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I. RESUMEN

Durante el desarrollo gonadal d_e los mamiferos, ocurren eventos de proliferacion y diferenciacion
celular. Estos procesos son controlados por genes, factores de crecimiento, como el IGF-1 y las
ciclinas D entre otros. Se ha observado que la adicion del IGF-I a células de Leydig del testiculo
adulto en la rata incrementa la proliferacion de este tipo celular y la produccion de hormonas
esteroides sexuales. Asi mismo, estudios previos demostraron que la inhibicién de la ciclina D2
impide la diferenciacion de las células de la granulosa y disminuye la producciéon de hormonas
esteroides en la hembra; y en el macho causa hipogonadismo. Sin embargo, se sabe poco sobre el
papel de la ciclina D2 y del IGF-I en el control de la proliferacion de las células somaticas del
testiculo del ratén prenatalmente. En el presente trabajo, se estudio el papel del IGF-1 y de la ciclina
D2 en la proliferacion celular del testiculo embrionario in Vitro. Se utilizaron embriones de raton de
12-17 dias de gestacion (d.g.) de la cepa CD-1. Se aislaron 30 testiculos, se disgregaron con tripsina
0.01%, se sembraron 150,000 células y se cultivaron 24 horas (h) con 5% de CO, con Anti IGF-
I(100ng), Anti ciclina D2 (100ng) o ambas. lLas células se marcaron con bromodeoxyuridina
(BrdU) I h y se realizo una inmunodeteccion con un anticuerpo anti-BrdU. Los resultados de las
edades analizadas muestran que en los experimentos de neutralizacion con el Anti-IGF-I y con la
doble neutralizacion Anti-IGF-I + Anti-ciclina D2, no hubo una disminucion en la proliferacion. Sin
embargo, con la adicion de la Anti-ciclina D2 la proliferacion disminuyé 46% con respecto al
control con suero (C/S) y sin suero (S/S) a los 17 d. g. Unicamente a los 12 d. g. se detecté una
disminucion de la testosterona secretada por las células cultivadas con Anti-IGF-I. Se propone que
el IGF-1y la ciclina D2 participan en la diferenciacion, proliferacion y funcion endocrina de las

células del testiculo fetal, como son las células de Leydig.
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Il. INTRODUCCION
El sexo fenotipico se establece desde la fecundacion, con la unién de los
cromosomas sexuales X 0 Y; eslos, contienen genes que participan en el establecimiento
del sexo cromosémico (XX 6 XY). La presencia de estos cromosomas dara lugar al sexo
gonadal (ovario 6 testiculo), y la secrecion de las gonadas determinard las caracteristicas
externas o el sexo fenotipico. Parte esencial del sexo gonadal, es el desarrollo del aparato
genital el cual se diferencia a partir de un primordio indiferenciado que dara origen a tres

estructuras: las gonadas, los conductos genitales y el seno urogenital (Merchant y Moreno,

2001).
1. Morfogénesis y desarrollo gonadal

a) Formacion de la cresta genital
La cresta genital se forma por interaccion de diferentes lineas celulares, como son:

células del epitelio celomico que bordean la cavidad celémica; y células del mesénquima

adyacente proveniente del mesonefros (Merchant, 1984).

Venas Cardinales Tubo Neural

Cresta Genital
Notocorda

Cresta Genital

Célulns Germinales Mesonefros

Primordinles

Epitelio Celémico

Fig. 1. Se muestra la migracion de las células germinales primordiales hacia la cresta genital. Modificado de Sandler
y Lagmann, Embriologia Médica, 1990.




Ambas lineas celulares, experimentan un alto indice de proliferacion, formandose la cresta
genital. Esta region posteriormente es invadida por vasos sanguineos y células germinales
primordiales (CGPS), estas ultimas provenientes de la regién del endodermo del saco
vitelino (Fig. 1) (Merchant, 1991). Durante ¢l desarrollo de estas estructuras, se¢ ha
propuesto la intervencion de algunos genes como: WT1, Lim -9, SF-1, steel, c-kit 'y Bmp4,

entre otros, que permiten la llegada de las CGPs hacia la cresta genital (Stot y Wylie,

1986).
Cresta genital Blastema gonadal
Tubulo mesonéfrico £ “\‘\)

Conducto \ Vasos ; Yy Células
Mesonélrice Sanguineos V Mesenguimalicas
Celulus "

Mesenquimancas \ .(.'élu_i:u;
Celnlis b o o Fpitehiales
Lipitelinles

Fig. 2. Desarrollo temprano de la génadu. Organizacion de la cresta genital y el blastema gonadal.
Merchant, 1991,

El conjunto de las CGPs y la proliferacion de las células somdticas forma el blastema

gonadal (Fig.2) (Merchant, 1991). En el raton la formacion de la cresta genital ocurre a los

10-10.5 d. g.

b) Establecimiento de la gonada indiferenciada

Después de la formacion del blastema gonadal, se establece la gonada indiferenciada la cual
s¢ detecta de los 11-11.5 d. g. En esta etapa, las células comienzan a condensarse y a
separarse del epitelio por lu invasion de los vasos sanguineos; de esta manera se forman dos
compartimentos, uno epitelial y otro estromal (Fig. 3). El primero contiene a las células
epitelinles y CGPs que formardn o los cordones sexuales y el segundo compartimicento
contiene a las células mesenquimaticas, vasos sanguineos y fibroblastos que daréan origen al

componente intersticial (Merchant y Moreno, 2001).



Gonada indiferenciada

Células
Mesenquimaticns

Cordones Sexunles
Células Epiteliales
FFig. 3. Muestra la separacion de los cordones sexuales. Merchant, 1991,
Tanto en las hembras como en los machos, los cambios morfolégicos que ocurren para el

establecimiento de la cresta genital, blastema gonadal y génada indiferencinda son los

mismos.

¢) Diferenciacion sexual

Una vez establecida la gonada indiferenciada, el siguiente cambio morfologico en el
testiculo es la invasion de los vasos sanguineos que separan al epitelio. celomico de los
cordones sexuales. Liste cambio es provocado por los genes encargados de la diferenciacion
hacia testiculo, algunos de estos se enlistan en la tabla 1:

Tabla 1. Genes que participan en el desarrollo gonadal

Gen Sexo Funcién

Sry M Participa en la diferenciacion del testiculo

Wil M F | Establecimiento de génadas e higado. Posible regulador de Sry

Sox9 M Diferenciacion de células de Sertoli y desarrollo del testiculo

MIS M Regresion de los conductos de Miiller

Sfi M Participa en la diferenciacion y produccion de esteroides

Dhh M Desarrollo de células germinales

Fefv M Proliferacion en testiculo
Dmrtl M Mantiene a los tubos seminiferos después del nacimiento

Igfl M F | Participa en la proliferacion, diferenciacion y produccion de esteroides

Villalpando, 2001; Tilman y Capel, 2002




El primer gen en expresarse en el testiculo es el gen que codifica para la hormona
inhibidora de los conductos de Miiller (MIS), la cual inhibe el desarrollo de los conductos
del mismo nombre, y permite la masculinizacion de la génada y el desarrollo de los
genitales internos (vesiculas seminales, conductos eferentes y deferentes y epididimo) y
externos (glande, rafe y escroto) (Fig.4) (Merchant, 1991).

Posteriormente, los cordones sexuales cambian su nombre a cordones seminiferos, que
con.liencn a las células precursoras de Sertoli y pre-espermatogonias. Por otro lado, las
células mesenquimaticas se diferencian en las células precursoras de Leydig; con la
diferenciacion de estas se inicia la actividad endocrina del testiculo (produccion de

testosterona); todos estos cambios ocurren al 12 d. g. (Merchant, 1984).

Gonada indiferenciada
Testiculo j
Inhibicion Estimulacion
CONDUCTOS D14 CONDUCTOS DI WOLK
MULLER l Conductos
Genitales deferentes
internos Vcs!culas
seminales
i Rale
Genitales Glande
externos Escroto

Fig. 4. Diferenciacion de los genitales internos y externos. Merchant, 1991,



2. Factor de Crecimiento Similar a la Insulina Tipo I (IGF-I)

a) Organizacion del gen

El gen del IGF-I en el raton se localiza en el cromosoma 10, este gen esta altamente
conservado en los mamiferos, debido a que entre especies varia el nimero de promotores
de 2 a 3. El IGF-I esta constituido por 6 exones, 5 intrones, dos promotores y tiene una
longitud de 80 kilobases (Fig.5) (Bell y col. 1986). Se ha propuesto que el primer promotor

es el responsable de la transcripcion del IGF-I en mamiferos (Adamo y col. 1994; Rotwein,
1999).

AHH——--

it °

Fig. 5. Estructura del gen del IGF-1 de la rata, cuya organizacion es similar a la del ratén. Los nimeros corresponden a
los exones y el espacio entre ellos al de los intrones. Rotwein, 1999.

b) Organizacién de la proteina

El péptido codificado por el gen del IGF-I es una cadena sencilla de 70 aminoécidos (a.a.) y
esta constituida por 5 dominios. El dominio B, contiene 29 a.a. y la region amino terminal
(N). El dominio central C esta formado por doce residuos, el dominio A estd constituido
por 21 a.a. y el dominio D con 8 residuos y la region carboxilo terminal (C). Ademas,
contiene dos secuencias adicionales en la region terminal C, el IGF-IA, que contiene 35
a.a. y el IGF-1B con 77 a.a., ambas secuencias conforman el dominio E (Zapf y Froesch,
1986; Daughaday y Rotwein, 1989).

Los tres primeros dominios (A, B y C) son idénticos a los presentes en el péptido de la

insulina, de esta forma, se considera al dominio D exclusivo del péptido del IGF (Fig. 6).



NH;

COCH

Fig. 6. Se muestra el péptido del IGF-1, con los 5 dominios y los tres enlaces bisulfuro que unen a la proteina.
Mudificado de Clemmons, 1989 y Rotwein, 1999,




¢) Proteinas de union

A diferencia de la insulina, el IGF-I no se encuentra libre en el torrente sanguineo sino que
es transportado por proteinas especificas llamadas IGFBPs (proteinas de unién de los
factores de crecimiento similares a la insulina); las cuales tienen diferentes funciones:
a) Prolongar la vida media de los IGFs (Perrard-Sapori y col. 1987).
b) Funcionar como reguladoras de diferentes respuestas fisiolégicas (Clemmons,
1993).
¢) Conducir al IGF-I a los tejidos o células blanco (Clemmons, 1993).
d) Potenciar o suprimir la accion del IGF-I, debido a que regulan el acceso a los
receptores de membrana (Zapf y Froesch, 1986).
En la actualidad se conocen 10 tipos de IGFBPs, sin embargo, solo se han caracterizado 6
miembros, debido a que la cantidad en el espacio intracelular es baja (Clemmons, 1993). A
diferencia de la insulina, las IGFBPs pueden ser usadas en concentraciones fisiologicas, y
conservan una alta afinidad y especificidad al receptor (Bayne y col. 1988).
El IGF-I es considerado un mitogénico débil, sin embargo, cuando se adiciona la IGFBP-I
en células porcinas, se potencia la sintesis de DNA en respuesta al IGF-I, de manera similar
a la respuesta de estas células con suero (Elgin y col. 1987).
Los residuos de aminoacidos del IGF-1 que se unen a las IGFBPs estan presentes en la
region amino terminal de 16 amino acidos. El 95% del IGF-I que se encuentra en el suero,

esta unido a la IGFBP-3 (Baxter y Martin, 1989); el resto estd unido a las IGFBP-1,2 y 4

(Clemmons, 1993).




3. Receptor del IGF-1
a) Organizacién del receptor

El receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-IR), es una proteina
que pertenece a la familia de receptores tirosina quinasa transmembranales, la cual incluye
al receptor de insulina (IR). El gen de IGF-IR, consta de 4989 nucledtidos y codifica para
1367 a.a. (Adams y col. 2000). Ademas, contiene un péptido sefial de 30 residuos (residuos
1-30) y una proteasa que rompe en un sitio de union a los residuos 708-711, originando dos
cadenas: una cadena o (residuos 1-707) y una cadena P (residuos 712-1337). La primera y
195 residuos de la cadena B forman la porcion extracelular del IGF-IR, que contiene de 5
a 11 sitios potenciales de glicolizacion en la regién terminal amino (Ullrich y col. 1986).
Este receptor, se une con alta afinidad al IGF-I e inicia la respuesta fisiol6gica para este
ligando in vivo. Aunque los ligandos de esta familia de receptores (insulina e IGF-I)
comparten una estructura tridimensional comun, la caracteristica que separa al IGF-IR de
los otros miembros de la familia del receptor de insulina, es que se encuentra en la
superficie celular como una unién bisulfato dimerizado y requiere de una oligomerizacion
del receptor para la sefializacion celular (Le Roith y col. 1995).

El IGF-IR, es responsable de los efectos mitogénicos del IGF-I durante el desarrollo fetal,
de la proliferacion de las células somaticas; y protege a las células de la muerte celular

programada o apoptosis (Baker y col. 1993), asi mismo, se le considera un promotor de

tumores (Adams y col. 2000).



b) Cascada de senalizacion
La cascada de sefinles del IGF-IR, se inicia con la union de éste a su ligando (1GEF-1), Lsta
union provoca una fosforilacion del sustrato del receptor-1 para la insulina (IRS-1)
(Clemmons y Maile, 2003). Este contiene un sitio de reconocimiento que sirve de union a
proteinas con dominios de homologia 2 SHC, este dominio recibe este nombre por ser
similar con la region 2 de la cinasa de tirosina del oncogen src (sarcoma de Rous de las
aves). Este sitio le permite al IRS-1 unirse a dos proteinas que activan diferentes vias. La
primera es la p85 de la quinasa fosfatidil inositol y la segunda es el Grb-2 (receptor de la
proteina de unién 2) que se encuentra unida a IGF-IR. P85 forma el complejo p85/p110
que induce la produccion de trifosfato inositol que participa como regulador de la mitosis y
el crecimiento celular, Por otro lado, Grb-2 activa al gen RAS (miembro de la familia de
GTPasas, estimula la cascada de fosforilacion de las células, Alberts y col. 1996). Se ha
propuesto que este gen estd implicado en la diferenciacion celular (Iig.7) (Villalpando,

2001).

Diferenciacion
celular

Crecimiento
celular

AT A

o

FACTORES DE
™ ANH(l&Il’( TON

EXPRESION DEL GEN

Fig. 7. Cascada de senalizacion via IGF-1/IGF-IR. Modificado de Clemmons and Maile, 2003.
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[La sefializacion a través del IGF-IR es la via responsable para el crecimiento somatico en la
etapa fetal de los mamiferos, mientras que el crecimiento postnatal de los animales se
atribuye a la in;eraccién de la hormona del crecimiento y al IGF-I y II (Adams y col. 2000).
¢) Deteccion en tejidos

El IGF-IR, se expresa en varios tipos celulares, como son: fibroblastos, mioblastos, células
del musculo liso y tejido vascular (Adams y col. 2000). Asi mismo, se detecta en células
del mesénquima, incluyendo células de la granulosa y células testiculares en donde se
produce y se almacena (Vanneli y col, 1988). Varios de los tipos celulares mencionados,
tienen solamente 5,000- 10,000 receptores de IGF-1 por célula, y esto puede ser una razén

por la que este factor de crecimiento sea considerado un mitogénico débil para algunos

tipos celulares en cultivo (Clemmons, 1993).

4, Control de la proliferacion en tejidos
a) Ciclo Celular
La proliferacion celular involucra eventos de replicacion y division del material genético;
dichos eventos se llevan a cabo en 24 horas durante el ciclo celular. Este consiste de cuatro
fases Gl, S, G2 y M; en las cuales, la célula replica su material genético, se divide y se
inicia un nuevo ciclo. Ademas de las anteriores algunas células como las mioides y las
nerviosas tienen una fase denominada GO en las cuales las células permanecen en reposos
por dias, meses ¢ incluso affos hasta ¢l inicio de un nuevo ciclo. En la fase G1, la célula se
prepara para la replicacion del ADN, incrementa su tamafio y poco después se inhibe la
actividad de sefializacion de crecimiento y se determina la entrada de la célula en el ciclo.
Después, en la fase S, se inicia la produccién de algunas proteinas, como las histonas que

participan en la formacion de la cromatina y las enzimas que sintetizan &cidos
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desoxirribonucleicos y replican el ADN. En la fase G2, se completa la replicacion del
material genético y se revisa el entorno de la célula para su division. Durante la fase M, el
material gcnéli_cn replicado, se condensa y se separa, primero en dos ntcleos y después,
por citocinesis, en dos células (Bravo y Mac Donald —Bravo, 1987; Alberts y col. 1996).

El ciclo celular, es regulado por factores de crecimiento, genes y proteinas, principalmente
por las cinasas dependientes de ciclina (cdks). Estas forman un complejo con las ciclinas y
juntas son las encargadas de regular la entrada, transicion y salida de las células por las
diferentes fases del ciclo celular (Johnson y Walker, 1999).

Existen dos tipos de ciclinas: las ciclinas mitoticas las cuales se encuentran y se unen a las
cdks en la fase (G2 y son necesarias para entrar a la mitosis; y las ciclinas G1, que se unen
en esta fase a las cdks y son requeridas en la fase S (Alberts y col. 1996) (Tabla. 2).

Tabla 2. Ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas

Ciclina Cdk Asociado Funcién
A Cdk1 (cde2), edk2 | Entrada a la fase S y transicion. Anclaje dependiente
del crecimiento.
Bl1. B2 Cdk]1 Salida de G2, mitosis.
C Cdk8 Regulacion transcripcional y transicion de GO a S
DI, D2, D3 Cdk4 cdke6 Transicion de la fase GO a S
E Cdk2 Transicion de la fase GOa S
I 2? Transicion de la fase G2 aM
Gl, G2 CdkS5 Respuesta al dafio del DNA
H Cdk7 Activacion de los cdks, regulacion trancripcional y
reparacion del DNA.
I 7?7 desconocido
K ?7? Regulacion trancripcional y activacion de los cdks.
T1, T2 Cdk9 Regulacién transcripcional.

Tomada de Johnson y Walker, 1999,
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Ademas, de las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclina existen otros genes y proteinas
que se expresan a lo largo del todo ciclo celular (Fig. 8); algunos de estos factores inhiben o
potencian la agtivacién de las ciclinas, principalmente los miembros de la familia Cip/Kip
(inhibidores de las cdks en la fase Gl y S) y factores de crecimiento como el IGF-I

(Johnson y Walker, 1999).

Regulacion del ciclo celular

| | |
| Gl CAK R

| 1
B T
!
CchS—_"
- ,_ %
CIP/KIP

PPPR

I Expresion del Gcn>5inlesis del ADN

Fig. 8. Funcion del complejo ciclina/cdk, y estimulacién e inhibicion de su actividad por otras proteinas. G1= primera fase de
crecimiento; R = punto de restriccion; S = fase de sintesis; G2 = segunda fase de crecimiento; M = fase de division; GO= fase
de reclutamiento en algunas células (miodies y nerviosas)., Modificado de Robker y Richards, 1998.

b) Papel del IGF-I
El IGF-I es producido en varios tejidos del humano, rata y raton (Zapf y Froesch, 1986),
tanto en la etapa adulta como en la prenatal. Este péptido juega un papel importante en el
metabolismo y crecimiento y tiene varias funciones dentro del organismo como son:
* Funciones similares a la insulina: Participa en la sintesis de glicogeno y reduce la
concentracion de glucosa en la sangre (Rotwein, 1999).
* Estimula la sintesis de ADN (Spaventi y col. 1990; Villalpando, 2001).

* Participa en el desarrollo y crecimiento de 6rganos (Rotwein y col. 1999).
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* Participa en la supervivencia, proliferaciéon y diferenciacion celular (musculo,

higado, hueso, células somaticas de testiculo y espermatogonias) (Spaventi y col.
1990; Baker y col. 1993; Liu y col. 1993, Alberts y col. 1996).
* Regula la esteroidogénesis embrionaria (Lin y col. 1987 y 1990; Habert y

Bisgnaschi, 1991; Chuzel y col. 1996; Villalpando y Lopez, 2003).

o Cé¢lulas gonadales
En experimentos realizados en ratones knock-out para el IGF-I, se demostré la importancia
de este factor en la funcién testicular. Se observd que los machos adultos producen baja
cantidad de testosterona, menor nimero de espermatozoides y el testiculo es de menor
tamafio, comparado con los animales normales (Baker y col. 1996). Ademas, se ha visto
que la adicion de IGF-I a cultivos de células de la granulosa y células testiculares (Leydig y
Sertoli), en presencia de FSH y LH, incrementa la biosintesis de hormonas sexuales como
progesterona, testosterona y 17 B-estradiol; y estimula la incorporacién de (3H) timidina en
el ADN en diferentes especies de mamiferos (Borland y col. 1984; Kasson y Hsueh, 1987;
Morera y col. 1987; Chatelain, 1990; Wang y col. 2003). Por otro lado, Roullier-Fabre y
col. (1998) observaron que en la etapa fetal de la rata (18 d. g.) 50 ng del IGF-I no inducen
la proliferacion de las células somaticas del testiculo, sin embargo otros estudios hechos en

raton, muestran que esta proteina si tiene efecto en la proliferacion de las células

testiculares (Bernier y col. 1986; Wang y col. 2003).



e (Células no gonadales

El IGF-1 se expresa en las primeras etapas de la organogénesis del raton (8-12 d.g.)
(Spaventi y col. 1990) e induce la proliferacion en varias lineas celulares (osteocitos y
condroblastos) y en 6rganos del raton embrionario de 17d.g., como son: vejiga, intestino,
corazon, cerebro, rifion, higado y pulmoén (D’Ercole, 1996; Zapf y Froesch, 1986). Se ha
visto que la falla en la activacién del gen del IGF-I da como resultado deficiencia del
crecimiento del embridén, manifestindose como enanismo en el nacimiento, y dafo en el
crecimiento postnatal e infertilidad en el raton (Baker y col. 1993; Liu y col. 1993)

Ademas, Powell-Braxton y col. (1993), observaron que, en ratones prenatales con
deficiencia del IGF-1 (homocigoticos IGI-/-), se presenta una miodistrofia (enfermedad que
se caracteriza por poco desarrollo del tejido muscular), con disminucién en el tamaiio del
cuerpo y dificultad respiratoria. Esta ultima por dafio en el desarrollo alveolar; provocando
asi la muerte en los ratones al poco tiempo de nacer. Por lo anterior, se propone que el
IGF-I es esencial para un crecimiento prenatal normal y ademéds afecta sustancialmente la
sobrevivencia, lo cual soporta la importancia de este péptido en el desarrollo de sistemas

organicos, como el musculo-esquelético y el respiratorio (Zapf'y Froesch, 1986).

¢) Ciclina D2
Las ciclinas tipo D se encuentran en la fase G1 y en asociacion con las proteinas cinasa, cdk
4 y cdk 6, son las encargadas de la transicion del punto GO hasta la fase S. Estas proteinas
son capaces de unirse y regular a otras proteinas celulares llamadas E2F, que intervienen en
la expresion de genes y proteinas involucradas en la progresion del ciclo celular y sintesis
del DNA (las ciclinas E y A, cdc2 y cdkl) (Bernier y col. 1986; Johnson y Walker, 1999)

en varias lineas celulares del raton (Ravnik y col. 1995). Su funcién principal es activar a
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una proteina llamada Rb (retinoblastoma) que juega un papel crucial en la regulacion de la
progresion de G1 (Xiong y col. 1992; Johnson y Walker, 1999).

Actualmente se conocen tres clases de ciclinas tipo D: D1, D2 y D3, las cuales se expresan
en varios tipos celulares y participan en diversas funciones de diferenciacion y proliferacion
(Ravnik y col. 1995; Beumer y col. 2000). Por ejemplo, en algunos estudios se ha
observado la produccion de tres transcritos de 4.2, 6.8, y 2.3 kb, identificados como las
ciclinas D1, D2 y D3 respectivamente. Estos transcritos son expresados en las células
somaticas y germinales del testiculo tanto embrionario como post-natal (Ravnik y col.
1995), lo cual sugiere que las ciclinas tipo D estdan involucradas en los eventos de
proliferacién y diferenciacién que ocurren durante la espermatogénesis. En los trabajos
realizados por Beumer y col. (2000), la presencia de la ciclina D2 en las células germinales,
parece participar durante la diferenciacién de las espermatogonias indiferenciadas a
espermatogonias tipo A. Ademas el raton deficiente de ciclina D2, la hembra es estéril
debido a una incapacidad de las células de la granulosa de responder a un estimulo de la
FSH (Ravnik y col. 1995; Beumer y col. 2000), y el macho muestra hipoplasia en el
testiculo (Bartkova y col. 1999; Beumer y col. 2000).

Es importante notar que la funcién de las ciclinas tipo D depende de la presencia de
factores de crecimiento como el IGF-I (Johnson y Walker, 1999), hormonas (FSH, Sicinski
y col. 1996) y otras proteinas. Por ejemplo, la proliferacion de las células de la granulosa
es inducida por el aumento de la ciclina D2 en relacién con la concentracion de la proteina
pZTK*"] y el crecimiento folicular finaliza por una dismunicion de la ciclina D2 y una sobre
expresion de p21“P"WAFy 527KP! (Baker y col. 1996). En adicion, en el testiculo adulto la
ciclina D2 se localiza junto con p21“P"YAF en los espermatocitos en paquiteno y la ciclina

D3 se localiza con p27°'"' en células de Sertoli. La localizacién de estas proteinas sugiere
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que el balance entre las ciclinas tipo D y los Cip/Kip puede ser importante para el
comportamiento de estos tipos celulares, durante el desarrollo testicular (Ge y Hardy, 1997;
Beumer y col. 2000). Por otro lado la concentracién de las ciclinas tipo D también es

dependiente del tejido en donde se exprese (abundante en macrofagos y fibroblastos)

(Ravnik y col.1995).

5. Aspectos de regulacion de IGF-I
a) Hormonas hipofisiarias
La hipofisis, también llamada glandula pituitaria secreta hormonas que son las responsables
de activar y regular la produccion de otras hormonas en sus érganos blanco. Esta glandula,
estd formada por tres 16bulos: el anterior e intermedio, los cuales forman la region secretora
llamada adenohipéfisis, en donde se producen seis diferentes hormonas que tienen diversas
funciones en el organismo; y el 16bulo posterior que es conocido como neurohipdfisis, este
ultimo esta constituido de tejido nervioso. La funcion de la hipofisis esta controlada por la
accion del hipotdlamo que en respuesta a estimulos internos y externos secreta hormonas
como la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), que actian en el lobulo
anterior o adenohipéfisis. En este trabajo solo se mencionan aquellas hormonas que
intervienen en la regulacion del IGF-1 y la ciclina D2, entre las cuales se encuentran las
gonadotropinas (FSH y LH) y la hormona de crecimiento (GH) (Brown, 1994):
e Hormona de crecimiento. Es conocida como somatotropina u hormona
somatotropica. Esta es producida por las células somatotropas y promueve el
crecimiento en todas las células corporales, estimulando a los factores de

crecimiento, que intervienen en la proliferacion celular del higado.



¢ Hormona foliculo estimulante. Participa en el desarrollo de las gonadas, los
gametos y en la secrecion de las hormonas sexuales gonadales de ambos sexos. En
macho adulto estimula la espermatogénesis y actua en las células de Sertoli para la
produccion de la inhibina que inhibe a la FSH.

e Hormona luteinizante. En los machos, esta hormona actia en las células de Leydig
para favorecer la produccion de andrégenos, tales como la testosterona. En la
hembra, estimula la ovulacién y la formacion del cuerpo liteo que produce
progesterona.

Estas dos hormonas son producidas por las células gonadotropicas, por lo que se les

conoce como hormonas gonadotropicas o gonadotropinas (Brown, 1994).
Estas hormonas, junto con el IGF-I y la ciclina D2, participan en el desarrollo y
proliferacion de las células somaticas y germinales del testiculo en la etapa pre- y post
natal. Ejemplo claro de esto son los trabajos de Borland y col. 1984; Kasson y Hsueh,
1987; Morera y col. 1987; Chatelain, 1990; Ravnik y col. 1995; Sicinski y col. 1996;
Beumer y col. 2000; Wang y col. 2003. Estos autores observaron que la carencia del IGF-I
y la ciclina D2 en el raton, causa esterilidad en la etapa adulta, ademas de malformaciones
en el organismo. Por otro lado, se sabe que la FSH y LH regulan la funcién testicular
postnatalmente (Abney y Carswell, 1986; Benhamed y col. 1987; Benton y col. 1995). Se
ha visto que la adicion de IGF-I a cultivos de células de la granulosa y células de Leydig,
en presencia de FSH y LH incrementa la biosintesis de hormonas sexuales como
progesterona, testosterona y 17 B-estradiol, en diferentes especies de mamiferos (Kasson y

Hsueh, 1987; Morera y col. 1987; Chatelain, 1990; Wang y col. 2003).
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Los testiculos en cultivo con IGF-I incrementan la produccion de testosterona durante el
desarrollo testicular y se detectan altas concentraciones al dia 17 de gestacion (Villalpando
y Lopez-Olmos, 2003). Estudios recientes realizados en células de Leydig de raton adulto
de 35-50 dias postparto demostraron que el RNAm y la sintesis de testosterona son bajas
en ausencia del IGF-1 (Wang y col. 2003).

b) Hormonas esteroides
El .IGF-I también es un importante regulador de la actividad y expresion de enzimas que
participan en la biosintesis de esteroides sexuales, pues induce la expresion de enzimas
esteroidogénicas como 17 a-hidroxilasa y 17B-oxidoreductasa en la génada. En rata, el
IGF-1 participa en la proliferacion, diferenciacion y sobrevivencia de las células
productoras de 3B-hidroesteroide dihidrogenasa (3-HSD) a los 16.5 d. g. Roullier-Fatre y
col. (1998).

¢) Segundos mensajeros
La adenilato ciclasa (AMPc) es un segundo mensajero mitogénico acoplado al receptor de
FSH. Sin embargo, este no participa en la regulacion de la via de activacion de la ciclina
D2 en células ovaricas. Debido a que en las células de la granulosa esta ciclina, es activada
por la via PKA (proteina cinasa A) (Sicinski y col. 1996).

d) Otros factores que regulan la funcién testicular
Entre los factores de crecimiento que regulan la division celular se encuentran: el factor de
crecimiento de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento transformante B (TGF-B), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), la

interleucina-2 y -3, factor de crecimiento neuronal (NGF) y la eritropoyectina.
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Estos estimulan la proliferacion y supervivencia de las células de varios tejidos, tanto en la

etapa adulta como en la embrionaria (Alberts y col. 1996).
Alternativamente, altas concentraciones del factor TGF-B producido por el testiculo
embrionario puede inhibir la actividad enzimatica de las células de Leydig fetales en el

ratén, entonces se ha propuesto que la TGF-p inhibe la produccién de testosterona en

c€lulas testiculares en cultivo (Closser y col. 1989).
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la determinacién sexual testicular ocurren una serie de cambios en este érgano
como el aumento en tamafio y la enorme irrigac?c’m del testiculo comparado con el
ovario de lo-s 12-18 d.g. Este proceso posiblemente es regulado por diferentes factores,
sin embargo hasta ahora, no se ha establecido el mecanismo. Estudios realizados en
ratones adultos demostraron que en los mutantes del IGF-1 y de la ciclina D2, se afecta
‘el desarrollo de las glandulas reproductoras. Sin embargo la funcién en las células
somdticas pre Sertoli y pre Leydig del testiculo embrionario no se ha investigado.
Actualmente se sabe poco sobre la accion del IGF-I y de la ciclina D2 en la etapa
embrionaria y el papel que éstos tienen en la diferenciacion de las células sométicas del
testiculo.

Por otro lado, hay evidencias experimentales que proponen que el IGF-I, es un
regulador de la diferenciacion de las células precursoras de Leydig en la rata Winstar,
aunque en el ratoén se desconoce el papel que juega esta proteina en la diferenciacion
testicular. Ademas, se sabe que el IGF-I es un regulador importante del control de la
actividad endocrina testicular, pues induce la expresion de enzimas esteroidogénicas
como 17 a-hidroxilasa y 17B-oxidoreductasa en el testiculo embrionario del ratén y en
otras especies en la etapa adulta. Sin embargo, el mecanismo no se conoce actualmente.
Con base en los antecedentes expuestos, en la presente tesis se evaluo el efecto de IGF-I
y de la ciclina D2 en la proliferacion y la actividad endocrina del testiculo embrionario.

Estos datos nos permitirdn proponer las bases para entender la funcion testicular en la

etapa prenatal.
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IV. HIPOTESIS
El crecimiento testicular embrionario es controlado por miltiples factores entre
estos el IGF-I, que se sabe induce la proliferacion y diferenciacion de células de Leydig
y participa en la biosintesis de esteroides gonadales en los mamiferos. Por lo tanto
postulamos que la inhibicién del IGF-I y de la ciclina D2 in vitro impediria la
proliferacion de las células somaticas (Leydig y Sertoli) del testiculo embrionario. De
tal forma que la inhibicién de estas dos proteinas provocaria una disminucion en el

nimero de células somaticas y esto a su vez una disminucion en la biosintesis de

hormonas sexuales como la testosterona.
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Y. OBJETIVOS
‘Establecer el papel del IGF-I en la diferenciacién, crecimiento y en la regulacion de la
actividad endocrina del testiculo en la etapa embrionaria.

Objetivos particulares

1. Determinar si la inhibicion de la produccion enddégena del IGF-I afecta la
diferenciacion y proliferacion de las células somaticas del testiculo embrionario de
12 y 17 d. g. en el raton de la cepa CD-1.

2. Establecer el papel que juega la ciclina D2 en combinacion con el IGF-I en la
proliferacion y funcién endocrina de las células de Leydig, en las edades

mencionadas.

3. Determinar si la inhibicion de la expresion de IGF-I y de la ciclina D2 afecta los

niveles de secrecion de testosterona.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron machos y hembras de 10 semanas de edad de la cepa CD-1 y se
pusieron a éruzar un macho con 5 hembras. El dia que se observé el tapdn vaginal, se
denominé dia cero de la gestacion. Se emplearon hembras gestantes de 12 y17 d. g. de
la cepa CD-1, y se mantuvieron en el Bioterio del Instituto de Investigaciones
‘Biomédicas en cajas estériles con Sani-Chips de Harlan, con periodos de 12 hrs de luz-
oscuridad y temperatura de 22-23 °C. Las ratonas se alimentaron con Diet Mouse Food
de Harlan y agua esterilizada ad libitum acidificada con HCI puro (pH 2.5), filtrada por

osmosis inversa y esterilizada en autoclave.

Aislamiento de tejido

Las hembras se sacrificaron por dislocacion cervical y se realizé un corte en
forma de V en la region ventral. Se disecté el Gtero, se sacaron los embriones en una
caja de Petri y se les cortd la cabeza. Se obtuvieron los testiculos de los embriones
exponiendo la parte dorsal interna del embridn, y se colocaron en cajas Petri estériles
con medio de cultivo M199, en un ambiente estéril, de acuerdo al método descrito

(Villalpando y Lépez-Olmos, 2003). Posteriormente se transfirieron a un tubo

Eppendorf estéril.

Cultivo celular

| Se hicieron grupos de 40 testiculos de 12 d.g. y de 30 testiculos de 17 d.g. Por
separado, se disgregaron por técnicas enzimaticas con tripsina 0.05% y versene 0.1% a
90 revoluciones por minuto (rpm) 13 minutos (min); se agregoé el inhibidor de tripsina

0.1%. Las células disgregadas se centrifugaron a 1800 rpm por 10 min, se eliminé el
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0.1%. Las células disgregadas se centrifugaron a 1800 rpm por 10 min, se elimin¢ el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 500 pl de medio de cultivo D’MEM con
albumina. Se tom6 10 pl, se tifid con azul de Evans y se cuantificaron las células en una
camara de Neubahuer (Férmula). Se sembraron 150,000 células por caja en medio de
cultivo D’MEM con albumina. Se adiciono a cada 6 cultivos 100ng de los anticuerpos
neutralizantes Anti-IGF-I, 6 cultivos con doble neutralizacion Anti-IGF-1 + Anti-Ciclina
D2, 6 cultivos con 100ng de Anti-Ciclina D2 y 6 mas con Anti-Ciclina D2 50ng y 6
vcultivos solo con medio D’MEM con albumina sin suero, y se incubaron toda la noche
en unaestufaa 37°C en 5% de CO,.

Férmula.

#C/ml =#Ccm * 2500* Fd

#C/ml = Células por ml de concentrado; #Ccm = Células contadas en el microscopio;

Fd = Factor de dilucion igual a 1.

Ensayo de Proliferacion Celular

Se cambi6 el medio de cultivo a las células y se afiadié 1 ml de medio de cultivo
con Bromodeoxy Uridina (BrdU) al 0.1% y se incubd lhora (hr) a 37°C en 5% de CO,.
Las células se enjuagaron y se afiadio 750 pl de tripsina 0.05% en versene 0.1% en PBS
y se dejaron incubando 6 min a 37 °C, en agitaciéon con 90 rpm en un incubadora con
agitacion (Incubator Shaker C-24). Las células se resuspendieron suavemente, se
observo al microscopio que no quedaran células pegadas, y se agregaron 750 ul de
inhibidor de tripsina 0.1% en medio de cultivo D’MEM. Las células se centrifugaron a
1800 rpm, 10 min. El Botén celular se enjuagd con PBS, se centrifugd a 1800 rpm, 10
min y se decantd el sobrenadante. Las células se resuspendieron en un volumen

aproximado de 30 pl de PBS y se colocaron 10 pl en un portaobjetos limpio, libre de
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grasa, con poli-L-lisina. En un microscopio dptico Galen 111 Cambrigde Instruments, se
analiz6 el nimero de células y se dejaron secando en una estufa a 37°C, 30 min. Las

células se fijaron en una solucién fria de glicina 50 mM en etanol al 70% a -20°C 30

min.

Inmunodeteccién

‘Las laminillas se lavaron con PBS en agitacion a temperatura ambiente (TA) 10 min y
se hizo un lavado adicional con PBS caliente sin ebullir 15 min una vez. Se adiciond, el
anticuerpo Anti-BrdU 1:10 en buffer de incubacion y se incubd en una cdmara himeda
con PBS, I hra 37°C. En la oscuridad se adicionaron, 30 pl del anticuerpo FICT- Goat
anti mouse 1gG 1:10 en PBS y se incubd | hr a 37°C. Posteriormente se lavaron las
laminillas con Tween al 0.05% en PBS, 10 min a TA cubriéndolas de la luz. Se
enjuagaron dos veces mas con PBS 10 min cada una a TA. Las laminillas se dejaron
secando a TA 30 min, se montd con un cubreobjetos con Vectashield y se sellaron las

orillas con esmalte de ufias. Las laminillas se almacenaron en cajas oscuras a 4°C.

El namero de células marcadas con BrdU, se analiz6 en un microscopio dptico (Nikon
Eclipse E600). El frotis celular se dividid en 4 cuadrantes, y solo se contd un campo de
cada cuadrante con un lente objetivo de 40X, se completé un niimero total de 300

células entre las marcadas y no marcadas y se calcul6 el porcentaje de proliferacion.

Extraccion de esteroides

En un tubo se tom6 un volumen de 1300 pl de medio de cultivo (-20°C) de cada
tratamiento, se le afiadieron 1300 pl de una solucién 1:1 de etanol-cloroformo y se
agitaron por Imin en un vortex. Se dejaron reposar un minuto y con una pipeta se

recupero la fase orgéanica. Las muestras se lavaron dos veces mas con la solucién etanol-
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cloroformo y se adicionaron 1300 pl de acetato de etilo y se agitaron por 1 min en un
vortex. Se recuperd la fase organica y se volvio a lavar con acetato de etilo y se dejo
evaporar toda la solucion 4 dias en una campana de extraccion. Los esteroides se

resuspendieron en 1300 pl de PBS estéril.

Cuantificacion de testosterona por ELISA

El medio de cultivo celular se guard6 a —20°C para cuantificar las hormonas esteroides.
Se dejaron templar las muestras experimentales con extraccién de esteroides y con
~ medio de cultivo y el kit de ELISA (Diagnostic Systems Laboratorios Inc.). En las
celdas marcadas se colocaron 50 pl de los estandares, controles y experimentales (2
repeticiones) y se les agregaron 100 ul de la solucién del conjugado. Después se
agregaron 100 pl del anticuerpo antitestosterona a cada pozo y se dejé incubando lhora
a 25°C con agitacion de 500-700 r. p. m. Se lavé 5 veces con la solucion de lavado (1ml
de solucion concentrada + 24ml de H,O destilada), decantando todo el sobrenadante en
papel absorbente. Se adicionaron 100 pl de la solucién reveladora (TMB solucién
cromogena) y se dejaron en una placa de agitaciéon a 500-700 r. p. m. en la oscuridad
por 30 min. Se colocaron 100 pl de una solucién 0.2M de acido sulfurico y se ley6 una

vez en un lector Bio Rad 3550 a una absorbancia de 450nm, durante media hora.

Analisis estadistico

Los resultados de la incorporacion de la BrdU en las células en division, se analizaron
con una prueba Xi cuadrada con P< 0.05. Y los resultados de la cuantificacién de
testosterona se analizaron con una prueba de ANOVA vy “t” de Tukey, P< 0.05 con el

programa Graph Pad Instat. V2.05 1994.
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Vil. RESULTADOS

Inicialmente se realizaron varios experimentos para monitorear el crecimiento de las
células las cuales crecieron sanas. Posteriormente el crecimiento de éstas in vifro con
suero, sin suero y con los anticuerpos neutralizantes fue de manera uniforme para

todos los casos, como se muestra en la Fig. 9.

Fig.9 Fotogratfia que muestra ¢l crecimiento de células testiculares de embrion de raton de 12 d.g. en medio de cultivo
tefiido con Giemsa. La fotografia representa el crecimiento de todos los cultivos en las edades estudiadas. 400X.

Una vez recuperadas las células somaticas de los cultivos, se hizo la inmunodeteccion
con BrdU, con el fin de observar la marca de las células en proliferacion. Se obtuvo una
poblacion heterogénea de células marcadas con la BrdU cuya marca muy intensa
(color verde intenso) en el nucleo fue facil de identificar en las células y la poblacion

que no incorporo la BrdU se identifico por una coloracion verde (Fig.10).
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Fig.10. Inmunodeteccion de células testiculares de embrion de raton de 17 d.g. Se sefialan con una flecha blanca
las células marcadas con BrdU y con una flecha roja las células no marcadas. La fotografia es representativa de
todas las inmunodetecciones realizadas en las edades mencionadas 200X.

Proliferacion de las cél icul los 1
Los experimentos realizados a los 12 d. g., revelaron que la proliferacion de las células
somaticas del testiculo, disminuyo solamente el 20% y 21% con la adicion de los
anticuerpos Anti-IGF-I (100ng) y con la doble neutralizacion con Anti-IGF-I (100ng) +
Anti-Ciclina D2 (100ng) respectivamente. Al aplicar la prueba estadistica Ji cuadrada
no se encontraron diferencias significativas con respecto al control sin suero (73% de
células testiculares en proliferacion). (Fig.12).
140% -
120% -
100% -
80% -
60% -

40% 1
20% -

Proliferacién

.

S8 AIGF-1 AD2 + AGF-+1
100 ng 100ng

Porcentaje de Células Testiculares en

Fig.12. Porcentaje de células testiculares en proliferacion a los 12 d. g. Se muestran los porcentajes de
células en proliferacion de los diferentes grupos tratados. Las barras representan la media de estos
porcentajes y el error estandar.
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Proliferacion de ¢l 1 alos 17 d.

Los resultados para los experimentos de neutralizacion en células testiculares de 17 d.
g., muestran que la proliferacion no disminuy6 considerablemente con la adicion del
Anti-IGF-I (100 ng) con 77% de células testiculares en proliferacion. En el experimento
de doble neutralizacion con la adicion de Anti-IGF-1 (100ng) + Anti-Ciclina D2
(100ng), tampoco hubo una disminucion significativa ya que el 60% de células

testiculares estan en proliferacion, tampoco (Fig. 13)

140% -
120% -
100% -
80% <
60% -

Proliferacién

40% <
20% o

0% -

S8 AIGF-1 AD2 + AIGF-1 100ng
100 ng

Porcentaje de Células Testiculares en

Fig. 13. Proliferacion de las células testiculares a los 17 d g Se muestra los porcentajes de células en
proliferacion de los diferentes grupos tratados. Las barras representan la media y el error estandar.

Sin embargo, al aplicar el analisis estadistico solo se encontraron diferencias
significativas en los tratamientos de Anti-Ciclina D2 50ng y 100ng, donde la

proliferacion disminuy6 un 46% en comparacion con su control (Fig. 14).
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120% W
100% 4
80% -
60% 1
40%

20% -

Porcentaje de células testiculares en
Proliferacion

0% 4

SIS AD2 50ng AD2 100ng

Fig. 14. Proliferacion de las células testiculares a los 17 d. g Se muestra los porcentajes de células en
proliferacion de los grupos tratados con Anti Ciclina D2. Las barras representan la media y el error estindar.
*p<0.05 vs control sin suero, (S/S). Prueba Ji cuadrada.

Cuantificacion de testosterona por ELISA alos 12d. g

Los resultados de la cuantificacion de testosterona a los 12 d. g. muestran que hay una
disminucion significativa de esta hormona con la adicion del Anti-IGF-I (1.7 ng de
testosterona/ml) y con Anti IGF-I + Anti-Ciclina D2 + (2.5 ng de testosterona/ml), con

respecto a su control sin suero (20 ng de testosterona/ml) (Fig. 15).

30 4
25 4
20 <
15 1

10 4

Testosterona ng/ml

SIS A IGF-1 A D2 +AIGF-1
100 ng 100 ng

Fig. 15. Cuantificacién de testosterona en células testiculares 2 los 12 d. g. Se muestran las concentraciones de
testosterona de los grupos experimentales evaluados. Las barras representan la media y el error estandar. *p<0.05
vs control sin suero, (S/S). Prueba ANOVA y Tukey-Kramer.
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Cuantificacion de testosterona por ELISA alos 17d. g

En las células testiculares de 17 d. g. también hubo una disminucion en la concentracion de
testosterona de los grupos experimentales con Anti-IGF-I (45 ng de testosterona/ml) y con
los anticuerpos Anti- IGF-I + Anti-ciclina D2 + (43 ng de testosterona/ml) con respecto a

su control sin suero. Sin embargo la diferencia no es tan significativa como a los 12 d.g.

(Fig. 16).

Testosterona ng/mi

SIS AIGF-1 A D2 +AIGF-1
100 ng 100ng

Fig. 16. Cuantificacién de testosterona en células testiculares a los 17 d. g. Se muestran las concentraciones de
testosterona de los grupos experimentales evaluados. Las barras representan la media y el error estindar. *p<0.05 vs
control sin suero, (S/S). Prueba ANOVA y Tukey-Kramer.
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VIll. DISCUSION
En el presente estudio se describe el efecto del bloqueo de la actividad del IGF-1 y la ciclina
D2, durante el d_esarrollo prenatal del testiculo del raton.
Se sabe que el control de la proliferacion de las células del organismo es generalmente
regulado por moléculas que afectan positiva o negativamente la cascada de cinasas que
controlan los puntos criticos del ciclo celular (Johnson y Walker, 1999), entre estos
factores se encuentran el IGF-I y las ciclinas D.
Estudios previos plantean que el IGF-I es un mitogénico débil (Elgin y col. 1987); debido a
que el numero de receptores que se expresan para esta proteina, probablemente se satura
(5,000-10,000 receptores del IGF-I por célula). Sin embargo, en otras investigaciones se ha
observado que este factor de crecimiento participa en la proliferacién y diferenciacion
celular de la gonada y de otros tipos celulares como: musculo, células del higado, hueso,
células somaticas de testiculo y espermatogonias en etapas tempranas del desarrollo
(Spaventi y col. 1990; Baker y col. 1993; Liu y col. 1993; Alberts y col. 1996; Roullier-
Fabre y col. 1998; Rotweiny col. 1999).
Los resultados de esta investigacion muestran que al inicio de la determinacién sexual
testicular y el crecimiento de este 6rgano (12 d.g.), el bloqueo endégeno del IGF-I no causo
una disminucion o inhibicién de la proliferacion de las células somaticas del testiculo. Esto
quizas, se debe a que la poca cantidad de IGF-I que es producido en esta etapa se emplearia
en la diferenciacion de las células precursoras de Leydig, como se ha planteado ocurre en
la rata a los 16.5 d. g. (Roullier-Fabre y col. 1998). Esta propuesta se basa en el hecho de
que la mitosis se detiene cuando se inicia la diferenciacion celular de diferentes estirpes
(Gilbert, 1997), ya que en los experimentos de neutralizacién del IGF-I, se afect6 la

actividad secretora de las células de Leydig mas que la proliferacion de las mismas. Este

3




hallazgo plantea que el IGF-I promueve la diferenciacion de las células mesenquimaticas a
células secretoras. Aunque seria necesario realizar otros experimentos empleando tejido
indiferenciado o lineas celulares de origen mesenquimatico.

Otros estudios han demostrado que en la etapa adulta del ratén, que la falta del gen que
codifica al IGF-I provoca a largo plazo una baja produccion de esteroides y
espermatozoides, asi como un menor tamafio en el testiculo (Baker y col. 1996). Nuestras
observaciones apoyan la hipotesis de que el IGF-1 también es importante para la
diferenciacion de las células de Leydig y el control de la secrecion de testosterona en el
testiculo prenatal.

Los datos obtenidos a los 17 d. g. en el raton demuestran que la proliferacion no es afectada
con la adicién del anticuerpo neutralizante Anti IGF-I. Estos resultados estdn de acuerdo
con los obtenidos en las células de Leydig de rata realizados por Roullier-Fabre y col.
(1998). Este grupo de investigadores menciona que la adicion de 50 ng del IGF-I, no
indujo la proliferacion de las células somaticas del testiculo de la rata en los tltimos dias de
la gestacion (18 d. g.). En esta especie, la proliferacion celular del testiculo parece ser
dependiente de las gonadotropinas, mas que del IGF-I (Roullier-Fabre y col. 1998). Los
hallazgos de este grupo sobre la regulacion del IGF-I por gonadotropinas en la etapa
embrionaria son cuestionables, debido a que el establecimiento del eje hipotalamo-
hipofisis-goénada ocurre posnatalmente (Gilbert, 1997). Sin embargo, otros estudios hechos
en raton muestran que el IGF-I si tiene efecto en la proliferacion de las células testiculares
adultas (Wang y col. 2003).

Por otro lado, se ha visto que la proliferacion en los mamiferos es regulada por las ciclinas

y cinasas dependientes de ciclinas (cdks); éstas forman un complejo que permite la
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fosforilacion de sustratos celulares permitiendo la progresion del ciclo celular (Sherr y
Roberts. 1999).

Se ha observado que las ciclinas D son inducidas por estimulacion de agentes mitogénicos
como el IGF-I (Johnson y Walker, 1999) y sus concentraciones se reducen al disminuir
estos (Kozar y col. 2004). Investigaciones recientes realizadas en ratones mutantes para las
ciclipas Dl'/', D27 y D3'/', describieron que los ratones sobreviven hasta la mitad de
gestacion y mueren a los 13.5 d. g. debido a anormalidades en el corazén y a una anemia
severa (Kozar y col. 2004). En ese estudio no se evaluo el efecto de estas proteinas en la
progresion del ciclo celular de las gonadas masculina y femenina. Debido a que Kozar y
col. (2004), no observaron ningtn efecto sobre la proliferacién en los drganos analizados,
ellos plantean que deben existir mecanismos alternativos que permitan la progresion del
ciclo celular de manera independiente a la regulacion por ciclinas.

Se observo que la proliferacion de las células somaticas del testiculo embrionario de 12 d.
g. no se afectd por el bloqueo de la ciclina D2. Sabemos que a los 12 d. g. ocurre la
diferenciacion morfoldgica del testiculo del ratéon, desencadenada por el Sry (Tilman y
Capel. 2002). Es probable que el proceso de proliferacion se dispare hasta los 12.5 d. g.
como se ha propuesto en otras especies de roedores (Kerr y Knell, 1988).

Por otro parte, a los 17 d. g. se encontrd que hay una inhibicién en la proliferaciéon del 46%
al adicionar un anticuepo Anti-ciclina D2. Por lo tanto, estos datos estan en desacuerdo con
la propuesta de Kozar y col. (2004), quienes plantean que la proliferacién en otros tipos
celulares en el raton es independiente del control de las ciclinas D. Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de que haya otros factores que regulen este proceso fundamental,
como: factores de crecimiento, segundos mensajeros (Robker y Richards, 1998), y otras

proteinas como pS3 y p21C'P”WAFl (Johnson y Walker, 1999). En este estudio no se evalud
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el efecto de ninguna otra de las proteinas mencionadas aunque seria muy interesante
analizar en un futuro.

El papel de las ciclinas en la regulacion del ciclo celular se ha estudiado en las
espermatogonias y se ha propuesto que las ciclinas D1 y D3 estan involucradas en la
regulacion del ciclo, mientras que la ciclina D2 participa en la diferenciacion de
espgrmatogonias (Ravnik y col. 1995; Beumer y col. 2000). En este estudio no se abordé
el efecto del IGF-I y de la ciclina D2 en la proliferacion de las células precursoras de los
gametos, ni se estudiaron aspectos de induccién de la diferenciacion de las células
reproductoras. Sin embargo, se midi6 indirectamente la diferenciacion de las células
somaticas precursoras de Leydig, a través de la secrecion de testosterona.

Experimentos realizados con ratones “knockout” para las ciclinas D1, D2 y D3, se
describen que en la etapa adulta la carencia de las ciclinas produce esterilidad en la hembra,
debido a la incapacidad de responder al efecto estimulatorio de la FSH (Ravnik y col.
1995; Beumer y col. 2000). La importancia de las ciclinas en la regulacién de la
proliferacion celular en la fase adulta es apoyado por los hallazgos realizados en los ratones
mutantes para la ciclina D, debido a que los machos desarrollan hipoplasia testicular
(Beumer y col. 2000). Estos datos plantean que las diferentes ciclinas estan bajo el control
de diferentes factores en la etapa adulta. Asi, esperariamos que diferentes factores regulen
este proceso en la etapa embrionaria, pues al final de la gestacion (17d.g.) la proliferacion
se ve afectada con la adicion de 100 ng del anticuerpo Anti-ciclina D2. Por otro lado, en el
experimento de doble neutralizaciéon donde no se tuvo el mismo efecto, es posible que
hayan intervenido otras ciclinas u otros factores.

Ademas en la cuantificacion de testosterona para esta etapa, la secrecion de esta hormona

se ve reducida con el bloqueo del IGF-1, y el efecto se acentua con la doble neutralizacion
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(Anti-IGF-I + Anti-ciclina D2) aunque no de manera significativa (Fig. 16). Estas
observaciones plantean que la ciclina D2 ademds de participar en la proliferacion de las
células sométicas, también regulavla funcion secretora de las células de Leydig en conjunto
con el IGF-I. Aunque con el hecho de que la ciclina inhiba la proliferacion, existe la
posibilidad de que esta sola molécula también pueda afectar la produccion de testosterona,

hecho que seria interesante evaluar en un futuro.
En resumen, estos datos en conjunto nos llevan a pensar que el IGF-1 y la ciclina D2 estan
implicados en la diferenciacion funcional de las células de Leydigalos 12y 17 d. g. y que

forman parte del mecanismo que controla la proliferacion de las células testiculares.
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IX. CONCLUSIONES
El IGF-I no es un factor de progresion del ciclo celular a los 12 d. g., sino un factor de
diferenciacion celular.
Alos 17 d. g. el IGF-I participa en la funcién secretora de las células de Leydig.
Por lo tanto, el trabajo realizado apoya la hipotesis planteada.
El IGF-I es uno de los probables factores que regulan la diferenciacion, proliferacién y
funcion de las células somaticas del testiculo embrionario. Y asi mismo la ciclina D2

regula la proliferacion testicular a los 17 d. g.
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