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RESUMEN 

 

La timulina es un nonapéptido sintetizado exclusivamente por las células retículo 

epiteliales del timo. Participa en la regulación de las funciones reproductoras de 

manera estimulante en todos los niveles del eje hipotálamo-hipófisis-gónada. In vitro 

la timulina estimula la secreción de 17β-estradiol por células de la granulosa. Cuando 

a estas células se les adiciona FSH, la timulina estimula la secreción tanto de 

progesterona como de 17β-estradiol. Con base en estos antecedentes, en el 

presente estudio se analizó la posible participación de la timulina en la regulación de 

la biosíntesis de andrógenos por células de la teca del ovario de ratón  

 

Se utilizaron ratones hembra prepúberes de la cepa CD1 de 20 días de edad, 

inyectados con 5 u.i. de gonadotropina coriónica equina (eCG), sacrificados a las 48 

h. Se extrajeron los ovarios de manera aséptica y se colocaron en medio de cultivo. 

Las células de la teca se obtuvieron por gradientes discontinuos de Percoll. En cajas 

de cultivo se sembraron 1x105 células/ml de medio DMEM/Ham-F12 suplementado y 

se incubaron a 37 °C. A las 24 h se cambió el medio de cultivo y los cultivos se 

dividieron entre las variables requeridas según el diseño experimental. 

 

En todos los ensayos se contó con un grupo sin tratamiento (secreción basal) y se 

realizaron tres ensayos por triplicado. Se cuantificaron las cantidades de 

progesterona y androstenediona en el medio de cultivo por quimioluminiscencia. 
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Para determinar la concentración efectiva al 50% (CE50) de la hormona luteinizante 

(LH) que estimula la secreción de progesterona y androstenediona in vitro, los 

cultivos se incubaron con diferentes concentraciones de LH  (0, 12.5, 25, 37.5, 50, 

62.5 y 75 ng/ml) durante 24 h. El aumento en la secreción de progesterona y 

androstenediona fue similar con todas las concentraciones de LH utilizadas, por lo 

que  se consideró 12.5 ng/ml como la CE50 de LH.  

 

En los cultivos de células de la teca incubados por 24 h con concentraciones 

crecientes de timulina (0, 0.001, 0.01 ng/ml) tanto la secreción de progesterona como 

de androstenediona fueron inhibidas al adicionar 0.001 ng/ml de timulina. La adición 

de 0.01 ng/ml de timulina, resultó en la inhibición de la secreción de androstenediona 

y no se modificó la de progesterona. 

 

En las células de la teca incubadas con 12.5 ng/ml de LH  y 0.001 ó 0.1 ng/ml de 

timulina la secreción de progesterona y de androstenediona fue menor que la 

estimulada con LH. 

 

A partir de los resultados obtenidos, proponemos  que en las células de la teca de los 

ovarios de ratón, la timulina regula de manera inhibitoria la secreción de la 

progesterona y androstenediona, tanto en condiciones basales como estimuladas 

con LH. 
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ABSTRACT 

 

Thymulin is a nonapeptide synthesized exclusively by thymic epithelial cells, 

participates in the regulation of reproductive functions acting as both inhibitory and 

stimulatory at all levels of the hypothalamic-pituitary-gonad axis. Thymulin stimulates 

secretion of the 17β-estradiol by granulose cells in vitro. When FSH was added to the 

incubation medium, progesterone and 17β-estradiol secretion increased. Based on 

this background, the present study analyzed the possible involvement of thymulin in 

the regulation of androgen biosynthesis by theca cells of the mouse ovary. 

 

CD1 female mice were injected with 5 i.u. of equine chorionic gonadotropin (eCG) at 

20 day of age and were sacrificed 48 h later. The ovaries were aseptically removed, 

and placed in medium. Theca cells were obtained by a discontinuos Percoll gradient. 

1x105 cells/ml of DMEM/Ham-F12 supplemented medium were planted in culture 

wells and incubated. At the 24 h the medium was changed by a fresh one and after 

the cultures were divided between the variables required by experimental design. 

 

In all test a group without treatment (basal secretion) was included. Three assays 

were conducted in triplicate. The amounts of progesterone and androstenedione 

present in the culture medium were quantified by chemiluminescence method.  

 

To determine the 50% effective concentration (CE50) of luteinizing hormone (LH) 

secretion in vitro on progesterone and androstenedione, cultures were incubated with 
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different concentrations of LH (0, 12.5, 25, 37.5, 50, 62.5 and 75 ng/ml) for 24 h. The 

increase in progesterone and androstenedione concentration was similar for all LH 

concentrations. Then, 12.5 ng/ml of LH was considered the CE50 concentration of LH.   

 

Cultured theca were incubated for 24 h with increasing concentrations of thymulin (0, 

0.001, 0.01 ng/ml). The secretion of progesterone and androstenedione was inhibited 

with the concentration of 0.001 ng/ml of thymulin. When the concentration of thymulin 

was higher, androstenedione secretion was inhibited, while progesterone secretion 

was similar to basal. 

 

In the theca cells incubated with 12.5 ng/ml of LH and 0.001 or 0.1 ng/ml of thymulin 

inhibited progesterone and androstenediona secretion. 

 

The results show that in the theca cells of mouse ovaries, thymulin regulates 

progesterone and androstenedione secretion in an inhibitory way. 
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MARCO TEÓRICO 

 

El ovario  

En la hembra de los mamíferos, el ovario es un órgano pareado cuyas funciones son 

la producción de gametos viables (ovocitos) y la elaboración de hormonas esteroides 

y peptídicas necesarias en la regulación de la reproducción (Geneser, 2000; Miller y 

Leavell, 2001; Domínguez y col., 2003). Estas funciones son reguladas por señales 

hormonales secretadas por el hipotálamo, la hormona liberadora de las 

gonadotropinas (GnRH), hormonas secretadas por la hipófisis, y las hormona 

luteinizante (LH), estimulante del folículo (FSH), prolactina (PRL), hormona de 

crecimiento (GH), y señales nerviosas que llegan al ovario por el nervio ovárico 

superior, el nervio del plexo ovárico y el nervio vago (Morán y col., 2005; Morales y 

col., 2007; Morales y col., 2012).  

 

En el ovario se describen tres compartimentos (Figura 1) (Audesirk y Audesirk, 

1997). 

1. Folicular: formado por todos los folículos en diferentes fases de desarrollo.  

2. Luteal: formado por los cuerpos lúteos de aquellos folículos que expulsaron al 

ovocito. 

3. Intersticial: formado por las células de la teca interna de los folículos atrésicos que 

tienen receptores a la LH.  
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Por lo anterior se considera que el folículo ovárico constituye la unidad estructural y 

funcional del ovario (Audesirk y Audesirk, 1997). 

 

 

 

                                                 

 

 

 

Folículo Ovárico 

Los folículos son la fuente principal de los distintos tipos de hormonas secretadas por 

el ovario. Cada folículo está formado por el ovocito, las células de la granulosa, una 

membrana basal y las células de la teca (Rajkovic y col., 2006).  

 El ovocito  es una célula altamente especializada, con una carga genética diferente 

a las células somáticas por efectos del entrecruzamiento genético que se produce 

durante la etapa de diploteno de la primera división meiótica (Guyton y Hall, 2001). El 

origen de las células de la granulosa es heterogéneo y su nivel de diferenciación 

poco uniforme (Audesirk y Audesirk, 1997; Yen y Jaffes, 2009). . Las células de la 

granulosa están estratificadas de tal manera que conforme el folículo va creciendo se 

Figura 1. Representación que 
muestra los tres compartimentos 
que conforman al ovario 
(Modificado de 
http://www.fcnym.unlp.edu.ar/cated
ras/histologia/archivos%20MatDid/
Atlas%20Di%20Fiore/difiore.html) 
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distinguen tres poblaciones: la mural, células que están en contacto con la 

membrana basal y que son las más activas como secretoras de estrógenos (Yen y 

Jaffes, 2009), la antral, células que están más cerca de la cavidad antral, con mayor 

número de receptores de PRL y con diferente capacidad de respuesta a FSH y   

GnRH (Domínguez y col., 1991) y el cumulus, células que rodean al ovocito y que no 

presentan actividad de aromatasa (Yen y Jaffes, 2009). Las células de la granulosa 

presentan receptores de FSH y la unión de esta hormona con sus receptores 

promueve síntesis de aromatasa que a su vez convierte los andrógenos en 

estrógenos (Domínguez y col., 1991; Young y McNeilly, 2010). 

El ovocito y las células de la granulosa están separados del estroma circundante por 

la membrana basal (Yen y Jaffes, 2009). 

 

Células de la teca 

Alrededor de la membrana basal se encuentran las células de la teca o teco-

intersticiales que se caracterizan por presentar innervación y vascularización 

(Domínguez y col., 1991; Ross y col., 2005). 

En el ovario de mamíferos las funciones de las células de la teca son:  

1) Secretar progesterona y andrógenos a la circulación. Parte de los andrógenos 

son utilizados por las células de la granulosa como substrato aromatizable 

para la biosíntesis de estrógenos (Vázquez y col., 2010; Ortega y col., 2011, 

2012). 
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2) Dar soporte estructural al folículo (Simone y Mahesh, 1993; Domínguez y col., 

2003). 

Las células de la teca proceden de células precursoras parecidas a fibroblastos 

dentro del estroma ovárico (Yen y Jaffes, 2009; Young y McNeilly, 2010). Estas 

células indiferenciadas no expresan receptores de la hormona luteinizante (LHR), por 

lo que el inicio de la diferenciación de las células de la teca es independiente de las 

gonadotropinas (Magoffin y Weitsman, 1994).  

Las células de la teca se diferencian a partir del momento en que el folículo presenta 

dos o más capas de células de la granulosa. La teca interna está formada por células 

mioides, fibroblastos y células esteroidogénicas. Fuera de la teca interna, se 

encuentra la teca externa, formada por tejido conectivo que carece de células 

esteroidogénicas (Merchant y Moreno, 2003). En el momento que se distinguen dos 

poblaciones de células de la teca, las internas muestran expresión de LHR y su unión 

a éstos da lugar a la estimulación de la activación y síntesis de las enzimas 

esteroidogénicas  (Honda y col., 2007; Young y McNeilly, 2010). 

Las células de la teca presentan características estructurales de células secretoras 

de esteroides como abundantes mitocondrias con crestas tubulares, evidente retículo 

endoplásmico liso (REL) y vesículas lipídicas (Magoffin, 2005), lo que se asocia con 

la esteroidogénesis. 
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ESTEROIDOGÉNESIS 

Se denomina esteroidogénesis a los cambios sucesivos que se producen en la 

molécula de colesterol y que dan como resultado la formación de diferentes 

moléculas que conservan el núcleo ciclo pentanoperhidro fenantreno del colesterol 

(Figura 2). Durante el proceso de síntesis de hormonas esteroides en el ovario se 

forman diversas moléculas que actúan como sustrato en la síntesis de otras, hasta 

aquellas con actividad biológica. En éste proceso participan varios complejos 

enzimáticos que pertenecen a la misma familia de citocromos P450 (Domínguez y 

col., 2003; Díaz, 2004; Domínguez y col., 2011). 

 

 

Figura 2. Molécula de colesterol formada por tres anillos ciclohexano (A,B,C) constituyendo 
un fenantreno, con dos grupos metilo en las posiciones β18 y β19, un doble enlace entre los 
C5 y C6, un hidroxilo en el C3 y un anillo ciclopentano ( anillo D), con una cadena lateral que 
corresponde a los carbonos 20 a 27,  en la posición C17 de su estructura (Tomado de Díaz, 
2004; Díaz y Juárez, 2007). 
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Las células de la teca obtienen el colesterol de cuatro fuentes (Rone y col., 2009): 

1) Síntesis de novo en el REL, a partir de la acetil Co A que se origina del 

catabolismo de los glúcidos, aminoácidos y ácidos grasos. 

2) El colesterol almacenado en vesículas lipídicas como ésteres de colesterol. 

3) Del colesterol sanguíneo ligado a las lipoproteínas de alta densidad (HDL) por 

medio de los receptores de tipo “scavenger” B1 (SR-B1) (Hoekstra y col., 

2010). 

4) Del colesterol sanguíneo ligado a las lípoproteínas de baja densidad (LDL) 

que ingresan a la célula mediante endocitosis. 

Aunque las células esteroidogénicas pueden sintetizar colesterol de novo, la gran 

demanda de éste  por dichas células, requiere de una eficiente importación de dicha 

molécula que se obtiene de la dieta y que es transportado por las lipoproteínas 

(Gwynne y Strauss, 1982). 

 

Las células esteroidogénicas humanas obtienen el colesterol de las LDL, mientras 

que las de los roedores utilizan el  unido a las HDL (Connelly  y Williams, 2003; Liu y 

col., 2000; Vergeer y col., 2011).  

 

El colesterol obtenido de las LDL, LDH, o sintetizado de novo, es esterificado y 

almacenado en vesículas, las que son endocitadas por lisosomas donde se 
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encuentra la lipasa ácida lisosomal (LAL) que hidroliza a dichos ésteres. La molécula 

de colesterol liberada por la hidrólisis se une a la proteína Niemann-Pick tipo C2 

(NPC2) por el extremo 3β-hidroxilo. El complejo formado transfiere el colesterol a la 

proteína NPC1 y éste se une a la membrana del lisosoma (Friedland y col., 2003; 

Kwon y col., 2009). 

Fuera del lisosoma el colesterol se une a proteínas de transporte, como la proteína 

transportadora de esteroles 2 (SCP2) y ambos llegan a la membrana externa de la 

mitocondria (Vahouny y col., 1983) donde el colesterol es tomado por la proteína 

reguladora de la esteroidogénesis aguda (STAR), la cual lo ingresa a la mitocondria 

(Steck y Lange, 2010; Horibata y Sugimoto, 2010). En las mitocondrias se encuentra 

la enzima que escinde la cadena lateral de colesterol (P450scc/CYP11A) y oxida el 

grupo ceto en el C20, dando origen a la molécula de pregnenolona (Figura 3) que es 

el paso limitante en la síntesis de todas las hormonas esteroides (Domínguez y col., 

2011; Miller y Auchus, 2011). 

 

Fig. 3. Estructura química de la pregnenolona. Tomado de Miller y Auchus, 2011. 
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En las células de la teca la pregnenolona es transportada desde la mitocondria hacia 

el REL, donde es biotransformada de manera diferencial en función de que se 

mantenga la doble ligadura en el C5 (∆5) o se isomerice al C4 (∆4) (Murray y col., 

2001; Miller y Auchus, 2011). 

 

La ruta ∆4 o de las cetonas es la vía que toman las moléculas esteroides que tienen 

el enlace de insaturación entre el C4 y el C5 y un grupo ceto en el C3. En esta vía, 

las enzimas 3-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-HSD) y la ∆4,5isomerasa 

catalizan la deshidrogenación del grupo 3β hidroxilo ecuatorial (el grupo hidroxilo es 

sustituido por un grupo cetona) y la subsecuente isomerización del doble enlace, lo 

que da lugar a la estructura ∆4 3-cetona, convirtiendo la pregnenolona en 

progesterona. Algunas moléculas de progesterona son transportadas en el torrente 

sanguíneo por la globulina que se une a las hormonas sexuales (SHBG) (Prescott y 

col., 2012). Otra parte de las moléculas de progesterona son utilizadas como sustrato 

en la síntesis de andrógenos. La enzima 17-hidroxilasa (CYP17) incorpora un 

hidroxilo en el C17, lo que convierte a la progesterona en 17-hidroxiprogesterona. 

Por acción de la C17,20-liasa la molécula de 17-hidroxiprogesterona pierde los C20 

y C21 y el grupo hidroxilo del C17 es oxidado a un grupo cetona, lo que da origen a 

la androstenediona. En este andrógeno, el grupo cetona del C17 es reducido a un 

grupo hidroxilo por acción de la 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17-HSD), 

originando la testosterona (Figura 4) (Yen y Jaffes, 2009; Miller y Auchus, 2011). 
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En la ruta ∆5 la pregnenolona es transformada en 17-hidroxipregnenolona por 

acción de la 17-hidroxilasa que incorpora un hidroxilo en el C17. A partir de este 

esteroide, la C17, 20-liasa elimina los C20 y C21 y oxida a cetona el hidroxilo del C17 

formando la dehidroepiandrosterona (DHEA) (Figura 4) (Domínguez y col., 2011).  

La unión de la LH a sus receptores, estimula la síntesis y la activación (fosforilación) 

de la STAR, aumenta la síntesis de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) que 

actúa como segundo mensajero y la expresión de las enzimas 3-HSD, 17α-

hidroxilasa y C17,20 liasa (Lavoie y King, 2009; Manna y col., 2009).  
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Figura 4. Rutas 4 y 5  en la biosíntesis de andrógenos (Tomado y modificado de Murray y 

col., 2001). 
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Los andrógenos salen de las células de la teca y, al igual que la progesterona, siguen 

dos rutas diferentes. Una endocrina donde unidos a las SHBG son transportados por 

el torrente sanguíneo y otra paracrina en la cual moléculas de androstenediona y 

testosterona atraviesan la membrana basal y son incorporadas al citoplasma de las 

células de la granulosa, donde por efectos del complejo P450 aromatasa, pierden el 

C18; El anillo A se transforma en un anillo fenólico y los grupos cetónicos son 

reducidos a grupos hidroxilos. La síntesis del complejo P450aromatasa es regulada 

inicialmente por la unión de la FSH a su receptor, lo que estimula la transcripción del 

gen que codifica para este complejo (Díaz, 2004). 

 

TIMULINA 

La timulina es un nonapéptido que, a diferencia de otras timosinas, es sintetizado 

exclusivamente por las células retículo-epiteliales del timo (Bach y col., 1977; Pléau y 

col., 1977, 1981; Dardenne y Bach., 1981; Jambon y col., 1981) y atraviesa la barrera 

hematoencefálica (Bach y Dardenne, 1984).  Para que la molécula tenga actividad 

biológica, debe acoplarse al ión zinc en una relación equimolecular (Dardenne y col., 

1985; Reggiani y col., 2009a,b). En hombres de 20 años la concentración de timulina 

en el suero es de 1500 fg/ml, en la rata y el ratón adulto la concentración es de 

aproximadamente 600 fg/ml (Safieh y col., 1990). 

Las células retículo-epiteliales del timo presentan receptores membranales a varias 

hormonas que estimulan la secreción de timulina: hormona de crecimiento (Timsit y 
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col., 1992; Goya y col., 1994), PRL (Dardenne y col., 1989, 1991), triyodotironina (T3) 

y tiroxina (T4) (Goya y col., 1993; Brown y col., 1998). La timulina autoregula su 

propia secreción de manera estimulante o inhibitoria en función de la concentración 

que alcance en el medio (Savino y col., 1983).  

La timulina se une a su receptor en la membrana celular y activa a la fosfolipasa C 

que cataliza la conversión de fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) en inositol 1, 4, 5-

trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) que actúan como segundos mensajeros (Hanley 

y Steiner, 1989). Según Pléau y col. (1980), en los linfocitos existen dos tipos de 

receptores a timulina con Kd de 3.5 nM y 110 nM, lo que equivale a 4.8x104 y 8x 105 

sitios de unión por célula.  

La timulina también activa las proteínas G lo que resulta en la conversión del 

monofosfato de guanosina (GMP) y el monofosfato de adenosina (AMP) en GMP 

cíclico (GMPc) y AMPc que actúan como segundos mensajeros. Éstos activan a las 

proteínas cinasas (PKs) que se encuentran en el citoplasma. Las PKs activas entran 

al núcleo y fosforilan factores de transcripción que, dependiendo de las 

características y necesidades de la célula, regulan la expresión de genes que 

codifican para la síntesis de proteínas, receptores o enzimas (Brown y col., 2000).  

Existe una relación funcional bidireccional entre la timulina y el sistema 

neuroendocrino. En niños con deficiencia congénita en la producción de la GH, la 

concentración de timulina en el suero es menor que en los niños sanos y la inyección 

de GH normaliza su concentración (Mocheggiani y col., 1996).  
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En adultos infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), el tratamiento 

con GH incrementa la masa tímica, induce la produción de novo de células T y facilita 

la recuperación de T CD4+ (Napolitano y col., 2008). 

Los ratones de 29 meses de edad presentan concentraciones bajas de timulina en 

sangre, la inyección de la GH ovina incrementa las concentraciones de timulina 

llegando a valores similares a los de ratones de 16 a 18 meses de edad (Goya y col., 

1993).  

 

In vitro,  la GH estimula la liberación de timulina por las células epiteliales del timo 

(Timsit y col., 1992).  En estudios in vivo e in vitro se muestra que la timulina estimula 

la secreción de la GH (Goya y col., 1994; Brown y col., 1999).  

La estimulación in vivo o in vitro de las células epiteliales del timo con PRL resulta en 

el aumento de la secreción de timulina (Dardenne y col., 1989). A su vez, la timulina 

estimula la liberación de PRL (Goya y col., 1994) y esta liberación es mayor cuando 

las células de adenohipófisis son obtenidas de animales jóvenes (Brown y col., 

1998).  

En ratas de diferentes edades, la inyección de T3  incrementa la concentración de 

timulina en el plasma (Dardenne y col., 1988). En rata y ratones con hipotiroidismo   

la concentración de timulina en el suero es menor que en los sanos, al igual que el 

número de células retículo epiteliales que la contienen. El tratamiento con T3 induce 

un incremento en la concentración sérica de timulina y en el número de células 
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epiteliales tímicas (CET) (Savino y col., 1984). En estudios in vitro, se observó que 

las hormonas tiroideas estimulan la secreción de timulina por una acción directa 

sobre las CET (Mocchegiani y col., 1990). 

En células de adenohipófisis in vitro el tratamiento con la hormona liberadora de 

tirotropina (TRH) y timulina, estimula de manera sinérgica la liberación de la hormona 

estimulante de la tiroides (TSH) (Brown y col., 1998). 

 

RELACIONES NEUROENDOCRINAS ENTRE LA TIMULINA Y EL SISTEMA 

REPRODUCTOR 

En el estudio de las interacciones entre la timulina y el sistema reproductor, se han 

utilizado varios modelos biológicos tanto in vivo como in vitro.  

  

El ratón congenitamente atímico (nu/nu). Las características de este ratón son 

alopecia (nu/nu), carencia de timo, baja fertilidad o infertilidad (Flanagan, 1966), 

retraso en el inicio de la pubertad y en la primera ovulación (Besedovsky y Sorkin, 

1974), elevada frecuencia de atresia folicular (Lintern–More, 1977) y  

concentraciones de gonadotropinas y estradiol menores que las de los animales con 

timo (Rebar y col., 1981). 

Los ratones atímicos también se caracterizan por presentar menor número de 

neuronas que secretan GnRH y de células hipofisarias que secretan gonadotropinas. 
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En este modelo, la terapia génica neonatal con genes que codifican para la timulina 

(NTGT), previene estas alteraciones y evita la deficiencia ovárica prematura, las 

bajas concentraciones de estrógenos y el retraso en el inicio de la pubertad 

(Reggiani y col., 2012). 

 

El ratón timectomízado. En el ratón, la timectomía realizada a los 10 días de edad 

resulta en características similares a las del ratón atímico como: retraso en el inicio 

de la pubertad, aumento de la atresia folicular, bajas concentraciones de estradiol y 

disminución de la respuesta ovulatoria frente al estímulo gonadotrópico. La inyección 

diaria de timulina inmediatamente después de la extirpación del timo, restablece 

todos estos parámetros (García y col., 2000). 

 

El ratón intacto. En el ratón intacto prepúber tratado con la gonadotropina del suero 

de la yegua preñada (PMSG), en una concentración que no induce la ovulación, la 

administración sistémica de timulina 24 horas antes de la PMSG, resulta en 

superovulación (Hinojosa y col., 1999).  

La timulina ejerce sus efectos en cada uno de los componentes del eje hipotálamo-

hipofisario-ovario. En el ratón prepúber, la anestesia con éter bloquea la ovulación 

inducida por eCG, y la microinyección de timulina en el hipotálamo medio o en la 

hipófisis, restablece la respuesta ovulatoria frente al estímulo gonadotrópico (García 

y col., 2005). La inyección de timulina en la bursa ovárica del ratón prepúber, 
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aumenta la cuota ovulatoria y la secreción de estradiol en respuesta a la 

administración de gonadotropinas (Reyes, 2010; Loaiza y col., 2010).  

 

Las células de hipófisis en cultivo. En hipófisis de rata, la timulina estimula la 

liberación de LH (Zaidi y col., 1988). En cultivo de células de adenohipófisis, la 

adición de timulina estimula la secreción de gonadotropinas a valores similares a los 

obtenidos con el estímulo de GnRH, efecto que se potencia al co-cultivar las células 

con timulina y GnRH (Brown y col., 2000). 

La adición de timulina al cultivo de células de adenohipófisis, estimula o inhibe la 

liberación de las gonadotropinas en función del día del ciclo estral en el cual se 

encontraban los animales al momento del sacrificio, efecto que es modulado por los 

esteroides sexuales (Hinojosa y col., 2004; Ortega, 2007). 

 

Las células de la granulosa en cultivo. En células de la granulosa de ovarios de 

cerda, la timulina estimula la actividad aromatasa, así como la capacidad de 

respuesta de enzimas que participan en la síntesis de progesterona ante el estímulo 

de LH (Ledwitz y Scheid, 1990). En cultivos de células de la granulosa de ratón, la 

adición de timulina resulta en aumento en la secreción de estradiol (Cabrera y col., 

2010),  si se agregan timulina y FSH aumenta la secreción del esteroide (Cabrera, 

2012). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

A partir de los antecedentes mencionados, se sugiere que la timulina estimula la 

regulación del eje hipotálamo-hipófisis-ovario, ya que tanto in vivo como in vitro, la 

timulina estimula la secreción de gonadotropinas por la hipófisis, mientras que en el 

ovario, estimula el crecimiento folicular, la ovulación y la secreción de hormonas 

esteroides y actúa directamente sobre las células de la granulosa, incrementando la 

secreción de estradiol. 

La información sobre la participación de la timulina en la regulación de la secreción 

de esteroides por las células teco-intersticiales del ratón prepúber es escasa. Por ese 

motivo, en este proyecto se decidió estudiar, en un modelo in vitro, el efecto de la 

timulina sobre las células de la teca y su participación en la regulación de la 

secreción de andrógenos. 
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HIPÓTESIS 

 

Si en presencia de androstenediona, la timulina incrementa la síntesis y liberación de 

estradiol por las células de la granulosa en cultivo y su inyección en la bursa ovárica 

estimula la secreción de estradiol, lo que puede interpretarse como un efecto directo 

de la timulina en todos los compartimientos del ovario, entonces la adición de 

timulina en un cultivo de células de la teca interna estimulará la síntesis de 

progesterona y androstenediona como sustratos en la síntesis de estradiol. 
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OBJETIVOS 

 

General 

Analizar el papel de la timulina en la regulación de la secreción in vitro de 

progesterona y androstenediona por las células de la teca interna de los ovarios de 

ratón. 

 

Particulares  

 

 Determinar la concentración efectiva al 50% (CE50) de la LH en la secreción in 

vitro de progesterona y androstenediona por las células de la teca.  

 

 Analizar los efectos de diferentes concentraciones de timulina sobre la 

secreción de progesterona y androstenediona en las células de la teca. 

 

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

androstenediona por las células de la teca estimuladas con LH. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Obtención de células de la teca 

Se utilizaron 60 ratones hembra prepúberes de 20 días de edad de la cepa CD1 

(Harlan, México), mantenidos en bioterio libre de patógenos específicos, bajo 

condiciones de fotoperiodo (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h), temperatura (21 ± 

2°C) y humedad relativa (40%) controladas, agua y alimento ad libitum.  

Las células de la teca se obtuvieron de los ovarios de animales que se inyectaron por 

vía subcutánea con 5 u.i. de eCG (Hinojosa y col., 1999; Cabrera, 2012) para 

estimular el desarrollo de folículos antrales. Los ratones se sacrificaron por 

dislocación cervical 48 h después de la estimulación gonadotrópica, esto es antes de 

que ocurra la ovulación y así evitar la presencia de cuerpos lúteos. 

Se extrajeron los ovarios de manera aséptica y se pasaron a una caja Petri con 5 ml 

de medio Leibovitz L15 (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA). En la campana de 

bioseguridad y bajo el microscopio estereoscópico se eliminaron la grasa y la bursa 

que cubren los ovarios. Se trasladaron a una caja Petri con medio de cultivo 

Dulbecco modicado por Eagle, mezcla nutriente F-12 HAM (DMEM/F-12 HAM vol. 

50/50) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo, USA)  ajustado a   pH 7.6, suplementado 

con 10% de suero fetal de bovino (GIBCO, México), 1% de antibiótico, 10 µg/ml de 

insulina (GIBCO) y 1 mM de piruvato de sodio (Sigma-Aldrich). Posteriormente se 

puncionó el ovario, se colectaron los fragmentos de tejido por aspiración con una 
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pipeta y se colocaron en una mezcla de digestión compuesta por colagenasa (Sigma-

Aldrich) 4 mg/ml (200 μl), BSA (EQUITECH) 10 mg/ml (100 μl),  DNasa (Sigma) 10 

µg/ml (100 μl) y medio 199 (Sigma) (300μl).  

Los fragmentos se incubaron a 37ºC, en una atmósfera húmeda y saturada con 95% 

de aire y 5% de CO2, por 60 min.  Cada 20 min los fragmentos fueron 

homogeneizados pasándolos repetidamente por la punta de una pipeta de precisión 

hasta no detectarlos.  

 

En un tubo cónico de 10 ml se preparó un gradiente de Percoll (Sigma) con dos 

fases: la primera de Percoll pesado (2000 µl) compuesto por la mezcla de Percoll 

(880 μl), medio 199 (920μl), Hepes 250 mM (200μl); y la segunda de Percoll ligero 

(1995.6 µl) formado por Percoll (75.6 μl), Hepes 250 mM (200μl), BSA 100 mg/ml 

(20μl), M199 con 150 mM de NaCl (1.7 ml). Se vertió el Percoll ligero sobre el pesado 

evitando que se mezclaran, al final se agregó el homogenado celular y se centrifugó 

a 400 rpm por 25 min.  

 

Con ayuda de una pipeta Pasteur se retiraron las células de la teca que se 

localizaban entre el Percoll pesado y el ligero procurando extraer la menor cantidad 

de Percoll. Posteriormente se lavaron las células colocándolas en un tubo eppendorf 

con 1 ml de DMEM-F12 (GIBCO), se centrifugaron a 2500 rpm por 5 min, se eliminó 

el medio y se re-suspendieron en medio fresco.  
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Cultivo de células de la teca  

De la suspensión celular se tomó una alícuota de 20 µl de medio-células; las células 

fueron teñidas con 20 µl de azul tripano al 0.5% para medir la viabilidad, 

posteriormente se realizó un conteo en un hematocitómetro para obtener una 

concentración final de 1 x 105 células/ml. Las células se sembraron en placas de 

cultivo, calidad cultivo de tejidos (Nalgen Nunc Internacional, Rochester, NY, USA) y 

se incubaron por 24 h, seguido por un cambio de medio por medio fresco (DMEM) y 

se adicionó el tratamiento a cada grupo celular según indica el diseño experimental. 

Las células se dejan 24 h más al término de las cuales se colectó el medio (León y 

col., 2009; Rzepezynska y col., 2010., Vázquez y col., 2010) y se almacenó a -20°C 

hasta la determinación de las concentraciones de progesterona y de 

androstenediona por quimioluminiscencia. 

 

Diseño experimental. De todos los experimentos se realizaron tres ensayos, cada 

uno por triplicado. 

 

1. Determinar la concentración efectiva al 50% (CE50) de la LH en la 

secreción de progesterona y androstenediona.  

Para la determinación de la CE50 de LH se realizó una curva dosis-efecto. Grupos de 

células de la teca pre-incubadas por 24 h, fueron estimuladas durante 24 h con 

concentraciones crecientes de LH (12.5, 25, 37.5, 50, 62.5 y 75 ng/ml), con base en 

las metodologías propuestas por Taylor y colaboradores (1997); Duleba y 
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colaboradores (1999) y Ortega y colaboradores (2012). Al finalizar se colectó el 

medio de cultivo y se cuantificó las cantidades de progesterona y androstenediona 

por quimioluminiscencia. Con base en los resultados, se determinó como CE50 la de 

12.5 ng/ml. 

. 

2. Analizar los efectos de diferentes concentraciones de timulina sobre la 

secreción de progesterona y androstenediona.  

Grupos de células de la teca preincubadas por 24 h, se estimularon con  

concentraciones crecientes de timulina (Sigma-Aldrich) (0.001, 0.01, 0.1, y 1 ng/ml) 

durante 24 h, según la metodología habitual del laboratorio. Se colectó el medio de 

cultivo y se cuantificaron las concentraciones de progesterona y androstenediona por 

quimioluminiscencia.  

 

3. Analizar los efectos de la timulina sobre la secreción de progesterona y 

androstenediona en células de la teca estimuladas con LH. 

. Con base en los resultados del experimento anterior, se decidió utilizar las dosis de 

0.001 y 0.01 para conocer si la timulina y la LH tienen efectos sinérgicos sobre las 

células de la teca, en la secreción de progesterona y androstenediona. A células de 

la teca preincubadas por 24 h se les adicionaron 12.5 ng/ml de LH y 0.001 ó 0.1 

ng/ml de timulina y se incubaron por 24 h. Se colectó el medio y se midió la 

concentración de progesterona y androstenediona por quimioluminiscencia. 
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Cuantificación de progesterona y androstenediona por quimioluminiscencia 

Las cantidades de progesterona y androstenediona en el medio de cultivo, fueron 

medidas por un inmunoensayo enzimático quimioluminiscente competitivo en fase 

sólida (COAT COUNT) en un equipo IMMULITE® 1000 Systems  (Siemens Medical 

Solutions Diagnostics, Alemania).  Los límites de detección fueron de 0.02 a 20 ng/ml 

para progesterona y de 0.3 a 10 ng/ml para androstenediona. Los coeficientes de 

error interensayo e intraensayo presentaron variaciones de 8.41% y 7.97% para 

progesterona y para androstenediona de 7.01% y 6.83%.      

 

Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como media ± e.e.m. Los datos de las concentraciones 

de progesterona y androstenediona fueron analizados por un  análisis de varianza 

multifactorial (ANDEVA), seguido por la prueba de Tukey, o al análisis de correlación 

linear de Pearson. Cuando se compararon dos grupos se utilizó la prueba de “t” de 

Student. Se consideraron como significativos aquellos resultados cuya probabilidad 

fue igual o menor al 5% (Marques, 2001). 
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RESULTADOS 

1. Determinación de la concentración efectiva al 50% (CE50) de la LH en la 

secreción de progesterona y androstenediona por las células de la teca.  

 

En las figuras 5 y 6, se muestran los resultados de los efectos de agregar diferentes 

concentraciones de LH sobre la concentración de progesterona y androstenediona 

en el medio de cultivo. Se observó un aumento significativo de la liberación de ambas 

hormonas, independientemente de la dosis adicionada. Por lo que se decidió utilizar 

la concentración de 12.5 ng/ml de LH. 
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Figura 5. Media ± e.e.m. de la concentración de progesterona en el medio de cultivo 

de células de la teca de los ovarios de ratón. Las células se incubaron por 24 h en 

presencia de dosis crecientes de LH y sin tratamiento (basal).  
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Figura 6. Media ± e.e.m. de la concentración de androstenediona en el medio de 

cultivo de células de la teca de los ovarios de ratón. Las células se incubaron por 24 

h en presencia de dosis crecientes de LH y sin tratamiento (basal). 
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2. Efectos de diferentes concentraciones de timulina sobre la secreción de 

progesterona y androstenediona por las células de la teca. 

 

La concentración de progesterona en el medio de cultivo de las células tratadas con 

0.001 ng/ml de timulina, fue menor que la secreción basal (Figura 7).  
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Figura 7. Media ± e.e.m. de la concentración de progesterona en el medio de cultivo 

de células de la teca de los ovarios de ratón. Las células se incubaron por 24 h en 

presencia de timulina y sin tratamiento (basal). 
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La concentración de androstenediona fue menor en el medio de cultivo tanto de las 

células tratadas con 0.001 como las tratadas con 0.01 ng/ml de timulina respecto a la 

secreción basal (Figura 8).  
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Figura 8. Media ± e.e.m. de la concentración de androstenediona en el medio de 

cultivo de células de la teca de los ovarios de ratón. Las células se incubaron por 24 

h en presencia de timulina y sin tratamiento (basal). 
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3. Efectos de la adición de timulina sobre la secreción de progesterona y 

androstenediona en células de la teca estimuladas con LH. 

 

En las figuras 9 y 10 se muestra que la secreción de progesterona y androstenediona 

estimuladas con LH (12.5 ng/ml) disminuyeron significativamente cuando la LH se 

adicionó junto con la timulina, independientemente de la concentración empleada. 

Sin embargo, la concentración de progesterona duplica la observada en las células 

estimuladas sólo con timulina (88.4±16.6 vs. 47.9±6.2), lo que no ocurrió con la 

concentración de androstenediona (1.3±0.07 vs. 1.4±0.16). 
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Fig. 9. Media ± e.e.m. de la concentración de progesterona en el medio de cultivo de 

células de la teca de los ovarios de ratón estimuladas con 12.5 ng/ml de LH, tratadas 

con timulina y sin tratamiento. 
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Fig. 10. Media ± e.e.m. de la concentración de androstenediona en el medio de 

cultivo de células de la teca de los ovarios de ratón estimuladas con 12.5 ng/ml de 

LH, tratadas con timulina y sin tratamiento. 
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DISCUSIÓN 

 

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la adición de 

concentraciones bajas de timulina a las células de la teca del ovario de ratón, regulan 

de manera inhibitoria la secreción in vitro de progesterona y androstenediona en 

ausencia o presencia de LH. En cambio, cuando las concentraciones son más 

elevadas, la secreción de progesterona no se modifica,  mientras que la de 

androstenediona permanece baja. 

En las células de la teca, la LH estimula la expresión de las proteínas StAR, 3-HSD 

y 17-hidroxilasa/17,20-liasa (CYP17) (Lavoie y King, 2009; Manna y col., 2009) y 

por ello la secreción de progesterona y androstenediona (Duleba y col., 1999; 

Solovyeva y col., 2000; Fukuda y col., 2009; Ortega y col., 2012). Esta respuesta 

depende del número de receptores a LH presentes en la célula (Ojeda y Skinner, 

2006). Dado que en nuestro caso el aumento de la secreción de progesterona y 

androstenediona fue similar de la mínima a la máxima concentración de LH 

evaluada, se propone que al agregar la concentración de 12.5 ng/ml de LH, se 

ocuparon todos los receptores a la hormona. 

Murayama y colaboradores (2012) observaron que el agregado de LH en 

concentraciones bajas al cultivo de células de la teca de ovejas, estimula la 

expresión del ARNm de StAR y CYP17 y aumenta la secreción de progesterona y 

androstenediona. En cambio, el agregado de concentraciones altas de LH aumenta 
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la expresión del ARNm de CYP17 y la producción de androstenediona. Los autores 

proponen que la intensidad de la señal de LH regula la producción de progesterona y 

androstenediona vía la acetilación de histonas con regiones promotoras a factores de 

transcripción para StAR o CYP17. Los resultados de nuestro estudio muestran que a 

diferencia de lo observado en el cultivo de células de la teca de oveja, en el ratón el 

agregado de concentraciones bajas o altas de LH, siempre se traduce en el aumento 

de la secreción de progesterona y androstenediona. Estas diferencias podrían ser 

explicadas por tratarse de dos especies diferentes. 

Estudios in vitro con células de la granulosa de cerda muestran que la timulina 

estimula la secreción de estradiol (Ledwitz y col., 1990). En cultivos de células de la 

granulosa de ovarios de ratón, la adición de timulina en dosis cercanas a la 

fisiológica (0.001 ng/ml) incrementa la secreción de 17β-estradiol, efecto que sería 

regulado por la vía de las PKs (Cabrera, 2012). Los resultados del presente estudio 

muestran que en las células de la teca, la timulina en la misma concentración inhibe 

la secreción de progesterona y androstenediona, por lo que se propone que los 

efectos de la timulina son estimulantes o inhibitorios en función de la célula o tejido 

en estudio. 

La biosíntesis de hormonas esteroides por las células de la teca es regulada por 

proteínas transportadoras y por enzimas que son activadas por diversos factores 

(Duleba y col., 1999; Magoffin, 2005; Young y McNelly, 2010; Ortega y col., 2011). 

En el proceso de biosíntesis, el complejo hormona-receptor desencadena la 

liberación de los segundos mensajeros por la vía de las PKs que fosforilan factores 
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de transcripción que codifican para proteínas y enzimas encargadas de la 

biotransformación de progesterona y androstenediona (Chedrese y Bertorello, 2009).  

En células de la teca de ratas prepúberes, la activación de la vía PKC bloquea la 

biosíntesis de esteroides (Hofeditz y col., 1988). Según Beshay y colaboradores 

(2007) la PKC disminuye la expresión de genes de reacción rápida como el cFOS y 

de factores de transcripción, lo que explicaría la disminución de la secreción de 

androstenediona. Dado que según Hanley y Steiner (1989), la timulina activa la PKC, 

la disminución en la secreción de androstenediona observada en los cultivos 

adicionados con timulina, podría ser explicada por la activación de esta vía. 

En las figuras 11, 12, 13 y 14, se plantean los modelos teóricos que explicarían las 

acciones de la LH, timulina y LH-timulina en la regulación de la síntesis de 

progesterona y androstenediona por parte de las células de la teca, con base en los 

presentes resultados y en los propuestos por otros autores (Pléau y col., 1980; 

Hofeditz y col., 1988; Hanley y Steiner, 1989; Taylor y col., 1997; Duleba y col., 1999; 

Wu y col., 2003; Chaturvedi y col., 2004; Maggoffin, 2005; Chedrese y Bertorello, 

2009; Young y McNeilly, 2010; Ortega y col., 2012). 
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Modelo que explica la posible vía por la cual la LH estimula la secreción de 

progesterona y androstenediona (Figura 11). 

 

1. In vitro la célula de la teca secreta de manera espontánea progesterona y 

androstenediona por activación de factores de transcripción vía la PKA. 

2. Las células de la teca tienen receptores a LH de alta y baja afinidad. 

3. Dado que no se observaron diferencias en las cantidades de progesterona y 

androstenediona secretadas al medio en función de la concentración de LH 

agregada, se propone que la LH se une a todos los receptores de alta 

afinidad, lo cual resulta en el aumento de la PKA y por ende de la 

progesterona y androstenediona.  
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Figura 11. Esquema que muestra la vía intracelular que utilizaría la LH en la 

estimulación de la biosíntesis de progesterona y androstenediona por las células de 

la teca. Hormona luteinizante (LH), trifosfato de guanosina (GTP), monofosfato de 

guanosina cíclico (GMPc), trifosfato de adenosina (ATP), monofosfato de adenosina 

cíclico (AMPc) y proteína cinasa A (PKA). 
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Modelo que explica la posible vía por la cual la timulina en concentraciones 

bajas disminuye la secreción de progesterona y androstenediona (Figura 12). 

 

1. La timulina tiene dos tipos de receptores con diferentes Kd (como se ha 

descrito en la membrana celular de los linfocitos) (Pléau y col., 1980). La unión 

de la timulina con su receptor de mayor afinidad activa a la fosfolipasa C, la 

cual hidroliza el PIP2 en IP3 y DAG (Hanley y Steiner, 1989). 

2. El DAG activa a la PKC y el IP3 moviliza el Ca2+ intracelular, lo que aumenta la 

actividad de la PKC. 

3. La activación de las PKC inhibe la vía PKA y con ello bloquea parcialmente la 

biosíntesis de esteroides (Hofeditz y col., 1988; Beshay y col., 2007). 
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Figura 12. Esquema que muestra la vía intracelular que utilizaría la timulina en la 
inhibición de la biosíntesis de progesterona y androstenediona por las células de la 
teca. Trifosfato de guanosina (GTP), monofosfato de guanosina cíclico (GMPc), 
trifosfato de adenosina (ATP), monofosfato de adenosina cíclico (AMPc), proteína 
cinasa A (PKA), fosfatidil inositol bifosfato (PIP2), inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3), 
diacilglicerol (DAG) y proteína cinasa C (PKC). 
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Modelo que explica la posible vía por la cual la timulina en concentraciones 

altas no modifica la secreción de progesterona y disminuye la de 

androstenediona (Figura 13). 

 

1. Inicialmente, la timulina estimula la PKC lo que inhibe parcialmente la 

biosíntesis de progesterona y androstenediona. 

2. La mayor cantidad de timulina en el medio resulta en la activación de los 

receptores de baja afinidad, los cuales estimularían a la PKA (Cabrera, 2012) 

y ésta a su vez la síntesis de progesterona por medio de factores de 

transcripción propios para esta hormona. 

3. Los factores de transcripción para la androstenediona no serían estimulados 

por el aumento de la PKA. 
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Figura 13. Esquema que muestra la vía intracelular por la cual timulina no modifica 
la concentración de progesterona y disminuye la de androstenediona en las 
células de la teca. Proteína cinasa A (PKA), fosfatidil inositol bifosfato (PIP2), 
inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG) y proteína cinasa C (PKC). 
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Modelo que explica la posible vía por la cual la timulina agregada al medio de 

cultivo después de la adición de LH, resulta en una menor secreción de  

progesterona y androstenediona (Figura 14). 

 

1. La LH estimula la vía de la PKA y con ello la secreción de progesterona y 

androstenediona. 

2. La unión de la timulina a sus receptores de alta afinidad, estimula la PKC, la 

cual a su vez bloquea a la PKA. 

3. Dado que la LH es el estímulo funcional de la secreción de progesterona y fue 

el estímulo que se agregó primero, la cantidad de progesterona que secretan 

las células sometidas a LH+timulina, es mayor que la secretada por las células 

que fueron tratadas exclusivamente con timulina. 

4. La secreción de androstenediona en las células estimuladas con LH+timulina 

es similar a la observada en las células estimuladas sólo con timulina, este 

resultado apoya la idea de que los factores de transcripción propios para la 

androstenediona no serían estimulados por el aumento de la PKA, lo que si 

ocurriría con los de progesterona. 
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Figura 14. Esquema que muestra la vía intracelular que utilizaría la timulina en la 
inhibición de la biosíntesis de progesterona y androstenediona en células de la teca 
estimuladas con LH. Trifosfato de guanosina (GTP), monofosfato de guanosina 
cíclico (GMPc), trifosfato de adenosina (ATP), monofosfato de adenosina cíclico 
(AMPc), proteína cinasa A (PKA), fosfatidil inositol bifosfato (PIP2), inositol 1, 4, 5-
trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG) y proteína cinasa C (PKC). 
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CONCLUSIONES 

 

 In vitro, células de la teca de ovarios de ratón secretan de manera espontánea 

progesterona y androstenediona. 

 La secreción de ambas hormonas es estimulada por la LH.  

 La timulina en dosis cercana a la fisiológica disminuye la secreción de 

progesterona y androstenediona.  

 Los efectos de la timulina sobre la secreción de progesterona y 

androstenediona son diferentes y dependen de la concentración de timulina 

agregada al medio. 

 La adición de timulina al cultivo de células de la teca estimuladas con LH, 

disminuye la secreción de ambas hormonas. 

 Los efectos de la timulina son estimulantes o inhibitorios en función de la 

célula o tejido en estudio. 
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