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RESUMEN 
 
La timulina es una hormona peptídica sintetizada exclusivamente por el epitelio 
tímico. Su administración en la bursa ovárica de ratones prepúberes tratados con 
gonadotropinas, modifica la respuesta ovulatoria y las concentraciones de 
estradiol en suero. Con base en esos antecedentes, en el presente estudio se 
analizó la participación de la timulina en la regulación de la capacidad 
esteroidogénica del ovario, utilizando como modelo el cultivo de células de la 
granulosa del ovario de ratón. 
 
Se utilizaron ratones hembra prepúberes de la cepa CD1 de 20 días de edad, 
inyectados con 5 u.i. de la gonadotropina coriónica equina (eCG), sacrificados a 
las 48 h. Se extrajeron los ovarios de manera aséptica y se colocaron en medio 
de cultivo Leibovitz´s L-15. Las células de la granulosa se obtuvieron por punción 
de los folículos grandes. En cajas de cultivo se sembraron 1x105 células/ml de 
medio DMEM/Ham-F12 suplementado y se incubaron por 24 h a 37°C en 
atmósfera húmeda y saturada con 95% de aire y 5% de CO2. Se realizó el cambio 
de medio por medio fresco y los cultivos se dividieron entre las variables 
requeridas según el diseño experimental.  
 
A todos los cultivos se les adicionó androstenediona (10-7 M) por ser el sustrato 
para la biosíntesis de 17-estradiol. En todos los ensayos se contó con un grupo 
sin tratamiento (secreción basal) y uno con alcohol etílico al 1% por ser el 
disolvente de la androstenediona. En todos los casos se realizaron tres ensayos 
por triplicado. En el medio de cultivo se cuantificaron las cantidades de 
progesterona y 17-estradiol por radioinmunoanálisis (RIA) de fase sólida. 
 
Para determinar la dosis efectiva al 50% (DE50) de la hormona estimulante del 
folículo (FSH) sobre la secreción in vitro de progesterona y 17β-estradiol, los 
cultivos se incubaron con diferentes concentraciones de FSH  (0, 7.5, 15, 30, 60, 
120 y 240 ng/ml) por 24 h. La FSH no modificó la secreción de progesterona, 
mientras que la de 17-estradiol fue incrementando hasta presentar la máxima 
respuesta con 60 ng/ml de FSH. Con base a este resultado se consideró 15 ng/ml 
como la DE50 de FSH.  
 
En los cultivos de células de la granulosa incubados por 24 h con concentraciones 
crecientes de timulina (0, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0 ng/ml) la secreción de 
progesterona se inhibió con la concentración de 1 ng/ml. La administración de 
0.001 ng/ml de timulina incrementó significativamente la secreción de 17β-
estradiol, mientras que las dosis de 0.1 ó 1 ng/ml la inhibieron. 
 
La incubación de las células de la granulosa con 15 ng/ml de FSH  y 0.1 ng/ml de 
timulina estimuló la secreción de progesterona y la co-incubación de FSH y 0.001 
ó 0.1 ng/ml de timulina incrementó la secreción de 17β-estradiol. 
 
Los resultados muestran que la timulina participa en los mecanismos de 
regulación de la secreción de las hormonas esteroides por las células de la 
granulosa de los ovarios de ratón. En ausencia de FSH la timulina inhibe la 
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secreción de progesterona y tiene un efecto dual sobre la secreción de 17β-
estradiol. En presencia de FSH estimula la secreción tanto de progesterona como 
de 17β-estradiol. 
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Abstract 
 
Thymulin is a peptide synthesized exclusively by thymic epithelium. Its injection 
into the ovarian bursa of prepubertal mice treated with gonadotropins, modifies 
the ovulatory response and   estradiol   serum levels. Based in these results, in 
present study, we analyzed the possibility that thymulin modulates the ovarian 
steroidogenic capacity.  Such hypothesis was tested by analyzing the effects of  
thymulin in the in vitro mouse ovarian granulosa cells model. 
 
Prepubertal 20-day old female mice of the CD1 strain, were injected with 5 i.u. of 
equine chorionic gonadotropin (eCG) and sacrificed 48 h later. The ovaries were 
aseptically removed, and placed in medium Leibovitz´s L-15; the granulosa cells 
in the large follicles were obtained by puncture; 1x105 cells/ml of DMEM/Ham-F12 
supplemented medium were planted in culture wells and incubated at 37 °C, 
under a water-saturated atmosphere, gassed with 95% air and 5% CO2 for 24 h. 
The medium was changed by a fresh one and the harvested cells crop in new 
wells.  
 
Androstenedione (10-7M) used as substrate for the biosynthesis of 17β-estradiol, 
was added to the wells. In all trials a group without treatment (basal secretion) 
and one with 1% ethyl alcohol as solvent of androstenedione, were included. In 
all cases, three assays were conducted in triplicate. The 17β-estradiol and 
progesterone amounts were measured in the culture medium by 
Radioimmunoassay (RIA) of solid phase. 
 
The 50% (ED50) effective dose of follicle stimulating hormone (FSH) on   
progesterone and 17β-estradiol secretion, was determined by incubating 
granulosa cells with different concentrations of FSH (0, 7.5, 15, 30, 60, 120 and 
240 ng/ml) for 24 h. Progesterone secretion was not modified, while 17β-
estradiol secretion was increasing to make the maximum response with 60 ng/ml 
of FSH. The 15 ng/ml of FSH was considered as the ED50 
 
In granulosa cells incubated for 24 h with increasing concentrations of thymulin 
(0, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0 ng/ml), progesterone secretion was inhibited with 1 
ng/ml. The administration of 0.001 ng/ml of thymulin significantly increased 
secretion of 17β-estradiol, while doses of 0.1 or 1 ng/ml inhibited. 
 
The incubation of the granulosa cells with 15 ng/ml of FSH and 0.1 ng/ml of 
thymulin increased the concentration of progesterone and the co-incubation of 
FSH with  0.1 or 0.001 ng/ml of thymulin increased secretion of 17β-estradiol. 
 
The results show that the thymulin participates in the mechanisms regulating  
steroid hormones secretion by mouse granulosa cells. Thymulin has a dual effect 
on the secretion of steroid and in presence of FSH modulates in a stimulatory way 
the 17β-estradiol and progesterone secretion. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En  los  mamíferos, las funciones del ovario dependen de la comunicación 

eficiente entre los sistemas nervioso, endocrino e inmunológico. Interactuando en 

esta red de comunicación se encuentra el timo, mismo que por intermedio de las 

hormonas que sintetiza, participa en la regulación del eje hipotálamo-hipófisis-

ovario. 

 

El ovario 

Los ovarios son responsables de la producción de ovocitos y síntesis de hormonas 

necesarias en la regulación de la reproducción (Yao y Bahr, 1999). Estas 

funciones son reguladas por las hormonas secretadas por la hipófisis, las 

adrenales, la tiroides y el timo (Domínguez, 1997).  

 

La estructura del ovario consiste de corteza, médula e hilio. La corteza se 

compone de un estroma de tejido conectivo donde se localizan los folículos 

ováricos (compartimento folicular), a partir de los cuales se originan los 

rioconectivo y gran cantidad de capilares. El hilio está conformado por la arteria y 

vena ovárica, vías linfáticas, fibras nerviosas y células intersticiales (Sánchez, 

1999; Wong  y Adashi, 1999; Geneser, 2000).  

 

En el compartimento folicular suceden una serie de cambios morfológicos y 

estructurales que conducen a la transformación de folículos primordiales hasta 

folículos maduros altamente diferenciados. Los folículos primordiales están 

constituidos por un ovocito y una capa circundante de células epiteliales 

aplanadas denominadas células foliculares, precursoras de las células de la 

granulosa (Geneser, 2000; Yeh y Adashi, 2001). La maduración del folículo 

primordial implica la transformación a folículo primario. Durante este proceso de  

maduración, el ovocito aumenta de tamaño y las células aplanadas crecen y 

adquieren una forma cúbica y luego cilíndrica, además de un aspecto granular y  
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es entonces cuando reciben el nombre de células de la granulosa (Geneser, 

2000).  

 

Durante el crecimiento del ovocito se forma una gruesa cubierta refringente, 

llamada zona pelúcida, que separa al ovocito de las células de la granulosa 

circundantes. La zona pelúcida está compuesta por varias glicoproteínas 

secretadas por el ovocito y mucopolisacáridos provenientes de las células de la 

granulosa. Conforme transcurre el crecimiento, las células del estroma 

circundante se distribuyen alrededor del folículo y forman las células de la teca 

(Geneser, 2000; Yeh y Adashi, 2001). 

 

Cuando las células de la granulosa del folículo primario proliferan y forman 

numerosos estratos de células cuboides, se constituye el folículo secundario. 

Entre las capas de células de la granulosa aparecen zonas irregulares llenas de 

líquido que aumentan de tamaño y se fusionan en una cavidad denominada antro 

folicular (Geneser, 2000). El líquido folicular se origina principalmente por la 

acumulación de los productos de secreción de las células de la granulosa y en 

menor proporción, por los de las células tecointersticiales y el torrente sanguíneo, 

(proteínas, polipéptidos, estrógenos, gonadotropinas, gonadocrininas, 

neurotransmisores y factores de crecimiento) (Domínguez y cols., 1991; 

Geneser, 2000; Yeh y Adashi, 2001). Gradualmente el ovocito adopta una 

posición excéntrica, rodeado por células de la granulosa que conforman el 

cumulus oophorus (Geneser, 2000). 

 

Simultáneamente, las células de la teca se diferencian en una capa interna y 

externa. Las células de la teca interna son células poliédricas epiteloides con 

núcleos redondos, las cuales van generando receptores a la hormona luteinizante 

(LH), capacidad de biosíntesis de esteroides y una gran vascularización por el 

ingreso de vasos sanguíneos Las células de la teca externa conservan forma  

ahusada y se localizan a la periferia del estroma ovárico (Geneser, 2000; Yeh y 

Adashi, 2001) (Fig. 1). 
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Se denomina folículo maduro o preovulatorio cuando éste alcanza su tamaño 

máximo. Poco antes de la ovulación se forma una elevación en la superficie del 

ovario, se liberan las células de la parte basal del cumulus oophorus y el ovocito 

fluye libremente en el líquido folicular rodeado de células de la granulosa 

orientadas radialmente, por lo que se le llama corona radiada (Geneser, 2000; 

Yeh y Adashi, 2001). 

Primordial

Primario

Terciario

Preovulatorio

Secundario

Membrana basal 

Células foliculares 

Membrana basal
células de la granulosa

Ovocito 

Zona pelúcida

Teca

Teca interna

Teca externa

Cumulus oophorous

Antro 

Ovocito

células de la granulosa

Antro 

Ovocito 

 
 

Fig. 1. Esquema que muestra el crecimiento del folículo ovárico. Modificado de 

Greenwald y Roy, 1994. 
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El compartimento luteal se forma como consecuencia de la ovulación, cuando el 

ovocito es expulsado junto con el líquido folicular, el folículo se colapsa y se 

forman pliegues en la pared, resultado de la contracción de la teca externa y se 

llena de un líquido rico en fibrina. Se degrada la membrana basal que rodea las 

células de la granulosa y la capa no vascularizada de estas células es invadida 

por tejido conectivo vascularizado. Las células de la granulosa y de la teca interna 

crecen hasta triplicar su tamaño y se transforman en grandes células poliédricas 

llamadas células luteínicas de la granulosa y células luteínicas de la teca. Dicha 

transformación se denomina luteinización y es causada por la LH, además de que 

estimula la secreción de progesterona y en menor proporción la de estrógenos 

(Geneser, 2000; Yeh y Adashi, 2001). 

 

En el estroma del ovario se encuentran grupos aislados de células epiteloides con 

aspecto granular denominadas células intersticiales. Se distinguen cuatro clases 

de estas células, que se clasifican por sus características y posición en el ovario 

en primarias, tecales, secundarias e hiliares. En el humano, las primarias 

aparecen a las doce semanas de gestación y desaparecen ocho semanas más 

tarde. Las células tecales emigran hacia la membrana basal del folículo cuando el 

ovocito está rodeado por 2 ó 3 capas de células de la granulosa, se disponen en 

bandas para formar, tras su diferenciación la teca interna y externa. Cuando no 

ocurre la ovulación en el folículo, las células intersticiales tecales se transforman 

en células intersticiales secundarias, las cuales mantienen la actividad 

esteroidogénica y reciben inervación noradrenérgica. Las células intersticiales 

hiliares constituyen el hilio ovárico y tienen capacidad esteroidegénica (Sánchez, 

1999; Yeh y Adashi, 2001).    

 

En el ovario ocurre un fenómeno denominado atresia folicular, que es el proceso 

normal por el cual se eliminan del ovario todos aquellos folículos que, habiendo 

iniciado su crecimiento y diferenciación, no llegan a ovular. La atresia se presenta 

en cualquier etapa del desarrollo folicular, tanto en la vida fetal, como durante las 

etapas prepuberal, puberal y adulta (Domínguez y cols., 1991). 
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El inicio de la atresia folicular parece estar determinado por alteraciones del 

ovocito, el cual pierde su capacidad para mantener el control metabólico del 

folículo. Esta alteración es seguida por modificaciones de las células de la 

granulosa, como pérdida gradual de los receptores a la hormona estimulante del 

folículo (FSH) y LH, lo que se traduce en disminución de las concentraciones de 

estrógenos y progesterona y elevadas concentraciones de androstenediona, 

testosterona y dihidrotestosterona. La pérdida de receptores a gonadotropinas y 

los cambios que continúan, son fundamentales en el proceso de atresia, dado que 

la capacidad del folículo para mantener la síntesis de estrógenos es primordial 

para evitarla (Domínguez y cols., 1991; Greenwald y Roy, 1994). 

 

 Células de la granulosa  

Las células de la granulosa tienen gran capacidad proliferativa y alto grado de 

cambios estructurales claves en la maduración del folículo. La diferenciación 

morfológica ocurre en respuesta a estímulos endocrinos y paracrinos, la cual 

comienza poco antes de que los folículos inicien el crecimiento (Wong y Adashi, 

1999; Yeh y Adashi, 2001).  

 

Las células de la granulosa están estratificadas de tal manera que, conforme el 

folículo va creciendo se distinguen tres poblaciones: la mural (células que están 

en contacto con la membrana basal), la antral (células que están más cerca de la 

cavidad antral) y el cumulus (células que rodean al ovocito). Las células murales 

son consideradas las de mayor capacidad de síntesis de esteroides, con altas 

concentraciones intracelulares de 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-HSD), 

glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y citocromo P450aromatasa, además de poseer 

un gran número de receptores a LH,  características que las diferencian de las 

células antrales y del cumulus. En las células del cumulus se ha mostrado la 

ausencia de actividad de citocromo P450, lo que sugiere nula actividad aromatasa, 

además de presentar menor número de receptores a LH y por ende, disminución 

en la capacidad de respuesta a LH en comparación con las células murales. 

Durante la ovulación, las células del cumulus salen junto con el ovocito, el resto   

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/


                                                                                                INTRODUCCIÓN 

 6 

 

se transforman en células granulosa-luteales para dar lugar al cuerpo lúteo (Yeh 

y Adashi, 2001).  

 

Las células de la granulosa tienen un papel vital en la esteroidogénesis y crean 

las condiciones necesarias para la ovulación, fertilización e implantación. Altas 

concentraciones de progesterona y estrógenos son necesarias en la implantación 

del blastocisto, ambos esteroides tienen un efecto mitogénico y promueven la 

expresión de factores de crecimiento y citocinas en el endometrio (Carson, 1999). 

 

 Esteroidogénesis 

Las células de la granulosa, en cooperación con las células de la teca estimuladas 

por la FSH y la LH respectivamente, participan en la biosíntesis de hormonas 

esteroides en el ovario, cuyo sustrato es el colesterol, mismo que se obtiene de 

varias fuentes, entre ellas las lipoproteínas de baja densidad (LDL) del plasma 

sanguíneo, el almacenado en las células esteroidogénicas como colesterol libre o 

en forma de ésteres y el que proviene de la síntesis de novo a partir del acetato 

(Gore-Langton y Armstrong, 1994; Brown, 1999; Hinshelwood, 1999; Ing, 1999; 

O’Malley y Strott, 2001).  

 

El colesterol más utilizado en la síntesis de hormonas esteroides deriva de las 

lipoproteínas séricas, éstas se unen a receptores de membrana y el complejo 

lipoproteína-receptor ingresa a la célula por endocitosis. Las vesículas endocíticas 

se fusionan con los lisosomas, en los que se hidrolizan los ésteres del colesterol y 

originan colesterol libre. Este es reesterificado y almacenado en el citoplasma en 

gotas lipídicas. Cuando se necesita colesterol, los ésteres son hidrolizados y 

posteriormente con ayuda de la proteína de regulación aguda de la 

esteroidogénesis (StAR) son transportados al interior de la membrana de la 

mitocondria (O’Malley y Strott, 2001; Yeh y Adashi, 2001). 
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La etapa inicial en la biosíntesis de esteroides es la conversión del colesterol a 

pregnenolona, la cual se lleva a cabo en la membrana interna de la mitocondria 

de las células de la teca, donde se localiza el complejo enzimático citocromo 

P450scc (Brown, 1999; O’Malley y Strott, 2001). La pregnenolona sigue dos rutas 

biosintéticas para la producción de andrógenos, la ∆4, 3-cetona (∆4, 3Ceto) y la 

∆5, 3β-hidroxi (∆5, 3β-OH). La primera es la oxidación de la pregnenolona, 

catalizada por la enzima 3β-HSD que da como producto la progesterona. La 

progesterona por la participación de la 17α-hidroxilasa es transformada en 17-

hidroxiprogesterona que, por la acción de la enzima C17-20 liasa, lleva a la 

formación de la androstenediona, la que a su vez por intermedio de la 17β-HDS 

la convierte en testosterona. En la vía ∆5, 3β-OH la pregnenolona, por efecto de 

la 17α-hidroxilasa resulta en la producción de la 17-hidroxipregnenolona, la que a 

su vez es transformada por la enzima  C17-20 liasa en dehidroepiandrosterona, que 

por la acción de la 3β-HSD se transforma en androstenediona. La transformación 

de pregnenolona y progesterona a andrógenos ocurre en el retículo endoplásmico 

(Gore-Langton y Armstrong, 1994; Brown, 1999; Hinshelwood, 1999; Ing, 1999; 

O’Malley y Strott, 2001) (Fig. 2). 

 

Los andrógenos (testosterona y androstenediona) salen de las células de la teca, 

atraviesan la membrana basal y entran a las células de la granulosa. Ahí por 

estímulo de la FSH se incrementa la actividad del complejo enzimático 

P450aromatasa que provoca que la androstenediona se convierta en estrona y la 

testosterona en 17β-estradiol. Finalmente estos estrógenos se vierten al antro 

folicular y a la circulación sanguínea (Gore-Langton y Armstrong, 1994; Brown, 

1999; Hinshelwood, 1999; Ing, 1999; O’ Malley y Strott, 2001).  

 

 

 

 

 

 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/


                                                                                                INTRODUCCIÓN 

 8 

 

 

ATP
Colesterol

Pregnenolona

17-Hidroxipregnenolona

Dehidroepiandrosterona

Progesterona

17-Hidroxiprogesterona

LH

AMPc

3 -HSD

17α-Hidroxilasa

C17-20 liasa

CÉLULA DE LA TECA

Androstenediona

Testosterona

FSH

ATP AMPc

P450 Aromatasa 

Andrógenos

Estrona

17β-estradiol

Membrana basal

Andrógenos

CÉLULA DE LA GRANULOSA

Antro folicular

Circulación sanguínea

17-HSD

Testosterona

Androstenediona

17α-Hidroxilasa

C17-20 liasa

3 -HSD

17-HSD

P450 Aromatasa

P450scc 4

5

 
 

Fig. 2. Esquema que muestra la biosíntesis de hormonas esteroides por las 
células de la granulosa y la teca. Hormona luteinizante (LH), hormona 
estimulante del folículo (FSH), 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD), 
17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD), trifosfato de adenosina (ATP), 
monofosfato de adenosina cíclico (AMPc). Modificado de Gore-Langton y 
Armstrong, 1994. 
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Las gonadotropinas son hormonas clave en la regulación del crecimiento y 

diferenciación del folículo y la esteroidogénesis; su capacidad para modular las 

funciones del ovario está en función de su concentración y de la expresión de sus 

receptores. Esta última es regulada por varios factores y hormonas como: factor 

de crecimiento tumoral β (TGF-β), factor de crecimiento parecido a la insulina 

tipo I (IGF-I), activina, inhibina, FSH y estradiol (Minegishi, 2004; Rozell y cols., 

2009). En las células de la granulosa la expresión de la aromatasa es estimulada 

por la FSH, dicho efecto es potenciado por los andrógenos, IGF-I y estradiol 

(Stocco, 2009). 

 

Relación entre hormonas tímicas y la función reproductora 

 

 Timo 

En los mamíferos el timo es un órgano que se encuentra ubicado en el tórax por 

debajo de la parte superior del esternón. Es una masa de color rosado grisáceo, 

aplanada y triangular. Está formado por dos lóbulos unidos en la parte media, 

cada uno está rodeado por una cápsula de tejido conectivo, la cual se extiende 

hacia el interior del órgano en forma de tabiques que dividen cada lóbulo en 

lobulillos (Fawcett, 1995; Geneser, 2000). 

 

La matriz del timo está formada por células epiteliales dispuestas en forma de red 

(retículo-epiteliales), en cuyos espacios se depositan los linfocitos. En la parte 

periférica de cada lobulillo se encuentra gran cantidad de linfocitos, a esta zona 

se le denomina corteza. En la parte central se encuentra la médula que presenta 

una mayor densidad de células retículo-epiteliales, donde se encuentran 

pequeños grupos de células epiteliales distribuidas de manera concéntrica 

llamados corpúsculos de Hassall (Fawcett, 1995; Geneser, 2000) (Fig. 3). 
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Fig. 3. Esquema que muestra la histología del timo y su organización cortico-

medular. Tomado de Bellanti, 1986.  

 

Con la edad el timo presenta un proceso morfo-fisiológico de involución, en el 

cual disminuye la proliferación de linfocitos e incrementa la tasa de recambio 

linfocítica (son más los linfocitos inmunocompetentes que salen a la circulación 

que los que proliferan), lo que lleva a la disminución del volumen cortical. De 

manera gradual se reemplaza el espacio que ocupaban los linfocitos corticales por 

tejido adiposo (Fawcett, 1995; Geneser, 2000; Ross y cols., 2007) (Fig. 4).  
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Fig. 4. Esquema que muestra los cambios de peso y composición del timo en 

humanos durante el proceso de involución. Tomado de Bellanti, 1986. 

 

 

Estudios de inmunohistoquímica muestran que las hormonas tímicas son 

producidas por las células epiteliales y están involucradas en la diferenciación y 

maduración de los linfocitos T inmunocompetentes (Dardenne y cols., 1986). A 

estas hormonas se les ha llamado timosinas, constituidas por: timosina fracción 5 

(TF-5), timosina 1, timosina 4, factor tímico humoral (THF), timopoyetina II 

(TP), factor tímico X (TFX) y timulina o factor tímico del suero (FTS) (Goldstein y 

cols., 1981). No obstante que la función glandular decrece, las células retículo-

epiteliales continúan sintetizando péptidos aún en la vejez (Consolini y cols., 

2000; Geneser, 2000). 
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Estudios in vitro muestran que algunas timosinas regulan las funciones del 

sistema reproductor de la hembra. Rebar (1984) utilizó un sistema de perfusión 

de hipotálamo e hipófisis de rata y observó que la TF-5 y la timosina 4 inducen la 

secreción de la GnRH y por ende la de gonadotropinas. En células de la granulosa 

de ovarios de rata, la adición del medio de cultivo de células retículo-epiteliales 

del timo, incrementa la secreción de estradiol y progesterona tanto basal como 

estimulada por FSH, así como la actividad de la aromatasa (Uzumcu y cols., 

1992; Uzunmcu y Lin, 1994).  

 

Algunas de estas timosinas son secretadas también por los riñones, bazo, hígado, 

pulmón y aún en el SNC, excepto la timulina cuya síntesis se lleva a cabo sólo en 

el timo (Savino y cols., 1982; Dalakas y cols., 1984; Horecker, 1984). 

 

 Timulina 

La timulina es un nonapéptido cuya secuencia de aminoácidos es pyro-Glu1-Ala2-

Lys3-Ser4-Gln5-Gly6-Gly7-Ser8-Asn9-OH y participa en la regulación de la 

diferenciación y maduración de los linfocitos T (Bach y cols., 1977). Estudios 

realizados con anticuerpos monoclonales anti-timulina muestran que la timulina 

está presente únicamente en las células epiteliales del timo. Esta hormona tímica 

no es detectada en el suero de ratones congénitamente atímicos nu/un y en 

ratones timectomizados desaparece de la circulación después de la operación 

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

 

La timulina necesita unirse con el Zn+2 para que tenga actividad biológica; 

estudios de resonancia magnética mostraron que forma complejos 1:1 y 1:2. En 

el complejo 1:2  una molécula de Zn+2 está unida a dos moléculas de timulina y 

el enlace se presenta en el -OH de la Ser4 y el -COO- de la Asn9. En el complejo 

1:1  una molécula  de Zn+2 se une a  una  molécula  de  timulina y el enlace se 

presenta en -OH de  Ser4,8 y -COO- de Asn9 (Cung y cols., 1988). 
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En linfocitos T se han descrito dos tipos de receptores a timulina y su unión es 

específica, saturable y reversible. La constante de disociación de cada receptor es 

de 0.516±0.2 nM y 110±27.8 nM, su concentración es de 0.186±0.045 pmol y 

2.026±0.367 pmol/mg de membrana y su número es de 5x104 y 8x105 

receptores por célula (Pléau y cols., 1980). 

 

En el suero humano, la timulina se ha detectado al nacimiento; su concentración 

va en aumento con la edad hasta alcanzar su máximo entre los cinco y diez años 

de edad. En la adolescencia la concentración de timulina comienza a disminuir 

gradualmente; a los 36 años es baja pero se mantiene estable hasta los 80 años 

de edad (Consolini y cols., 2000) (Fig. 5). En el suero obtenido del cordón 

umbilical de niños recién nacidos se han cuantificado 2,191 fg/ml de timulina, en 

el suero de varones de 20 años de edad, se han registrado 1,499 fg/ml de 

timulina y en adultos entre 21 y 65 años 371 fg/ml (Safieh y cols., 1990). 

 

 

 
 

Fig. 5. Esquema que muestra la concentración de timulina en plasma humano 

con respecto a la edad. Tomado de Consolini y cols., 2000. 
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En el ratón, la timulina se ha detectado desde los 14 días de vida intrauterina y 

su concentración en plasma se mantiene estable hasta los 5 ó 7 meses de edad; 

posteriormente disminuye, llegando a valores mínimos a los 12 meses de edad 

(Dardenne y Bach, 1981). En el ratón adulto la concentración de timulina en el 

suero es de aproximadamente 638 fg/ml (Safieh y cols., 1990).  

 

Se ha mostrado que la secreción de la timulina depende de la participación de 

varias hormonas, así como de la propia timulina. Al respecto, Cohen y 

colaboradores (1986) observaron que la administración de timulina al cultivo de 

células epiteliales tímicas de humano, induce disminución en la secreción de 

timulina, así como en el número de células que la contienen. 

 

Se ha observado en ratas y ratones jóvenes, que la administración intraperitoneal 

de la triyodotironina (T3) modula la concentración de timulina en suero así como 

el número de células que la contienen (Savino y cols., 1984). En niños con 

deficiencias en la hormona de crecimiento (GH), la concentración de timulina es 

baja y cuando se les administra GH por vía subcutánea, la concentración de la 

hormona tímica se incrementa a valores normales 24 h después de la 

administración de GH (Mocchegiani y cols., 1990). Además, se ha mostrado que 

la administración de prolactina estimula de manera dependiente de la dosis la 

secreción de la timulina en ratones jóvenes y viejos, efectos que también se 

observaron en el cultivo de células epiteliales timicas de humano y murino 

(Dardenne y cols., 1989).   

 

Las hormonas esteroides (progesterona y 17β-estradiol) estimulan de una a dos 

veces más la secreción de timulina en el cultivo de células epiteliales tímicas de 

humano y murinos (Savino y cols., 1988). La adrenalectomía o la gonadectomía 

en ratones jóvenes disminuyen al 50% las concentraciones de timulina en suero 

(Dardenne y cols., 1986). 
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Además de la regulación hormonal, se ha descrito en cultivo de células epiteliales 

de timo humano, que la incorporación de neuropéptidos como la β-endorfina o 

leu-encefalina incrementa la concentración de timulina en el medio de cultivo 

(Savino y cols., 1990). 

 

Experimentos in vitro utilizando fragmentos de hipófisis anterior de rata macho, 

muestran que la timulina participa en la regulación de la secreción de LH, al 

aumentar su liberación de manera similar a la observada cuando se estimula con 

GnRH (Zaidi y cols., 1988). Brown y colaboradores (2000), utilizando el cultivo de 

células de adenohipófisis de rata hembra, muestran que la timulina estimula la 

liberación de FSH y LH y sugieren que en dicho efecto están involucrados los 

fosfatos de inositol, calcio y AMPc. Cuando estas células son incubadas con 

timulina y GnRH se observa un efecto aditivo sobre la secreción de FSH y un 

efecto sinérgico sobre la liberación de LH (Brown y cols., 2000). En tejido de 

adenohipófisis de rata, la timulina estimula la liberación de la hormona 

adrenocorticotropina e incrementa AMPc y GMP (Hadley y cols., 1997).  

  

Reggiani y colaboradores, en el 2006, construyeron un vector adenoviral 

recombinante portador de la secuencia sintética de ADN que codifica para un 

análogo biológicamente activo de timulina (Rad-metFTS), el cual es capaz de 

restaurar a largo plazo las concentraciones de timulina circulante cuando es 

inyectado vía intramuscular en ratas y ratones timectomizados. La terapia génica 

neonatal con este vector en ratones congénitamente atímicos (nu/nu) que se 

caracterizan por presentar concentraciones bajas de gonadotropinas en suero y 

menor densidad y tamaño de las células secretoras de FSH y LH, repara dichas 

alteraciones, lo que se correlaciona con la secreción de timulina (Goya y cols., 

2007; Reggiani y cols., 2009). 

 

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que el ratón prepúber de 20 

días de edad no es capaz de ovular en respuesta al estímulo con la gonadotropina 

coriónica equina (eCG); cuando a estos animales se les administra diariamente  
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timulina por vía sistémica, iniciando 24 h antes de la inyección de la 

gonadotropina y culminando en el momento del sacrificio en el primer estro 

vaginal, se induce la ovulación, liberando un promedio de 32 ovocitos (Hinojosa y 

cols., 1999).  

 

También se ha mostrado que la timectomía realizada en el ratón durante la etapa 

infantil (diez días de edad) (Tx-10), provoca retraso en el inicio de la pubertad y 

disminución en las concentraciones de estradiol, en el número de folículos en 

crecimiento y en la respuesta ovulatoria inducida por las gonadotropinas; en este 

modelo biológico la administración sistémica de timulina inmediatamente después 

de la timectomía revierte dichas alteraciones (García, 1996; García y cols., 

2000).  

 

En estudios previos se analizó la participación de la timulina en la regulación de la 

secreción de las gonadotropinas y la ovulación, utilizando tanto ratones intactos 

como Tx-10 a los cuales se les inyectó en el hipotálamo o en la hipófisis timulina. 

En el ratón intacto los resultados mostraron que la timulina administrada en el 

hipotálamo medio o en la hipófisis restituye la ovulación bloqueada por el 

anestésico, lo que indica su participación en la liberación de GnRH y de 

gonadotropinas (García, 2005; García y cols., 2005), mientras que en el ratón 

Tx-10 sólo se incrementó la cuota ovulatoria al administrar la hormona en la 

hipófisis, por lo que la falta de timulina desde los 10 días provoca que algunas 

deficiencias a nivel hipotalámico sean irreversibles (González y cols., 2005; 

Cabrera y González, 2006). 

 

En células de adenohipófisis de rata hembra obtenidas en cada día del ciclo 

estral, la timulina sola o en presencia de GnRH tiene un efecto estimulante o 

inhibitorio sobre la liberación de las gonadotropinas que depende del estado 

hormonal del animal donador (Hinojosa y cols., 2004). 
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En células de adenohipófisis de rata hembra, el tratamiento con progesterona o 

estradiol previo a la adición de timulina, estimula la liberación de FSH y LH,  lo 

que indica que los efectos de la timulina son mediados por los esteroides 

sexuales (Hinojosa, 2006). 

  

Ledwitz-Rigby y Scheid (1990) mostraron en cultivo de células de la granulosa de 

ovarios de cerda, que la timulina incrementa la actividad aromatasa y la 

respuesta a las gonadotropinas. 

 

En ratones prepúberes tratados con 2 u.i. de eCG y 3 u.i. de hCG, la 

microinyección de 60 o 120 pg de timulina en la bursa ovárica incrementan la 

concentraciones de 17β-estradiol en suero, sin cambios en la respuesta 

ovulatoria. Cuando se utiliza un estímulo gonadotrópico mayor (3 u.i. de eCG y 3 

u.i. de hCG) la microinyección intrabursal de 60 pg de timulina es capaz de 

amplificar la respuesta ovulatoria (Reyes, 2010; Rosales y cols., 2010). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Nuestros estudios, así como los de otros autores, apoyan la hipótesis de que la 

timulina está actuando como un regulador fino de las funciones del eje 

hipotálamo-hipofisario, lo que finalmente culmina con la ovulación. Resultados in 

vivo muestran que también modula la respuesta ovulatoria y esteroidogénica del 

ovario a las gonadotropinas. Con el fin de profundizar en el estudio de la 

participación de la timulina en la secreción de esteroides se decidió analizar sus 

efectos sobre la capacidad esteroidogénica del ovario, utilizando como modelo el 

cultivo de células de la granulosa del ovario de ratón.  
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HIPÓTESIS 

 

Si la administración de timulina en la bursa ovárica amplifica la respuesta ovulatoria 

inducida por gonadotropinas e incrementa las concentraciones de estradiol en 

suero, entonces las células de la granulosa en cultivo responderán a la adición de 

timulina incrementando su capacidad esteroidogénica.   

 

 

OBJETIVOS 

 

 Determinar la dosis efectiva al 50% (DE50) de la hormona estimulante del 

folículo (FSH) sobre la secreción de progesterona y 17-estradiol por las células 

de la granulosa de los ovarios de ratón. 

 

 Estudiar los efectos de la timulina sobre la secreción basal de progesterona y 

17-estradiol por las células de la granulosa. 

 

 Estudiar los efectos de la timulina sobre la capacidad de respuesta 

esteroidogénica de las células de la granulosa frente al estímulo gonadotrópico.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Animales 

Se utilizaron ratones hembra prepúberes de la cepa CD1 (Harlan, México). Los 

animales se mantuvieron en condiciones de bioterio con barreras, con fotoperiodo 

controlado de 10 h de luz y 14 de oscuridad (luces encendidas de 5:00 a 19:00 h) y 

temperatura de 20 ± 2ºC, con libre acceso al agua y al alimento. A los 24 días de 

edad se inyectaron con 5 u.i. de eCG y se sacrificaron por dislocación cervical 48 h 

después. 

  

Obtención de células de la granulosa 

Los ovarios se extrajeron de manera aséptica y se colocaron en una caja Petri de 50 

mm con medio de cultivo Leibovitz’s L-15 (GIBCO, NY, USA) suplementado con 1% 

de antibiótico (penicilina 10,000 U/ml, estreptomicina 100 mg/ml y anfotericina B 

25 µg/ml) (GIBCO). Con la ayuda de un microscopio estereoscópico se eliminó la 

grasa y la bursa de los ovarios. Posteriormente se trasladaron a una caja Petri con 

medio de cultivo Dulbecco´s Modified Eagle´s nutrient Medium Mixture F-12 HAM 

(DMEM/F-12 HAM) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)  ajustado a un pH de 7.6, 

suplementado con 10% de suero fetal de bovino (GIBCO, México), 1% de 

antibiótico, 10µg/ml de insulina (GIBCO) y 1mM de piruvato de sodio (Sigma-

Aldrich). Se puncionaron los folículos grandes, se colectó el medio/células, se 

centrifugó a 800 rpm durante 10 min y se eliminó el sobrenadante. 

 

Cultivo de células de la granulosa 

Las células se resuspendieron en medio de cultivo fresco DMEM/F-12 HAM 

suplementado, se tomó una alícuota de 20 µl de células medio y se mezcló con 20 

µl de azul de tripán, se homogenizó, se tomó una alícuota de 10 µl y se contaron las 

células en un hemocitómetro para llevar a un volumen final de 1x105 células/ml  

(Jia y Hsueh, 1986; Zachow y Woolery, 2002). La siembra se realizó en cajas de 

cultivo (Falcon, NJ, USA) de 24 pozos (500 µl de medio-células/pozo) y se 

incubaron por 24 h a 37ºC en una atmósfera húmeda y saturada con 95% de aire y 

5% de CO2. 
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Posteriormente se cambió el medio y los pozos se distribuyeron de acuerdo con las 

variables requeridas según se indica en el diseño experimental y se incubaron por 

24 h. Previo a los tratamientos, al cultivo se le adicionó 10-7 M de androstenediona 

(4-androstene-3,17-diona; Sigma-Aldrich) como sustrato para la síntesis de 17β-

estradiol. En cada ensayo se contó con un grupo de liberación basal y uno con  

alcohol etílico al 1% por ser el disolvente de la androstenediona. Pasadas las 24 h 

se colectó el medio de cultivo en tubos eppendorf de 1.5 ml y se almacenó a -20 ºC 

para la posterior cuantificación de progesterona y 17β-estradiol. 

 

Radioinmunoanálisis 

Las concentraciones de progesterona y 17β-estradiol en el medio de cultivo se 

cuantificaron por radioinmunoanálisis (RIA) de fase sólida, utilizando estuches 

comerciales (Coat-A-Count, CA, USA) que constan de tubos de polipropileno que 

contienen el anticuerpo específico: anti-progesterona o anti-estradiol, a los cuales se 

les adicionaron 100 l de la muestra y 1000 l de la hormona radioactiva (I125), la 

mezcla se agitó para facilitar la reacción y se incubó durante tres horas a 

temperatura ambiente. Posteriormente se decantó la muestra y se determinó la 

concentración de la hormona con la ayuda de un contador de centelleo gamma 

(Packard Instrument Co.TM), en función de las cuentas por minuto y de una curva de 

calibración. 

Las concentraciones de progesterona se expresaron en ng/ml y las de 17β-estradiol 

en pg/ml, la sensibilidad del método fue de 0.0488 ng/ml y 0.8989 pg/ml 

respectivamente. Los coeficientes de variación intra e inter ensayo fueron de 5.3% 

y 9.87% para progesterona y 6.9% y 10.8% para 17β-estradiol. 

 

Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como media±e.e.m. Los datos se analizaron por pares 

utilizando la prueba “U” de Mann-Whitney. Se consideraron como significativas 

aquellas diferencias cuya probabilidad fue igual o menor al 5%. 
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Diseño experimental 

 

1. Determinación de la dosis efectiva al 50% (DE50) de la FSH sobre la 

secreción in vitro de esteroides por las células de la granulosa.  

 

Para determinar la DE50 de la FSH (Calbiochem, CA, USA) se realizó la curva dosis-

respuesta sometiendo cultivos preincubados por 24 h a diferentes concentraciones 

de la gonadotropina  (0, 7.5, 15, 30, 60, 120 y 240 ng/ml), (Welsh y cols., 1983; 

Zachow y Woolery, 2002) y se reincubaron por 24 h más. Al término de este 

tiempo, se colectó el medio de cultivo y se cuantificaron las concentraciones de 

progesterona y 17-estradiol por RIA de fase sólida. 

 

2. Estudio de los efectos de la administración de timulina sobre la 

secreción basal de progesterona y 17-estradiol en el cultivo de células 

de la granulosa. 

 

A cultivos preincubados por 24 h, al cambio de medio por medio fresco se les 

adicionaron concentraciones crecientes de timulina (Sigma-Aldrich) (0, 0.001, 0.01, 

0.1, 1.0 ng/ml).  Las células se incubaron por 24 h más y posteriormente se colectó 

el medio de cultivo y se cuantificaron las concentraciones de progesterona y 17-

estradiol por RIA de fase sólida.  

 

3. Estudio de los efectos de la administración de timulina sobre la 

secreción de progesterona y 17-estradiol estimulada por FSH en el 

cultivo de células de la granulosa. 

 

Cultivos preincubados por 24 h, al cambio de medio por medio fresco se les 

adicionaron FSH (15 ng/ml)+timulina (0.001 ó 0.1 ng/ml). Las células se incubaron 

por 24 h más, posteriormente se colectó el medio de cultivo y se cuantificaron las 

concentraciones de progesterona y 17-estradiol por RIA de fase sólida. 

 

En todos los casos se realizaron tres ensayos, cada uno por triplicado. 
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RESULTADOS 

 
1. Determinación de la dosis efectiva al 50% (DE50) de la FSH sobre la 

secreción in vitro de esteroides por las células de la granulosa.  

 

La progesterona secretada al medio de cultivo por las células de la granulosa se 

mantuvo sin cambios cuando se administró etanol (EtOH) o EtOH+ 

androstenediona (AD) en comparación con la secreción basal. La administración 

de diferentes concentraciones de FSH no modificó la secreción de progesterona 

respecto al grupo AD (Tabla 1). 

 
 
Tabla. 1. Concentraciones de progesterona (media ± e.e.m.) en el medio de 
cultivo de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de 
incubación y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con 
alcohol etílico al 1% (EtOH), EtOH+androstenediona (10-7 M) (AD), AD+dosis 
crecientes de FSH (ng/ml) o sin tratamiento (basal) y se incubaron por 24 h más. 
 

  Progesterona 
(ng/ml) 

Basal  78.2  5.4 

EtOH  78.2  3.5  

AD  77.5  3.6 

AD+FSH (ng/ml) 

7.5 76.4  2.4  

15 75.0  2.4 

30 75.2  3.2  

60 77.2  5.5 

120 82.6  2.3  

240 83.8  3.7 
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La concentración de 17β-estradiol fue significativamente mayor en el grupo 

tratado con EtOH respecto a la secreción basal. Cuando se adicionó AD,  la 

secreción de 17β-estradiol se incrementó aún más en comparación con los grupos 

basal y EtOH (Fig. 6). 
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Fig. 6. Concentraciones de 17β-estradiol (media ± e.e.m.) en el medio de cultivo 
de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de incubación 
y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con alcohol 
etílico al 1% (EtOH), EtOH+androstenediona (10-7 M) (AD) o sin tratamiento 
(basal) y se incubaron por 24 h más. 
 

 

Debido a las diferencias en la secreción de 17β-estradiol entre los grupos basal, 

EtOH y AD se utilizó a este último como grupo de comparación para analizar los 

efectos de las diferentes concentraciones de FSH sobre la secreción de 

esteroides.   
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En todos los grupos experimentales la incorporación FSH al medio de cultivo, 

incrementó de manera significativa la secreción de 17β-estradiol respecto al 

grupo AD, excepto con 30 ng/ml. Con la concentración de 60 ng/ml de FSH, la 

secreción de 17β-estradiol fue significativamente mayor al resto de las 

concentraciones (Fig. 7). Con base en lo anterior se consideró como dosis 

efectiva al 50% la concentración de 15 ng/ml de FSH. 
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Fig. 7. Concentraciones de 17β-estradiol (media ± e.e.m.) en el medio de cultivo 
de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de incubación 
y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con 
EtOH+androstenediona (10-7 M) (AD) o AD+dosis crecientes de FSH y se 
incubaron por 24 h más. 
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2. Estudio de los efectos de la administración de timulina sobre la 

secreción basal de progesterona y 17-estradiol en el cultivo de 

células de la granulosa. 

 

La secreción de progesterona por las células de la granulosa no se modificó en los 

grupos tratados con EtOH  o AD respecto a la secreción basal (Fig. 8). 
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Fig. 8. Concentraciones de progesterona (media ± e.e.m.) en el medio de cultivo 
de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de incubación 
y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con alcohol 
etílico al 1% (EtOH), EtOH+androstenediona (10-7 M) (AD) o sin tratamiento 
(basal) y se incubaron por 24 h más. 
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La secreción de 17β-estradiol por las células de la granulosa tratadas con EtOH o 

con AD fue significativamente mayor que la secreción basal. No se observaron 

diferencias significativas entre los grupos EtOH y AD (Fig 9).  
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Fig. 9. Concentraciones de 17-estradiol (media ± e.e.m.) en el medio de cultivo 
de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de incubación 
y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con alcohol 
etílico al 1% (EtOH), EtOH+androstenediona (10-7 M) (AD)  o sin tratamiento 
(basal) y se incubaron por 24 h más. 
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Con los diferentes tratamientos de timulina disminuyó la secreción de 

progesterona respecto al grupo tratado con AD  (r2=0.8127, p= 0.0338 Pearson) 

(Fig. 10). 
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Fig. 10. Concentraciones de progesterona (media ± e.e.m.) en el medio de 
cultivo de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de 
incubación y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con 
EtOH+androstenediona (10-7 M) (AD) o AD+timulina (0.001, 0.01, 0.1 ó 1 ng/ml) 
y se incubaron por 24 h más. 
 
 
El tratamiento con 0.001 ng/ml de timulina incrementó la secreción de 17β-

estradiol respecto a todas las concentraciones de timulina y al grupo AD. Los 
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tratamientos con 0.1 y 1 ng/ml de timulina disminuyeron significativamente la 

secreción de 17β-estradiol respecto al grupo AD (Fig. 11). 
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Fig. 11. Concentraciones de 17-estradiol (media ± e.e.m.) en el medio de 
cultivo de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de 
incubación y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con 
EtOH+androstenediona (10-7 M) (AD) o AD+timulina (0.001, 0.01, 0.1 ó 1 ng/ml) 
y se incubaron por 24 h más. 
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3. Estudio de los efectos de la administración de timulina sobre la 

secreción de progesterona y 17-estradiol estimulada por FSH en el 

cultivo de células de la granulosa. 

 

Las concentraciones de progesterona secretadas por las células de la granulosa 

no se modificaron por la adición de FSH sola o en combinación con EtOH o AD 

respecto a la secreción basal (Fig. 12). 
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Fig. 12. Concentraciones de progesterona (media ± e.e.m.) en el medio de 
cultivo de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de 
incubación y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con 
FSH (15 ng/ml), FSH+alcohol etílico (1%) (FSH+EtOH) o 
FSH+EtOH+androstenediona (10-7 M) (FSH+AD) o sin tratamiento (basal) y se 
incubaron por 24 h más. 
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En todos los grupos que fueron tratados con FSH, la secreción de 17β-estradiol 

por las células de la granulosa fue significativamente mayor al grupo de secreción 

basal. Cuando las células se trataron con FSH+EtOH se observó un incremento 

significativo comparado con el grupo al cual sólo se le administró FSH y el 

adicionar al medio de cultivo androstenediona aumentó aún más la secreción de 

17β-estradiol respecto al tratamiento de FSH+EtOH (Fig. 13). 
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Fig. 13. Concentraciones de 17-estradiol (media ± e.e.m.) en el medio de 
cultivo de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de 
incubación y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con 
FSH (15 ng/ml), FSH+alcohol etílico (1%) (FSH+EtOH) y 
FSH+EtOH+androstenediona (10-7 M) (FSH+AD) o sin tratamiento (basal) y se 
incubaron por 24 h más. 
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En las células de la granulosa tratadas con FSH+AD, la adición de 0.1 ng/ml de 

timulina incrementó significativamente la secreción de progesterona (Fig. 14). 
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Fig. 14. Concentraciones de progesterona (media ± e.e.m.) en el medio de 
cultivo de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de 
incubación y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con 
FSH +EtOH+androstenediona (FSH+AD) o FSH+AD+timulina (0.001 y 0.1 ng/ml) 
y se incubaron por 24 h más. 
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En comparación con el grupo tratado con FSH+AD, la administración de timulina 

incrementó significativamente la concentración de 17β-estradiol, siendo mayor la 

secreción cuando se administró 0.001 ng/ml de timulina (Fig. 15). 
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Fig. 15. Concentraciones de 17-estradiol (media ± e.e.m.) en el medio de 
cultivo de las células de la granulosa de ovarios de ratón. Después de 24 h de 
incubación y de un cambio de medio por medio fresco, las células se trataron con 
FSH +EtOH+androstenediona (FSH+AD) o FSH+AD+timulina (0.001 y 0.1 ng/ml) 
y se incubaron por 24 h más. 
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DISCUSIÓN 

 
Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en las células de la 

granulosa en cultivo, la concentración de timulina cercana a la fisiológica estimula 

la secreción de 17β-estradiol en ausencia o presencia de FSH. Altas concentraciones 

de timulina inhiben la secreción de progesterona y 17β-estradiol, efecto que se 

invierte al adicionar FSH al cultivo celular. 

  

Durante la última etapa del desarrollo folicular, las células de la granulosa 

adquieren la capacidad de producir progesterona bajo el estímulo de la FSH, la cual 

promueve la síntesis de ARNm que codifica para las enzimas P450scc y 3β-HSD, 

involucradas en la conversión de colesterol a progesterona (Zeleznik, 1999). En 

células de la granulosa de bovinos, se ha detectado la presencia de ARNm que 

codifica para la enzima 3β-HSD, lo que se correlaciona con la concentración de 

progesterona secretada al medio de cultivo (Sahmi y cols., 2004). Nuestros 

resultados muestran que las células de la granulosa obtenidas de los ovarios de 

ratón y mantenidas en cultivo, son capaces de secretar progesterona en ausencia o 

presencia de FSH, lo que sugiere que al igual que en otras especies, las células 

cuentan con la maquinaria enzimática para la síntesis de este esteroide.  

 

Las células de la granulosa de mujer tienen la capacidad de secretar estradiol de 

manera espontánea durante los primeros días de cultivo (Erickson y cols., 1989; 

Földesi y cols., 1998). Resultados similares se obtuvieron en nuestros cultivos, ya 

que las células de la granulosa de ratón secretan 17β-estradiol sin el estímulo de 

FSH o la adición de andrógenos (basal).  

 

Estudios in vitro realizados con ovarios de tilapia muestran que la incubación con 

etanol incrementa la secreción de 17β-estradiol, lo que coincide con el aumento  en 

la expresión del gen de la enzima P450aromatasa (Kim y cols., 2003). Lo anterior 

podría ser una explicación del incremento en la secreción de 17β-estradiol cuando 

se administró etanol a las células de la granulosa de ratón. El hecho que la 
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concentración de progesterona no se haya modificado en nuestros cultivos apoya 

esta interpretación.  

 

En células de la granulosa de ovarios de bovinos suplementadas con 

androstenediona, se detecta la presencia de los ARNm para la P450scc y la 3β-HSD, 

sin cambios en su concentración ni en la de progesterona; sin embargo se 

incrementa el ARNm para la P450aromatasa así como la concentración de estradiol 

(Hamel y cols., 2005). Resultados similares obtuvimos al adicionar androstenediona 

al medio de cultivo, donde la concentración de progesterona no se modificó y la de 

17β-estradiol aumentó más del 70%, lo que pone de manifiesto la gran capacidad 

biosintética de las células de la granulosa de ratón en respuesta a la 

androstenediona, como sustrato (Yeh y Adashi, 2001) y como regulador de la 

expresión del gen para la aromatasa. 

 

Entre las funciones de la FSH está desencadenar la cascada de señalización que 

culmina con la síntesis de estrógenos (Conley y Walters, 1999). Dicha 

gonadotropina promueve la formación de segundos mensajeros como el cAMP, que 

a su vez activa los factores de transcripción que, unidos al ADN, conducen a la 

síntesis de la P450aromatasa (Reichert, 1999). Los resultados obtenidos en este 

estudio indican que dicha cascada de señalización se está llevando a cabo en las 

células de la granulosa de ratón en respuesta al estímulo de FSH. 

 

En células de la granulosa de ovarios de vacas, la concentración del ARNm del 

receptor a FSH, así como la secreción de 17β-estradiol, disminuyen conforme 

aumenta la concentración de FSH administrada al medio de cultivo.  Esto debido al 

sistema de retroalimentación negativa que ejerce la FSH sobre la expresión de sus 

propios receptores (Houde y cols., 1994, Berndtson y cols., 1995, Rouillier y cols., 

1996). Un efecto similar se observa en la curva dosis-respuesta de las células de la 

granulosa de ratón frente a un estímulo gonadotrópico mayor (>60 ng/ml), lo que 

probablemente se debe a una disminución en la sensibilización de las células 

regulada por la FSH.  
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Se ha mostrado en el cultivo de células de la granulosa de ovarios de conejas, que  

la estimulación con FSH, en ausencia de androstenediona, estimula la secreción de 

estradiol, lo que se ha explicado por una reserva de andrógenos aromatizables  

listos para ser transformados por la P450aromatasa  a estrógenos en el momento en 

que dichas células sean estimulada por la FSH (Picazo y cols., 2000). Lo mismo 

puede  estar ocurriendo en nuestros cultivos de células de la granulosa de ratón 

que bajo el estímulo único de FSH aumentan al doble la secreción de 17β-estradiol 

respecto a la secreción basal.  

 

Se ha mostrado que dosis bajas de timulina estimulan la diferenciación de las 

células T-cooperadoras y dosis altas estimulan la diferenciación de las T-supresoras 

(Bach y Dardenne, 1984). En células de adenohipófisis en cultivo, dosis bajas de 

timulina estimulan la secreción de FSH y LH, mientras que con dosis altas el efecto 

estimulante disminuye conforme aumenta la concentración (Brown y col., 2000). En 

el cultivo de células de la granulosa de ovario de cerda, dosis crecientes de timulina 

no modifican la secreción espontánea de progesterona y en presencia de FSH la 

incrementa proporcionalmente a la concentración (Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990). 

En nuestro modelo de células de la granulosa, la timulina inhibe la secreción 

espontánea de progesterona de manera proporcional a la dosis. La secreción de 

17β-estradiol se incrementó con la concentración fisiológica de timulina (0.001 

ng/mL) y disminuyó con las más altas (0.1 y 1 ng/mL). Nuestros resultados 

confirman que la timulina tiene un efecto dual dependiendo de la concentración  e 

indican que la esteroidogénesis es uno de los procesos donde esto también se 

manifiesta. 

 

En el cultivo de células de la granulosa de cerda, se ha descrito que la timulina 

tiene efecto estimulante sobre la actividad de la aromatasa (Ledwitz-Rigby y 

Scheid, 1990), por lo que el incremento en la concentración basal de 17β-estradiol 

por las células de la granulosa de ratón prepúber podría estar vinculado a dicho 

efecto. 
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La administración sistémica diaria de timulina a ratones durante la etapa 

peripuberal e inyectados con eCG incrementa las concentraciones de progesterona 

en suero (Hinojosa y col., 1999). En células de la granulosa de ovario de cerda la 

incubación con timulina y FSH incrementa la secreción de progesterona, lo que se 

atribuye a la participación de la timulina con los mecanismos involucrados en la 

síntesis o actividad de las enzimas responsables de la producción de este esteroide 

(Ledwitz-Rigby y Scheid, 1990). Resultados similares observamos en los cultivos 

con FSH, lo que sugiere un efecto potenciador de la timulina sobre los efectos de la 

gonadotropina. El hecho que las mismas concentraciones de timulina no modifiquen 

la secreción basal, apoyan esta interpretación.  

 

En estudios previos hemos mostrado en animales intactos y Tx-10 que la 

administración sistémica de timulina incrementa las concentraciones de 17β-

estradiol en sangre (García, 2000). En estudios recientes observamos que la 

microinyección de timulina en la bursa del ovario de ratones prepúberes incrementa 

de 2 a 11 veces más las concentraciones de 17β-estradiol frente al estímulo 

gonadotrópico (Rosales y cols., 2010). Nuestros resultados muestran que las 

células de la granulosa, en ausencia o presencia de FSH, son blanco de la timulina. 

Este hecho sugiere que parte de los efectos observados sobre la esteroidogénesis in 

vivo podrían ser reflejo de lo que ocurre in vitro.  

 

Los efectos de timulina sobre la pubertad, la ovulación y la esteroidogénesis 

dependen  de la relación timulina-gonadotropinas (Hinojosa, 1998; García, 2000; 

Reyes, 2010; Rosales y cols., 2010). Cuando se incubaron las células de la 

granulosa con la concentración fisiológica de timulina y se estimularon con la DE50 

de FSH, la concentración de 17β-estradiol fue de igual magnitud a la observada con 

la DE100 de FSH. Estos resultados sugieren que la timulina potencia el efecto de 

FSH.  

 

Con los resultados obtenidos podemos sugerir que la timulina es un regulador fino 

de la secreción de esteroides, probablemente modulando la receptividad del ovario 

a las gonadotropinas o interactuando con alguna  de las moléculas que participan 
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en la cascada de señalización en la secreción de esteroides por las células de la 

granulosa. Para explicar lo anterior se propone el siguiente modelo. 

 

Modelo que explica las posibles vías que utilizaría la timulina en la 

biosíntesis de 17β-estradiol por las células de la granulosa. 

 

Efecto estimulante de la timulina sobre la secreción de 17β-estradiol. 

 

1. La timulina se une a su receptor en la membrana (Pléau y cols., 1980; Cohen y 

cols., 1986) de la célula de la granulosa.  

2. La unión hormona-receptor, vía las proteínas G, activa la enzima adenilato 

ciclasa y promueve la conversión de ATP a AMPc (como se ha propuesto que 

ocurre en diferentes poblaciones celulares hipofisarias y en linfocitos T) (Rinaldi 

y cols., 1985; Hadley y cols., 1997; Brown y cols., 1998, 1999, 2000). 

3. El incremento en la producción de AMPc induce la activación de la proteína 

cinasa A (PKA) (Chedrese y Bertorello, 2009; Rozell y cols., 2009).  

4. PKA fosforila al factor de transcripción CREB (Cyclic AMP Response Element-

Binding, por sus siglas en inglés) (Chedrese y Bertorello, 2009; Rozell y cols., 

2009). 

5. CREB entra al núcleo y se une a la región de ADN que codifica para la expresión 

de la enzima aromatasa en las células de la granulosa del ovario (Stocco, 2009). 

6. El incremento de la enzima aromatasa por efecto de la timulina (Ledwitz-Rigby y 

Scheid, 1990) resulta en un aumento de la síntesis y secreción de 17β-estradiol 

(Fig. 16).  
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Fig. 16. Esquema que muestra la vía intracelular que utilizaría la timulina en la 
estimulación de la biosíntesis de 17β-estradiol por las células de la granulosa. 
Adenilato ciclasa (AC), receptor de timulina (Timulina-R), trifosfato de adenosina 
(ATP), monofosfato de adenosina cíclico (AMPc), proteína cisnasa A (PKA), factor 
de transcripción CREB (Cyclic AMP Response Element-Binding, por sus siglas en 
inglés), fosforilación (P), 17β-estradiol (E2), ácido desoxirribonucleico (ADN). 
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Efecto inhibitorio de la timulina sobre la secreción de 17β-estradiol. 

 

La timulina en altas concentraciones disminuye su efecto estimulante por un 

mecanismo de desensibilización del receptor, de la siguiente manera: 

 

1. Inactivación del receptor al desacoplarlo de las proteínas G. El receptor a 

timulina activado es reconocido por las proteínas cinasas de los receptores 

acoplados a PKA (GRK) y es fosforilado. 

2. La fosforilación del receptor provoca la unión de arrestinas (proteínas 

citosólicas) que  bloquean su capacidad para interactuar con las proteínas G 

(desensibilización). 

3. Los receptores fosforilados son internalizados por endocitosis mediada por clatrina. 

4. Este proceso finalmente re-sensibiliza y posteriormente recicla los receptores a la 

membrana plasmática (Fig. 17). 
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Fig. 17. Esquema que muestra la vía intracelular que utilizaría la timulina en la 
inhibición de la biosíntesis de 17β-estradiol por las células de la granulosa. 
receptor de timulina (Timulina-R), trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de 
adenosina (ADP), proteínas cinasas de los receptores acoplados a PKA (GRK), 
fosforilación (P), serina (Ser), treonina (Thr). 
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Efecto estimulante de la timulina en presencia de FSH sobre la secreción de 

17β-estradiol. 

 

1. La FSH se une a su receptor en la membrana de las células de la granulasa. 

2. La activación de la enzima adenilato ciclasa (AC) promueve la conversión de 

ATP a AMPc.  

3. La  AC se une a factores de intercambio activados por AMPc (EPAC) y activa la 

proteína Rap1. 

4. Este complejo activa PI3K, que a su vez activa cinasas dependientes de 

fosfoinositoides  (PDK) y éstas activan a la proteína cinasa B (PKB).  

5. Lo que lleva al incremento de la enzima aromatasa vía la participación de CREB 

(Rozell y cols., 2009; Stocco, 2009; Strauss y Williams, 2009).  

6. La FSH estimula las vías AMPc/PKA/CREB y AMPc/PKB/CREB que activan la 

expresión del gene que codifica para la síntesis de la enzima aromatasa (CYP19a) 

(Chedrese y Bertorello, 2009; Rozell y cols., 2009).  

 

Las células están bajo la influencia de más de una molécula reguladora al mismo 

tiempo y las vías de señalización responden a diferentes agonistas que interactúan 

para regular procesos intracelulares similares (Chedrese y Bertorello, 2009). Si FSH 

y timulina, activan simultáneamente la vía de señalización AMPc/PKA/CREB resulta 

en un efecto aditivo sobre la secreción de 17β-estradiol (Fig. 18). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/


                                                                                                            DISCUSIÓN 

 

42 
 

 
 

PKA

CREB

FSH

FSH-R

Proteína G

A D N
aromatasa 

ATP
AMPc

E 2

ATP AMPc

Timulina-R

Timulina

Proteína G α

AC

CREBP

P

α

AC

AMPc
Rap1

EPAC

PKB

PDK

PI3K

Membrana de la célula de la granulosa

 
 
 

Fig. 18. Esquema que muestra la vía intracelular que utilizaría la timulina y FSH 
en la estimulación de la biosíntesis de 17β-estradiol por las células de la 
granulosa. Adenilato ciclasa (AC), receptor de timulina (Timulina-R), trifosfato 
de adenosina (ATP), monofosfato de adenosina cíclico (AMPc), proteína cisnasa 
A (PKA), factor de transcripción CREB (Cyclic AMP Response Element-Binding, 
por sus siglas en inglés) (CREB), fosforilado (P), 17β-estradiol (E2), ácido 
desoxirribonucleico (ADN), hormona estimulante del folículo (FSH), receptor de 
FSH (FSH-R), proteína Rap1 (Rap), cinasas dependientes de fosfoinositoides 
(PDK), factores de intercambio activados por AMPc (EPAC), proteína cinasa B 
(PKB), cinasa de 3 fosfatidil inositol (PI3K). 
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CONCLUSIONES 

 

 

 

 Las células de la granulosa de los ovarios de ratón en cultivo, secretan de 

manera espontánea 17β-estradiol y progesterona. 

 

 En el cultivo de las células de la granulosa la concentración de 17β-estradiol 

se incrementa en respuesta a la adición de androstenediona o FSH o ambas. 

 

 La timulina en concentraciones bajas, estimula la secreción espontánea de 

17β-estradiol y no modifica la secreción de progesterona por las células de la 

granulosa en cultivo. 

 

 La timulina en concentraciones altas, inhibe la secreción espontánea de 

progesterona y de 17β-estradiol por las células de la granulosa en cultivo. 

 

 La presencia de timulina en los cultivos de células de la granulosa 

estimulados con FSH, incrementa la secreción de ambos esteroides 

dependiendo de la concentración de timulina 
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