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Resumen

. RESUMEN

La diferenciacion sexual testicular se inicia en la etapa embrionaria en los
mamiferos. Estudios previos demostraron que la insulina y el factor de crecimiento
similar a insulina tipo | (IGF-I) son cruciales para el desarrollo gonadal masculino.
Sin embargo, el papel del IGF-I como promotor de la diferenciacion de las células
de Leydig es motivo de controversia actualmente. El objetivo de la presente tesis
fue determinar si el IGF-I y la insulina a los 12 d.g. con las presuntas células de
Leydig y el mesénquima de los miembros anteriores son capaces de diferenciarse
a células secretoras de Leydig. Se aislaron los testiculos y miembros anteriores de
embriones de 12 d.g., se disgregaron, se sembraron 1.5 X 10° células, se
incubaron por separado con y sin 100 ng de IGF-I e insulina a 37°C, 72 horas y 5%
de CO.. El medio se separd y se midi6 la testosterona (T) por técnicas de andlisis
inmunoenziméticas (EIA). Los resultados obtenidos demostraron que el IGF-1 y la
insulina, promovieron la diferenciacion de células no gonadales (mesénquima) y
las testiculares a células de Leydig. Las células testiculares tuvieron una actividad
enddcrina significativamente superior en la sintesis de testosterona, comparados
con el control. La concentracion de testosterona obtenida con el IGF-I en células
testiculares y mesenquimaticas fueron significativamente mayores que las
obtenidas con la insulina. Los hallazgos del presente trabajo, plantean que el IGF-I
y la insulina son reguladores de la actividad secretora de las células somaticas de

Leydig del testiculo embrionario.

Facultad de Quimica, UNAM



Bibliografia

II.  INTRODUCCION

La funcidén testicular en la vida adulta es controlada principalmente por la
participacion de hormonas protéicas como la FSH y LH producidas en la hipdfisis.
Sin embargo, en los ultimos diez afios se han publicado datos en los que se
describe la regulacion de la funcion testicular y la fertilidad por moléculas
relacionadas con la insulina, como los factores de crecimiento similar a la insulina
(IGF-I e IGF-Il) y el receptor de insulina y del IGF-I (Revisado por Villalpando,

2001).

Por otro lado, estudios posteriores demostraron que el IGF-I es necesario para la
actividad endocrina del testiculo embrionario (Villalpando y Olmos-L6épez, 2003).
Sin embargo, no se sabe si este factor y la insulina inducen la diferenciacién

fisiol6gica de las células mesenquimaticas a células de Leydig.

1. ORIGEN Y DIFERENCIACION DE LAS GONADAS

La diferenciacion sexual es un proceso que se lleva a cabo secuencial y
ordenadamente, en éste, el sexo cromosomal determina el sexo gonadal y éste a
su vez influye en la diferenciacion fenotipica de los individuos (Jost, 1947; 1953).
El sexo se determina en los mamiferos en tres etapas, la primera es la
determinacion sexual cromosémica, establecida genotipicamente durante la

fecundacion cuando un espermatozoide X 0 Y fecunda a un ovocito generalmente
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con un cromosoma X, lo cual origina a un individuo homocigoto XX o heterocigoto
XY que desarrollan ovarios o testiculos respectivamente (Gilbert, 1994).
Consecuentemente después de la determinacion cromosomica es llevada a cabo
la determinacién sexual gonadal, cada embrion desarrollo un par de primordios
gonadales y un sistema de conductos indiferenciados independientemente del
sexo genético que posean, con la potencialidad de convertirse en ovarios o
testiculos de acuerdo al sexo genético. La ultima fase se caracteriza por la
determinacion sexual fenotipica donde se desarrollan los genitales sexuales
internos y externos. En las hembras se diferencian los conductos de Miller en
trompas de Falopio, utero y el tercio superior de la vagina y en el caso de los
machos los conductos de Wolf se diferenciaran en el epididimo, conductos

deferentes y las vesiculas seminales (Gilbert, 1994).

1.1 Morfogénesis gonadal

Durante la morfogénesis de las gonadas existe una interaccion entre las dos
lineas celulares que componen la gonada: las células germinales primordiales o
CGP’s (precursoras de los ovocitos y espermatozoides) y las células somaticas (el
resto de las células que conforman la gonada), células mesenquimaticas, células
mioides, células de Leydig y células de Sertoli, que se realiza entre dos tipos
celulares que difieren tanto en su aparicion como en el lugar de su origen
(Ruiz,1988).

Aunque en los mamiferos no se ha demostrado experimentalmente el origen
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extraembrionario de las CGP’s, se cree que estas células presentan
caracteristicas morfologicas, histoquimicas y ultraestructurales, que permitieron su
identificacion en el endodermo del saco vitelino (Merchant-Larios, 1984). De esta
manera las génadas presentan un modelo de morfogénesis diferente al resto de
los 6rganos, ya que en este caso existe la presencia de un componente celular
que proviene del exterior y que juega un papel determinante en las dos principales
etapas por las cuales pasan las gonadas durante su desarrollo: la etapa

indiferenciada y la etapa de diferenciacion sexual (Ruiz, 1988).

La diferenciacion gonadal ocurre por la interaccion de dos tipos celulares: las
células germinales primordiales (CGP’s) que se encuentran primariamente en el
alantoides a los 8.5 d.g. en el ratdon (Godin y Wylie, 1991) para posteriormente
migrar hacia la region urogenital, y las células somaticas localizadas en la cresta

urogenital (Merchant-Larios, 1984).

En el transcurso del desarrollo gonadal es posible distinguir tres fases: la
formacion de la cresta urogenital, el establecimiento de la gonada indiferenciada y
la diferenciacion sexual gonadal. Las dos primeras etapas seran llevadas a cabo
por hembras y machos independientemente del sexo cromos6mico que posean

(Merchant-Larios, 1984).
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1.2 Fase de cresta genital

En todos los vertebrados los gametos se desarrollan a partir de las CGP’s las
cuales pueden ser reconocidas en el mesodermo extraembrionario gracias a su
gran contenido de fosfatasa alcalina (Ginsburg y col., 1990). Es de esta zona que
comienzan su migracion hacia las crestas urogenitales, este proceso se realiza
durante dos fases: en la primera se mueven del endodermo hacia el intestino
posterior por un transporte pasivo del endodermo en invaginacion. Durante la
segunda fase ocurre un transporte activo a través del mesenterio dorsal intestinal
hacia las crestas genitales, entre los dias 9.5 - 11.5 (French-Constant y col.,
1991). Durante esta migracion el numero de CGP’s se incrementa de 100 a 4000
aproximadamente (Gidin y col., 1990). Se ha propuesto que existe un control de
diversos factores de crecimiento en la proliferacion de éstas células (Mercola y
Stiles, 1998; Godin y col., 1990). Hasta el momento no se han comprobado con
exactitud los factores que controlan la migracion de las CGP’s, aunque se ha
demostrado que para su desplazamiento requieren de fibronectina como substrato
(Alvarez-Buylla y Merchant-Larios, 1986). También se han encontrado evidencias
que sugieren que las crestas genitales secretan una proteina perteneciente a la
familia del TGF-B1 (Factor de crecimiento transformante beta 1) que es capaz de

atraer a las CGP’s del raton (Godin y Wylie, 1991).

Cuando las CGP’s comienzan a llegar a la zona urogenital, se encuentran con

diferentes tipos de células sométicas de origen mesodérmico entre estas se
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encuentran células mesoteliales o epiteliales, mesenquimatosas, mesonéfricas y
endoteliales (Merchant-Larios, 1991). Los dos primeros tipos celulares participan
directamente en la formacion de la goénada indiferenciada como células
precursoras. Las células mesonéfricas y endoteliales son en cambio, parte de
tejidos ya diferenciados (el mesonefros y sistema circulatorio respectivamente)
que participan solo indirectamente en la morfogénesis de la gonada.

Las cresta genital se evidencia como un engrosamiento en la parte ventral del
mesonefros, que a su vez es derivado de las interacciones inductivas del
mesodermo intermedio. Esta etapa se identifica en el raton de 9 a 10.5 d.g.

(Merchant-Larios, 1991).

cm

tm

Figura 1.1. Esquema de la cresta genital de un embridn de ratén de 9.5
d.g. Se indican diferentes tipos de células que participaran en el
desarrollo de la gonada indiferenciada como: CGP’s, células del
epitelio celdmico (epc), células mesenquiméticas (cme), los
conductos mesonéfricos (cm) y los tubulos mesonéfricos formados a
partir de la condensacion del mesénquima urogenital (Tomado de
Merchant-Larios, 1991).
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1.3 Etapade génada indiferenciada

La segunda fase del desarrollo gonadal del presunto ovario o testiculo en los
mamiferos corresponde a la etapa de génada indiferenciada, la cual es comun en
hembras y machos. La génada indiferenciada es un 6rgano bilateral localizada en
la regidbn ventral del mesonefros y esta formada por tejido epitelial,
mesenquimatico y las CGP’s (Brambell, 1972). La etapa de gonada indiferenciada
corresponde a la proliferacion de las células somaticas precursoras, de las
foliculares y de las células intersticiales, las cuales originan los cordones sexuales
y el tejido estromatico que constituyen los precursores del ovario y el testiculo
(Merchant-Larios, 1976; Merchant-Larios, 1984). En esta etapa las CGP’s y las
células somaticas en la cresta genital estan fuertemente compactadas y adheridas
a la superficie del epitelio formando un primordio gonadal. Esta etapa se
caracteriza por tres eventos morfogenéticos: la condensacion de las células
somaticas a lo largo de las crestas genitales, la deposicion gradual de los
componentes de la lamina basal alrededor de las células epiteliales, asi como, una
actividad mitética disminuida de las células epiteliales. Conforme llegan las CGP’s,
las células somaticas proliferan formando en conjunto el “Blastema Gonadal”
(Merchant-Larios,1984). Estos movimientos morfogenéticos coordinados conllevan
a la formacion de los cordones gonadales (Merchant-Larios y Taketo, 1991). Al
terminar esta etapa se puede apreciar en la génada indiferenciada un componente
epitelial que contiene a la mayoria de de las células germinales y un componente

estroméatico a partir del cual se integraran posteriormente los vasos sanguineos,
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las células precursoras del tejido conectivo de las gonadas y las células

intersticiales esteroidogénicas (Merchant-Larios, 1984). En el raton esta etapa

corresponde de 9.5 a 11.5 d.g.

che

Figura. 1.2. Establecimiento de la génada indiferenciada. Formacion de
los cordones sexuales (cs), células de tipo epitelial (ce) limitadas por
una lamina basal (Im), células mesenquimatosas (cme) y vasos
sanguineos (vs) (Tomado de Merchant-Larios, 1991 Pag. 456).

1.4 Determinacion sexual testicular
En los mamiferos, la primera manifestacion estructural de la diferenciacion sexual,
se detecta en la gonada de los machos. En el raton la diferenciacion del testiculo

se inicia a los 12 d.g., primeramente es posible observarse una separacién gradual
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de los cordones sexuales del epitelio superficial de la gonada, esta se produce por
un mayor compactamiento de los cordones asi como por una invasion y
proliferacion de tejido mesenquimatoso y vasos sanguineos provenientes de la
region mesonéfrica. En la médula del testiculo, los cordones sexuales reciben el
nombre de “cordones seminiferos” y al adquirir un lumen en la pubertad se
denominan “tubos seminiferos”. Estas estructuras consevan la lamina basal que
envuelve tanto a las células somaticas epiteliales o pre-Sertoli, como a las
germinales (Merchant-Larios, 1991). En el tejido estromatico que rodea a los
cordones seminiferos se en cuentran células miodes, vasos sanguineos,
fibroblastos, y células de Leydig (Merchant -Larios, 1991). Ocurrida la
diferenciacion gonadal los testiculos producen la hormona inhibidora de los
conductos de Miuller (MIS) secretada por las células de Sertoli aproximadamente a
los 12 d.g. en el raton y la testosterona producida por las células de Leydig a los
12.5-13 d.g., que estimulan el desarrollo del tracto masculino a partir de los

conductos de Wolf (Munsterberg y Lovell-Badge, 1991; Donahue, 1992).

1.5 Genes masculinizantes

Dentro del cromosoma Y cerca de la zona pseudoautosomal del brazo corto “p”
que comprende aproximadamente 35 kb se encuentra localizado el gen
determinante de la diferenciacién testicular conocido como SRY en el humano y
Sry en el raton (Berta y col., 1990). Este gen pertenece a la superfamilia de

proteinas caracterizadas por tener un motivo de unién al DNA conocido como
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HMG (High mobility group) que comprende aproximadamente 70 a.a. (Rimini y col,
1995) y se encuentra agrupado dentro de una clase de factores de transcripcion
denominados proteinas SOX que poseen una homologia de mas del 60% con el
Sry (Whitfield y col, 1993). Estudios de homologia a nivel de secuencias han
demostrado que el gen evolutivamente mas cercano al Sry es el Sox3, que se
localiza en el cromosoma X (Lim y col, 1998). El Sry Induce una proliferacion del
epitelio celédmico de las crestas gonadales en los fetos de sexo masculino
(Schmahl, 2000) y de la migracién de células mesenquimaticas provenientes del
mesonefro hacia la cresta gonadal (Capel y col., 2000). Entre estas células
mesonéfricas, se encuentran los precursores de ceélulas de Leydig, de vasos
sanguineos y de otros elementos del tejido intersticial del testiculo, asi como de
las células mioideas peritubulares. La presencia de éstas Ultimas parece ser
determinante para que las futuras células de Sertoli, provenientes al menos en
parte del epitelio celomico. Se ha propuesto la interaccion entre las células
mesonéfricas y las células del epitelio celomico provocaria la diferenciacion de las
tltimas hacia células de Sertoli (Capel y col., 2000), las cuales comenzarian a
mostrar un patron de expresion especifico, caracterizado por un aumento de Sox9
y de AMH, conjuntamente con una disminucion de DAX1 (Swain y Lovell-Badge,

1999).

Si bien no se conocen con precision los mecanismos moleculares por los cuales
actia el Sry, existen evidencias experimentales que Sry y DAX1, cuyo gen se

encuentra en el cromosoma X, interactian en periodos tempranos del desarrollo
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de las crestas gonadales (Swain y col., 1998). Se ha demostrado también que
Sox9 se encuentra involucrado en la determinacion sexual gonadal, este se
encuentra localizado en el cromosoma 11 y su expresion se lleva a cabo en sitios
donde sucede la condrogénesis, su expresion en el raton se localiza en la cresta
urogenital alrededor de los 10.5 a 11.5 d.g. y se lleva a cabo de manera diferencial
entre machos y hembras (Lim y col., 1998). Durante la diferenciacion del ovario su
expresion disminuye, mientras que en el macho aumenta por lo que se ha
relacionado directamente con la expresion del Sry. Existe un modelo que propone
que el gen Sox3 y el Sry compiten por la unidén en los sitios reguladores de la
expresion del Sox9, cuando se trata de una hembra el factor que se esta uniendo

al Sox9 es el Sox3 y si es macho sucede de manera inversa (Lim y col., 1998).
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2. FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA TIPO |

Los factores de crecimiento similares a la insulina son moléculas mitogénicas que
participan en la diferenciacion y en la proliferacion celular (Froesch y col., 1985;
Zapf y Froesch, 1986). También se ha propuesto que estos factores juegan un
papel importante en diversos procesos patolégicos como el cancer y otras
enfermedades (Mercola y Stiles, 1988).

Los factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGF’s) fueron caracterizados
bioquimicamente por Rinderknecht y Humble en 1979 a partir de plasma humano
denominandolos IGF-1 e IGF-II (Insulin-like growth factor | y II). Estas moléculas
son péptidos con capacidad mitogénica de bajo peso molecular (7649 D el IGF-l y
7471 el IGF-1l), poseen una cadena sencilla con tres puentes disulfuro
intracatenarios que se encuentran estructuralmente relacionados con la insulina
(Sara y Hall, 1990). EI IGF maduro contiene los dominios A, B, C, D, y E, los dos
primeros son homologos a las cadenas A y B de la insulina (Sara y Hall, 1990;
Giudice, 1992). El higado es la principal fuente de secrecion en la edad adulta del
IGF- |, durante la etapa fetal también se encuentran en tejidos como rifidn, higado
pulmoén y en todo el sistema nervioso central, por lo que se consideran factores de

secrecion endocrina, paracrina y autocrina.

2.1 Organizacion del geny la proteina
El IGF-I estd formado por seis exones, cinco intrones y dos promotores, los

exones 1y 2 codifican para regiones alternas 5' no traducidas 5' (UTR) y para los

Facultad de Quimica, UNAM
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codones que inician la traduccion, localizados junto al marco de lectura abierto
ubicado en los exones 3 y 4 y contienen parte de la informacion para los péptidos
sefal divergentes. El exon 3 también codifica para una regién de éste y una zona
del dominio B del IGF-I1 maduro. El exon 4 codifica para el resto del dominio B, los
dominios C, Ay D y la regién amino terminal del péptido E, el 5 para una parte del
péptido E y el 6 para el extremo carboxilo terminal del mismo y la region 3' no
traducida 3' (UTR) (Humbel, 1984). Estudios de biologia molecular en los que se
analizé el DNA complementario del IGF-I en el raton. Se determind la presencia de
dos precursores del IGF-I denominados A y B, los que difieren en el tamafio y la
secuencia del extremo carbonilo terminal. En ambos la secuencia del péptido
sefal, la region codificante para el IGF-I y los primeros 16 a.a. del extremo
carboxilo terminal del dominio E son iguales. La diferencia en la forma B del
precursor se debe a una insercién de 52 bases, que inducen un fragmento de 17
a.a. en el extremo carboxilo terminal y provoca un desplazamiento en el marco de
lectura del RNA originando otro RNA mensajero. La estructura del gen del IGF-I de
raton parece muy compleja, debido a que se observan variaciones en las regiones
5 (UTR) y en los sitios de poliadenilacion que no estan presentes en otras
especies estudiadas. En el humano la localizacion del gen del IGF-I se encuentra
en el extremo distal del autosoma 12 (Powell, 1987). En el ratdn el IGF-1 es similar
a la insulina en estructura y funcién, induce la sintesis de lipidos y de acidos
nucléicos y estimula la proliferacién y captacién de glucosa y glucégeno. Este

factor de crecimiento pesa 7.5 KD y esta formado por una cadena de 70 residuos
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de aminoacidos que esta constituida por los dominios B, C, A, D, y E. los dominios
Ay B son homologos estructurales de las cadenas Ay B de la insulinay el C es
analogo del péptido conector C de la protoinsulina. EI dominio D y E son
exclusivos de este factor, este ultimo es cortado durante el procesamiento del
precursor y se ha detectado en la circulacion. Sin embargo, se desconoce su
funcidn. Existen datos de la presencia de varias especies de IGF-1 en el cerebro
de embriones de humano, Utero de porcinos y calostro de los ovinos.(Daughaday,

1989).

Gy
-~

SALA, GLY
ma“M—SER-SEH-SER“’

C-Domain

Figura. 2.1. Secuencia de la proteina del IGF-I, (Tomado de
Clemmons,1989).

2.2 Expresion en diferentes tejidos
El IGF-I es capaz de estimular el crecimiento del cartilago, la sintesis de ARN, de

ADN vy de proteinas y de procesos anabdlicos. Durante el embarazo, estimula la
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division celular y el crecimiento de los tejidos maternos, a la vez que potencia los
procesos anabdlicos que dan como resultado el incremento del tejido graso, de las
reservas de glucogeno hepatico, asi como el desarrollo de las glandulas mamarias
entre otras modificaciones (Clemmons, 1995). En esencia el IGF-I tiene efectos
similares a los de la insulina sobre el musculo y la placenta al estimular el
transporte de aminoacidos y glucosa, asi como inhibir la lipolisis en el tejido
adiposo (Clemmons, 1995).

Los efectos biologicos desencadenados por el IGF-I in Vitro en diferentes tipos
celulares puede ser muy rapidos, debido al catabolismo de proteinas y
carbohidratos y a largo plazo en el que se involucran aspectos de diferenciacion
celular. ElI'IGF-lI es producido posnatalmente por diversos 6rganos como rifiién,
atero, pulmon y gonadas. Sin embargo, el higado es el 6érgano que sintetiza
los mayores niveles de este factor. Este se conocié inicialmente como
Somatomedina-C, debido a que media la accion de la hormona de crecimiento y
ademas, participa en funciones de proliferacion, diferenciacion y motilidad celular
entre otras. El IGF-I también induce la expresion del protooncogen c-fos, que se
asocia a procesos de diferenciacion celular (Ong J, 1987). Asimismo, se sabe que
es un factor de progresién del ciclo celular, induce la sintesis de la ciclina D1 en
células derivadas de osteoblastos, inhibe la apoptosis en células hematopoyéticas
y estimula la proliferacion de otros tipos celulares como: condrocitos, muasculo liso,
fibroblastos, adipocitos, espermatogonias, oligodendrocitos, células de Sertoli y

Leydig (Sara y Hall,1990). La accion del IGF-I sobre estas dos ultimas estirpes
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celulares plantea la posibilidad de que éste participe como un factor paracrino en
la maduracién y diferenciacion de las células precursoras de los gametos.
Investigaciones recientes demuestran que este factor de crecimiento puede
ademas, participar en el crecimiento de la masa cefélica y en otras funciones del
cerebro. Este factor predomina en la etapa posnatal siendo regulado en la rata por
la hormona del crecimiento y por esteroides sexuales. Sin embargo, el mecanismo

no se ha esclarecido hasta el presente (D’Ercole, 1996).

2.3 Participacién en la funcion gonadal

La expresion del IGF-I se ha asociado en el control de la produccién hormonal en
las gonadas. En la etapa embrionaria el, IGF-I administrado in Vitro promueve la
sintesis de testosterona y la diferenciacion de cordones parecidos a los
testiculares, después de siete dias de cultivo (Taketo, 1991). La expresion del IGF-
| se ha detectado en diferentes tipos celulares durante el desarrollo posnatal del
ovario y del testiculo. En la rata el RNA mensajero se localiza en las dos primeras
semanas después del nacimiento en las células de Sertoli, Leydig, peritubulares y
ocasionalmente en las espermatogonias. En el testiculo del adulto en esta especie
se expresan diferentes transcritos de 7.5, 4.7, 1.7, y 0.9 kb, sin embargo, se
desconoce la relevancia bioldgica de estos hallazgos. En la rata adulta,
Unicamente se observa en los espermatocitos en la etapa de paquiteno y en las
espermatides, lo cual sugiere que este factor podria intervenir en la diferenciacién

y/o maduracion de estas células. En el ratdn los transcritos para el IGF-I se
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localizan en el compartimento intersticial a los 14 d.p.p. y después de los 35 d.p.p.
se observan so6lo en las espermatides (Hansson y col, 1989). Estudios realizados
en ovarios de las hembras XY en la cepa de ratén B6. Y se observé que el RNA
mensajero del IGF-1 se produce desde el primer dia en el ovario XX, mientras que
en el ovario XY este mensajero se detecto hasta los 15 d.p.p. y la proteina de este
factor se localiza en las células de la teca del ovario XX y XY (Villalpando y col,
1996). El IGF-1 participa en la biosintesis de esteroides sexuales. Existen
evidencias experimentales de que el IGF-I potencia la expresion de enzimas
claves para el metabolismo de esteroides, debido a que aumenta la velocidad de
transcripcion de estos genes en la célula de Leydig teca y granulosa. En las
células de Leydig de cerdo cultivadas en la presencia del IGF-I se ve un
incremento en la sintesis del receptor del RNA mensajero a LH (Chuzel y col,
1996) . El analisis de la funcion del IGF-I realizados en cultivos de células
foliculares aisladas a los 25 dias d.p.p., y en experimentos en los que se cultiva el
organo completo en las primeras etapas foliculogénesis, mostraron que este factor
inhibe la produccion de 17-B-estradiol, testosterona y progesterona, lo cual sugiere
que en la regulacibn de la funcibn de este factor probablemente estan
involucrados otros factores enddcrinos paracrinos y autdcrinos. Posnatalmente la
funcién del IGF-l parece ser mediada por diferentes hormonas y no se ha
establecido completamente. En testiculos de ratas hipofisectomizadas la LH, FSH
y GH aumentan la expresion del RNA mensajero del IGF-I (Werner y col, 1991).

También promueve que en las gbénadas indiferenciadas genotipicamente XY,
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después de 7 dias de cultivo en medio libre de suero, se diferencien en testiculos
e incrementen sus produccion de testosterona. Este factor no tiene el mismo

efecto en gonadas diferenciadas (12 d.g.) y en cultivo (Taketo y col.,1991).

2.4 Receptor para el IGF-I

Los efectos bioldgicos de los IGF's dependen de la unién a glicoproteinas de
membrana que funcionan como sus receptores. Hay dos receptores que
reconocen especificamente a los IGF’s. Estos receptores estan presentes en
todos los tipos de células. El receptor del IGF-I o receptor tipo 1 esta localizado
principalmente en fibroblastos, condrocitos, osteoblastos y células renales
(Thissen, 1994). En el riidbn normal, los receptores de IGF-I estan localizados en el
glomérulo y en algunos segmentos del tabulo distal y proximal asi como en los

ductos colectores (Wang, 1999).

Estructuralmente el receptor tipo | del IGF-I es un complejo heterotetramérico que
consiste de dos subunidades a y dos B con peso molecular de 300 a 350 KD, la
especificidad de unién del ligando esta conferida por las regiones ricas en cisteina
del dominio extracelular de las subunidades alfa, mientras que la actividad de la
tirosina reside en los dominios citoplasmicos de las cadenas beta (Werner, 1991).
El receptor tipo 1 une a IGF-I e IGFIl y a la insulina la une débilmente cuando ésta
se encuentra en altas concentraciones (Rechler y col, 1985). El receptor tipo |

presenta una afinidad de unibn mucho mayor por el IGF-I (Thissen, 1994). Este
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receptor es sintetizado como un simple polipéptido precursor (180 kD) que es
subsecuentemente glicosilado y unido en las subunidades membranales ay B. El
complejo receptor de IGF-I traspasa la membrana plasmatica via las subunidades
membranales B por dominios espaciados, porciones de residuos de 195 a.a. de las
subunidades sobresalientes de la superficie celular asociados por uniones

disulfuro (Daughaday, 1989).

CT

Figura. 2.2. Estructura del receptor de IGF-I (IGF-1R). El esquema
muestra los sitios L1 y L2 (dominios largos ricos en leucina); CR
(dominio rico en cisteina); FnO, Fnl, Fn2 (dominios tipo Il de
fibronectina); Ins (dominio de inserto); TM (dominio transmembranal);
JM (dominio yuxtamembranal; TK (tirosin cinasa) y CT dominio C-
terminal. Modificado de Denley, 2005.
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La activacion del receptor IGF-I ocurre después de la union con el ligando e
involucra la autofosforilacion de la subunidad beta del receptor. La fosforilacion
ocurre inicialmente en los residuos de tirosina 1131, 1135 y 1136, también se
puede dar en residuos de serina y treonina. La autofosforilacion de la subunidad
beta produce la actividad tirosina cinasa. Varias proteinas mas son fosforiladas
después de la estimulacion con IGF-I (Werner y col., 1994). La autofosforilacion
produce la iniciacién de por lo menos dos cascadas de sefializacion. La primera es
la activacion de la cinasa PI-3 y la formacion de fosfatidilinositol-3 fosfato (PIP3)
que puede servir como marcador de crecimiento celular. La segunda via involucra
a las proteinas cinasas activadoras de la mitosis (MAPK por sus siglas en inglés)

(Werner y col., 1994).

2.5 Proteinas de unioén del IGF-

Las proteinas de unién de los IGF's (IGFBP’s)son moléculas que presentan una
alta afinidad por los IGF's y que se encuentran principalmente en liquidos
extracelulares, jugando importantes papeles en el control de las acciones de los

IGF's (Clemons, 1991; Baxter, 1991).

Actualmente han sido descritas seis formas diferentes de IGFBP’s (IGFPB-1 a
IGFBP-6). Las IGFBP’s presentan afinidades muy altas por ambos IGF’s, a
menudo superiores a las que presentan los receptores de los IGF's por sus

ligandos. Debido a que la insulina no se une a estas proteinas, las IGFBP’s
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podrian estar implicadas en los mecanismos reguladores diferenciales y
coordinados de las acciones de estas dos clases de hormonas (IGF’s e insulina).
Las IGFBP-1. -2 y -3 presentan homologias estructurales entre si, como son la
presencia de regiones ricas en cisteinas. De estas tres IGFBP-1 y -2 contienen
una secuencia de Arg-Gly-Asp cerca de su carboxilo terminan, lo cual podria
mediar su fijacion a proteinas de la matriz extracelular, denominadas integrinas

(Rosenfeld y col., 1990; Clemons, 1991).

8 CELL SURFACE [mstites

Figura. 2.3. Componentes del sistema IGF-I. El esquema muestra
la interaccién de las IGFBP’s con el IGF y su presentacion con el
IGF-1R. Modificado de Brett, 1999.
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Las IGFBP’s pueden regular: 1) la cantidad y el transporte de los IGF’s en los
compartimientos vasculares, Il) el transporte de los IGF’s en liquidos intersticiales
hacia células y tejidos especificos, Ill) la cantidad de IGF's disponible por
interaccionar con sus receptores especificos , IV) el metabolismo de los IGF’s en
los fluidos intersticiales y V) la accion de los IGF's en sus células blanco,

potenciandola o inhibiéndola (Clemons, 1991; Baxter, 1991).
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3. INSULINA

3.1 Organizacion del gen

La estructura del gen de la insulina estd altamente conservada entre varias
especies. Este consta de tres exones y dos intrones (Bell y col., 1980). El ex6n 1
se encuentra localizado en la regién 5’ no traducible del gen, el exéon 2 contiene
secuencias que codifican para el péptido sefial, la cadena B de la insulina y una
parte del péptido C, mientras que el exén 3 codifica para el resto del péptido C, la
cadena A de la insulina y secuencias 3’ no traducibles. La secuencia y longitud de
los intrones es muy variable entre especies, sin embargo, la longitud relativa (el

intron 1 es mas corto que el 2) y la posicion son altamente conservadas.

u PBC

E1 E2

Figura. 3.1. Estructura del gen de lainsulina. El esquema indica la disposicién
de los exones E1-E3 y los intrones IVS-1 e IVS-2. modificado de Clark y
Docherty, 1992.

El gen de la insulina esta presente como una sola copia en muchos vertebrados
incluyendo al hombre, sin embargo en la rata y el ratdon, existen dos genes de la
insulina no alélicos, el tipo | y Il, que son sintetizados casi en la misma proporcion
(52-48%)(Lomedico y col, 1979; Wentworth y col, 1986). El intron 2 esta ausente

en el gen tipo | de la rata y el ratén. Los genes | y Il de preproinsulina de rata se
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encuentran separados uno del otro por 100, 000 Kb en el cromosoma 1 (Soares y

col., 1985).

3.2 Organizacién de la proteina

La insulina es una molécula de 5.8 KD que es sintetizada en el pancreas. Esta
formada por dos cadenas polipeptidicas, la cadena A (21 aa) y la cadena B (30 aa),
conectadas por dos enlaces disulfuro intermoleculares (A7-B7 y A20-B19) y un

enlace intermolecular entre A6 y A11(Hunter SJ, 1998).

Figura 3.2. Secuencia de aminoéacidos de la insulina. Tomado de Mathews, 1999.

La insulina es biosintetizada y secretada por el pancreas, este érgano posee
células endocrinas, que secretan hormonas directamente al torrente sanguineo. La
insulina se sintetiza en las células B pancreéticas (en los islotes de Langerhans)
en forma de prehormona. La preproinsulina, al perder 23 amino&cidos de la

secuencia lider, se convierte a proinsulina unida por puentes disulfuro
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intracatenarios y por el péptido C o péptido conector. Después de este proceso, la
proinsulina se transforma en insulina por accion de endoproteasas especificas,

guedando como hormona funcional (Hunter, 1998).

Libaraci dn
de insulina

* Proimsualine

' Pre-proinsulina

Péptido seral

Figura 3.3. Sintesis y secrecion de lainsulina por las células B del
pancreas. Tomado de Cruz, 2000 pag 135.

La insulina es regulada por una gran cantidad de factores incluyendo la glucosa,

algunos aminoacidos, neurotransmisores y hormonas (Mathews, 1999).
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4. ESTEROIDES SEXUALES

4.1 Clasificacién

Las gonadas (testiculos y ovarios), ademas de producir espermatozoides u évulos,
segregan hormonas esteroides (androégenos y estrégenos) que regulan la
diferenciacion sexual, la expresion de las caracteristicas sexuales secundarias y
los modelos de comportamiento sexual. Aunque los testiculos como los ovarios
sintetizan tanto andrégenos como estrégenos, los testiculos predominantemente
secretan androgenos (hormonas sexuales masculinas), mientras los estrogenos
(hormonas sexuales femeninas) son sintetizados principalmente por los ovarios.

(Fortune y Armstrong, 1977).

OH

Testosterona OH

HO
(-Estradiol

Figura 4.1. Hormonas sexuales masculina (testosterona) y femenina
(B-estradiol). Tomado de Voet, 1990 pag 1243.
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4.2 Biosintesis

El colesterol en el testiculo, igual que en otros tejidos esteroidogénicos, es el
principal sustrato en la sintesis de hormonas esteroides. Este es capaz de
sintetizarse a partir de acetato (como Acetil-Coenzima A) o integrarse a la célula
por el transporte a través de lipoproteinas plasmaticas. En las células de Leydig el
colesterol se encuentra como gotas de lipidos que seran utilizadas durante la
sintesis de androgenos (Saez,1994). Se ha detectado RNA mensajero para las
enzimas 20,22 desmolasa (P450scc) 3-8 hidroxiesteroide deshidrogenasa, 17-a
hidroxilasa (P450C17) y aromatasa P450 (P450arom) en el testiculo embrionario
de raton, estas enzimas participan en la sintesis de esteroides antes de que se

diferencie estructuralmente este 6rgano (Greco, 1994).

Los androgenos, son los esteroides que secretan principalmente las células de
Leydig, la testosterona es el esteroide mas importante para el aparato reproductor
masculino, es la responsable de la diferenciacion de la uretra, la prostata y los
genitales externos de los machos, para poder llevar a cabo estas funciones, la
testosterona es transformada en dihidrotestosterona por accion de la enzima 5a-

reductasa (George, 1988).
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Figura 4.2. Sintesis de esteroides. Tomado de Voet, 1990 pag 703.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Investigaciones hechas en la rata adulta demostraron que la insulina promueve la
produccion de esteroides gonadales. Se ha descrito que el IGF-I también regula la
secrecion de hormonas sexuales en la vida adulta de diferentes especies de
vertebrados. Estudios hechos comprobaron que el IGF-I en los testiculos
embrionarios de ratdon aumenta tres veces los niveles de produccion de 17-a-
hidroxiprogesterona y testosterona de los 12 a los 18 d.g. Por otro lado, en
experimentos hechos con ratones knockout en donde se impidio la expresion del
IGF-1 y su receptor en los testiculos se observdé que en la etapa adulta estos
animales disminuyeron la secrecidbn de testosterona y la espermatogénesis;
produciendo 22% menos de espermatozoides. Estos datos sugieren que el IGF-I
es un regulador de la funcién de la célula de Leydig. Asimismo, investigaciones
realizadas en rata por Rouiller-Fabre y colaboradores, 1989, plantearon que a los
17.0 d.g. el IGF-I induce la diferenciacion morfologica de las células de Leydig. Sin
embargo, no se ha determinado si el IGF-I en presencia de células indiferenciadas
como el tejido mesenquiméatico también conocido como tejido conectivo, promueve
la diferenciacion morfolégica y funcional hacia células de Leydig. Una forma de
demostrar el papel del IGF-I como factor de diferenciacion es utilizando células de
mesénquima de los miembros anteriores de embriones de 12 d.g. Por otro lado,
tampoco se ha determinado la funcion de la insulina en el testiculo en la etapa

embrionaria.
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IV. HIPOTESIS

» Estudios previos demostraron que el IGF-1 y la insulina indujeron la
diferenciacion de las células mesenquimaticas a células de Leydig en la rata. De
tal forma que la presencia del IGF-I e insulina en células mesenquimaticas de
ratén de 12 d.g. inducirian la diferenciacion morfoldgica, bioquimica y funcional a
células de Leydig. Y por lo tanto, se esperaria que éstas células promovieran la
produccion de testosterona. Asi mismo, en las células gonadales se esperaria

mayor cantidad de testosterona por la adiciéon de IGF-I exdgeno.
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V. OBJETIVOS

1. Determinar si el factor de crecimiento similar a la insulina tipo | a los 12 d.g.
induce la secrecion de testosterona y la diferenciacion de las células

mesenquimaticas a células de Leydig.

2. Establecer si las células mesenquimaticas de los miembros anteriores tratadas

con IGF-I se diferencian fisiologicamente a células de Leydig a los 12 d.g.

3. Determinar si la insulina a los 12 d.g. promueve la sintesis de testosterona en

células indiferenciadas del testiculo.

4. Determinar si la insulina potencia la diferenciacion de células mesenquimaticas

del primordio anterior a células de Leydig a los 12 d.g.
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VI. MATERIAL Y METODOS

a) Material biolégico

Se utilizaron ratonas adultas gestantes de la cepa CD1, las cuales se
mantuvieron a una temperatura de 18°C, con ciclo de luz/oscuridad de 12/12 y
80% de humedad relativa en el Bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM. Los animales mantuvieron una dieta con alimento
esterilizable Harlan Tekland México LM-485 y con agua estéril acidificada a pH

2.5.

b) Cirugia experimental de embriones de ratdon

Ratonas gestantes de la cepa CD1 fueron sacrificadas a los 12 d.g. La eutanasia
se realiz6 mediante dislocacion cervical, inmediatamente después fue realizada
una incision abdominal en forma de “V” y se extrajo el Utero. Los embriones
aislados se disecaron y transfirieron a una caja de Petri estéril con medio de
cultivo M199 suplementado. Posteriormente se separaron los embriones macho y
se les extirparon los testiculos y los miembros posteriores y anteriores para su

posterior manipulacion (Fig. 6.1).
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Figura. 6.1. Procedimiento del aislamiento de los embriones de raton de 11.5d.g.
A) Cavidad abdominal. B) Extraccion del atero. C) Aislamiento del embrion.
D)Obtencién de la génada y/o miembro anterior.

C) Disgregacion celular

Se aislaron un promedio de 30 miembros anteriores y 25 testiculos en tubos
Eppendorf con medio de cultivo M199 estéril. Ambos tejidos fueron lavados con
500 pL de PBS libre de Ca™y Mg*™*, el medio y el PBS se retiraron con una pipeta
Pasteur siliconizada. Posteriormente se realizaron tres lavados con 100 uL de
EDTA 0.1mM cada uno. Inmediatamente después se incubaron los tejidos con una
solucion de tripsina 0.1% a 37 °C, 90 rpm por 13 minutos. Transcurrido el tiempo
de incubacién se realiz6 una disgregacion manualmente con una pipeta Pasteur
siliconizada y se detuvo la reaccion con solucion de inhibidor de tripsina 0.2%.
Después de este procedimiento se prosiguié a centrifugar la suspension celular

obtenida 10 min a 1800 rpm con el fin de obtener el boton de las células
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disgregadas. Este fue resuspendido en 500 uL de medio D’MEM suplementado
con albumina 0.1%, bicarbonato de sodio 7.5%, L-glutamina 200 mM, penicilina G-
sbdica con sulfato de estreptomicina 5 000 U/ pg/mL, piruvato de sodio 11mg/mL y

amortiguador HEPES 250 mM.

d) Conteo celular

Después de la disgregacion celular se realizé un conteo de las células viables para
su cultivo, el conteo se realiz6 utilizando una solucion 1:1 de la suspension celular
y el colorante azul de tripano al 0.2% (v/v). Se tomaron 10 pL de las suspension
celular y 10 uL del colorante y se mezclaron perfectamente, después se adiciono
un volumen de 10 pL de esta mezcla en una camara de Neubauer limpia. Se
observé en un microscopio éptico modelo Galen ™ Il y se contaron las células
contenidas en los cuatro cuadrantes externos de la camara. El total de células se

calculo para obtener el niumero contenido por mililitro, con la siguiente ecuacion:

# cel/mL = (#cel en 4 cuadrantes)(2500)(Factor de dilucion)

e) Cultivo celular

Conociendo el numero de células contenidas en la muestra, se realizé el célculo
para obtener un volumen en el cual se contara con una cantidad de 150, 000
células. Dentro de una campana de flujo laminar para proporcionar un ambiente

estéril, se adicion6 a 1 mL de Medio Esencial Dulbeco Modificado (D’MEM)
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suplementado contenido en cajas Petri la muestra respectiva con las 150, 000
células de cada tejido. Se realizé un promedio de 12 experimentos por tejido con

los siguientes tratamientos:

Tabla 1. Dosis de insulina e IGF-l empleada en las células de
los miembros anteriores de embriones de raton de 12 d.g.

TEJIDO IGE-1 (ng) INSULINA (ng)
100 100
MIEMBROS
ANTERIORES 0 0
(control) (control)

Tabla 2. Dosis de insulina e IGF-l empleada en las células de

los testiculos de embriones de ratén de 12 d.g.

TEJIDO IGF-I (ng) INSULINA (ng)
100 100
TESTICULOS 0 0
(control) (control)

Después de verificar que las células se encontraban suspendidas en el medio

™ 11, las muestras fueron incubadas

utilizando un microscopio Optico Galen
durante un periodo de 72 horas a 37°C y 5 % de CO; (Fig. 7.1). Durante este
tiempo se monitore6 el desarrollo de las células en el medio de cultivo. Después

del tiempo de incubacion se recolectaron los medios de cultivo en tubos de ensaye
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Pyrex de vidrio de 13 mm x 10 mm y se almacenaron a -20 °C para su posterior

cuantificacion de testosterona.

f) Extraccion de testosterona

Las muestras de medio de cultivo almacenadas fueron descongeladas a
temperatura ambiente, posteriormente fueron realizados cuatro lavados de 3 mL
cada uno con una mezcla de hexano-etanol 7:3 (v/v) en un embudo de separacion
de 25 mL, la fase organica fue recolectada en tubos de ensaye y se dejo evaporar
a temperatura ambiente 24 horas en una campana de extraccion para su analisis

inmunoenzimatico (IEA).

g) Cuantificacion de testosterona por analisis inmunoenziméatico

Después de evaporarse totalmente el disolvente, los esteroides fueron
resuspendidos en 500 pL de PBS estéril. Los tubos se agitaron en un vortex
durante 2 minutos. Para la cuantificacion se utilizd un estuche de ELISA
Diagnostic System Laboratories Inc., los pozos que iban a ser utilizados fueron
marcados, se agregaron 50 pL de los estandares (0,5,10,20,40 ng/mL), controles y
muestras experimentales. Se adicionaron 100 pL de solucion del conjugado y un
volumen de 100 pL del anticuerpo antitestosterona a cada uno de los pozos y se
incubd 1 hora a 25 °C con agitacion constante de 500 rpm. Después de transcurrir
el tiempo de incubacion, los pozos fueron lavados cinco ocasiones con una

solucion especial de lavado contenida en el estuche (1 ml solucion concentrada +
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24 ml H,O destilada), la solucion fue decantanda sobre papel absorbente.
Después del proceso de lavado se adicionaron 100 pL de una solucion reveladora
(TMB solucién cromogena) y se mantuvo en oscuridad 30 minutos a 500 rpm.
Transcurrido este tiempo, la reaccion fue parada con 100 pL de una solucién de
acido sulfarico 0.2 M y se leyo la absorbancia en un lector BioRad 3550 a una

longitud de onda de 450 nm.

h) Analisis estadistico
Los resultados experimentales fueron analizados estadisticamente utilizando la

prueba de t - student con un nivel de significancia del 99.5%, (t.995).
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VIl. RESULTADOS

1. Cultivo celular

Durante el proceso de cultivo celular, el desarrollo celular fue monitoreado durante
el periodo de incubacién. El desarrollo celular obtenido (Figura 7.1) fue adecuado,
se puede observar la formacién de la matriz extracelular y los contactos que se

establecen entre las células gonadales.

Figura 7.1. Fotografia que muestra el crecimiento de células
testiculares de 12 d.g. en medio de cultivo tefiido con Giemsa. 400X.
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2. Cultivo de células mesenquimaticas del primordio anterior

a) Efecto del IGF-I en la secrecién de testosterona

Los resultados que arrojaron los experimentos realizados con IGF-I en las células
mesenquimaticas embrionarias de los miembros posteriores de raton de 12 d.g.
mostraron que cuando dichas células se trataron con el IGF-I, secretaron una

cantidad mayor de testosterona que en ausencia del IGF-I (Figura. 7.2)
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Figura 7.2. Produccion de testosterona por efecto de IGF-1 en las células
mesenquimaticas embrionarias (12 d.g.) de los miembros anteriores. La
grafica muestra el promedio de 12 experimentos por variable y el error
estandar *t-student, t ggs.

Facultad de Quimica, UNAM
39



Resultados

b) Efecto delainsulinaen la secreciéon de testosterona

La figura 7.3 muestra la secrecidon de testosterona en las células mesenquiméaticas
embrionarias de los miembros anteriores de ratébn de 12 d.g. Se observa que
cuando estas células se trataron con insulina fueron capaces de sintetizar una
cantidad significativamente mayor de testosterona que cuando dicho péptido no se

adicion6 en el medio.
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Figura 7.3. Produccién de testosterona por efecto la insulina en las células
mesenquimaticas embrionarias (12 d.g.) de los miembros anteriores. La
grafica muestra el promedio de 12 experimentos por variable y el error
estandar *t-student. t ggs.
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3. Cultivo de células testiculares

a) Efecto del IGF-I en la secrecién de testosterona

Con lo que respecta a los experimentos realizados en las células testiculares, se
observé que cuando en estas células se encontré presente el IGF-I produjeron
una cantidad mayor de testosterona al ser comparada con las células a las cuales

no se le adicioné el IGF-I (Figura 7.4).
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Figura 7.4. Produccién de testosterona por IGF-l en los testiculos
embrionarios de 12 d.g. La gréfica muestra el promedio de 12 experimentos
por variable y el error estandar *, t-student, t ggs.
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b) Efecto delainsulinaen la secreciéon de testosterona

La comparacion de las cantidades de testosterona producida por las células
testiculares mostré que cuando la insulina es administrada a dichas células, estas
son capaces de segregar cantidades significativamente mayores de esta hormona.

La figura 7.5 muestra tal comportamiento.
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Figura 7.5. Produccién de testosterona por efecto de la insulina en los
testiculos embrionarios de 12 d.g. La grafica muestra el promedio de 12
experimentos por variable y el error estandar *, t-student, t ggs.
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4. Relacion en la secreciéon de testosterona por IGF-I en las células
testiculares y mesenquiméaticas de los miembros anteriores

Comparando la secrecion de testosterona producida por el efecto del IGF-I en los

tejidos que se utilizaron para este trabajo. Observamos que la produccion de esta

hormona fue significativamente mayor en las células testiculares que en las

células mesenquimaticas de los miembros anteriores, se produce alrededor de

trece veces la cantidad de testosterona en las células testiculares que en las de

mesénquima de los miembros anteriores de embriones de 12 d.g. (Figura 7.6).
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Figura 7.6. Produccion de testosterona por efecto del IGF-I en las células
mesenquimaticas de los miembros (CM) y testiculos (CT) de embriones de 12
d.g. La grafica muestra el promedio de 12 experimentos por variable y el
error estandar *, **, t-student, t ggs.
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5. Relacion en la secrecion de testosterona por efecto de la insulina en las
células mesenquiméticas de los miembros anteriores y testiculares

El comportamiento en la secrecion de testosterona por efecto de la insulina,

mostro que en las células testiculares, la produccion de ésta hormona es doce

veces mayor que en las células mesenquimaticas de los miembros anteriores en

embriones de raton de 12 d.g. (Figura 7.7).
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Figura 7.7. Produccion de testosterona por efecto de la insulina en las células
mesenquimaticas de los miembros anteriores (CM) y testiculos (CT) de embriones
de 12 d.g. La gréfica muestra el promedio de 12 experimentos por variable y el error
estandar ***, t-student, t ggs.
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6. Relacion en la secrecion de testosterona por IGF-I e insulina en las células
mesenquimaticas de los miembros anteriores y células testiculares

Los resultados que se obtuvieron en los experimentos muestran que tanto el IGF-I

como la insulina producen una cantidad significativamente mayor en la secrecion

de testosterona en las células testiculares que en las de mesénquima de los

miembros anteriores en embriones de 12 d.g. También puede observarse que

existe un mayor efecto secretor por parte del IGF-I con respecto a la insulina. La

figura 7.8 muestra éste comportamiento.
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Figura 7.8. Produccidon de testosterona por efecto del IGF-I e insulina en las
células mesenquiméaticas de los miembros anteriores (CM) y testiculos (CT). La
grafica muestra el promedio de 12 experimentos por variable y el error estandar *
t-student, t g5 del grupo.
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VIII. DISCUSION

En el presente estudio se describe el efecto del IGF-1 y la insulina en la
diferenciacion de las células del mesénquima de los miembros anteriores y de las
células gonadales a células de Leydig, asi como en la secrecidn de testosterona.

De acuerdo con los resultados obtenidos se observé que el IGF-1 posee la
capacidad de inducir la produccion de testosterona en las células gonadales
cultivadas con el IGF-I a los 12 d.g. Estos datos estan de acuerdo con los
hallazgos realizados en células testiculares in vitro de rata en la etapa fetal de 16 y
18 d.g. (Roullier-Fabre y col, 1989) en los que se propone que el IGF-I es un
inductor de la diferenciacion de las células de Leydig. Estudios previos
demuestran que el IGF-I es un regulador de la funcién secretora de las células de

Leydig en el testiculo adulto en varias especies de vertebrados (Clemon, 1995).

En esta etapa se ha propuesto que el aumento en la sintesis de esteroides ocurre
debido a que el IGF-I induce la expresiéon del RNA mensajero de enzimas que
participan en la biosintesis de esteroides (Werner y col, 1991). Es posible que el
IGF-I induzca la expresion de genes que regulan la expresidn enzimas
esteroidogénicas y de otros factores relacionados también con el metabolismo de
esteroides gonadales en etapa embrionaria. Con respecto al efecto del IGF-I en
las células mesenquimaticas de los miembros anteriores, observamos que este

factor fue capaz de promover la diferenciacion de células mesenquiméticas a
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células secretoras, como las células de Leydig, esto se observo en la produccion
de testosterona secretada por el IGF-1 en el medio de cultivo de las células. La
diferenciacion fisioldgica y el comportamiento de estas células pudo deberse a que
el receptor del IGF-I se encuentra en fibroblastos y condrocitos de las
extremidades anteriores provocando la diferenciacion a células masculinas
(Thissen, 1994). Aunque se sabe que la insulina e IGF-I comparten algunos genes
en la cascada de sefiales, hasta la fecha no se ha descrito la via de sefalizacion

que ocurre en las células testiculares.

Es probable que la testosterona detectada en el mesénquima de los miembros
anteriores sea la producida normalmente en tejido blanco como la piel, aunque
este proceso sOlo se ha descrito en la etapa adulta (Straus y col, 1981).
Comparando la produccion de testosterona en células somaticas testiculares con
respecto a células mesenquimaticas del primordio de la mano, las primeras
tuvieron una mayor sintesis de esta hormona ya que en los testiculos se produce
normalmente esta hormona masculina (Taketo, 1991; Villalpando-Lopez OImos,
2003). La mayor cantidad de testosterona determinada con el IGF-1 podria ademas
ser explicada porque, este factor pudo haber inducido la diferenciacion del tejido
mesenquimatico que se encuentra alrededor de los cordones sexuales a células
de Leydig en etapas muy tempranas de la diferenciacion. A los los 10.5 d.g., justo
antes de que ocurra la diferenciacion sexual de la gbnada por el Sry, este gen se

expresa en la cresta genital (Koopman y col, 1990) que es el area donde se
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desarrollara el futuro testiculo. El hallazgo de que a los 12 d.g. del desarrollo
gonadal se pudo regular la capacidad secretora de estas células plantea que las
células testiculares ya estan comprometidas a desarrollarse en glandulas
sexuales masculinas con capacidad de biosintetizar testosterona. Probablemente
desde la etapa inicial de su diferenciacion de acuerdo al sexo genético del

individuo.

Por otra parte, los resultados de las pruebas con insulina mostraron que el efecto
de esta hormona es similar al exhibido por el IGF-I. Este comportamiento pudo
deberse a que son moléculas pertenecientes a la misma familia y que poseen
similitud en su estructura. Ademas, ambas proteinas cuentan con receptores de
caracteristicas y funciones similares y comparten algunos sustratos (Sara y Hall,
1990) de la cascada de sefalizacion. La via de sefiales se ha estudiado en
diferentas tipos celulares y en diferentes tejidos (Giudice, 1992), pero aun falta por
establecer qué genes se expresan para explicar a nivel molecular el mecanismo

de sefales de células gonadales.

Comparando la actividad de la insulina con la produccion de testosterona
comprobamos que el IGF-I posee una mayor capacidad de induccién y
diferenciacion de la actividad secretora de las glandulas reproductoras masculinas
y actividad en la diferenciacion celular. Este factor produjo una cantidad

significativamente mayor de testosterona en tejido testicular con respecto a las
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células mesenquimaticas aisladas del miembro anterior tratadas con insulina. Este
comportamiento puede ser atribuido a que el IGF-I posee ademas proteinas de
union acarreadoras como las IGFBPly IGFBP3 (Clemons, 1991; Baxter, 1991),
entre las cuales la primera juega un papel importante en la regulacion de la
secrecion de testosterona en las células testiculares aisladas (Guerra-Davalos,
2005). Ademas en estudios recientes se observd que el IGF-I producido
localmente tiene varias funciones, inducir la proliferacion de las células somaticas
(Castrejon-Lopez; Villalpando y col, 2006), asi como ser un inductor de la
diferenciacion morfolégica y regulador de la actividad enddcrina del testiculo fetal
(Villalpando y col 2006). En resumen, el IGF-1 y la insulina participan en la
produccion de testosterona del testiculo fetal y promueven la diferenciacion del
tejido mesenquimatico a células de Leydig del ratbn Mus musculus en la etapa
embrionaria. Sin embargo, para poder establecer mejor el papel del IGF-I y la
insulina en la diferenciacion de las células mesenquimaticas. Hace falta realizar
experimentos complementarios, utilizando cultivos con tejido de embriones de
ratbn hembra para comprobar su funcién en la fase uterina. Ademas podrian
utilizarse cultivos de lineas celulares mesenquimaticas de raton como la 3T3 para
determinar si el origen genético de estos tejidos influyen en la diferenciacion del

mesénqguima a células de Leydig.
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IX. CONCLUSIONES

» el IGF-I es un inductor de la diferenciacion de tejido indiferenciado de
mesénquima de los miembros anteriores de embriones a células de Leydig a
los 12 d.g.

» La insulina tiene un efecto menor con respecto al IGF-I en la induccion de la
diferenciacion bioquimica de las células mesenquimaticas de miembros
anteriores a células secretoras de Leydig.

> La insulina promueve la funcion secretora de las células gonadales de Leydig
del testiculo fetal.

» EIl IGF-I es el regulador mas eficaz de la actividad secretora de las células

somaticas de Leydig del testiculo fetal.
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