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1. RESUMEN 

Durante el desar'rollo gonadal de los mamíferos, ocurren eventos de proliferación y diferenciación 

celular. Estos procesos son controlados por genes, factores de crecimiento, como el IGF-I y las 

ciclinas D entre otros. Se ha observado que la adición del IGF-I a células de Leydig del testículo 

adulto en la rata im:remcnta la proliferación de este tipo celular y la producción de hormonas 

esteroides sexuales. Así mismo, estudios previos demostraron que la inhibición de la ciclina D2 

impide la diferenciación de las células de la granulosa y disminuye la producción 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 proliferación de las células somáticas del 

testículo del ralón prenatalmente. En el presente trabajo, se estudió el papel del IGF-I y de la ciclina 

D2 en la proliferación celular del testículo embrionario in Vitro. Se utilizaron embriones de ratón de 

12-17 días de gestación (d.g.) de la cepa CD-1. Se aislaron 30 testículos, se disgregaron con tripsina 

0.0 I %, se sembraron 150,000 células y se cultivaron 24 horas (h) con 5% de CO2 con Anti IGF

I( 1 OOng). Anti ciclina D2 (1 OOng) ° amhas. Las células se marcaron con hromodeoxyuridina 

(BrdU) I h y se realizó una inmunodelección con un anticuerpo anti-BrdU. Los resultados de las 

edades analizadas muestran que en los experimentos de neutrali?:ación con el Anti-IGF-I y con la 

doble neutralización Anti-IGF-I + Anti-ciclina D2, no hubo una disminución en la proliferación . Sin 

embargo, con la adición de la Anti-ciclina 02 la proliferación disminuyó 46% con respecto al 

control con suero (C/S) y sin suero (S/S) a los 17 d, g. Únicamente a los 12 d. g. se detectó una 

disminución de la testoslerona secretada por las células cultivadas con Anti-IGF-1. Se propone que 

el IGF-I y la ciclina D2 participan en la diferenciación, proliferación y función endocrina de las 

células del testículo fetal, como son las células de Leydig. 
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11. INTRODUCCiÓN 

El sexo fenotípico se establece desde la fecundación, con la unión de los 

cromosomas sexuales X ó Y; estos, contienen genes que participan en el establecimiento 

del sexo cromosómico (XX ó XV). La presencia de estos cromosomas dará lugar al sexo 

gonadal (ovario ó testículo), y la secreción de las gónadas determinará las características 

externas o el sexo fenotípico. Parte esencial del sexo gonadal, es el desarrollo del aparato 

genital el cual se diferencia a partir de un primordio indiferenciado que dará origen a tres 

estructuras: las gónadas, los conductos genitales y el seno uro genital (Merchant y Moreno, 

2001 ). 

1. Morfogénesis y desarrollo gonadal 

a) Formación de la cresta genital 

La cresta genital se forma por interacción de diferentes líneas celulares, como son: 

células del epitelio celómico que bordean la cavidad celómica; y células del mesénquima 

adyacente provenicnte dcl mesonefros (Mcrchant, 1984). 

Venas Cardinales Tubo Neural 

Cresta Genital 

Intestino Cresta Genital 

Células (icrlllinalcs Mcsonclros 
PrinHlrdiales -----:}~'-U 

'-~;L-_...... Epitelio Cclólllico 

Fig. l. Se muestra la migración de las células germinales primordiales hacia la cresta genital. Modificado de Sandler 
y Lagmann, Embriología Médica, 1990. 
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Ambas líneas celulares, experimentan un alto índice de proliferación, formándose la cresta 

genital. Esta región posteriormente es invadida por vasos sanguíneos y células germinales 

primordiales (CGPs), estas últimas provenientes de la región del endodermo del saco 

vi tel i no (Fig. 1) (Merchant, 1(91). Durante el uesarrollo ue estas estructuras, se ha 

propuesto la intervención de algunos genes como: WTI , Lim -9, SF-I , steel, e-kit y Bmp4, 

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

1986). 
Cresta genital 

Conducto 
Mcs()nérric(_-"':h-~~ 

t '~ Iulas 

Mcscnquil11áticas 

( 'élulas 
Upllclllllcs 

Ulastema gonadal 

;¡¡n.~~~- Vasos ----\1---1+-"....
Sanguíneos 

Células 
Mescnquil11{lticas 

Célul as 
I epitelinles 

Fig. 2. Desllrrollo temprano de la gÚl1l1da. Organización de la cresta genital y el blllstemll gonlldal. 
Merehunt. 1991 . 

El conjunto de las CGPs y la proliferación de las células somáticas forma el blastema 

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

10-10.5 d. g. 

b) Estublccimicnto de In gónndn indifercncindn 

Después de la formación del blastema gonadal, se establece la gónada indiferenciada la cual 

se detecta de los 11-11 .5 u. g. En esta etapa, las células comienzan a condensarse y a 

sepururse dd epitelio por lu invusión de los vasos sanguíneos; de esta manera se forman dos 

compartimentos, uno epitelial y otro estro mal (Fig. 3). El primero contiene a las células 

epitelillles y C(ll's q\le rnl'I11I1I'Ún 11 los cordones scxuules y el l'Iegllndo cnl11plll'til11iellto 

contiene a las células mesenquimáticas, vasos sanguíneos y tibroblastos que darán origen al 

componente intersticial (Merchant y Moreno, 2001). 



Gónada indiferenciada 

Cordones Scxulllcs, ___ -1W~~ 

Células Epitclial~s ____ ...;:,.1:.1 

Células 
MCSCllquil1l(¡li~lIs 

Fig. 3. Muestra la separación de los cordones sexuales. Merchant, 1991. 

Tanto en las hembras como en los machos, los cambios morfológicos que ocurren para el 

estahlecimiento de la cresta genital. hlastema gonadal y gónudu indiferenciado son los 

mIsmos. 

c) Diferenciación sexual 

Una vez establecida la gónada indiferenciada, el siguiente cambio morfológico en el 

testículo es la invasión de los vasos sanguíneos que separan al epitelio. celómico de los 

cordones sexuales. Este cambio es provocado por los genes encargados de la diferenciación 

haCÍa testículo, algunos de estos se enlistan en la tabla 1: 

Tabla 1. Genes que participan en el desarrollo gonadal 

Gen 

Sly 

Wtl 

Sox9 

MIS 

Sil 

Dhh 

F¡{/9 

Dmrll 

¡gfl 

Sexo 

M 

MF 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

MF 

Función 

Participa en la diferenciación del testículo 

Establecimiento de gónadas e hígado. Posible regulador de Sry 

Diferenciación de células de Sertoli y desarrollo del testículo 

Regresión de los conductos de Müller 

Participa en la diferenciación y producción de esteroides 

Desarrollo de células germinales 

Proliferación en testículo 

Mantiene a los tubos seminíferos después del nacimiento 

Participa en la proliferación, diferenciación y producción de esteroides 

Villalpando, 2001; Tilman y Capel, 2002 
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El pnmer gen en expresarse en el testículo es el gen que codifica para la hormona 

inhibidora de los conductos de Müller (MIS), la cual inhibe el desarrollo de los conductos 

del mismo nombre, y permite la masculinización de la gónada y el desarrollo de los 

genitales internos (vesículas seminales, conductos eferentes y deferentes y epidídimo) y 

externos (glande, rafe y escroto) (Fig.4) (Merchant, 1991). 

Posteriormente, los cordones sexuales cambian su nombre a cordones seminíferos, que 

contienen a las células precursoras de Sertoli y pre-espermatogonias. Por otro lado, las 

células mesenquimáticas se diferencian en las células precursoras de Leydig; con la 

diferenciación de estas se inicia la actividad endocrina del testículo (producción de 

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

Gónada indiferenciada 

¡ 
....-__ Testículo __ --, 
~ ¡ 

Inhibición Estimulación 
CONDUCTOS DI,: CONDUCTOS DE WOLF 

MÜLLER ~ {conductos 
Genitales defe~enles 
internos Veslculas 1 "m;","" 

Genitales { ~~!~de 
externos Escroto 

Fig. . 11. Dikrelll:iadúll de los gellitales illtel'lws y externos. Merehallt. 11)1) l . 
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2. Factor de Crecimiento Similar a la Insulina Tipo I (IGF-I) 

a) Organización del gen 

El gen del IGF-I en el ratón se localiza en el cromosoma 10, este gen está altamente 

conservado en los mamíferos, debido a que entre especies varía el número de promotores 

de 2 a 3. El IGF-I está constituido por 6 exones, 5 intrones, dos promotores y tiene una 

longitud de 80 kilobases (Fig.5) (BeU y col. 1986). Se ha propuesto que el primer promotor 

es el responsable de la transcripción del IGF-I en mamíferos (Adamo y col. 1994; Rotwein, 

1999). 

3' 

Fig. 5. Estructura del gen del IGF-I de la rata., cuya organización es similar a la del ratón. Los números corresponden a 
los exones y el espacio 'entre ellos al de los intrones. 'Rotwein, 1999. 

b) Organización de la proteína 

El péptido codificado por el gen deIIGF-I es una cadena sencilla de 70 aminoácidos (a.a.) y 

está constituida por 5 dominios. El dominio B, contiene 29 a.a. y la región amino terminal 

(N). El dominio central e está formado por doce residuos, el dominio A está constituido 

por 21 a.a. y el dominio O con 8 residuos y la región carboxilo terminal (e). Además, 

contiene dos secuencias adicionales en la región terminal e, el IGF-IA, que contiene 35 

a.a. y el IGF -1 B 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 e) son idénticos a los presentes en el péptido de la 

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

6 
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NH2 

PRO 
LEU 
LYS 

PRO 
ALA D 

LYS 
COOH SER 

ALA 

~FR 

LYS if I : GL' 
I r ~ 

ASP -II.' HIS y~l, GLN r.1 "ARG THR I {-- PRO '''t l 

PRO GLY 
LA 

ARG - ARG SER~- SrR 

Fig. 6. Se muestra el péptido del IGF-l , con los 5 dominios y los tres enlaces bisultiu-o que unen a la proteína. 
Modificado de Clenunol1s, 1989 y Rolwein, 1999. 
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e) Proteínas de unión 

A diferencia de la insulina, el IGF-I no se encuentra libre en el torrente sanguíneo sino que 

es transportadó por proteínas específicas llamadas IGFBPs (proteínas de unión 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 fisiológicas (Clemmons, 

1993). 

c) Conducir al IGF-I a los tejidos o células blanco (Clemmons, 1993). 

d) Potenciar o suprimir la acción 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 fisiológicas, 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 síntesis 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 aminoácidos del IGF-I que se unen a las' IGFBPs están presentes en la 

región amino terminal de 16 amino ácidos. El 95% del IGF-I que se encuentra en el suero, 

está uilido a la IGFBP-3 (Baxter y Martin, 1989); el resto está unido a las IGFBP-l , 2 Y 4 

(Clemmons, 1993). 
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3. Rcccptur dcllGF-1 

a) Organización del receptor 

El receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-IR), es una proteína 

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 nucleótidos y codifica para 

1367 a.a. (Adams y col. 2000). Además, contiene un péptido señal de 30 residuos (residuos 

1-30) y una proteasa que rompe en un sitio de unión a los residuos 708-711, originando dos 

cadenas: una cadena a (residuos 1-707) y una cadena P (residuos 712-1337). La primera y 

195 residuos de la cadena P forman la porción extracelular del IGF-IR, que contiene de 5 

a 11 sitios potenciales de glicolización en la región terminal amino (Ullrich y col. 1986). 

Este receptor, se une con alta afinidad al IGF-I e inicia la respuesta fisiológica para este 

ligando in vivo . Aunque los ligandos de esta familia de receptores (insulina e IGF-I) 

comparten una estructura tridimensional común, la característica que separa al IGF-IR de 

los otros micmhros de la familia del receptor de insulina, es que se encuentra en la 

superficie celular como una unión bisulfato dimerizado y requiere de una oligomerización 

del receptor para la señalización celular (Le Roith y col. 1995). 

El IGF-IR, es responsable de los efectos mitogénicos del IGF-I durante el desarrollo fetal, 

de la proliferación de las células somáticas; y protege a las células de la muerte celular 

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

tumores (Adams y col. 2000). 

9 
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h) CHSC~Hhl de señHlizHción 

I ,n cnscndn de sef\nlcs del IGf.-IR. se inicia con In IIniún de éste n Sil lignndo (IGf.-I), Fstn 

unión provoca una fosforilación del sustrato del receptor-l para la insulina (IRS-I) 

(Cll'l11l11ons y Mllik. 2(01) . Fstc cOllticne 1111 sitio de rccollocimicllto qllc sirvc dc IIl1it'ln 11 

proteínas cQn dominios de homología 2 SHC, este dominio recibe este nomhre por ser 

similar con la región 2 de la cinasa de tirosina del oncogen src (sarcoma de Rous de las 

aves). Este sitio le permite aIIRS-I unirse a dos proteínas que activan diferentes vías. La 

primera es la p85 de la quinasa fosfatidil inositol y la segunda es el Grb-2 (receptor de la 

proteína de unión 2) que se encuentra unida a IGF-IR. P85 forma el complejo p85/pll0 

que induce la producción de tri fosfato 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 fosforilación de las células, Alberts y col. 1996). Se ha 

propuesto que este gen eslLÍ implicado en la dill!rcnciución celular (Fig.7) (Yillulpundo, 

2001 ). 

Fig. 7. Cascada de señalización vía IGF-I/lGF-IR. Modificado de Clemmons and Maile, 2003 . 
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La señalización a través del IGF-IR es la vía responsable para el crecimiento somático en la 

etapa fetal de los mamíferos, mientras que el crecimiento postnatal de los animales se 

atribuye a la interacción de la hormona del crecimiento y al IGF-I y 11 (Adams y col. 2000). 

c) Detección en tejidos 

El IGF-IR, se expresa en varios tipos celulares, como son: fibroblastos, mioblastos, células 

del músculo liso y tejido vascular (Adams y col. 2000). Así mismo, se detecta en células 

del mesénquima, incluyendo células de la granulosa y células testiculares en donde se 

prllllllcc y se UIIlIIlCCIHI (Vullllcli y col. I')HH). Vurios UI.! los tipos cdulul'l.!s I1wllcionuuos, 

tienen solamente 5,000- 10,000 receptores de IGF-I por célula, y esto puede ser una razón 

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

tipos celulares en cultivo (Clemmons, 1993). 

4. Control de la proliferación en tejidos 

a) Ciclo Celular 

La proliferación celular involucra eventos de replicación y división del material genético; 

dichos eventos se llevan a cabo en 24 horas durante el ciclo celular. Este consiste de cuatro 

fases G 1, S, G2 Y M; en las cuales, la célula replica su material genético, se divide y se 

inicia un nuevo ciclo. Además 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 ulus, IllI.!SI.!S e induso u~()s husla el inicio ue un nuevo ciclo. En lu fase O 1, la célula se 

prepara para la replicación del ADN, incrementa su tamaño y poco después se inhibe la 

actividad de señalización de crecimiento y se determina la entrada de la célula en el ciclo. 

Después, en la fase S, se inicia la producción de algunas proteínas, como las histonas que 

participan en la formación de la cromatina y las enzimas que sintetizan ácidos 
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desoxirribonucleicos y replican el ADN. En la fase G2, se completa la replicación del 

material genético y se revisa el entorno de la célula para su división. Durante la fase M, el 

material genético replicado, se condensa y se separa, primero en dos núcleos y después, 

por citocinesis, en dos células (Bravo y Mac Oonald -Bravo, 1987; Alberts y col. 1996). 

El ciclo celular, es regulado por factores de crecimiento, genes y proteínas, principalmente 

por las cinasas dependientes de ciclina (cdks). Estas forman un complejo con las ciclinas y 

juntas son las encargadas de regular la entrada, transición y salida de las células por las 

diferentes fases del ciclo celular (Johnson y Walker, 1999). 

Existen dos tipos de ciclinas: las ciclinas mitóticas 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 G 1, 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 

1\ 

BI , B2 

C 

DI, D2, D3 

E 

F 

Gl, G2 

H 

1 

K 

TI, 1'2 

Cdk Asociado 

Cdk 1 (cdc2), cdk2 

Cdkl 

Cdk8 

Cdk4 cdk6 

Cdk2 

'?? 

Cdk5 

Cdk7 

?? 

?? 

Cdk9 

Tomada de Johnson y Walker, 1999. 

Función 

Entrada a la fase S y transición. Anclaje dependiente 

del crecimiento. 

Salida de G2, mitosis. 

Regulación transcripcional y transición de GO a S 

Transición de la fase GO a S 

Transición de la fase GO a S 

Transición de la fase G2 a M 

Respuesta al daño del DNA 

Activación de los cdks, regulación trancripcional y 

reparación del ONA. 

desconocido 

Regulación trancripcional y activación de los cdks. 

Regulación transcripcional. 
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Además, de las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclina existen otros genes y proteínas 

quc se expresan a lo largo del todo ciclo celular (Fig. 8); algunos de estos factores inhiben o 

potencian la activación 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). 

Regulación del ciclo celular 

I Gl CAK R 

~~-----, 
~Cdk41(' ~~ 

Expresión del Gen Síntesis del ADN 

Fig. 8. Función del complejo ciclinalcdk, y estimulación e inhibición de su actividad por otras proteínas. G 1= primera fase de 
crecimiento; R = punto de restricción; S = fase de síntesis; G2 = segunda fase de crecimiento; M = fase de división; 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 ratón (Zapf y Froesch, 1986), 

tanto en la etapa adulta como en la prenatal. Este péptido juega un papel importante en el 

metapolismo y crecimiento y tiene varias funciones dentro del organismo como son: 

• Funciones similares a la insulina: Participa en la síntesis de glicógeno y reduce la 

concentración de glucosa en la sangre (Rotwein, 1999). 

• Estimula la síntesis de ADN (Spaventi y col. 1990; Villalpando, 2001). 

• Participa en el desarrollo y crecimiento de órganos (Rotwein y col. 1999). 
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• 

• 

Participa en la supervivencia, proliferación y diferenciación celular (músculo, 

hígado, hueso, células somáticas de testículo 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 López, 2003). 

• Células gonadales 

En experimentos realizados en ratones knock-out para el IGF-I, se demostró la importancia 

de este factor en la función testicular. Se observó que los machos adultos producen baja 

cantidad de testosterona, menor número de espermatozoides y el testículo es de menor 

tamaño, comparado con los animales normales (Baker y col. 1996). Además, se ha visto 

que la adición de IGF-I a cultivos de células de la granulosa y células testiculares (Leydig y 

Sertoli), en presencia de FSH y LH, incrementa la biosíntesis de hormonas sexuales como 

progesterona, testosterona y 17 p-estradiol; y estimula la incorporación de eH) timidina en 

el ADN en diferentes especies de mamíferos (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 proliferación de las células somáticas del testículo, sin embargo otros estudios hechos en 

ratón, muestran que esta proteína si tiene efecto en la proliferación de las células 

testiculares (Bemier y col. 1986; Wang y col. 2003). 
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• Células no gonadales 

El IGF-I se expresa en las primeras etapas de la organogénesis del ratón (8-12 d.g.) 

(Spaventi y cql. 1990) e induce la proliferación en varias líneas celulares (osteocitos y 

condroblastos) y en órganos del ratón embrionario de 17d.g., como son: vejiga, intestino, 

corazón, cerebro, riñón, hígado y pulmón (D'Ercole, 1996; Zapf y Froesch, 1986). Se ha 

visto que la falla en la activación del gen del IGF-I da como resultado deficiencia del 

crecimiento del embrión, manifestándose como enanismo en el nacimiento, y daño en el 

crecimiento postnatal e infertilidad en el ratón (Baker y col,. 1993; Liu y col. 1993) 

Además, Powell-Braxton y col. (1993), observaron que, en ratones prenatales con 

deficiencia del IGF-I (homocigóticos IGr-/-), se presenta una miodistrofia (enfermedad que 

se caracteriza por poco desarrollo del tejido muscular), con disminución en el tamaño del 

cuerpo y dificultad respiratoria. Esta última por daño en el desarrollo alveolar; provocando 

así 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 además afecta sustancialmente la 

sobrevivencia, lo cual soporta la importancia de este péptido en el desarrollo de .sistemas 

orgánicos, como el músculo-esquelético y el respiratorio (Zapf y Froesch, 1986). 

c) Ciclina D2 

Las ciclinas tipo D se encuentran en la fase G 1 yen asociación con las proteínas cinasa, cdk 

4 y cdk 6, son las encargadas de la transición del punto GO hasta la fase S. Estas proteínas 

son capaces de unirse y regular a otras proteínas celulares llamadas E2F, que intervienen en 

la expresión de genes y proteínas involucradas en la progresión del ciclo celular y síntesis 

del DNA (las ciclinas E y A, cdc2 y cdk 1) (Bernier y col. 1986; Johnson y Walker, 1999) 

en varias líneas celulares del ratón (Ravnik y col. 1995). Su función principal es activar a 
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una proteína llamada Rb (retinoblastoma) que juega un papel crucial en la regulación de la 

progresión de G 1 (Xiong y col. 1992; Johnson y Walker, 1999). 

Actualmente se conocen tres clases de ciclinas tipo o: DI, D2 Y 03, las cuales se expresan 

en varios tipos celulares y participan en diversas funciones de diferenciación y proliferación 

(Ravnik y col. 1995; Beumer y col. 2000). Por ejemplo, en algunos estudios se ha 

observado la producción de tres transcritos de 4.2, 6.8, Y 2.3 kb, identificados como las 

ciclinas DI, 02 Y 03 respectivamente. Estos transcritos son expresados en las células 

somáticas y germinales del testículo tanto embrionario como post-natal (Ravnik y col. 

1995), lo cual sugiere que las ciclinas tipo D están involucradas en los eventos de 

proliferación y diferenciación 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 diferenciación de las espermatogonias indiferenciadas a 

espermatogonias tipo A. Además el ratón deficiente de ciclina D2, la hembra es estéril 

debido a una incapacidad de las células de la granulosa de responder a un estímulo de la 

FSH (Ravnik y col. 1995; Beumer y col. 2000), y el macho muestra hipoplasia en el 

testículo (Bartkova y col. 1999; Beumer y col. 2000). 

Es importante notar que la función de las ciclinas tipo O depende de la presencia de 

factores de crecimiento como el IGF-I (Johnson y Walker, 1999), hormonas (FSH, Siciriski 

y col. 1996) y otras proteínas. Por ejemplo, la proliferación de las células de la granulosa 

es inducida por el aumento de la ciclina D2 en relación con la concentración de la proteína 

p27KiP
\ y el crecimiento folicular finaliza por una dismunición de la ciclina D2 y una sobre 

expresión de p21 Cipl/WAF y p27Kip
\ ( Baker y col. 1996). En adición, en el testículo adulto la 

ciclina D2 se localiza junto con p21 Cip\/WAF en los espermatocito s en paquiteno y la ciclina 

03 se localiza con p27Kip
\ en células de Sertoli. La localización de estas proteínas sugiere 
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que el balance entre las cic1inas tipo O 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 concentración de las cic1inas tipo D también es 

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

(Ravnik y co1.1995). 

5. Aspectos de regulación de IGF-I 

a) Hormonas hipofisiarias 

La hipófisis, también llamada glándula pituitaria secreta hormonas que son las responsables 

de activar y regular la producción de otras hormonas en sus órganos blanco. Esta glándula, 

está formada por tres lóbulos: el anterior e intermedio, los cuales forman la región secretora 

llamada adenohipófisis, en donde se producen seis diferentes hormonas que tienen diversas 

funciones en el organismo; y el lóbulo posterior que es conocido como neurohipófisis, este 

último esta constituido de tejido nervioso. La función de la hipófisis está controlada por la 

acción del hipotálamo que en respuesta a estímulos internos y externos secreta hormonas 

como la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), que actúan en el lóbulo 

anterior o adenohipófisis. En este trabajo solo se mencionan aquellas hormonas que 

intervienen en la regulación del IGF-I y la cic1ina 02, entre las cuales se encuentran las 

gonadotropinas (FSH y LH) Y la hormona de crecimiento (GH) (Brown, 1994): 

• . 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 proliferación celular del hígado. 
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• Hormona folículo estimulante. Participa en el desarrollo de las gónadas, los 

gametos y en la secreción de las hormonas sexuales gonadales de ambos sexos. En 

macho adulto estimula la espermatogénesis y actúa en las células de Sertoli para la 

producción de la inhibina que inhibe a la FSH. 

• Hormona luteinizante. En los machos, esta hormona actúa en las células de Leydig 

para favorecer la producción de andrógenos, tales como la testosterona. En la 

hembra, estimula la ovulación y la formación del cuerpo lúteo 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 

proliferación de las células somáticas y germinales del testículo 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 ratón, causa esterilidad en la etapa adulta, además de malformaciones 

en el organismo. Por otro lado, se sabe que la FSH y LH regulan la función testicular 

postnatalmente (Abney y Carswell, 1986; Benhamed y col. 1987; Benton y col. 1995). Se 

ha visto que la adición de IGF-I a cultivos de células de la granulosa y células de Leydig, 

en presencia de FSH y LH incrementa la biosíntesi& de hormonas sexuales como 

progesterona, testosterona y 17 ~-estradiol, en diferentes especies de mamíferos (Kasson y 

Hsueh, 1987; Morera y col. 1987; Chatelain, 1990; Wang y col. 2003). 
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Los testículos en cultivo con IGF-I incrementan la producción de testosterona durante el 

desarrollo testicular y se detectan altas concentraciones al día 17 de gestación (VilIalpando 

y López-Olmos, 2003). Estudios recientes realizados en células de Leydig de ratón adulto 

de 35-50 días postparto demostraron que el RNAm y la síntesis de testosterona son bajas 

en ausencia deIIGF-I (Wang y col. 2003). 

b) Hormonas esteroides 

El IGF-I también es un importante regulador de la actividad y expresión de enzimas que 

participan en la biosíntesis de esteroides sexuales, pues induce la expresión de enzimas 

esteroidogénicas como 17 a-hidroxilasa y 17P-oxidoreductasa en la gónada. En rata, el 

IGF-I participa en la proliferación, diferenciación y sobrevivencia de las células 

productoras de 3p-hidroesteroide dihidrogenasa (3P-HSD) a los 16.5 d. g. Roullier-Fabre y 

col. (1998). 

c) Segundos mensajeros 

La adenilato ciclasa (AMPc) es un segundo mensajero mitogénico acoplado al receptor de 

FSH. Sin embargo, este no participa en la regulación de la vía de activación de la ciclina 

D2 en células ováricas. Debido a que en las células de la granulosa esta ciclina, es activada 

por la via PKA (proteína cinasa A) (Sicinski y col. 1996). 

d) Otros factores que regulan la función testicular 

Entre los factores de crecimiento que regulan la división celular se encuentran: el factor de 

crecimiento de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de 

crecimiento transformante p (TGF-P), 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 proliferación 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 -p producido por el testículo 

embrionario puede inhibir la actividad enzimática de las 'células de Leydig fetales en el 

ratón, entonces se ha propuesto que la TGF-p inhibe la producción de testosterona en 

células testiculares en cultivo (Closser y col. 1989). 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Durante la determinación sexual testicular ocurren una serie de cambios en este órgano 

como el aumento en tamaño y la enorme irrigación del testículo comparado con el 

ovario de los 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-I y de la cic\ina 02, se afecta 

'el desarrollo de las glándulas reproductoras. Sin embargo la función en las células 

somáticas pre Sertoli y pre Leydig del testículo embrionario no se ha investigado. 

Actualmente se sabe poco sobre la acción del IGF-I y de la ciclina 02 en la etapa 

embrionaria y el papel que éstos tienen en la diferenciación de las células somáticas del 

testículo. 

Por otro lado, hay evidencias experimentales que proponen que el IGF-I, es un 

regulador de la diferenciación de las células precursoras de Leydig en la rata Winstar, 

aunque en el ratón se desconoce el papel que juega esta proteína en la diferenciación 

testicular. Además, se sabe que el IGF-I es un regulador importante del control de la 

actividad endocrina testicular, pues induce la expresión de enzimas esteroidogénicas 

como 17 a-hidroxilasa y 17¡3-oxidoreductasa en el testículo embrionario del ratón 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 evaluó el efecto de IGF-I 

y de la ciclina 02 en la proliferación y la actividad endocrina del testículo embrionario. 

Estos datos nos permitirán proponer las bases para entender la función testicular en la 

etapa prenatal. 
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IV. HIPÓTESIS 

El crecimiento testicular embrionario es controlado por múltiples factores entn~ 

estos el IGF-I, que se sabe induce la proliferación y diferenciación de células de Leydig 

y participa en la biosíntesis de esteroides gonadales en los mamíferos. Por lo tanto 

postulamos que la inhibición del IGF-I y de la ciclina 02 in vitro impediría la 

proliferación de las células somáticas (Leydig y Sertoli) del testículo embrionario. De 

tal forma que la inhibición de estas dos proteínas provocaría una disminución en el 

número de células somáticas y esto a su vez una disminución en la biosíntesis de 

hormonas sexuales como la testosterona. 
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V. OBJETIVOS 

'Establecer el papel del IGF-I en la diferenciación, crecimiento y en la regulación de la 

actividad endocrina del testículo en la etapa embrionaria. 

Objetivos particulares 

1. Determinar sí la inhibición de la producción endógena del IGF-I afecta la 

diferenciación y proliferación de las células somáticas del testículo embrionario de 

12 y 17 d. g. en el ratón de la cepa CD-l. 

2. Establecer el papel que juega la ciclina 02 en combinación con el IGF-I en la 

proliferación y función endocrina de las células de Leydig, en las edades 

mencionadas. 

3. Determinar si la inhibición de la expresión de IGF-I y de la ciclina 02 afecta los 

niveles de secreción de testosterona. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

Animales 

Se utilizaron machos y hembras de 10 semanas de edad de la cepa CD-l y se 

pusieron a cruzar un macho con 5 hembras. El día que se observó el tapón vaginal, se 

denominó día cero de la gestación. Se emplearon hembras gestantes de 12 y17 d. g. de 

la cepa CD-I, y se mantuvieron en el Bioterio del Instituto de Investigaciones 

' Biomédicas en cajas estériles con Sani-Chips de Harlan, con períodos de 12 hrs de luz-

oscuridad y temperatura de 22-23 oC. Las ratonas se alimentaron con Diet Mouse Food 

de Harlan yagua esterilizada ad libitum acidificada con HCl puro (pH 2.5), filtrada por 

osmosis inversa y esterilizada en autoclave. 

Aislamiento de tejido 

Las hembras se sacrificaron por dislocación cervical y se realizó un corte en 

forma de V en la región ventral. Se disectó el útero, se sacaron los embriones en una 

caja de Petri y se les cortó la cabeza. Se obtuvieron los testículos de los embriones 

exponiendo la parte dorsal interna del embrión, y se colocaron en cajas Petri estériles 

con medio de cultivo M 199, en un ambiente estéril, de acuerdo al método descrito 

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

Eppendorf estéril. 

Cultivo celular 

Se hicieron grupos de 40 testículos de 12 d.g. Y de 30 testículos de 17 d.g. Por 

separado, se disgregaron por técnicas enzimáticas con tripsina 0.05% y versene 0.1 % a 

90 revoluciones por minuto (rpm) 13 minutos (min); se agregó el inhibidor de tripsina 

0.1 %. Las células disgregadas se centrifugaron a 1800 rpm por 10 min, se eliminó el 

24 



0.1 %. Las células disgregadas se centrifugaron a 1800 rpm por 10 min, se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 500 111 de medio de cultivo D'MEM con 

albumina. Se tomó 10 111, se tiñó con azul de Evans y se cuantificaron las células en una 

cámara de Neubahuer (Fórmula). Se sembraron 150,000 células por caja en medio de 

cultivo D'MEM con albúmina. Se adicionó a cada 6 cultivos 100ng de los anticuerpos 

neutralizantes Anti-IGF-I , 6 cultivos con doble neutralización Anti-IGF-I + Anti-Ciclina 

D2, 6 cultivos con 100ng de Anti-Ciclina D2 y 6 más con Anti-Ciclina D2 50ng y 6 

cultivos solo con medio D'MEM con albúmina sin suero, y se incubaron toda la noche 

en una estufa a 37°C en 5% de CO2. 

Fórmula. 

#C/ml = #Ccm * 2500* Fd 

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

Fd = Factor de dilución igual a l. 

Ensayo de Proliferación Celular 

Se cambió el medio de cultivo a las células y se añadió 1 mI de medio de cultivo 

con Bromodeoxy Uridina (BrdU) al 0.1 % Y se incubó 1 hora (hr) a 37°C en 5% de C02. 

Las células se enjuagaron y se añadió 750 111 de tripsina 0.05% en versene 0.1 % en PBS 

y se dejaron incubando 6 min a 37 oC, en agitación con 90 rpm en un incubadora con 

agitación (Incubator Shaker C-24). Las células se resuspendieron suavemente, se 

observó al microscopio que no quedarán células pegadas, y se agregaron 750 111 de 

inhibidor de tripsina 0.1 % en medio de cultivo D'MEM. Las células se centrifugaron a 

1800 rpm, 10 mino El botón celular se enjuagó con PBS, se centrifugó a 1800 rpm, 10 

min y se decantó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en un volumen 

aproximado de 30 111 de PBS y se colocaron 10 111 en un portaobjetos limpio, libre de 
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grasa, con poli-L-lisina. En un microscopio óptico Galen 111 Cambrigde Instruments, se 

analizó el número de células y se dejaron secando en una estufa a 37°C, 30 mino Las 

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

mino 

Inmunodetección 

'Las laminillas se lavaron con PBS en agitación a temperatura ambiente (TA) 10 min y 

se hizo un lavado adicional con PBS caliente sin ebullir 15 min una vez. Se adicionó, el 

anticuerpo Anti-BrdU ¡: ¡ O en buffer de incubación y se incubó en una cámara húmeda 

con PBS, l hr a 37°C. En la oscuridad se adicionaron, 30 ¡.tI del anticuerpo FICT- Goat 

anti mouse IgG 1: lOen PBS y se incubó l 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 más con PBS 10 min cada una aTA. Las laminillas se dejaron 

secando a TA 30 min, se montó con un cubreobjetos con Vectashield y se sellaron las 

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

El número de células marcadas con BrdU, se analizó en un microscopio óptico (Nikon 

Eclipse E600). El frotis celular se dividió en 4 cuadrantes, y solo se contó un campo de 

cada cuadrante con un lente objetivo de 40X, se completó un número total de 300 

células entre las marcadas y no marcadas y se calculó el porcentaje de proliferación. 

Extracción de esteroides 

En un tubo se tomó un volumen de 1300).11 de medio de cultivo (-20°C) de cada 

tratamiento, se le añadieron 1300 ).11 de una solución 1: 1 de etanol-cloroformo y se 

agitaron por I min en un vortex. Se dejaron reposar un minuto y con una pipeta se 

recuperó la fase orgánica. Las muestras se lavaron dos veces más con la solución etanol-
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cloroformo y se adicionaron 1300 III de acetato de etilo y se agitaron por 1 min en un 

vortex. Se recuperó la fase orgánica y se volvió a lavar con acetato de etilo y se dejó 

evaporar toda la solución 4 días en una campana de extracción. Los esteroides se 

resuspendieron en 1300 III de PBS estéril. 

Cuantificación de testosterona por ELISA 

El medio de cultivo celular se guardó a - 20°C para cuantificar las hormonas esteroides. 

Se dejaron templar las muestras experimentales con extracción de esteroides y con 

medio de cultivo y el kit de ELISA (Diagnostic Systems Laboratorios Inc.). En las 

celdas marcadas se colocaron 50 III de los estándares, controles y experimentales (2 

repeticiones) y se les agregaron 100 III de la solución del conjugado. Después se 

agregaron 100 III del anticuerpo antitestosterona a cada pozo y se dejó incubando 1 hora 

a 25°C con agitación de 500-700 r. p. m. Se lavó 5 veces con la solución de lavado (Iml 

de solución concentrada + 24ml de H20 destilada), decantando todo el sobrenadante en 

papel absorbente. Se adicionaron 100 III de la solución reveladora (TMB solución 

cromógena) y se dejaron en una placa de agitación a 500-700 r. p. m. en la oscuridad 

por 30 mino Se colocaron 100 III de una solución 0.2M de ácido sulfúrico y se leyó una 

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

Análisis estadístico 

Los resultados de la incorporación de la BrdU en las células en división, se analizaron 

con una prueba Xi cuadrada con P~ 0.05. Y los resultados de la cuantificación de 

testosterona se analizaron con una prueba de ANOVA y "t" de Tukey, P~ 0.05 con el 

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

Inicialmente se realizaron varios experimentos para monitorear el crecimiento de las 

células las cuales crecieron sanas. Posteriormente el crecimiento de éstas in vitro con 

suero, sin suero )" con los anticuerpos neutralizantes fue de manera uniforme para 

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

Fig.9.Fotogmtia que muestra el crecimiento de células testiculares de embrión de ratón de 12 d.g. en medio de cultivo 
teñido con Giemsa. La fotogralia representa el crecimiento de todos los cultivos en las edades estudiadas. 400X. 

Una vez recuperadas las células somáticas de los cultivos, se hizo la inmunodetección 

con BrdU, con el fin de observar la marca de las células en proliferación. Se obtuvo una 

población heterogénea de células marcadas con la BrdU cuya marca muy intensa 

(color verde intenso) en el núcleo fue fácil de identificar en las células y la población 

que no incorporó la BrdU se identificó por una coloración verde (Fig.l O). 
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Fig.lO. InmuoodetecciÓll de células te:,1Ículares de embrión de ratón de 17 d.g. Se señalan con una flecha blanca 
las células marcadas con BrdU y con una flecha roja las células no marcadas. Úl fotografia es representativa de 
todas las inmunodetecciones realizadas en las edades mencionadas 200X. 

Proliferación de las células testiculares a los 12 d. g. 

Los experimentos realizados a los 12 d. g., revelaron que la proliferación de las células 

somáticas del testículo, disminuyó solamente el 20% y 21% con la adición de los 

anticuerpos Anti-IGF-I (100ng) y con la doble neutralización con Anti-IGF-I (100ng) + 

Anti-Ciclina D2 (lOOng) respectivamente. Al aplicar la prueba estadística Ji cuadrada 

no se encontraron diferencias significativas con respecto al control sin suero (73% de 

células testiculares en proliferación). (Fig.12). 
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Fig.12. Porcentaje de células testiculaJ·es en proliferación a los 12 d g. Se muestran los porcentajes de 
células en proliferación de los diferentes grupos tratados. Las balTas representan la media de e:,'tos 
porcentajes y el error estándar. 
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Proliferación de las células testiculares a los 17 d. g. 

Los resultados para los ex-perimentos de neutralización en células testiculares de 17 d. 

g., muestran que la proliferación no disminuyó considerablemente con la adición del 

Anti-IGF-I (100 ng) con 77% de células testiculares en proliferación. En el experimento 

de doble neutralización con la adición de Anti-IGF-1 (10Ong) + Anti-Ciclina D2 

(100ng), tampoco hubo una disminución significativa ya que el 60% de células 

testiculares están en proliferación, tampoco (Fig. 13) 
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Fig. 13. Pruliferaciún de las células testiculares a los 17 d g. Se muestra los porCt:1ltajes de células en 
proliferación de los diterentes grupos tratados. Las barras representan la media y el error estándar. 

Sin embargo, al aplicar el análisis estadístico solo se encontraron diferencias 

significativas en los tratamientos de Anti-Ciclina D2 50ng y 10Ong, donde la 

proliferación disminuyó un 46% en comparación con su control (Fig. 14). 
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Fig. 14. Proliferación de las células testiculares a 105 17 d. g. Se muestra los porcentajes de células en 
proliferación de los grupos tratados con Anti Ciclina D2. Las barras representan la media y el error estándar. 
*p<O.OS vs control sin suero, (81S). Prueba Ji cuadrada. 

Cuantificación de testosterona por ELISA a los 12 d. g. 

Los resultados de la cuantificación de testosterona a los 12 d. g. muestran que hay una 

disminución significativa de esta hormona con la adición del Anti-IGF-I (1.7 ng de 

testosteronalml) y con Anti IGF-I + Anti-Ciclina D2 + (2.5 ng de testosteronalml), con 

respecto a su control sin suero (20 ng de testosteronalml) (Fig. 15). 
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Fig. 15. Cuantificación de testosterona en células testiculares a los 12 d. g. Se muestran las concentraciones de 
testosterona de los grupos experimentales evaluados. Las barras representan la media y el error estándar. *p<O.05 
vs control sin suero, (S/S). Prueba ANOVA y Tukey-Kramer. 
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Cuantificación de testosterona por ELISA a los 17 d. g. 

En las células testiculares de 17 d. g. también hubo una disminución en la concentración 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). 
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Fig. 16. Cuantificación 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 estándar. *p<O.05 l'S 

control sin suero, (S/S). Prueba ANOVA y Tukey-Kramer. 
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VIII. DISCUSiÓN 

En el presente estudio se describe el efecto del bloqueo de la actividad deIIGF-I y la ciclina 

D2, durante el desarrollo prenatal del testículo del ratón. 

Se sabe que el control de la proliferación de las células del organismo es generalmente 

regulado por moléculas que afectan positiva o negativamente la cascada de cinasas que 

controlan los puntos críticos 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 número de receptores que se expresan para esta proteína, 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 proliferación y diferenciación 

celular de la gónada y de otros tipos celulares como: músculo, células del hígado, hueso, 

células somáticas de testículo 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; Rotwein y col. 1999). 

Los resultados de esta investigación muestran que al inicio de la determinación sexual 

testicular y el crecimiento de este órgano (12 d.g.), el bloqueo endógeno del IGF-I no causó 

una disminución o inhibición de la proliferación de las células somáticas del testículo. Esto 

quizás, se debe a que la poca cantidad de IGF-I que es producido en esta etapa se emplearía 

en la diferenciación 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 diferenciación celular de diferentes estirpes 

(Gilbert, 1997), ya que en los experimentos de neutralización del IGF-I, se afectó la 

actividad secretora de las células de Leydig más que la proliferación de las mismas. Este 
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hallazgo plantea que el IGF-I promueve la diferenciación de las células mesenquimáticas a 

células secretoras. Aunque sería necesario realizar otros experimentos empleando t~jido 

indiferenciado o líneas celulares de origen mesenquimático. 

Otros estudios han demostrado que en la etapa adulta del ratón, que la falta del gen que 

codifica al IGF-I provoca a largo plazo una baja producción de esteroides y 

espermatozoides, así como un menor tamaño en el testículo (Baker y col. 1996). Nuestras 

observaciones apoyan la hipótesis de que el IGF-I también es importante para la 

diferenciación de las células de Leydig y el control de la secreción de testosterona en el 

testículo prenatal. 

Los datos obtenidos a los 17 d. g. en el ratón demuestran que la proliferación no es afedada 

con la adición del anticuerpo neutralizante Anti IGF-1. Estos resultados están 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 adición de 50 ng del IGF-I, no 

indujo la proliferación de las células somáticas del testículo de la rata en los últimos días de 

la gestación (18 d. g.). En esta especie, la proliferación celular del testículo parece ser 

dependiente de las gonadotropinas, más que del IGF-I (Roullier-Fabre y col. 1998). Los 

hallazgos de este grupo sobre la regulación del IGF-I por gonadotropinas en la etapa 

embrionaria son cuestionables, debido a que el establecimiento del eje hipotálamo

hipófisis-gónada ocurre posnatalmente (Gilbert, 1997). Sin embargo, otros estudios hechos 

en ratón muestran que el IGF-I si tiene efecto en la proliferación de las células testiculares 

adultas (Wang y col. 2003). 

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

y cinasas dependientes de ciclinas (cdks); éstas forman un complejo que permite la 
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fosforilación de sustratos celulares permitiendo la progresión del ciclo celular (Sherr y 

Roberts. 1999). 

Se ha observado que las ciclinas O son inducidas por estimulación de agentes mitogénicos 

como el IG F-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 

ciclinas 01 -1-, 02-1- Y 03-1
-, describieron que los ratones sobreviven hasta la mitad de 

gestación y mueren a los 13.5 d. g. debido a anormalidades en el corazón y a una anemia 

severa (Kozar y col. 2004). En ese estudio no se evaluó el efecto de estas proteínas en la 

progresión del ciclo celular de las gónadas masculina y femenina. Debido a que Kozar y 

col. (2004), no observaron ningún efecto sobre la proliferación en los órganos analizados, 

ellos plantean que deben existir mecanismos alternativos que permitan la progresión del 

ciclo celular de manera independiente a la regulación por ciclinas. 

Se observó que la proliferación de las células somáticas del testículo embrionario de 12 d. 

g. no se afectó por el bloqueo de la ciclina D2. Sabemos que a los 12 d. g. ocurre la 

diferenciación morfológica del testículo del ratón, desencadenada por el Sry (Tilman y 

Capel. 2002). Es probable que el proceso de proliferación 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 encontró que hay una inhibición en la proliferación del 46% 

al adicionar un anticuepo Anti-ciclina 02. Por lo tanto, estos datos están en desacuerdo con 

la propuesta de Kozar y col. (2004), quienes plantean que la proliferación en otros tipos 

celulares en el ratón es independiente del control de las ciclinas O. 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 

proteínas como p53 y p21 CIPI /WAFI (.1ohnson y Walker, 1999). En este estudio no se evaluó 
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el efecto de ninguna otra de las proteínas mencionadas aunque sería muy interesante 

analizar en un futuro. 

El papel de las ciclinas en la regulación del ciclo celular se ha estudiado en las 

espermatogonias y se ha propuesto que las ciclinas O 1 Y 03 están involucradas en la 

regulación del ciclo, mientras que la ciclina 02 participa en la diferenciación de 

espermatogonias (Ravnik y col. 1995; Beumer y col. 2000). En este estudio no se abordó 

el efecto del IGF-I y de la ciclina 02 en la proliferación de las células precursoras de los 

gametos, ni se estudiaron aspectos de inducción de la diferenciación de las células 

reproductoras. Sin embargo, se midió indirectamente la diferenciación de las células 

somáticas precursoras de Leydig, a través de la secreción de testosterona. 

Experimentos realizados con ratones "knockout" para las ciclinas DI, 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 regulación de la 

proliferación celular en la fase adulta es apoyado por los hallazgos realizados en los ratones 

mutantes para la ciclina O, debido a que los machos desarrollan hipoplasia testicular 

(Beumer y col. 2000). Estos datos plantean que las diferentes ciclinas están bajo el control 

de diferentes factores en la etapa adulta. Así, esperaríamos que diferentes factores regulen 

este proceso en la etapa embrionaria, pues al final de la gestación (17d.g.) la proliferación 

se ve .afectada con la adición de 100 ng del anticuerpo Anti-ciclina D2. Por otro lado, en el 

experimento de doble neutralización donde no se tuvo el mismo efecto, es posible que 

hayan intervenido otras ciclinas u otros factores. 

Además en la cuantificación de testosterona para esta etapa, la secreción de esta hormona 

se ve reducida con el bloqueo del IGF-I, y el efecto se acentúa con la doble neutralización 
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(Anti-IGF-I + Anti-ciclina D2) aunque no de manera significativa (Fig. 16). Estas 

observaciones plantean que la ciclina D2 además de participar en la proliferación de las 

células somáticas, también regula la función secretora de las células de Leydig en conjunto 

con el IGF-I. Aunque con el hecho de que la ciclina inhiba la proliferación, existe la 

posibilidad de que esta sola molécula también pueda afectar la producción de testosterona, 

hecho que sería interesante evaluar en un futuro . 

En resumen, estos datos en conjunto nos llevan a pensar que el IGF-I y la cic1ina D2 están 

implicados en la diferenciación funcional de las células de Leydig a los 12 y 17 d. g. Y que 

forman parte del mecanismo que controla la proliferación de las células testiculares. 
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IX. CONCLUSIONES 

• EIIGF-I no es un factor de progresión del ciclo celular a los 12 d. g., sino un factor de 

diferenciación celular. 

• 

• 

A los 17 d. g. el IGF-I participa en la función secretora de las células de Leydig . 

Por lo tanto, el trabajo realizado apoya la hipótesis planteada . 

El IGF-I es uno de los probables factores que regulan la diferenciación, proliferación y 

función de las células somáticas del testículo embrionario. Y así mismo la ciclina D2 

regula la proliferación testicular a los 17 d. g. 
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