
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA
DE MÉXICO

FACULTAD DE QUÍMICA

PAPEL DEL FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR

A LA INSULINA TIPO I (lGF-n EN EL DESARROLLO

TESTICULAR DEL RATÓN EN LA ETAPA

EMBRIONARIA

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE:

QUÍMICA FARMACÉUTICA BIÓLOGA

P R E S E N T A

ANA LILIA GONZÁLEZ CRUZ

MEXICOD.f.

~
" ""!!.'Jr¡¡,

"'} ;. "-
¡;;..,:~~j. ~,,~ .~

r¡~j~
EXAMeNEs PHtJf ESIONAll:S

FACULTAD OE QUtM ICA

2005



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



PRESIDENTE

VOCAL

SECRETARIO

1ER. SUPLENTE

2DO. SUPLENTE

JURADO

SATURNINO DE LEON CHAPA

FERNANDO GARCIA TAMAYO

MA. IRMA VILLALPANDO FIERRO

RAQUEL ORTEGA MUÑoz

JORGE FERNANDO PANIAGÜA SOLIS

Este trabajo de investigación se realizó en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas en el departamento de Biología y Fisiología Celular.

Dra. Ma. Irm Villalpando Fierro
sesora

Ana Lilia González Cruz
Sustentante



DEDICA TO/?/A E5rEClAL A 5AMUEL
JOAQLj!NFLOKE5:

FOR 5E.R MOTIVO, IN5flRACIÓN y
EJE.MFLO E.N MI VIDA FARA 5E.R UN
MEJOR 5E.R HUMANO.DOY GRACIA5 A
DI05 FOR HA5E.RME. rAE.RMITIDO
NACE.R E.N E.5TE. TIE.MFO Y E.5FACIO
MARAVILLO, E.N E.L CUAL LO HE.
CONOCIDO A U5TE.D CON 5U5
CON5EJ05 CON5TANTE.5 Y A 5U
EJE.MFLAR E.5F05A.



A MISf'ADI?E5
FORAYUDARME A CRECER Y
GUIARMEASER QUIEN SOY,
FORSU GRAN CARIÑO.
ESTIMULO y AFOYO EN
TODO MOMENTO.

A MISHUMANOSOCTA \.10 y
MIGUEL
FORSER FARTE IMFORTANTE
EN MI VIDA AGRADECIENDO
A DIOS FOR TENER UNOS
EXCELENTES HERMANOS
COMO USTEDES,
ESFERANDO QUE ESTO
SEA UN ESTIMULO FARA
QUE JUNTOS SEAMOS
MUORES CADA DIA.

A JONATHAN. 13I?YAN Y
AUClA:
DESEO QUE ESTO SEA
MOTIVACION FARA USEDES,
LOS QUIERO.

A MI TIA EL VIA,
FOR SIMFRE ESTAR AH!,
VERDADERAMENTE LO
VALORO.

YA TI:
FOR MOSTRAR SIEMFRE TÚ
AYUDA INCONDICIONAL Y
AFOYo. DOY GRACIAS A DIOS
FORFONERTE EN MICAMINO.

Ana



GRACIASA LA DRA VlUALfANDO
rOR COMrARTIR TIE.MrO y MOYO
rARA LA REALIZACION DE. E.5TA
TE.SIS.

CON AGRADE.ClMIENTO A E.RIKA
FRANCO
FOR SU AYUDA E.N LAS
IMrRE.5/0NE.5 DE.LAS RE.VISIONE.5
DE.E.5TA rrslS Y rOR TU VALIOSA
AMISTAD.

AGRADEZCO AL INSTITUTO DE.
INVE.5TIGAClONE.5510MÉDlCAS
rOR fACILITAR E.QLllrO Y
MATE.RIAL NE.CE.SARIO rARA LA
RE.ALlZAClONDE.E.5TA TE.SIS



ÍNDICE

1.RESUMEN

Il. INTRODUCCIÓN

1. Desarrollo gonadal de los mamíferos

1.1 Cresta genital

1.2 Gónada indiferenciada

1.3 Diferenciación sexual

a) Ovario

b) Testículo

2. Genes de diferenciación sexual

a) Masculinizantes

b) Feminizantes

3. Ciclo celular

a) Etapas

b) Cinasas dependientes de ciclinas

4. Factor de crecimiento similar a la insulina tipo I

a) Organización molecular

b) Proteínas de unión

5. Acciones biológicas del IGF-I

a) Participación en la producción de las hormonas sexuales

b) Papel en la diferenciación y proliferación celular

IlI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

IV. HIPÓTESIS

V. OBJETIVO

PÁG

3

4

4

6

7

7

8

9

10

11

13

13

17

20

20

22

22

22

23

25

26

27



VI. MATERIAL Y MÉTODO

l . Reactivos químicos

1.1 Material

1.2 Animales

2. Aislamiento del testículo

2.1 Disgregación celular

2.2 Viabilidad celular

2.3 Cultivo

2.4 Incubación de células testiculares

2.5 Verificación del crecimiento celular

2.6 Inmunocitoquímica

2.7 Conteo de células marcadas con BrdU

2.8 Análisis estadístico

VII. RESULTADOS

l. Cultivo celular

2. Establecimiento de la dosis óptima del IGF-I

3. Inmunocitoquímica

4. Efecto de la concentración de IGF-I

VIII. DISCUSIÓN

IX. CONCLUSIONES

X. BIBLIOGRAFÍA

PÁG

28

28

28

28

29

30

31

32

32

32

33

33

34

34

34

36

37

38

41

42

2



1. RESUMEN

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-I), es una proteína que es

producida posnatalmente en diferentes órganos . Se ha observado que este factor estimula la

proliferación y diferenciación celular de diversos tejidos. Así mismo, en la etapa adulta y la

embrionaria in vitro, promueve la síntesis de esteroides sexuales. Sin embargo,

prenatalmente no se ha investigado la función del IGF-I en la proliferación de células

gonadales, ni en la diferenciación funcional de células de Leydig. El objetivo de este

trabajo fue investigar el papel del IGF-I en la proliferación de las células somáticas en el

testículo embrionario del ratón. Se utilizaron embriones de 12 días de gestación (d.g.)

(inicio de la diferenciación), 14 d.g. (diferenciación sexual tardía) y 17 d.g. (etapa fetal) de

la cepa CDl. Las hembras preñadas fueron sacrificadas por dislocación cervical, se aislaron

los testículos de los embriones y se formaron grupos de 30-40 gónadas de las edades

mencionadas. Las células se disgregaron con tripsina 0.1% en PBS y se cultivaron lxlOs

células en cajas Nuclon con 50, 75 Y100 nglmL de IGF-I 24 horas a 37 "C con 5% de C02.

Se colectaron las células y se marcaron con Bromodeoxyuridina (Brdu) y fueron incubadas

por 1 hora a 37° C y 5% C02. Posteriormente se realizó una inmunofluoresencia para

detectar las células marcadas con Brdu. Los resultados fueron analizados con una prueba de

Tukey, los cuales indican que en los grupos control (sin IGF-I) se observó 20% de células

somáticas en proliferación. En los grupos experimentales, a los 12 d.g. no se observó

ningún efecto en la proliferación celular testicular. A los 14 y a los 17 d.g. se detectó que

hay un 30 % de incremento en la proliferación de las células testiculares con el IGF-I a una

dosis de 100 nglmL. Las diferencias fueron estadísticamente significativas a una p< 0.001,

en cada grupo con respecto al control. Estos resultados sugieren que el IGF-I participa en el

control y/o regulación de la proliferación del ciclo celular de las células somáticas y del

crecimiento testicular del ratón durante el desarrollo embrionario.
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INTRODUCCIÓN

1. Desarrollo gonadal de los mamíferos

La diferenciación gonadal en los mamíferos ocurre en la vida embrionaria; este proceso

consta de tres etapas: a) establecimiento del sexo genético, b) diferenciación gonadal y e)

desarrollo del sexo fenotípico. La primera fase se inicia con la fertilización en la que un

ovocito X es fertilizado por un espermatozoide Y ó X, en la segunda se lleva a cabo la

diferenciación morfológica y funcional del testículo y ovario, y en la última etapa se

desarrollan las características sexuales secundarias de cada individuo de acuerdo a su sexo

genético (XX ó XY). La etapa de interés en el presente estudio es la segunda etapa, la

diferenciación sexual gonadal que ocurre durante el desarrollo embrionario. Desde 1959 se

sabe que en el humano y en el ratón los individuos con una constitución cromosómica XX

ó XO se diferencian como hembras, mientras que aquellos con un complemento

cromosómico XY ó XXY se desarrollan como machos (Ford y cols., 1959; Jacobs y cols.,

1959). El gen responsable de la diferenciación sexual y formación del testículo en el

humano es denominado SRY y su homólogo en el ratón Sry. La expresión de este gen es

muy corta solo se expresa de los 10.5 a los 12 d.g. en el ratón (Sinclair y cols., 1990).

1.1 Cresta Genital

La diferenciación del testículo y del ovario se inicia con el establecimiento de la cresta

genital (Fig. 1). Esta etapa se caracteriza principalmente por la proliferación de las células

somáticas del epitelio celómico y de las células germinales primordiales (COP's)

(Merchant-Larios, 1978). En el ratón las COP's, se encuentran originalmente en el

epiblasto de la gástrula (Hahnel y cols., 1986) y pueden ser reconocidas en el endodermo

extraembrionario del saco vitelino desde los 7 días poscoito (d.p.c.) (Ginburg y cols.,
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1990). Las CGP's inicialmente son una población pequeña de células localizadas en la raíz

del alantoides en formación (Chiquoine, 1954). Durante los siguientes cuatro dias se lleva a

cabo una migración (Tam y cols., 1981) hacía las crestas genitales (región donde se

desarrollan el ovario ó el testículo), esta región está unida a la zona ventral del mesonefros.

La migración de las CGP's se divide en dos etapas, la primera denominada fase pasiva

ocurre a los 7.5-8.5 d.p.c., a esta edad las CGP 's se mueven por acarreo del endodermo

hacia el intestino posterior. Estas células son llevadas junto con el endodermo del intestino

en un movimiento de reacomodo del intestino posterior y no presentan fenotipo de células

migratorias. En contraste, en la fase activa (entre 9.5-11.5 d.p.c.), las CGPS se mueven a

través del mesenterio dorsal hacia las crestas genitales mediante la extensión de filopodios

o lamelipodios, implicando una relación estrecha entre ellas y las células sobre la cuales

migran (Merchant-Larios 1978; Stott y Willie, 1986). La mayoría de las CGP 's alcanzan la

región urogenital en el día 11 después de la fertilización y se ha propuesto que en este

periodo su número aumenta de 100 a 4000 aproximadamente. Una vez que las CGP's

empiezan a llegar a la región urogenital aquí ya se encuentran con diferentes tipos de

células somáticas de origen mesodérmico. Entre estas, se encuentran células mesoteliales,

mesenquimáticas, mesonéfricas y endoteliales (Fig. 1). Los dos primeros tipos celulares son

los que participan directamente en la formación de la gónada indiferenciada como células

precursoras. En cambio las células mesonéfricas y endoteliales, son parte de tejido ya

diferenciado (el mesonefros y el sistema circulatorio, respectivamente)(Merchant, 1978).
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Conducto mesonéfrico

Túbulo mesonéfrico ---\'h--'l:

Células
mesenquimáticas

Ep~e60 celómico

\t.¡SM

sanguíneos

Fig. 1. Esquema que muestra la cresta genital. Nótese la formación de
la lámina basal. Tomada de Merchant-Larios, 1993.

1.2 Gónada indiferenciada

En esta fase ocurre la condensación de las células de origen mesotelial y

mesenquimático (Fig. 2A) para formar la gónada indiferenciada (Fig. 2B Y 3). Esta es un

órgano bilateral localizado en la región ventral del mesonefros. Se puede definir como la

región anátomo-funcional a partir de la cual se diferencian las gónadas masculinas y

femeninas. Esta etapa ocurre entre los 11y 11.5 d.g. en el ratón y es común en hembras y

machos, independientemente del sexo genético que posee cada individuo (Merchant-

Larios, 1976).

Blastema ganadal

Iimin. ---.....
basal Conlones

sexuales

B

.Gónada indiferenciada

Fig. 2. En este esquema se indica la condensación de las células
mesenquimáticas y mesoteliales (A) para formar la gónada indiferenciada
(B).Tomada de Merchant-Larios, 1993.
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Fig. 3. Se muestra el corte transversal de una gónada indiferenciada
de ratón a los 11 d.g., mesénquima (me), células primordiales
germinales (cgp), cordones sexuales (es), epitelio celómico (ec).
Tomada de Villalpando, 2001.

1.3 Diferenciación sexual

a) Diferenciación sexual del ovario

Morfológicamente el ovario es parecido a la gónada indiferenciada (Fig. 4A), de

manera que la presencia de la gónada femenina solo puede ser reconocida por la ausencia

de características testiculares. El primer indicador funcional del desarrollo ovárico es el

inicio de la meiosis de las células germinales, la cual ocurre en los 13.5 y los 15 d.p.c. en el

caso del ratón y es variable entre las diferentes cepas de roedores (MeLaren y Buehr,

1990). Después del comienzo de la meiosis, se inicia el proceso de formación de folículos.

En la región central de la gónada (médula), los ovocitos que se encuentran rodeados por las

células epiteliales (que darán origen a las células de granulosa). Posteriormente, estas

células adquieren una forma cúbica formándose así los primeros folículos. Finalmente, los

ovocitos de la región periférica de la gónada (corteza) son también individualizados por

células epiteliales constituyendo la reserva de folículos primordiales.
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A medida que estos crecen, se diferencian los siguientes tipos celulares a partir del

tejido estromático adyacente: se forma primero la "teca interna" esteroidogénica,

constituida por células mioides y fibroblastos. Rodeando a la teca interna, posteriormente se

establece la "teca externa" formada por tejido conectivo fibroso, la cual esta irrigada por

casos sanguíneos que no atraviesan la lámina basal del folículo (Merchant-Larios, 1984).

A B

Fig. 4. A. Esquema que muestran la diferenciación del ovario.
Tomada de Merchant-Larios 1993. B. Corte histológico en el que se
observa epitelio celómico (ec) y mesénquima (me). Tomada de
Villalpando, 200l .

b) Diferenciación sexual del testículo

Los primeros cambios morfológicos y funcionales ocurren en los individuos

genéticamente machos (12 d.g.). Los cordones sexuales se separan gradualmente del

epitelio celómico de la gónada debido a un mayor grado de compactación por parte de estos

y a la invasión de tejido mesenquimático y de vasos sanguíneos provenientes de la región

mesonéfrica (Merchant-Larios y Taketo, 1991). En la zona central de este órgano, los

cordones son llamados "testiculares" (Fig. 5A y 5B) Yposteriormente, cuando forman un

lumen, son denominados ''túbulos seminíferos" en estos, las células somáticas epiteliales o
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pre-Sertoli y las células germinales están rodeadas por la lámina basal, la cual es producida

en parte por las células epiteliales (Hardi y cols., 1989; 1990). El tejido estromático que

envuelve a los túbulos seminíferos contiene a las células mioides, vasos sanguíneos,

fibroblastos y células de Leydig (Merchant-Larios y Taketo, 1991).

A

e'lubs
mannquirnáticu

-.l\----\t.Isos
sanguineos

Cordones
sexuales

u-----=.
~~~-

B

Fig. 5. (A) Diferenciación del testículo. La invasión de
mesénquima y vasos sanguíneos separa a los cordones sexuales.
Tomada de Merchant y cols., 1984. Merchant 1993. (B). Corte
transversal de gónada de ratón de 12 d.g. Obsérvese los cordones
testiculares (CS) distribuidos en la región central. Tomada de
Villalpando, 2001.

2. Genes de düerenciación sexual

Muchos genes se han identificado por tener un papel importante en la formación

temprana de las gónadas femeninas y masculinas (Tabla 1).

En la gónada indiferenciada, se conocen dos genes que cuyos productos intervienen de

manera fundamental en su formación: a) El factor esteroidogénico, conocido como SF-l/S¡:'

1 (Luo y cols., 1994; Ikeda y cols., 1994) y b) WT-lIWt-l (Rackley, 1993; Kreidberg y

cols., 1993) denotados por mayúsculas en el humano y minúsculas en otras especies. El S¡:'

1 se detecta en la etapa de cresta genital de los 9-10 d.g. en ratones. El SF-l es un regulador
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de la función de la actividad de la enzima 17a-hidroxilasa y por lo tanto de la regulación de

hormonas sexualeso Existen otros genes los cuales se ha observado, intervienen en el

desarrollo de la gónada indiferenciada como: Liml (Shawlot y Behringer 1995), Emx2

(Miyamoto y cols., 1997) y Lhx 9 (Birk y cols., 2000).

a) Masculinizantes

El factor determinante de la diferenciación testicular denominado SRY/Sry (Fig, 6)

humano y otras especies de vertebrados, respectivamente, se localiza en la región llamada

pseudoautosomal, arriba del centrómero (brazo P) situado en el brazo corto del cromosoma

"Y" en mamíferos (Koopman y cols., 1991; Gubbay y cols., 1990; Zwingman y cols.,

1993).

Algunas investigaciones proponen que el SRY es el factor determinante de la

diferenciación del testículo por lo siguiente: a) por su localización en el cromosoma "Y" y

porque una sola copia es capaz de inducir la diferenciación testicular en el ratón (Gubbya y

cols. 1990); b) Así mismo, por que algunas hembras "XY" con disgenesia gonadal

presentan mutaciones de novo en el SRY (Berta y cols., 1990; Jáger y cols., 1990 y

Koopman y cols., 1991); e) un fragmento de 14 kb en el cromosoma "Y" del ratón que

incluye el gen Sry (homólogo al SRY) puede conducir al desarrollo masculino de hembras

transgénicas (Koopman y col., 1991)0
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-----~~--- _.~ ~ -- -- - - ~ . ----rbe --7
Yp rpa -'1M 80 kb SRY

ee --7 /(140 kb ) t
\, 1

1.02

'~\:bl --7 ... 2 "(14Okb),
Yq \3

-----j~ Ú;,

1959 1986 1988 1987 1989 1990

Fig. 6. Se observa el brazo corto (be), el largo (bl) yel centrómero (ce) del
cromosoma Y. Así como la región pseudoautosomal (rpa), donde se ubica al
SRY y la longitud (3.5 Kb) que ocupa este gen. Tomado de McLaren, 1990.

Hay otros genes (Tabla 1) que se ha visto que intervienen en el desarrollo y

diferenciación del testículo como: a) Sox9 interviene en la diferenciación de las células de

Sertoli y la iniciación del desarrollo testicular (Cameron 1996; Kent 1996). b) Mis participa

en la regresión de los conductos de Müller y en la producción de hormonas sexuales (Josso

y Picard 1986; Donahoe y cols 1987; Behringer 1990,1994; Munsterberg y Lovell-Badge

1991).c) Dhh promueve las interacciónes entre las células de Sertoli-myoides, Sertoli-

Leydig y el desarrollo de las células germinales masculinas (Bitgood y cols. 1996; Clark y

cols., 2000). d) Fgf9 interviene el la proliferación de las células del testículo (Colvin,

2001). e) Dmrtl participa en el mantenimiento de los túbulos seminíferos después del

nacimiento (Raymond, 2000).

b) Feminizantes

A diferencia del testículo, el ovario de ratón es morfológicamente indistinguible de la

gónada indiferenciada a los 11 d.g. debido a que la diferenciación sexual y fisiológica del

ovario en esta especie ocurre entre los 15 Y 17 d.g., cuando este inicia la meiosis. Uno de

los genes que aparentemente participan en la diferenciación ovárica es el denominado Z

cuya presencia fue postulada de acuerdo con el análisis de casos clínicos extremadamente

raros, como es el de las hembras XY-SRY positivas y el de machos XX-SRY negativos. Se
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postuló que la función del gen Z es la de inhibir la diferenciación testicular y estimular el

desarrollo del ovario; sin embargo, la presencia de este gen es hipotética hasta el presente.

Estudios recientes demostraron que en el cromosoma 21 existe una región implicada en

procesos de reversión sexual, que se conoce como DSS (Dosage Sensitive Sex Reversal)) .

El gen que parece ser un regulador importante de esta región es el Wnt4 denominado así en

el humano y en otras especies de vertebrados. Se plantea que este gen produce la

feminización de la gónada indiferenciada por que aparentemente tiene una función

antagónica al Sry (Vainio, 1999).

Otro gen que potencia el desarrollo de las gónadas femeninas, es el llamado Daxl

(Swain y cols., 1998; Yu y cols., 1998), aunque su función no esta bien establecida.

Tabla 1. Genes involucrados en el desarrollo gonadal de mamíferos

GEN FUNCION REFERENCIA
Sfl Temprano establecimiento de las gónadas , regulador de Luo et al, 1994

I aenes para la producción de esteroides Ikeda et al 1994, 1996
WIl Temprano establec imiento de las gónadas e higado, Rakley 1993

Iposible regulador de la expresión de Sry Kiledbergetal 1993
LimI Temprano establecimiento de las gónadas Shawlot and Behringeret al

1990
Emx2 Temprano establecimiento de las zónadas Mivamoto et al 1997
Lhx9 Temprano establecimiento de las génadas Birk et al 2000
Sox9 Diferenciación de las células de Sertoli, Iniciación de Cameron et al 1996

desarrollo testicular Kent et el 1996
Mis Rezresi ónde los conductos de Miuler Josso v Picard 1986
Dhh Regulador de las interacciones entre las células Sertoli- Bitgood et al 1996

mioides y Sertoli- Leydig, desarrollo de las células Clark et al 2000
germinales masculinas

FJá9 Proliferación de las gónadas masculinas Colvin et al 2001
M33 Requerido para el desarrollo testicular Kayoh-Fukuietal1998

DmrtI Mantenimiento de túbulos seminiferos Rayrnond et al
1998,1999,2000

DaxI Función no establecida Swain t al 1998, Yu et al
1998

Wnt4 Represión de la diferenciación de las células de Leydig en Vainio et al 1999
gónadas femeninas

Igf-I Promotor de esteroidogénesis testicular Villalpando y López-Olmos
2003

Modificada de Tilmann y Capel, 2002. Recent Progr Horro Res 57: 1-17.
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3. Ciclo celular

a) Etapas

El ciclo celular es el proceso de pasos ordenados y repetitivos en el que la célula crece

y se divide en dos células hijas. Este consta de dos etapas: interfase (fase G" fase S y fase

G2).Y mitosis (Profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis) (Fig. 10). Algunas células

permanecen en fase GO(Wikypedia, 2004).

M
(Mltósls)

G2
(Gap 2)

FaseS
(Slntesls de AON)

G1
(Gap1)

Células que ce..n
de dlvldlr.e

Fig. 10 Esquema del ciclo celular y sus diferentes fases.
Modificado de enciclopedia Wikypedia, 2004.

La Interfase

Es el periodo comprendido entre divisiones celulares. Esta es la fase más larga del

ciclo celular y ocupa casi el 95% del ciclo y comprende Gl, G2 YS.

• Fase G1: Es la primera fase del ciclo celular en el que existe crecimiento celular con

síntesis de proteínas y de ARN. Es el periodo que trascurre entre el final de una mitosis y el

inicio de la síntesis de ADN. La célula duplica su tamaño y masa debido a la continua
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síntesis de todos sus componentes como resultado de la expresión de los genes que

codifican las proteínas responsables de su fenotipo particular (Wikypedia, 2004).

• Fase S: Es la segunda fase del ciclo en la que se produce la síntesis del ADN, como

resultado cada cromosoma se duplica y queda formado por dos cromátidas idénticas. Con la

duplicación del ADN, el núcleo contiene el doble de proteínas nucleares y de ADN que al

principio.

• Fase G2: Es la segunda fase de crecimiento del ciclo celular en la que continúa la

duplicación de proteínas y ARN. En esta fase la célula es diploide o 2n. Al final de este

periodo se observan cambios en la estructura celular que indican el principio de la división

celular. Esta fase termina cuando los cromosomas empiezan a condensarse al inicio de la

mitosis. Wikypedia, 2004.

Mitosis o fase M

Es la división celular en la que una célula progenitora (células somáticas) se divide en dos

células hijas idénticas. Esta fase incluye la profase. metarase. anarase. te/ofase y

citocinesis.

• Profase. La profase es el primer estadio de la mitosis. En esta etapa la cromatina se

condensa por lo que en este punto existen dos cromátidas unidas. La membrana nuclear se

desensambla, los centríolos (si se encuentran presentes) se dividen y los pares migran a los

polos y se forma el huso mitótico. Los centrómeros (o constricciones primarias) en los

cromosomas se vuelven claramente visibles, debido a que se le han asociados placas
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proteicas a ambos lados: el cinetocoro. En el citoplasma el retículo endoplasmático y el

complejo de Golgi se fragmentan en vesículas y se desorganiza el citoesqueleto por lo que

la célula pierde su forma original y se hace esférica (Wikypedia,2004).

Inteñase
Membrana

nuclear

Duplicación
delADN

Profase

Transición inteñase
profase
Centrosomas

Cromatina

La cromatina comienza a
condensarse

Prometafase

Migracion de loscentriolos a
lospolosopuestos

La membrananuclearse rompe. Los
microtúbulos del cinetocoro
interaccionan conlos del huso, y el
resultado es el movimientode los
cromosomas

Fig. 11. Figura que muestra la transición de la interfase a la
profase de la mitosis. Tomada de enciclopedia Wikypedia 2004.

• Metafase. La metafase es la segunda fase de la mitosis, aquí los cromosomas (que a

este punto consisten en dos cromátidas mantenidas juntas por el centrómero) alcanzan su
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máxima condensación y migran al ecuador de la célula donde las fibras del huso se unen a

las fibras del cinetocoro.

• Anafase. La anafase comienza con la separación de los centrómeros y el arrastre de las

cromátidas (los llamamos cromosomas luego de la separación de los centrómeros) a los

polos opuestos.

Metafase
Placa ecuatorial

I . . .

la reglón del centrómero (dUplicada)
que une las cromátldes se alinea
en el plano ecuatorial de la célula

Anafase
Cromosomas hijos

cada centro mero se divide y
crirnlenzana dividirse hacia
polos opuestos

Fig. 12. Esquema que muestra la transición de la metafase a la anafase
de la mitosis. Tomada de enciclopedia Wikypedia 2004.

• Telofase. En la telofase los cromosomas llegan a los polos de sus respectivos husos, la

membrana nuclear se reconstituye, los cromosomas se descondensan y pasan a formar la

cromatina y el nucleolo, que desapareció en la profase se vuelve a constituir. Donde antes

había una célula ahora existen dos pequeñas con exactamente la misma información

genética y número cromosómico. Estas células pueden luego diferenciarse en diferentes

formas durante el desarrollo (Wikypedia, 2004).
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Telofase

hay dos dotaciones completas de
cromosomas en~cada polo. ,inicia
la transidón de mitosis a inteñase

Fig. 13. Imagen que muestra la última fase de la mitosis.
Tomada de enciclopediaWikypedia 2004.

• Citocinesis. La citocinesis es el proceso de separación de las células formadas. En

tanto la mitosis es la división del núcleo en la citocinesis ocurre la división y la

relocalización de los plástidos, Golgi y citoplasma en cada nueva célula.

b) Ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas

En el año 2001, Leland H, Nurse P y colaboradores ganaron el premio Nobel de

Medicina y Fisiologia por descubrir las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclina, las

principales moléculas que regulan el ciclo celular. La maquinaria del ciclo celular se

compone de dos elementos centrales; las cinasas dependientes de ciclina (CDK) y las

ciclinas. Las CDK fosforilan proteínas en residuos de serina y treonina. Estas cinasas

trabajan para amplificar la señal, ya que una sola molécula con actividad cinasa es capaz

de modificar un gran número de ciclinas en un corto periodo de tiempo (Nurse P y cols.,

2000).
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Cdk2-ciclina A

CdK4-ciclina D
Cdk6-ciclina D

Fig. 14. Complejos cdk-ciclinas fundamentales en cada fase del
ciclo celular. Tomada de enciclopedia Wikypedia 2004.

Sin las ciclinas, las cinasas dependientes de ciclina son inactivas. Cuando se asocian

físicamente, las ciclinas son capaces de guiar a las CDK hasta los sustratos adecuados e

inducir su actividad catalítica. Existen diferentes complejos de cinasas dependientes de

ciclinas-ciclinas (CDK:c) que se forman durante las diferentes fases del ciclo (Hornet y

cols., 1996) Ycada uno de ellos fosforila diferentes proteinas. De forma general, se puede

decir que las concentraciones de CDK son relativamente constantes durante el ciclo,

mientras que las que varian son las de las ciclinas. Esto indica que, en parte, el

comportamiento de estos complejos está determinado por estas cifras oscilantes de ciclinas.

En mamíferos se han identifícado nueve CDK y 16 ciclinas: A, Bl, B2, C, DI, D2, D3, E,

F, G1, G2, H, 1,K, TI YT2 (tabla 2). Todas ellas comparten una región homóloga conocida

como caja de ciclinas, que es el dominio que utilizan para unirse y activar CDK.

(Wikypedia. 2004).
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____ __F_U_N_CI_O_N____ _

Ad fCrD3k i01211r 1aK1(CDC2), COK2 000

Bl, B2 COK1 Salida de G2, mitosis

e COK8 Transición GO-S

Dl, D2, D3 COK4,COK6 Trans ición GO-S

E COK2 Trans ición G1-S

F tr Transición G2-M

Gl,G2 COK5 Respuesta ante daño ONA

H COK7 Activación de cdk, regulación
transcripcional, reparación ONA.

1 ¿?

K l? Regulación transcripcional cdk

Tl,T2 COK9 Regulación transcripcional

Tabla 2. Ciclinas en mamíferos. Tomada de Shapiro y Harper,
1999.

El paso de una fase a otra del ciclo celular, se controla mediante estas CDKs, y

comprende las CDK4/6 (transición 00/01), CDK2 (fases 01, Ol/S y 02) Y CDKl

(transición 02lM) (Figura 16). Las CDK están reguladas de forma positiva por las ciclinas,

que se sintetizan y degradan específicamente para cada fase del ciclo en que participan, y

comprenden fundamentalmente las ciclinas D (transición 00/01), la ciclina E (transición

O1/S), la ciclina A (transición S/02 y fase 02) y la ciclina B (transición 02/M). Los

complejos que se forman corresponden a CDK4/6 con ciclinas D, CDK2 con ciclinas E y

A, YCDKl con ciclinas A y B (Koff y cols., 1991;Okamoto y cols., 1994; Lukas y cols.,

1995; Resnitzky y cols., 1995;Morgan, 1996;).
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CICLINAB~

~ COKí!

CICLINA ~:~

COK2, CICLINAA ,~!

COK1.)
,¿
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~~~
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COKi! ~ 7'~-_ir'- J"
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CDK:lcoKvMArD
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COK~~ ~

~Cll~¿~-
,cO- ~

Fig. 15. Se representan las fases del ciclo celular y los complejos de CDK /
ciclina que intervienen en-cada una de ellas. Cada CDK es una unidad catalítica
que interacciona con ciclinas específicas que modulan su acción como
subunidades reguladoras. Cada complejo CDK-ciclina ejecuta una función
limitada por el tiempo y por el sustrato. Tomada de Shapiro y Harper., 1999.

4. Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1

a) Organización molecular

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-I) es un péptido de bajo peso

molecular de 7600 Da. Esta relacionado por su homología estructural con la proinsulina. El

IGF-I está constituido por los dominios BCAD y E (Fig. 7 Y8).

Fig. 7. Modelo que muestra la estructura terciaria del IGF-I. Los cuatro
aminoácidos del amino terminal B cambio que es un punto crítico para la unión
a su receptor. Tomada de Clemmons D 1993 Mol Reprod Dev 35:368-375 .
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Los dominios A y B son homólogos a la cadena A y B de la proinsulina, el dominio C

es análogo al péptido conector de la proinsulina, mientras que los D y E son exclusivos de

este factor de crecimiento (Zapfy Froesch, 1986; Jansen y cols., 1983).

B-Domoin

~
AI.AGI.U~ASP~

CYSGLY PHE
EU

GI.~H ARGSER~~ARG~
PRO~ :;:::r A-Domoin

/llH2"GI.Y S'"
. ys

tf
THIi

I:;LN
"PRO TYR

-AI.A-. GI.Y.....
ARG-ARG_SER_SER-SE~

C'Oomain

Fig. 8. Péptido que muestra los aminoácidos y los dominios que forman la
proteína del IGF-I. Tomada de Clemmons y cols., 1993.

El gen que codifica para el IGF-I consiste de seis exones, cinco intrones y dos sitios

promotores (Fig. 9), Se han descrito múltiples rnRNA del IGF-I en diferentes tejidos fetales

como posnatales debido a corte y empalme y/o sitios promotores alternativos (Daughday y

Rotwein, 1998).

3'I5' -----'--~---"'----=----

EID Promotor 9 Exón ~ IntlÓn

Fig. 9. Representación del gen que codifica para el
IGF-I en el ratón.

21



b) Proteínas de unión

El IGF-I es un factor que se encuentra en la circulación sanguínea y en el espacio

extracelular. Este se haya unido a miembros de una familia de proteínas denominadas

acarreadoras de IGF's (IGFBP's). Seis tipos estructurales de IGFBP's se han identificado

(Sara y Hall, 1990; Lin T Y cols., 1993). Estas tienen un papel crucial en las acciones

biológicas in vivo del IGF-I. Las IGBPs regulan la actividad biológica del IGF-I, ya que al

unirse a éstas: a) transportan al IGF, b) liberan a este factor cerca de las células blanco, e)

prolonga su vida media, d) limitan el acceso a receptores específicos y e) potencían o

inhiben sus efectos (Jones y Clemmons, 1995).

Los efectos biológicos de la insulina y el IGF-I son mediados por dos receptores

independientes, que estructuralmente son similares (Handeksman y cols., 1985). Ambos se

expresan en la superficie de la membrana celular y pertenecen a la familia de los receptores

tirosina-cinasa (Nissley y Lopaczyinski, 1991; Gronborg y cols., 1993). El IGF-IR es un

tetrámero, formado por dos subunidades ex (alfa) y dos subunidades ~ (beta) unidas por

puentes disulfuro. Las subunidades ex están localizadas extrace1ularmente y median la unión

al ligando, mientras que las subunidades ~, se encuentran intracelularmente y son las que

poseen la actividad tirosina-cinasa (Sepp-Lorenzino, 1998). (Fig. 7)

Se ha propuesto que este receptor es el transductor de las acciones mitogénicas a través

de la fosforilación de tirosina (Nissley y Lopaczunski., 1991). La expresión del IGF-IR en

las células se encuentra altamente regulada por varias condiciones fisiológicas. Por

ejemplo, los niveles de mRNA para el IGF-IR están estrechamente regulados por el estado

nutricional. En algunos tejidos, los niveles locales de IGF-I se reducen luego de una

disminución en la ingesta de calorias. También es posible que el incremento en la expresión

22



del IGF-IR sea secundario a la reducción de la concentración local del IGF-I. De manera

similar, los niveles de IGF-IR en cultivos celulares son afectados por la concentración de

IGF-I en el medio encontrado, una reducción en el número de receptores al haber un nivel

elevado de IGF-I puesto que al unirse el IGF-I con el IGF-IR. Este último se internaliza en

la célula junto con el IGF-I (Hernández-Sánchez y cols., 1997).

5. Acciones biológicas

a) Participación en la producción hormonal

La expresión del IGF-I del ratón se ha asociado en el control de la producción hormonal

en las gónadas del ratón en la vida embrionaria (Villalpando y López-Olmos, 2003). En

esta fase el IGF-I administrado in vitro promueve la síntesis de testosterona después de 7

días de cultivo (Taketo et al, 1991). Así mismo, en células testiculares de ratón, este factor

induce la producción in vitro de 17a.-hidroxiprogesterona y testosterona (López-Olmos y

Villalpando,2003).

b) Papel en la diferenciación y proliferación celular

Las funciones más conocidas del IGF-I son, la de estimular el crecimiento y la

diferenciación de una gran variedad de tipos celulares (Baker y cols., 1996), ya que actúan

como péptidos mitogénicos que inducen la expresión celular del protooncogen c-fos

(Merriam y col, 1990). Por tal motivo, se les ha asociado a procesos patológicos como el

cáncer (Macaulay, 1992). Además, produce diferentes efectos que dependerán de la

respuesta específica de la célula blanco en que actúen (Hansson y cols.,1989; Sara y Hall,

1990; Guide, 1992). Ejemplos de lo anterior son la síntesis de aminoácidos y proteínas que

se observan en el cartílago de rata (Sara y Hall, 1990) o la producción de esteroides
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ováricos (Adashi y col, 1985), ambos por la participación del IGF-I. Se ha propuesto que el

IGF-I además es un promotor de la diferenciación (Saez J y cols., 1988) pero no de la

proliferación de las células testiculares de la rata a los 16 d.g. (Rouiller-Fabre, 1998). Sin

embargo el papel del IGF-I en la proliferación de las células gonadales del ratón no se ha

estudiado .
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La determinación sexual testicular en los mamíferos ocurre en la etapa embrionaria

debido a la expresión del gen Sry y a la interacción de éste con otros genes autosomales a

través de un mecanismo entendido parcialmente hasta el presente. Se sabe que la función

testicular en el mamífero adulto es controlada principalmente por las hormonas

gonadotrópicas LH y la FSH. Sin embargo, en los últimos diez años se han publicado

diversos estudios sobre factores de crecimiento producidos localmente en el ovario y

testículo adulto, que participan en el control de la función de estos órganos. Entre ellos se

encuentra el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (lGF-I). Experimentos

realizados in vitro en diferentes especies de mamíferos en testículo demostraron que éste

factor tiene una participación fundamental en el control endócrino de la gónada masculina y

en la diferenciación de las células de Sertoli y Leydig de las células reproductoras.

Estudios relativamente recientes sobre la mutación nula del IGF-I demostraron la

importancia que éste tiene en la morfogénesis y en la secreción de hormonas sexuales de

los mamíferos. Por otro lado, experimentos realizados en fetos de rata, se plantea que el

IGF-I induce la diferenciación fisiológica de las células de Leydig, aunque no se observó

ningún efecto de este factor en la producción de hormonas sexuales. Investigaciones

recientes realizadas por el grupo de la Dra. Villalpando demostraron la presencia de RNAm

y la proteína del IGF-I en etapas tempranas del desarrollo testicular, hasta la fecha se

desconoce si este factor participa en la proliferación y diferenciación de las células

somáticas testiculares en etapas criticas para la diferenciaciónsexual del testículo y para la

actividad secretora del mismo. Considerandoque el Sry se descubrió en el ratón y que ésta

es una especie empleada en investigación básica, es necesario aumentar el conocimiento
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sobre la participación del IGF-I en la fase embrionaria de esta especie animal, así como

determinar los mecanismos implicados en el crecimiento y diferenciación del testículo.

IV. HIPÓTESIS

El IGF-I es uno de los factores que participa en la regulación de la función testicular en el

adulto. En la etapa embrionaria este factor promoveria la proliferación de las células

testiculares del ratón y por 10tanto induciria el crecimiento de este órgano en esta etapa.
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V. OBJETIVOS

1. Determinar la dosis óptima de IGF-I que induce la proliferación de las células

somáticas de los 12-17 d.g. durante el desarrollo testicular del ratón.

2. Investigar si el IGF-I participa en la proliferación de las células somáticas en el

testículo embrionario del ratón a los:

a) 12 d.g. (inicio de la diferenciación).

b) A los 14 d.g. (etapa de crecimiento)

e) A los 17 d.g. (etapa fetal)
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VI. MATERIAL Y MÉTOOOS

1. Reactivos químicos

Los reactivos químicos utilizados y descritos en metodología fueron de pureza grado

analítico.

1.1 Material

El material empleado fue esterilizado en ciclo húmedo a 120 Kg/cm'' en autoclave, 40

minutos.

1.2 Animales

Se utilizaron embriones macho de 12,14 y 17 días de gestación (d.g.) de ratones hembra

de la cepa CO-l del Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad

Nacional Autónoma de México . Los ratones se mantuvieron con 12 horas de luz y 12 horas

de oscuridad a una temperatura de 24-2SoC y se alimentaron con "Mouse/rat diet 7200"

marca Harland yagua al libitum.

2 Aislamiento del testiculo

Ratones hembra de la cepa CO-l de 12,14 y 17 dg, se sacrificaron por dislocación

cervical bajo un microscopio estereoscópico (modelo Stereomaster Fisher Scientific) en

condiciones de atmósfera semiestéril, se obtuvieron los embriones macho a los cuales se les

disectaron los testículos (Fig. 17) Yse colocaron en tubos Eppendorf de I.S mL con SOO J.LL

de PBS, se hicieron dos lavados con Versene 0.1 mM.
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A B

Fig. 16. A. Se muestra la región ventral de una ratona
preñada. B. Se ilustra la ubicación de los embriones y el área
caudal donde se localizan los testículos.

2.1 Disgregación celular

En condiciones semiestériles, los testículos se disgregaron con tripsina al 0.1 % Y se

incubaron a 37 "C lO min, se ayudó a la disgregación manualmente con la ayuda de una

pipeta siliconizada y se inhibió la acción de la tripsina con inhibidor de tripsina al 0.2 %.

Las células disgregadas se centrifugaron a 1800 rpm 10 min, se decantó el sobrenadante y

se resuspendió en 300 J.1L de medio 199 suplementado (con L-glutamina 2 mM, NaHC03

0.2%, HEPES 25 mM, Penicilina G sódica 50 VI/mL, sulfato de estreptomicina 50 ug/ml.,

y piruvato de sodio 0.11 mg!mL) de IN VITRO de México. Con esta técnica se obtuvo una

fracción enriquecida de células de testículo (Sertoli y Leydig), las células reproductoras no

se pegan al sustrato y no se pueden cultivar.
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2.2 Viabilidad celular

Para conocer la viabilidad celular y saber el número de células por mililitro se utiliza un

hematocitómetro (Fig.17).

Fig. 17. Hematocitómetro

Se tomaron 40 ul, de la suspensión celular obtenida, se colocaron en un tubo

Eppendorf y se añadieron 40 ul, de azul de tripano 0.9 % en PBS. De esta solución se

tomaron 10 ¡lL Yse colocaron en el hematocitómetro. El número de células viables se contó

tomando en cuenta los cuatro cuadrantes (W) presentes en la cámara y se realizaron los

cálculos de acuerdo al siguiente esquema (Fig18).

Fig. 18. Esquema que muestra los cuadrantes observados en
el hematocitómetro bajo el microscopio.

No. de células viables= No. de células en los 4 cuadrantes (W) x 2500 x F.D.

2500= Constante para convertir a células por mL
F.D. Factor de dilución (aforo/alícuota)
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2.3 Cultivo

Se tomó el volumen calculado para obtener 1.5 xlOs células y se colocaron en cajas de

cultivo de plástico Nuclon (35xl0 mm) con 1 mí. de Medio Eagle Modificado Dulbecco

(DMEM) suplementado con 50 Vl/mL de penicilina, 50 ug/mí, de sulfato de

estreptomicina, 2 mM de L-glutarnina, Hepes 2.5 mM Yalbumina al 0.1 % Ypresencia o

ausencia de IGF-l como se presenta en el diseño experimental (tabla 3).

DISEÑO EXPERIMENTAL

ed desd'fia 3. a OSIS respuesta a 1 erentes a
Edad No. de Experimental

experimentos * (con IGF-D
5 50ng

12 d.g. 5 75ng
5 l00ng
5 50ng

14 d.g. 5 75ng
5 l00ng
5 50ng

16 d.g. 5 75ng
5 l00ng

Tabl Curv d .

• Cadaexpenmentotuvo un control sm IGF-I

Tabla 4 Efecto del IGF-I a diferentes edades
Edad No. de Experimental

experimentos * (con IGF-D
5 l00ng

12 d.g. 5 l00ng
5 100ng
5 100ng

14 d.g. 5 l00ng
5 l00ng
5 l00ng

16 d.g. 5 100ng
5 100ng

• Cada experimento tuvo un control sm IGF-I

2.4 Incubación de células testiculares

Las cajas de cultivo sembradas se colocaron en estufa a 37°C y 5 % de C02 por 21 horas.
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2.5 Verificación del crecimiento celular

Para verificar que las células sembradas tuvieran un adecuado crecimiento, transcurrido

el tiempo de incubación, se observó en el microscopio invertido (modelo Zeizz West

Gennany) el crecimiento celular.(Fig. 21)

2.6 Inmunocitoquímica

La inmunocitoquímica es una técnica inmunológica que nos permite detectar el BrdU

incorporado al DNA de las células que han entrado a la fase de mitosis en el ciclo celular.

El BrdU es un análogo de la timidina, por 10 que incorpora al DNA en lugar de la timidina.

Para la realización de esta técnica, se incubaron las células con 10 umol/L de BrdU, a 37°C

y 5 % de C(h por 1 hora, se colectaron las células, se fijarón en un portaobjetos con ETüH

70% con buffer de glicina y se lavaron con PBS 0.1 M pH 7.4, a punto de ebullición.

Posteriormente se incubaron las células con el anticuerpo primario anti-BrdU de ratón, en

cámara húmeda con PBS 0.1 M a 37 "Cpor 1 hora, se lavaron las células con PBS 0.1 M Y

se incubaron con el anticuerpo secundario antí-ratón-Ig-fluoresceinado por 1 hora a 37 "C

en cámara humeda con PBS 0.1 M. Se montaron con medio de montaje "Vecta shield" para

fluorescencia (de vector laboratories) y las células fueron observadas en microscopio

(modelo Nico Eclipse E600 ) con luz ultravioleta a una longitud de onda entre 480-520 nm;

la fluorescencia fue presente en las células que se incorporo el BrdU. (Fig. 19).
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Fig. 19. Se muestra la representación gráfica de los
anticuerpos primario y secundario durante la técnica de
inmunodetección por Brdu.

2.7 Conteo de células marcadas con BrdU

Se realiza el conteo celular bajo microscopio (modelo Nico Eclipse E600 ), se cuentan

las células marcadas y no marcadas en cuatro cuadrantes de un campo y se calculó el % de

células.

% = No. de células marcadas x 100
No. total decélulas

% = No. de células no marcadas x 100
No. total de células

2.8 Análisis Estadístico

El análisis estadístico se realizó con análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguida

de la prueba Tukey con el programa Prism 4.0.
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VII. RESULTADOS

1. Cultivo celular

El modelo biológico empleado en la presente tesis, fue el ratón Mus musculus de la

cepa CD-I. A pesar de la importancia biológica del ratón como modelo para la

investigación, éste no ha sido usado para estudio de proliferación celular de las células

somáticas del testículo. Se realizó entonces la disgregación de las células testiculares para

realizar el cultivo celular bajo las condiciones especificadas en material y métodos,

obteniéndose los cultivos celulares (Fig. 20) a partir de los cuales se realizó el diseilo

experimental (Tabla 3 y 4).

Los cultivos celulares de las células somáticas crecieron bien en todos los casos.

Fig. 20. Se muestra el crecimiento del cultivo celular de
testículo embrionario de 16 d.g. a 37°C y 5% de CO2• 40 X.

2. Establecimiento de la dosis óptima de IGF-I

Se realizaron varias curvas para conocer la dosis óptima, en edades de 12, 14, Y 17 d.g.

(Figs. 22, 23 Y24). Se utilizaron diferentes dosis de IGF-I (50,75 Y lOO ng) y se determinó

que la dosis que más potenció la proliferación de las células somáticas para cada una de las

edades estudiadas fue de 100 ng con una diferencia significativa de p< 0.001 con respecto

al control.
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Fig. 22. Proliferación de las células testiculares a los 12 dogo Gráfica que
muestra los porcentajes obtenidos con el tratamiento de IGF-I a diferentes
concentraciones. El porcentaje de proliferación fue del 20%.Las barras
muestran la media de 5 experimentos independientes y el error estándar.

Una vez conocida la dosis óptima de 100 ng, en las diferentes edades ensayadas

(Figuras 22, 23 Y24), se evaluó la influencia del IGF-I en las diferentes edades (12, 14 Y 17

O..&...l-or-......-

d.g.). (Figura 25).

***

control 50 ng 75 ng 100 ng

Dosis de IGF·I
Fig. 23. Proliferación de las células somáticas testiculares a los 14 dogo
Gráfica que muestra el incremento del porcentaje de células proliferando.
***p<0.001% significativamente diferente con respecto al control. Las barras
muestran la media de 3-5 experimentos independientes y el error estándar.
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Fig. 24. Proliferación de las células somáticas testiculares a los 17 d.g.
Gráfica que muestra el porcentaje de proliferación obtenido a esta edad. ***
Significativamente diferente con respecto al control p<O.OO1. Las barras
muestran la media de 3-5 experimentos independientes y el error estándar .

3. Inmunocitoquímica

Para determinar si el IGF-I estimula la proliferación de las células somáticas

testiculares se utilizó la técnica de inmunodetección con BrdU, el cual se agregó durante

una hora posterior a la estimulación de IGF-I. Las moléculas de BrdU incorporadas al DNA

a través de la división celular (síntesis), fueron detectadas con un anticuerpo monoclonal

para BrdU y un segundo anticuerpo anti-BrdU. Se contaron las células marcadas como se

muestran en la Figura 21.

Células no marcadas

Células marcadas

Fig. 21. Inmunocitoquímica de cultivo celular de testículo embrionario. El
anticuerpo primario es un anticuerpo monoclonal para BrdU y el secundario es un
anticuerpo anti-raton-Ig-fluoresceinado. Rango 480-520 nm. Flecha indica las células
marcadas (núcleo verdes fluorescentes) y no marcadas (núcleos vente tenue). 40 X.
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4. Efecto de la concentración de IGF-I

Se observó que el IGF-I aumentó la proliferación de las células testiculares, en

embriones de 12, 14 Y 17 d.g. del desarrollo embrionario. Los valores determinados

muestran que el IGF-I tiene un efecto sobre la proliferación de estas células ya que aumentó

de forma exponencial de este proceso con la dosis de 100 ng. Se observó que el IGF-I

provocó un aumento de la proliferación de acuerdo a la edad evaluada. Se encontró que el

porcentaje máximo de proliferaciónfue a los 17 d.g. (Fig. 25).

ti)
C1)ca
'C'C
CI) Bar:acE
8 ti).. ca
0-
Do.:! 10

'fj

control 12 14

***

17

Olas de gestación

Fig.25. Gráfica que resume el porcentaje de proliferación de las
células somáticas del testiculo embrionario marcadas a lo largo
del desarrollo de la gónada masculina con 100 ng, Las barras
muestran el promedio y el error estándar. ** Significativamente
diferente con respecto al control p< 0.01, *** Significativamente
diferente del control con una p< 0.001 con el análisis de ANOVA de
una vía seguida de la prueba de Tukey.
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VIII. DISCUSIÓN

En el presente trabajo se estudió el efecto del factor de crecimiento similar a la insulina

en la proliferación de las células somáticas del testículo embrionario. Desde la etapa inicial

de la diferenciación de este órgano 12 d.g, hasta la fase fetal (17 d.g.).

Los estudios sobre el control de la proliferación de las células embrionarias arrojan

datos controversiales. Se sabe que la regulación y progresión del ciclo celular están bajo el

control de factores de crecimiento entre estos se incluye el IGF-I, las ciclinas las proteínas

cinasas dependientes de ciclinas (CDK), las cuales forman un complejo estas proteínas

(Shapiro y cols., 1999).

En esta investigación observarnos que el IGF provocó un incremento en la división de

las células testiculares diferencialmente. A los 12 d.g, diferentes dosis de IGF-I no

incrementaron la división celular. Esto se debe quizá a dos factores; el primero podria estar

relacionado con el tamaño del testiculo ya que a esta edad, este órgano está formado por

muy pocas células somáticas; los cordones testiculares en su mayoria están constituidos por

células reproductoras. La segunda razón es que el porcentaje de células proliferando sea

representativa de las células que entraron en mitosis; puesto que no todas las células en la

gónada parecen dividirse simultáneamente. Datos recientes generados por Schmahl y Capel

2003, plantean que la proliferación es necesaria en la gónada indiferenciada para

determinar el destino de la gónada masculina o femenina. Este grupo también propone que

este proceso también es importante para la morfogénesis .(Shcrnahl y Capel, 2003), antes de

que las células precursoras de las diferentes estirpes celulares que constituyen este órgano

se diferencien.

Experimentos realizados en el laboratorio (Castrejón-López, 2005) con anticuerpos

neutralizantes dirigidos contra IGF-I demostraron también que a los 12 d.g. no se observó
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ningún efecto en la inhibición de las células testiculares. Sin embargo, observaciones

hechas en nuestro grupo de trabajo plantean que la diferenciación de algunas células

precursoras de Leydig se inicia a los 12 d.g. puesto que empiezan a secretar testosterona

(Castrejón-López, 2004), debido a que la inhibición del IGF-I provocó una baja en la

biosíntesis de testosterona a esta edad. Sin embargo a los 12 d.g. sí se encontró un efecto

inhibidor del 10% del IGF-I en la proliferación de las células testiculares (Castrejón-López,

2004). Los datos generados a los 17 d.g. muestran que el porcentaje de inhibición se

incrementó significativamente con respecto a la etapa anterior al 22 %. Estos datos plantean

que el IGF-I a los 14 d.g. es un factor de progresión del cielo celular y a los 12 d.g. un

promotor de la diferenciación de los precursores de Leydig. Además, nuestros hallazgos

plantean que el IGF-I, es un factor mitogénico moderado ya que en ningún experimento se

encontró un efecto del 100 %; esto plantea que además, de este factor hay otros que

participan en la regulación de la proliferación.

Por otro lado, la ínformación que existe hasta la fecha con respecto a las cielinas sobre el

control de la proliferación es motivo de controversia. Experimentos realizados con ratones

en la que no se expresan los genes para las cielínas 01-/-,02-/- Y03-/- demostraron que en

ausencia de estos reguladores del cielo celular, los ratones mueren a los 13.5 d.g. (Kozar y

cols., 2004). Estos autores además plantean que la proliferación de diferentes órganos

prenatalmente no está aparentemente bajo el control de las ciclinas O. Sin embargo, en este

estudio no se evaluó el papel de las cielínas en el desarrollo gonadal. Resultados generados

en el laboratorio (Castrejón-López, 2004) en células somáticas con cielinas 02 a los 14 y

17 d.g. demuestran que la cielina 02 sí tiene un efecto en el control de la proliferación de

las células gonadales.
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Los ensayos de proliferación de las células gonadales del ratón a los 17 d.g.

demostraron que el porcentaje más alto de proliferación provocado por el IGF-I in vitro fue

detectado en esta edad. Sin embargo, los experimentos de neutralización del IGF-I, a esta

misma etapa, muestran que solo el 20% de la proliferación de las células somáticas es

inhibido. Esto sugiere que debe existir además de las ciclinas y el IGF-I otros factores que

regulen la proliferación en la etapa embrionaria, como se mencionó antes.

Los hallazgos realizados sobre el efecto estimulatorio del IGF-I en las células

somáticas testiculares del ratón están en desacuerdo con los generados por Rouiller-Fabre y

colaboradores en 1998. Estos investigadores evaluaron el efecto del IGF-I en las células del

Leydig de testículos fetales en la rata a los 16 y 18 d.g. con 50 ng de este factor de

crecimiento. Ellos describen que el IGF-I no es un factor que induzca un aumento en la

proliferación de las células somáticas del testiculo debido a que no observaron ningún

efecto del IGF-I en la proliferación. Este grupo de investigación, propone que el IGF-I es

un promotor de la diferenciación de las células de Leydig. Sin embargo, las diferencias

observadas en nuestro estudio con 100 ng pudiera deberse a que la dosis empleada es alta,

lo cual obligaría a nuestras células a entrar en mitosis. Es probable que las diferencias

observadas entre la rata y el ratón se deban además a que hay diferencias genéticas entre

diferentes especies. Esto se hace evidente en la respuesta fisiológica diferente al evaluar el

efecto del mismo factor de crecimiento en la rata y el ratón.

En resumen, el IGF-I es un promotor de la proliferación de las células testiculares en el

ratón, en etapa prenatal. Falta investigar o determinar si el IGF-I es un factor inductor de la

diferenciación de las células del Leydig en esta especie, empleando células indiferenciadas

o líneas celulares.
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IX. CONCLUSIONES

I. El IGF-I es un promotor del ciclo celular pues induce la proliferación de las células

somáticas del testiculo a 12 y 14 d.g.

2. Este factor parece tener una función fundamental a los 17 d.g. ya que su

estimulación es mayor en esta edad.

3. El porcentaje de inducción de proliferación observado de 20 - 30 % indica que es

un factor con actividad mitogénica moderada.
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