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RESUMEN

La insulina y los factores de crecimiento simifares a la insulina {IGFs), juegan un
papel fundamental en el desarrolloc embrionario de diferentes especies. Es bien
conocido que ellos reguian la proliferacion y la diferenciacién celular entre otras
muchas funciones. Por otra parte se ha informado que la insulina inmunorreactiva
aislada del hepatopancreas de la langosta Panulirus argus (INIHEP), administrada
en la dieta de camarones en cultivo, estimula el crecimiento de ips m_ismos. En el
presente frabajo se estudia el efecto de la insulina y e INIHEP’sobre células de
testiculo y fibroblastos de la piel de embriones de pollo. Se utilizaron testiculos de
embrion de pollo de 18 dias de desarrollo. Los testiculos libres dg albuginea se
disociaron con Tripsina al 0.25%. Las células obtenidas se sembraron en medic
Dulbecoo’s Modified Medium (DMEM) con Suero Bovino Fetal (SBF) al 10% y se
incubaron por 24 horas (h). Pasado este tiempo las células se lavaron con PBS y
se incubaron por 18 horas con diferentes concentraciones de insulina o INIHEP,
Dos horas antes de concluir el tiempo de incubacién se administrd pulso de
timidina tritiada. {os fibroblastos se abtuvieron de la piel de embriones de polio de
12 dias. Se disociaron mediante tripsina y se cultivaron en medio DMEM mas 10%
de SBF por 24 h. A continuacién se cambié el medio por otro sin suero y con 0.1%
de BSA, con insulina o INIHEP par 10 h. La timidina tritiada se administré alas 8 h
de cultive. Los resultados obtenidos en las células de testiculos indican que la

insulina produce una significativa proliferacién celutar. La produccidon basal de

testosterona dependiente de hCG se incrementd con dosis de 10 pg/ml y 3 horas



de incubacién. Dosis mayores causaron down regulation del efecto de hCG que
fue mas significativo en exposiciones mas prolongadas a la hormona. Asimismo Ia
insulina incrementd la profiferacion de los fibroblastos a las 6 y 12 horas de
exposicién, mas la inhibié en periodos mayores. Ei INIHEP estimuld de manera
significativa 1a proliferacion de fibroblastos con la dosis mas baja utilizada. Sin
embargo ef INIHEP no modificd 1a produccion de testosterona ni la profiferacién
celular en el testiculo. En conjunto los resultados obtenidos indican que tanto la
insulina como INIHEP estimulan significativamente la proliferacion de los
fibroblastos de la piel del embrion de pollo. La insulina pero no INIHEP puede
modificar la proliferacién celular y la esteroidogeénesis en el testiculo. Estos datos
sugieren por primera vez un rol para la insufina en el desarrollo de los organos
reproductores del embrién de pollo. Por otra parte seria interesante destacar que
los datos de este trabajo sefialan que un factor derivade det hepatopancreas de la
langosta puede modificar la proliferacién fioroblastica en oftra especie, en este
caso el embrién de pollo y abre por fo tanto un campo de estudios que podria

ademds de su interés biolGgico tener impacto en la produccién.
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INTRODUCCION

INSULINA

Los islotes pancredticos (Langerhans) estan compuestos por 3 tipos de
células diferentes { a, B y 8) que son las encargadas de sintetizar et glucagon, la

insulina y la somatostatina respectivamente.

i.a insulina es una hormona anabdlica cuya esiructura en humanos y ofras
especies esta bien caracterizada. Recientemente se han producido importantes
avances en la caracterizacién estructural y funcional de su receptor, y se sabe
que sus diferentes efectos son mediados por estas proteinas membranales que

existen en diferentes tipos celulares.

El precursor de la insulina se conoce como la preproinsulina. Es una gran
cadena peptidica de peso molecular de 12,000 daltons y es sintetizada a partir del
DNA/RNA y posteriormente en el reticulo endoplasmico rugoso de las células §.
Después de ser sintetizada, esta molécula es cortada por enzimas microsomales

para formar proinsulina, de un peso molecular de 8,000 daltons.

l.a proinsulina estd compuesta por la molécula de insulina y por un péptido
de enlace “C", con un total de 86 aminoécidos. El péptide es cortado dentro de las
vesiculas de transporte por enzimas proteoliticas que eliminan los dipéptidos de

unién de la molé&cula de insulina y el peptido C, separando de esta manera las dos



moléculas. Este proceso ocurre antes ¢ después de pasar por el aparato de Golgi,
lugar donde termina la sintesis de insuling, la que es empaquetada en vesiculas

secretoras que contienen cantidades equivalentes de insulina madura y péptido C.

La insulina es una hormona proteica de 51 aminodacidos, de doble cadena:
fa cadena A de 21 de aminodcidos y ia B de 30; ambas estan conectadas por dos
puentes disulfuro intercatenarios entre los residuos (A7-B7 y A20-B19). Ademas la

cadena A tiene otro puente disulfuro intracatenario entre los aminoacidos 6 y 11.

(Fig. 1)

Fig. 1. Estructura de {a insulina porcina.

Utilizando anticuerpos especificos de insulina y de proinsulina se comprobd
que la insulina no se detecta en ef aparato de Golgi. En cambio se le encuentra en
cantidades pequefias en vesiculas recubiertas con una membrana y es muy

abundante en las vesiculas no recubiertas. Por lo tanto, en todo el proceso, las



vesiculas recubiertas deben ser el lugar de conversion de la proinsuiina en
insulina. Las proteasas desempefian un papei fundamental, rompiendo la molécula
de proinsulina. E! mecanismo de activacion de las proteasas en las vesiculas
recubiertas parece implicar la acidiificacion del interior de estas vesiculas, ya que

en el pH acido se activan estas proteasas (Goberna, 1992).

Durante el proceso de conversion de proinsulina a insulina que se lleva a
cabo denfro de las vesiculas, participan tres proteasas distintas, denominadas
endopeptidasas { y Il y carboxipeptidasa. Estas proteasas se sintetizan en los
ribosomas del reticulo endopiasmico rugeso y se encuentran en los granulos de

secrecion desde la formacion de los mismos.

Para que se libere la insulina, debe alravesar antes la membrana de!
grarulo y la membrana de la célula B. Por microscopia eléctronica se ha
observado que la membrana del granule se fusiona con la membrana plasmatica.
De esta forma permite la secrecién sin perder la continuidad de ia membrana
durante todo el proceso. Finalmente la insulina atraviesa las paredes del endotelio
capilar gracias a los numerosos poros que estdn cubiertos por una finisima

membrana.

Receptor de Insulina

Como se menciond anteriormente la insulina tiene que unirse a su receptor

para que ocurra la cascada de sefalizacion. El receptor de insulina se expresa en




un gran nimero de tejidos vy puede variar en cantidad. Llega a estar en aitas
concentraciones (mas de 300,000 receptores por célula) en higado y tejido
adiposo, que son tejidos bianca de la insulina (Kahn y col.,1981). Sin embargo en
musculo esquelético, estos receptores se encuentran en bajas concentraciones,
mientras que en este mismo tejido los receptores de los factores de crecimiento

similares a la insulina (IGFs) se observan en mayor cantidad,

Estructura del Receptor de Insulina

El receptor de insulina estd compuesto por dos subunidades o y dos
subunidades B, unidas covalentemente por puentes disulfuros, que forman el
heterotetramero. Por medio de las técnicas de electroforesis en geles DE
poliacrilamida en condiciones no reductoras (SDS-PAGE), se ha podido conocer
que el peso molecular del holoreceptor es aproximadamente de 350,000 daltons.
La técnica SDS-PAGE en condiciones reductoras, reveid que la subunidad o tiene
un peso molecular de 135,000 y la p de 95,000, Cada subunidad tiene una funcion

especifica,

La subunidad o posee el dominio de unién a insulina y la B el de tirosina
cinasa. La familia de los receptores de tirosina cinasa se puede dividir en
diferentes clases (Ullrich y Schlessinger,1990). Tanto el receptor de insulina como

los receptores para IGF-1 son membranales y pertenecen a la clase Ik los dos



contienen una porcidn rica in cisteina en sus subunidades o, las que se unen por

puentes disulfuros para formar el heterotetramero (Fig. 2).
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Fig. 2. Esquema que representa la estructura de los receptores para insulina e IGF-I. Tomado
de Jones and Clemmons, 1995.

Biosintesis del Receptor de Insulina

El gen del receptor de insulina consta de 150 kilobases (Kb). Se encuentra
en el brazo corto del cromosoma 19 de humanos y esta constituido por 22 exones
y 21 intrones (Yang y col, 1985; Muller-Wieland y col, 1989; Seino ycol, 1990). El
promotor contiene sitios de unidn de los factores de transcripcién, CAAT/proteina

de unién amplificadora, Sp1 y NF-1 (Araki y col 1884, Webster y col,1994).



El receptor de insulina es sintetizada a partir de un proreceptor de alto peso
molecular que es codificado completamente por un RNAmM. Muchas células
presentan diferentes formas que varian en el tamafo del transcripto, entre 5.7 a
9.5 kb, y lodas codifican para el receptor completo. La heterogenicidad del
transcripto  parece resultar primariamente de sefiales de poliadenilacion variable
en la regién 3 del mensajero (Goldstein y ¢ol,1987; Goldstein y Kahn,1989).
Ademas, existe un evento de "splicing" alternativo del exdn 11, de 36 pares de
bases, que codifica para 12 aminoacidos en el extremo terminal C de la subunidad
o. Las dos formas de "splicing" alternativo del receptor se encuentran en la
mayoria de los tejidos, sin embargo !a refacion entre el de exdn 11+ y el exén 11-
varia (Ullrich y col,1885; Ebina y col,1985; Seino y Bell,1989). El significado
fisiolégico de estos 12 aminoacidos no esta bien aclarado, pero podria ser
imporante en las pequefias diferencias de union al receptor de insulina e IGF y en
su internalizacion (Yamaguchi y col.,1991; Yamaguchi y ¢ol.,1993). En estudios
realizados en musculo de pacientes con diabetes tipo 1), se encentrd incremento
en la relacién entre la isoforma exdn 11+ y 11- (Mosthaf y col.,1991; Mosthaf y
col.,1993). Estos resultados no se han confirmado en otros estudios (Benecke y

col.,1992)

En el reticulo endoplasmico el proreceptor de insulina es traducido y
rapidamente glicosilado. Este proceso es seguido de la formacidon de puentes

disulfuros intra e inter subunidades. El proceso post-transduccional ocurre en el



aparato de Golgi, produciéndose los cortes proteoliticos en la secuencia
tetrabasica Arg720-Lys721-Arg722-Arg723 (la numeracién de los aminoacidos
esta basada en el exdn 11+), localizada en la unidén de las subunidades o« y B,
continuando los procesos de glicosilacion y acetilacién de los &cidos grasos

{Hedo y col.,1983; Hedo y Simpson.,1885).

La enzima responsable del procesamiento del proreceptor ha sido
identificada mediante estudios de purificacion del proreceptor por inmunoafinidad
y se encontré actividad de la enzima endopeptidasa en vesiculas purificadas del
aparato de Golgi de higado de rata (Alarcon y col.,1994). La caracterizacion
bioquimica de esta actividad sugiere que la enzima endopeptidasa es la
responsable del procesamiento del proreceptor y que es miembro de la familia
Kex2 relacionada con la convertasa. Mediante estudios de immunoblofting
realizados con las fracciones de las vesiculas del Golgi, se detectaron dos

miembros de esta familia, la PACE4 y |a furina.

Subunidad o

La subunidad o del receptor de insulina tiene un peso molecular de 135,000
daltones y su localizacion es completamente extracelular y es la responsable de la
unién de insulina (Ullrich y col. 1885, Ebina y col.,1985; Yipp,1992). La
identificacion exacta de los residuos involucrados en el reconocimiento y la

especificidad, o alta afinidad de la insulina por su receptor, ha sido dificil y



controvertida. La mayoria de los datos disponibles, provienen de estudios
realizados por mutagenesis dirigida que en muchos casos son dificilles de
interpretar ya que afectan la conformacion de la subunidad o y por lo tanto
modifican la union de la insulina con su receptor. Tavare y Siddie (1993), a partir
de estudios bioguimicos y de mutdgenesis “in vitro®, sugieren que el dominio N
terminal del receptor de insulina es necesario para que haya una gran afinidad del

receptor por la insulina (Rafaeloff y col.,1989; De Meyts y col.,1890; Yipp,1992).

La construccion de un receptor quimerico de IGF-l que contenia residuos
(1-68) del dominio N terminal de insulina, resuitd en un receptor hibrido que
reconocia con gran afinidad a insulina. Sin embargo una construccion similar pero
adicionando residuos (1-62) del extremo N terminal del receptor de IGF-i en el
receptor de insulina, bloquea la unién de IGF- | con su receptor. Los residuos 191-
290, ricos en cisteina del receptor de IGF-I, son los que le confieren especificidad

por su ligando (Gustafson y Rutter,1990; Kjeidsen y col.,1991).

En otros estudios sin embargo se sefiala que la region rica en cisteina es
determinante en la unién de insulina (Gustafson y Rutter,1990). También se han
realizado experimentos adonde se eliminan los aminoacidos 1 a 66 del receptor de
insulina sin que esta manipulacién afecte la unién de la hormona por su receptor

(De Meyts y col.,1990).



Subunidad p

La subunidad B del recepior de insulina esta compuesta por un dominio
corto extracelular gque contiene sitios de glicosifacion N y O, la region
transmembranal de 23 aminoacidos y ei dominio intracelular que contiene Tyr,

que le confiers la actividad de proteina cinasa que es requerida para que se active

la cascada de sefializacion de insulina.

El hecho de realizar mutaciones in vitro, cambiando la Lys localizada en la
regién de unién de ATP por otros aminoacidos modifica la unién de insulina con su
receptor. La actividad cinasa se inactiva completamente. En células que son
deficientes en la actividad cinasa se ha observado que la insulina no actda como
estimulador del crecimiento celular, ni interviene en el metabolismao celular (Chou y
col.,1987; Ebina y col.,1987; Mc Clain y col.,1987; Stumpo v Blackshear,1991).El
mecanismo exacto por el que la insulina activa a la cinasa no esta totalmente claro

todavia.

Recientemente varios investigadores han estudiade el papel que pudiera
desempefiar la region transmembranal (TM) de la subunidad $ en la funcion del
receptor asi como en la actividad cinasa de esta subunidad. Para estudiar este
aspecto realizaron una serie de mutaciones de esta region sustituyéndola por una

region transmembranal de otros receptores de membrana, cambiando de esta




manera la longitud, la conformacion y hasta la carga de los mismos (Frattali y
col.,1991; Yamada y col.,1992; Goncalves y col.,1993; Cheatman y col.,1993). En
estos experimentos se observé que la regidn transmembranal tolera estas
mutaciones sin afectar de manera considerable la sefializacion. Por ejemplo,
cuando se cambié la TM del receptor de insulina por la del receptor de PDGF no
se vio afectada la actividad ligando. Estos datos junto a ofros de la literatura nos

sugieren que la TM tiene un papet pasivo en la sefializacién (Frattaii y col, 1991).

La unién de insulina con la subunidad o induce rapidamente una cascada
de fosfarilaciones de Tyr de la subunidad B (Torngvist y col, 1987, White y
col.,1988). Esta cascada involucra al menos seis o posiblemente siete residuos de
Tyr (Goren y col,1987; Freener y col. 1993). Tres residuos Tyr1158, Tyr1162 y
Tyr1163 {la numeracion de los aminoacidos es basada en el exdn +11) son los
sitios de mayor fosforilacion y comprenden el dominio que regula la actividad
cinasa. Cuando alguno de estos sitios es sustituido por Phe sélo, 0 en varias
combinaciones, se dafia la autofosforilacion y la activacion de la cinasa tanto in
vitro como en células intactas (Ellis y col.,1986; Goren y col.,1987; Wilden y
col,1991), Estos receptores alterados también mostraron una marcada reduccion
en la fosforilacién de IRS-1 y una baja actividad en la regulacidn de las funciones

biolagicas {Wilden y col.,1980; Wilden y col., 1992% b).

El exremo C terminal de la subunidad B tiene dos Tyr que pueden

autofosforilarse (Tyr1328 y Tyr1334) y que al parecer no son importantes para {a
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activacion de la cinasa (Tavare y col.,1988; Tornqvist y col.,,1988). Esta regién
también contiene algunos sitios Ser/Thr de fosforilacion. El papel biolgico de
estos sitios no se ha determinado claramente, ya que realizando mutaciones de
los 43 amincacidos terminales (IRACT), se encontrd que la autofosforilacion vy la
actividad cinasa se mantienen; pero al mismo tiempo tiene que estar completo el
extremo C terminal para que se produzca una estimulacion normat de la sintesis
de glucégenc mediada por insufina. Ademas otros estudios han mostrado que
IRACT estimula la sintesis de DNA si se le compara con una que no ha sido
mutada (IRWT). Estos resultados sugieren que este dominio regula de manera
negativa el efecto de insulina sobre el crecimiento celutar (Thies y col.,1989). Por
el contrario en otros estudios se observa que IRACT actiia de manera idéntica
que IRWT en células CHO, tanto sobre la sintesis de glucdgeno como de DNA.
Estos experimentos sugieren que el extremo C terminal no se requiere para la
funcién normal del receptor {(Myers y col.,1991). Por todo esto el papel exacto de

la autofosforilacion de estos sitios no esta clara todavia.

La region yuxtamembranal de la subunidad B juega un papel crucial en la
funcion del receptor; cuenta con al menos un sitio de autofosforilacion (Tyro72)
que no requiere fosforilacion de la cinasa o del extremo C terminal (Feener y
col.,1993). Aquellos estudios en los que se ha realizade mutacion de esta Tyr, han
arrojado resultados contradictorios, pero también han mostrado que la presencia
de esta regién es necesaria para la internalizacion del receptor estimulado por

insulina. Recienterente se ha visto que esta regién tiene un nimero potencial de



sitios de fosforilacién de Ser (Feener y col.,1993). Por lo que se especula que
estos sitios de fosforilacion de Ser y Thr en el receptor de insulina actlan como
un circuito, apagando la sefial de insulina. Mutaciones realizadas en estos sitios
especificos indican que participan en la regulacion de la actividad del receptor de
insulina (Tavare y col.,1991; Tavare y col.,1992; Tavare y Siddle,1993). El pape!
fisiologico de la fosforilacion aln no se conoce bien, pero aparentemente se
incrementarian [os niveles de proteina cinasa C (PKC) y esto resuitaria en lo que
se conoce como resistencia a insulina (Chin y col.,1893). Por otra parte, los
niveles elevados de glucosa en sangre estimulan la actividad de PKC. Esto es un
indicio de que en la diabetes la sefial de la insulina esta regulada por la PKC (Lee

y c0l.,1989 a,b).

En estado basal, la fosforilacion del receptar acurre sobre los residuos Ser
y Thr y cuando se estimula con insulina también hay incremento de la
fosfotirosing, la fosfoserina y 1a fosfolreonina del receptor. Se ha visto que los
ésteres de forbol y el AMPc también inducen una fosforilacion de Ser y Thr del
receptor de insulina y esto se ha asociado con la disminucion de la actividad Tyr

cinasa (Takayama y col.,1984; Stadmauer y Rosen,1986; Takayamé y col.,1988).

Recientemente se ha encontrado que el recepter de insulina tiene actividad
Ser cinasa, aungue no se ha aclarado su papel fisiologico. Pero si se observo que
Ser y Thr se fosforilan en respuesta a la insulina y a los ésteres de forbol (Lewis y

col., 19890 a b; Chin y col,,1993).



£l receptor de insuling es regulado positivamente por una cascada de
fosforilaciones sobre los residuos de Tyr, y es regulado negativamente si estas
fosforilaciones se producen sobre los residuos de Ser y Thr. La actividad cinasa es
necesaria para la mayoria de las funciones bioldgicas de la insulina. Esto se ha
comprobado con mutaciones en ef sitio de unidn a ATP, con lo que la actividad de
tirosina cinasa es deficiente y por lo tanto, el receptor se toma biologicamente
inactivo {Chou y col ,1987; Ebina y ©o0l,1987; Mc Clain y col.,1987; Stumpo y

col.,1991).

Efectos bicldgicos de la insulina

La insulina juega un papel fundamental en el mantenimiento de [a
homeostasis de diversos drganos, tejfidos y del organisma en general. Esto se ha
podido comprobar mediante estudios que han abordado diferentes aspectos del
metabolisme y utilizado sistemas in vifro para conocer el efecto de esta hormona
sobre diferentes tipos celulares. Hickman y Mc Eiduff en 1989 realizaron estudios
con una linea celular de osteosarcoma UMR-106-01 para conocer si la insulina
regutaba la formacion del hueso. Estos autores encontraron gue la insulina
estimula la replicacion y el crecimiento celular ya que incrementa la incorporacion
de timidina tritiada, el ntimero de células y la concentracion de proteinas totales de

manera dependiente de la dosis.




En 1995, Hernandez-Sanchez y colaboradores estudiaron el papel
autocrino/paracrino de la insulina sobre ia neurogénesis, utilizando como modelo
pioldgice neuroretinas de embriones de polio de 6 dias. Ellos observaron que ia
insulina estimulaba la proliferacion celular y la diferenciacion neuronal,
concluyendo que la hormona jugaba un papel autocrino/paracrinc en ia

neurogénesis y en el desarrollo de |a retina del pollo.

Estudios realizados en embriones de Drosophifa revelan gue la insuiina
tiene efectos estimulatorios en el desarrolle de este insecte. Por gjemplo, Seacof y
Dewhurst en 1974 estudiaron el efecto que tenia la insulina sobre la diferenciacion
del embridn y encontraron que la hormona incrementaba el nimero de células
musculares y el contenido de proteinas de manera dependiente de la dosis,
concluyendo gue la insulina es necesaria para la diferenciacion de Drosophila.
Otros estudios realizados con estos insectos por Pimentel y colaboradores en
1996, revelaron que la insulina actia come un factor de crecimiento sobre las
células neuranales. Dichos autores observaron que cuando se agrego insulina al
medio definido adonde se cultivo la linea celular §1 (células neuronales), esta
hormona estimulé la incorporacion de timidina tritiada. En otros experimentos los
mismos autores comprobaron que esta hormona también estimulaba la
diferenciacion de estas células, ya que observaron que el fendmenc de
diferenciacidén celular de la linea S1 que producia el suero fetal de cabra, sdlo
podria ser imitado con la presencia de insulina en el medio. El efecto que ejerce la
insulina sobre la division celular también ha sido estudiado. Trabajos de Maller y

Koontz (1981}, utilizando como modelo oocytos de anfibios, demostraron que la
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insulina induce la estimulacion de la division de estas células, de una manera

dependiente de la dosis,

Straus en 1981 y 1984 reportd que la insulina podia ejercer efectos en el
crecimiento y la proliferacién sobre diferentes modelos biolégicos, entre los que

senald:

- Fibrobfastos de pollo, humano y ratén

- Células Swiss 3T3 y BALB/c 3T3

- Células transformadas 3T3-SV40

- Hepatocitos normales y Células de hepatoma de rata.

- Células epiteliales de mamiferos y célutas de carcinoma de mamiferos
- Lineas celulares epiteliales de rifién y células epiteliales de rifidn
- Células de musculo liso adrtico

- Células de la intima de la aorta

- Mioblastos

- Células tumorales pituitarias de rata {Células GH3, GC)

- Células HeLa

- Células de carcinoma de préstata humano (PC3)

- Células de gliobastoma y neuroblastoma

- Células de melanoma

- Células foliculares del ovario

- Células de Sertoli

- Células de teratocarcinoma de ratén
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- Células tumorales intestinales de humano

Straus planted que la insulina puede interactuar no solo con su receptor sino
también con el receptor de IGF-l y a través de una de estas vias desencadenar la
sefializacion. Ademas comentd gue el efecto de insulina sobre el crecimiento
celular es sinérgico con eI- de ofras hormonas o factores de crecimiento como el
FGF, PDGF, PDGF2q y la vasopresina. Sin embargo en determinados casos €l
efecto fué debido a Ia sola accidn de la insulina. Straus mostrd también algunos
* ejemplos clinicos que sugieren que la insulina es una importante hormona
reguladora del desarrollo del feto humano. Otros investigadores (Temin, 1967,
Morell y Froesch, 1972) mostra.ron que la insulina tiene un efecto estimulatorio
sobre la sintesis de DNA en fibroblastos de la piet de embridn de pollo. Este efecto
se observé cuando la insulina se agregd a cultivos estacionarios, por un periodo

de 8-10 horas.

La insulina juega un papel importante en {as etapas tempranas del desarrollo
del embridn, Al respecto, Girbau y colaboradores {1988) reportaron que el receptor
de insulina esta presente en embriones de polio de dos dias y realizaron
experimentos para conocer si la insulina actuaba a través de su receptor.
Compararon los efectos que provocaban los anticuerpos anti-insulina con los de
los anticuerpos contra el receptor de insulina, sobre el crecimiento y la
diferenciacion en el embrion de pollo. Los resultados mostraron que ambos

anticuerpos produjeron alteraciones como pérdida de peso, disminucién en
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proteinas totales, etc. y concluyeron que los efectos de insulina se producen por la

interaccion de esta hormona con su receptor.

De Pablo y de la Rosa en 1295 reportaron gue la insuliﬁa junto a otros factores
relacionados como Ja proinsulina y los IGFs, juegan un papel, al menos “in vitro”,
en el desarrolio neuronal del embrién de pollo. Estas proteinas modificaron las
diferentes etapas de la proliferacion, asi como la diferenciacién y maduracion
celular y estimularon la sobrevivencia celular. Por otra parte existen estudios que
revelan el efecto estimulatorio de insulina sobre el desarrollo, el metabolismo,el
crecimiento y la diferenciacion de la postneurula del embrién de pollo. Girbau y
colaboradores (1987), reportaron que fa insulina y el IGF-l incrementan una serie

de parametros de desarrolio celular.
FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A LA INSULINA (IGFs)

Utilizando técnicas de cromatografia en gel, cromatografia de intercambio
iénico y electroforesis en geles de poliacrilamida, Rinderknecht y Humbel (1976 y
1978 a,b) encontraron en el suero de humanos dos moléculas que tenian una gran
semejanza estructural con la insulina a las que nombraron como faciores de

crecimiento similares a la insulina (IGFs).

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs) son hormonas

polipeptidicas que tienen una gran homologia con la proinsulina y son potentes
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agentes anabdlicos y mitogénicos “in vivo” e ‘in vitro” (Baxter, 1986; Zapf y
Froesch,1986; D'Ercole, 1987; Daughaday y col.,1989; Humbel, 1980; Quin,1992;
Coick y col.,1993). Se considera que el higado es su principal fuente de
produccién, pera las mayores concentraciones de IGF se encuentran en la sangre.
Los IGFs, al igual que la insulina, participan en la estimulacién de eventos
involucrados en el desarrollo de los organismos. Ellos son requeridos para el

crecimiento y desarrollo normal del feto y también después del nacimiento.

Se conocen hasta el momento dos tipos de IGFs, el IGF-1 y el IGF-II, que
difieren poco en su estructura, son sintetizados por diferentes tipos de células y
pueden actuar sobre su blanco de manera autocrina, paracrina y/o endocrina. La
comparacion de la estructura primaria de los IGFs y de la preinsulina indica que
entre ellos existe una gran similitud y que deben originarse de un ancestro comun

(Rinderknecht y Humbel, 1978 a,b) (Fig.3).

En la molécula de IGF se identifican cuatro dominios: A, B, C y D. Los
dominios A y B son homologos de los dominios A y B de la insulina. IGF-| es un
péptide de 70 aminoacidos de cadena simple con tres puentes disulfuro que se
localizan en la misma posicidon que en la molécula de insulina. La region de la
cadena A-B de insulina y la A-B de IGF-l presentan un 50% de homologia. La
cadena A-B de IGF-I tiene unido un péptido de 12 aminoécidos diferente al péptido
C de la molécuta de proinsulina (35 residuos). Una de las diferencias entre insulina
e IGF-l es que este (itimo tiene una pequefia cadena compuesta por un residuc

de 8 aminoacidos localizado en el extremo carboxilo terminal de la cadena A. El

rl
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IGF-1l es un polipéptido de cadena simple de 7.5 Kda y 67 aminoacidos con tres

puentes disulfuro y su precursor tiene 180 aminoacid
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Fig. 3. Estructura primaria de fa proinsulina {HPI) y de los IGF-1 y Il humanos. Los cuadros de

lineas sélidas indican residuos idénticos entre IGF

4 y Il Los cuadros de lineas punicatias

indican residuos idénticos entre 12 HPI y los IGF- y/o Il Tomado de Rinderknecht y Humbei,

1978,

Receptor de |GF-|

Todos los efectos que pueden provocar los

IGFs estén medjados por su

receptor. Este es sintetizado como un polipéptido de cadena simple en el

ribosoma, y es modificado postraduccionalmente eliminandose la secuencia del

péptido sefal, Este pro-receptor se corta para dar
706 aminoacidos que formard la subunidad o«

aminoacidos para la subunidad B. Estas subunidad

lugar a dos cadenas, una de
del receptor y otra de 626

es se encuentran en regiones
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diferentes de ia célula; = en la region transmembranal, es la que es reconocida
por el ligando v § se lacaliza del lado del citoplasma celular. Estas subunidades se
encuentran unidas por puentes disulfuro formando el medio receptor «f que se
une también por puentes disulfuros en la subunidad o con ofre medio receptor «<f,

formandose asi el -holoreceptor maduro 2« -2B (Fig. 2).

La especificidad de unién del ligando con su receptor esta dada por la
regién rica en cisteina que se encuentra en la subunidad < de la regidn
transmembranal del receptor, mientras que la actividad tirosina cinasa viene dada
por la subunidad B citoplasmatica. Aqui es donde reside la similitud estructural
entre el receptor de IGF-l y el de insulina; ambos forman receptores
heterotetraméricos que son idénticos en tamafo y tienen aproximadamente entre
un 50-60 % de homologia secuencial v un 84% de homologia en el dominio

tirosina cinasa {Czech,1989).

Dominio extracelular. Subunidad o

A pesar de la gran similitud entre los receptores para IGF-| e insulina, cada
uno es especifico para cada ligando, aunque en determinados casos pueden
reconocer a ambos. El receptor para IGF-i en membranas celulares intactas
muestra una constante de disociacion calculada (Kd) sobre el orden de 0.2-1nM
para IGF-I, mientras que para insulina es 100 a 1000 veces menor (Steele y

col.,1988; Werner y col.,1991; Frattali y Pessin, 1993). El receptor de insulina tiene

21




un comportamiento similar, ya que tiene una alta afinidad por insulina, siendo esta
afinidad 100 veces menor para IGF-. Ofros estudios han demestrado que esto
depende del tipo celular con el que se realice el ensayo, pero en general tiene una

afinidad 15 veces menor que para IGF - (Steele y col.,1988; Germain y col., 1992).

Diversos anticuerpos monoclonales  dirigidos contra dominios de la
subunidad « se han usado para estudiar ia interaccion estructura funcion (Soos y
col, 1992; Xiong y col, 1892). Los anticuerpos dirigidos contra la regidn rica en
cisteina, incluyendo el bien caracterizado anticuerpo bloqueador de! receptor,
«1R-3, inhiben la unidn al IGF-! {Flier y col, 1986). Sin embargo estos anticuerpos
también pueden funcionar como agonistas IGF débiles (Soos y col, 1992; Steele y
col, 1990; Kato y col, 1993). Anticuerpos monoclonales contra regiones del
receptor de IGF-| adyacentes a la region rica en cisteina estimulan la unién al
IGF-i, y algunos de estos anticuerpos incrementan la afinidad del receptor para la
insulina a aproximadamente su afinidad normal para IGF-l (Soos vy col, 1992).
Estos datos en conjunto coinciden con los resultados obtenidos usando
receptores quiméricos (Schumacher y col, 1991; Gustafson y Rutter, 1990), que
mosiraron que la region rica en cisteina es necesaria para el reconocimiento  de
IGF-l por su receptor. Las regiones adyacentes a dicha region son necesarias para

conferir especificidad del receptor de insulina para la unidn con ella.
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Dominio citoplasmatico. Subunidad

La region citoplasmatica del receptor posee el dominio catalitico de tirosina
cinasa altamente conservado. La unién de IGF-I con su receplor in vivo provoca
una fosforilacion de los residuos de tirgsina y de serina (Steele y col.,1988; Kaio y
col.,1983). La autofosforilacidn de los residuos de tirosina por la unidn ligando-
receptor ocure tanto para insulina como para IGF-l. La reaccion es trans
intramolecular, el residuo de tirosina fosforilado de una subunidad B fosforila el
residuc de la otra subunidad B para formar el receptor maduro (Treadway y

col.,1991; Frattali y col.,1992; Frattali y Pessin, 1993).

Para el caso de insulina la autofosforilacian y 1a actividad de tirosira cinasa
son esenciales para la que ocurra la cascada de sefalizacion. Se ha demostrado
que una mutacidn en esta regién del receptor proveoca lo que se conoce como
resistencia a insuiina (Taylor y col,1992). Estudios similares con células
transfectadas NIH-3T3 confirmaron que la actividad tirosina cinasa presente en la
subunidad B del receptor es fundamental para que se produzca la transduccion de
senales (Kato y col.,1992). Estos autores realizaron mutaciones en el sitio de
unién de ATP de este dominio catalitico del receptor de IGF-l, lo cual inhibié la

incorporacion de timidina tritiada y alterd la actividad fosfoinositol-3-cinasa.
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Receptor de IGF-ll

Ei receptor de IGF-|I es el mismo que utiliza el catién independiente manosa
6- fosfato y se le conoce con el nombre de receptor de IGF-It / MANOSA 6 fosfato.
Este receptor se encuenfra en la membrana celular y presenta un dominio
extracelular bastante grande y un pequefio dominio intracelular. Es un receptor
monomérico que une los residuos de manosa 6-fosfato en las enzimas

lisosomales (Nissley y col.,1991; Nielsen, 1992) (Fig. 4}.

IGF-Ikmgp
Recegrer

Exteacoilutar
Cammn

Payma
MermbD/ane

O 20

Fig. 4. Esquema de la estructura del receptar para IGF-ll/manocsa-6-fosfato. Tomado de
LeRoith y col., 1995.

Ei receptor para IGF-Il se ha encontrado en varias células embrionarias y
adultas, pero muchos investigadores sefialan que este receptor reconoce al IGF-HI
pero que los efectos biolégicos que ejerce esta molécula sobre las células son
mediados por el receptor de IGF-I. Usandc anticuerpos contra el receptor IGF-Il /

manosa-6-fosfato se demostrd que el bloqueo del mismo no afecto las funciones
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bicldgicas de IGF-II y viceversa (Mottola y Czech,1984; Kiess y col.,1987; Stracke

y cal., 1889, Adashi y col.,1990; Hartmann y col.,1992; Hirai y col.,1993).

L.os mecanismos de accidon del receptor para IGF-ll se conocen poco
claros Este receptor puede claramente mediar en la captacion y 12 degradacion de
IGF-1l, y se ha acumulado un nimero importante de evidencias que sugieren que
puede mediar también algunas de las acciones del IGF-ll. La pérdida de este
receptor en el raton esta asociada con la muerte fetal in dtero (Filson y col.,1983).
La via de sefializacion del receptor IGF-II / MAN-G-P involucra la activacion de

proteinas de unidn al GTP.

Funciones biolégicas de los IGFs.

Los efectos de los IGFs son debidos 2 la interaccion con sus receptores,
gue desencadenan la conocida cascada de sefializacion que lleva finalmente 2 la
estimutacion de diferentes procesos anabdlicos. Entre éstos se puede mencionar
la activacidn metabolismo de proteinas y de carbohidratos, que son conocidos
como los efectos primarios o tempranos, y efectos sobre la replicacion y

diferenciacion celular, que son los efectos secundarios o tardios.

Los IGFs en la circulacion no estan en forma libre, sing que se encuentran

unidos a una familia de proteinas transportadoras que se plantea pueden estimular

o inhibir 1a actividad de estos factores. Hasta el momento se conocen un total de
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seis proteinas que se han clonado y secuenciado. Se han descritos sus funciones

en diferentes tipos celulares.

A estas proteinas transportadoras se le han atribuido cuatro funciones
fundamentales que tienen que ver con fa regulacion de las funciones biologicas de
los IGFs: a) actiian como proteinas transportadoras de los IGFs en el plasma y
también en el control del flujo de estos factores en el espacio vascular, b)
prolongan la vida media de los [GFs y regulan su proceso metabdlico, c)
proporcionan un marcador de localizacion especifico del tipo celular y del tefido, d)
modulan la interaccion de fos IGFs con sus receptores y de esta forma pueden
controlar los efectos biologicos de estos factores. Recientemente se ha visto
ademas que una de estas proteinas puede tener algin efecto sobre las funciones

celulares, ya gue puede acluar a fravés de un receptor de membrana propio.

Uno de los efectos mas estudiados de los IGFs “in vitro” ha sido el que
producen sobre la progresién dél ciclo celular, mediante fa estimulacidn de la
sintesis de DNA y la replicacién celular. El resultade final es que {as Gélulas pasan
de una fase a otra del ciclo celular. Este fendmenc ha sido estudiado en fa finea
celular BALB/c 3T3 y se ha visto que células detenidas en la fase Go del ciclo
celular entraron en Gy cuando e#taba presente IGF-I solo, o combinado con el
factor de crecimiento de plaquetas (PDGF), o con el factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF). La presencia del factor resulté en |a sintesis de DNA y

por consiguiente en la proliferacion celular, Este efecto se logra en este caso a
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través de la formacion det compiejo IRS1-GRB2-S0S que activa a la proteina RAS

{Lu y Campisi,1992).

El efecto mitogénico (proliferacion celular) que ejerce este factor se ha
encontrado en diferentes tipos celulares como fibroblastos, condrocitos,
osteoblastos, queratinocitos, células foliculares de la firoides, células del misculo
liso, céluias epiteliales de mamiferos, células de la granulosa, espermatogonias,
células de Serloli, lineas celulares cancerigenas, etc (Sara y Hall, 1930,
Lowe,1991; Giudice,1892; Mc Cauley,1992; Cohick y Clemmons,1993). En ofros
estudios de proliferacion celular se ha observade que en cultivos de condrocitos
de pollo el IGF-I tiene un efecto estimulatorio mayor que el bFGF o que PDGF

{Bohme, 1892).

El efecto autocrino del 1GF-1 sobre la proliferacidn se evidencié en cultivos
de células foliculares de la tiroides de la rata transformadas con un vector de
expresion de IGF-I humano. En este modelo se observa que la TSH estimuia la
incorporacion de timidina tritiada a las células (Dai y col.,1992; Dai col,1982).
También existen estudios realizados en cultivos de células timicas, en las que se
observa que el IGF-] estimula la secrecidn hormeonal y la sintesis de DNA (Timsit y
col.,1992). Asimismo, la proliferacion de células progenitoras eritroides y de
linfocitos T es estimulada por IGF-l e IGF-ll, a través del receptor de IGF-|

{Merchav y col.,1892; Kooijman y col.,1982; Merchav y col,,1893).
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En células de ia granulosa de la rata se ha abservado que el 1GF-I fiene un
efecto estimulatorio sobre la incorporacion de timidina tritiada. Este efecto se
potencia a bajas concentraciones de FSH o (Bu)2 cAMP, pero es inhibido a altas
concentraciones de los mismos {Bley y col.,1992). En cultivos libres de suero de
espermatogonias de rata, se ha observado que IGF-l e IGF-Ii tienen un efecto

estimulatorio sobre la sintesis de DNA de estas células.

Florini y Magri,1989, demuestran que los IGFs son potentes inductores de
la diferenciacién total de los mioblastos. Este grupe ha demostrado que IGF-|
induce la expresién del gen de la miogenina y que la diferenciacion de estas
células se bioqued cuando se utilizd un oligonucledtido antisentido
complementario de IGF-I. Este dato sugiere fuertemente que |a expresion de este
gen es mediada por la accién de IGF-I (Fiorini y col.,1990,1981). Béjo ciertas
condiciones los mioblastos pueden secretar IGF-|I, que por si solo también induce
diferenciacion. Esta accién autocrina de IGF-, se puede bloguear exponiendo las
células a un oligonucledtido antisentido complementario del RNAm de IGF-Ii

{Florini y col,1991).

FACTOR AISLADO DEL HEPATOPANCREAS DE LA LANGOSTA

Panulirus argus (INIHEP)

Existen varios trabajos adonde se reporta la presencia de moléculas

similares a la insulina en invertebrados, fundamentalmente en insectos y moluscos
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{Martinez y col, 1973). Estas moléculas comparten caracteristicas, bioquimicas y
estructurales (Kramer y col, 1982), lo que sugiere que se han conservado
evolutivamente y juegan un papel importante en el desarrollo y crecimiento de
estos organismos, tanto en la etapa embrionaria como en el desarrollo después
del nacimiento. A estas moléculas que reaccionan inmunoldgicamente con los
anticuerpos anti-insulina de mamiferos se les conoce con el nombre genérico de
“insulinas inmunorreactivas” (Sanders, 1983a), se les ha encontrado en
vertebrados, invertebrados y organismos unicelulares eucariontes y procariontes
(Falkmer, 1972; Falkmer y col, 1973; Falkmer y Ostberg, 1976; Tager y col, 1976;
Fritsch y col, 1976; Plisetskaya y col, 1878; Duve y col, 1979; Epple y col, 1980; Le
Roith y col, 1980,1981). La insulina inmunoreactiva ha sido confirmada en 18
especies de insectos (Kramer y col, 1982) y otras tantas especies de
invertebrados (Flakmer y col 1973,1981). También se ha encontrado en la
langosta Homarus americanus (Sanders, 1983a) y en ofra especie de langosta
Panulirus argus (Gallardo y col. 1994; Galindo y col, 1995). Las técnicas mas
utilizadas para detectar estas proteinas han sido el radicinmunodnalisis {RIA} y las
técnicas inmunohistoquimicas, utilizando en este caso el método de la peroxidasa-

antiperoxidasa (PAP) de Sterberger y col., (1970).

En 1994, Gallardo y col., reportaron la presencia de una molécula con
caracteristicas similares a la insulina, aislada del hepatopancreas de la langosta
Panufirus argus (INIHEP). Realizaron la extraccion empleando el método para la

exiraccion de insulina de mamiferos, reportado por Deroven (1962), con algunas
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modificaciones realizadas por Sanders {(1983%) para su usc en el tejido de

langosta.

Eluyendo el homogenado del hepatopancreas de la langosta Panulirus
argus en una coiumna de Sephadex G-25, se encontrd que existe al menos un
péptido que es reconocido por los anticuerpos dirigidos contra ia insulina humana.
Este dato corrobord en esta especie el hallazgo de Sanders en |a langosta
Homarus americanus. El procedimiento para la extraccion del péptido y la
semipurificacién incluyd la precipitacién del mismo con solventes y la separacidn
de este concentrado por una columna de Sephadex G-50. En el eluido se detectd
la insulina inmuncrreactiva por RIA. Realizando ensayos de radiorreceptores se
observé desplazamiento de la insulina humana marcada por aquellas no
marcadas, en este caso, humana e inmunorreactiva aislada de la langosta. Estos
datos indicaron que la hormona inmunoreactiva aislada de [a langosta fue capaz
de inhibir competitivamente, y en forma dependiente de su concentracion, la unién

de la hormona humana marcada a su receptor en tejide placentario.

Efectos Biolégicos

Gallardo y col., 1994, realizaron experimentos "in vivo" para probar el efecto

de INIHEP sobre el crecimiento de postlarvas de camarén Penaeus schmitfi en

estadio P1 10. El tratamiento consistid en alimentar a estas postlarvas con dos

dietas microencapsuladas, una testigo sin INIHEP y otra suplementada con ef
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péptido. Los animales fueron alimentados diariamente por un periodo de 15 dias y
se mantuvieron en condiciones controladas. Los resultados obtenidos muestran
que el peso final alcanzado por los animales alimentados con la dieta
suplementada fue significativamente mayor (57.5%) que e! de los testigos. E!
tratamiento con INIHEP también incrementd significativamente la tasa de

crecimiento de las postlarvas de camardn.

Otro de [os experimentos permitid evaluar el efecto de estos péptidos
similares a la insufina sobre la incorporacion de la timidina tritada al DNA de
juveniles de langostas FPanufirus argus. Gallardo (1998) observd que el INIHEP
estimulé la sintesis de DNA en el hepatopancreas de los animales (Gallardo,
1998). Por lo tanto es posible que esta molécula sea importante en el crecimiento
en estas especies, y que exjstan receptores de membrana que interactan con ella
transmitiendo fa sefal mitogénica. Esta sefial actuaria probablemente a través de

un conjunto de proteinas endocelulares entre las que estarian tas MAP cinasas.
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TESTICULO

E| sistema reproductor masculino del pollo esta formado por un par de testiculos,

el epididimo, el conducto deferente (transporta los espermatozoides al pene) y el

pene.

Posterior vena cava

/

Testes
Mesorchium
Epididymis

thac vein

Femoral vein

Aorta
Ureter

Vas deferens

Kidney

Fig. §. Esquema del sistema reproductor masculino de polie. Tomade de Sturkie, 1376.
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El testiculo forma parte del 6rgano reproductor masculino y cumple dos funciones
fundamentales aparentemente separadas: 1)- Espermatogénesis: Proceso que se
realiza en los tibulos seminiferos, por el cual las células germinales sufren
divisiones y maduran para finalmente dar lugar a los espermatozoides y 2)-
Esteroidogénesis: Tiene lugar en las células intersticiales (de Leydig), cuya funcion
fundamental es la produccién de testosterona, creando y manteniendo los

caracteres sexuales secundarios propios del macho.

Los testiculos se localizan intraabdominalmente en el extremo cefélico de
los rifivnes en relacidon ventral a los mismos. Ei peso de los testiculos es
aproximadamente del 1% del peso corporal total, y cuando se alcanza la madurez
sexual pesan de 9 a 30 gramos cada uno dependiendo entre otrns factores de la

raza, y del estado nutricicnal de fos animales (Sturkie, 1976).

Se ha demostrado que en el pollo se produce aumento del peso corporal
asi como testicular durante el periodo necnatal y que la secrecidn de testosterona
también aumenta en esta etapa, para después decaer al décimo dia de vida. Los
mismos autores encontraron que en todas las edades comprendidas entre los 2 y
12 dias postnatales, los pollos responden al estimulo con gonadotropina coridnica,

pero este incremento es menor con la edad del animal (Pedernera y col, 1984).

El parénquima de los testiculos de las aves estd formado por {os tibulos
seminiferos, tejido intersticial y tejido vascular, No esta dividido en I6bulos (Lake,

1957). El esperma pasa de los testiculos al epididimo, en el que es almacenado
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en el saco seminal y se elimina luego por los vasos deferentes. En las aves los
dos testiculos no son de igual tamario, el izquierdo es menor que el derecho.
(Jameson Jr, 1988) Por la misma razén que no existan divisiones nt 1obulos, los
tabulos seminiferos tienen un didmetro grande y un gran contenido de fluido. El
conducto deferente, es un tubo largo gque corre por la superficie posterior
medioventral del riién paralelamente con los uréteres, y termina en la pared de la

cloaca.

El testiculo del embrién de pollo de 18 dias de edad presenta una
verdadera tiinica albuginea que lo rodea. Entre ef epitelio superficial y la region
medular en la que se ubican los cordones testiculares, se encuentra tejido laxo y
material fibrinoide constituido por colédgena y fibronectina. Se observan también
algunos vasos sanguineos. En el intersticio se encuentran células de Leydig con
sus caracteristicas inclusiones lipidicas, algunas de las cuales tienden a formar
conglomerados. Rodeando los cordones testiculares se encuentran células
pericardonales o peritubulares que mantienen la integridad de los cordones y
participan en la formacion de la l[dmina basal. Entre las células peritubulares se
encuentran algunas células con apariencia fibroblastoide que son las precursoras
de las Leydig maduras. Delimitando los cordones testiculares se observa la l[amina
basal y hacia el interior se encuentran espermatogonias de gran tamafio con
citoplasma claro y un nucleo de gran tamafio con cromatina poco condensada, y
células de Sertoli de menor tamafio que las espermatogonias, gue presentan un
niclec peguefic en donde pueden observarse varios nucleolos. Resultados

similares realizando estudios morfoldgicos en embriones de pollo de 17 dias de
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desarrollo muestran que en esta etapa el cordén seminifero y el tejido intersticial
se& encuentran bien definidos, y describen la existencia de tres tipos celulares en el
tejido intersticial (), 11, ). La primera tiene apariencia de fibroblasto, las segundas
son células transicionales, con forma de huso y ias de tipo Il son células de
Leydig con las caracteristicas propias de una célula esteroidogénica, que forman
islotes separados del corddn seminifero y de las células tipo 1 y Il (Aguilar,

Romano y Pedernera, 1981).

Las células somaticas del testiculo (Células de Sertoll), crean un
microambiente propicic para el dptime desarrcilo de las células germinales. Estas
células proliferan durante el desarrolio fetal y neonatal, pero cesan la division al
iniciarse la espermatogénesis. Se sabe que las células de Sertoli tienen funciones
que son criticas para el buen desarrolio y funcionamiento del testiculo. Sirven
como barrera hematotesticular, sintetizan y secretan proteinas como la proteina
transportadora de andrégenos (ABP), también sintetizan proteinas transportadoras
de metales y diferentes factores de crecimiento que tienen papeles importantes en
el desarrollo y buen funcionamiento de la gonada. Entre estos factores se
encuentra el IGF-I que es producido por las célufas de Sertoli, las células de
Leydig y las células germinales de ratas inmaduras (Hansson y col. 1989). La
produccion de este factor en e) testiculo de la rata es regulada por las hormonas
hipofisiarias, LH y FSH. Una de las funciones principales de este factor es la de
regular las funciones de las células de Leydig diferenciadas (Khan y cols. 1987).
Otros investigadores han reportado también efectos del IGF-I sobre el testiculo,

{Bernier y cols 1986, Perrard y cols. 1987 y Benahmed y cols 1987), observando
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que el pretratamiento de células de Leydig porcinas con IGF-{ estimula ia

produccion de AMPc y testosterona “in vitro™.

Las células de Leydig son las encargadas de sintetizar las hormonas
esteroides a partir de los ésteres de colesterol. La testosterona es el esteroide
mas importante de los producidos en el testiculo. Se plantea que estas células
solo proliferan durante etapas tempranas de la diferenciacion del testiculo.
Durante la maduracion adquieren una morfologia caracteristica de células
productoras de esteroides, con abundante reticulo endoplasmico liso, mitocondrias

con crestas tubulares e inclusiones lipidicas {Knobil, 1988).

Las células de Leydig diferenciadas presentan alta actividad de 3 pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa, NADPH, NADH, fosfatasa alcalina y glucosa-6 -

fosfato deshidrogenasa.

Hormonas Testiculares y Esteroidogénesis en Aves

Las hormonas esteroides también son necesarias para el crecimiento de
los 6rganos reproductores de las aves. Los testiculos del pollo sintetizan
estrégenos y andrdgenos. Hohn y Cheng (1967), reportaron altas concentraciones
de estrona, estradiol y estriol en los testiculos de pollo, sin embargo otros
investigadores no han reportado la presencia de estrégenos en los testiculos de

esta ave (Delrio y col.,1967). Las progestinas también han sido identificadas en el

36



testiculo, pero no queda claro si estas actlian localmente, si tienen sitios de accidn
exiratesticutares o si son solamente precursores de la testosterona (Cardinali,
1970; Delrio, 1967). En el pollo, al igual que en los mamiferos, se ha identificado a

la testosterona como el principal andrégeno sintetizado por las células de Leydig.

Gonadotropinas

Las hormonas glucoproteinicas de la hipofisis y de la placenta comprenden
una familia de hormonas estrechamente relacionadas que se encuentran en todos
los vertebrados. Debido a que existe una gran homologia estructural entre las
diferentes especies se considera que han evolucionado de un precursor comin
{Bentley, 1982). Las que conforman este grupo son la hormona estimulante de la
tiroides (TSH) y las llamadas gonadotropinas. Las gonadotropinas son las
hormonas estimulantes del foliculo {(FSH) y Iuteinizante (LH} de origen hipofisiario,
y la gonadotropina coridnica humana (hCG) de origen placentario. Todas ellas
tienen dos cadenas peptidicas ( o y B ), unidas en forma covalente por puentes
disulfuro; a cada una se unen grupos carbohidratos constitutivos. Los azticares
que constituyen del 15 al 31% del peso molecular de estas hormonas son la
fucosa, 2 manosa, la galactosa, 1a glucosamina y 1a galaciosamina. También se
puede encontrar acido sidlico de manera inconstante. La secuencia de

aminoacidos de la cadena o es idéntica o muy similar para todas las hormonas.

Las cadenas B confieren especificidad por la hormona a la molécula completa y
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tienen importantes diferencias en la secuencia de aminoacidos por lo que

distinguen a una hormona de otras (Williams, 1985).

Los organcs blanco de las gonadotropinas, son las gonadas masculina o
femenina. El tejido gonadal presenta receptores especificos para cada una de
estas hormonas. En ef caso de la LH, esta hormona comparte su receptor con el

de la gonadotropina coridnica (hCG) (Karsch, 1984).

Efectos y Mecanismo de Accién de las Gonadotropinas en el

Testiculo

Es sabido que la LH y la hCG tienen ia capacidad de regular a sus propios
receptores en el humano y otros mamiferos. Esta regulacion puede ser positiva y
mantiene o estimula el nimero de receptores para las gonadotropinas. Pero

también puede regular negativamente |a cantidad de receptores en ta celula.

Estudios realizados por Huhtaniemi y col, 1981; Tahka, 1986; Tsuruhara y
col,1977; Dufau y col,1988, muestran que ias gonadotropinas ejercen un control
dual sobre la funcidn de las células de Leydig de testiculo adulto. Bajas dosis de
LH/hCG mantienen los receptores y las hormonas esteroidogénicas en un estado
de “regulacién positiva®. Por el contrario altas dosis de estas hormonas causan

una “regulacién negativa” del receptor y desensibilizacion de los mismos.
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En Ja gonada masculina los receptores a LH/hCG se encuentran en las
células de Leydig vy los de la F8H en las células de Sertoli. La LH y la hCG
producen efectos rapidos y a large plazeo. La accion a corto plazo consiste en la
estimuiacién de la esteroidégenesis, y tiene como consecuencia el aumento de la
secrecion de testosterona. La union de la LH o hCG a sus receptores ocasiona un
incremento en ia produccion de AMPc intracelular y la activacion de la proteina
cinasa dependiente de &l (Cooke y col., 1877; Dufau y col., 1978). Estas hormonas
provocan un aumento en la actividad de ia esterasa del colesterol y estimulan la
fosforilacion del sistema citocromo P-450. También inducen una mayor actividad
en las enzimas encargadas de la conversion de la pregnenolona a testosterona:
17a-hidroxilasa y C17,20-liasa (desmolasa), 17p-hidroxiesteroide ;:leshidrogenasa
y 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa. El mecanismo exacto no se conoce pero se
piensa gue la estimulacion aguda de la sintesis de AMPC ocasiona una elevacion
de la afinidad por el sustrato, el colesterol, con la cadena enzimatica mitocondrial
{P-450scc). E! colesterol es cortado por la P-450scc para producir pregnenolona,
la que es metabolizada posteriormente a testosterona por enzimas asociadas con

el reticuio endoplasmico liso.
En relacion con los efectos a largo plazo de LHMCG, se describe que la

administracion de estas hormonas en forma cronica, durante 5 semanas, produce

ia hipertrofia e hiperplasia de las células de Leydig (Tahka,19886).
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Estudios realizados utilizando como modelc células testiculares de rata
adulta mostraron que una dosis unica fisioldgica de hCG induce un aumento en el
namero de receptores para esta harmona, Este fendmeno ha sido considerada
como un efecto fréfico tardio de la hCG en cuanto a ia induccidén y el
mantenimientio de receptores (Huhtaniemi y col,1881). La administracién de dosis
altas de hCG produce en un primer momento un rapido aumento del numero de
receptores LH/hCG, que se explica por un desenmascaramiento de los mismos o

por la incorporacion de nuevos receptores a la membrana (Huhtaniemi, 1984).

Distintos investigadores han estudiado las modificaciones que se asocian al
fendémeno de “regulacion negativa” para estos receptores. Se ha observado que el
fratamientc agudo con hCG induce dos tipos de alteraciones, que son
dependientes de la dosis y del tiempo de exposicion a esta hormona. Entre estas
se encuentran la pérdida de receptores a LH/hCG y las alteraciones
esteroidogénicas, que pueden ser de dos tipos: tardia’ en los pasos posteriores a
la formacién de progesterona y “temprana”, que se presenta antes de la formacion
de pregnenclona. Experimentos in vivo e in vitro en los cuales fueron utilizadas
altas dosis de hCG demostraron la existencia de una rapida pérdida de receptores
para LH/ACG ulterior al tratamiento; estos efectos perduraron hasta una semana,
produciéndose la recuperacion dos dias después de este periodo (Sharpe, 19785,

Haour y Saez, 1977; Hsueh y col, 1976; Catt y col, 1879; Schumacher, 1576).
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Funcion Testicular

En el embiién de pollo, los testicuios se encuentran morfoldgica y
funcionalmente diferenciados a los oche dias de desarrollo ya que son capaces de
producir testosterona en pequefias cantidades (Woods, 1977 y Guichard, 1973).
Acorde con este hecho Chieffi (1964) y Narbaitz (1963), encontraron actividad de
J]a enzima A5-3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa asi como la presencia de lipidos

en gonadas de esta edad.

La funcion testicular en el pollo también es controlada por el eje hipotalamo-
hipofisis-gonada (Woods, 1987). Nalbandov {1948), hipofisectomizo pollos machos
y observé que las gonadas se atrofiaban, que habia una regresion de los érganos
sexugles y que se producian algunos cambios en el plumaje. Se demostro que
FSH es necesaria para iniciar el crecimiento de los tubulos seminiferos. Por otro
lado la LH interviene en el desarrollo de las células de Leydig y en la subsiguiente

sintesis y secrecion de andrdgenas (Graber y col.,1967).

En el caso de la prolactina, Nolvandov {1945), realizé estudios para conocer
su efeclo sobre los testiculos de pollo y encontré que al administrar la prolactina
los testiculos se atrofiaban, disminuyendo la produccion de androgenos, y una
reduccidn del tamarfic de la cresta. Sin embargo otros trabajos no estédn de
acuerdo con estos resultades por lo que no pueden extenderse a todas las

especies de aves.
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Woods, (1977 a,b), estudio el efecto de las gonadotrapinas en la sintesis de
androgenos. Utilizando la técnica de inmunocitoquimica, determiné que después
que los embriones de poilo eran decapitados presentaban un decremento de los
andrégenos del testiculo en el dia 13.5 de incubacién, y que éstos se restablecian
cuando se realizd transplante de adenohipdfisis o se adicionaba LH en ia
membrana corioalantoidea (CAM). Asimismo los embriones hipofisectomizados
presentaron bajos niveles de testosterona en plasma, y el agregado de LH o bien
un transplante de adenohipofisis a la membrana corioalantoidea revirtio el efecto
de la ablacion de la hipdfisis. Estos datos demostraron que la sintesis y secrecion
de testosterona estd bajo el control de la hipdfisis, estableciéndose el eje
adenohipofisiario-testicular a los 13.5 dias de desarrollo embrionario

{(Woods, 1983).

Hormonas Esteroides

La estructura quimica bdsica de los esteroides son cuatro anillos
arométicos, tres cicloexanos (A,B,C) y un citlopentaro (D), toda la molecula es
conacida como ciclopentanoperhidrofenantreno. Sobre este nlcleo se agregan

cadenas laterales las que determinan las diferentes clases de esteroides.

El compuesto de 27 atomos de carbone (C27) con nucleo colestano y

grupos metilo en posicién C10 y C13 y una cadena con ocho carbonos en C17,
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corresponde al colesterol, compuestp basico a partir del cual se forman todas las

hormonas esteroides.

A partir del colesterol se forman los compuestos de 21 &tomos de carbono
(C21) que corresponden al nucleo de pregnano. Estos compuestos por su
actividad biocldgica se llaman progestinas como pregnenolona, progesterona, 17-

hidroxiprogesterona, 20-hidroxiprogesterona.

Las progestinas dan origen a los androgencs por pérdida de la cadena en
C17 1o que origina 10s compuestos con un nicleo de androstano. Los androégenos
son precursores biosintéticos de los estrégenos porque pueden ser aromatizados,
Estos Ultimos han perdido el grupo metilo del C10, tienen 18 carbonos (C18), su

anitlo A estd aromatizado y su grupo basico es el estrana {Braid, 1984 ).

Biosintesis de Testosterona

Existen dos vias para la sintesis de testosterona, la via A4 y la A5 (Fig. 6).
Todos los esteroides intermediarios de las dos vias son producidos por los
testiculos en poilo y en otras aves. (Lake y Furr, 1971; Nakaruma y Tanabe, 1972;

Galli y col., 1973; Guichar y col. 1973%b).

Por técnicas bioquimicas e histoguimicas se han identificado en testiculos

de pollo enzimas gue metabolizan a los esteroides y que a su vez son marcadores
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especificos de las células esteroidogénicas (Lake y Fum, 1971; Nakamura y
Tanabe, 1972; Lofts y Murton, 1973). Nakamura y Tanabe, 1972, reportaron que
los testiculos de polios adultos pueden utilizar ia via A4 y la A5 para la sintesis de
testosterona. Como ocurre en mamiferos, la actividad enziméatica relacionada con
la secrecion de testosterona a partir de pregnenolona (ambas vias) se encontré en
la fraccion microsomal de homogenados de testiculos. Estudios in vitro en polios
mostraron que la gonada embrionaria es capaz de sintetizar testosterona de
manera mas eficiente por 1a via de dehidroepiandrosterona {DHEA), Guichard y
col., 1973a. En estudios realizades utilizando cultivo de drgano  se mostro que el
testicuio de embrién de polio puede sintetizar testosterona a partir def séptimo dia
de vida {Guichard col., 1973a; Galli y Wassermann, 1973), en el desarrolio pre y
postembrionario. Se ha encontrado gue los metabolitos de la via de sintesis de
testosteronia cambian con [a edad del animal (Sturkie, 1976). En mamiferos estos
cambios en la sintesis de andrégenos estdn ascciados con la maduracién del

sistema enzimatico (Linder, 1961).

Se ha informado que los testiculos del embrién de polio son capaces de
producir hormonas sexuales femeninas, sin embarge no hay evidencias de que
circulen en sangre. A este respecto existe un reporte de Fraps y col., 1949, que
informa de la presencia de progesterona en {a sangre de pollos machos, pero se
sabe que el bioensayo que ellos utilizaron detecta otros esteroides. Guichard y col
1973a reportan que los testiculos de embriones de pollo pueden sintetizar

pequefias cantidades de estrona y estradiol cuandoe son incubados in vitro.
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Woods y Domm en 1986 demostraron la presencia de la enzima AS5-3p-
hidroxiesteroide-deshidrogenasa, que es la responsable de convertir la
pregnenciona a progesterona, y la DHEA a androstenediona en las células de

Leydig de testiculos de embriones de pollo.

La posibilidad de que la actividad secretora de las células de Leydig de ias
aves estuviera estimulada por la LH fue sugerida por Follet y col., (1972), quienes
encontraren que los niveles de LH en ef plasma se incrementaban de manera
significativa después que las codomices eran expuestas a cuatro dias de
fotoestimulacién. Otros autores {Nicholis y Graham 1972), observaron que cuando
la codorniz Japonesa se exponia durante tres dias a estimulo de luz, las células

de Leydig sufrian un cambio de células no secretoras a células secretoras.

Woods (1987} estudi6 la maduracién del eje hipotalamo-hipéfisis-gonada y
observ) que éste comienza a regular la adenohipdfisis-gonada durante el Gitimo
tercio del desarrolio en el embrion de pollo. También encontré que a partir del dia
13 de desarrolio del embrion macho, la LH comienza a regular ia sintesis y
secrecion de testosterona. Asimismo la LH incrementa e nimero de receptores
homdlogos en las células de Leydig, lo que conlleva a un aumento de la sintesis
de testosterona, que a su ver disminuye los niveles de LH en plasma,

estableciendose asi un mecanismo de retroalimentacién negativo.
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Por otra parte, estudios realizados en el pato Pekin revelan que el
incremento de! tamafo de las céluias de Leydig al inicio del ciclo reproductivo es
paralelo al incremento de los niveles de testosterona en plasma {Garnier y Attal,
1970; Garnier, 1971)}. Castro y Romano (1994) estudiaron el efecto de FSH y hCG
en el mantenimiento de la produccion basal de testosterona por células de
testiculos de pollos recién nacidos. Encontraron que las gonadotropinas estimulan
la produccion de testostercna de manera tiempo y dosis dependiente y que se
produce una regulacién negativa, con disminucion de Jla produccion de

testosterona en presencia de altas dosis o exposicién prolongada a hCG.

No solo las celulas de Leydig del embrion de pollo son capaces de
metabolizar esteroides. Las células de Sertoli y el epitelio de revestimiento de los
conductos de salida de los testiculos de pollo también continen enzimas que

metabolizan androgenos (Lofts y Bern, 1972; Lofts y Murton, 1973; Tingari, 1873).

Efectos de la insulina sobre el Desarrollo del Testiculo

La diferenciacion y el crecimiento de las gonadas mascuiinas incluyen
interacciones entre las células somaticas y las germinales que conforman el
testiculo. Estas interacciones son reguladas principalmente por las hormonas
troficas FSH, LH, GH, prolactina y por los efectos autocrinosiparacrinos que
efercen algunos factores de crecimiento. Estas hormonas y factores modulan la

funcién esteroidogénica de las células de Leydig. Algunos ejercen efectos de tipo
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paracino como por ejemploc FSH, dado que no se han podido demostrar

receptores para esta hormona en células de Leydig.

Khan y colaboradores en 1992 realizaron estudios para conocer el efecto
que producia la insuling, los factores de crecimiento (IGF-|,TGFw) y la LH sobre la
proliferacién de las células de Leydig de ratas no maduras. Observaron por
técnicas de autorradiografia la incorporacion de timidina tritiada en el nicleo de las
células, y reportaron que tanto la LH como la insulina , IGF-1 y TGFa estimularon
la incorporacion de limidina tritiada. La incorporacion de timidina trittada que
indujeron ta insuling vy el TGFo dependid de la densidad celular. Tambien
observaron que estas maléculas producian efecto estimulatorio tanto cuando se

administraban juntas como por separado.

QOtros trabajos como ef de Moore y Morris (1993) demostraron que la
insulina estimula ta sintesis de DNA de células de Leydig de roedores y que este
estirmulo se produce a través del receptor de IGF-l. Este efecto fue mayor en
cultivos depletados de células de Leydig intersticiaies, que en cultivos ricos en
este tipo celular. En su trabajo también reporian que la insulina y TGFo actian
sinérgicamente, provocando un importante incremento en la incorporacion de
timidina tritiada en células intersticiales. Estos resultados muestran el efecto
paracrinofautocrino que tiene esta molécula sobre el crecimiento y desarrolio de

las células intersticiales.
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Adashi y colaboradores (1982), estudiaron ef efecto que la insulina
provocaba sobre la esteroidogénesis midiendo la secrecion de testosterona basal
y estimulada con hCG, en células de testiculo de rata adulta hipofisectomizadas.
Demostraron que la insulina no estimulaba la produccion basal, pero que si
incrementaba la secrecion de testosterona dependiente de hCG, de manera dosis
dependiente. En cambio Lin y cols (1986) utilizando células de Leydig purificadas
de rata aduita, encontraron que la insulina estimulaba moderadamente la

produccion basal de testosterona y marcadamente la dependiente de hCG.

Dubois y Callard en 1993 estudiaron los mecanismos de control de la
espermatogénesis in wifro. Utilizaron cultivos de unidades- conformadas por
células de Sertoli y germinales del testiculo del pez perro Squalus acanthias. El
estudio se realizé en células premeidticas, meidticas y postmeidticas. Usando la
técnica de incorporacion de timidina tritiada investigaron el efecto que producia la
insulina y el 1GF-1 sobre fa sintesis de DNA, Sus resultados muestran que estas
moléculas participan en los mecanismos que gobiernan la proliferacién de células

germinates masculinas.
Efecto de los IGFs sobre el Testiculo

Rouilier-Fabre y colaboradores en 1998 estudiaron el efecto de IGF-l sobre
ia diferenciacion y las funciones estercidogénicas de las células de Leydig de ratas

inmaduras utilizando testiculos de fetos de ratas de diferentes edades. Observaron
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que la adicién de IGF-| a los cultivos por 3 dias, en presencia o ausencia de LH,
incrementd e pimero de células de Leydig identificadas por una técnica
histolégica-quimica que revela la presencia de la 3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (38-HSD). La reaccidon positiva fue mas pronunciada en los
cultivos de células de testicuios de fetos de 16.5 dias, edad en gue las céluias de
Leydig se estan diferenciando in vivo. A esta misma edad se observd que tanto
IGF-I como la LH incrementan significativamente la produccion de testosterona.
Estos autores concluyeron que estos resuitados sugieren que 1GF-i es un factor
que actia de manera paracrinafautocrina en la diferenciacién y actividad de las

células de Leydig fetales.

La secrecion hormonal de ofros tipos celulares también es regulada por los
IGFs. En el ovario estos factores estimulan la sintesis y secrecién de hormonas de
las células de la granulosa y de las céiulas de la teca del ovario, v se ha
observado un efecto sinérgico cuando se combinan con FSH y un estrogenc
{Giudice,1992). Por ofra parte en presencia de IGF-l, las células de la zona
fascicular de la glandula suprarenal incrementan el nimero de receptores para la
hormona liberadora de corticotropinas (ACTH} y aumentan la secrecidn de
hormonas esteroides cuando se estimulan con dicha hormona. (Penhoat y col,
188%). También se observé que al tratar a estas células con ACTH se proveca un
estimulo de la secrecion de IGF-I, que de forma autocrina potenciaria la accion de
fa ACTH. Estudios de Lowe (1991), demuestran que IGF-l también estimula Ia

secrecion de hormonas por células de Leydig y células foliculares tiroideas.



Lin y colaboradores en 1986 investigaron el efecto de IGF-1 sobre la
esteroidogénesis. Utilizaron células de Leydig de ratas maduras y observaron el
efecto de IGF-I sobre la produccion de testosterona basal y estimulada con hCG.
Encontraron que IGF-l estimulaba la secrecion de testosterona, tanto basal como
dependiente de hCG; el efecto dependia de la dosis de IGF-I aplicada. Estos
resultados sugirieron que las células de Leydig tenian receptores de tipo IGF-| ¥
ios mismos autores comprobaron esta hipotesis (Lin y col,1986). De Meilow y col.
{1987} utilizaron el mismo modelo para investigar el efecto de IGF-l, IGF-H.
Observaron que a corto tiempo de exposicion, los IGFs estimularon la secrecion
de testosterona significativamente y que este efecto fue mayor cuando se
estimulaba con hCG y cuande la densidad ceiular era elevada. Concluyeron que
en un corto tiempo de exposicién {1 hora) a IGFs, estos factores son capaces de
estimular la esteroidogénesis en las células de Leydig. El efecto que provocan
estos f{actores parece ser parte de los mecanismos de control paracrino gue

operan en el testicuio.

Otros trabajos reportan efecto esterocidogénico de IGF-l sobre las células de
Leydig. Bernier y coi. (1986) utiiizaron células de Leydig de cerdo, que cultivaran
en un medio F-12/DME enriquecido con transferrina, vitamina E y diferentes dosis
de IGF-i (0.5-100 ng/mi) durante 3 dias; las céiulas fueron ademas tratadas con
hCG por 4 horas. Observaron que el pretratamiento con IGF-l estimulé la
secrecion de testosterona dependiente de hCG. Utilizando este mismo modelo

Perrard y col. (1987), demostraron que IGF-l incrementa significativamente la
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union de LHMCG, ia secrecion de testosterona basal asi como la dependiente de
hCG. Morera y col. (1987), también evaluaron los efectos de IGF-1 sobre células
inmaduras de Leydig de cerdo, obteniendo una estimulacién méxima de la
secrecién de testosterona dependiente de hCG, con la dosis de 50 ng/ml de 1GF-I.
Estos mismos autores hicieron otros estudios adonde ademas de [IGF-I (100
ng/mi) agregaron al medio un inhibidor de la sintesis de DNA (citosina arabinosida,
10pM), observando que este tratamiento no afectaba la accién esteroidogenica de
IGF-I sobre estas células. Concluyeron entonces que el aumento de la produccion
de testosterona producido por el IGF-| no esta relacionado con la proliferacion de

las células de Leydig.
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i os antecedentes arriba mencionados permiten afirmar que la insulina y los
factores de crecimiento similares a la insulina actlan scbre diversos tipos
celulares modificando la proliferacion celular y las funciones propias de dichas
células. En el presente trabajo nos interesa particularmente el efecto de insulina
sobre ¢l testiculo de embridn de pollo en desarrollo. Los antecedentes en cuanto a
la influencia de la insulina en Ia proliferacion de fibroblastos de la piel del embridn
de pollo, sugieren que esta hormona podria modificar la proliferacion de las células
del testiculo de estos embriones. Este hecho podria ser relevante para ia funcién
del testiculo; particularmente nos interesa estudiar las consecuencias del efecto de
insulina en la esteroidogénesis del testiculo del embrion de pollo. No se
encontraron datos en la literatura referentes a efecto de insulina sobre el testiculo

del embridn de pollo, ni del pollo aduito.

Por otra parte se ha anotado antes que el factor aislado dei hepatopancreas
de \a langosta Panulirus argus (INIHEP), tiene propiedades compatibles con [os
factores de crecimiento similares a la insulina. INIHEP es capaz de incrementar
significativamente el crecimiento del camarén en cultivo (Galindo y col., 1994), Sin
embargo se dispone de pocos datos sobre los tipos celulares involucrados en este
efecto. Basados en los efectos de los IGFs en fibroblastos supusimos que INIHEP
podria modular la proliferacion de estas céluias. Por lo tanto se propuso e} cultivo
de fibroblastos de la piel de embrion de pollo como modelo bicldgico para el
estudio del rol de dicho factor. Dado que en el transcurso de esta tesis se observé
que la insulina estimulaba la proliferacion celular en un cultivo de testiculo de

embrién de pollo, se planteé la posibilidad de que INIHEP modificara también la
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proliferacion de células del testiculo, e influyera por ejemplo sobre fa produccion

de testosterona por las células esteroidogénicas.



HIPOTESIS

1- 5i la insulina medifica la proliferacion de fibroblastos de la piel del embrion de
pollo, entonces es posible que esta hormona afecte también la proliferacion celutar
en el testiculo del embrién de pollo. Estos cambios podrian a su vez modificar la

estercidogénesis en este érgano.

2- Si el factor aislado del hepatopancreas de la langosta Panuiirus argus {INIHEP),
incrementa el crecimiento de! camardn en cuitivo, entonces es posible que este
factor modifique la proliferacion de fibroblastos en la piel del embridn de pollo, y
asimismo de las céluias del testicuto.

OBJETIVO GENERAL

Conocer el efecto de insulina y del factor aislado del hepatopancreas de la
langosta Panulirus argus sobre los fibroblastos de la piel y scbre las células del
testiculo del embridn de polle in vitro.




OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Conocer el efecto de insulina sobre la proliferacion de fibrobiastos de la piel de
embrion de polio de 12 dias.

2- Establecer el efecto de INIHEP sobre la proliferacion de fibroblastos de la piel
de embrion de polio de 12 dias.

3- Conocer el efecto de la insulina sobre la proliferacion de células del testiculo de
embrién de pollo de 18 dias.

4- Establecer el efecto de INIHEP sobre ia proliferacidn de células del testiculo de
embrién de poilo de 18 dias.

5- Conocer el efecto de la insulina sobre ta produccion de testosterona basal y
dependiente de hCG, en células del testiculo de embridn de pollo de 18 dias.

8- Establecer el efecto de INIHEP scbre la produccidn de testosterona basal y
dependiente de hCG, en células del testiculo de embrion de pollo de 18 dias.

56



MATERIALES Y METODOS

Cultivo Primario de Fibroblastos

Se utilizaron embriones de pollo de 12 dias de edad. Los embriones se
extrajeron del huevo en forma aséptica y se colocaron en cajas de Petri estériles

que conteniar una solucion salina libre de calcio y magnesio.

Se procedid a la toma de pequefios fragmentos de la piel de la zona de
abajo del ala para evitar el exceso de plumas. Los fragmentos se colocaron en
matraces Erlenmeyer que contenian 20 ml de fripsina al 0.25% (Gibco) y se
incubaron durante 15 minutos a 37°C, con agitacion continua de 90 ciclos por

minuto en un bafo Precision.

Transcurrido este fiempo los fragmentos de piel se trasladaron a tubos de
vidrio v se adicioné medio Eagle Modificado por Dulbecea (DMEM) con 10% de
suero bovino fetal (SBF, Agroindustria Nacional), para detener la accion de la
tripsina. El proceso de disociacion celular se completé utilizando pipetas Pasteur.

Las céluias se sembraron en placas de 24 pozos, calidad de cultivo de
tejidos (COSTAR, Cambrige, Ma 02140) a razon de 180,000 células por pozo, en
1 m! de DMEM, (GIBCO, No. 12800-058, que contiene glucosa, L-giutamina,
piruvate de sodio) al que se le agregd 0.1% de una solucion de antibidticos
(penicitlina 10,000 U/mt y estreptomicina 10,000 meg/ml) y SBF al 10%.

Las células se incubaron a 37°C en una atmosfera de 95% de oxigeno y 5%
de COz por un tiempo de 24 horas.
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Estudio para conocer la concentracion optima de Suero Bovino Fetal a
utilizar en los cultivos de Fibroblastos de embridn de pollo de 12 dias.

Para realizar este estudio se prepar® DMEM, variando las concentraciones
de SBF (5 y 10%). Las células de fibroblastos se cultivaron como se describid
mas arriba. Recibieron luego un pulso de timidina tritiada, por 24 o 48 horas:
Terminado el tiempo de incubacion, se retird el medio y las células se lavaron con
5004 de timidina no marcada. Se adiciond 1 ml de Tripsina al 0.25% a cada pozo
y tas células se incubaron bajo las mismas condiciones por un tiempo de 15
minutos. Después se raspd cada pozo para obtener las células, las que se
colocaron en un vial al cual se le afadié liquide de centellec v se contaron en un
corador de centelleo liguido, Beckman LS 6000 TA, USA.

Efecto de insulina e INTHEP sobre la proliferacién de células de fibroblastos.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se procedid a retirar el medio de
cultivo y a lavar tres veces las células con una solucién libre de calcio y magnesio.
Se adicioné a cada pozo 1 mi de medio DMEM sin SBF, con albimina al 0.1%
mas la solucion de antibidticos. Se incorporé entonces el factor aislado del
hepatopancreas de la langosta Panulirus argus (INIHEP) o insulina (1, 10, 100,
1000 ng/m! y 10, 50 y 100 pg/mi). Alguncs pozos no recibieron hormonas. Se
incubaron las células bajo las mismas condiciones mencionadas anteriormente. A
las 8 horas de incubacién se agregd a las células un pulso de timidina tritiada de
10 W por pozo, y se incubaron por 2 horas mas. Terminado el tiempo de
incubacion, se retiré el medio y las células se lavaron con 500ul de timidina no

marcada y se procesaron como se refiere mas arriba.
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Curva Temporal de Respuesta a Insulina

Los fibroblastos de embrion de pollo previamente cultivados por 24 horas en
las condiciones descritas, se lavaron con medio DMEM. Las céelulas se incubaron
a 37°C con las diferentes concentraciones de insulina durante varios tiempos (G,
12 y 24 horas). Dos horas anies de concluir sl tiempo de incubacion se le did al
cultivo un pulso de timidina tritiada. Transcurrido el tiempo de incubacion se

procesd el experimento de ja manera que ya se ha explicado.

Cultivo Primario de Testiculo

Para la realizacion de estos cultivos se utilizaron testiculos de embrion de
pollo de 18 dias de edad. Los embriones se extrajeron asépticamente, se
colocaron en cajas de Petri estériles y fueron decapitados. Se disecaron ambos
testiculos, se pusieron en cajas de Petri que contenian una solucidn salina libre de
calcio y magnesio y se limpiaron de tejidos adherentes. El teiido se pasd a un
matraz que contenia Tripsina al 0.25% en solucidn salina libre de calcio y
magnesio y se incubd a 37°C en un baiio con agitacién continua, de 90 ciclos por
minuto por un tiempo de 15 minutos. Transcurrido este tiempo, los testiculos
semidisociados se colocaron en un tubo ¢énico con medio DMEM con SBF para
completar la disgregacion de forma mecanica. Se tomaron de la suspension
anterior 200 microlitros y se sembraron en pozos de placas calidad cultivo de
tejido, que contenian DMEM mas 10% de SBF y la solucion de antibidticos ya
mencionada. Las células se incubaron a 37°C, en una atmésfera de 5% de COz y
95% de oxigeno, durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se procedid a
realizar los diferentes experimentos con INIHEP o insulina, para valorar su efecto
sobre la proliferacién celular. Asimismo se estudid la produccién de testosterona

59



en condiciones basales y bajo estimulo con hCG, en presencia y ausencia de

insulina e INIHEP, como se describe a continuacién.

Secrecién de Testosterona por células de testiculo en cultivo.

Las células de testicule cultivadas durante 24 horas se lavaron con medio
fresco DMEM y se adicionaron diferentes concentraciones de insulina (10, 50 y
100 pg/mt o del factor (100, 10 y 1 ng/ml) con y sin hCG a una cancentracion de
2.5 UJ.1 / ml, incubandose por 18 horas a 37 °C, en 95% de aire y 5% de CO.
Transcurido este tiempo se tomd el medio de cultive y se procedio a la extraccion
de testosterona segun la metodologia descrita mas abajo, para después realizar el

Radioinmunocanalisis.

En otros experimentas las células se incubaron en DMEM + albimina 0.1%
y diferentes concentraciones de insulina por 1 hara y se cambid nuevamente el
medio por otro que contenia DMEM + 0.1% de BSA (secrecion basal de
testosterona) o bien dicho medio mas hCG (2.5 U.Vml) (secrecion dependiente de
hCG). Se procedié a incubar las células durante 3 horas en las condiciones ya
descritas vy al final de este periodo se recogieron los medios para medir
testosterona previa extraccién con éter.

Estudio de la Proliferacion Celular en Células de Testiculo de Embrién de
Pollo de 18 dias.

Las células que se encontraban en medic DMEM mas 10% de SBF por 24
horas, se lavaron 3 veces con DMEM sin SBF, y se les adiciond oftro medio que
contenia albimina al 0.1% mas la solucidon de antibidticos, y las diferentes
concentraciones de insulina {10, 50, 100 pg/m!) o de INIHEP {1, 10, 100, 1000
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ng/ml). Las células se incubaron por 18 horas en estas condiciones y dos horas

antes de concluir la incubacion se dio un pulso de timidina tritiada.

Terminado este periodo, se retiré el medio v las células se lavaron 3 veces
con timidina no radicactiva. Se adiciond 1 mi de tripsina al 0.25% & cada pozo y
las células se incubaron por un tiempo de 15 minutos. Después se raspd cada
pozo para obtener las células, las que se colocaron en un vial al cual se le afadio
liquido de centelleo. La radioactividad se conté en un contador de centelleo liquido
Beckman LS 8000 TA, USA.

Técnica de Extraccién de Testosterona

Se vacio el contenido de cada pozo en tubos conicos para extraccion y se
les anadid 5 mL de éter frio. Se agitd por 1 minuto en vortex. Se congeld con hielo
seco y acetona para separar |a fase acuosa de la fase etérea. Se decanto todo el
éter en ofros tubos cénicos y se esperd a que se descongelara toda la fase
acuosa, Se repitieron los pasos 2 y 3. Se evaporé todo el éter extraido en cada
tubo en bafo a 37°C con agitacion continua. A cada tubo se le adicionaron 500
microlitros de amortiguador especial para Radioinmunoanalisis (RIA). Se agité un
minuto y se congeld hasta la realizacion del RIA,

Técnica de Radioinmunoandlisis de Testosterona

Se prepararon por duplicado los siguientes tubos: cuentas totales, la que
contenia Unicamente la hormona marcada, {unidén inespecifica), conteniendo
hormona marcada y carbén activado, y unidn maxima al que se le agrego hormona
marcada, el anticuerpo antitestosterona (ICN,Costa Mesa, Ca.) y el carbén
activado ( Bedalla y cal., 1984)
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E! anticuerpo antitestosterona se obtuvo de ICN, Costa Mesa, Ca. La
testosterona marcada fué 1,2,6,7,-H testosterona (Amersham, Int.). La separacion
de la hormona ritiada libre de la unida al anticuerpo, se realizé absorbiendo
aquella con carbon activado (Merck). La cuantificacién del complejo anticuerpo-
3[H] testosterona se realizé contando las cuentas por minuto (¢pm) en un contador
para emisiones beta con 30% de eficiencia, Beckman LS 6000 TA, USA, utilizando
liquide de centelleo.

La determinacién de ia concentracion hormonal en los medios se realizd
extrapolando de una curva estandar realizada con el Iogaritmd de las
concentraciones conocidas de los estandares (12.5 a 200 pg/tubo) versus el
logaritmo Y, donde Y es la relacion entre Ja unidn total y la union en presencia de
la hormona no radioactiva y la transformacién Logit es igual al Ln (y/ 100-y). Los
resultados se analizaron con un programa de computadora disefiado para este fin.
Dicho programa se basa en el procedimiento de logit Y (Bedolla, 1984).

inmunoflucrescencia con Microscopia Confocal.

Este estudio se realizd para corroborar la presencia de fibroblastos en los
cuitivos, mediante ia expresién de la proteina Vimentina, caracteristica del
citoesqueleto de este tipo celular.

Para esto se sembraron fibroblastos de la piel de embrién de pollo de 12
dias en cajas Petri que contenian pequefios cubreobjetos de vidrio. El medio
utilizado fue DMEM mas 10% de SBF y ia solucion de antibiéticos. Las céiulas se
incubaron por 24 horas a 37 °C, en 95% de aire y 5% de CO2. Transcurrido este
tiempo el medio de cultivo se aspird y ias células se favaron con una solucion de
PBS y suero, para después fijarias con metano! por un minuto y se volvieron a
lavar con la misma solucidn. Posteriormente se realizéd un bloqueo con suero al
3% por un tiempo de 20 minutos. Se adiciond el primer anticuerpo (Sigma) diluido
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1:150 en PBS. Los cubreobjetos se mantuvieron en una camara humeda. Se
tomaron los cubreobjetos en los que crecieron las células y se colocaron de
manera que las mismas contacten con el anticuerpo o con la solucién control,

incuybandolos durante 45 minutos a 37 °C.

Transcurrido este tierﬁpo se [avaron rapidamente las células 3 veces con la
solucion de PBS + Suero y se agregd el segundo anticuerpo fluoresceinado
(Sigma). Después del periodo de incubacién se lavaron las céluias con PBS, 3
veces durante 5 minutos y se fijaron los cubreobjetos con una solucion de glicerot
y PBS. La fluorescencia de las muestras se observg con un microscopio confocal,
MRC-600 BIO-RAD, con laser kriptonfargon (460-560 nm de excitacion).
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RESULTADOS

Estandarizacién de las condiciones del cultivo de fibroblastos.

En los experimentos realizados con las dos concentraciones de SBF, a las
48 y 72 horas, se observo que la incorporacion de timidina fritiada aumenta con el
tiempo de cultivo, lo que sugiere que las células estan proliferando en las
condiciones utilizadas. Por otra parte se observo que el porcentaje de SBF
agregado al medio de cultivo juega un papel importante en la proliferacion celular,
ya que cuando se incrementa el suero de 5 a 10% se produce un incremento de
mas del doble en la incorporacion de timidina tritiada (Fig. 1).

Deteccidon de vimentina en fibroblastos.

Los resultados de la inmunofluorescencia mostraron que los cultivos
estaban compuestos mayoritariamente por fibrobiastos, ya que al observarlos en
microscopia confocal comprobamos la presencia de vimentina en el citoesgueleto
de un 95% de las células. Se observaron claramente las fibras extendidas de
Vimentina, proteina que predomind en el citoesqueleto y que es caracteristica de
estas células (Fig. 2).

Efecto de insulina e INIHEP sobre ia proliferacién cejular de fibroblastos

En la grafica 3 se observa que el agregado de INIHEP a un medio definido
sin SBF incrementé en un 100% la praliferacién celular en la dosis de 1 ng/mi, si
se le compara con el grupo que solo tiene medio definido. Dosis mayores no
caysaron incrementos significatives en [a incorporacién de timidina tritiada.
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Fig. 1. Incorporacién de 3H-Timidina en fibroblastos de embrion c_ie pollc de 12 doias incul:iacios
durante 48 y 72 horas con diferentes porcentajes de Suerd Bovino Fetal (5 y10%). Los datos
indican X + DS de un experimento tipe, realizado por triplicado.



Fig. 2. Expresitn de vimentina en fibroblastos de piel da embritn de pollo de 12
dias. Les células fusron procesadas por inmunofiuorescencia come se indica en
métodos y observadas en el microscopio confocal. En A y B, campos a menor
y mayor aumento respectivaments. La barra blanca equivale a 50 ym.
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Fig. 3. incorporacion de *H-Timidina en cultive de fibroblastos de embrién de pollo de 12 dias
incubados con diferentes concentraciones de insulina inmunoreactiva aislada del hepatopancreas
de 1a langosta Panulirus argus (INIHEP). Los datos indican la X + DS. Se muestra un experimento
representativo realizado por triplicado.



Con respecto a la insulina, también se encontrd que estimuld la proliferacion
celular, significativamente, cuando se uso |a dosis de 10 pgfml. Con dosis mayores

se obsevo una disminucion de la estimulacion (Fig. 4).

Curva temporal del efecto de insulina sobre fibroblastos.

En la curva temporal de insulina realizada con diferentes concentraciones
de esta hormona en medio definido (10, 50 y 100 pg/ml) se encontré que alas6y
12 horas de incubacién la insulina aumentd la proliferacion celular en la
concentracién de 10 pg/ml. Este efecto fue més evidente a las 12 horas de
incubacion. Sin embargo, a este tiempo, la concentracion de 10Cug/mt  inhibid la
proliferacién celular con respecto al control. Después de 24 horas la insulina
produjo inhibicion de la incorporacion de timidina tritiada en las fres
concentraciones utilizadas en este estudio (Fig. 5).

Proliferacion de céfulas de testiculo en presencia de insulina o INIHEP.

En los experimentos realizados con insulina se observé que esta hormona
estimulé de manera significativa {(150%) {P<0.01) la incorporacién de timidina
tritiada a las células de testiculo en las tres dosis utilizadas, (Fig. 6). Sin embargo
a diferencia de lo gue ocurre con los fibroblastos el INIHEP no estimulé de manera
significativa la incorporacion de timidina tritiada en las células tratadas (Fig. 7).
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Fig.4. Efecto de insulina sobre la incorporacién de *H-Timidina en cultivo de fibroblastos de
embrién de pollo de 12 dias incubados con diferentes concentraciones de insulina durante 10
horas. Los datos muestran la X = DS de experimento representativo realizado por triplicado.
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Fig. 5. Incorporacidn de timidina tritiada en cultivo de fibroblastos de embrién de pollo de 12 dias
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Fig. 7. lncorporacion de 34-Timidina en cultivo de células de testiculo de embrién de polto de 18
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Produccién de Testosterona basal y dependiente de hCG

Los experimentos realizados con el INIHEP muestran gue el tratamiento
con este factor no provocéd cambio algunc en la produccién basal de testosterona.
Sin embargo cuando se estimulé con hCG (2.5Ul) las células respondieron
aumentando significativamente la produccion de testosterona. El tratamiento con
INIHEP tampoco alteré la respuesta a la hCG (Fig.8).

La figura 8 muestra que el agregado de hCG a los cultivos provoco ofra vez
un significativo incremento en la produccion de testosterona. El tratamiento con
insulina no modificod la secrecidn basal de testosterona. Sin embargo cuando se
incorporé insulina {10 ug/ml) + hCG a jos cullivos las células respondieron
ligeramente mejor {P< 0.05). A la concentracion de 100 pg/ml se observd que fa

insulina provocé una significativa regufacion negativa del efecto de hCG.

Cuando las células se cultivaron por 18 horas en presencia de insulina
solamente (10 pg/ml), se observé que la hormona modificd ligeramente la
secrecién basal de testosterona, (P< 0.05). Nuevamente cuando sdlo se adiciond
hCG esta gonadotropina provocd un estimulo significativo de la secrecion de
testosterona (4 veces). La presencia de insulina y hCG provocd en el medio de
cultivo otra vez regulacion negativa del efecto de hCG, que fue ya evidente en la
dosis de: 10 ug/ml (Fig. 10).
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Fig. 8. Secrecién de testosterona en condiciones basaies () o en presencia de hCG (V) en células
de testiculo de embrién de pollo de 18 dias incubadas con diferentes concentiaciones de insulina
inmunoreacliva aislada del hepatopancreas de la langoasta Panulirus argus (INIHEP). Los datos
muestran la X + DS de experimento tipo realizado por triplicado.
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Fig. 9. Secrecién de testosterona en condiciones basales (o) o eslimulada con hCG (=) en células
de testiculo de embrién de pollo de 18 dias pretratadas durante 1 hora con diferentes
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Fig. 10, Efecto de la presencia de insulina por 18 horas sobre las células de testiculo de embrién
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DISCUSION

Durante el desarrollo embrionario los sistemas endocrino y nervioso ejercen
control v regulacién del crecimiento y la diferenciacidn a través de mecanismos
especificos. Muchos de estos mecanismos continlan activos aun durante la vida
adulta. El sistema endocrino juega un papel fundamental en el establecimiento y
desarrolfo del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada y es de esta manera que regula el

crecimiento y la funcion del testiculo.

Se sabe que muchas de las funciones que son capaces de realizar estos
sistemas se ejercen a través de una serie de moléculas como: hormonas, factores
de crecimiento, citocinas, etc., que estimulan o inhiben eventos celulares como la

diferenciacion y proliferacion celular, asi como la esteroidogénesis en el testiculo.

Los cultivos celulares han sido ampliamente utilizados por los
investigadores para estudiar el comportamiento celular bajo condiciones

experimentales controladas.

En el presente trabajo hemos estudiado como la insulina y el INIHEP
modulan la proliferacién celular in vitro de fibroblastos de la piel de embrion de
pollo de 12 dias y de células de testiculo de embrién de pollo de 18 dias. Ademas

estudiamos e] efecto que ejercen estas moléculas sobre la produccion de
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testosterona en condiciones basales y bajo la influencia de hCG, en el modelo de

testiculo ya mencionado.

Como era de esperar los resultados de estandarizacién de Ias condiciones
de cultivo reflejan que el porciento de suero utilizado en los mismos juega un papel
fundamental para que ocurra una buena incorporacion de timidina tritiada en los
fibroblastos de embrion de pollo de 12 dias. Encontramos que el suero al 10%
provoca una mayor incorporacion de timidina tritiada. Al respecto Morrell y Froesch
(1972), reportaron estimulo del crecimiento celular de fibroblastos de embridn de
polio de 12 dias al adicionar un 5% de suero bovino fetal. Por la propia
constitucién del suero es dificil determinar cual puede ser el factor o los factores
responsables de Ia estimulacidn del crecimiento celular. Es conocido que el suero
que se adiciona a los cultivos contiene proteinas, hormonas y factores de
crecimiento que permiten que las células se puedan adherir a la superficie de
cultivo y que éstas se desarrollen de manera satisfactoria in vitro En este trabajo
se agrego suero a los cultivos primarios sélo para que en las primeras 24 horas las
células se adhirieran adecuadamente y tuvieran un ambiente apropiado para su
desarrollo. Se utilizé la concentracién de suero que mayor incorporacién indujo,
para que cuando en la siguiente etapa experimental las células se enfrentaran a
las condiciones de un medic mucho mas pobre como el DMEM suplementado con

albumina, estuvieran en las mejores condiciones.

El uso de anticuerpos dirigidos contra vimentina permitié verificar que los

cultivos estaban compuestos en un alto porciento de fibroblastos. Se observaron
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abundantes fibras de vimentina caracteristicas de los ﬁlamentoslintermedios del
citoesqueleto de este tipo celular (Alberts, 1994). Esta técnica permitié determinar

que un alte porceniaje de celulas derivadas del cultivo de piel eran fibroblastos.

Como se observa en la Fig. 4, la insulina produjo un estimulo significativo
cuando se adiciond a los cultivos de fibroblastos de pie! de embrién de polio de 12
dias. Estos datos coinciden con los reportados en fibroblastos de la piel de
embridn de pollo de 12 dias por Marrell y Froesch {1972), quienes utilizando un
modelo similar obtuvieron un importante estimulo de la proliferacién. En la curva
tiempo-dosis dependiente de nuestro trabajo se observa que a las 6 y 12 horas la
concentracion de 10 pg/ml de insulina produjo un estimulo significativo de la
proliferacion celular. Estos resultados pueden explicarse por los efectos a largo
plazo de la insulina, que se sabe es capaz de actuar como un factor de
crecimiento. Vaheri y col. (1974) encontraron en su estudio que la insulina
estimula 1a proiiferacion de fibroblastos de embrion de polio y sefiala que la
insulina comienza a incrementar la incorporacién de timidina tritiada entre las 4 y 5
horas después de ser adicionada al cultivo, alcanzando un efeclo maximo entre
las 8 y 9 horas de tratamiento y el pico mitético entre las 12 y 13 horas. Por otra
parte en nuestros resultados se observa que a las 24 horas de cultivo en
presencia de insulina ocurre ya una inhibicion de la proliferacion celular, es decir
un fenémeno de regulacidn negativa comun a muchas hormonas cuando las

células se exponen a ellas en dosis altas o por tiempos prolongados.
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Por otra parte se reporta en este trabajo por primera vez que una hormona
derivada del hepatopancreas de la langosta Panulfirus argus (INIHEP) estimulé de
manera importante la proliferacién celular de fibroblastos de embrién de pollo de
12 dias. Al respecto Gallardo (1998), reportd que este factor fue capaz de
estimular in vitro la proliferacién celular de células del hepatopancreas de la
langosta Panulirus argus. Se ha descrito que los péptidos similares a la insulina
desencadenan procesos bioldgicos relacionados con el crecimiento y la regulacion

det metabolismo (Rosen, 1987).

El desencadenamiento de la cascada de sefializacion por la insulina y
también por los IGFs, al igual que otros muchos factares de crecimiento comienza
con Ja interaccidon de éstos con su receptor especifico de membrana, lo que
sugiere que en los fibroblastos del embrion de pollo de 12 dias existen receptores
para insulina y probablemente para factores relacionados a IGF-I, como es el caso

de INIHEP.

Por otra parte nuestro grupo ha realizado estudios que demuestran que las
células del testiculo de pollo pueden crecer aceptablemente en un medio libre de
suero si se les adiciona al mismo albdmina (Castro y Romano, 1994). Esto nos ha
permitido evaluar el efecto gue inducen determinadas hormonas y el propio suero
sobre las células del testiculo de pollo recién nacido. Se observd que las células
de testiculo cultivadas bajo estas condiciones son capaces de proliferar y
mantienen su capacidad de producir testostercna, de manera espontanea o en

forma dependiente de hCG. En el presente trabajo se observa que también las
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células de la piet y del testiculo de embrién de polio se desarrolian in vitro en
medios definidos, Jo que permitié la realizacion de experimentos disefiados para

estudiar e} efecto de la insulina y de INIHEP.

Los resultados de esta tesis muesiran el efecto de la insulina e INIHEP
sobre la profiferacion celular de célutas de testiculo de embrién de pollo de 18 dias
de desarrolio. Contrariamente a lo que ocurrié en fibroblastos, la incorporacion de
timidina tritiada a las células de testiculo en presencia de INIHEP sélo mosiré una
tendencia a aumentar, a la concentracion de 10 ng/ml. Una posible explicacion del
hecho de que INIHEP estimule la proliferacién de fibroblastos (embriones de 12
dias) y no de células testiculares (embriones de 18 dias) podria ser la edad de los
embriones donantes en cada caso. Probablemente los receptores para estos
factores del tipo IGF en el embrién de pollo abundan en etapas tempranas del
desarrollo embrionario y que el numero de estos sea menor conforme el embrion
se acerca a la madurez. Otra posibilidad es que las células de testiculo carezcan

de los receptores para INIHEP a los 18 dias de vida embrionaria.

Por el contrario, la insulina estimuld notablemente {a proliferacion de células
del testiculo, lo que sugiere la presencia de receptores para esta hormona en
dichas células. Se ha mencionado que uno de los efectos a largo plazo de la
insulina, es la estimulacién de la sintesis de DNA y la proliferacion celular sobre
diferentes tipos celulares (Straus, 1981, 1984). La técnica de incorporacion de
timidina tritiada que se usd en este trabajo indica que la insulina estimuld la

proliferacién celular en el testiculo del embridn de pollo. Sin embargo esta técnica
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no permite discriminar qué células del testiculo son estimuladas por la insulina.
Estudios preliminares realizados por Bobes y col.,1998 en el mismo modelo
muestran que en presencia de la insulina existe un incremento en el nimero de
células positivas para la 3g-hidroxiesteroide-deshidrogenasa. Este hecho sugiere
que la hormona incrementa el nimero de células intersticiales, pero no descarta

efectos sobre otros tipos celulares, como las células de Sertoli.

En el pollo recién nacido, el testiculo es capaz de responder a la
estimulacién con gonadotropinas {Castro y Romano, 1994). Existen muchos
estudios que demuestran la importancia de ia presencia de la LHMCG para la
diferenciacion y el buen funcionamiento de las células de Leydig (Saez, 1984).
Como se observa en este trabajo las células testiculares responden de manera
significativa a la adicion de hCG al medio, indicando que se han preservado los
receptores para hCG. Por otra parte resulta interesante el hecho de que las
células del testiculo del embrion de pollo puedan desensibilizarse a hCG aun
cuando el efecto estimulatorio también es debil. Seria interesante valorar la

produccion de estrogenos.

En este trabajo se muestra también que la produccion basai de testosterona
se incrementd ligera aunque significativamente cuando las células fueron
pretratadas con 10 pg/ml de insulina durante una hora. Resultados similares pero
mas marcados se obtuvieron en testiculos de pollo recién nacido pretratados con

insulina por 1 hora (Bobes y col. 1998). Estos resuftados muestran que la insulina
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influye en la fisiologia de los testiculos de embrién de pollo de 18 dias y que el
estadio de desamolio puede afectar la respuesta de las células a esta hormona. Al
respecto es interesante el hecho de que células provenientes de testiculo de feto
de rata de 16.5 dias incrementaron la produccién basal de testosterona cuando se
les adicioné insulina al medio por 3 dias, pero no sucedio asi con las células de

embriones de 20.5 dias (Roullier-Fabre, 1998).

Varios investigadores han estudiado el efecto de insulina sobre células
adultas de rata y no hallaron ningiin efecto de esta hormona sobre la produccion
basal de testosterona {Adashi y col., 1982; De Mellow y col., 1887). Por ofra parte,
Lin y col. (19886), reportaron una moderada estimulacion de la produccion basal de
testosterona en cultivos de células de Leydig adultas estimuladas por 3 horas con
insulina. Estos datos sugieren una vez mas que la respuesta de las células
testiculares a insulina depende del grado de desarrollo de las mismas y de la edad

del donante.

Por otra parte, la insulina influyd claramente la respuesta a hCG de las
células del testiculo de pollo. La dosis de 10 pg/ml estimulé ia respuesta a la
hormona. Sin embargo dosis mayores causaron regulacion negativa del efecto de
hCG, es decir que disminuyé la produccion de testosterona. Charreau (1978),
demostré que los receptores a hCG estan involucrados en la accidn de la insulina
sobre las células del testiculo de rata, Es muy probable que, por otro lado, la

insulina interactle con hCG estimulando la actividad de las enzimas que participan
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en la esteroidogénesis. Por otra parte, dosis mas altas a partir de 100 pg/ml
provocaron regulacion negativa. Este efecto de regutacién negativa también se
observd cuando células de testiculo de polio recién nacido fueron cultivadas en
presencia del suero bovino fetal por 24 horas y mas tarde fueron expuestas a la
accion de hCG (Castro y Romano, 1994}, Una interaccion a nivel del receptor a
hCG puede constituir la explicacion de la regulacion negativa que se observa a
altas dosis de insulina. Sin embarga cabe también la posibilidad de que altas dasis

de insulina pudieran provocar un efecto citotéxico en las células.

Estos resultados muestran entonces que la insulina modula la proliferacién
celular y la estercidogénesis de las células del testiculo de embrion de pollo de 18
dias. Enfre fas células que conforman el testiculo existe- intercomunicacion e
interaccion de tipo paracrino {gue pueden incluir la regulacion juxtacrina y
cryptocrina) y también existen efectos autecrino (que incluye la comunicacion
intracrina) {Saez, 1994). En este trabajo se utilizé un cultivo de células de todo el
testiculo, por lo tanto, puede que el efecto de la insulina observado no se deba a
un efecto directo de la insulina sobre las células de Leydig. En el testiculo estan
presentes otros tipos celulares como las células de Sertoli y los fibroblastos, que
secretan factores de crecimiento (IGF-l, TGFB, TGFa, EGF), citocinas, activina y
hormona liberadora de la hormona de crecimiento (Saez, 1994), que intervienen
en la regulacidn de las funciones de las células esteroidogénicas de forma positiva

o negativa. Asimismo se sabe que las células de Sertoli responden a insulina
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incrementando la secrecion de la proteina de union a andrégeno {Karl y Griswold,

1980).

En resumen, la insulina y el INIHEP regulan la proliferacion celular y la
funcién estercidogénica de los modelos celulares embrionarios estudiados. La
primera tiene un efecto estimulatorio en ambos modelos, lo que permite afirmar
que la insulina juega un papel critico en el desarrollo embrionario del pollo en su
etapa perinatal, Io que se reafirma por resLltados previos del laboratorio (Bobes y
col., 1998) en pollos recién nacidos. La segunda, a pesar de ser aislada de un
organismo invertebrado, estimuld de manera significativa la proliferacion de
fibroblastos de vertebrados como las aves, a través del estimulo de la sintesis de
DNA. Este hecho explica en parte el efecto observado in vive sobre el crecimiento
del camardn, ya que posiblemente INIHEP sea un factor estimulatorio de la
proliferacién tambi&n en otros tipos celulares. Por lo tanto su aplicacion aceleraria
el crecimiento de estos invertebrados. Esto lleva a pensar en el pape!‘ que han
tenide estos factores en el desarrollo evolutivo de los organismos. Factores como
INIHEP prebablemente se han conservado durante la evolucién ya que intervienen
en procesos vitales para el mantenimienio y desarrollc de los diferentes
organismos, a través de la estimulacion de la sintesis de DNA y proteinas, con la

consiguiente estimulacién de la proliferacién y el crecimiento celular.

Por ditimo es necesario destacar la importancia comercial gue podria tener
la utilizacion de la insulina y factores como INIHEP en la cria del camardn para

paises como México y Cuba entre otros que desarrollan desde hace algunos anos
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la cria artificial de este crustaceo., Asimismo, los resultados de esta tesis estimulan
el estudio de la influencia de este factor derivado de la langosta, sobre e}
desarrollo de aves domésticas que son una importante fuente de nutrientes y de

gran importancia comercial,
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CONCLUSIONES

. Se comprobé en nuestro modelo que la presencia del suerc bovino fetal en el
cultivoe estimula la incorporacion de timidina tritiada a los fibroblastos. La
concentracion de 10% fue la mas efectiva y se eligid para usarse en las primeras

24 heras de cultivo.

. La tecnica de inmunoflucrescencia confirmé que la poblacién del cultivo de piel

estaba conformada por un 95% de fibroblastos.
- En los cultivos de fibroblastos de la pie! del embrién de pollo, la insulina estimuld
la proliferacion celular a las 6 y 12 horas de incubacién; sin embargo a las 24

horas se observd inhibicion de ia misma.

. El INIHEP estimulé de manera significativa Ia proliferacion de fibroblastos de ia

piel de embridn de poilo. El incremento vario con la dosis.

. La insulina produjo un estimulo significativo de la proliferacion de células de

testiculo de embrién de pollo de 18 dias.

. EI'INIHEP agregado a cultivos de células de testiculo de embrion de pollo de 18

dias no produjo una estimulacién significativa de la proliferacién celular.
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. La produccion de testosterona dependiente de hCG por células del testiculo de
embrion de polic de 18 dias, pretratadas durante una hora con diferentes
concentraciones de insulina, aumentd significativamente a la dosis de 10 pg/ml. A

dosis mayores ocurrié una regulacion negativa,

. Cuando 1a insulina estuvo en el medio de cultivo durante 18 horas, se produjo

una significativa regulacion negativa en respuesta a hCG.

. La produccion de testosterona no se modificd en presencia de INIHEP.,

. Los datos de esta tesis indican que el INIHEP estimula ta proliferacion de
fibroblastos de piel, del embrion de pollo de 12 dias. Sin embargo este factor no
parece alterar m la profiferacion celular, ni la produccion de testosterona en el
testiculo de 18 dias de desarrollo.

Por otra parte la insulina se comportd como un potente estimulador de la
proliferacion de los fibroblastos y también de las células del testiculo embricnarios.
Asimismo modificod la produccion de testosterona dependiente de hCG, sin alterar

la produccion basal de esta hormona.
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