: comisura anterior;
an: nlcleo arcuato; CC: cuerpo calloso; db: banda diagonal de Broca; F: fornix; FR:
fasciculo retroflexo; ipn: nlcleo interpeduncular; LV: ventriculo lateral; mb: cuerpos
mamilares; me: eminencia media; mhn: habénula medial; mpoa: area predptica
medial; msn: septo medial; OC: quiasma 6ptico; o. tub: tubérculo olfatorio; ovit:
drgano vasculoso de la lamina terminal, pscn: nlcleo supraquiasmatico predptico; rn:
nucleo rojo; scn: nucleo supraquiasmatico; vmn: nlcleo ventro medial; vta: area
tegmental ventral; IIIV: tercer ventriculo; IIIN: nervio oculomotor (Tomado de
Silverman y col., 1994).

En el hipotdlamo se describe la existencia de dos centros de regulacion de la
secrecion de las gonadotropinas: un centro tonico formado por las neuronas
GnRHérgicas que se localizan en los nucleos ventromedial y arcuato, que regula la
secrecion continua de la hormona, y un centro fasico ubicado en el area predptica, el
nucleo supraquiasmatico y el hipotalamo anterior, que regula la secrecion preovulatoria
de la GnRH (Fink, 1986, 1988; Blake, 1999).
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Figura 2. Esquema que muestra la conexion anatdmica del hipotdlamo con la hipdfisis a
través del sistema porta hipotalamo-hipofisario. En el hipotalamo, las neuronas liberan
la GnRH que pasa por el sistema porta y llega a la hipdfisis (Tomado de Halasz, 2000).

La secrecidn de la GnRH es regulada por numerosas sefiales nerviosas y por las
variaciones que ocurren en la concentracion plasmatica de los esteroides sexuales.
Segun Hrabovszky y col. (2001) y Kallo y col. (2001) las neuronas GnRHérgicas
presentan receptores de estrégenos del tipo B, pero no los del tipo «. Belsham y col.
(1998) describen la presencia de receptores nucleares de los andrdgenos. Segin
Dufourny y Skinner (2003) las células GnRHérgicas carecen de receptores de
progesterona, pero poseen receptores de la alopregnenolona, hormona que se produce
por el metabolismo local de la progesterona, la cual modifica rapidamente la actividad
de la neurona GnRHérgica (Rgnnekleiv y Kelly, 2005). Diversas neuronas localizadas
dentro y fuera del hipotalamo hacen sinapsis con neuronas GnRHérgicas. La
comunicacién interneuronal se realiza por diversos neurotransmisores (catecolaminas,
acetilcolina, serotonina y GABA) y neuropéptidos (NPY, SP, SR y neurotencina), los
cuales participan en la regulacion de la secrecién de GnRH (Fink, 1986, 1988; Kordon y
col., 1994; Silverman vy col., 1994).
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Hipofisis

La hipdfisis se localiza por debajo de la base del encéfalo al que esta unida por el tallo
pituitario. Este organo descansa en la silla turca del hueso esfenoides y esta rodeada
por la duramadre que penetra profundamente (Stevens y Steven, 1995; Fink, 2000;
Ross y col., 2005).

Desde el punto de vista anatdmico, en la hipdfisis se describen cuatro zonas. 1) la
pars anterior o distal, que junto con la pars intermedia forman la adenohipdfisis, que es
la que ocupa la mayor parte de la glandula. 2) la pars tuberalis, una proyeccion de la
adenohipdfisis que se extiende hacia arriba siguiendo la parte anterior y lateral del tallo
pituitario, donde se observan los vasos sanguineos del sistema porta hipofisario. 3) la
pars intermedia, cuyo desarrolio varia en las especies estudiadas. 4) la pars posterior o
nerviosa (neurohipdfisis) cuya localizacion también varia con las especies estudiadas
(Stevens y Steven, 1995; Fink, 2000; Ross y col., 2005).

Desde el punto de vista embrioldgico, la neurohipdfisis es una proyeccion de tejido
nervioso que se origina del piso del diencéfalo (region infundibular de origen
neuroectodérmica), mientras que el resto de la gléndula proviene del techo de la faringe
(bolsa de Rathke) (Fink, 2000; Geneser, 2000; Ross y col., 2005).

En la adenohipdfisis se describe la presencia de diferentes tipos celulares que se
han clasificado en células cromdfilas, porque su citoplasma tiene afinidad por el color y
en las células cromdfobas, las cuales no se tifien. Las células cromdfilas se clasifican,
con base en la afinidad de los granulos por los colorantes acidos (alfa) o basicos (beta),
y son llamadas aciddfilas o basodfilas, las cuales secretan siete hormonas que se enlistan
en el Cuadro 1 (Stevens y Steven, 1995; Ross y col., 2005).



Cuadro 1. Tipo celular y hormonas secretadas por la hip&fisis.

Tipo celular Colorante Abundancia Grdnulos | Hormona Funcion
de que
secrecion secreta
Células aciddfilas
Somatotrofica | Naranja G 50% 300-400 nm GH Promueve el crecimiento en todas las células del cuerpo: hueso, mudsculo, corazén,
(PAS-) cerebro, etc, Su efecto no es directo, es mediado por somatomedinas y factores de
crecimiento.
Lactotrofica Naranja G 20%-50% 400-700 nm PRL Es esencial para iniciar la sintesis de leche en la glandula mamaria. También
(PAS-) (aumenta 300-500 nm participa en funciones relacionadas con el crecimiento, la osmoregulacion, el
Eritrosina  de durante la metabolismo de grasas y carbohidratos, la reproduccion y la conducta parental.
Herlant gestacion)
Células baséfilas
Tirotrdfica Aldehido- 5% 140-200 nm TSH Estimula la secrecidn de tiroxina y triyodotironina en la gidndula tiroides.
tionina (PAS+)
Gonadotréfica | Aldehido- 5% 200-250 nm FSH Promueve el desarrollo del gameto y la secrecidn de las hormonas gonadales. En
tionina (PAS+) la hembra estimula el crecimiento de los foliculos ovaricos, promueve el desarrollo
del ovocito y la secrecidn de estrégenos. En el macho estimuia la produccién de
espermatozoides y la secrecidn de la inhibina por su accidn en las células de
Sertoli.
En la hembra estimula la ovulacion y la secrecidn de progesterona por el cuerpo
LH lateo en el ovario. En el macho estimula las células de Leydig para secretar
andrégenos como la testosterona.
Corticotrofica Hematoxilina 20 % 100-200 nm ACTH Estimula la sintesis y liberacién de las hormonas glucocorticoides (cortisol,
(PAS+) corticosterona, etc) en la corteza adrenal.
Melanotréfica | Aldehido- MSH Actiia en los melanotrofos de anfibios y estimula el cambio del color de la piel. La

tionina (PAS+)

MSH tiene varias formas las cuales son similares en estructura a la ACTH. o-MSH

funciona como un neuropéptido e influye en la memoria.

PAS: acido peryddico de Shiff

09UD |, 0IUTHL,
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En la adenohipofisis también se sintetiza el polipéptido proopiomelanocortina
(POMC) a partir del cual, por efectos enzimaticos, se obtienen las siguientes hormonas
peptidicas: ACTH, o-MSH, B-MSH, y-MSH, el CLIP, B-lipotropina y p-endorfina. La B-
endorfina tiene efectos analgésicos y participa en la regulacion del aprendizaje, la
memoria, alimentacién, termorregulacién, presion arterial y conducta reproductiva
(Stevens y Steven, 1995).

LaFSHylaLH

La GnRH estimula la secrecion de las gonadotropinas las cuales llegan a las génadas por
el torrente sanguineo y se unen a sus receptores de membrana presentes en algunas de
las células que conforman a los ovarios y testiculos. En el ovario, la FSH estimula el
crecimiento vy la diferenciacion de los foliculos, mientras que la LH induce la ruptura del
foliculo con la liberacién del ovocito (ovulacién) y la formacion del cuerpo liteo. Ambas
gonadotropinas participan en la regulacion de la esteroidogénesis (Fink, 1986, 1988;
Everett, 1994). En el testiculo, la FSH estimula la produccién de espermatozoides
(espermatogénesis), mientras que LH actla sobre las células de Leydig donde estimula
la secrecidn de testosterona (Dorrington y Armstrong, 1975; Pedernera, 1993; Gore-
Langton y Armstrong, 1994).

La FSH y LH son hormonas glicoprotéicas sintetizadas por la adenohipdfisis y estan
formadas por dos cadenas polipeptidicas (subunidad o y B) cuya sintesis es codificada
por genes diferentes (Haisenleder y col., 1994). La cadena o es idéntica en ambas
gonadotropinas, mientras que la B es especifica para cada hormona (Pierce y Parsons,
1981; Gharib y col., 1990; Bousfield y col., 1994).

En la rata, el contenido del ARNm de la cadena o aumenta a las 8:00 h en el
diestro 2 (ver seccion ciclo estral), alcanza su valor maximo a las 20:00 h, declina

abruptamente a la media noche y permanece bajo durante las etapas del proestro, estro
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y diestro 1 (Zmeili y col., 1986; Haisenleder y col., 1994). En cambio, el contenido en
ARNm de la cadena B de LH es bajo en el dia del estro y diestro 1, incrementa a las
8:00 h del diestro 2, después disminuye y permanece asi hasta la mafiana del proestro
(Zmeili y col., 1986). A las 14:00 h del dia del proestro se presenta un segundo
aumento que alcanza la maxima concentracion a las 17:00 h y después declina
rapidamente. A las 22:00 h del proestro la concentracion de ARNm es similar a las del
estro y diestro 1. El contenido en ARNm de la cadena B de FSH aumenta a partir de las
20:00 h del dia del proestro, alcanza el maximo a las 2:00 h del estro, retorna a
concentraciones basales a las 8:00 h, permanece bajo hasta las 20:00 y aumenta a
partir de las 23:00 h del mismo dia y permanece elevado hasta la tarde del diestro 1,
mientras que en el diestro 2 las concentraciones son menores que las observadas en los

dias del proestro y estro (Ortolano y col., 1988; Haisenleder y col., 1994).

Después de la sintesis del ARNm que codifica para las subunidades p de FSH y LH,
asi como la subunidad o comun, la sintesis de las hormonas polipeptidicas se lleva a
cabo en los ribosomas. La estructura polipeptidica resultante es transportada al aparato
de Golgi, donde suceden las modificaciones post-transduccionales que consisten en la
glicosilacion (adicion de acido sialico, entre otros carbohidratos, a las subunidades
proteicas o y B) especifica de cada gonadotropina y la sulfatacion en el caso de la
subunidad B de la LH. La adicidn de acido sidlico a los carbohidratos terminales de las
moléculas se realiza en la region “trans” del aparato de Golgi por un grupo de enzimas
que pertenecen a la familia de las glicosiltransferasas, denominadas sialiltransferasas
(Hirschberg y Snider, 1987; Baenziger y Green, 1988).

Tanto la FSH como la LH presentan isoformas que se explican por la presencia de
grandes cantidades de acido sialico (monosacarido con carga eléctrica negativa), lo que
ocasiona diferencias en el punto isoeléctrico y el peso molecular. Esta heterogeneidad
en las formas moleculares influye en su vida media, en la capacidad de interaccionar

con su receptor y en el potencial bioldgico evaluado i vivo e in vitro (Dufau y Veldhuis,
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1987; Wilson y col., 1990; Ulloa-Aguirre y col., 1995).

Las isoformas acidas de la FSH y LH predominan en la circulacidon sanguinea
cuando la concentracion de esteroides gonadales es baja, como ocurre en los animales
castrados y en las mujeres menopausicas. Estas formas acidas tienen una actividad
biolégica baja y una vida media larga. Las isoformas basicas de las gonadotropinas
predominan en la etapa periovulatoria y tienen mayor afinidad por su receptor, pero son

eliminadas mas rapidamente (Dufau y Veldhuis, 1987; Ulloa-Aguirre y col., 1995).

En la rata hembra los pulsos de amplitud baja de GnRH elevan los ARNm de las
subunidades B de la FSH o LH, mientras que los pulsos con amplitud alta incrementan el
ARNm de subunidad o (Haisenleder y col., 1990).

Las hormonas esteroideas secretadas por las gonadas

Todas las hormonas esteroides se originan a partir del colesterol que las células
obtienen de la sangre a partir de lipoproteinas, del almacenado bajo la forma de ésteres
o de la sintesis de novo a partir de acetato. En la esteroidogénesis ovarica participan
células de la teca interna, de la granulosa, del cuerpo liteo y la glandula intersticial. En
las células de la teca la LH induce la transformaciéh de colesterol a pregnenolona. A
partir de la cual la biosintesis sigue dos vias diferentes: la delta ® (A%) y la delta * (A%.
En la via A* la pregnenolona es transformada a progesterona por un complejo
enzimatico microsomal, la 3p-HSD. En la via A® la pregnenolona, por efecto del complejo
17a-hidroxilasa y Ci7p0 liasa (citocromo P C17), se transforma en la 17a-
hidroxipregnenolona y posteriormente en dehidroepiandrosterona (Pedernera, 1993;
Gore-Langton y Armstrong, 1994) [Figura 3].

10
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@ CELULA DE LA TECA
C‘P P c Colesterol 3B-Hidroxiesteroide \
deshidrogenasa

Pregnenolona Progesterona

17a-Hidroxilasa
17-Hidroxipregnenolona ——17-Hidroxiprogesterona
Cir.ooliasa
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Figura 3. Accién de las gonadotropinas en las células de la teca y de la granulosa. Ruta
de biosintesis de las hormonas esteroides (Modificado de Gore-Langton y Armstrong,
1994).
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En la via A% por efectos de la enzima 17a-hidroxilasa, la progesterona es
transformada en 17a-hidroxiprogesterona, la cual es convertida en androstenediona por
accién de la Cy7.p0 liasa, la cual por accion de la 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa se
convierte en testosterona. Ambos andrdgenos (androstenediona y testosterona)
atraviesan la membrana basal y son incorporados al citoplasma de las células de la
granulosa. En estas células la FSH incrementa la actividad del complejo enzimatico
aromatasa, lo que provoca que los andrdogenos sean aromatizados a estrégenos

(Pedernera, 1993; Gore-Langton y Armstrong, 1994).

Conforme el foliculo madura, las células de la granulosa adquieren receptores de la
LH por la accion sinérgica de la FSH y los estrogenos. El incremento en las
concentraciones en suero de los estrogenos sensibiliza a la hipdfisis al efecto de la
GnRH, provocando un aumento brusco de la concentracion de LH (pico preovulatorio)
que culmina con la ovulacién (Fink, 1986; Dominguez y col., 1991; Gore-Langton y
Armstrong, 1994).

En el testiculo también existen las dos vias de sintesis de hormonas esteroides. La
sintesis de testosterona se realiza en las células de Leydig, mientras que la produccién
de estradiol ocurre en las células de Sertoli (Dorrington y Armstrong, 1975; Pedernera,
1993; Gore-Langton y Armstrong, 1994).

Ciclo estral en la rata

La receptividad sexual de la rata hembra se presenta cada cuatro o cinco dias y el
intervalo entre cada dia de receptividad recibe el nombre de ciclo estral. Lo mismo
ocurre con el proceso de ovulacion y en ese caso se habla del ciclo ovulatorio que tiene
la misma duracion. A lo largo del ciclo estral hay cambios en la conducta sexual de la
hembra que aseguran su maxima receptividad durante la etapa ovulatoria. Su duracion

es regulada por variaciones en la intensidad de la luz, por la ingesta de alimento, la

12
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temperatura y la presencia del macho (Fink, 1986, 1988; Freeman, 1994).

El término “estro” proviene del latin oestrus y este a su vez del griego oistros, que
significa tabano, aguijon o frenesi. Para su estudio, al ciclo estral se le divide en cuatro
etapas: diestro 1 o metaestro, diestro 2, proestro y estro [Figura 4]. La duracion
promedio de cada etapa es: diestro 1 de 6 a 8 horas, diestro 2 de 55 a 57 horas,
proestro de 12 a 14 horas y estro de 25 a 27 horas (Fink, 1988; Freeman, 1994).

Diestro 1 (metaestro): esta etapa se presenta después de la ovulacion y se le
describe como una etapa progestacional, ya que existe un incremento en la secrecion
de progesterona por parte del cuerpo lGteo. En el frotis vaginal el tipo celular
predominante son los leucocitos y también se observan algunas células cornificadas o
escamadas. lLas concentraciones de FSH, LH y estradiol en suero son bajas y hacia el

final de esta etapa aumenta la secrecion de estradiol (Ruiz, 1988; Freeman, 1994).

Diestro 2: si no se presenta la fecundacion en esta etapa hay una rapida involucién
funcional o lisis del cuerpo liteo. La concentracién de progesterona en la circulacién
sanguinea disminuye. Los cuernos uterinos son pequeiios y se presentan levemente
contraidos. La citologia vaginal muestra leucocitos y aparecen algunas células epiteliales
nucleadas en una mucosa muy delgada. Las concentraciones de FSH y LH son bajas y la
liberacion de estradiol sigue en aumento debido al estimulo de la enzima aromatasa
inducido por la FSH en las células de la granulosa en el ovario (Ruiz, 1988; Freeman,
1994).

Proestro: en este dia se anuncia el préximo celo o "calor". En el frotis vaginal se
observan predominantemente células epiteliales nucleadas y ocasionalmente escamas
(células epiteliales que pierden el nucleo). En la mafiana de este dia se observa un
aumento significativo de la concentracion de estradiol, la cual es fundamental como
estimulante de la secrecidn de la GnRH, lo que resulta en un aumento de la liberacion

13
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de fa FSH y LH (14:00-15:00 h). En la tarde (17:00-19:00 h) la concentracién de la LH
presenta un pico, lo que induce a la ovulacion algunas horas después. Al igual que la
LH, la FSH presenta su maxima liberacién por la tarde (17:00-19:00 h). En esta etapa se
inicia el incremento en la concentracion de progesterona, lo que favorece la ovulacion y

facilita el comportamiento estral (Ruiz, 1988; Freeman, 1994).

Estro: en esta etapa se

49

presenta el celo, la cdpula y la o progesterona (ng/imi)

20 -4

ovulacion. En la madrugada de

este dia ocurre la ovulacion. En el i prolactina (ng/ml)
60 -

frotis vaginal se observan o 1

predominantemente células S

epiteliales cornificadas y el Gtero 1 17B-estradiol (pg/mi)

incrementa su tamafo. Las

concentraciones de la LH y del 2
10
estradiol disminuyen a valores A
, 3 -
basales. La concentracion de FSH . LH (og/ml
presenta un segundo pico en la 5 4
-~ , 5 "
manana, cuyo papel seria
A gttt bt
reclutar a los foliculos que w4 FSH (ng/ml)
ovularan en los siguientes ciclos ] W\__.__/V\.
1 "
. . T ST T
(RUIZ, 1988, Freeman, 1994)- 1317 20010505 1317 2601 0509 131721 0105091317 21 01 050913
osteo diesteo 1 diestro 2 proestzo estro

Figura 4. Perfl de las concentraciones
plasmaticas de progesterona, prolactina, 17p-
estradiol, LH y FSH durante los cuatro dias del
ciclo estral en la rata (Tomado de Freeman,
1994).
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En las ratas con ciclo de cuatro dias, el patron de la concentracion de testosterona
y androstenediona es similar al del estradiol (Dupon y Kim, 1973; Gay y Tomacari,
1974). La concentracidén de progesterona muestra un pico en la tarde-noche (17:00 h)
del proestro y uno segundo pico que inicia al medio dia del diestro 1 y contintia en la
madrugada del diestro 2, llegando a concentraciones basales en la mafana de este dia
(Eto y col., 1962; Hashimoto y col., 1968; Freeman, 1994).

Regulacion de la secrecion de FSH y LH en la hembra

En la rata, la liberacién preovulatoria de las gonadotropinas es el resultado del
incremento en la frecuencia y amplitud de los pulsos de secrecion de la GnRH al sistema
porta, asi como del aumento progresivo en la sensibilidad de los gonadotropos a dicha
hormona (Fink, 1986, 1988; Gore-Langton y Armstrong, 1994), la cual se explica por un
aumento en el nimero de receptores de GnRH en los gonadotropos que se presenta en
la tarde del diestro 2 y se mantiene hasta que se presenta el pico de LH en la tarde del
proestro (Clayton y col., 1980; Savoy-Moore y col., 1980; Clayton y Catt 1981).

En la mujer y la rata, el aumento preovulatorio en la concentracion de estradiol en
plasma es esencial para la iniciacion y mantenimiento del incremento en la respuesta de
la hipdfisis a la GnRH. Tanto la GnRH como la progesterona amplifican la respuesta de
los gonanotropos (Fink, 1988). La pre-sensibilizacion de los gonadotropos por los
estrogenos resulta en un aumento inicial de la liberacién de las gonadotropinas como
respuesta al incremento de GnRH (Blake, 1999). En cambio, los andrégenos reducen la
respuesta de la LH y tienen un efecto facilitador en la respuesta de FSH a la GnRH
(Fink, 1988).

En la rata en diestro 2, el estradiol ejerce un efecto estimulante en la liberacion de
LH, ya que la administracion de inhibidores de estrégenos o antisueros anti-estradiol,

bloquean la liberacion preovulatoria de LH que normalmente ocurre en proestro
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(Freeman, 1994). En este dia la concentracion nuclear y total del complejo estradiol-

receptor en la hipofisis es mayor que en cualquier otro dia del ciclo (Fink, 1988).

La presencia de progesterona en el dia del proestro juega un papel dual en el
control de la liberacion de la LH durante el ciclo estral, ya que en la tarde del proestro
sensibiliza la hipdfisis a los efectos de la GnRH y posteriormente inhibe su respuesta. En
células de hipdfisis de rata o en ratas en las cuales el tallo hipofisario ha sido cortado,
los estrdgenos y la progesterona facilitan la respuesta de la hipdfisis por una accion
directa en los gonadotropos. Los receptores de progesterona en hipofisis son
dependientes de estrogenos (Fink, 1988).

En la rata, el segundo pico espontaneo en la concentracion de FSH ocurre
alrededor de 11 horas después de la liberacidon preovulatoria de la LH (Fink, 1988) y es
independiente del estimulo de la GnRH, ya que la administracion de un antagonista a
GnRH en la tarde del proestro bloquea la liberacion de FSH que ocurre en este dia, pero
no la que se libera en el estro (Condon y col., 1984; Schwartz y col., 1985; Freeman,
1994).

Participacion de los esteroides sexuales en la regulacion estimulante e
inhibitoria de la secrecion de FSH y LH

Los esteroides sexuales regulan la secrecion hormonal por mecanismos que estimulan o
inhiben la sintesis y liberacion de las gonadotropinas y sus efectos dependen de la dosis,

el tiempo de exposicion y la secuencia de la administracion.

La gonadectomia resulta en el aumento de la concentracion de LH en la hipdfisis y
en el plasma (Yamamoto y col.,, 1970; Schwartz y McCormack, 1972; Tapper y col.,
1972; Freeman, 1994). La respuesta de la hipdfisis a la falta de las génadas ocurre mas

lentamente en la hembra que en el macho. En la hembra la respuesta inicial a la
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ovariectomia se presenta por el incremento en la frecuencia de los pulsos de GnRH y un

aumento en los receptores en la hipofisis (Katt y col., 1985; Freeman, 1994).

En la hipdfisis de la rata, la ovariectomia ocasiona drastico aumento en la
expresion del ARNm de la subunidad o de las gonadotropinas y menor expresién en el
ARNm de la subunidad B de la LH (Corbani y col., 1984; Freeman, 1994). El tratamiento
con estradiol induce un incremento en la concentracién del ARNm de la subunidad o y
no modifica el de la subunidad B (Haisenleder y col., 1988). El tratamiento con estradiol
y progesterona disminuyen la concentracion de LH en suero y también de los ARNm de
la subunidades o y B de la LH en la hipdfisis (Corbani y col., 1990; Freeman, 1994).

Los estrégenos estimulan la liberacién de GnRH, ya que su inyeccidn resulta en el
aumento de la frecuencia y magnitud de los pulsos del decépéptido (Fink, 1988) y

aumentan el nimero de receptores de GnRH en los gonadotropos (Blakey, 1999).

En la rata ovariectomizada, la baja concentracion de LH después de Ila
administracion de benzoato de estradiol (Oshima y col., 1978), es reflejo de la
disminucién en la frecuencia (Weick y Noh, 1984) y la amplitud de los pulsos de dicha
hormona (Gallo y Moberg, 1977). La administracidon de progesterona a ratas castradas
sin un pretratamiento con estradiol, no maodifica la concentraciéon de LH (Caligaris y col.,
1971; Tapper y col., 1972; Swerdloff y col., 1972; Freeman, 1994), lo que se explica
porque los receptores de progesterona en el hipotalamo y en la hipdfisis son estrégeno-
dependientes (Fink, 1988). En cambio, en ratas ovariectomizadas y tratadas con
estrogenos, la administracion de progesterona disminuye la concentracion de LH en
comparacion a los animales castrados que solo fueron tratados con estrégenos
(Caligaris y col., 1971; Freeman, 1994).

En estudios /n vitro, el agregado de estradiol al medio de cultivo estimula la

secrecion de la FSH y LH por su accion directa en la hipofisis y la progesterona potencia
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el efecto estimulante del estradiol (Drouin y Labrie, 1981).

En cultivos de células de adenohipdfisis de rata, la liberacidn basal y estimulada de
las gonadotropinas por la GnRH es amplificada por la adicion de estradiol (Drouin y
Labrie, 1976), mientras que en cultivos de fragmentos de hipdfisis, el agregado de
estradiol al medio resulta en el aumento del ARNm de la subunidad 8 de LH (Shupnik y
col., 1989; Freeman, 1994). También se ha observado que las células de hipdfisis
obtenidas durante el proestro son mas receptivas al tratamiento con GnRH (Baldwin y
Downs, 1981; Freeman, 1994).

Los esteroides ovaricos incrementan el nimero de receptores de GnRH en la
hipdfisis (Clayton y col., 1980; Savoy-Moore y col., 1980; Clayton y Catt 1981; Freeman,
1994). En cultivos de hipdfisis obtenidas de rata hembra prepiber, el agregado de
progesterona al medio de cultivo resulta en una disminucion en la secrecion de las
gonadotropinas, lo que se explica por la disminucion del nimero de receptores de GnRH
provocado por la progesterona (Conn y col., 1984; Witcher y col., 1984; Freeman, 1994;
Janovick y Conn, 1996).

Regulacién neuroendécrina del eje hipotalamo-hipéfisis en el macho

La liberacién de la FSH y LH en la rata macho, a diferencia de la hembra, es de tipo
ténica (secrecion pulsatil y constante). Tanto en la rata como en el hombre se presentan
dos o mas pulsos de LH, antes de que ocurra un incremento en la secrecion de
testosterona (Veldhuis y col., 1987). Este aumento de LH declina inmediatamente, sin
embargo, la testosterona permanece elevada por un periodo mas largo tanto en el
hombre (10 a 20 min) como en la rata (3-6 h) (Blake, 1999).

En el hombre existe un ritmo circadico en la secrecion de testosterona con

aumento en la noche que es acompanado de un incremento en la amplitud de los pulsos
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de LH (Boyar y col., 1974; Kapen y col., 1974; Veldhuis y Johnson, 1988; Veldhuis y
col., 1990).

Los andrdgenos regulan de manera inhibitoria la secrecién de la FSH y LH, ya que
suprimen los pulsos de GnRH en el hipotdlamo y la capacidad de respuesta de los

gonadotropos (Marynick y col., 1979; Blake, 1999).

La adenohipdfisis en el macho contiene receptores de estrégenos, y la inyeccion
del esteroide puede suprimir la liberacion de LH inducida por GnRH. En el hipotalamo se
producen considerables cantidades de estrégenos por la aromatizacion de los
androgenos. Tanto los estrégenos de origen hipotalamico como los de origen sistémico
pueden actuar directamente sobre los gonadotropos en donde suprimen la liberacion de
la LH inducida por la GnRH. Estudios recientes muestran que la adenohipdfisis de raté

contiene a la enzima aromatasa (Galmiche y col., 2006).
Caracteristicas del timo

El timo es un drgano linfoepitelial primario del sistema inmunoldgico, en el que se lleva
a cabo la diferenciacién y maduracion de los linfocitos T (Roitt y col., 1993; Geneser,
2000; Ross y col., 2005).

En los mamiferos, el timo es un érgano de forma triangular, bilobulado, de color
gris rosaceo. Esta ubicado en el térax, inmediatamente por detras de la parte superior
del esterndn, con la base apoyada en el corazén, el apice dirigido hacia el cuello y
delante de las venas tiroideas inferiores, la trdquea y los grandes vasos incluyendo el
cayado adrtico (Bellanti, 1987; Geneser, 2000; Ross y col., 2005) [Figura 5].
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Figura 5. Esquema que muestra la ubicacion anatdmica del timo en el ratdn.

Cada uno de los lébulos del timo esta formado por una matriz de células epiteliales
dispuestas en forma de red (células reticulo-epiteliales), entre las cuales se depositan
los linfocitos. Este drgano presenta una organizacion cortico-medular y sus Iébulos estan
rodeados por una capsula de tejido conectivo derivado del mesénquima, la cual se
extiende hacia el interior de los I6bulos formando tabiques que lo dividen en lobulillos.
Cada lobulillo presenta una corteza rica en linfocitos y una médula con menor densidad
de éstos. En la médula se encuentra un elemento estructural llamado corpusculo de
Hassall que es un agrupamiento de células reticulo-epiteliales engrosadas y dispuestas
concéntricamente (Bellanti, 1987; Roitt y col., 1993; Bergman y col., 1998; Geneser,
2000; Ross y col., 2005) [Figura 6].
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Figura 6. Esquema que muestra la histologia del timo y su organizacién cortico-
medular (Tomado de Bellanti, 1987).

El timo crece desde el nacimiento hasta la pubertad, momento en el que comienza
un proceso de involucion, denominado “involucion fisioldgica”. Esta disminucion se debe
principalmente al decremento en la proliferacién de linfocitos en la corteza, en respuesta
al incremento en las concentraciones de las hormonas sexuales en el plasma,
caracteristico de esta etapa. A medida que avanza el proceso de involucidn, el tejido
adiposo aumenta y cuando el animal llega a la vejez sélo se observa un pequefio
cumulo en lugar del timo (Aboussaouira y col., 1989; Roitt y col., 1993; Geneser, 2000)

[Figura 7].
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" Figura 7. Representacion grafica y esquematica que muestra los cambios en peso y
composicion del timo humano durante el proceso de involucién (Tomado de Bellanti,
1987).

Las células reticulo-epiteliales sintetizan hormonas polipeptidicas a las que se les
ha llamado timosinas, que estimulan la maduracion y diferenciacion de los linfocitos T
(Goldstein, 1984).

De las hormonas timicas, la TF-5 es un extracto timico que esta compuesto por
una familia de péptidos (40-50) clasificados con base en su punto isoeléctrico (pI) en:
timosina a1, a5 y a7 (pI por debajo de 5), timosina 81, 83, B4, B7, Bg, Bg y 819 (pI 5-
7), y timosina y (pI por arriba de 7) (Goldstein y col., 1981; Low y Goldstein, 1984).

Otras de las hormonas sintetizadas por el timo son el THF, la timulina o FTS, la
timoestimulina, la timopoietina y el TFX (Goldstein y col., 1981; Low y Goldstein, 1984).

La concentracion de las timosinas en la sangre, junto con la inmunidad que

depende del timo, disminuye con la edad de los individuos de manera paralela con el

proceso de involucién del drgano [Figura 8].
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Figura 8. Representacidn grafica y esquematica que muestra el proceso de involucion
del timo en el humano el cual se acompafia de la disminucién en la concentracion de
timosinas en el plasma y la disminucidn de la inmunidad dependiente del organo

(Modificado de Bellanti, 1987).
Relaciones neuroenddcrinas entre el timo y el sistema reproductor

La primera evidencia de una interaccion entre el sistema reproductor y el timo fue la
aportada por Calzolari en 1898, quien describid en el conejo que la castracion
ocasionaba hipertrofia del timo. Varias décadas después, esta relacion fue apoyada por
los resultados obtenidos por diversas manipulaciones experimentales y los cambios

funcionales y anatémicos del timo durante la vida de los animales tales como:
> El timo comienza a involucionar durante la pubertad como respuesta al

incremento de las concentraciones plasmaticas de las hormonas sexuales que
ocurren en esta etapa. También se ha descrito que cuando se administra
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progesterona, estrogenos o testosterona se provoca la involucion del drgano
(Grossman, 1984; Fitzpatrick y col., 1985; Roitt y col., 1993).

> la involucion del timo se acelera durante la prefiez, lo que se atribuye al
aumento de las concentraciones plasmaticas de progesterona y corticosterona
durante este periodo (Carter, 1976; Chambers y Clarke, 1979; Grossman, 1984).

> La castracion antes de la pubertad, retarda el proceso de involucidon del timo,
mientras que en el animal adulto la extirpacion de las gdnadas induce su
hipertrofia (Janardana Sarma y Sirsi, 1961; Grossman, 1984, 1985; Fitzpatrick y
col., 1985; Rosas y col., 1992).

> En las células reticulo-epiteliales del timo existen receptores especificos de las
hormonas sexuales y a la GnRH (Sholiton y col., 1980; Grossman, 1984; Morgan
y Grossman, 1985; Marchetti y col., 1989a).

> La inyeccion de antagonistas a la GnRH promueve la involucidn del timo. Al
parecer esta hormona estimula el desarrollo y mantenimiento del epitelio timico
(Marchetti y col., 1989b, 1990).

Los modelos bioldgicos mas utilizados en el estudio de la vinculacion del timo con
los mecanismos que regulan la funcién reproductora han sido los ratones
congénitamente atimicos y los hipotimicos, asi como la rata y el ratén timectomizados al

nacimiento o a los 10 dias de edad.

El ratdon nu/nu es un mutante que se caracteriza por ser alopécico y
congénitamente atimico, presenta retraso en la edad de la apertura vaginal (pubertad),
baja fertilidad (Flanagan, 1966; Besedovsky y Sorkin, 1974; Rebar y col., 1981b), poco

desarrollo del ovario con foliculogénesis anormal y reduccion del nimero de foliculos en

24



Marco Tedrico

crecimiento (Lintern-Moore y col., 1976; Lintern-Moore y Pantelouris, 1975; Lintern-
Moore, 1977); en la etapa prepuberal las concentraciones plasmaticas de GnRH, FSH,
LH, GH, estradiol, progesterona y testosterona son menores que las del animal normal |
(Shire y Pantelouris, 1974; Rebar y col., 1981b; Chesnokova y col., 1983).

En el ratén congénitamente atimico recién nacido, el injerto de timo previene la
disminucidn en las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas, normaliza la funcién
endocrina de las gonadas y los animales son fértiles (Rebar y col., 1980; Chesnokova y
col., 1983).

En la década de los ochentas, en una colonia de ratones CD1 de la FES-Zaragoza
aparecié un mutante alopécico con alteraciones en el desarrollo del timo, que se
manifiestan después de los 10 dias de vida postnatal. En la etapa adulta, el peso del
organo es menor en un 50% que el de un ratén normal, razon por la que se le llamo
hipotimico (et/et). Este animal presenta una serie de alteraciones en el sistema
reproductor, como son: pubertad retardada; la tasa de fertilidad es similar a la de los
animales normales, aunque decrece prematuramente; tiene menor peso de los ovarios;
y baja respuesta ovulatoria frente a un estimulo gonadotrdpico (Rosas y col., 1987;
Rosas, 1990).

El analisis de la poblacion folicular de los ovarios del ratén et/et muestra que el
nimero de foliculos es menor que en el normal, aunque los foliculos crecen con la
estimulacion gonadotropica, el 75% de éstos son atrésicos (Rosas e Hinojosa, 1993). En
estos animales, el injerto de un timo normal al nacimiento no previene el retardo en la
pubertad y las alteraciones ocasionadas por el decremento del timo frente al estrés
(Hinojosa, 1994; Hinojosa y Rosas, 1994).

En el raton normal, la timectomia realizada en la etapa perinatal (1-4 dias de edad)

provoca disgénesis ovarica en la etapa adulta (130 dias), caracterizada por la infiltracion
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linfocitica de los ovarios, disminucidon del nimero de foliculos, hipertrofia e hiperplasia
de las células intersticiales, proliferacion del tejido conectivo, ausencia de cuerpos liteos
o destruccion de los mismos por la proliferacion del tejido conectivo y presencia de
quistes (Nishizuka y Sakakura, 1969; Kosiewicz y Michael, 1990; Michael y col., 1990).
Estos cambios en la morfologia del ovario se acompafan de la disminucién en las
concentraciones de FSH, LH, GH, prolactina y estrogenos en el plasma (Michael y col.,
1980,1981). También se presenta retardo en la pubertad e infertilidad (Nishizuka y
Sakakura, 1969, 1971; Michael y col., 1980). Estas modificaciones se explican por una
respuesta autoinmune que da origen a la formacidn de anticuerpos antiovocitos
(Nishizuka y Sakakura, 1969, 1971; Michael y col.,, 1980; Taguchi y col., 1980;
Kosiewicz y Michael, 1990), lo cual es impedido si se realiza un trasplante inmediato de
timo (Sakakura y Nishizuka, 1972).

La extirpacion del timo en un raton de 10 dias de vida postnatal trae como
resultado retraso de la edad de la pubertad, disminucién en el desarrollo del ovario (sin
mostrar signos de disgénesis), menor numero de foliculos en crecimiento y poca

respuesta ovulatoria al estimulo gonadotropico (Garcia, 1996; Garcia y col., 2000).

En la rata hembra neonatal, la timectomia ocasiona alteraciones en el desarrollo
del ovario semejantes a las que presenta el ratdn (Lintern-Moore, 1972; Hattori y
Brandon, 1979).

Efecto de los péptidos timicos sobre el eje hipotalamo-hipéfisis-gonadas

Estudios /n vivo e in vitro muestran que las timosinas participan en la regulacion del
sistema reproductor. Rebar y col. (1981a) describen que la adicién de la TF-5 o la
timosina B4 a un sistema de perfusion de hipotalamo medio basal e hipdfisis, incrementa
significativamente la liberacion de LH. Este efecto no se observa cuando las timosinas

son administradas sélo al tejido hipofisario, mientras que en el hipotdlamo, aumentan
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significativamente la liberacion de la GnRH.

En ratones prepuberes, la administracion de TF-5 aumenta la concentracion
plasmatica de estradiol y adelanta la edad de la apertura vaginal (Michael, 1983). La
administracion de timosina B4, en el tercer ventriculo del cerebro del raton adulto,

incrementa la concentracion de LH en el plasma (Hall y col., 1985).

El medio de incubacion de timo y el medio condicionado de células reticulo-
epiteliales contienen un factor de peso molecular de 28 kD, que estimula la secrecion in
vitro de la FSH y LH e incrementa el efecto estimulante de la GnRH sobre la liberacion
de ambas gonadotropinas por las células de adenohipdfisis de rata (Mendoza y Romano,
1989; Mendoza y col., 1995).

En cultivo de células foliculares del ovario o de células de Leydig del testiculo, el
factor timico de 28 kD compite con la hCG por su receptor, lo que resulta en la
inhibicion de la produccién de esteroides (Hiriart y Romano, 1986; Pedernera y col.,
1986; Aguilera y Romano, 1989).

Estudios /n vitro muestran que las células reticulo-epiteliales del timo, provenientes
de animales castrados, liberan mayor cantidad del factor timico de 28 kD que las de los
animales intactos. Si los animales castrados fueron tratados con testosterona antes de la
obtencidn del cultivo del timo, las células reticulo-epiteliales liberan menor cantidad del

factor timico al medio de cuitivo (Reyes-Esparza y Romano, 1989).

Uzumcu y col. (1992) mostraron que el medio condicionado de células reticulo-
epiteliales del timo adicionado a un cultivo de células de la granulosa de rata prepuber,
incrementa la secrecion basal de progesterona y estradiol. Las timosinas contenidas en
el medio también estimulan la actividad aromatasa y la liberacion de ambos esteroides
en presencia o no de FSH (Uzumcu y Lin, 1994).
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En la cerda, la concentracion en plasma de timosina B4 varia durante el ciclo estral
ya que aumenta en la fase folicular y disminuye en la luteal en forma paralela con la
concentracion plasmatica de progesterona (Ford y col., 1990). En mujeres
postmenopausicas u ovariectomizadas, la concentracion de esta timosina en el plasma

€s menor que en una mujer normal (Golsteyn y Fritzler, 1987).

En el hombre, la concentracion de timosina «; en el plasma seminal es menor en

individuos infértiles que en normales (Naz y col., 1992).

Caracteristicas de la timulina

La timulina es un nonapéptido (pyro-Glu'-Ala-Lys3-Ser*-GIn>-Gly®-Gly’-Ser®-Asn®-OH)
con peso molecular de 900 daltons y pI de 7.5 (Bach y col., 1977; Goldstein y col.,
1981). Este péptido es una metaloproteina, ya que necesita de la unién con el Zn*? para
obtener su conformacién espacial que determina su actividad bioidgica e incrementa su
vida media en el plasma (Imaizumi y col., 1981; Dardenne y col., 1982, 1984, 1985;
Bach y Dardenne, 1984; Gastinel y col., 1984).

La timulina se une al Zn*’, formando dos complejos 1:1 y 1:2. Los estudios
realizados con resonancia magnética mostraron que en el complejo 1:1, una molécula
de timulina se une a una de Zn** y el enlace se presenta en el -OH del carboxilo
terminal de los aminoacidos Ser*® y -COO™ de Asn®, el cuarto ligando posiblemente es
una molécula de agua. En el complejo 1:2, una molécula de Zn** se une a dos de
timulina en los aminoacidos Ser* y Asn’ (Gastinel y col., 1984; Dardenne y col., 1985;
Cung y col., 1988). La conformacion 1:1 es la unica que es reconocida por los
anticuerpos monoclonales especificos para la timulina, ademas es la que muestra la

mayor actividad bioldgica (Imaizumi y col., 1981; Dardenne y col., 1982) [Figura 9].
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Figura 9. Esquema que muestra el complejo 1:1 de la unién timulina-Zn*? con los
aminoacidos Ser*-OH, y Ser®-OH y Asn®-COO" (Tomado de Cung y col., 1988).

En los linfocitos T se han descrito dos tipos de receptores de timulina y su unién es
especifica, saturable y reversible. La constante de disociacion de cada receptor es de
0.516+0.2 nM y 110+27.8 nM, su concentracion es de 0.186+0.045 pmol y
2.026+0.367 pmol/mg de membrana y su ndmero es de 5x10% y 8x10* receptores por
célula (Pléau y col., 1980; Gastinel y col., 1984).

Mecanismos de accion de la timulina
Los mecanismos de accién de la timulina han sido poco estudiados, aunque se describe
que en la traduccién de sefales a partir de la unién de la timulina con su receptor,

participan el AMPc, GMPc, fosfato de inositol y calcio como segundos mensajeros
(Hadley y col., 1997; Brown y col., 1998, 1999, 2000).
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La timulina al unirse al receptor de membrana activa a las proteinas G, las que a
su vez estimulan a la enzima adenilato ciclasa o guanilato ciclasa que se localizan en la
membrana celular. La adenilato ciclasa transforma el ATP en AMPc, mientras que la
guanilato ciclasa desfosforila al GTP en GMPc. Tanto AMPc como GMPc activan a las
PKs, las cuales fosforilan proteinas en la membrana celular, lo que permite la apertura
de canales idnicos y la liberacion de una hormona. Si las PKs que se localizan en el
citoplasma son activadas, entran al nucleo y fosforilan a factores de transcripcion que
regulan la expresion de genes encargados de la sintesis de una proteina como un
receptor, una enzima, hormona o neurotransmisor (Enjalbert, 1989; Hanley y Steiner,
1989).

La activacién del fosfato de inositol ocurre de manera similar a lo descrito para las
proteinas G. La proteina que se activa en la membrana es una fosfolipasa C que cataliza
la conversion de fosfatidil inositol bifosfato en el IP; y DAG. El IPs; en el citoplasma se
une a receptores especificos que se encuentran en el reticulo endoplasmico e induce la
liberacion de calcio, el cual activa PKs tipo C o Pks dependientes de calmodulina. El DAG
activa a las PKs que a su vez, fosforilan factores de transcripcion que regulan la

transcripcion génica (Enjalbert, 1989; Hanley y Steiner, 1989).

Efectos de la timulina sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas

Algunas timosinas han sido detectadas en otros 6rganos como el bazo, higado, pulmdn,
rifidn y Sistema Nervioso Central, también son producidas por macrdfagos, los cuales
estan presentes en muchos tejidos (Dalakas y col., 1984; Horecker, 1984). La timulina
es sintetizada exclusivamente por el epitelio timico, ya que se ha mostrado que en el
ratdn congénitamente atimico nu/nu dicho péptido estd ausente y en los animales
timectomizados, la timulina desaparece de la circulacidn sanguinea después de realizada
la operacion (Safieh y col., 1990). En ambos modelos experimentales, cuando se realiza

un injerto de timo o de células reticulo-epiteliales timicas, la timulina es detectada en el
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suero (Dardenne y col., 1974; Safieh y col., 1990; Hall y col., 1992).

Estudios de inmunofluorescencia realizados en el timo del ratén y en humano,
muestran [a existencia de una union especifica del anticuerpo anti-timulina con las
células reticulo-epiteliales de este d6rgano y la mayor cantidad se observa en los
corpusculos de Hassall (Monier y col., 1980; Jambon y col., 1981; Savino y col., 1982).

La concentracion plasmatica de la timulina varia a lo largo de la vida del individuo.
En el ratdn, la timulina se ha detectado desde los 14 dias de vida intrauterina y su
concentracidn en plasma se mantiene estable hasta los 5 0 7 meses de edad,
posteriormente disminuye llegando a valores minimos hacia los 12 meses. En el hombre,
la timulina esta presente a partir de la sexta semana del desarrollo embrionario, en el
recién nacido la concentracion de timulina es de aproximadamente 2000 fg/ml en el
suero obtenido del cordén umbilical. La concentracion de este péptido en el suero se
mantiene estable hasta los 15 6 20 afios de edad, seguida de una progresiva
disminucién conforme avanza la edad (Dardenne y Bach, 1981; Jambon y col., 1981;
Safieh y col., 1990; Consolini y col., 2000). Esta baja en la concentracion de la timulina
en plasma es paralela a la involucion del timo y se ha mostrado que se debe al
decremento en la sintesis de la timulina y a la presencia en sangre de sus inhibidores
(Dardenne y Bach, 1981; Jambon'y col., 1981; Consolini y col., 2000) [Figura 10].

En la rata y el humano, la timulina presenta un patrén de secrecion circadico y su
maxima liberacién se observa en la noche. En la rata, la administracion de melatonina
durante el dia incrementa la concentracion de timulina, mientras que la accién
prolongada de luz o la pinealectomia disminuyen su concentracion (Molinero y col.,
2000).
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Figura 10. Figura que muestra la concentracion de timulina en el plasma de humanos a
lo largo de la vida. La timulina disminuye a partir de la pubertad y va decreciendo
conforme avanza la edad (Tomado de Consolini y col., 2000).

Se ha propuesto que la liberacion de la timulina es regulada por los esteroides
sexuales, ya que la castracion en el ratdn adulto provoca disminucién de la
concentracién plasmatica de la timosina e incremento en el nimero de células epiteliales
- del timo que contienen dicha hormona, mientras que la administracion de testosterona
inmediatamente después de la intervencion quirdrgica previene estos efectos (Dardenne
y col., 1986).

En animales desnutridos o con deficiencias en Zn*?, asi como en el ratén viejo (15
y 18 meses de edad), la concentracién de timulina en el plasma es baja. Cuando se
suplementa la dieta de estos animales con Zn*?, se restaura la concentracidn de la

timulina (Boukaiba y col., 1993; Dardenne y col., 1993).
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Estudios in vitro muestran que la timulina estimula la proliferacion de las células
germinales de los ovarios y testiculos de fetos de rata. En cultivo de testiculo de rata
sacrificada entre el dia dos y seis de edad, la timulina incrementa la tasa de
incorporacion de timidina tritiada a los gonocitos (Prépin 1991, 1993; Prépin y col.,
1994). Cuando se administra el TGF B-1 (inhibidor del crecimiento y la diferenciacion
celular) a los cultivos de células germinales, se bloquea el incremento en la proliferacion

inducido por la timulina (Prépin y Le Vigouroux, 1997).

En cultivos de células de la granulosa de ovarios de cerda estimuladas con FSH o
LH, la adicién de timulina incrementa la secrecién de progesterona y la actividad del
complejo enzimatico aromatasa (Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990). Estos hallazgos no
fueron confirmados por Uzumcu y col. (1992), quienes observaron que el agregado de
timulina a cultivos de células de la granulosa de rata no tiene efecto en la secrecion de
progesterona y estradiol. En cultivos de testiculo de rata o jabali, la timulina estimula la

secrecion de testosterona (Wise, 1998; Wise y Ford, 1999).

En el ratdn, la administracion diaria de timulina a partir del nacimiento hasta la
pubertad, disminuye la concentracion sérica de estradiol, incrementa el peso del timo y
los animales presentan una mayor respuesta ovulatoria ante el estimulo con eCG
(Cerda, 1998). Cuando se inyecta timulina en la etapa peripuberal, se produce un
retardo en el inicio de la pubertad, aumenta el peso del timo e incrementa la
concentracion sérica de progesterona. En el raton de 20 dias la inyeccion con eCG no
resulta en ovulacion, sin embargo, la administracion de timulina 24 horas antes del
tratamiento con eCG, induce la ovulacion e incrementa el peso de los ovarios (Hinojosa,
1998; Hinojosa y col., 1999).

La extirpacion del timo en el ratén de diez dias de vida postnatal provoca la
disminucion en la concentracion sérica de estradiol, mientras que la inyeccidn diaria de

timulina inmediatamente después de la timectomia normaliza la concentracion del
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esteroide. Cuando el ratdn timectomizado es tratado de manera secuencial con eCG y
hCG a los 25 dias de edad, se presenta una disminucién significativa en el nimero de
ovocitos liberados, sin embargo, el reemplazo con timulina restablece la cuota ovulatoria
(Garcia y col., 2000).

En cultivo de tejido adenohipofisario de rata macho adulta, Zaidi y col. (1988)
muestran que la adicion de timulina estimula la liberacion de la LH en la misma
proporcion que la que se obtiene cuando la adenohipdfisis es estimulada con la GnRH.
Esta respuesta se presenta de manera dosis-dependiente. Resultados similares se
observan al administrar timulina unida a Zn*?, en explantes de adenohipdfisis de rata
macho adulta (Hadley y col., 1997).

Brown y col. (2000) mostraron en cultivos de células de adenohipdfisis de rata
hembra, que la adicién de timulina estimula la liberacion de FSH y LH, y en presencia de
GnRH la timulina tiene un efecto sinérgico en la liberacidn de la LH, mientras su efecto
es aditivo en la secrecion de FSH. Dicho efecto se acompaiian del incremento en la
concentracion de segundos mensajeros como son el GMPc, AMPc, calcio y fosfato de
inositol (Hadley y col., 1997; Brown y col., 2000).

Interaccion funcional de la timulina éon otras hormonas hipofisarias
Timulina-PRL

La hiperprolactinemia en ratones jovenes y viejos inducida por repetidas inyecciones de
PRL, incrementa la concentracion de timulina (Dardenne y col., 1989). Resultados
similares fueron observados en pacientes con hiperprolactinemia ocasionada por
adenomas de hipdfisis, en los cuales se presentan concentraciones altas de timulina en
el suero, mientras que la administracion de bromocriptina (agonista de los receptores de
PRL y bloqueador de la sintesis de PRL) resulta en una menor produccion de timulina de
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manera dosis-dependiente (Timsit y col., 1990). La adicion de PRL a cultivos de células
reticulo-epiteliales de timo humano, estimula la secrecion de timulina y dicho efecto es
inhibido por la administracion de anticuerpos contra PRL (Savino y col., 1984; Timsit y
col., 1992).

La perfusion de timulina a hipdfisis de ratas estimula la liberacion de la PRL (Goya
y col.,, 1994); la misma respuesta se observa al agregar timulina a explantes de
adenohipdfisis obtenidas de rata hembra joven, adulta o vieja, siendo las hipdfisis de los
animales senescentes menos eficientes en la liberacion de PRL (Brown y col., 1998).
Estos resultados no concuerdan con lo observado por Hadley col. (1997) quienes
describen que la administracion de timulina a cultivos de adenohipdfisis inhibe la
liberacion de PRL.

Timulina-GH

Otra de las hormonas hipofisarias que participan en la regulacion de la secrecién de
timulina es la GH. Por ejemplo, nifios con deficiencia congénita en la produccién de GH
presentan menor concentracion de timulina en el suero y el tratamiento con GH
incrementa la concentracion de la timulina en la circulacién (Mocchegiani y col., 1990,
1996). La concentracion plasmatica de timulina es mayor en las personas con
acromegalia, que tienen hipersecrecion de GH, que en las personas normales. El
aumento de la concentracion de timulina tiene una correlacion positiva con Ila
concentracion de IGF-I (Timsit y col., 1990), por lo que se ha propuesto que el efecto
estimulante de la GH sobre la timulina estd mediado por IGF-I, ya que la adicién de un
anticuerpo anti IGF-I o contra el receptor de IGF-I, bloquea dicha respuesta (Timsit y
col., 1992, De Mello-Coelho y col., 1998).

A su vez, la secrecion de GH por la hipdfisis es regulada por la timulina, ya que la

perfusion de timulina en hipdfisis de rata o su agregado a cultivos de células de la
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adenohipdfisis de rata hembra joven, adulta o vieja, induce incremento en la liberacién
de la GH (Goya y col., 1994; Brown y col.,, 1999). En cultivo de células de
adenohipdfisis, el agregado de timulina aumenta la secrecién de la GH en una manera
dosis y tiempo-dependiente. El agregado de timulina y GHRH a un cultivo de células de
adenohipdfisis de ratas jovenes y adultas tiene un efecto semiaditivo sobre la secrecién
de GH por las células, mientras que el mismo experimento realizado en adenchipdfisis
obtenidas de animales viejos, indica que hay una suma de efectos de ambas hormonas
(Brown y col., 1999). Hadley y col. (1997) mostraron que la administracién de timulina a

tejido adenohipdfisario de rata macho adulta no induce cambios en la liberacion de GH.

Timulina-TSH

En personas con hipertiroidismo, la concentracion de timulina es elevada, mientras que
es baja en las que tienen hipotiroidismo (Fabris y col., 1986). Ademas, la concentracion
de timulina en suero y el nimero de células reticulo-epiteliales que la contienen en la
rata y el ratdn con hipotiroidismo es menor que en los animales testigo (Savino y col.,
1984).

Estudios /n vivo e in vitro muestran que la timulina estimula la liberacion de TSH
(Goya y col., 1994; Brown y col., 1998). En las células de adenohipdfisis de rata hembra
joven, adulta o vieja, la administracion de timulina también incrementa la secrecion de
la TSH de manera dosis-tiempo-dependiente. En todas las edades, el tratamiento de
timulina y TRH resulta en un efecto sinérgico sobre la liberacion de la TSH (Brown y
col., 1998).
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Timulina-ACTH

Los resultado de estudios /7 vivo e in vitro muestran que la administracion de ACTH
estimula la secrecidon de la timulina (Buckingham y col., 1991, 1992; Safieh y col.,
1991). En explantes de adenohipdfisis de rata macho adulta, Hadley y col. (1997)
mostraron que la administracion de timulina resulta en un incremento significativo en la
liberacidn de la ACTH.

También se ha mostrado que la beta-endorfina y la Leu-encefalina estimulan la
secrecion de la timulina en cultivos de células reticulo-epiteliales del timo (Savino y col.,
1990).

Las evidencias actuales muestran que la timulina participa en la regulacién del eje
hipotalamo-hipdfisis-génadas, ya que forma parte de los mecanismos que participan en
la liberacidn de las hormonas hipofisarias y la secrecion de los esteroides sexuales, la

proliferacion celular, el crecimiento folicular y la ovulacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos resultados experimentales muestran que la inyeccidn sistémica de timulina en
el raton hembra prepuber, incrementa la respuesta ovulatoria frente al estimulo con
eCG; su inyeccion en el hipotdlamo medio o la hipdfisis anterior de ratones hembras
prepuberes, restablece la respuesta ovulatoria en animales cuya ovulacion fue
bloqueada por la anestesia con éter; estimula la liberacidn de la FSH y LH por las células
de hipdfisis de rata hembra, mientras que en el tejido hipofisario del macho solamente
la de LH; en cultivos de génadas estimula la secrecién de los esteroides sexuales. Este
conjunto de resultados lleva a sugerir que la timulina forma parte de los mecanismos
que regulan el sistema reproductor de la hembra y del macho, por dos vias: una sobre
la funcion del eje hipotalamo-hipofisario en la liberacion de la FSH y LH, y otra por sus
efectos directos en el ovario al estimular la secrecién de los esteroides, el crecimiento

folicular y la ovulacion, y en el testiculo al favorecer la esteroidogénesis.

Con base en lo anterior, en el presente proyecto se analizo el papel de la timulina
en la regulacion de la liberacion de la FSH y LH en cultivos de células de adenohipofisis
de ratas machos y hembras, ademas se evalud si sus efectos son modulados por el

ambiente hormonal (esteroides sexuales) del animal del que se obtuvieron las células.
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HIPOTESIS

Dado que la timulina participa en la regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-génadas,
entonces la adicion de este péptido timico a cultivos de células de adenohipdfisis
obtenidas de ratas hembra o macho modificara la secrecion de la FSH y LH y Ia
respuesta de los gonadotropos dependera del sexo del animal donante, y en la hembra,
del ambiente hormonal que prevalece al momento de la obtencion de las células.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la adicion de timulina a cultivos de células de adenohipdfisis

obtenidas de ratas hembra o macho sobre la liberacion de la FSH y LH.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar los efectos de la adicion de GnRH a cultivos de células de adenohipdfisis
obtenidas de ratas macho o hembra (independientemente del dia del ciclo estral del
donador) sobre la liberacion de FSH y LH.

2. Estudiar los efectos de la adicion de timulina a cultivos de células de adenohipdfisis
de ratas macho o hembra (independientemente del dia del ciclo estral del donador)

sobre la liberacién de FSH y LH, basal o estimulada por GnRH.

3. Comparar la liberacién de FSH y LH por las células de adenohipdfisis preincubadas
con esteroides sexuales y estimuladas o no con timulina, con GnRH o con ambos.

4. Estudiar los efectos de la timulina adicionada a cultivos de células de adenohipdfisis
de rata obtenidas en cada uno de los dias del ciclo estral (diestro 1, diestro 2,
proestro o estro), sobre la liberacion de FSH y LH, tanto basal como estimulada con
GnRH.
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MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratas hembra y macho adultas (tres meses de edad) de la cepa Wistar,
mantenidas en condiciones controladas de fotoperiodo de 14 h de luz y 10 h de
oscuridad (luz de 05:00 a 19:00 h), temperatura de 24 £ 2 °C y libre acceso al agua y al
alimento. En todos los casos se siguieron los lineamientos establecidos en la Norma
Oficial Mexicana sobre Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999). El Comité de Bioética de la FES
Zaragoza, UNAM, aprobd los protocolos experimentales utilizados en el presente

estudio.

Se usaron ratas macho o hembra tomadas al azar (animales en todos los dias del
ciclo estral) para la obtencion de células de adenohipdfisis que fueron cultivadas en
monocapa. También se utilizaron ratas hembras en las que se realizd el seguimiento del
ciclo estral por la toma diaria del frotis vaginal y cuando presentaron dos ciclos
consecutivos de cuatro dias, se separaron por grupos dependiendo del dia del ciclo
(diestro 1, diestro 2, proestro o estro) para obtener las células que se cultivaron en

suspension.
Materiales y reactivos

Las hormonas y reactivos fueron adquiridos con los siguientes proveedores: D-MEM,
tripsina, suero fetal de bovino y antibiético‘(penicilina 10,000 U/ml y estreptomicina 10
mg/ml) de GIBCO (BRL, Grand Island, NY, USA); glucosa y carbdn activo de Merck
(México); HEPES, timulina, GnRH, progesterona, testosterona y 17p-estradiol de Sigma
(Chemical Co., St. Louis, Mo, USA); estuches comerciales para medir progesterona,
testosterona y 17p-estradiol de Coat-A-Count (Los Angeles, CA, USA); para medir FSH y
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LH los reactivos fueron donados por NIADDK (Bethesda MD, USA). Los materiales
usados fueron las cajas de cultivo (6 pozos, 35 mm de diametro) de Nalgen Nunc
(International, Rochester, NY, USA), y los tubos cénicos (15 ml) de Falcon (USA).

Obtencion de las células

Las ratas hembra o macho se sacrificaron por decapitacion entre las 9:00 y 10:00 h, e
inmediatamente se les extrajo el cerebro en forma aséptica y se disecd la hipdfisis. Se
separd la neurohipdfisis de la adenohipdfisis. Las células de la adenohipdfisis se
disociaron siguiendo el método de Steinberger y col. (1973), que consiste en una primer
disgregacion enzimatica del tejido con tripsina al 0.25% en solucién salina libre de calcio

y magnesio, durante 15 min a 37°C en baio Maria con agitacion.

El tejido se resuspendid en medio de cultivo D-MEM suplementado con 10% de
suero fetal de bovino, 1% (v/v) de antibidtico (penicilina 10,000 U/ml y estreptomicina
10 mg/ml) y 0.1% de glucosa, y se sometid a un segundo procedimiento de
disgregacion mecanica al pasar el tejido repetidas veces por una pipeta. En cada ensayo

se realizd el conteo celular en un hemocitometro.

a) Cultivo en monocapa

En las cajas de cultivo se sembraron 10° células/ml obtenidas de adenohipdfisis de
ratas macho o hembra. Las células se incubaron a 37°C en una atmdsfera himeda
saturada con 5% de CO, y 95% de aire, durante 24 hrs. Pasado este tiempo, se cambid
el medio de cultivo por medio fresco y se reincubd nuevamente por 24 hrs. Finalizado
este tiempo, se realizd otro cambio de medio, y se iniciaron los diferentes tratamientos.
Las células se incubaron por tres h y al término del tiempo, se recolecté el medio para la
medicién de FSH y LH.
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b) Cultivo en suspension

Las células de adenohipdfisis obtenidas de ratas en cada uno de los dias del ciclo estral,
se colocaron en tubos cénicos con 1 mi de D-MEM suplementado y 25 mM de HEPES y
se incubaron a 37°C en baiio Maria con agitacion durante 1 h. Después de este tiempo,
las células en suspensidn se centrifugaron a 800 rpm durante 8 min a 4°C. El
sobrenadante se extrajo, y se sustituyd por medio fresco, momento en el que se
realizaron los tratamientos. Las células se incubaron por 1 h y al finalizar se recolecto el

medio para la medicién de FSH y LH.

Concentraciones en suero de la FSH, LH y esteroides sexuales

Al momento de la decapitacion de los animales se obtuvo sangre del tronco, se le dejé
coagular durante 1 h a temperatura ambiente y se centrifugd a 3000 rpm durante 15
min. Se separd el suero y se almacend a -20°C para la posterior determinacion de las

concentraciones de FSH, LH y esteroides sexuales por RIA.
Radioinmunoanalisis

La cuantificacion de FSH y LH en el suero y medio de cultivo, se realiz6 por RIA de
dobie anticuerpo, siguiendo el protocolo del National Pituitary Program. Los coeficientes
de variacion intra e interensayo fueron de 4% y 7.9% para FSH y de 5.1% y 6.5% para
LH y la sensibilidad fue de 0.1 ng/ml. Todas las muestras fueron evaluadas por
duplicado y los resultados se expresaron como los estandares internacionales de
referencia NIADDK RP-2,

La medicion de progesterona, testosterona y 17p-estradiol se realizd por RIA
usando la técnica de fase sdlida I, y siguiendo el método descrito por Diagnostic
Products Corporation (Kubasik y col., 1984). La sensibilidad del método para
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progesterona fue 0.02 ng/ml, para testosterona fue 5 pg/ml y para 17p-estradiol fue 8
pg/ml. Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron para progesterona de
5.3% y 9.8%, para testosterona 9.7% y 10.2% y para 17p-estradiol 6.9% y 10.8%,

respectivamente. Todas las muestras fueron evaluadas por duplicado.
Concentracion de Zn**

Dado que el Zn*™® incrementa la vida media y actividad bioldgica de la timulina
(Dardenne y col., 1982, 1984), en este estudio se evalud la concentracién de Zn*? por
espectrofotometria de absorcidn atédmica (Garcia y col., 2002), en la hipdfisis de machos
y hembras, y en el suero fetal de bovino adicionado a los cultivos. El limite de deteccion
fue 0.013888 ug/ml y el de cuantificacion fue 0.04629 nug/mil.

Analisis estadistico

Los datos de las concentraciones de gonadotropinas y esteroides sexuales en el suero, y
de Zn*? en hipdfisis y suero fetal, se analizaron utilizando la prueba de analisis de
varianza (ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey. La concentracion de
gonadotropinas en el medio de cultivo fue analizada con la prueba de Kruskal-Wallis,
seguida por la prueba multiple de Dunn’s. En los casos en que se compararon dos
grupos se aplico la prueba de “U” de Mann-Whitney. Los resultados se expresaron como
media + e.e.m. Solo se consideraron como significativas aquellas diferencias cuya

probabilidad fue igual o menor al 5 %.
Se realiz6 un andlisis del coeficiente de correlacidn (r?) entre la concentracién de

esteroides sexuales y los efectos de la timulina en la liberacion de las gonadotropinas, y

solo fueron considerados significativos los valores que fueron iguales o mayores a 0.85.
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RESULTADOS

Analisis de las variaciones de las concentraciones de FSH, LH y esteroides

sexuales

El andlisis de la concentracidn de FSH en el suero de las ratas hembra sacrificadas en la
mafiana de cada dia del ciclo estral muestra que ésta fue mayor en los dias del proestro
y estro que en el dia del diestro 2, la cual fue similar a la medida en ratas en diestro 1.
No se observaron diferencias significativas en la concentracion de LH. En los dias del
diestro 2 y proestro, la concentracién de progesterona fue menor que en el dia del
diestro 1, mientras que las concentraciones de testosterona y estradiol mostraron su

mayor valor en el dia del proestro (Tabla 1).

Tabla 1. Media + e.e.m. de las concentraciones de FSH, LH, progesterona, testosterona y 17p-
estradiol en el suero de ratas sacrificadas en la manana de cada uno de los dias del ciclo estral.

Grupos n FSH LH Progesterona | Testosterona | 17p-estradiol
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/mi)
Diestrol1| 6 |56+0.1 0.5+0.1 16.4 £ 2.0 52 +10 39.7+t14
Diestro2| 6 |51+04 0.5+0.0 94+16a | 298+109 46.0 + 2.5
Proestro | 6 |75+0.7b6 | 0.7+0.1 85+15a 566 + 162 a,¢ | 53.2 +3.1 a,¢
Estro 6 |71+0558 | 06+0.2 10.5+1.7 32+6 38.8+1.6

a, p<0.05 vs. diestro 1 (ANDEVA seguida de Tukey)
b, p<0.05 vs. diestro 2 (ANDEVA seguida de Tukey)

¢, p<0.05 vs. estro (ANDEVA seguida de Tukey)

En la figura 11 se muestra la comparacidon de las concentraciones hormonales
entre machos y hembras analizadas en la mafana de cada dia del ciclo estral. La
concentracion de FSH en el suero de la rata hembra siempre fue menor que la del
macho. No se observaron diferencias significativas en la concentracion de LH entre

machos y hembras. La concentracion de progesterona fue significativamente menor en
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el macho que en la hembra independientemente del dia del ciclo estral considerado,

mientras que la de testosterona fue mayor.
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Figura 11. Media + e.e.m. de las concentraciones de FSH, LH, progesterona (P4) y testosterona
(T) en el suero de ratas macho o hembra sacrificadas en la manana de cada uno de los dia del
ciclo estral. *p<0.05 vs. macho (Prueba de “U” de Mann-Whitney).

Variaciones de la concentracion de Zinc

La concentracion de Zn*? en la hipdfisis de la rata hembra no presenté diferencias
significativas durante el ciclo estral (diestro 1: 32.0 + 0.5; diestro 2: 35.6 + 1.6;
proestro: 36.3 + 1.5; estro: 35.5 + 0.7 ng/mg de tejido fresco, NS). En el macho, la
concentracién del metal fue menor que en la hembra (24.4 + 1.6 ng/mg de tejido
fresco). La concentracion de Zn*? en el suero fetal de bovino adicionado al cultivo fue
de 284 ng/ml de medio.
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Objetivo 1. Andlisis de los efectos de la adicion de GnRH a cultivos de células
de adenohipofisis obtenidas de ratas macho o hembra (independientemente
del dia del ciclo estral del donador) sobre la liberacion de FSH y LH

Con el fin de evaluar la respuesta de los células de adenohipdfisis a la administracion de
GNnRH y determinar la dosis efectiva al 50% (DEsy) en la liberacion de FSH y LH, se
utilizaron cultivos en monocapa de células de adenohipdfisis obtenidas de ratas hembra
o0 macho, las cuales se trataron con GnRH en las siguientes concentraciones: 10'12, 107
110 10° 108 107 y 10° M, o no recibieron tratamiento (basal).

Resultados.

Los gonadotropos de las hembras liberaron la mayor cantidad de FSH y LH con el
tratamiento de GnRH 10® M de. En los cultivos de células obtenidas de las ratas macho
la méxima liberacién de FSH se observé cuando fueron tratadas con 10° M de GnRH,
mientras que la maxima liberacién de LH se observé en los cultivos tratados con de 1072
M (Figura 12).

Con base en los resultados obtenidos la DEsp de GnRH en la hembra para FSH y LH
fue de 10”° M. Dado que uno de los objetivos era poder comparar la respuesta de los las
células de hipdfisis anterior obtenidos de machos y hembras, y a pesar de que las
células secretoras de LH de los machos son mas sensibles que las de las hembras, se
decidid usar las misma dosis de GnRH para el tratamiento de las células en ambos

S€X0S.
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Figura 12. Curva dosis-respuesta de la liberacién de FSH y LH por las células de adenohipdfisis
obtenidas de ratas hembra o macho adultas, incubadas por tres hrs en presencia de diferentes
concentraciones de GnRH o sin tratamiento (basal). *p<0.05 vs. basal correspondiente (Kruskal-
Wallis seguida de la prueba de Dunn’s).

Objetivo 2. Estudio de los efectos de la adicion de timulina a cultivos de
células de adenohipdfisis de ratas macho o hembra (independientemente del
dia del ciclo estral del donador) sobre la liberacion de FSH y LH, basal o

estimulada por GnRH

Para analizar si la timulina participa en la regulacion de la liberacidn de la FSH y LH, se
utilizaron cultivos en monocapa de células de adenohipdfisis de ratas hembra o macho,
a los cuales se les adicionaron 100 ng/ml de timulina, GnRH 10° M o la combinacién de

ambas hormonas, ademas de un grupo sin tratamiento. Las células fueron incubadas
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durante tres hrs y luego se recuperd el medio de cultivo.

Resultados

La adicion de timulina no indujo cambios significativos en la liberacion de FSH y LH en el
medio por las células adenohipofisarias de la hembra. El tratamiento con GnRH
incrementd la liberacion de FSH y LH y esta respuesta no fue modificada por la

administracion conjunta de GnRH+timulina (Figura 13).

La liberacidn basal de FSH por las células de rata macho fue mayor que en las de
la hembra. El agregado de timulina al medio de cultivo resultd en una menor liberacion
de FSH que la observada en los cultivos sin tratamiento. En cambio, la adicién de GnRH

0 GnRH+timulina no modific la concentracion de esta hormona (Figura 13).
En la adenohipdfisis de rata macho, la adicion de timulina resulté en una menor

liberacion de LH al medio, mientras que la de GnRH o GnRH+timulina no modificé la

concentracién de la LH (Figura 13).
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Figura 13. Media £ e.e.m. de la liberacién de FSH y LH por las células de adenohipdfisis
obtenidas de ratas hembra o macho adultas, preincubadas durante 48 hrs. Las células fueron
incubadas por tres hrs sin o con timulina (100 ng/ml) y en presencia o no de GnRH (10° M).
*p<0.05 vs. basal; & p<0.05 vs. hembra (Prueba de “U” de Mann-Whitney).

Objetivo 3. Analisis comparativo de /a liberacion de FSH y LH por las células
de adenohipdfisis preincubadas con esteroides sexuales y estimuladas o no

con timulina, con GnRH o con ambas

Con el fin de evaluar si la respuesta de las células de adenchipdfisis en cultivo al
tratamiento con timulina es regulada por los esteroides sexuales, se utilizaron células de
adenohipdfisis obtenidas de ratas hembra o macho cultivadas en monocapa y
preincubadas por 24 hrs. Posteriormente se cambid el medio de cultivo con D-MEM
suplementado con suero fetal de bovino lavado con carbdn activado y se adicionaron 50
ng/ml de progesterona, 100 pg/ml de testosterona, 6 100 pg/ml de 17p-estradiol
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disueltos en etanol al 1%. Como testigo se utilizaron pozos a los que solamente se les
agregaron 5 pl/ml de etanol y otros que no recibieron tratamiento (basal). Las células se
incubaron por 24 hrs, se sustituyd el medio y los cultivos se trataron con timulina,

GnRH, o GnRH+timulina en las mismas concentraciones que en el experimento anterior.

Resultados

Dado que la adicion de etanol al medio de cultivo no modificd de manera significativa la
liberacion basal y la estimulada de FSH y LH (Tabla 2), los resultados de los efectos del
pretratamiento con progesterona, testosterona 6 17p-estradiol fueron comparados con

los cultivos que no recibieron algin tratamiento previo.

Tabla 2. Media + e.e.m. de la liberacidén de FSH y LH por las células de adenohipdfisis obtenidas
de ratas hembra o macho adultas, preincubadas durante 24 hrs en presencia o no de etanol, al
término del tiempo las células se trataron o no con GnRH (10 M) por tres hrs.

Grupos HEMBRA MACHO

FSH (ng/ml) LH (ng/ml) FSH (ng/ml) LH (ng/ml)
Basal 114+14 58.6 £ 6.1 179+ 1.4 116.3 + 20.0
Etanol 11.5+ 4.1 68.6 £ 7.5 164+ 1.7 82.4 £ 18.7
GnRH 214 +3.8% 153.0 + 14.2 * 200+ 1.6 139.2 + 15.6
Etanol + GnRH 188+ 1.7 130.1 £ 12.3 159+ 1.6 87.2 £19.4

* p<0.05 vs. basal (prueba de “U” de Mann-Whitney)

a) FSH

La preincubacién con progesferona, testosterona 6 17B-estradiol a las células de
adenohipdfisis de ratas hembra no modificé la liberacién de FSH. La adicion de GnRH a
los cultivos celulares de ratas hembra preincubadas con progesterona ¢ 17p-estradiol
resultd en un aumento significativo de la liberacion de la hormona en comparacion con

las células que sélo recibieron el esteroide. La respuesta de las células preincubadas con
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testosterona y tratadas con GnRH fue significativamente menor que la de las células sin

el esteroide y estimuladas con GnRH (Figura 14 panel A).

La preincubacién de las células de adenohipdfisis de ratas macho con testosterona
resultd en una menor liberacion de la FSH, tanto en las células que fueron estimuladas o
no con GnRH. La adicion de GnRH a las células de hipdfisis preincubadas con 178-
estradiol resultd en una mayor liberacién de FSH que en aquellas que no recibieron

GnRH. La preincubacion con progesterona no modificd la respuesta celular (Figura 14

panel B).
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Figura 14. Media + e.e.m. de la liberacién de FSH por las células de adenochipdfisis obtenidas
de ratas hembra o macho adultas. Las células fueron preincubadas durante 24 hrs con
progesterona [P4] (50 ng/ml), testosterona [T] (100 pg/ml), 17p-estradiol [E;] (100 pg/ml) o sin
esteroides (testigo). El medio fue reemplazado por medio fresco con o sin GnRH (10° M), y se
incubaron por tres hrs. *p<0.05 vs. Basal;, # p<0.05 vs. Testigo (prueba de “U” de Mann-
Whitney).

En las hipdfisis obtenidas de ratas hembra, el pretratamiento con progesterona
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seguido del de timulina indujo una mayor liberacién de FSH que en las células que sdélo
recibieron timulina. Este resultado no se observé por la adicion de GnRH (Figura 15
panel A). En los cultivos de hipdfisis obtenidos del macho, la adicién de progesterona
mas timulina o progesterona mas GnRH y timulina no provocéd cambios en la

concentracion de la hormona (Figura 15 panel B).
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Figura 15. Media + e.e.m. de la liberacién de FSH por las células de adenohipdfisis obtenidas
de ratas hembra o macho adultas. Las células fueron preincubadas durante 24 hrs con o sin
progesterona [P4] (50 ng/ml), después el medio fue reemplazado por medio fresco con timulina
(100 ng/ml), o con GnRH (10° M) y timulina, y se incubaron por tres hrs. *p<0.05 vs. timulina
(prueba de “U"” de Mann-Whitney).

El pretratamiento con testosterona a cultivos de células de adenohipdfisis de
hembras, seguido de la adicion de timulina resultd en una menor liberacion de FSH que
la observada en las células que fueron tratadas solo con timulina. Cuando estas células

fueron tratadas con testosterona, GnRH y timulina no se modific la liberacion de la

52



Resultados

gonadotropina en comparacion con las células que recibieron GnRH y timulina (Figura
16 panel A). En los gonadotropos obtenidos de ratas macho, los mismos tratamientos

no tuvieron efecto sobre la liberacion de FSH (Figura 16 panel B).
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Figura 16. Media + e.e.m. de la liberacién de FSH por las células de adenohipdfisis obtenidas
de ratas hembra o macho adultas. Las células fueron preincubadas durante 24 hrs con o sin
testosterona [T] (100 pg/ml), después el medio fue reemplazado por medio fresco con timulina
(100 ng/ml), o con GnRH (10® M) y timulina, y se incubaron por tres hrs. *p<0.05 vs. timulina
(prueba de “U” de Mann-Whitney).

No se presentaron cambios en la concentracion de FSH en el medio de cultivo de
las adenohipofisis obtenidas de ratas hembra o macho, por el pretratamiento con 17p-
estradiol+timulina 0 17-estradiol con GnRH+timulina respecto a los grupos sin el

esteroide (Tabla 3).

Tabla 3. Media + e.e.m. de la liberacién de FSH (ng/ml) por las células de adenchipdfisis
obtenidas de ratas hembra o macho adultas. Las células fueron preincubadas durante 24 hrs en
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presencia o no de 17p-estradiol [E;] (100 pg/mi), después el medio fue reemplazado por medio

fresco con timulina (100 ng/ml), o con GnRH (10 M) y timulina, y se incubaron por tres hrs.

Grupos HEMBRA MACHO

Sin GnRH Con GnRH Sin GnRH Con GnRH
Timulina 11.8+ 14 27.0 £ 6.2 12.9 £ 0.9 189+ 1.4
E;+Timulina 104 £ 2.6 183+ 1.0 144 £ 1.6 17.2 £ 1.5
b) LH

En comparacion con la liberacion basal, el pretratamiento con progesterona,
testosterona ¢ 17p-estradiol a células de hipdfisis obtenidas de rata hembra no resultd
en cambios significativos en la liberacion de LH, mientras que la adicion de GnRH resultd
en mayor liberacion de la hormona, independientemente del esteroide utilizado. El
aumento en la liberacion de LH en respuesta a la estimulacion con GnRH fue
significativamente menor en las células pretratadas con progesterona o testosterona y
GnRH que en las que no fueron preincubadas con las hormonas sexuales (Figura 17

panel A).

En las células de adenohipdfisis de rata macho, el pretratamiento con testosterona
o 17p-estradiol resultd en menor liberacion de LH que la observada en las células que
no recibieron estimulo. Cuando las células preincubadas con testosterona 6 17p-
estradiol fueron tratadas con GnRH, la liberacion de la gonadotropina fue
significativamente mayor que la observada en las células que sélo fueron preincubadas
con los esteroides. Las células que fueron preincubados con testosterona, liberaron
menor cantidad de LH en respuesta a la estimulacion con GnRH que los que no fueron
preincubados con ninguna hormona sexual, pero si con GnRH. La preincubacion de las
celulas con progesterona no modificé de manera significativa la respuesta de las células

a la GnRH (Figura 17 panel B).
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Figura 17. Media + e.e.m. de la liberacién de LH por las células de adenohipdfisis obtenidas de
ratas hembra o macho adultas. Las células fueron preincubadas durante 24 hrs con
progesterona [P4] (50 ng/ml), testosterona [T] (100 pg/ml), 17B-estradiol [E;] (100 pg/ml) o sin
esteroides (testigo). El medio fue reemplazado por medio fresco con o sin GnRH (10° M), y se
incubaron por tres hrs. *p<0.05 vs. Basal, # p<0.05 vs. Testigo (prueba de “U” de Mann-
Whitney).

La adicion de timulina a los cultivos de células de adenohipdfisis de hembra
preincubadas con progesterona no modifico la liberacion de LH, aungue la respuesta de
las células preincubadas con el esteroide al estimulo con GnRH+timulina fue menor que
en las células que no fueron preincubadas con progesterona, pero si con timulina.
Resultados similares fueron observados en los cultivos obtenidos de ratas macho (Figura
18 paneles A y B).

55



Resultados

A B
500 - HEMBRA 200 - MACHO
150 150
g E
g 100 g 100
z 7 T
N L
50 - . \ 50 - Q\\\
0 k\ AR 0 &\
sin GnRH con GhnRH sin GhnRH
[ Timulina GNnRH + Timulina
P, + Timulina BEE P, + GnRH + Timulina

Figura 18. Media + e.e.m. de la liberacién de LH por las células de adenohipdfisis obtenidas de
ratas hembra o macho adultas. Las células fueron preincubadas durante 24 hrs con o sin
progesterona [P4] (50 ng/ml), después el medio fue reemplazado por medio fresco con timulina
(100 ng/ml), o con GnRH (10° M) y timulina, y se incubaron por tres hrs. * p<0.05 vs.
GnRH+timulina (prueba de “U"” de Mann-Whitney).

La liberacion de LH por las células de adenohipdfisis obtenidas de ratas hembra o
macho, no fue modificada por el pretratamiento con testosterona y posterior adicion de
timulina o testosterona con GnRH+timulina, respecto a los grupos sin el esteroide
(Tabla 4).
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Tabla 4. Media + e.e.m. de la liberacion de LH (ng/ml) por las células de adenohipdfisis
obtenidas de ratas hembra o macho adultas. Las células fueron preincubadas durante 24 hrs en
presencia o no de testosterona [T] (100 pg/ml), después el medio fue reemplazado por otro con
timulina (100 ng/ml), o con GnRH (10 M) y timulina, y se incubaron por tres hrs.

Grupos HEMBRA MACHO

Sin GnRH Con GnRH Sin GnRH Con GnRH
Timulina 50.5 £ 3.1 179.8 £ 17.8 521+ 7.0 120.9 + 15.7
T+Timulina 47.5 + 3.7 144.6 £5.2 50.0 £ 4.9 95.1 £12.5

En comparacion con los cultivos obtenidos de ratas hembra que fueron tratadas
con timulina, las células preincubadas con 17B-estradiol liberaron mayor cantidad de LH
en respuesta a la adicién de timulina. El agregado de GnRH no modificé de manera
significativa este resultado (Figura 19 panel A). La preincubacién con 17p-estradiol de
las células de adenohipdfisis obtenidas de ratas macho, no modifico la respuesta de las

celulas a la estimulacion con timulina o GnRH+timulina (Figura 19 panel B).

Objetivo 4. Estudio de los efectos de la timulina adicionada a cultivos de
células de adenohipofisis de rata obtenidas en cada uno de los dias del ciclo
estral (diestro 1, diestro 2, proestro o estro), sobre la liberacion de FSH y LH,

tanto basal como estimulada con GnRH

Este experimento fue disefiado para analizar si la respuesta de la hipdfisis de la rata
hembra al tratamiento con timulina, GnRH o GnRH+timulina es diferente dependiendo

del dia del ciclo estral de la donadora.
El planteamiento del problema, los experimentos realizados, los resultados

obtenidos y la discusién de los mismos estan publicados en extenso en el siguiente

articulo.
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Figura 19. Media + e.e.m. de la liberacién de LH por las células de adenochipdfisis obtenidas de
ratas hembra o macho adultas. Las células fueron preincubadas durante 24 hrs con o sin 17p-
estradiol [E;] (100 pg/ml), después el medio fue reemplazado por otro con timulina (100 ng/ml),
0 con GnRH (10° M) y timulina, y se incubaron por tres hrs. *p<0.05 vs. timulina (prueba de
“U" de Mann-Whitney).
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Abstract

The effects of thymulin and GnRH on FSH and LH release were studied in suspension cultures of anterior
pituitary celis from female adult rats sacrificed on each day of the estrous cycle. The spontaneous release of
gonadotropins by pituitaries, as well as their response to GnRH or thymulin addition, fluctuated during the estrous
cycle. Adding thymulin to pituitary cells from rats in diestrus 1 increased the concentration of FSH; while in cells
from rats in estrus, FSH level decreased. Thymulin had a stimulatory effect on the basal concentration of LH
during most days of the estrous cycle. Adding GnRH increased FSH release in cells from rats in diestrus 1, diestrus
2, or proestrus, and resulted in higher LH levels in cells obtained from rats in all days of the estrous cycle.
Compared to the GnRH treatment, the simultaneous addition of thymulin and GnRH to cells from rats in diestrus
1, diestrus 2, or proestrus resulted in lower FSH concentrations. Similar results were observed in the LH release by
cells from rats in diestrus 1, while in cells from rats in proestrus or estrus, LH concentrations increased. A directly
proportional relation between progesterone serum levels and the effects of thymulin on FSH release was observed.
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These data suggest that thymulin plays a dual role in the release of gonadotropins, and that its effects depend on the
hormonal status of the donor’s pituitary.
© 2004 Elsevier Inc. All nights reserved.

Keywords: Thymulin; Pituitary cells; FSH; LH; GnRH; Estrous cycle

Introduction

Based on published results on the effects of neonatal or infantile thymectomy (Besedovsky and
Sorkin, 1974; Michael et al., 1980; Kosiewicz and Michael, 1990; Garcia et al., 2000), the congenital
absence of the thymus (Rebar et al., 1981b), and the effects of thymic peptides on in vivo and in vitro
models (Rebar et al., 1981a; Michael, 1983; Mendoza and Romano, 1989; Mendoza et al., 1995;
Hinojosa et al., 1999), the participation of the thymus in regulating the hypothalamic-pituitary-ovary axis
is widely accepted.

Thymulin is a nonapeptide (pyro-Glu-Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser- Asn-Oh) exclusively synthesized
by the thymic epithelium, since it is not detected in athymic nude mice (nw/nu) or in thymectomized
mice. In both models, grafting the thymus or epithelial thymic cells results in the detection of thymulin in
serum (Bach et al., 1977; Dardenne et al., 1984; Safich et al., 1990). Injecting equine chorionic
gonadotropin (eCG) to 20-day old mice does not induce ovulation; however, thymulin treatment before
eCG injection results in an increase of both, ovulation rate and ovarian weight (Hinojosa et al., 1999).
Infantile thymectomy in mice results in lower serum level of estrogen during the pre-pubertal phase and
in a lower ovulatory response to gonadotropin stimulus; in turn, injecting thymulin immediately after
surgery resulted in normal estrogen level and normal ovulation rates (Garcia et al., 2000).

In vitro studies show that in both, male and female gonads, thymulin modulates steroidogenesis
(Ledwitz-Rigby and Scheid, 1990; Wise, 1998). In in vitro conditions, the addition of thymulin to
pituitary tissue obtained from adult male rats stimulates the release of luteinizing hormone (LH) in a
dose-related way; similar to the responses obtained by adding gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
(Zaidi et al., 1988; Hadley et al., 1997). Comparable results were observed on the release of follicle
stimulating hormone (FSH) and LH from perifusates pituitary cells, or stationary cell cultures obtained
from female rats (Brown et al., 2000).

Taken together, the results reported to date suggest that in in vitro conditions, thymulin stimulates the
release of FSH and LH. However, previous studies have been performed without considering the
plausible hormonal influences arising from the different days of the estrous cycle. The present study was
designed to establish if thymulin’s effects on FSH and LH release depend on the hormonal status of the
pituitary donor.

Materials and methods
Animals

A total of 160-adult (3 months old) female Wistar rats were used in this study. Animals were housed
under controlled light conditions (light on from 05:00 to 19:00 h) and had free access to food and water.
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The animals’ estrous cycle was monitored by daily vaginal smears. Only rats showing at least two
consecutive 4-day cycles were used. Animals were maintained in accordance with the NIH guide for the
care and use of laboratory animals. The animal care committee at the FES Zaragoza, UNAM, approved
the protocols used in this study.

Cell dispersion

Groups of 10 rats on each day of the estrous cycle were killed by decapitation between 09:00 and
10:00 h., and immediately after sacrifice the pituitary glands were aseptically removed. Cells were
obtained following previously described methodologies (Mendoza et al., 1995). Briefly, anterior
pituitary glands were dissected, minced, and treated with 0.25% trypsin (1:250; GIBCO BRL, Grand
Island, NY, USA) in a Ca*" and Mg2+ free balanced salt solution, at 37°C for 15 minutes. Cell
dissociation was accomplished by repeatedly passing the tissue fragments through a pipette (Steinberger
et al., 1973).

Suspension pituitary cells culture

Dispersed cells (10° cells) of anterior pituitary glands from four groups of 10 rats, in either diestrus 1
(D1), diestrus 2 (D2), proestrus (P), or estrus (E) were seeded in plastic tubes containing 1 ml of culture
medium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GIBCO), supplemented with 10% (v/v) fetal
bovine serum (GIBCO), 1% (v/v) antibiotics (penicillin at 10,000 U/ml, plus streptomycin at 10 mg/ml;
GIBCO), and 25 mM of N-[2-hidroxyethyl]piperazine-N’ -[2-ethanesulfonic acid] (HEPES) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo, USA). Cell cultures were maintained at 37°C under constant shaking for 1
h. After this pre-incubation period, the suspension was centrifuged at 800 rpm for 8 minutes at 4°C. The
culture medium was removed and the cells were re-suspended in 1 ml of fresh medium.

According to Dardenne et al. (1982, 1984), Zn increases the half-life and biological activity of
thymulin. To discard the possibility that the effects of thymulin during the estrous cycle may be
explained by differences in pituitary Zn levels, the concentrations of this metal in pituitaries from rats on
each day of the estrous cycle were measured by atomic absorption spectrophotometry. We found that the
concentrations of Zn in the pituitaries is similar along the estrous cycle (D1: 32.0 + 0.5; D2: 35.6 + 1.6;
P:36.3 £ 1.5; E: 35.5 £ 0.7 ng/ml, NS). In order to know the amount of Zn added to cell cultures, the
Zn concentration in the fetal bovine serum was also measured. Our results indicate that Zn was added at
a rate of 284 ng/ml of medium.

Experimental design

Effects of thymulin, GnRH, or thymulin and GnRH treatment on FSH and LH release by
adenohypophyseal cells during the estrous cycle

After a pre-incubation period of 1 h, suspended pituitary cell cultures from rats on each day of the
estrous cycle were treated with 100 ng/ml of thymulin (Sigma), with 1.2 ng/ml of GnRH (Sigma), or
with GnRH plus thymulin (at same concentrations). Untreated suspended cells were used as basal
concentration. Data for each experimental series were obtained by triplicate.

The dose of thymulin used was selected based on previous results from our laboratory, indicating that
the dose of 100 ng induces ovulation in pre-pubertal mice treated with eCG (Hinojosa et al., 1999). In in
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vitro conditions the dose of GnRH used, 1.2 ng/ml, stimulates the release of FSH and LH (Mendoza and
Romano, 1989; Mendoza et al., 1995; Hinojosa et al., 2002).

All cell cultures were maintained at 37°C under constant shaking for 1 h. After incubation, the
suspension was centrifuged at 800 rpm for 8 minutes at 4°C. Supernatants were collected and frozen at
—20°C, until FSH and LH were measured by radioimmunoassay (RIA).

Radioimmunoassay

The blood from the trunk from six randomly selected animals on each day of the estrous cycle was
collected, allowed to coagulate at room temperature for 1 h, and centrifuged at 3000 rpm. The serum was
kept at —20°C, until FSH, LH, progesterone, and 17p-estradiol concentrations were measured by RIA.

FSH and LH levels in serum and medium were measured by the double antibody RIA technique,
employing reagents and protocols kindly supplied by the NIADDK National Pituitary Program
(Bethesda, MD, USA). Intra- and inter-assay variations were in the order of 5.1% and 6.5% for LH, and
4% and 7.9% for FSH. All samples were assayed in duplicates. The results are expressed in terms of
NIADDK standards RP-2. :

Serum concentrations of progesterone and 173-estradiol were measured by RIA using the solid-phase
iodine-125 technique (Kubasik et al.,, 1984), with kits purchased from Coat-A-Count, following the
methodology described by Diagnostic Products Corporation (Los Angeles, CA, USA). This procedure’s
sensitivity to measure progesterone and 17p-estradiol was 0.02 ng/ml and 8 pg/ml, respectively. Intra-
and inter-assay coefficients of variation for progesterone were 5.3% and 9.8%, respectively; and for 17p-
estradiol, 6.9% and 10.8%, respectively. All samples were assayed in duplicates.

Statistical analysis

Hormone levels in serum were analyzed by ANOVA followed by Tukey’s test. Gonadotropins
concentration in the culture medium was analyzed by Kruskal-Wallis ANOVA test, followed by Dunn’s
multiple comparisons test. Differences between two groups were compared by Mann-Whitney U-test. A
probability of less than 5% was considered significant. The correlation between progesterone and
estradiol serum concentrations and the effects of thymulin or GaRH or GnRH + thymulin on FSH and
LH release by pituitary cells from rats on each day of the estrous cycle was analyzed. A correlation ()
was considered significant if greater than 0.85.

Results
Gonadotropins and steroid serum levels

During the moming, FSH serum levels were higher in P and E than in D2. LH concentrations were
similar during the estrous cycle. In D2 and P, progesterone serum levels were lower than in D1, while the
highest estradiol serum level was observed in animals sacrificed on P (Table 1).

Basal and stimulated levels of FSH and LH

Anterior pituitary cells from rats in E released more FSH than cells obtained in other days of the estrous
cycle. GnRH treatment increased FSH release in pituitary cells from rats in D1, D2, and P (Table 2).
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Table 1
Mean + s.e.m. of FSH, LH, progesterone and 17p-estradiol serum concentations from rats in the moming of each day of
estrous cycle

Group n FSH (ng/ml) LH (ng/ml) Progesterone (ng/ml) 17p-estradiol (pg/ml)
Diestrus 1 6 5.6 £ 0.1 0.5+ 0.1 164 £ 2.0 397 £ 14

Diestrus 2 6 50 +04 05+ 00 94 + 1.6% 46.0 + 2.5

Proestrus 6 7.5 + 0.7% 07+ 0.1 8.5 &+ 1.5% 532 £3.1*

Estrus 6 7.1 £ 0.5% 0602 105 £ 1.7 388 £ 1.6

* p < 0.05 vs. diestrus 1 group (ANOVA followed by Tukey’s test).
= p < 0.05 vs. diestrus 2 group (ANOVA followed by Tukey’s test).
¥ p < 0.05 vs. proestrus group (ANOVA followed by Tukey’s test).

The basal release of LH by pituitary cells from rats in P was higher than in cells from rats in D1 or D2,
while the concentration observed in E was lower than in D1 (Table 2).

GnRH addition to pituitary cell cultures resulted in an increase of LH release in all days of the estrous
cycle and the highest influence on LH release was observed in cells collected on D2 and P (Table 2).

Effects of thymulin or thymulin and GnRH treatment on FSH and LH release by adenohypophyseal cells
during the estrous cycle

The addition of thymulin to pituitaries from rats in D1 resulted in a significant increase of FSH
release, while an opposite effect was observed in pituitaries from rats in E (Fig. 1A).

Compared to GnRH stimulated cells, adding thymulin and GnRH to pituitaries from rats in D1, D2, or
P resulted in lower FSH concentrations (Fig. 1B).

Thymulin addition to cells from rats in D1, D2, or E resulted in LH concentrations increase, but not in
cells obtained in P (Fig. 2A). Compared to GnRH treated cells, adding thymulin and GnRH to pituitary
cells from rats in D1 resulted in lower LH release; while a significant increase in the release of this
hormone was observed in cells from rats in P or E (Fig. 2B).

The following correlation coefficients (r*) were calculated: Progesterone serum levels and FSH
release stimulated by thymulin, the r* = 0.90; progesterone serum levels and LH release stimulated

Table 2
Mean + s.e.m. of the FSH and LH release by anterior pitnitary cells obtained from rats on each day of estrous cycle
Group FSH (ng/ml) LH (ng/ml)

n Basal n GnRH n Basal n GnRH
Diestrus 1 12 156 + 1.6 12 294 + 2.1? 12 755 + 3.4 12 92.9 + 3.3 )
Diestrus 2 12 192 £ 2.1 12 365 + 461 12 902 £ 55 12 138.8 & 4.0%4
Proestrus 12 239+ 12 v 12 394 = 3.61 12 130.0 + 10.9%% 12 148.1 + 5.5*#
Estrus 12 43.9 + 3.1%%% 12 324 £ 37 12 96.4 + 3.9* 12 1234 + 12.24

After a 1 h pre-incubation, cells were incubated for 1 h without treatment (basal) or with 1.2 ng/ml of GnRH.
* p <0.05 vs. diestrus | group (Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test).
* p < 0.05 vs. diestrns 2 group (Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test).
9"/" p < 0.05 vs. proestrus group (Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test).

# p < 0.05 vs. basal group (Mann-Whitney U-test).
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Fig. 1. Mean % s.e.m. of FSH release by anterior pituitary cells obtained from rats on each day of estrous cycle. Cells were pre-
incubated for | h. The culture medium was removed and the cells were re-suspended in fresh medium [basal), treated with
thymulin (100 ng/ml) [panel A], with GnRH (1.2 ng/ml), or with GnRH + thymulin [panel B]. The cells were incubated for 1 h.
Each bar represents four experimental series and three replicates for each series (n = 12). *p < 0.05 vs. basal group (Mann-
Whitney U-test); % p < 0.05 vs. GnRH group (Mann-Whitney U-test).

by GnRH, the r* = 0.96; and between estradiol serum levels and FSH release stimulated by GnRH,
the r* = 0.86.

Discussion

Present results indicate that thymulin’s effect on FSH and LH release by anterior pituitary cells from
female rats varies during the estrous cycle, suggesting that the influence of thymulin depends on the
hormonal status of the donor’s pituitary.

Haisenleder et al. (1994) showed that the mRNA concentration for FSHR and LHP vary during the
estrous cycle, and established that LHR mRNA levels show two peaks, one at 08:00 of D2, and a second
at 17:00 of P. In turn, FSHP mRNA levels show a single peak at 02:00 on the day of E. Such changes in
mRNAs concentrations are not totally parallel with FSH and LH serum concentrations changes.

The present study evaluates the changes in the gonadotropes’ ability to release hormones, as no time
for new hormone synthesis was allowed. The pattern of FSH and LH release to the blood does not
parallel to the spontaneous release of these hormones to the culture medium after 1 h of incubation (in
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Fig. 2. Mean + s.e.m. of LH release by anterior pituitary cells obtained from rats on each day of estrous cycle. Cells were pre-
incubated for I h. The culture medinm was removed and the cells were re-suspended in fresh medium [basal], treated with
thymulin (100 ng/ml) [panel A], with GnRH (1.2 ng/ml), or with GnRH+thymulin [panel B]. The cells were incubated for 1 h.
Each bar represents four experimental series and three replicates for each series (n = 12). *p < 0.05 vs. basal group (Mann-
Whitney U-test); & p < 0.05 vs. GoRH group (Mann-Whitney U-test).

serum, the concentration of FSH is 10 fold higher than LH, while in the culture medium LH values are
2-5 fold higher).

These results could be explained by three distinct, non-exclusive, ways: the lack of gonadal hormones
regulating gonadotropes secretion activity (Kamel et al., 1987; Fallest and Schwartz, 1991; Blake, 1998;
Fowler et al., 2003); the existence of hypothalamic inhibiting factors (Hwan and Freeman, 1987; De la
Lastra and Leal, 1989; Blake, 1998); or an intrinsic regulatory system acting through autocrine and
paracrine signals (Kitaoka et al., 1988; Bohnsack et al., 2000). It is also possible that the differences in
gonadotropins secretion observed in in vitro studies reflect the presence of factors secreted by pituitary
that directly inhibiting basal FSH secretion, such as inhibin (Schwall, 1998).

It is well established that an ordered sequence of hormonal events occur throughout the estrous cycle,
as the pituitary gland is cyclically exposed to diverse feedbacks mechanisms regulating gonadotropin
secretion (Blake, 1998; Bohnsack et al., 2000). During D2 and P, higher levels of GnRH receptors in
pituitary cells are found (Clayton et al., 1980; Savoy-Moore et al., 1980; Marian et al., 1981). The results
obtained in the present study are consistent with the above-mentioned results, since LH release to the
culture medium by cells in D2 and P reached its highest values. Then, the effects of GnRH on pituitary
cells’ release of FSH or LH depends on the priming conditions of the hormonal milieu characteristic of
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cach day of the estrous cycle. This idea is supported by the results obtained in the present study: a
directly proportional relation between estradiol serum levels and GnRH effects on FSH release; and a
proportionally inverse relation between progesterone serum levels and LH release in GnRH stimulated
pituitaries.

Our results suggest that thymulin has a dual effect on gonadotropins release. For LH release, the effect
was stimulatory during the estrous cycle; and for FSH release, the effects were stimulatory in D1 and
inhibitory in E. Because the correlation analysis showed a directly proportional relation between
progesterone serum levels and the effects of thymulin on FSH release, we suggest that progesterone
modulates the cells’ reactivity to thymulin.

Brown et al. (2000) showed that in pituitary cells from female rats (regardless of the estrous cycle day
they were in) incubated for 40 min, thymulin stimulates the release of FSH and LH; and that thymulin
plus GnRH treatment has a synergistic effect on L.H release, and an additive effect on FSH release. In the
study, Brown et al. suggest that thymulin and GnRH do no share proximal steps of transduction
pathways. Present results show that when GnRH and thymulin coexist in the culture medium, the action
of thymulin can either inhibit or stimulate GnRH effects, depending on which day of the estrous cycle
the pituitary donor is in. This suggests that thymulin is capable of regulating the response of
gonadotropes to GnRH on gonadotropin secretion in different ways.

Interactions between the nervous, immune, and endocrine systems require a complex communi-
cation network. This network is composed of many hormones, including thymulin, that participate as
messengers between the brain, pituitary, peripheral nervous system, immune cells, and gonads. Taken
together, the variability between GnRH and thymulin interactions during the estrous cycle on FSH and
LH release suggests that the effects of thymulin are influenced by paracrine interactions, known to
vary during the estrous cycle, and that thymulin acts as a fine modulator of GnRH actions on
gonadotropes.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la liberacion /in vitro de la
FSH y LH por las células de adenohipdfisis en respuesta a la GnRH y timulina, depende
del medio hormonal del que provienen las hipdfisis (sexo y dia del ciclo estral). Ademas
que la accion de la timulina sobre la adenohipdfisis es regulada por los esteroides

sexuales.

En este estudio se muestran que la concentracién de FSH evaluada en el suero y
en el medio de cultivo, es mayor en el macho que en la hembra, mientras que para LH
ésta diferencia sélo se observa en el medio. Estos resultados aunado a los de otros
autores (Elskus y col., 1995), no logran responder la pregunta de ¢{por qué se observan

diferencias en la respuesta secretora de la hipdfisis de machos y hembras?.

Es bien conocido que la secrecién de LH por las hipéfisis de ratas macho y hembra
en respuesta a la castracion es diferente; en el macho la hipdfisis libera répidamente
grandes cantidades de la hormona 24 hrs después de la gonadectomia, mientras que en
la hembra la concentracion de LH muestra un pequefio aumento después de la
ovariectomia y se mantiene sin mayores cambios durante varios dias (Gay y Midgley,
1969; Spitzbarth y col., 1988; Fallest y col., 1989). Estas respuestas no parecen deberse
a la concentracion de la hormona en la hipodfisis de los animales, ya que no se han
observado diferencias significativas entre ellas (Spitzbarth y col., 1988). Para el caso de
la FSH la castracion de ratas macho y hembra resulta en un aumento del 650% en las
hembras y un 293% en los machos (Elskus y col.,, 1995), lo que refleja una gran

diferencia en la regulacion de la secrecién de ambas hormonas.

Estudios realizados por el grupo de Schwartz (Fallest y col., 1989, Fallest y
Schwartz, 1991) indican que la secrecion de LH depende fundamentalmente de los

cambios en la sefial hipotalamica (GnRH). No obstante que en el presente trabajo no se
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observaron diferencias en la concentracion sérica de LH entre hembras y machos
sacrificados en la mafana, éstas se hicieron presentes cuando la hipdfisis fue liberada
de su sistema normal de regulacién, lo cual podria ser explicado por tres diferentes
factores: la falta de hormonas gonadales que regulan la actividad secretora de los
gonadotropos (Kamel y col., 1987; Fallest y Schwartz, 1991; Blake, 1998; Fowler y col.,
2003); la existencia de factores hipotalamicos inhibidores (Hwan y Freeman, 1987; De la
Lastra y Leal, 1989; Blake, 1998; Lux-Lantos y col., 1992, 2001); o un sistema de
regulacién intrinseco que actUa a través de sefiales autocrinas y paracrinas (Kitaoka y
col., 1988; Bohnsack y col., 2000). Segun el grupo de Schwartz, la secrecién de FSH
depende mas de las fluctuaciones en la concentracion de inhibina (Fallest y col., 1989,
Fallest y Schwartz, 1991; Schwall, 1998).

Otra posibilidad para explicar las diferencias entre las hipdfisis de machos y
hembras seria el niUmero de receptores a estradiol que presentan los gonadotropos de
ambos sexos, el cual varia con el ciclo estral de la hembra y es mas o menos constante
para el caso del macho (Babichev y col., 1989).

Estudios en los cuales se realizd el intercambio de hipdfisis entre machos y
hembras muestran que la hipdfisis es asexuada (Everett 1964) y que ni el sexo del
donador, ni el numero de hipdfisis injertadas modifican las respuestas conductuales a

los implantes hipofisarios (Bouchon y Ropartz, 1994).

Por ello las diferencias observadas en nuestro estudio respecto a la secrecidn de
gonadotropinas por las células de adenchipdfisis de ratas macho y hembra mantenidas
en cultivo, deben estar relacionadas a la integracion de todas las sefales
neuroenddcrinas que convergen en la regulacion de la secrecion hormonal y no a un

solo factor.
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Lo anteriormente expuesto nos permite sugerir que las diferencias sexuales en la
respuesta de las células adenohipofisarias a las diferentes dosis de GnRH utilizadas en
este estudio y por Sanders y col. (1975), pueden ser explicadas como el resultado de la

dependencia de los gonadotropos del donador a su ambiente hormonal.

Segin Brown y col. (2000), la adicién de timulina a cultivos de células de
adenohipdfisis de rata hembra estimula la liberacion de FSH y LH. En el presente
estudio, la timulina no modificd la liberacion basal ni la estimulada por GnRH, de ambas
gonadotropinas en las células de adenchipdfisis de hembra cultivadas en monocapa.
Esta discrepancia probablemente estd relacionada con las diferentes condiciones
experimentales, ya que los experimentos del grupo de Brown se realizaron en tiempos
cortos (preincubacion de 20 min y exposicion a timulina de 40 min) lo que nos permite
pensar que la accion de la timulina depende de factores reguladores cuyo efecto

decrece con el tiempo de preincubacion (48 hrs).

En cultivos de tejido adenohipofisario de rata macho, Zaidi y col. (1988) observan
que la timulina estimula la liberacion de la LH de manera dosis-dependiente. Resultados
similares fueron observados con la administracion /7 vitro de timulina mds Zn*?
(Hadley y col., 1997). En nuestro estudio, la timulina mostrd un efecto inhibitorio en la
liberacion basal de FSH y LH por las células de adenohipdfisis de rata macho. Tales
diferencias, como en el caso de las células de hembra, pueden estar relacionadas con
una o mas de las siguientes variables: tiempos cortos de preincubacion celular (150 min,
ambos estudios) y la concentracion (Zaidi y col.: 8.59 ug/ml; Hadley y col.: 429 fg a
42.95 pg/ml) y tiempo de exposicidn (30 min, ambos estudios) a la timulina. Pero no asi
por la presencia de Zn*?, ya que este metal, esencial para incrementar la bioactividad de
la molécula de timulina (Dardenne y col., 1982, 1984), siempre estuvo presente en el

medio de cultivo utilizado.
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Se han descrito la existencia de una interaccion funcional entre la timulina y los
esteroides gonadales; Estudios /n vitro muestran que la timulina participa en la
regulacién de la esteroidogénesis gonadal (Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990; Wise, 1998) e
in vivo la progesterona, el estradiol y la testosterona regulan la liberacién de la timulina
(Dardenne y col., 1986, 1988). Nuestros resultados indican que esta interaccion también
ocurre a nivel adenohipofisario ya que los esteroides de origen gonadal modulan la
respuesta de los gonadotropos, tanto de hembra como de macho, a los efectos de la

timulina en la liberacién de las gonadotropinas.

Estudios /in vivo e in vitro muestran que la progesterona ejerce efectos
estimulantes e inhibitorios sobre la secrecién de las gonadotropinas, los cuales
dependen de la dosis, la duracion y secuencia de su administracién (Brown-Grant y
Naftolin, 1972; Drouin y Labrie 1981; Lagacé y col., 1980). En nuestro estudio, la
preincubacién de células de adenohipdfisis de rata hembra con progesterona no
modificod la liberacion basal de las gonadotropinas, pero redujo la liberacion de LH
estimulada por la GnRH. Esta respuesta fue similar a la observada por Janovick y Conn
(1996) en hipdfisis en cultivo obtenidas de ratas hembra prepuberes. Dicho efecto
puede estar relacionado con el hecho que la progesterona desensibiliza los
gonadotropos a la accidén de la GnRH al disminuir el nimero de receptores a GnRH,

como ha sido propuesto por Conn y col. (1984).

En la hembra, el aumento en la concentracion de FSH liberada por las células de
adenohipofisis pretratadas con progesterona y luego con timulina, cuando cada una de
manera independiente no tienen efectos sobre FSH, indica que este esteroide facilita la
accion de la timulina sobre la liberacion de la gonadotropina. Cabe la posibilidad de que
la progesterona participe en la expresion de un niumero mayor de receptores a timulina
(evento del que no se tienen evidencias a la fecha) lo que amplificaria la concentracién

de segundos mensajeros al tratar a las células con timulina, ya que se ha mostrado que
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ésta aumenta la concentracion de AMPc, de calcio y de fosfato de inositol en los

gonadotropos de rata hembra adulta (Brown y col., 2000).

Seguin Kamel y col. (1987) el pretratamiento con testosterona a los gonadotropos
de rata hembra adulta disminuye la respuesta de las células a la GnRH, medido por Ia
liberacion de LH. Resultados similares se presentaron en este estudio, pero para ambas
gonadotropinas lo que apoya la idea que la testosterona inhibe la accion de la GnRH
sobre la liberacion de FSH y LH. Los resultados obtenidos al preincubar las células de
hembra con testosterona y tratarlas con timulina, nos permite sugerir que ambas

hormonas interactiian para ejercer un efecto inhibitorio sobre la liberacion de FSH.

Segun Drouin y Labrie (1981) en cultivos de células de adenohipdfisis obtenidas de
rata hembra adulta, el tratamiento con estradiol en presencia de diferentes dosis de
GnRH, estimula la liberacién de la FSH y LH. Nuestros resultados muestran que el
pretratamiento con estradiol en las adenohipdfisis de hembra, amplifica el efecto
estimulante de la GnRH sobre la liberacion de FSH. El hecho que la preincubacién con
estradiol revele un efecto estimulante de la timulina en la liberacion de la LH, indica que

el estradiol regula la accion de la timulina en la liberacion de la gonadotropina.

Al parecer en las células de la adenohipdfisis de la rata hembra, la timulina estaria
estimulando o inhibiendo la secrecién espontanea de las gonadotropinas dependiendo
de la sefial esteroidogénica previa. En las células cuya impronta fue con progesterona,
timulina estimula la liberacidén de FSH; con estradiol, timulina estimula la liberacion de

LH y con testosterona, timulina inhibe solo FSH.

En las células de adenohipdfisis del macho, sélo el pretratamiento con
testosterona, ocasiono cambios en la liberacion de las gonadotropinas, tanto en la basal
como en la estimulada por GnRH. La inhibicidén observada en la liberacion tanto de FSH

como LH inducida por este esteroide indicaria que en el macho la testosterona
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disminuye la respuesta de los gonadotropos, como ya ha sido descrito (Starzec y col.,
1996). '

La baja liberacion de LH por las células de adenohipdfisis del macho, pretratadas
con progesterona y posteriormente timulina mas GnRH, muestra que este esteroide
modula la accién de la timulina sobre la liberacién de la gonadotropina. Sin embargo, la
falta de respuesta de las células del macho a la mayoria de los tratamientos realizados,
puede ser debido a que las concentraciones utilizadas fueron las de la hembra y no las

fisiolégicas para este sexo.

En los cultivos obtenidos de ratas sacrificadas en cada uno de los dias del ciclo
estral, la timulina ejercid un efecto estimulante en la liberacion basal de LH; en la
liberacion de FSH el efecto fue estimulante en diestro 1 e inhibitorio en estro. El analisis
de correlacion mostrd una relacion directamente proporcional entre las concentraciones
de progesterona en suero y el efecto de la timulina en la liberacion de FSH, resultados
similares a los obtenidos con los cultivos en monocapa. Este hecho ratifica que la
progesterona modula la sensibilidad de los gonadotropos a la timulina. Con base en los
resultados se puede sugerir que la timulina tiene un efecto dual (estimulante o

inhibitorio) en la liberacion de las gonadotropinas.

Brown y col. (2000) mostraron en células de hipdfisis de rata hembra (sin
considerar el dia del ciclo en el que se encontraban) que la timulina estimula la
liberacion de la FSH y LH; que el tratamiento con timulina y GnRH tiene un efecto
sinérgico en la liberacion de LH y uno aditivo en la liberacion de FSH. Con esos
resultados el grupo de Brown sugiere que la timulina no usa las mismas vias de
transduccion que la GnRH. Los resultados del presente estudio mostraron que cuando
timulina y GnRH coexisten en el cultivo, la accion de la timulina puede inhibir o
estimular el efecto de la GnRH vy este efecto depende del dia del ciclo estral en el que se
encuentre el donador, lo que muestra que la timulina es capaz de regular la respuesta
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de los gonadotropos a GnRH, en la liberacion de las gonadotropinas por una via
diferente a la de la GnRH.

Este estudio muestra la existencia de diferencias sexuales en la liberacién basal de
la FSH y LH, asi como en la respuesta de las células de adenohipdfisis a la timulina, la
GnRH o ambas. En el macho, la timulina ejerce un efecto inhibitorio en la liberacién de
las gonadotropinas, mientras que en la hembra, la variabilidad de respuestas a timulina,
GnRH o ambas durante el ciclo estral, sobre la liberacion de las gonadotropinas, indica
que el efecto de la timulina esta influenciado por interacciones neuroenddcrinas que
varian durante el ciclo estral, y que su accion es modulada por los esteroides sexuales.
Con base en lo anterior es posible sugerir que la timulina actia como un modulador fino

de la accion de la GnRH en los gonadotropos.
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1. La respuesta de las células de adenohipdfisis en cultivo al tratamiento con timulina,
GnRH o ambas, depende del sexo del animal.

e En las células de adenohipdfisis de rata hembra, la timulina no tiene efecto en la
liberacién de las gonadotropinas.

e En las células de adenohipdfisis de rata macho, la timulina ejerce un efecto
inhibitorio en la liberacion basal de la FSH y LH, el cual es revertido por el
tratamiento con GnRH,

2. El efecto de la timulina sobre la liberacion de las gonadotropinas por las células de
adenohipdfisis es modulado por los esteroides sexuales.

o En las células de adenohipdfisis de la hembra pretratadas con progesterona, la
timulina estimula la liberacion de FSH; con testosterona, este péptido inhibe la

liberacion de FSH; con estradiol, la timulina estimula la liberacion de LH.

o En las células de adenohipdfisis del macho pretratadas con progesterona, la
timulina inhibe la liberacion de LH en presencia de GnRH.

3. Los efectos de la timulina sobre la liberacién de la FSH y LH depende del dia del ciclo
estral en que se obtienen las células de adenohipdfisis.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos llevan a proponer los siguientes
problemas a resolver.

o La diferente respuesta que tienen las células de la adenohipdfisis de la rata
hembra a lo largo del ciclo estral a la adicion de timulina ése debe a su efecto
directo sobre los gonadotropos o a su interaccion con otras células
adenohipofisarias que participan en la liberacion de las gonadotropinas?.

¢ La accidn de los esteroides sexuales sobre los efectos de la timulina ése debe a
que estos esteroides estan regulando la expresion de los receptores de timulina o
existen otros mecanismos?.

e En la hipdfisis de la hembra écudles son los mecanismos que estan involucrados
en la regulacion de los efectos que tienen la timulina en la liberacién de las
gonadotropinas?.

» La falta de respuesta de las células de adenohipdfisis del macho a los diferentes
tratamientos con GnRH, o con el pretratamiento con esteroides sexuales y
posterior adicion de timulina, o GnRH+timulina ¢ése debe a que las
concentraciones usadas no fueron las fisioldgicas para este sexo?.
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LA EXPRESION DEL ARNm DE GnRH PRESENTA
CAMBIOS ASIMETRICOS ENTRE EL LADO DERECHO E
[ZQUIERDO DE POA-AHA. Arteaga-Lopez P'?, Cruz ME",
Cerbon MA®, Cruz-Mederos D', Mendoza-Rodriguez A% y
Dominguez R'. ' Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
?Facultad de Quimica, U.N.A.M., México, D.F.

Se ha mostrado que los lados derecho e izquierdo del
area predptica-hipotaldamica anterior (POA-AHA) regulan de
manera asimétrica la secrecian de gonadotropinas y la
ovulacion. Con el objetivo de conocer si la expresion del gen
de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH)
también es asimétrica, .se estudio el patrén de expresion del
ARNm de GnRH en los lados derecho e izquierdo de POA-
AHA durante el ciclo estral a diferentes horas del dia. Grupos
de 6 ratas intactas (3 repeticiones por hora y dia) fueron
utilizados para extraer el acido ribonucléico nuclear (ARN)
total de ios lados izquierdo y derecho de POA-AHA, el gen
fue amplificado por la técnica de RT-PCR. El gen de GAPDH
se utilizd como control de expresion constitutiva. Los
resultados muestran que la expresion del ARN mensajero
(ARNm) de GnRH en POA-AHA derecha es mayor que en el
lado izquierdo (*0.1510+0.009 vs. 0.0686+0.0086 *p<0.005);
dicha asimetria varia durante el dia y el ciclo estral. Estos
resultados coinciden con los observados previamente que
muestran que la concentracion de GnRH en el fado derecho
del hipotalamo medio basal es mayor que en el izquierdo.

Apoyado por CONACyYT IN27851-M y CONACyT 121846
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EFECTO DEL TRATAM..NTO CON OXITOCINA SOBRE LA
MORFOMETRIA DE MOTONEURONAS DEL MUSCULO
PUBOCOCCIGEO EN RATAS MACHO. Castelan, F.*, Nicolas,
L.*, Manzo, J, Pacheco, P. y Hernandez, M.E.* Inst. de
Neuroetologia, Univ. Veracruzana, Xalapa, Ver; Inst. de Inv
Biomédicas, UNAM, México, D.F.

Las motoneuronas del musculo pubococcigeo (MnPc) se
localizan en segmentos lumbosacros de la médula espinal, y son
sensibles a la fluctuacion de hormonas esteroides. Dependen
fundamentalmente de estradiol, aunque carecen de sus receptores,
asi como de aromatasas para convertirla a partir de la testosterona.
Con ello, hemos propuesto la hipétesis de que el metabolismo de
esteroides en el macho se lleva a cabo en el nicleo paraventricular
(NPV), cuyas células proyectan directamente a la médula espinal
lumbosacra. A su vez, el NPV se comunica con las MnPc via otro
mensajero, la oxitocina (OT). Los resultados que aqui se muestran
validan esta hipétesis. Para ello, se utilizaron ratas macho Wistar
intactas y castradas (C), con éstas Ultimas se formaron cuatro
grupos (n=8 cf/u): a) machos C; b) C con canula intratecal sin
tratamiento; ¢) igual a b pero con tratamiento con vehiculo; d) con
tratamiento con OT (5ul 0.5 nM). El tratamiento fue diario por dos
semanas. Las MnPc fueron marcadas posteriormente con
peroxidasa de rabano.

El tratamiento intratecal con OT reduce los efectos
producidos por la castracidn, aun en ausencia de testosterona. A
pesar de que la recuperacion fue significativa, las MnPc no se
tifieron al nivel de un animal intacto. Asi, se concluye que la OT
liberada por el NPV en la médula lumbosacra, es importante para
el mantenimiento de las MnPc dependientes de esteroides. No
obstante, se requieren de mas estudios para determinar una dosis
mas apropiada de tratamiento. Finalmente, se sugiere que este
mecanismo puede también existir en otras motoneuronas espinales
sensiblcs  a  esteroides, como aquellas  del  nucleo  del
bulbocavernoso que inervan a la musculatura peneana.

BECAS CONACYT: Reg. 153783 (F.C.) y Reg. 124762 (L.N.)
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DETERMINACIONES  CIRCADIANAS DE PROLACTINA,
CORTISOL Y MELATONINA EN UN CASO DE UN MONO
ASINTOMATICO TRATADO CON MPTP. Barcia C*, Bautista V,
Sanchez-Bahillo A, Lozano ML, Ferndndez-Villalba E, Hesrero MT.
Grupo de Neuwrologia y Neurocirugia Experimental. Dept. de
Ciencias Morfoldgicas y Psicobiologia, Univ. de Murcia. Espafia.

El MPTP es una proneurotoxina que administrada en dosis
sistémicas puede producir un sindrome parkinsoniano estable en
primates. Sin cmbargo, algunas especies e individuos no son
susceplibles a esta proneurotoxina. Las determinaciones hormonales
pueden dar una medida indirecta de las posibles alteraciones de los
nticleos hipotalamicos por accién del MPTP.

En este experimento se utilizaron siete monos macacos macho
adultos. Cinco de ellos fueron tratados con dosis sistémicas
intravenosas de MPTP. Cuatro de ellos mostraron un parkinsonismo
estable pero uno de ellos no mostré ningan signo parkinsoniano.
Estos monos no fucron tratados con L-DOPA ni agonistas
dopaminérgicos. Las extracciones de plasma se realizaron cada tres
horas cubriendo las 24 horas del dia. La extraccién de las muestras
s¢ repilié tres veces para cada animal. Las concentraciones
hormonales se determinaron por enzimoinmunoensayo y sc
compararon estadisticamente los tres grupos entre si.

Las determinaciones de prolactina y cortisol siguieron un
patron circadiano similar al grupo control. Sin embargo, los niveles
de melatonina presentaron niveles significalivamente mas bajos en
los valores nocturnos respecto a los otros dos grupos. Estos
resultados  sugieren que el MPTP  podria producir lesiones
hipotaldmicas pero solo en individuos susceptibles.

Palabras clave: Parkinson, susceptibilidad, neurotoxicidad, ritmos
circadianos.
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EFECTOS DE LA TIMULINA EN LA LIBERACION DE LA
FSH Y LH POR LAS CELULAS DE LA ADENOHIPOFISIS
DE RATA HEMBRA. Hinojosa, L. (avalado por Morales
Ledesma Leticia), Miranda-Brito, C.%*, Damian-Matzumura, P.G.%,
Garcia, L."*, Romano, M.C.%*, Dominguez, R." y Rosas, P.'*

‘Lab. de Neuroinmuno-endocrinologia, UIBR. FES-Zaragoza,
UNAM. ‘Depto. de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias.
CINVESTAV, IPN. ®Depto. de Biologia de la Reproduccion, UAM-
{ztapalapa. Meéxico DF, México.

La administracién sistémica de timulina en la etapa peripuberal del
raton hembra, estimula la respuesta ovulatoria frente al tratamiento
con PMSG. En el ratdn timectomizado a los diez dias de edad, la
inyeccion diaria de timulina maodifica la esteroidogénesis. Lo anterior
muestra que la timulina participa en la reguiacidn de las funciones
del eje hipotalamo-hipofisis-ovario. Debido a esto se decidio estudiar
los efectos de la timulina (unida o no a Zn) en la liberacion in vitro de
la FSH y la LH por las células de la adenohipdfisis de rata hembra
adulta, estimuladas o no con GnRH (10°M), por un periodo de tres
horas. Se determinaron las concentraciones de gonadotropinas en
el medio de cuitivo por RIA y se compararon con los resuitados
obtenidos al administrar timulina (100 ng) o timulina+Zn (107M), ya
que este metal incrementa su actividad biologica. La mediate.e.m.
de los resultados se presentan en la siguiente tabla.

Grupo FSH (ng/ml) LH (ng/mi)
Basal 352433 61.8+8.7
GnRH 766t4.2a 191.8+375a
GnRH +Timulina 63.1x21a 111.51£15.9
GnRH +Timulina + Zn 552+34ab 106.9+6.3 b

a, p<0.05 vs. Basal; b, p<0.05 vs. GnRH. (ANDEVA, seguida de Tukey)

No se observaron diferencias significativas en la concentracion
basal de FSH y LH cuando se administré timulina sola o combinada
con Zn. Sin embargo, este péptido unido al metal disminuyo el
efecto estimulante de GnRH sobre la liberacion in vitro de las
gonadotropinas. Los resultados sugieren que el efecto de la timulina
en la hipdfisis es mediado por GnRH y depende de su interaccion
con el Zn.

Apovado por DGAPA-IN225598, PAEP-101312. CONACYT v PUIS.
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EFECTOS DE LA TIMULINA EN LA SECRECION DE LA
LH POR LAS CELULAS DE ADENOHIPOFISIS DE RATA
EN CADA UNQO DE LOS DIAS DEL CICLO ESTRAL.
Hinojosa, L.'*, Garcia, L.'*, Chavira, R.*, Romano, M.CJ,
Dominguez, R.' y Rosas, P."*. 'Unidad de lnvestigacién en Biologia de
la  Reproduccion, FES-Zaragoza, UNAM. °‘INCMN "Salvador
Zubiran".  ’Depto. de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias.
CINVESTAYV, IPN. México, D.F., México.

En el ratén prepuber inyectado con PMSG, la administracién previa de
timulina (T) estimula la ovulacion. In vitro la T estimula la secrecién de
LH en células de hipofisis de rata macho. Basado en lo anterior, se
analiz¢ el efecto de la T (unida 0 no a Zn) en la secrecion de la LH por
las células de adenohipdfisis, cultivadas en suspencién y obtenidas de
ratas sacrificadas en cada uno de los dias del ciclo estral. Las células se
trataron con 100 ng de timulina o Zn (107 M) (metal que incrementa la
actividad biologica de la T) o T-Zn y se estimularon o no con GnRH
(10 M). Los cultivos se incubaron por una hora. En el medio de
cultivo se cuantifico la concentracion de LH (ng/ml) por
radioinmunoanalisis. Los resultados se expresan en mediate.e.m. en la
siguiente tabla:

Grupo/dia Diestro | | Diestro2 | Proestro |  Estro
Basal | 337434  52.0£35 60912 55.2%5.0
Zn 56.7+4.3a  793#3.1a 73632 9544924
T 50.5¢4.0 ©  71.4%6.2 52.644.8  62.842.7
T-Zn 38.743.5b6 102.0453ac  762457c¢ 56.413.8
GnRH 48.0+54  91.8%15.0a 712+4.0  93.0+0.44
GnRH-Zn | 463+14  69.624.6 927447  63.3428¢
GnRH-T 422436  59.4436.  B12+13.0 82.1%7.7
GnRH-T-Zn | 522+1.7  76.9+2.7 46,5527 64.6¥0.7 ¢

a, p<0.05 vs. Basal; b, p<0.05 vs. Zn; ¢, p<0.05 vs. T; d, p<0.05 vs.
Basal, T, T-Zn; ¢, p<0.05 vs. GnRH; £, p<0.05 vs. GnRH-Zn.

Los cambios en fa secrecion basal de LH y en la respuesta a GnRH
durante el ciclo, indican que in vitro sigue existiendo influencia del
medio ambiente hormonal previo al sacrificio. Los resultados muestran
que en diestro 2, fa T incrementa la liberacién basal de LH solo en
presencia de Zn, lo que no sucede con la secrecion estimulada ya que la
T-Zn inhibe el efecto de GnRH en el dia del proestro.

Apoyado por DGAPA-IN225598, PAEP-101313, CONACyT y PUIS
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EL IONOFORO DE CALCIO A23187 AUMENTA EL
PROCESAMIENTO POST-TRADUCCIONAL DE LA
PROENCEFALINA EN UNA LINEA CELULAR DE ORIGEN
HEMATOPOYETICO. Lopez-Camacho, C*, Duran S*, Teran-Vasquez
L*, Valls M, Vindrola O, Padrés MR. Laboratorio de Bioquimica.
Instituto de Fisiologia. Universidad Auténoma de Puebla.

La linea celular de ongen hematopoyético HL-60 (leucemia
promiclocitica humana) sintetiza y libera péptidos derivados (PDP) de
la proencefalina (PENK). En el presente trabajo s analiz6 el efecto del
aumento del calcio intracelular , por tratamiento con iondforo de calcio
A23187 (IC), sobre ¢l procesamiento de los PDP en estas células. Para
ello la linea fue cultivada siguiendo las especificaciones de American
Type Culture Collection, ¢ incubadas por 15, 30 y 60 minutos, en
presencia o ausencia de 10 uM del IC. Las proteinas de los extractos
celulares fueron analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida
seguida de inmunoelectrotransferencia con anticuerpos especificos. En
las células control se observo la presencia de proteinas de 44-46, 34-30,
22 y 17 kDa. El tratamiento con el IC disminuy6 el contenido de estas a
los 15 minutos, observandose luego un aumento del doblete de 44-46
kDa a los 30 y 60 minutos; mientras que las proteinas de 22 y 34 kDa
no s¢ detectaron a los 60 minutos. El agregado de ciclosporina A (CSA)
45 minutos antes del tratamiento con el IC, inbibi6 la disminucion en
los niveles de las moléculas de 34 y 22 kDa. Por otro lado el IC
aumento en un 63%, 86% y 27% el contenido de met-encefalina a los
15, 30 y 60 min. de tratamiento, respectivamente. Este efecto fue
inhibido por la CSA. Experimentos de pulso y cambio, seguidos de
inmunoprecipitacion, mostraron que las células HL-60 sintetizan
fundamentalmente una molécula de 44kDa. El tratamiento con IC por
15 y 30 min. produjo una marcada disminucion en los niveles de esta
proteina acompaiiado de un aumento en l[a liberacion, con un pico
maximo a los 30 minutos. Este efecto no fue revertido por CSA. Estos
resultados indican que el aumento del calcio intracelular inducido por el
IC provoca una notable disminucién en los niveles celulares de las
proteinas precursoras de PENK, acompaiiado de un aumento en la
liberacion de los mismos y de su procesamiento post-traduccional hacia
met-encefalina. Este ultimo efecto es revertido por tratamiento previo
con CSA. Este trabajo fue financiado por los Proyectos CONACYT
25657N y 31764N.
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HETEROGENEIDAD MOLECULAR DE LA
HORMONA DEL CRECIMIENTO DE POLLO (cGH) Y
SU PATRON DE SECRECION EN RESPUESTA AL
AYUNO. Lépez-Rosales, L.J.", Martinez-Coria H.', Luna, M.,
Aramburo, C. Centro de Neurobiologia, Campus UNAM Juriquilia,
Querétaro, Qro.

La diversidad funcional de la Hormona de! crecimiento (GH)
puede ser explicada, al menos parcialmente por su heterogeneidad
molecular. Resultados previos muestran que al menos dos variantes de
carga presentan diferente bioactividad en el metabolismo de lipidos: fa
forma con un Rf = 0.23 es esencialmente lipolitica, mientras que la de
0.3 es antilipolitica. En aves se ha reportado que el patrén de variantes
moleculares presentes en la adenchipdfisis difiere durante el desarrollo.
Ademas, estudios in vifro muestran una secrecion diferencial de la
variante de 26kDa de GH en respuesta a GHRH, lo que sugiere que su
sintesis y secrecion en los somatotropos se modifica dependiendo del
estimulo. El ayuno es una condicion fisiologica que compromete el
equilibrio energético del animal en donde el incremento de GH participa
como contrarregulador de la hipoglucemia lo que nos permite utilizarlo
como modelo experimental. En este trabajo se estudio el efecto del
ayuno (24h,72h y 120h) sobre el patrén de secrecion de las variantes de
masa de la ¢cGH en pollos de 4 semanas de edad. Se determind la
concentracion total de cGH en el extracto hipofisiario (EH) y en el suero
a través de un ELISA especifico, el patrén de variantes moleculares de
la hormona se analizé por Western blot y densitometria. Como
indicador homeostatico se determinaron los niveles de glucosa
plasmética. Se observé un incremento significativo en los niveles de
cGH total en respuesta al ayuno mientras los niveles de glucosa no
presentan modificaciones importantes. Al analizar el patrén de secrecion
de las variantes en €l suero se observd una disminucion en la
concentracion relativa de la variante de 26 kDa con respecto al control.
La forma monomérica de 22kDa presenta una tendencia a incrementar
su concentracion relativa. En los EH en no se observan modificaciones
significativas en la concentracién de c¢GH total ni en las bandas
inmunoreactivas. Estos resultados nos permiten suponer que la
regulacion a la baja de la sintesis y secrecién de las variantes de menor
afinidad al receptor incrementa la proporcidn del mondmero secretado y
por ende su capacidad de estimulo.

Apoyado por los donativos de CONACyT 31817-N y PAPUT UNAM IN206196 y
por la donacién de animales de Pilgrim’s Pride
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ESTIMULACION DEL SISTEMA SEROTONINERGICO Y
DESARROLLO DEL FOLICULO OVARICO EN LA RATA
PREPUBER. Morén, MJ.*, Ayala, M.E., Monroy, J.*, Damién-
Matsumura®, Dominguez, R. Unidad de Investigacién en Biologia de la
Reproduccién (Laboratorio de Pubertad). Facultad de estudios Superiores
Zaragoza, UNAM, AP. 9-020, México, DF. Departamento de Biologia de la
Reproduccion, UAM Iztapalapa, México.

La seleccion de los foliculos ovéricos, su crecimiento y maduracién son
regulados por las gonadotropinas (hormona estimulante del foliculo (FSH) y
hormona luteinizante (LH)), cuya secrecién es modulada por la serotonina
(5-HT) entre otros sistemas de neurotransmision y por las hormonas
esteroides. Previamente hemos mostrado que la administracién sistemica de
S-HT bloquea parcialmente la ovulacién en el dia del primer estro vaginal
(PEV). Por ello, €l objetivo del presente trabajo fue el de analizar si los
cambios en la ovulacién observados en estos animales estin asociados a
modificaciones en el crecimiento folicular. Ratas hembras de la cepa CIIZ-V
de 30 dias de edad fueron inyectadas con 37.5 mg/kg de clorhidrato de 5-HT
(C-5-HT) o de sulfato de 5-HT (S-5-HT) o solucién salina (SAL). Todos los
animales fueron sacrificados en el dia del PEV. Se disecaron los ovarios, se
realizaron cortes seriados a 10 pm y se tifieron con la técnica de
hematoxilina-eosina, para realizar el analisis de la poblacién folicular. En
suero se cuantificé la concentracion de FSH y LH por la técnica de
radicinmunoanalisis. Los resultados se analizaron estadisticamente. En los
animales que recibieron ambos tipos de 5-HT se observé la tendencia a la
disminucién en el nimero total de foliculos [C-5-HT: 49.2 £ 3.3; S-5-HT:
49,8 £ 8.9 vs 71.5 £ 16.5, NS)]. Asi mismo el nimero de foliculos pequefios
(<349 um de diametro) disminuyo de manera significativa (C-5-HT: 39.2 £
2.1; S-5-HT: 438 £ 4.5 vs 64.7 £ 14.9, p< 0.05]. En ambos casos la
concentracién de FSH disminuyé [C-5-HT: 12.5 £ 0.4; S-5-HT: 6.1 £ 2.0 vs
31.1 £ 3.5, p< 0.05) y la concentracién de LH unicamente disminuy6 en los
animales que recibieron S-5-HT [0.46 + 0.04 vs 1.3 1 0.09, p< 0.05]. Los
resultados obtenidos nos permiten sugerir que el sistema serotoninergico
participa en los eventos que regulan el proceso de crecimiento y
diferenciacién del foliculo ovarico. Apoyado por DGAPA IN210500 y PUIS,
UNAM.
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ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA TIMULINA EN LA LIBERACION in vitro DE FSH Y
LH POR LA HIPOFISIS DE RATA EN CADA UNO DE LOS DIAS DEL CICLO ESTRAL.

Hinojosa L', Garcia L', Chavira R?, Castillo L*, Romano MC®, Dominguez R' y Rosas P'.

'Laboratorio de Neuroinmuno-endocrinologia, Unidad de Investigacion en Biologia de la
Reproduccion, FES-Zaragoza, UNAM. AP 9-020, CP-15000, México DF, México.
“Depto. de Biologia de la Reproduccion, INCMN "Salvador Zubiran", México DF, México.
*Depto. de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias, CINVESTAV, IPN, México DF, México.
“Laboratorio de Espectroscopia, FES-Zaragoza, UNAM. Méxicoe DF, México.

RESUMEN

La timulina participa en la regulacion del eje hipotalamo-hipéfisis-gonada. En estudios in vivo, se ha
mostrado que este péptido induce la ovulacion en el raton prepuber tratado con PMSG. In vitro se
ha observado que la timulina estimula la liberacion de FSH y LH por las células de adenchipéfisis
de rata adulta macho o hembra. Sin embargo, se sabe que en ia hembra el ambiente
neuroendocrino en el que se encuentra la adenohipofisis varia a lo largo del ciclo estral. Por esto
en el presente estudio se analizaron los efectos de la timulina en la secrecion in vitro de la FSH y
LH por las células de adenohipdfisis obtenidas de ratas en cada uno de los dias del ciclo estral. Se
utilizaron cultivos de células de adenohipofisis en suspencion, obtenidas de ratas adultas
sacrificadas en diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P) y estro (E). Las células se incubaron
durante 1 h sin tratamiento (basal) o con GnRH (10'9 M) o con timulina (100 ng) en presencia ¢ no
de GnRH. En el medio se evalud la concentracion de FSH y LH por radioinmunoanalisis. Los
resultados mostraron que las células adenohipofisarias obtenidas de ratas en P liberaron mas FSH
que las células en D1, presentando la maxima liberacidn las células de animales en E. Los cultivos
de céluias en P liberaron mayor concentracién de LH que las células en D1 y D2, en cambio en las
células en E la concentracion fue mayor respecto a las células en D1. El tratamiento con GnRH
incremento la secrecion basal de FSH en D1, D2 y P. Sin embargo, en la secrecion de LH este
efecto solo se presentd en las células en D1 y D2. Cuando las células en D1 se trataron con
timulina se indujo el aumento de la secrecion basal de FSH. Un efecto inverso se observé al tratar
a las células en E. La liberacion basal de LH al medio de cultivo de células en D1, D2 y E, se
incrementé por la administracién de timulina. Esta respuesta no se presentd en las células en P.
Sélo en las células de adenohipofisis en D2, la adicion de timulina mas GnRH disminuyd la
liberacion estimulada de FSH. La timulina mas GnRH también disminuyd la secrecién de LH pero
en D1, mientras que en el P la estimuld en comparacion con las células que Gnicamente tuvieron
GnRH. Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la secrecién, tanto basal
como estimulada de FSH y LH por las células de adenohipdfisis, son el resultado de las
condiciones neuroenddcrinas que prevalecen en cada dia del ciclo y que la timulina puede tener
efectos tanto estimulantes como uno inhibitorios en la liberacion de las gonadotropinas, lo que
depende del ambiente hormonal del animal al momento del sacrificio y de la presencia de GnRH.

Palabras claves: timulina, FSH, LH, adenohipofisis, ciclo estral.

INTRODUCCION

En el establecimiento de las relaciones neuroinmunoenddcrinas, existen interacciones
funcionales bidireccionales entre el timo y el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. La
participacion del timo en la regulacién de este eje es por intermedio de las hormonas
polipaptidicas que sintetiza llamadas timosinas (Goldstein y col., 1981; Low y Goldstein,
1984; Uzumcu y col., 1992; Spangelo, 1995).
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Se ha descrito que algunas de estas timosinas tienen efecto sobre la funcién
hipotalamo-hipofisaria, tal es el caso de la timosina B, la que adicionada a un sistema de
perfusion de hipotalamo medio basal e hipofisis, incrementa la liberacion de la hormona
luteinizante (LH) hasta 200 veces mas que la basal, cuando es administrada a tejido
hipofisario la concentracion de LH es similar a la basal, y adicionada a hipotalamo
aumenta la secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (Rebar y
col., 1981).

Existen evidencias que muestran que el timo modula la respuesta de la hipdfisis,
ya que al adicionarle un factor aislado del medio de incubacién de timo y del medio
condicionado de células reticulo-epiteliales timicas, se incrementa el efecto estimulante de
la GnRH sobre la liberacion in vitro de las gonadotropinas (Mendoza y Romano, 1989;
Mendoza y col., 1995).

Algunas timosinas se han detectado en bazo, higado, pulmdn, rifidn y cerebro, lo
que dificulta la interpretacion de que el timo esta involucrado con los mecanismos que
regulan el eje neuroendodcrino de la reproduccion (Dalakas y col., 1984; Horecker, 1984;
Hall y col., 1892).

De las timosinas estudiadas hasta el momento, la timulina es un nonapéptido
sintetizado exclusivamente por el epitelio timico. Se ha mostrado que el ratdn
congénitamente atimico nu/nu carece de timulina y en el raton sometido a una timectomia
la hormona desaparece de la circulaciéon sanguinea. En ambos modelos experimentales,
cuando se realiza un injerto de timo o de células epiteliales timicas, la timulina es
detectada en el suero (Dardenne y col., 1974; Safieh y col, 1890). En el plasma, la
timulina se encuentra unida a zinc lo que incrementa su vida media y actividad biolégica
(Imaizumi y col., 1981, Dardenne y col.,, 1982, 1984, Bach y Dardenne, 1984). Estudios
preliminares de nuestro laboratorio utilizando espectrofotometria de absorcion atdmica,
muestran que tanto en la hipdfisis como en el suero fetal de bovino, esta presente el zinc.

La timulina participa en la regulacién de la funcion reproductora, ya que su
administracion al ratdn prepuber produce retardo en el inicio de la pubertad, aumento del
peso del timo y de la concentracion sérica de progesterona. En el ratdn de 20 dias de
edad el tratamiento con la gonadotropina del suero de la yegua prefiada (PMSG) no
resulta en ovulacidon. Sin embargo la administracion de timulina 24 horas antes del
tratamiento con PMSG, induce la ovulacion e incrementa el peso de los ovarios (Hinojosa
y Rosas, 1996, 1997; Hincjosa y col., 1999).

En el ratéon, la extirpacién del timo a los diez dias de vida postnatal (Tx-10),
provoca disminucion del 66% en la concentracién sérica de estradiol, el reemplazo
hormonal con timulina inmediato a la timectomia normaliza la concentracion del esteroide.
Cuando este modelo es tratado a los 25 dias de edad de manera secuencial con PMSG vy
la gonadotrepina coridnica humana, se observa una disminucidn en el numero de ovocitos
liberados respecto al animal intfacto estimulado con ambas gonadotropinas. En el Tx-10 el
reemplazo de timulina y el mismo tratamiento hormonal restablece la cuota ovulatoria
(Garcia y col., 2000).

La timulina también es capaz de modular la esteroidogénesis gonadal. En estudios
realizados con células de la granulosa en cultivo obtenidas de ovarios de cerda, la
administracion de timulina incrementa la actividad aromatasa y la secrecion de
progesterona estimulada por gonadotropinas (Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990). En el
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testiculo de rata, se ha descrito que esta timosina aumenta la secrecién in vitro de
testosterona (Wise, 1998).

Zaidi y colaboradores (1988) muestran que la adicion de timulina al cultivo de
tejido adenohipofisario de rata macho aduilta, estimula la liberacion de la LH en la misma
proporcidn que lo hace la GnRH y de manera dosis-dependiente. Resultados similares se
presentan al administrar timulina unida a zinc (Hadley y col., 1997). En hipéfisis de ratas
hembra tratadas o no con GnRH, la timulina incrementa la secrecién de la hormona
estimulante del foliculo (FSH) y de la LH (Brown y col., 2000).

Dado que en la rata, la hipofisis estd sometida a diferentes condiciones
neuroendocrinas a lo largo del ciclo estral, en el presente proyecto se decidio estudiar el
efecto que tiene la timulina sobre la secrecion in vitro de las gonadotropinas por las
celulas de la adenohipdfisis, obtenidas de ratas en cada uno de los dias del ciclo estral.

METODOS
Animales

Se utilizaron ratas hembras adultas {tres meses) de la cepa Wistar a las cuales se les
realizd el seguimiento del ciclo estral por la toma diaria del frotis vaginal. Los animales se
separaron por grupos dependiendo dei dia del ciclo estral (diestro 1, diestro 2, proestro o
estro) y se sacrificaron por decapitacién entre las 9:00 y 10:00 h. El cerebro se diseco
inmediatamente en forma aséptica para extraer la hipofisis.

Del tronco se colectd la sangre, se dejo coagular durante una hora a temperatura
ambiente y se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min. Se separ6 el suero y se almacené a
-20°C para la posterior determinacién de las concentraciones de FSH y LH por
radioinmuncanalisis (RIA) de doble anticuerpo, siguiendo el protocolo y los reactivos
donados por el National Pituitary Program (NIADDK, Bethesda MD, EE.UU). Los
coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron 4% y 7.9% para FSH y 5.1% y 6.5%
para LH.

Cultivo de células de la adenohipdfisis

La hipofisis se diseco y se separo la neurchipdfisis de la adenchipodfisis. Las células de la
adenohipdfisis se disociaron siguiendo el metodo de Steinberger y colaboradores (1973),
que consiste en disgregar el tejido con tripsina (GIBCO, NY, EE.UU.) al 0.25% en solucion
salina libre de calcio y magnesio, durante 15 min a 37 °C en barfio Maria con agitacion.

Las células se resuspendieron en medio de cultivo (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, D-MEM, GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal de bovino (GIBCO), 1%
de antibidticor(penicilina y estreptomicina, GIBCO), 0.1% de glucosa (Merck, México) y 25
mM de N-[2-hidroxietil]piperazina-N"-[acido 2-etanosulfonico] (HEPES) (Sigma, Chemical
Co., St. Louis, Mo, EE.UU.) y se sometieron a una disgregacién mecanica al pasar el
tejido repetidas veces por una pipeta. En cada ensayo se realizd el conteo celular en un
hemocitometro y se sembraron 107 células/ml de medio de cuitivo.

Las células se colocaron en tubos conicos con 1 ml de D-MEM, se incubaron a
37°C en bafio Maria con agitacion durante 1 hora. Después de este tiempo, las células en
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suspencion se centrifugaron a 800 rpm durante 8 min a 4 °C. El sobrenadante se extrajo y
se substituyd por medio fresco y se procedio a realizar los diferentes tratamientos.

Experimento 1: Las células de adenohipdfisis se trataron con 100 ng de timulina (Sigma)
y se incubaron por 1 hora. Pasado este tiempo se colecto el medio y se almacené a -20°C
hasta la medicion de las concentraciones de la FSH y la LH por RIA. Los ensayos se
realizaron por triplicado.

Experimento 2: Otros grupos de cultivos celulares se procesaron de la misma manera
que en el experimento anterior y ademas se trataron con GnRH (10° M). El cultivo se
incubd por 1 hora y finalizado este tiempo se recupero el medio para la medicion de la
FSH y LH por RIA. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Analisis estadistico

Los datos de las concentraciones de gonadotropinas se analizaron utilizando la prueba de
analisis de varianza (ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey. En los casos en que se
compararon dos grupos, se aplico la prueba de “t" de Student. Los resultados se
expresaron como media £ e.e.m. Solo se consideraron como significativas aquellas
diferencias cuya probabilidad fue igual o menor al 5 %.

RESULTADOS

Concentraciones de gonadotropinas en el suero de ratas en cada uno de los dias
del ciclo estral.

La concentracion de FSH en el suero de las ratas sacrificadas en fa manana de cada uno
de los dias del ciclo estral fue mayor en el proestro y en el estro en comparacién con el
diestro 2. Sin embargo, en la concentracion de LH no se observaron diferencias
significativas a lo largo del ciclo (tabla 1).

Tabla 1. Media = e.e.m. de la concentracion en suero de FSH y LH (ng/ml) en la
rata adulta en cada uno de los dias del ciclo estral.

Grupos Diestro 1 Diestro 2 Proestro Estro
FSH 56+0.1 51+£04 7.5+07"* 7.1+£05"
LH 0.5+ 0.1 0.5+0.0 0.7 +0.1 | 06+0.2

* p<0.05 vs Diestro 2

Concentracién de gonadotropinas en el medio de cultivo de células de
adenohipdfisis tratadas con GnRH y sin tratamiento (basal).

En los cultivos de células adenochipofisarias de ratas sacrificadas en cada uno de los dias
del ciclo estral, se present6é un incremento en la liberacién basal de FSH en el dia del
proestro respecte al diestro 1. En los cuitivos provenientes de animales en estro, la
concentracion de FSH fue significativamente mayor al resto de los dias. En cuanto a la
secrecion basal de LH, se observd que fue mayor en el proestro en comparacion con los
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diestros 1y 2, mientras que en el estro esta diferencia sélo se observé al comparar con el
diestro 1 (figura 1).

El tratamiento con GnRH dié como resultado un aumento en la concentracion de
FSH respecto a la liberacion basal en todos los dias, excepto en el estro. La secrecion de
LH en el medio de cultivo, bajo el estimulo de la GnRH, sélo se incrementd
significativamente en los diestros 1y 2 en comparacién con la basal (figura 2).

Respuesta de las células adenohipofisarias al tratamiento con timulina en presencia
o no de GnRH.

En las células de adenohipdfisis obtenidas de ratas en diestro 1, la adicion de timulina
incremento la secrecion de FSH en comparacion con la liberacion basal. Sin embargo, en
las celulas en estro, la administracion de timulina resultd en un decremento de esta
gonadotropina. En los cultivos en diestro 2 y proestro, no se observaron diferencias
significativas (figura 3).

La administracion de timulina en las células de adenohipdfisis en diestro 2,
disminuyo la concentracidn de FSH inducida por la GnRH. En el resto de los cultivos
tratados con timulina y GnRH no se observaron diferencias estadisticamente significativas
respecto a los cultivos que soélo recibieron GnRH (figura 3).

La secrecion de LH por las células de adenchipdfisis en cultivo, se incremento por
la adicién de timulina en todos los dias del ciclo excepto en el proestro en comparacion
con la liberacion basal. Cuando las células en diestro 1 fueron tratadas con timulina y
GnRH, se presentd una disminucion en la liberacion estimulada de LH. Sin embargo, en
las células en proestro la administracion de timulina y GnRH aumento la secrecién de esta
gonadotropina y en diestro 2 y estro no la modificod, respecto a las células que sodlo
recibieron GnRH (figura 3).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la secrecion basal de FSH
y LH por las células de adenohipdfisis cultivadas en suspencién y obtenidas de ratas en
los diferentes dias del ciclo estral, es el resultado de las condiciones neuroenddcrinas que
prevalecen en cada dia del ciclo. La respuesta de estos cultivos celulares a la
estimulacion con GnRH tambien depende del ambiente hormonal del animal al momento
del sacrificio. Estos resultados concuerdan en parte con los de O'Conner y colaboradores
(1988), quienes describen en hipofisis en cultivo que la secrecion de LH, bajo el estimulo
pulsatil de GnRH, varia segun el dia del ciclo estral pero no asi la secrecion de FSH.

En nuestro estudio la liberacién basal de FSH al medio de cultivo se incrementa
gradualmente a partir de!l diestro 1 y alcanza su maxima liberacion el dia del estro. Un
perfil similar se presenta en las variaciones de la concentracion sérica de la hormona de
los animales estudiados. Por ofra parte, el incremento mas conspicuo en la liberacion
basal de LLH se presenta en las células obtenidas de animales en proestro, evento que no
corresponde con la concentracién en suero, ya que no se observan diferencias



significativas durante el ciclo estral. Se ha descrito que la concentracion del ARNm de la
cadena 3 de la FSH y la LH en la hipdfisis de la rata varia a lo largo del ciclo estral
(Haisenleder y col., 1994), lo que apoya la idea que las modificaciones en la liberacién
basal de ambas gonadotropinas son el reflejo de las diferencias en la capacidad de
sintesis de cada hormona durante el ciclo.

Nuestros resultados muestran que en los dias en que la secrecién basal de FSH o
LH es baja, las celulas tienen una mayor capacidad de respuesta frente al estimulo con
GnRH vy la pierden cuando la liberacion basal es elevada. Estos hallazgos podrian ser
explicados por la existencia de factores hipofisarios e hipotalamicos que regulan de
manera estimulante o inhibitoria la liberacién hormonal (Schwartz y Cherny, 1992; Kondor
y col., 1994).

Brown y colaboradores (2000) indican que en las células de adenohipdfisis
obtenidas de ratas hembra en cualquiera de los dias del ciclo estral, la timulina
incrementa la secrecion de ambas gonadotropinas; cuando la timosina es administrada en
combinacion con GnRH induce un efecto sinérgico en la liberacion de la LH y uno aditivo
en la FSH. En este estudio, mostramos que la capacidad de respuesta de los
gonadotropos al tratamiento con timulina, estd en funcién del dia del ciclo estral y
presenta tanto efectos estimulantes, similares a los observados al adicionar GnRH, como
inhibitorios. La respuesta diferencial de las células de adenohipdfisis frente al estimulo
conjunto de GnRH y timulina, podria ser explicada por una interaccion de ambas
hormonas a nivel de receptores y es probable que en condiciones normales exista una
modulacién de los efectos de cada hormona.
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Figura 1. Concentracién basal de FSH y LH en el medio de cultivo de las células de
adenohipdfisis incubadas en suspension durante una hora y obtenidas de ratas
adultas sacrificadas en cada uno de los dias del ciclo estral (D1, diestro 1; D2,

diestro 2; P, proestro; E, estro).
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Figura 2. Concentracion de FSH y LH en el medio de cultivo de las células de
adenohipdfisis, obtenidas de ratas adultas sacrificadas en cada uno de los dias del
ciclo estral (D1, diestro 1; D2, diestro 2; P, proestro; E, estro) e incubadas en
suspension durante una hora en presencia o no de GnRH (10 M).
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513. PERSISTENT EFFECTS OF PRENATAL TREATMENT WITH ANTI-ANDROGENS ON THE HYPO-
THALAMIC-PITUITARY-GONADAL AXIS OF ADULT SPOTTED HYENAS. Ned J Place!, Kay E Holekamp?,
Cheryl L Sisk?, Mary L Weldele?, Elizabeth M Coscia!, Christine M Drea* and Stephen E Glickman!. !Dept of
Psychology, University of California, Berkeley, CA; 2Dept of Zoology, Michigan State University, East Lansing,
MI; *Dept of Psychology, Michigan State University, East Lansing, MI; ‘Dept of Biological Anthropology, Duke
University, Durham, NC.

_ Prenatal exposure to androgens has been associated with irreversible effects on LH and sex steroid secretion
in several species of mammals. Disruptions in LH secretion often render androgenized females oligo-ovulatory
or anovulatory in adulthood. Spotted hyenas are an interesting test case of this phenomenon as female fetuses
are naturally exposed to high levels of androgens but are reproductively successful in adulthood. Although spot-
ted hyenas suffer reproductive costs associated with virilization of females (e.g. high mortality of first born cubs
owing to passage of the fetus through a narrow penis-like clitoris), this species suffers no loss of ovulatory func-
tion. To begin to understand how female spotted hyenas escape the negative impact of prenatal androgen expo-
sure on ovulatory function, we experimentally blocked androgens during pregnancy, and then tested the off-
spring for any long-term effects on LH and sex steroid secretion. We also compared LH secretion patterns be-
tween control males and females to determine if any sex differences exist in this species. Adult offspring of
either treated (Flutamide * Finasteride) or untreated mothers underwent a GnRH challenge with subsequent
measurement of LH and sex steroids. Secretion of LH appeared to be sexually dimorphic in untreated hyenas,
as females had a higher baseline level of LH and a greater response to GnRH than males. Prenatal anti-andro-
gen treatment significantly altered the LH response to GnRH, as treated animals of both sexes showed higher
LH peaks than same-sexed controls; treated females also showed a later peak. Plasma E, concentration was
higher in treated females, whereas T and A4 levels tended to be lower than control females. Prenatal anti-an-
drogen treatment appeared to have long-lasting effects on steroidogenic function of the testes, as treated males
had lower mean T levels than control males, despite a two-fold greater LH response to the GnRH challenge.
Blocking androgens in utero appears to have persistent effects on LH secretion and gonadal steroidogenesis in
ithe spotted hyena. These sex differences and effects of prenatal anti-androgens on LH secretion suggest that
the hypothalamic-pituitary unit of female spotted hyenas is partially masculinized, but apparently without any
adverse effects on ovulatory function.

514. ENZYMATIC REMOVAL OF ASPARAGINE-LINKED CARBOHYDRATES FROM DIMER hCG AND RE-
SULTANT BIOACTIVITY. Craig AH Richard! and JA DeLoia!. ‘Dept of Obstetrics, Gynecology and Reproduc-
tive Sciences, Magee-Women’s Research Institute, Pittsburgh, PA.

Human chorionic gonadotropin (hCG) is best known for its critical role in the establishment and maintenance
of early pregnancy. The bioactivity of hCG has been attributed to the asparagine-linked carbohydrates on each
subunit of hCG, especially the carbohydrate at asparagine 52 on the alpha subunit (asp52). Specific removal of
the asparagine-linked carbohydrates from dimer hCG has only been done by site-directed mutagenesis. We
therefore utilized endoglycosidases to specifically remove asparagine-linked carbohydrates and examine the re-
sultant bioactivity of the dimer. Different sources of dimer hCG were incubated with various endoglycosidases.
HCG was subsequently run on an SDS PAGE gel, proteins were stained and the extent of deglycosylation was
evaluated. HCG bioactivity was evaluated on human granulosa-luteal cells in culture. Endoglycosidases were
able to cleave asparagine-linked carbohydrates from dimer hCG. The specific removal of asp52 did not alter the
bioactivity of dimer hCG. The removal of 70% of all the N-linked carbohydrates from dimer hCG also did not
alter the bioactivity of the dimer. The results of these studies demonstrate that the asparagine-linked carbohy-
drates may not be involved directly in the receptor signaling of hCG.

515. SEX DIFFERENCES IN FSH AND LH SECRETION BY THE PITUITARY TREATED IN VITRO WITH
THYMULIN. Lorena Hinojosa!, Lorena Garcial, Ubaldo Quiroz!, Roberto Chavira?, Marta C Romano?, Roberto
Dominguez! and Patricia Rosas!. 'Biology of Reproduction Research Unit, FES-Zaragoza, UNAM, Mexico;
QINCMN, Mexico; SCINVESTAV, IPN, México City, Mexico.

There is evidence that the injection of thymulin (T) stimulates the gonadotrophin-induced ovulation in prepu-
bertal mice and increase estradiol serum levels in 10-day thymectomized mice. In vitro the thymulin stimulates
the secretion of LH by cells of pituitary of male rat. Present study analyzed the effects of thymulin on the FSH
and LH secretion by pituitary cells obtained from adult male and female rat preincubated in vitro for 48 hours.
The cells were treated for 3 hours with 100 ng of T, Zinc (107 M) or T-Zn and stimulated or not with GnRH
(10®* M). The medium was recuperated for measure of FSH and LH by radicimmunoassay. The administration
of Zn or thymulin to pituitary cells had not effect on the gonadotrophins secretion. In both sex T-Zn stimulated
the release of FSH (female: 8.7+0.3 vs. 4.7+0.3 ng/ml; male: 10.4+1.3 vs. 18.4+1.1 ng/ml, p<0.05) and LH (fe-
male: 23.2%1.6 vs, 31.5%2.0 ng/ml; male: 23.2+3.1 vs. 33.8+2.1 ng/ml, p<0.05). GnRH treatment to female pi-
tuitary cells resulted in an increase in FSH and LH secretion (FSH: 3.7+0.3 vs. 6.821.0 ng/ml; LH: 23.2+1.6
vs. 47.8%+5.9 ng/ml, p<0.05). Such effects were not observed in the pituitaries of male rats (FSH: 10.4+1.3 vs.
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10.8%0.7 ng/ml; LH: 23.2%3.1 vs. 24.5+1.4 ng/ml, NS). T or T-Zn administration to pituitaries of females rats
treated with GnRH did not affect FSH (T: 6.8+1.0 vs. 6.5%0.8 ng/ml; T-Zn: 6.8+1.0 vs. 8.3+1.3 ng/ml, NS) and
LH (T: 47.8%5.9 vs. 52.4x7.0 ng/ml; T-Zn: 47.8+5.9 vs. 53.9x8.1 ng/ml, NS) secretion. In male pituitary cells, T
or T-Zn administration resulted in an increase in FSH (T: 10.8%0.7 vs. 15.5+1.1 ng/ml; T-Zn, 10.8+0.7 vs.
17.5+1.7 ng/ml, p<0.05) and LH (T-Zn: 24.5+1.4 vs. 36.9+4.3 ng /ml, p<0.05) secretion. Present results sug-
gest that thymulin exert a direct effect on the secretion of FSH and LH from female and male rat pituitaries.
However only the pituitary of male increases the response to GnRH treatment. Such differences in gonadotro-
phins secretion depend on sex of pituitary donor, may be linked to prior in vivo hormonal environment (Sup-
ported by DGAPA-PAPIIT IN217301, PAEP-101312 y 101313, CONACyT).

516. FUNCTIONAL DIFFERENCES IN THE GnRH SIGNAL TRANSDUCTION PATHWAYS BETWEEN
aT3-1 AND LgT2 CELLS. Michael W Wolfe!, Mark S Roberson? and Gerald B Call'. Department of Molecular
and Integrative Physiology, University of Kansas Medical Center, Kansas City, KS; 2Department of Biomedical
Sciences, College of Veterinary Medicine, Cornell University, Ithaca, NY.

There are currently two gonadotrope cell models that are used to study GnRH signaling and regulation of
gonadotropin gene expression. The two predominant cell lines that are used, aT3-1 and LBT2, were generated
by transgenic expression of the SV40 large T antigen. To date, the aT3-1 cell line has been thoroughly charac-
terized and has been used by numerous investigators. Unfortunately, similar characterization of the LRT2 cell
line has not been performed. The current study focuses on a single difference that was observed between these
two cell lines: the longevity of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) activation of the human luteinizing hor-
mone B (hLHB) promoter. We have determined that the hLHB promoter is activated for a longer period of time
by a single 15 minute pulse of GnRH in LRT2 than it is in aT3-1 cells. Promoter activation was maximal at 8
hr (p<0.01) in aT3-1 cells with a decline to 24 hr. In LBT2 cells, hLH activity was elevated by GnRH at 4, 8,
12 and 24 hr (p<0.05) with maximal activity occurring at 12 and 24 hr. Mutational analysis of critical DNA
response elements within the hLHf promoter revealed that the Egr elements are solely responsible for GnRH
induction at these extended time points (12 and 24 hours). Analysis of Egrl protein levels revealed a longer
presence of Egrl in LAT2 than oT3-1 cells. Egrl was present at 8 hr following stimulation with GnRH in LBT2
cells, but absent at this time point in «T3-1 cells. Constant GnRH appeared to increase (as compared with a 15
min pulse) the amount of Egrl expression in LBT2, but not aT3-1 cells. Induction of mitogen activated protein
kinase (MAPK) activity paralleled the presence of Egrl in both cell lines. Finally, the elevated long term MAPK
activation in LBT2 cells was associated with a lack of MAPK phosphatase-2 and decreased MAPK phosphatase-
1 in the LBRT2 cells. In conclusion, these data demonstrate that a significant difference(s) exists between the two
gonadotrope models in terms of GnRH signaling and subsequent induction of Egrl and LH.

517. ESTROGEN INCREASES LACTOTROPH ABUNDANCE AND PROLACTIN mRNA LEVELS IN THE
RAT PITUITARY P, CELL LINE. Xiaoqin Fu! and Tom E Porter?. ‘Department of Animal and Avian Sciences,
University of Maryland, College Park, MD.

E, increases PRL production and lactotroph abundance in the anterior pituitary and in GH,, GH,, and GH,C,
cell lines. However, >30% of these cells produce PRL without E,. This high basal level makes studies of lacto-
troph induction by E, difficult. However, E, treatment of the P, cell line increased the percentage of PRL-secret-
ing cells from <2% to nearly 40% of all cells. It was not determined whether E, induced release of stored PRL
or whether E, affected PRL gene expression in P, cells. Moreover, all prior cultures of P, cells included 10%
untreated horse serum, which likely contained E,. This study was designed to further define E, effects on PRL
production in P, cells. P, cells were grown first in SMEM with 10% charcoal-stripped horse serum (CSHS), 5nM
tri-iodothyronine, and 2nM corticosterone. Then, the cells were cultured in SMEM with 5% CSHS with or with-
out E,. Cells were treated with 10-° or 10® M E, for 4, 24, 48, and 72 hours. PRL containing cells were assessed
by immunocytochemistry. Neither concentration of E, affected the percentage of lactotrophs after 4 hours. How-
ever, after 24 hours, both 10° and 10® M E, began to increase the percentage of PRL cells (p<0.05, n=3 exper-
iments) to 9.8x0.5% and 12.1+0.9%, respectively, relative to the control of 5.3£0.7%. After 72 hours, PRL cells
increased to 16.9+0.6% and 17.5+0.9% of all cells, respectively (p<0.05, n=3), Next, P, cells were treated with
10® M E, for 48 and 72 hours. PRL mRNA levels, as determined by Northern blotting, were barely detectable
without E,, but were greatly increased after 48 and 72 hours of E, treatment. We conclude that E, can increase
the abundance of PRL-containing cells and PRL gene expression in P, cells after 24 and 48 hours, respectively.
Considering the low levels of lactotrophs and PRL mRNA under basal conditions, the P, cell line is a good mod-
el for studying E, effects on PRL production and lactotroph induction.
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C-229

MODIFICACIONES EN EL CRECIMIENTO DEL FOLICULO
OVARICO DE LA RATA PREPUBER CON LESION QUIMICA
DEL NUCLEO DORSAL DEL RAFE (NDR). Momvy J*, Ayda
ME, Chavira R* y Dominguez R Laboratorio de Pubertad de la UIBR,
FES-Zaragoza, UNAM,. Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la
Nutricién, México.

La inervacién serotoninérgica del hipotal se Ofigina en newronas
localizadas en los micleos del 2. Tamblmseaccmquelameuon
de las g:nadotmpmas y las ﬁmaones del ovario son reguladas por el
sistema La n de 10 .l de 56
dihidroxitriptamina (56-DHT) en el NDR d Ia rata de 30 dias edad,
bloquea la primera ovulacién. Para analizar si la falta de ovulacion es el
resultado de modificaciones en el crecimiento y la fincion endocrina del
foliculo ovarico, se analizaron 16s efectos de la inyeccion de adido
ascorbico al 0.05% o la lesion del NDR, producida por la 5,6-DHT sobre
la poblacion folicular y las concentraciones sérica de progesterona (Pg) y
17B-estradiol (E,). Los animales de los diferentes grupos experimentales
fueron saaificados ocho, diez o doce dias después de realizar la
intervencitn quinirgica En los animales sacrificados a los ocho y diez
dias después de la lesion del NDR, el niimero total de foliculos medidos
dismimryd (Ocho: 77.3£9.3 vs. 139.848.0; Diez: 72.5£7.0 vs. 103.5£9.8,
p<0.05) y se incrementé a los doce dias (143.7+10.5 vs. 88.0+11.0,
p<0.05). La concentracion de P, disminuyd en los animales sacrificados
a los ocho o doce dias después de la lesion (Ocho: 1.5304 vs. 9.9+1.1;
Doce: 7.1409 vs. 4.740.6, p<0.05). En los animales sacrificados a los
diez y doce dias la concentracion de E, en los animales desnervados fue
menor que Jos testigos (Diez: 54407 vs. 13.242.2; Doce: 152408 vs,
254434, p<0.05). Con base en los resultados obtenidos sugerimos que
la incrvacion serotoninérgica que se origina en el NDR es esencial en el
mantenimiento de los mecanismos neurcenddcrinos que regulan las
fimciones del ovario.

Apoyado por DGAPA IN210500, DGEP, PUIS y CONACYT.

C-231

AFLUENCIA DE LINFOCITOS EN EL ENDOMETRIO DE
LA CONEJA, DURANTE LOS PRIMEROS DIAS DE LA
GESTACION TEMPRANA Y PSEUDOGESTACION® Zamora,
H.V*, Villasefior G.H.*, Anzaldia, A.S.*, Romano, M. y Pérez-
Martinez, M*. Depto. de Morfologia, Facuitad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia. UNAM y Depto. de Fisiologia, Biofisica y
Neurociencias del CINVESTAV, IPN., México, D.F.

En el contexto de la interaccion inmunoendocrina que ocurre en €l
inicio de la gestacion, la progesterona destaca por su papel
regulador de diversos procesos tisulares. Con el proposito de
evaluar la actividad migratoria de los linfocitos totales en el
endometrio de conejas durante la gestacion temprana y
pseudogestacion inducida con hCG se utilizaron conejas Nueva
Zelanda gy y pseud (n= 41). En ambos grupos se
evalu6 la migracion de linfocitos al endometrio en los dias 1 al Sy
8 posteoito. Se obtuvicron fragmentos de ambos cuemos uterinos
de cada animal que se procesaron por inclusion en parafina para
obtener cortes de 6-8pm y se tifieron con Giemsa para identificar a
los linfocitos. Se contaron los linfocitos presentes en 25 campos
microscopicos, en la lamina epitelial-lamina propia de tejido
conjuntivo con el objetivo 40X y un ocular con reticula
mictométrica.El nitmero de linfocitos totales presentes en el
endometrio durante los dias 1 al 5y 8 de la gestacién fue menor
(P<0.05) con respecto a los valores encontrados en las hembras
testigo, no gestantes (MNG). En las animales pseudogestantes
también hubo un menor nimero de linfocitos con respecto a las
concjas NG, sin embargo la disminucion de linfocitos encontrada
en los dias 1 y 2 fue mas evidente que la observada para estos dias
en las conejas gestantes. En ¢l dia 8 se encontrd menor numero de
células que el resto de los demas dias. Se concluye que durante los
8 primeros dias de la gestacion el nimero de linfocitos presentes
en la mucosa uterina disminuye y que en el estado de
pseudogestacion ocurre un patrén de afluencia de linfocitos similar
al observado en la gestacion. +Financiade por PAPJIT-UNAM
(Proyecto IN 212101).

C-230

LOS ESTEROIDES SEXUALES MODULAN LOS EFECTOS DE LA
TIMULINA EN LA LIBERACION DE LA FSH Y LH POR LAS
CELULAS DE ADENOHIPOFISIS DE RATA HEMBRA. Hinojosa, L."*,
Garcia, L.'*, Chavira, R.**, Cardenas, M. *, Romano, M.C.?, Dominguez, R. y
Rosas, P" 'WIBR, FES-Zaragoza, UNAM INCMN "Salvador Zubiran"
3Depto. de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias, CINVESTAY, IPN. Mex:co,
D.F., México.

Previamente mostramos que los efectos de la timulina (T) en las células de
adenohipofisis (CAHF) de rata modifican la liberacién in vitro de las hormonas
estimulante del foliculo (FSH) y 1 (LH) dependiendo del dia del ciclo
estral. Por ello en el presente estudio se analizd la participacion de los esteroides
sexuales en la respuesta de las CAHF a la T, en la liberacion de las
gonadotropinas. Se utilizaron CAHF de rata hembra, pre-incubadas por 24 h en
medio de cultivo con suero lavado. Posteriormente, las células se trataron
durante 24 h con progesterona (P4} [50 ng/ml] o testosterona (TS) [100 pg/ml] o
17B-estradiol (Ez) {100 pg/ml]. Al témino de este tiempo, se cambio el medio y
se agregd la T (100 ng), en presencia o no de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH) [10° M]. Los cultivos se incubaron por tres horas. En el
medio s¢ evalué la concentracién de FSH y LH (ng/ml) por RIA. Los resultados
se expresan en mediate.e.m.

Grupo Testigo T GnRH GaRH+T
H’-S_H 114114 11.8+14 21.4+38a 30.816.5
Py 13.0£20 R3424a 179+1.7 206417
TS 15.5£3.4 9.4£0.7 13.2¢1.4 30.146.0 5
E; 8.510.5 13.943.1 29.6t54¢a 18210
LH 58.616.1 53.3£3.9 178.74200a 169.1+18.8
Py 47.7£50 77.1£100a 98.1£1044a 1132476
TS 59.214.0 494438 109.3+124a 14474626
E; 51.2£3.3 69.8+5.0a 149.6121.1a 135.7£11.8

a, p<0.05 vs. Testigo; b, p<0.05 vs. GnRH
Los resultados muestran que la P, y el E; modulan los efectos de la T sobre las
CAHF no estimuladas, ocasionando una mayor liberacién de las gonadotropinas
y la TS sdlo lo hace al adicionarles GnRH, lo que sugierc que la accién de la
timulina sobre los gonadotropos depende de la sensibilidad que les confiere el
esteroide y de la presencia de GnRH. Apoyado por DGAPA-PAPIIT IN217301,
PAEP 101312, 101313 y CONACyT.

C-232

EFECTOS DEL TRATAMIENTO CRONICO CON PLOMO SOBRE LA
FUNCION OVARICA EN LA RATA ADULTA. Ruiz, M.* (avalado por
Moran José Luis), Handal, A.*, Moran, C.* & Gomez, E.* Laboratorio de
Investigaciones Biologicas, lnstituto de Ciencias, BUAP.

Se ha descrito que el plomo induce alteraciones significativas en la ontogenia y
el funcionamiento del sistema reproductor. Con el fin de analizar los efectos de
la mgestlon cronica de dife de plomo sobre el
inicio de la pubertad, ¢! desarrolio folicular y la ovulacién, en ¢l presente
trabajo de utilizaron ratas hembra adultas de la cepa CIH-ZV que fueron
exp a dife iones de de plomo en el agua de beber
durante 90 dias, a partir del destete (30 dias de edad)., Cuatro grupos
experimentales recibieron 0.0 (Control), 0.003, 0.03 y 0.6 g/l de acetaro de
plomo disucito en ei agua de beber, respectivamente. Los animales se
sacrificaron en la mafiana del primer estro vaginal despues de los 120 dias de
edad Ala autopsna se disecaron y pesaron los ovarios y el itero, que fueron

dos hi La concentracién de plomo en la sangre fue
similar entre los grupos experimentales tratados con 0.003 y 0.03 g/t de acetaro
de plomo (5.8%1.6 vs. 3.420.7 ug/dL, n.s.), pero en el grupo tratado con 0.6 g/l,
los niveles de plomo fueron significantemente mas altos (18.2+2.2 pg/dL vs. las
otras concentraciones de acetato de plomo, p<0.00f; ANDEVA / Tukey-
Kramer). En el grupo tratado con 0.6 g/l de acerato de plomo se observé un
adelanto de la pubertad respecto a los grupos tratados con bajas concentraciones
(0.003 y 0.03 g/I: 55.1x0.9 vs. 0.6 g/l: 49.8%1.6 dias, p<0.001; U de Mann-
Whitney). El peso de los ovarios y del utero fue similar en todos los grupos. El
niimero de cuerpos liteos frescos encontrados en los ovarios de los animales
tratados con plomo fue significati menor, independiente de la
concentracion a la que fueron expuestos {(Control: 10.8+0.8 vs. Acetato de
Plomo: 6.2£0.5, p<0.001; U de Mann-Whitney). El porcentaje de atresia en la
poblacion folicular en los animales tratados con 0.6 g/l de acetato de plomo se
incremento en un 36% comparado con el control. El porcentaje de foliculos
preantrales sanos disminuy6 a medida que se increment6 la concentracién de
plomo en el agua de beber (Control: 91.746.2 vs. 0.003 ¢/I: 80.840.9, 0.03 g/t:
68.74£5.9 y 0.6 g/l: 53.4%13.7). Estos resultados nos permiién sugerir que la
intoxicacidn crémica con plome inhibe la ovulacién al afectar los mecanismos
que controlan el desarrolio folicular de los ovarios. La inpestién de plomo a
partir del momento del destete induce alteraciones significativas en los
mecanismos endocrinos y newroendocrinos que regulan la pubertad de la mata
(Apayado por FOMES 2000-22-22),
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indicator of the scrum levels of this hormone. The use of saliva to
measure cortisol avoids the additional stress of blood collection.
However, there are controversies regarding the correlation
between salivary and serum cortisol levels in situations of acute
tress.
jAim: To measure salivary cortisol levels immediately before an
sexam designed to select students for a graduate course, and to
iompare these levels with those on another day.

Methods: Three saliva samples were collected from seven
tudents (male and female, ~25 years old)at9a.m., 12 a.m.and 6
pm. on the day of the exam using Salivettes (Niimbrecht,
{Germany). The exam started at 9 a.m. and lasted 3 h. Samples
vere also collected on another day in which the subjects were
:nvolved in their usual routine tasks. The samples were stored at -
0°C until assayed. Salivary cortisol levels were assayed with a
tommercial kit (DSL-10-67100, Diagnostic Systems
laboratories, Texas, USA). The results were compared using
Student’s r-test, with the level of significance fixed at p<0.05. .
Results: Three students showed a 10513% (meantS.D.)

fncrease in their salivary cortisol levels immediately before the
am (at 9 a.m.), but no alteration at 12 a.m. and 6 p.m. on the
gme day when compared to samples collected another day
El’Figurc 1). Three other students showed no alterations, and in
e student the salivary cortisol level decreased on the day of

he cxam compared to the levels on another day.

salivary cortisol

% 0 l__E:l
o 04
control  control  control exam Sh exam exam
9h 12h 18h 12h 18h

Conclusion: Salivary cortisol levels may be useful for detecting

slcute stress. Subjects who showed no alteration in their salivary

wrtisol levels on the day of exam may not consider the exam to
astressor.

g:nancial support: FAPESPand CAPES

#7107.023 SERUM LEVELS OF TESTOSTERONE AND

_EORTISOL IN SOCCER PLAYERS.

%’Garcia, MC'; Fernandes, GA”; Grassi-Kassisse, DM';

;ﬂacedo,DV '& Spadari-Bratfisch, RC'. 1. Depto Fisiologia ¢

'isloﬁsica, 1B, 2. Depto Patologia Clinica, FCM, 3. Depto

lioquimica, 1B, Universidade Estadual de Campinas

;VFNICAM P), Campinas, SP, Brasil.

dephysical training may be considered a stressor agent since it is
gised on the hypothesis that a challenge to the homeostasis would
dlice adaptation. Being so, it is expected that during a training
ision the stress hormones serum levels were high but decrease
E}rds basal levels in a short period after the end of the training
gsion when the anabolic hormones would induce the adaptation
focess. However, if the imposed load was excessive, those levels
Huld remain higher than normal and it may trigger the third

phase of the stress reaction, known as exhaustion, burnout
overtraining. The plasma levels of hormones rclated to the str
reaction were not measured in soccerplayers.

Aim: To measure the serum levels of cortisol and testosterone
soccer players, during a training period of preparation befor
competition period.

Methods: Three blood samples were collected from junior socc
players (male, 16-19 year-old) in the beginning, the middle and t
end of a period of training that lasted almost three months. ¢
samples were collected through venous puncture between 8:00 a:
10:00 a.m., after breakfast, in a resting day in which the subjec
went to the laboratory for that purpose. The blood was allowed
clotatroom temperature; the serum was separated and kept at -20°
until dosages were done. Cortisol and testosterone serum leve
were assayed by a commercial kit (Immulite-2000, Diagnost
Products Corp., LA, USA). Data were compared by ANOVA pli
Tukey test; the level of significance was fixed at p<0.05.

Results: Qur data have shown that the basal serum levels of cortis:
were 38,9 3.2; 356 3.2 and 40.9 4.2 nmol/100 ml at tl
beginning, the middle and the end of the period of preparation ft
the championship, respectively. At the same periods the serw
levels of testosterone were 1.80 0.11, 1.93 0.16 and 1.82 0.1
nmol/100 ml, and the testosterone/cortisol ratios (TT/Cx100(
were 48.4 3.9,56.3 5.1 and 46.8 3.8. There were no significas
differences between the serum levels of cortisol, testosterone or th
TT/C ratio between the three analyzed periods.

Conclusion: The physical training program imposed to thes
athletes did not cause any alteration on the serum levels of the stres
hormone cortisol or the anabolic hormone testosterone, thercfor
we conclude that these soccer players were not chronicall:
stressed.

Financial support: FAPESPand CAPES

PT 07.024 VARIACIONES EN LA CONCENTRACION DE
Zn Y TESTOSTERONA A LO LARGO DEL CICLO
ESTRAL DE LA RATA. RELACION FUNCIONAL CON
TIMULINA EN LA HIPOFISIS.

Hinojosa L', Garcia L', Castillo L*, Dominguez R' y Rosas P'.
'UIBR, FES-Zaragoza, UNAM. Laboratorio de Espectroscopia,
FES-Zaragoza, UNAM. México DF, México.

La timulina unida a Zn incrementa su vida media y actividad
bioldgica y su liberacién es estimulada por la testosterona (T). En
células de adenchipodfisis de rata hembra pretratadas in vitro con T,
la timulina incrementa el efecto de la GnRH en la liberacién de las
gonadotropinas. Objetivo: en ratas ciclicas, analizar si sc
cotrelacionan las concentraciones de Zn en el timo y en ¢l suero con
las de testosterona. Métodos: ratas Wistar adultas ciclicas se
sacrificaron a las 09:00 h de cada dia del ciclo estral (D1: dicstrol;
D2: diestro 2; P: proestro; E: estro). En suero y timo se midio el
contenido de Zn por espectrofotometria de absorcion atémica. En
el suero se evalud T por RIA. Resultados: (mediae.c.m.): no sc
observaron diferencias significativas cn la concentracion de Zn en
suero durante el ciclo estral (promedio: 101826 ng/ml). Tanto la
concentracion de Zn intratimico (D1: 42.16.9; D2: 51.49.5. P:
75.26.1; E: 21.13.7 ng/mg de tejido fresco, p<0.05)comolade Ten
el suero (D1: 668; D2: 371115; P: 664181; E: 357 pg/ml, p<0.05),
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presentaron un incremento significativo en el dia del P. Existe
una correlacion positiva entre la concentracion de Zn y T
(*=0.87, prucba de Pearson). Conclusién: el aumento en las
concentraciones de Zn enel timo y de T en el suero en la mafiana
del P puede explicar la accion potenciadora que tiene la timulina
sobre laliberacion de las gonadotropinas por la hipofisis.
Apoyado por DGAPA-PAPIIT IN217301, PAEP 101312,
101313y CONACYT.

PT 08 001 OXIDATIVE STRESS DURING
REHABILITATION FROM PROTEIN MALNUTRITION
ASSOCIATED OR NOT TO EXERCISE IN RATS.
Prada, F.J.A**', Macedo, D.V.' e Mello, M.A.R.". 'Labex,
UNICAMP, Campinas e *Department de Educacio Fisica,
UNESP, Rio Claro, SP Brasil.

Objective: Protein malnutrition leads to functional impairment in
several organs, which is not fully reversed with nutritional
recovery. Physical exercise, in turn, may bc a beneficial part of
nutritional rehabilitation (Eur. J. Clin. Nutr. 48(supp1)S186-$190,
1994). However, the increased cnergy demand during exercise
may induce oxidative stress. The present study was designed to
cvaluate biomarkers of oxidative stress in rats submitted or not to
exercise during recovery from protein malnutrition, Methods:
Young male Wistar rats fed a low protein (LP = 6%) dict from
wearing (28 days) to 60 day-old and then a normal protein (NP =
17%) diet until 90 day-old were separated into 2 groups: sedentary
(SED) and trained (TRA = swimming Ih/day, 5 days/weck, from
60 to 90 day-old, with an overload of 5% of b.w.). Rats always fed
the NP diet and separated into SED and TRA groups were uscd as
controls. Blood glutathione reductase (GR) and catalasc (CAT)
activities as well as plasma thiobarbituric acid reactive substances
(TBARSs) were measured as biomarkers of antioxidant system and
oxidative damage, respectively. Results: Blood CAT was reduced
in LP-SED (45%), LP-TRA (75%) and NP-TRA (67%) in rciation
to the NP-SED group. Blood GR was also reduced LP-SED, LP-
TRA and NP-TRA groups (60, 90 and 82% respectively) when
compared to the NP-SED group. Plasma TBARs appeared reduced
in LP-SED (16%) and LP-TRA (25%) in relation to corresponding
controls. Body weight gain was higher (19%) in LP-TRA than in
LP-SED rats. Conclusions: Although exercise did increased body
growth during nutritional rehabilitation, it was not able to
overcome the oxidative stress imposed by protein restriction carly
inlife. SUPPORTED by FAPESPand CNPq.

PT 08 002 EFICIENCIA MECAN[CA DELTAEA
OCORRENCIA DO PLATO DO CONSUMO DO
OXIGENIO NA DETECCAO DA POTENCIA AEROBIA
MAXIMA

'POMPEU, F.A.M.S.; 'GAMA, B.P; 'RIBEIRO, P.S. ¢
‘GOMES, P.S.C.

'Dep. Biociéncias € Ativ. Fisica UFRJ ¢ *Programa de Pés-
graduagde UGF.

Introdugdo: O aumento da carga de trabalho sem o concomitant
aumento no consumo de oxigénio (platé do VO,) ¢ considerads
como critério referéncia na detecgdo da poténcia acrdbia maxim
(VO,,..). Contudo, freqiientemente este fendmeno ndo ¢ observade
Isto emrazdo da velocidade de protocolo ergométrico ou da aptidd
dos sujcitos que produzem diferentes «/éficits de oxigénio a cad
estagio.

Objetivo: Estudar a ocorréncia do platé do consumo do oxigéni
na determinagiio do VO, . em protocolos com estagio de 1,3 ¢
minde dura¢io e, suarelagio coma eficiéncia mecinicadelta (D,

Métodos: Dez voluntarios (233 anos ¢ 61,215.4 kg) form

SBFis/ ALACF
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Sex differences on the effects of
thymulin and GnRH on gonadotropin
release by in vitro pituitary cells.

L. HINOJOSA', L. GARCIA', R. DOMINGUEZ!, M.C. ROMANO?,
P.G. DAMIAN-MATSUMURA® AND P. ROSAS'.

Short title: Thymulin and in vitro gonadotropins release
Key words: thymulin, pituitary cells, FSH, LH, GnRH

Abstract. The acute effects of thymulin and GnRH stimulation on FSH
and LH release were studied in cultured anterior pituitary cells derived from
female and male adult rats. In in vitro and in vivo conditions, the release of
FSH was higher in male than in female rats. No significant difference in
the release of LH was observed between in vivo cells of both sexes, though,
in in vitro conditions, female pituitary cells released more LH than male
cells did. Neither the addition of thymulin alone, nor of thymulin plus
GnRH modified the release of gonadotropins by anterior pituitary cells of
female rats. In turn, thymulin and GnRH had a synergic effect on the release
of FSH by male pituitary cells. Preincubation of female pituitary cells with
steroids did not modify the basal release of gonadotropins. However,
pituitary cells primed with progesterone or testosterone showed an inhibitory
effect on LH release after stimulation with GnRH. Pituitary cells primed
with progesterone and treated with thymulin released more FSH and LH.
Preincubation of pituitary cells with testosterone resulted in a synergic effect
between thymulin and GnRH on the release of gonadotropins. Preincubation
with 17B-estradiol increased the effects of thymulin on LH release. These
data suggest that the release of gonadotropins is mediated by sexual
differences, and that thymulin plays a modulating role in the release of
gonadotropins; which in turn, depends on the presence of GnRH and sex
steroids.

'Biology of Reproduction Research Unit, Laboratory of Neuroimmuno-endocrinology. Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, UNAM, A.P. 9-020. CP 15000, México DF, México. *Physiology,
Biophysics and Neuroscience Department, CINVESTAV, IPN, México DF, México. *Biology of
Reproduction Department, UAM-Iztapalapa, México DF, México.

185



Memorias AIBIR-SMBRH 186

Introduction

Based on published results of the effects of neonatal or pre-pubertal
thymectomy (1, 2), the congenital absence of the thymus (3), and the effects
of thymic peptides on pre-pubertal animals (4), it is accepted that the thymus
participates in the regulation of the hypothalamic-pituitary-ovary axis.

Thymosins are polypeptide hormones synthesized by the thymus, spleen,
liver, kidneys, and central nervous system (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11). Thymulin,
in turn, is a nonapeptide (pyro-Glu-Ala-Lys-Ser-Gln-Gly-Gly-Ser-Asn-Oh),
synthesized exclusively by the thymic epithelium, since it is not detected in
athymic nude mice (nu/nu), or in thymectomized mice. In both models
however, the presence of thymic graft results in the detection of thymulin
in serum (12, 13, 14).

According to Rebar et al. (15), thymosin f, acts on the hypothalamus,
increasing GnRH secretion without having a direct effect on the pituitary.
The addition of incubation medium of thymus or thymic-reticule epithelial
cell cultures to pituitary cells in vitro enhanced the GnRH stimulated release
of FSH and LH (16, 17). In cultures of pituitary cells obtained from male
rats, thymulin stimulates the release of LH in a dose-related way, similarly
to the response obtained with GnRH addition (18, 19). Similar results were
observed on the secretion of FSH and LH by pituitary cells obtained from
female rats (20).

Studies in vivo show that injecting equine chorionic gonadotropin (eCG)
to 20 days-old mice does not induce ovulation, while thymulin treatment,
before eCG injection, resulted in an increase of both, ovulation rate and
ovarian weight (4).

When 10 days-old mice are thymectomized, a significant decrease in
estrogen levels in serum occurs; while, injecting thymulin immediately after
surgery results in normal estrogen levels. In the same model, injecting
eCG followed by human chorionic gonadotropin (hCG) injection results in
a lower number of ova shed compared to control animals, while injecting
thymulin before eCG+hCG stimulation, restores the release of ova to nor-
malrates (2). Studies in vitro show that in male and female gonads, thymulin
modulates gonadal steroidogenesis (21, 22).

Taken together, up to date reported results suggest that in in vitro
conditions, thymulin stimulates the release of FSH and LH. However, since
published studies have been performed under very different experimental
conditions, it is difficult to determine if the effects of thymulin are dependent
on the hormonal conditions of each sex. The present study was designed to
compare the effects of thymulin on the release of FSH and LH by pituitary-
cell cultures obtained from female and male rats. The study was carried
out with and without the addition of GnRH. In order to explore the possibility
that sex steroids influence the release of gonadotropins induced by thymulin,
the release of FSH and LH by female pituitary cells was measured in cultures
primed with progesterone (P,), testosterone (T) and 17f-estradiol (E,),
treated with thymulin and/or GnRH.



187

Memorias AIBIR-SMBRH

Materials and Methods

Animals

Adult female and male Wistar rats (3 months old) were housed under
controlled light conditions (light on from 0500 to 1900h) and with free
access to food and water. Animals were maintained in accordance with the
NIH guide for the care and use of laboratory animals. The animal care
committee at the FES Zaragoza has approved the protocols used in this
study.

Serum FSH and LH levels

Regular estrous cycle in females was monitored by daily vaginal cytology
inspections. Rats in each day of the estrous cycle, that showed at least two
four-day cycles, were used. Female and male rats were killed by decapitation
between 09:00 and 10:00 h. Blood from the trunk was collected, allowed to
coagulate at room temperature for 1 h, and centrifuged at 3000 rpm The
serum was kept at -20 °C until FSH and LH were measured by
radioimmunoassay (RIA).

Pituitary cell cultures

Anterior pituitary glands were obtained aseptically from adult female or
male rats. From females, pituitary glands were obtained at all stages of the
estrus cycle. Procedures for pituitary cell culture preparation were performed
according to Steinberger et al. (23). Briefly, the glands were dissected,
minced, and treated with 0.25% trypsin (1:250; GIBCO BRL, Grand Island,
NY, USA) in a Ca?* and Mg?* free balanced salt solution, at 37°C for 15
min. Cell dissociation was accomplished by repeatedly passing the tissue
fragments through a pipette. Aliquots of 107 cells were seeded in each well
- of a multi-well culture plate (6 wells, 35 mm well diameter; Nalgen Nunc
International, Rochester, NY, USA), containing 1 mi of culture medium D-
MEM (GIBCO), supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS;
GIBCO), and 1% (v/v) antibiotics (penicillin 10000 U/ml plus streptomycin
10 mg/ml; GIBCO). Cell cultures were maintained at 37 °C under a water-
saturated atmosphere of 5% CO,/ 95% air for 48 h, with intermediate changes
(24 h and 48 h) of fresh medium. Because Zn increases the half-life and the
biological activity of thymulin (24, 25), the concentration of Zn in the FBS
was measured in preliminary studies using atomic absorption
spectrophotometry, and the results indicate that the FBS has a higher
concentration of Zn than the rat serum (2839.5+6.2 vs 1036.7+19.1 ng/ml,
p<0.05).

Experimental design

Experiment 1. Anterior pituitary cells’ response to the addition of
different concentrations of GnRH on the release of gonadotropins.

Pituitary cells of adult female or male rats were preincubated for 48 h
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and treated with different concentrations (0 basal, 102, 10", 10, 10%, 10
8,107 y 10° M) of GnRH (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo, USA).
Incubation was carried out for a 3 h period, after which, the medium was
collected and frozen at 20 °C, until FSH and LH were measured by RIA.

Experiment 2. Effects of thymulin on basal and GnRH-stimulated
release of FSH and LH by adenohypophyseal cells obtained from
female or male rats.

Pituitary cells were preincubated for 48 h and treated with 100 ng/ml
thymulin (Sigma), 10° M GnRH, or with thymulin plus GnRH (same
concentrations). Incubation was carried out for a 3 h period, after which,
the medium was collected for FSH and LH measurement.

Experiment 3. Effects of thymulin on FSH and LH release by
female-pituitary cells primed with sex steroids.

After a preincubation period of 24 h, pituitary cells were incubated in a
D-MEM medium, supplemented with steroid-free bovine fetal serum. P,
(50 ng/ml), T (100 pg/ml), or E, (100 pg/ml) were added at the highest
known concentration during the estrous cycle. Groups of cells without
hormone addition were maintained as controls. After 24 h, the medium
was changed, and thymulin, GnRH, or thymulin and GnRH were added.
Three hours later the medium was collected for FSH and LH measurement.

Radio-immunoassay

FSH and LH levels in the media were determined by the double antibody
RIA technique, employing reagents and protocols supplied by the NIADDK
National Pituitary Program (Bethesda, MD, USA). Intra- and inter-assay
variations were in the order of 5.1% and 6.5% for LH, and 4% and 7.9% for
FSH. All samples were assayed in duplicates, with results expressed in
terms of NIADDK standards RP-2.

Statistical analysis

Hormone concentrations were analyzed by multivariate analysis of
variance (MANOVA), followed by Tukey's test. Differences between two
groups were compared by Student’s t-test. P values < 0.05 were accepted
as significant. All data are expressed as the mean =+ e.e.m. of at least three
different experiments, each performed in triplicate.

Results

Serum FSH and LH levels

During each day of the estrous cycle, female rats had consistently lower
morning FSH levels in serum, when compared to moming FSH levels of
male rats (13.0£0.6 ng/ml vs. diestrus 1: 5.6+0.1; diestrus 2: 5.1+£0.4;
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proestrus: 7.5+0.7; estrus: 7.1+0.5; p<0.05). The momning concentration
of LH, in turn, was similar in both sexes (male: 0.6+0.1 ng/ml vs. female:
diestrus 1: 0.5+0.1; diestrus 2: 0.5+0.0; proestrus: 0.7+0.1; estrus: 0.6+0.2,
NS).

Anterior pituitary cells’ response to the addition of different
concentrations of GnRH on the release of gonadotropins.

In cultures of both, male and female cells, the concentration of FSH and
LH in the medium collected after 24 h of incubation was consistently higher
than in the medium collected after a 48 h incubation period. However,
after 24 and 48 h of incubation, pituitary cells obtained from male rats
released more FSH than female rat cells did. In turn, after a 24 h incubation
period, the pituitary cells from female rats released more LH than male rat
cellsdid. Such difference was not observed when the medium was collected
after 48 h of incubation (Table 1).

TABLE 1. FSH and LH release by anterior pituitary cells of female.or male
rats, incubated for 48 h and recuperate of medium every 24 h.

Groups FSH (ng/ml) LH (ng/ml)

FEMALE MALE FEMALE MALE
24h 152.2+6.0 3209+ 155# 373.8%34.5 275.8+23.1#
48 h | 18.6+2.0* 68.416.1*# 19121133 * 1899+ 14.7 *

Values are the mean + SEM and represents 3 independent experiments.
* Significantly different from 24 h (P < 0.05)
# Significantly different from female (P < 0.05)

In pituitary cells of both, male and female rats, the highest response to
GnRH stimulation on FSH and LH release was observed with a dose of 10-
8 M (Table 2). Based on these results, all the other experiments were
performed using 10° M GnRH.
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TABLE 2. Dose-response curve to GnRH. Anterior pituitary cells of female or
male rats were incubated for 3 h with different concentrations of GnRH.

Groups FSH (ng/ml) LH (ng/ml)
FEMALE MALE FEMALE MALE
Basal 26104 54%0.14# 6.5£03 8.5+£0.3#
GnRH
10° M 6.8+0.7 77105 10.8+0.8 8.8+0.6
10" M 51£06 6.7£0.7 84+13 8906
107°M 43404 56+044# 126£0.5 9.7+0.5#
10°M 7.74£0.8* 68104 23.0+3.2 89+ 054
108 M 168+ 1.7* 120+ 1.0 *# 589+12.8* 12.6 £0.9 *#
10°M 137414 % 8.6£0.5*# 583+9.0* 11.2£0.8#
10°M 129+ 1.4* 724064 51.6+£7.7* 11.0+1.0#

Values are the mean + SEM and represents 3 independent experiments.
* Significantly different from basal (P < 0.05)
# Significantly different from female (P < 0.05)

Effects of thymulin on basal and GnRH-stimulated release of FSH and
LH by adenohypophyseal cells obtained from female or male rats.

A synergic effect between thymulin and GnRH was observed on FSH
release by pituitary cell cultures of male rats. In turn, thymulin did not
modify the release of FSH by pituitary cells obtained from female rats,
while GnRH did. No synergic effect between thymulin and GnRH was
observed in female pituitary cells.

The addition of thymulin to cultures did not modify the release of LH in
female or male pituitary cells. Stimulation with GnRH resulted in an increase
of LH release by female pituitary cells, but not by male cells. Thymulin
did not modify this effect (Table 3).
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TABLE 3. Effect of thymulin on the basal and stimulated (GnRH, 10° M) FSH
and LH release by anterior pituitary cells of female or male rats. Cells were
incubated for 3 h without or with thymulin (100 ng/mi).

Groups . FSH (ng/ml) "~ LH (ng/ml)
FEMALE MALE FEMALE MALE
Basal 3.7+03 1041+13& 232116 23.2%1.6
Thymulin 40+£03 85t1.1& 26.712.5 213116
GnRH . 6.8+10* 10.8+£0.7& 47.8+59* 245+14&
GnRH+Thymulin 6.5+0.8 155+ 1.1#& 524+7.0 3L1+32&

Values are the mean + SEM and represents 3 independent experiments.
* Significantly different from basal (P < 0.05)

# Significantly different from GnRH (P < 0.05)

& Significantly different from female (P < 0.05)

Effects of thymulin on FSH and LH release by female-pituitary cells
primed with sex steroids.

Preincubation of pituitary cells with steroid hormones did not modify
the release of FSH or LH. Quite different results were observed when cells
preincubated with steroids were stimulated with GnRH. FSH release in E,
primed cells was not modified by GnRH stimulation. In contrast, the
addition of either P, or T during preincubation and after GnRH stimulation
resulted in a decrease in LH release (Fig. 1).
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FiG. 1. Effect of steroids on the FSH and LH release by anterior pituitary cells
of female rats. Cells were incubated for 24 h in the presence of progesterone
[P} (50 ng/ml), testosterone [T] (100 pg/ml), 17B-estradiol [E,} (100 pg/ml) or
without steroids [C: control], then the medium was replaced by another with
or without GnRH (10® M), and incubated for 3 h. Each bar represents the
mean + SEM of 3 independent experiments. * P <0.05 vs. C with GnRH.

Preincubation with P, followed by thymulin administration, resulted in
an increase of FSH and LH release, while preincubation with E,, followed
by thymulin addition, resulted in an increase of LH release only (Fig. 2). In
turn, preincubation with T did not modify the effects of thymulin. A synergic
effect on FSH and LH release was observed between thymulin and GnRH
in cells preincubated with T, while preincubation with P, or E, had no
apparent effects (Fig. 3).
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FIG. 2. Effects of thymulin on the FSH and LH release by anterior pituitary
cells of female mats. Cells were incubated for 24 h in the presence of
progesterone [P,] (50 ng/ml), testosterone [T] (100 pg/ml) or 17P-estradiol
{E,} (100 pg/ml), then the medium was replaced by another with or without
thymulin (100 ng/ml), and incubated for 3 h. Each bar represents the mean +
SEM of 3 independent experiments. * P < 0.05 compared with P, alone; # P <
0.05 compared with E, alone.
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FIG. 3. Effects of thymulin on the FSH and LH release stimulated by GnRH by
anterior pituitary cells of female rats. Cells were incubated for 24 h in the
presence of progesterone [P,] (50 ng/ml), testosterone [T] (100 pg/ml) or 17p-
estradiol [E,] (100 pg/ml), then the medium was replaced by another with
GnRH (10° M) or GnRH and thymulin (100 ng/ml), and incubated for 3 h.
Each bar represents the mean = SEM of 3 independent experiments. * P <0.05
compared with GnRH+T.



Memorias AIBIR-SMBRH 194

Discussion

Present results suggest that in cultures of anterior pituitary cells, the release
of FSH and LH in response to the presence of GnRH and/or thymulin,
depends on the hormonal status of the pituitary donor. Furthermore, the
effects of thymulin, on gonadotropins release by pituitary cells of female
rats, are steroid dependent.

At present, no explanation is available for the higher concentration of
FSH in serum and the release of FSH in vitro by pituitary cells of male rats,
compared to pituitary cells of cyclic female rats. Elskus et al. (26) reported
similar results between male and metestrous female rats. These sex
differences were not observed in the levels of LH in serum. However, as
indicated by present results, sex differences in LH release are present when
the pituitary is released from its normal control systems, and is denoted by
the higher release of LH by female pituitary cells compared to male cells.

The higher concentrations of FSH and LH observed in the culture medium,
compared to the serum of donor animals, could be explained through
different non-exclusive ways, such as: the existence of hypothalamic
inhibiting factors (27, 28, 29, 30, 31); the lack of gonadal hormones
regulating gonadotropes secretion activity (32, 33); or, an intrinsic regulatory
system acting through autocrine and paracrine signals (34).

The sex differences in the response of in vitro pituitary cells to
increasing doses of GnRH, observed in the present study and by Sanders et
al. (35), suggests that pituitary responses to the hypothalamic hormone
depends on the hormonal ambient of the donor. In the present study, thymulin
did not modify the basal nor the GnRH stimulated release of LH, however,
evidence that in in—vitro conditions thymulin stimulates the release of LH
by female (20) and male (18) pituitary glands has been reported. Such
differences could be related to the amount of thymulin added to the in vitro
system, and/or be related to the extent of the preincubation period. In
addition, there are also great differences in the exposure time to thymulin,
as well as in the type of medium used for incubation (18, 20). These factors
could plausibly have an effect on LH release, and thus, it is possible that
the effects of thymulin depend on some regulatory factors whose effects
decrease during the preincubation period. Another possibility is that such
modulating factors exist in the fetal serum bovine, which in turn, modulates
the effects of thymulin on pituitary cells.

The lack of effects of thymulin on the release of FSH by the pituitary of
female rats observed in the present study does not support the observations
by Brown et al. (20). However, in the anterior pituitary cells of male rats,
thymulin has a synergic effect with GnRH on the release of FSH. Such sex
differences could reflect a different hormonal medium characteristic between
male and female rats donors.

In vitro and in vivo studies have shown that depending upon the
dosage, duration, and order of administration, the addition of P, may
stimulate or inhibit gonadotropin secretion (36, 37, 38). The blockade of
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P, on the GnRH action on LH release observed in this study, support
Janovick and Conn’s (39) proposition that P, desensitize female
gonadotropes to GnRH effects.

T also seems to affect the sensibility of gonadotropes to GnRH, since the
release of LH by cells preincubated with T and then stimulated with GnRH
was lower than the LH release rate of cells treated with GnRH only. Such
results agree with Kamiel et al. (33) and Denef et al. (40).

We observed that preincubation with E, did not affect LH release,
spontaneous or GnRH induced. Such results disagree with Drouin and
Labrie’s (37) results, whom described an increase in LH release when cells
were preincubated for a 48 h period with E,, at higher concentrations (1
nM) than those used in the present study.

The observed increase in gonadotropins release from cells preincubated
with P, and later with thymulin may indicate an increase in thymulin
receptors, triggered by the P, treatment. Cells preincubated with T showed
a similar effect to the exposure of thymulin and GnRH, resulting in a synergic
effect between thymulin and GnRH on gonadotropins release. The effects
of thymulin in the anterior pituitary cells of female were similar to those
observed in male cells.

Preincubation with E, seems to increase the sensitivity of gonadotropes
to thymulin, only in terms of LH release. Such results support the idea of
differences in the regulatory pathways releasing FSH and LH by the ante-
rior pituitary in cells treated with thymulin.

Taken together, the present results show the existence of sex differences
on the basal release of FSH and LH, and on the part1c1pat10n of thymulin
on the mechanisms regulating such effects.
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C-208

EFECTOS DEL SULFATOQ DE ATROPINA EN LA REGULACION DE
LA SECRECION DE HORMONAS ESTEROIDES EN EL DIA DEL
PROESTRO. Palafox, M.T.*, Meiéndez, G.*, Rodriguez, J.0.*, Barco,
A.l*, Chavira, R*, Flores, A*, Dominguez, R*, Cruz, ME* *FES-
Zaragoza *INCMN, Salvador Zubiran, México D.F.

En la rala la concentracién plasmatica de Progesterona (P4),
Testosterona (T) y Estradiol (E2) alcanza valores maximos en el dia
del proestro (P). Para analizar si la secrecion de estas hormonas es
regulada por el sistema colinérgico, ratas ciclicas en P fueron
anestesiadas con éter (13:00 h) y hemiovariectomizadas del lado
izquierdo(Hovx-l} o derecho(Hovx-D), ~adrenalectomizadas(ADX),
ADX"Hovx-1, ADX Hovx-D. Como grupo testigo se utilizaron animales
con perforacion dorsal unilateral del peritoneo (izquierda (PP1) derecha
(PPD). Otros grupos de animales tratados fueron inyectados {12:00 h)
con 100 mg/kg de sulfato de atropina (ATR). Los animales fueron
sacrificados a las 14:00 h del P. La cuantificacion de las hormonas se
realiz6 por RIA. La concentracion T (230.1'/-15.0 vs. 122.8%/-12.2
pg/mi, p<0.05) y E2 (111.17-15.3 vs. 58.8'-8.9 pg/ml, p<0.05)
disminuye después de la inyeccion de ATR a animales con PPI, Este
efecto no se observd en ratas con PPD. La inyeccién con ATR en los
Hovx-I resulté en disminucion en la concentracion de P4 (22.3'/-2.1 vs.
14.5'1-1.5ng/ml, p<0.05) y T (75.2'/-19.1 vs. 26.0%/-7.1, p<0.05). y en
las ratas con Hovx-D de P4 (20.2'-1.6 vs. 13.0-3.0, p<0.05), T
(101.07/-13.1 vs. 38.6"-7.5, p<0.05) y E2 (142.0"/-14.1 vs. 8.1%/-7.9,
p<0.05). La ADX en las ratas con Hovx-l resultd en disminucién de T
(93.3'/-16.1 vs. 29.8'/-10.0, p<0.05) y E2 (51.2/-5.2 vs. 30.5'/-5.9,
p<0.05) y de P4 (4.8%/-0.9 vs. 1.8"/-0.4, p<0.05) en los con Hovx-D. En
estos Ultimos aumentd el E2 (21.7°/-5.9 vs. 49.7+7.8). Con estos
resultados sugerimos que en P el sistema colinérgico regula de
manera esfimulante la secrecion de las tres hormonas. Apoyado por
CONACYT: 40300/A-1.

C-209

PROGESTERONE AND ESTRADIOL DECREASE THE INFECTION
BY PORCINE RUBULAVIRUS IN CULTURED HYPOTHALAMIC
AND HIPOCAMPAL NEURONAL CELLS. Mendoza Magafia, M.L.%,
Godoy Martinez, D. V.*, Guerrero Cazares, H.*, Duefias Jiménez, J.M.,
Duefias Jiménez, S.H., Ramirez Herrera, M.A. *C.U.C.S. Universidad
de Guadalgjara.

The porcine rubulavirus (PoRv) is the causative agent of the pig blue
eye disease. The infection causes fatal neurological alterations in
neonatal pigs. Apparently, neuronal membrane sialoglycoproteins act
as a receptors, particularly the 120 kDa isoform of NCAM binds the
PoRyv, its binding is blocked by enzymatic elimination sialilated N-linked
oligosacharide chains. The present report analyzes whether
progesterone or estradiol modulate the virus infection in cultured
neuronal cells. We used new born pigs to prepare hypothalamic and
hipocampal cultures. Cells were incubated in DMEM F-12 medium,
with 20% FCS for 48 hours, in subsequent incubations we used
modified DMEM F-12 without phenol red and supplemented with B27
mixture. Progesterone (10-6, -7 and -8 mM) and estradiol (10-4,-5 and
—6 mM) were diluted in ethanol and the added to the growth medium.
Cells were exposed for 48 hours and then infected with PoRv. Infected
cells were identified with an immunocytochemical method using a
polyclonal anti-PoRv, an anti-mouse lgG peroxidase labeled and
visualized with DAB. Infected control cells and vehicle control were
used for these experiments. Integrated optical density vaiues for each
celt were determined using the image-Pro analyzer. Progestrone (10-4,
-5 and -6 mM) seems to decrease infection signal in neuronal cells.
Estradiol moderately decreased the immunocytochemical infection
signal. In conclusion: neurosteroids could be able to confer protection
for neuronal cells against viral infection, this effects require further
experiments to determine whether membrane receptors are modified
by esteroids or other mechanisms could be involved to limit the viral
infection.
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Cc-210

EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE LA EXPRESION DE
RECEPTORES DE ESTROGENOS EN NEURONAS DE SUBTANTIA
NIGRA DE RATAS EXPUESTAS A OZONO. Angoa Pérez, M.*,
Rugerio Vargas, C., Ramirez Escoto, M., Lemini Guzmén, C., Borgonio
Pérez, G., Rodriguez Alvarado, M., Rivas Arancibia, S. *Facultad de
Medicina, UNAM.

Las especies reactivas de oxigeno producen cambios en la expresion
de una variedad de genes implicados en la patogénesis de muchas
enfermedades. La existencia de receptores a estrogenos (ER-alfa y
ER-beta) en tejido nervioso, se ha relacionado con efectos
neuroprotectores que involucran su activacién. Existen estudios
epidemiologicos que asocian el uso de estrégenos en la
postmenopausia con una reduccién del riesgo de contraer
enefermedades neurodegenerativas. El objetivo de este trabajo fue
estudiar la expresion de ER-alfa y ER-beta en subtantia nigra de ratas
expuestas repetidamente a bajas dosis de ozono. Se dividieron 30
ratas hembras ovarectomizadas de la cepa Wistar en 3 grupos (n=10).
Grupo 1 (control): expuestas a aire libre de ozono. Grupo 2: expuestas
a ozono durante 15 dias. Grupo 3: expuestas a ozono durante 30 dias
(la dosis de ozono fue de 0.25 ppm durante 4 h diarias). Se
cuantificaron lipidos peroxidados, y se realizaron técnicas
inmunohistoquimicas para ER-alfa y ER-beta contrastadas con Luxol
Fast-Blue. Los resultados muestran un aumento en los niveles de
lipoperoxidacién a los 30 dias de exposicién a ozono con respecto al
grupo control, mientras que a los 15 dias no se encontraron
diferencias. Por ofra parte, el nimero de células inmunorreactivas a
ER-alfa no mostré diferencias con los distintos tratamientos. Sin
embargo, las neuronas inmunorreactivas a ER-beta aumentaron a los
15 dias de exposicion. Con o anterior podemos conciuir que la
expresion de receptores ER-alfa en neuronas dopaminérgicas no
parece estar relacionada con cambios en el balance redox celular,
mientras que los cambios en la expresion de ER-beta indican que
estos receptores responden a sefiales oxidativas.

C-211

PARTICIPACION DE LOS ESTEROIDES SEXUALES EN LOS
EFECTOS DE LA TIMULINA SOBRE LA SECRECION IN VITRO DE
GONADOTROPINAS EN HIPOFISIS DE RATA MACHO. Ortega
Florencio, N.*, Ortega Rodriguez, C.", Hinojosa Baca, L.*, Chavira
Ramirez, R.5, Dominguez Casald, R.*, Rosas Saucedo, P. * UIBR,
FES-Zaragoza, UNAM 4INCMN.

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que la timulina
modifica la liberacion de las gonadotropinas en fas células de
adenohipdfisis en cultivo (1). Con el objeto de analizar si los efectos de
la timulina sobre la liberacion de gonadotropinas estan en funcién de
las hormonas sexuales, se utilizaron cultivos en monocapa de células
de adenohiptfisis de rata macho adulta, preincubadas durante 24 h
con progesterona (P4) (50 ng/mi), testosterona (T) (100 pg/ml) ¢
estradiol (E2) (100 pg/mi), al finalizar este tiempo se realizé un cambio -
de medio y se trataron durante 3 h con timulina (100 ng/ml), GnRH
(10-8M) o GnRH'timutina y sin tratamiento. En el medio de cultivo se
evaluaron las concentraciones de FSH y LH por radioinmunoanélisis.
Los datos se expresan como mediateem de cuatro experimentos por
triplicado. Los resultados mostraron que la adicion de timulina a
células previamente expuestas a P4 o E2 incrementd la liberaciéon de
LH en comparacion con los cuitivos que tnicamente se trataron con
los esteroides (P4: 82.417.1 vs 58.845.5; E2: 73.5¢4.4 vs 54.414.4
ng/ml, P<0.05), efecto que no se observé al tratar con GnRHtimulina,
independientemente del esteroide utilizado. En la liberacion de FSH se
observd que solo en las células pretratadas con E2, la adicién de
timulina ejerce un efecto inhibitorio sobre la estimulacion de GnRH
(17.941.1 vs 23.3£2.2 ng/ml, P<0.05). En resumen se puede concluir
que la timulina tiene un papel dual sobre ia secrecion de FSH y LH que
depende de la presencia de GnRH y de la sensibilidad de los
gonadotropos preestablecida por el esteroide. Apoyado por DGAPA-
PAPIIT, clave IN217301. 1. Hinojosa L, Garcia L, Dominguez R,
Romano MC, Damian-Matsumura PG and Rosas P. (2003). Sex
Differences on the effects of thymulin and GnRH on gonadotropin
release by in vitro pituitary cells. XXVill Reunién Anual de la AIBIR.
185-198.
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