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II. RESUMEN 
 
La determinación  sexual del ovario y  testículo  se  lleva a cabo   en  la etapa 

intrauterina.  Investigaciones  recientes  demostraron  que  el  factor  de 

crecimiento semejante a insulina tipo II (Igf‐II) es producido por la células de 

Leydig    en  la  etapa  embrionaria.  Sin  embargo,  el  papel  del  Igf‐II  se  ha 

estudiado poco    tanto en  la vida adulta  como en  la etapa embrionaria. La 

expresión del RNAm se ha descrito  en ovarios XX y ovarios XY durante el 

desarrollo uterino. Sin embargo,  la expresión del RNAm no  se ha descrito 

durante el desarrollo normal del testículo del ratón prenatal. El objetivo de 

esta  investigación  fue  estudiar  la  expresión  del  RNAm  del  Igf‐II  en  el 

testículo de  los  12  a  los  18 dg  en  la  etapa  embrionaria  en  el  ratón CD1 y 

evaluar el efecto  de la insulina en la regulación del gen Igf‐II. A las ratonas 

preñadas de 18 y 16 dg se les administro 5 UI de insulina cada 24 horas  dos 

días  antes  de  la  cirugía. Asimismo,  se  emplearon  ratonas  preñadas  como 

control sin ningún  tratamiento de  las edades antes mencionadas  las cuales 

fueron  sacrificadas por dislocación cervical. Se aislaron  los embriones y  se 

obtuvieron  los  testículos,  tanto  del  grupo  control  como  del  tratado  con 

insulina,  se  extrajo  el RNA  total y  se  analizó por RT‐PCR. Los  resultados 

muestran que la expresión del RNAm del Igf‐II  se incrementa  a lo largo del 

desarrollo embrionario de los 12‐18 dg en testículos normales. La expresión 

del  transcripto  del  gen  constitutivo  Hprt,  a  lo  largo  del  desarrollo  fue 

constante. Se propone que la  insulina regula negativamente la expresión del 

Igf‐II en el testículo embrionario del ratón CD1. 
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II. INTRODUCCIÓN 
1. Formación y desarrollo de la gónada del ratón 

Las glándulas reproductoras se forman a partir de tres tipos de  células: las 

somáticas como Sertoli, Leydig y las células germinales primordiales (CGPs) 

(Godin y Wylie,1991). 

a) Origen de las glándulas reproductoras 

La formación y desarrollo de las gónadas en los mamíferos  se lleva acabo en 

tres  etapas:  a) Establecimiento  del  sexo  cromosómico,  b)  Formación  de  la 

gónada y   c) diferenciación fenotípica. 

b) Establecimiento del sexo cromosómico 

Este  proceso  se  inicia  en  el  momento  de  la  fertilización  y  unión  de  un 

espermatozoide que puede  tener el cromosoma  “X” ó “Y”, con el ovocito  el 

cual  solo  aporta  el  cromosoma  “X”.  Si  el  ovocito  es  fecundado  por  un 

espermatozoide  “X”,  el  producto  se  diferenciará    como  hembra,  y  si  es 

fecundado  por  un  espermatozoide  “Y”  el  cigoto  se  desarrollará  como 

macho, lo cual da origen al dimorfismo sexual cromosómico característico de 

los mamíferos  (Kofman‐Alfaro y col, 1982). 

a) Formación de la gónada  

i) Crestas genital 

La cresta genital está  formada de dos tipos de células: las células somáticas  

que tienen un  origen mesodérmico y las CGPs de origen extragonadal  que 

se localizan en el alantoides a los 8.5 días de gestación (d.g), en el ratón estas 

células migran  a la región urogenital (Kofman‐Alvaro y col,1982).  

Las CGPs   se reconocen   en la ontogénesis, debido a que   son mas grandes 

que  las  células  somáticas,  tienen  citoplasma  claro,  núcleos  grandes  y 
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redondos y un alto contenido de glucógeno y  fosfatasa alcalina  ( Kofman‐

Alfaro y col, 1982). 

 
Las  CGPs    se  ubican  inicialmente  en  el  saco  vitelino  (Fig.1.).  En  los 

mamíferos estas células migran desde su origen hasta el  intestino posterior 

del embrión donde se  formarán  las gónadas, y se desplazan por medio de 

dos diferentes movimientos:  a) movimiento   pasivo donde  las CGPs    son 

trasportadas por  los  tejidos que  las rodean   desplazándose por crecimiento 

diferencial del embrión. De tal forma que el endodermo crece y se desplaza 

hacia  el  interior  del  embrión  para  formar  parte  del  intestino  posterior 

(Merchant Larios, 1993). b)Para salir del intestino posterior las CGPs deben 

atravesar la lamina basal que lo recubre por lo que requiere un movimiento 

activo mediado por pseudópodos. Las CGPs tienen la capacidad de romper 

la  lamina  basal  del  intestino  por medio  de  enzimas  que  hidrolizan    los 

componentes  que  forman  la  matriz  extracelular  como  la  colágena, 

mucopolisacaridos  y  glicoproteínas  y  así,  continuar  su  camino  hacia  las 

futuras crestas genitales a través  de las células (Merchant Larios, 1993). 
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Fig. 1. A. Embrión de  9‐12 días de gestación. B. Camino que siguen las células germinales 

primordiales desde el intestino posterior hacia la cresta genital, (Lagman, 2004). 

 

Existen varias  teorías de cómo  las CGPs migran hacia  lo que  formarán  las 

crestas genitales. El primero es por quimiotaxis a causa de  un gradiente de 

concentración  de algún factor secretado por las células de epitelio celómico 

ubicado  en  la  región urogenital. Hasta ahora no  se he podido  caracterizar 

químicamente al factor quimiotáctico (Merchant Larios, 1993). 

El segundo mecanismo posible es el  llamado “guía por contacto” donde se 

propone que existen receptores específicos en la superficie de las CGPs   las 

cuales son capaces de adherirse colectivamente a moléculas presentes en  la 

superficie de  las células mesenquimáticas y en  la matriz extracelular. Estas 

células  son  guiadas  a  un  camino  predeterminado  ya  que  solo  las  células 

somáticas  distribuidas  en  la  cresta  genital  sintetizaría  y depositaría  en  su 

superficie moléculas de adhesión (Merchant Larios, 1993). 

Intes tino 

anterior 

A 

Intes tino 

Pos terior 

Cloaca 

Cres ta 

genital 

Intes tino 

Posterior 

B 

genital 



Introducción 
 

   Facultad de Química, UNAM.      5   

El último mecanismo posible menciona una organización topográfica de las 

células  somáticas  del  embrión  formando  un  túnel  donde  las  CGPs  serán 

guiadas  hacia la cresta genital (Merchant Larios, 1993), (Fig. 2.). 

 

 
 

 

 

Fig.2. Posibles mecanismos que guían a  las CGPs hacia  la cresta genital. a) gradiente de 

concentración;  b)  guía  por  contacto;  c)  arreglo  topográfico  de  las  células  somáticas 

(Merchant Larios, 1993).               

 

Cuando las CGPs empiezan a llegar a la región urogenital en esta zona ya se 

encuentran  diferentes  tipos  de  células  somáticas  de  origen mesodérmico 

como las células mesoteliales, mesenquimáticas , mesonéfricas y endoteliales 

(Fig. 3). 
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Fig. 3. Esquema de la cresta genital de un embrión de ratón de 10.5 dg  (Merchant Larios, 
1993).   
 

ii) Gónada indiferenciada 

Las  células  mesoteliales  y  las  mesequimáticas  son  las  que  participan 

directamente  en  la  formación  de  la  gónada  indiferenciada  como  células 

precursoras los tejidos formados por éstas que reciben el nombre de epitelio 

germinal. Las CGPs inician un activo proceso de proliferación que coincide 

cronológicamente con la división de las células somáticas mesenquimatosas 

y del epitelio celómico dando origen al blastema gonadal situado en la parte 

ventral del mesonefros. 

La gónada indiferenciada se organiza en dos tipos de tejidos  a) el tejido que 

contiene  a  las  CGPs  rodeada  por  células  somáticas  precursoras  de  las  

células de Sertoli o de  la granulosa, b) el  tejido estromático que origina al 

tejido conectivo, vasos sanguíneos y tejido  interticial esteroidogénico. En el 

ratón este evento ocurre entre  los 9.5‐11.5 d.g  (Kofman‐Alfaro y col, 1982), 

(Fig.4). 
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Fig. 4. Gónada indiferenciada de ratón 11.5 d.g.,(Merchant Larios, 1993). 
 

iii) Diferenciación testicular 

La  diferenciación    testicular  se  inicia  a  partir  de  la  expresión  del  gen 

determinante del  testículo  llamado Sry el cual  se expresa en  las células de 

Sertoli a los 10.5 dg (Koopman, cols, 1990). Este gen desencadena una serie 

de eventos y expresiones en genes autosomales los cuales contribuyen con la 

diferenciación  externa  e  interna  del  aparato  reproductor  masculino 

(Esquema 1). 
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De los 11.0 a los 12 d.g. en el ratón CD1 se observa una compactación de los 

cordones  sexuales y una proliferación  activa del  tejido mesenquimatoso y 

vasos  sanguíneos desde  la  región mesonéfrica provocando una  separación 

de los cordones testiculares  del epitelio superficial de la gónada, los cuales 

son llamados cordones seminíferos. Dentro de ellos se encuentran las CGPs 

que  se diferencian a proespermatogonias y células de Sertoli. Fuera de  los 

cordones   se encuentran las células mesenquimáticas que tienen función de 

soporte y nutrición éstas  se diferencian a  células de Leydig,  fibroblastos y 

células mioides, (Merchant Larios, 1993). 

Las estructuras primordiales del tracto genital que da origen a los genitales 

internos  son  dos  sistemas  de  conductos  los  cuales  están  presentes  en  las 

etapas iniciales del desarrollo gonadal  en ambos sexos y son: Los conductos 

de Wolff (mesonéfricos) y los conductos de Müller (paramesonéfricos)(Rey, 

2001). 

 

Fig. 5. Conductos de Müller y de Wolf, (Moore , 1999). 
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El  fenotipo  masculino  es  el  resultado  del  efecto  de  tres  hormonas: 

a)Hormona  inhibidora  de  los  conductos  de Müller  (HIM)  que  media  el 

primer evento en la diferenciación genital masculina en la cual hay regresión 

de  los  conductos de Müller,  esta hormona  es  secretada por  las  células de 

Sertoli y su efecto es local (Jamin y cols,2003). b)Testosterona, una vez que se 

inicia  la  síntesis  de  la HIM  las  células  intersticiales  del  testículo  fetal  se 

diferencian en células de Leydig donde se produce la testosterona. El efecto 

se  ejerce  sobre  los  conductos Wolff  los  cuales  se diferencian  a  epidídimo, 

vesícula  seminal,  conducto  eyaculador,  túbulos  espermatogénicos;  esta 

hormona  es  secretada  a  la  circulación  sistémica  (Rey,2001).  c)La  5α‐

Dihidrotestosterona (5α‐DTH) es producida por el metabolismo intracelular 

de  la  testosterona mediada por  la  5  α‐reductasa,  induce  la  virilización de 

genitales  externos,  y  los  pliegues  genitales  se  alargan  y  se  fusionan  para 

formar el pene y la uretra masculina, (Kofman‐Alvarado y cols., 1982). 

 

 

 
Fig.6. Regulación hormonal de la diferenciación sexual fetal fenotípica (Rey,2001). 
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2. Gen primario  de la diferenciación testicular 

Se han realizado diversos experimentos que establecen que el gen Sry es el 

que determina la diferenciación testicular. El empleo de ratones trasgénicos 

que  se  produjeron  a  partir  de  ovocitos  fecundados  que  tienen  un  DNA 

foráneo  los cuales se produjeron  incorporado a la información genética del 

embrión  en  desarrollo. Cuando  se  inyecta  el DNA  que  tiene  solo  Sry  de 

ratón  en  óvocitos  de  ratón  normales  XX,  la  mayoría  de  los  ratones  se 

desarrollaron como machos (Merchant Larios, 1993). 

a) Ubicación 

El gen Sry debe su nombre a las siglas en ingles (Sex‐determining region on 

the Y‐chromosome) este gen se ubica dentro del cromosoma “Y” en el brazo 

corto Yp11.3 en humanos (Mcelreaveryk,1999; Pardo y Castilo, 2002). 

 
 
Fig.7. Historia  del  avance  de  la  localización  del  gen  de  la  determinación  sexual  en  el 

cromosoma “Y”  (Carlson, 2000). 
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b) Organización 

El Sry forma parte de una superfamilia de proteínas que tienen un motivo de 

unión al DNA  llamado HMG  (High Mobility Group).  (Rimini y col., 1995). 

Éste  está  formado  de  2739  pb  y  contiene  solo  un  exón  con  un marco  de 

lectura abierto el cual está rodeado de una secuencia repetida e invertida de 

17 kb (Gubbay y col., 1992). 

Se  ha postulado  que  el  Sry  al unirse  a  su  secuencia  respectiva  induce un 

ángulo de 76° en el DNA lo que promueve y/o reprime la expresión de otros 

genes implicados en la diferenciación sexual (Pontiggia y col., 1994, Jeske y 

col., 1996). 

c) Expresión en células somáticas 

Durante el desarrollo embrionario del ratón se demostró mediante la técnica 

de  transcriptasa reversa la expresiónx del gen Sry en células gonadales  de 

los 10.5 dg a los 13.5 dg  (Jeske y col., 1996). 

Se ha visto que en las primeras etapas del desarrollo gonadal el sexo de las 

células somáticas dependen de la expresión  del Sry  ya que si este gen no se 

expresa o se ve retrasada su expresión las células somáticas se diferenciarán 

a  pre‐foliculares  y  el  desarrollo  se  llevará  hacia  el  sexo  femenino.  Si  la 

expresión del Sry es normal  las células somáticas se diferenciarán     en pre‐

Sertoli dando lugar al testículo (McLaren, 1991). 

3.‐ Genes autosomales que participan en la diferenciación testicular 

La  diferenciación  sexual  es  un  proceso  poligénetico,  se  han  identificado 

algunos genes autosomales que participan en la diferenciación gonadal. 
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Sf‐1: El gen para el factor esteroidogénico, se ubica en el cromosoma 9 q33 y  

se expresa en  todos  los  tejidos esteroidogénicos primarios  como  la  corteza 

adrenal, células de Leydig, células de la teca y de la granulosa. Codifica para 

receptores  que  tienen  un  ligando  desconocido  y  posee  la  capacidad  para 

unirse  al DNA.  Se  ha  postulado  que mediante  esta  capacidad  funcionan 

como un  regulador trascripcional positivo para los genes de las enzimas que 

median la síntesis de andrógenos fetales como la 17 α hidroxilasa (Roberts, 

1999).  Se  expresa diferencialmente  en  la gónada  femenina y masculina  en 

desarrollo y se expresa a  los 9.0‐9.5 dg en el ratón  (Luo y col., 1994) y por 

estudios experimentales se sabe que facilita la expresión del gen MIS. 

WT1:  el  gen  presenta  10  exones,  capaz  de  unirse  al  DNA  y  reprimir  la 

trascripción de un gen. Se expresa en riñón, gónada  indiferenciada, células 

de Sertoli y células de  la granulosa, básicamente participa en el desarrollo 

urogenital,  (Kreidberg  y  col.,  1993). Mutaciones  en  este  gen  producen  el 

síndrome  de  Denys‐Drasch  que  se  caracteriza  por  altas  malformaciones, 

como genitales ambiguos. También es  responsable del  tumor de Wilms en 

hígado de niños donde se observa altas concentraciones de IGF‐II (Kreidberg 

y col., 1993). 

LIM‐1: ubicado  en  el  cromosoma  11p13 presenta  5  exones y  codifica para 

una proteína de 384 aminoácidos. Se expresa en gónadas, cerebro, amígdalas 

y timo. (Roberts, 1999). 

MIS:  gen  que  codifica  para  la  sustancia  inhibidora  de  los  conductos  de 

Müller  su  trascripción  es  promovida  por  los  genes  SF‐1,  SOX9, WT1  y 
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GATA4.  Su  expresión  está  limitada  a  los  testículos  fetales  y  ovarios 

postnatales. (Pardo, 2002). 

SOX9:    codifica una proteína de  509 aminoácidos,  en  los  tejidos donde  se 

lleva acabo la condrogénesis es donde se expresa (Foster y col., 1994). 

Durante  la diferenciación de ovario  su expresión disminuye por  lo que ha 

relacionado directamente con la expresión del SRY. 

GATA‐4:  su  expresión  se  ha  encontrado  en  las  células  somáticas  de  la 

gónada indiferenciada y en los testículos fetales solo se expresa una vez que 

se han formado los conductos de Müller (Pardo, 2002). 

4. Factor de crecimiento similar a insulina tipo II (Igf‐II) 

Llamada  también  somatomedina C,  este  factor de  crecimiento desempeña 

un  papel  importante  durante  el  desarrollo  fetal,  participa  en  la 

diferenciación,  división  celular  y  posiblemente  actúa  en  el  metabolismo 

(O´dell, 1998). Los niveles más altos se encuentran en  la etapa embrionaria 

específicamente  en  la  etapa  de  dos  células  y  en  las  derivadas  de 

trofoectodermo  (Adashi,  1997).  En  la  etapa  embrionaria  el  IGF‐II  está 

regulado por el láctogeno placentario, después del nacimiento disminuye la 

expresión  y  sólo  se  encuentra  en  el  hígado  siendo  su  principal  fuente 

endócrina, células musculares y células de  la corteza cerebral  (Villalpando, 

2001).  El  IGF‐II  maduro  presenta  una  identidad  con  la  secuencia  de 

aminoácidos  (a.a) del 47% con  la  insulina además conserva  los  tres enlaces 

disulfuro lo que le da una estructura tridimensional semejante a la insulina 

por  lo  que  es  reconocida  por  el  receptor  de  insulina  con  poca  afinidad. 

(O´Dell, 1998),(Fig. 8). 
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Fig.8.  Estructura  de  la  prehormona  de  IGF‐II.  Las  barras  sólidas  indican  los  puentes 

disulfuro, (O´Dell,1998). 

 

El  IGF‐II  en  humanos    está  relacionado  en  el  síndrome  de  Beckwith‐

Wiedemann  caracterizado  por  macrosomia  fetal  y  un  aumento  de  la 

incidencia  de  cáncer  en  la  infancia  y  en  el  tumor  de  Wilms  donde  la 

concentración de IGF‐II es elevada (O´Dell, 1998). 

a) Organización molecular del gen en roedores 

En ratones el gen que codifica para dicho factor se localiza en el autosoma 7 

junto con el de  la  insulina donde ambos comparten  la misma polaridad de 

trascripción. Está constituido por 6 exones, 5 intrones y 2 promotores (Fig 9). 

El péptido maduro está  formado de 67 a.a. y  tiene un precursor de 180 a.a 

codificados por los exones 4 y 6 (Stempie y col., 1986). 

El exon 4 codifica para 24 a.a correspondientes al péptido señal y para los 

primeros 28 a.a del péptido maduro.

e Carboxito terminal 
(Peptido El 
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El  exon  5  codifica  los  primeros  11  a.a  del  dominio  E  de  89  a.a.  que 

corresponden al extremo carboxi terminal de la proteína. El exon 6 contiene 

los últimos 78 a.a del dominio y una región 3 que no se traduce (Stempien y 

col., 1986). 

Los exones 4 y 5 del humano son similares a los exones 2 y 3 de la rata.   

 

 
 
 
 
Fig.9.  Organización del gen Igf‐II del ratón. (Modificado de Lizárraga Sánchez, 1997). 

 

En el  ratón el  Igf‐II es  trascrito por  tres promotores distintos  ( P1,P2 y P3) 

localizados dentro de los 3 primeros exones. El promotor P1 contiene 3 sitios 

de iniciación de la trascripción distribuidos en una región de 550 pb y carece 

de  elementos  reguladores  típicos. Los promotores P2 y P3  tienen  regiones 

regulatorias  típicas como cajas TAATA y  ricas en CG ambos presentan un 

solo sitio de inicio para la trascripción        (Rotwein y Hall, 1990). 

La  expresión diferencial de  estos promotores pueden  explicar  las diversas 

especies de RNAm que se encuentran en  los distintos órganos, tejidos y en 

las  etapas  del  desarrollo  tanto  de  la  rata,  ratón  y  humano  (Stempien  y 

col.,1986; Gangji y col.,1998). 

, --'-
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Existen  20  genes  que  son  conocidos  como  genes  de  impronta  parental 

(parental  imprinting)  el  Igf‐II  pertenece  a  este  grupo  en  donde  solo  se 

expresa uno de los alelos en este caso sea el paterno o el materno (Hu y col, 

1995). 

5.‐ Organización del receptor de Igf‐II 

Los efectos biológicos de los IGF‐II dependen de la unión a glicoproteínas de 

membrana  que  funcionan  como  sus  receptores.  El  IGF‐II    reconoce  con 

mucha afinidad al receptor tipo II con menor afinidad al receptor tipo I y con 

poca afinidad al receptor de insulina (O´Dell, 1998). 

a) Aspectos moleculares 

El receptor tipo II presenta una identidad del 79% con el receptor de manosa 

6‐fosfato  tiene  un  peso  molecular  de  250  kDa,  es  una  glucoproteína  de 

cadena sencilla, el 90% de su estructura es lineal y extracelular. Su dominio 

tiene una repetición de 15 veces la misma secuencia conservada, no presenta 

actividad de tirosina cinasa como en el receptor tipo I (Mac Donald,1998). Se 

piensa que en el receptor debe estar acoplado a una proteína G (Leal, 2003), 

Ver Fig.10. 
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Fig. 10. Interacción del IGF‐II con los receptores, (O´Dell, 1998). 

 

b) Función 

El  receptor  tipo  II manosa 6‐fosfato está  involucrado en  la  señalización de 

enzimas  lisosomales  del  aparato  de  golgi  a  los  lisosomas  y  en  la 

internalización y degradación del  IGF‐II    (O´Dell, 1998). En etapa adulta  la 

unión del IGF‐II con su receptor  inhibe la apoptosis de varios tejidos como 

las células del páncreas (Haeften, 2004). 

 

c) Expresión en tejidos 

En etapa embrionaria  el IGF‐II en ratón se  expresa en los  tejidos derivados 

del  trofoectodermo  y  después  en  el  endodermo  primitivo  parietal  y    el 
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viceral.  Después  se  observa  en  el  mesodermo  extraembrionario  y 

posteriormente  en  el mesodermo  embrionario.  En  todos  los  componentes 

que  formarán  la  placenta  el  gen  del  IGF‐II  se  ve  expresado  intensamente 

(Lee y col, 1990). También se observa  en los tejidos derivados de los somitas, 

mesodermo cardiaco, cartílago, tejido vascular, hipófisis e hígado (Bondy y 

col.,1990). 

En adulto su expresión se encuentra en meninges y músculo estriado (Gray 

y  col.,  1987).  Una  deleción  en  el  gen  demostró  una  disminución  en  el 

desarrollo de  la  placenta  lo  que  nos  revela  su  participación directa  en  su 

desarrollo (DeChiara, 1990).Un aspecto muy importante es que la expresión 

del IGF‐II es mayor en la etapa fetal que en la adulta  (Brice y col., 1989). 

6.‐ Regulación del IGF‐II 

a) Papel de la estereoidogénesis 

La  formación  de  hormonas  esteroides  en  el  desarrollo  gonadal    es 

importante  ya  que  se  ve  involucrado  en  la  diferenciación  de  las 

características  sexuales  secundarias  y  en  la  regulación  de  diferentes 

funciones. 

Estudios  realizados  in  vivo  y  en  cultivo  celular de  adrenales demostraron  

que  el  IGF‐II    incrementa  la  secreción  basal  de  cortisol  y  del  sulfato  de 

dehidroepiandrosteronas  (DHEA‐S)  inducidas  por  la  hormona 

adrenocorticotrópicas  en  células  fetales  adrenales  ya  que  incrementa  la 

expresión  de  la  aromatasa  P450,  17α‐hidroxilasa  y  3‐β  hidroxiesteroide 

deshidrogenasa  (Mesiano y  Jaffe,  1993). La  insulina y  el  IGF‐II    tienen un 

efecto sinérgico en la esteroidogénesis de la células de la  granulosa (Mason 
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y col., 1994) y ambos regulan la producción de andrógenos en células de la 

teca  (Nahum  y  col.,1  995).  Se  ha  demostrado  que    durante  el  desarrollo 

testicular de los porcinos el RNAm del IGF‐II disminuye mientras que el del 

IGF‐I aumenta, pero el aumento de IGF‐II esta  relacionado con el aumento 

del  tamaño  folicular  (Yuan y col.,1996). En cultivos de células  intersticiales 

de Leydig se postula un aumento de  la esteroidogénesis   por medio de un  

control parácrino de  este  factor  (DeMellow y  col.,  1987)  . También  se han 

detectado la expresión de las proteínas acarreadoras IGBP‐4 y 5  que tienen 

afinidad por IGF‐II  en células de la granulosa (Liu y col., 1993). 

b) Función en la diferenciación celular 

El  crecimiento  y  diferenciación  de  los  tejidos  fetales  ocurre  a  través  de 

complejas vías de desarrollo en  la cual  los  factores de crecimiento como el 

IGF‐II  juegan  un  papel    fundamental  en  este  proceso.  Estudios  in  vitro 

demostraron que el IGF‐II induce la diferenciación de las células precursoras 

del  hueso  llamado  osteoblastos  a  osteoclastos  (Gangji,  y  col,  1998).  Sin 

embargo, el papel del  IGF‐II  como promotor de  la diferenciación debe  ser 

aún determinado en otros tipos celulares. 

7.‐ Aspectos generales de la insulina 

 Insulina es una hormona peptídica encargada de  regular  la  concentración 

plasmática  de  glucosa  y  el  metabolismo  de  los  carbohidratos  para  la 

producción de energía. Es una molécula de 5,734 kDa, constituida  por dos 

cadenas peptídicas.  Una cadena A de 21 aminoácidos y otra cadena B de 30 

aminoácidos, (Fig. 11). 



                                                                                                                        Introducción 
 
 

   Facultad de Química, UNAM.      21   

 

 

 

Fig.11 Estructura de la insulina, (Andrew, 1992). 

 
 
 
Es secretada por  las células beta de  los  islotes de Langerhans del páncreas, 

en forma de precursor inactivo (proinsulina), el cual pasa por el aparato del 

golgi, donde es mofificado eliminando una parte  el peptido C y uniendo los 

dos fragmentos restantes mediante puentes disulfuro, (Ashcroft, 1992.). 

 

a) Tipos de insulina 

La  insulina    puede  clasificarse  con  base  a  la  especie  de  origen    y  así 

dividirlas en animales   y humanas. La  insulina a su vez puede clasificarse  

en: a) Semisintética, que se obtiene mediante  la sustitución del aminoácido 

terminal de la cadena B de la insulina porcina (alanina), introduciendo en su 

lugar  treonina,    trasformándola  en  insulina  humana.  (Adrew,1992).  b) 

Biosintética: el grupo Lilly de Indiana  logró  introducir el código genético a 

un plásmido    (DNA humano circular) capaz de replicarse solo,     dentro de 

NH, 
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un colibacilo que  recibía  la orden  ribosómica para  formar  insulina, de una 

composición  exactamente  a  la humana. Se han desarrollado dos vías para 

fabricar insulina estimulando a los colibacilos a crear cadenas A de insulina 

mientras  otros  crean  la  cadena  B  para  después  unirlas. Otra  opción  es  la 

creación de proinsulina por medio de  los colibacilos que posteriormente es 

manipulada,  para  liberarse  y  quedar  exactamente  en  insulina  humana  ( 

Andrew, 1992). 

Dado su menor  inmunogenicidad,  las  insulinas animales han desplazado a 

las  porcinas,  bovinas  o  porcinas/bovinas,  es  importante mencionar  que  la 

insulina bovina confiere una propiedad especial a esta molécula  ya que esta 

se absorbe mas lentamente. 

Otra manera de clasificarlas es por su espectro de acción y pueden dividirse 

de  la  siguiente  manera:  a)Ultrarápidas:  su  inicio  de  acción  es  a  los  15 

minutos,  efecto máximo  30 minutos  y  su  duración  es  de  180 minutos.  b) 

Insulinas Rápidas.  Inicio de acción 30 minutos, efecto máximo  entre 1 y 3 

horas después de administrada la inyección su acción termina a las 8 horas. 

c) Insulina Intermedia: Inicio 2 horas el pico máximo de acción es de 6 y 10 

horas y su acción dura 24 horas.  Comúnmente conocida como Insulina NPH 

isofágica, las siglas NPH significan Neutral Protamine Hagedorn en honor a 

Hans  Christian Hagendorn  descubridor  de  esta  insulina  ya  que  logra  su 

acción intermedia por la unión de una proteína de salmón la protamina   la 

moléculas de insulina (Velasco, 2004). d)Insulinas prolongadas: Su comienzo 

es a las 4 horas después de su administración , su máximo efecto es entre las 

8 y 24 horas, finalizando a las 28 horas. e) Mezclas Fijas: Su actividad es un 
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compendio  de  las  de  insulinas  rápidas  e  intermedias  que  las 

constituyen.(Velasco, 2004). 

b) Gen 

La estructura del gen de  la  insulina está altamente conservada entre varias 

especies. Este consta de tres exones y dos intrones (Bell y col., 1980). El exón 

1  se  encuentra  localizado  en  la  región  5’ no  traducible del  gen,  el  exón  2 

contiene  secuencias que  codifican para el péptido  señal,  la  cadena B de  la 

insulina y una parte del péptido C, mientras que el exón 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 intrón 1 es mas corto que el 2) y la posición 

son altamente conservadas.  

 
Fig. 12  Estructura del gen de la insulina. E1‐E3: exones IVS‐1 e IVS‐2: intrones U: denota 

las extremidades 3´a 5´de la región del RNAm; P,B,C, y A: zonas que codifican  los pre‐

peptidos      modificado de Clark y Docherty, 1992. 

 

El  gen  de  la  insulina  está  presente  como  una  sola  copia    en  muchos 

vertebrados incluyendo al hombre. Sin embargo, en la rata y el ratón existen 

dos genes de la insulina no alélicos, el tipo I y II, que son sintetizados casi en 

la misma proporción (52‐48%) (Lomedico et al, 1979; Wentworth et al, 1986). 

3' ---
IVS-1 1----- 5' 

E12 E2 E3 
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El intrón 2 está ausente en el gen tipo I de la rata y el ratón. Los genes I y II 

de preproinsulina de rata se encuentran separados uno del otro por 100 000 

Kb en el cromosoma 1 (Soares y col., 1985). El gen de la insulina humana se 

localiza cerca del final del brazo corto del cromosoma 11 (Harper et al, 1981) 

, flanqueado  sobre el sitio 5 ´con el gen para de tiroxina hidroxilasa y sobre 

el  sitio  3´  con  el  gen para  IGF‐II  (Bell  et  al,  1985; O´Malley  and Rotwein, 

1988).    

b) Características de la insulina empleada 

Para la realización de este experimento de utilizo:   HUMULIN* N 

Frasco  con  10 ml  con  1000  unidades. Cada ml  contiene  100  unidades  de 
insulina NPH. 
 
Insulina humana NPH Origen ADN recombinante, Lilly , insulina de acción 

intermedia.  Esta  insulina  es  estructuralmente  idéntica  a  la  insulina 

producida por el páncreas humano. Es biosintética ya que se sintetiza en una 

cepa  especial  de  laboratorio  no  patógena  de  Escherichia  coli,  que  ha  sido 

modificada  genéticamente mediante  la  adición de un  gen humano,  (PLM, 

2005). Humulin N  es  una  suspensión  estéril  de  un  precipitado  cristalino, 

blanco, de  insulina humana  isófagica,  suspendida  en un  amortiguador de 

fosfato isotónico.  

Su  administración debe  ser  por  vía  subcutánea  que debe  ser  en    la  parte 

superior de brazos, muslos, glúteos o abdomen. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPÓTESIS 

Se ha propuesto que el factor de crecimiento similar a insulina tipo II (IGF‐II) 

es  un  promotor  de  la  diferenciación  de  diferentes  tejidos  del  ratón  en  la 

etapa embrionaria aunque este aspecto ha sido poco estudiado. Asimismo, 

se ha descrito que éste participa en la producción de hormonas sexuales en 

el  testículo  y  ovario  adulto  aunque  hasta  la  fecha  esta  función  no  se  ha 

establecido en la etapa embrionaria. El RNA de este factor se estudió a los 18 

dg en la cepa del ratón B6YTir en el cual a través de retrocruzas entre la cepa 

Mus musculus domesticus se generan hembras XY. En esta etapa se estudiaron 

la expresión del RNAm desde  los 12 a  los 18 dg. Sin embargo, durante, el 

desarrollo  normal  del  testículo  la  expresión  del  Igf‐II  no  se  ha  abordado. 

Estudios  recientes  en  el  ratón  demostraron  que  la  insulina  su  receptor  y 

moléculas  relacionadas  a  esta  familia  de  proteínas  como  el  Factor  de 

Crecimiento  Similar  a  Insulina  Tipo  I  y  II  son  necesarias  para  la 

diferenciación  testicular. Por otra parte se ha descrito que el efecto biológico 

de  la  insulina  es mediado  a  través de un  receptor  específico,  aunque hay 

estudios que proponen que debido a la semejanza estructural de la insulina 

con  el  Igf‐II  éste  podría  tener  algún  efecto  en  la  regulación  del  RNA 

mensajero maduro o de la proteína del Igf‐II. Pero no se sabe   si la insulina 

en la etapa embrionaria regula la expresión del Igf‐II. 

Con base en los antecedentes expuestos se plantean la siguiente hipótesis: 
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HIPÓTESIS 

Estudios previos plantean que hay una interacción con el receptor del Igf‐II en 

fase  adulta de  tal  forma  que  la  administración de  insulina  intermedia NPH 

(Humulin  *  N  Laboratorios  Lilly)  podría  provocar  una  disminución  en  la 

expresión  del  gen  Igf‐II,  en  los  testículos  embrionarios  del  ratón.
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IV.  OBJETIVOS 

1 Estudiar la expresión del RNAm del Igf‐II en el testículo de 12 a 18 d.g. 

de  la etapa de  inicio de  la diferenciación  sexual a  la perinatal   en el 

ratón CD1. 

2 Determinar  el  efecto  de  la  insulina  intermedia NPH  (Humulin  * N 

Laboratorios  Lilly)  en  la  expresión  del    Igf‐II  en  las  edades 

mencionadas. 
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V. MATERIAL Y METODO 
1. Reactivos 
Todos    los reactivos   sales y soluciones fueron preparados con reactivos de 

pureza grado analítico. 

2.  Animales de Bioterio 
Se emplearon ratonas adultas de la cepa CD1, las cuales fueron mantenidas 

en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas a 18 ºC con ciclos 

de  luz  y  oscuridad  de  12/12  horas.  Los  animales  fueron  alimentados  con 

alimento  esterilizable   Harlan  Tekland México  LM‐485  y  con  agua  estéril 

acidificada a pH de 2.5 y con una humedad relativa del 80%. 

3. Generación de embriones de ratón  
Cuatro hembras adultas y un macho de 7‐9  semanas  se colocaron   en una 

caja de acrílico estéril  con  SANI‐CHIPS estéril de  Harlan Tekland México 

Grade Laboratory. El día que se detectó el tapón de copulación se denominó 

día cero de la gestación. Se emplearon embriones de 12‐18 días de gestación 

(d.g.). 

4. Muestras biológicas 

Las  ratonas preñadas de  12‐18 dg  se  sacrificaron por dislocación  cervical, 

después se les practicó una incisión en forma de “V” en la región abdominal. 

Los embriones se obtuvieron y  se manipularon con pinzas estériles y fueron 

transferidos  a una  caja Petri  estéril. Las  gónadas  se  aislaron  en medio de 

cultivo M199, se  lavaron con solución salina  isotónica (NaCl 0.9%) estéril y 

se congelarón a –20ºC.  
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5. Tratamiento administrado 
Inicialmente  a  5  ratonas preñadas de  16 d.g  se  les  administraron  20UI de 

Insulina humana de acción intermedia (Humulin * N Laboratorios Lilly) vía 

intraperitoneal, a las 24 horas después de la administración todas las ratonas 

murieron.  Un  segundo  grupo  de  ratonas  preñadas  de  la  misma  edad 

gestacional  se  les  administró  10UI  de  insulina  después  de  24  horas  de  la 

administración solo 2 ratonas sobrevivieron. El tercer grupo de ratonas de 16 

d.g   se  les administró 5 UI de  insulina a  las cuales después de 24 horas de 

administración  se  encontraron  todas  vivas,  a  los  17  d.g  se  les  inyectó 

nuevamente 5UI   de  insulina y a  los 18 d.g se sacrificaron para obtener  los 

testículos embrionarios. 

Por lo que el tratamiento para cada edad gestacional se resume en la Tabla 1: 

Tabla 1. Administración de insulina a embriones. 

 

 

6. Identificación del sexo gonadal 
El  sexo  gonadal  de  los  embriones  se  estableció  por  la  presencia  de  los 

cordones  sexuales    altamente  vascularizados  bajo  un  microscopio 

estereoscopio Stereomaster. 

5 UI de Insulina 

Periodo de 
administración de 
Insulina (dg) 

Día de cirugía 
(dg) 

Numero de 
animales 

14 – 15  16  4 

16 – 17  18  4 
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7. Análisis de genes 
a) Diseño de oligonucleótidos sintéticos 

Los oligonucleótidos que  se  emplearon para  la amplificación del  IGF‐II  se 

diseñaron de acuerdo al DNAc de ratón descrito por Stempien y col. 1986.La 

secuencia del fragmento amplificado del Igf‐II de ratón que corresponden al 

precursor de la proteína: 

 ATG TTG GTG CTT CTC ATC  TCT TTG GCC TTC GCC TTG TGC TGC 

ATC GCT GCT TAC GGC CCC GGA GAG ACT CTG TGC GGA GGG GAG 

CTT GAC ACG CTT CAG TTT GTC TGT TCG GAC CGC GGC TTC TAC 

TTC AGC AGG CCT TCA AGC CGT GCC AAC CGT CGC AGC CGT GGC 

ATC GTG GAA GAG TGC TGC TTC CGC AGC TGC GAC CTG GCC CTC 

CTG GAG ACA TAC TGT GCC ACC CCC GCC AAG TCC GAG AGG GAC 

GTG TCT ACC TCT CAG GCC GTA CTT CCG GAC TTC CCC AGA TAC 

CCC GTG GGC AAG TTC TTC CAA TAT GAC ACC TGG AGA CAG TCC 

GCG GGA CGC CTG CGC AGA GGC CTG CCT GCC CTC CTG CGT GCC 

CGC CGG GGT CGC ATG CTT GCC AAA GAG CTC AAA GAG  TTC 

AGA GAG GCC  

Se usaron oligonucleótidos de 18 pb  los cuales delimitan un  fragmento de 

429 pb. 

5´ ATG TTG GTG CTT CTC ATC 3´ (sentido) 

3´CTC TCT GAA CTC TTT GAG  5´ (antisentido) 
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Se utilizó  como  control  en  la amplificación del  trascripto del  Igf‐II un gen 

que se expresa constitutivamente, la enzima Hprt (Hipoxantina‐fosforribosil‐

transferasa),  esta  enzima  participa  en  las  rutas  de  salvamento  de 

nucleótidos, principalmente  en  la  recuperación de purinas  en  vertebrados 

que son reutilizados en la biosíntesis de nucleótidos (Nelson y cols., 2000). 

Para esta enzima los oligónucleótidos utilizados fueron los descritos por Lee 

y Taketo (1994) y delimitan un fragmento de 353 pb.  

5´CCT GCT GGA TTA CAT TAA AGC ACTG 3´ (sentido)   

3´GTC AAG GGC ATA TCC AAC AAC AAAC 5´(antisentido) 

Para cada edad se realizaron tres repeticiones, del Igf‐II y del Hprt. 

      b) Extracción de RNA total  testicular 

Se realizó la extracción de 4 testículos de 12 a 18 dg y se les adicionaron 600 

μL de Reactivo TRIZOL (GIBCO‐BRL ). Se homogenizó el tejido empleando 

un rotor TRI‐R‐Stir‐R con pistilo a una velocidad aproximada de 350 rpm de 

10 a 20 seg. Se incubó 5 min a temperatura ambiente, se les adicionaron  120 

μL  de  cloroformo  agitando  vigorosamente  y  se  incubó    a  temperatura 

ambiente de 2 a 3 min. Las muestras fuerón centrifugadas a 14 000 rpm a 4 

°C por  50 min, una vez que se separarón las fases se transfirió la fase acuosa 

a otro  tubo Eppendorf. Se  le adicionó   300 μl de alcohol  isopropílico, y  se 

incubó  10  min  a  temperatura  ambiente.  Posteriormente  se  centrífugo    a 

14000 rpm, 10 min a 4°C, se decantó y se  le agregarón 600 μL de etanol al 
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75%, por 24 horas. Se centrífugo a 8000 rpm 5 min a 4 °C, se decantó en una 

gasa  estéril  y  se  colocarón  las  muestras  al  vacío,  15 min  a  temperatura 

ambiente. El RNA obtenido se resuspendió en 3 μl de agua de DEPC.  

      c) Obtención del DNA complementario 

La reacción de transcriptasa reversa (RT )  se llevó acabo bajo las siguientes 
condiciones. 

El  RNA  se  desnaturalizó  a  una  temperatura  de  99°C  5  min  en  un 

termociclador (Gene Amp PCR System 9600), se le adicionó MgCl2  (Applied 

Biosystems) 25mM,   Solución amortiguadora  (Applied Biosystems),40U de 

inhibidor de RNAasa  (Roche)  , Oligo de dT,(Roche) 8nM, dNTPs  (Applied 

Biosystems de México) 10nM y 50U de MulV Trascriptasa Reversa (Applied 

Biosystems).  El  volumen  en  total  fue  de    20  μl  y  las  condiciones  del 

termociclador fueron (Gene Amp PCR System 9600) fuerón: 

10 min a 25°C 

60 min a  42°C                  1 ciclo 

1 min a  99°C. 

 

d) Amplificación del gen por PCR 

Las reacciones de PCR se llevaron acabo con 2.5 U de Taq DNA polimerasa 

(Applied  Biosystems)  por  cada  100  μL    de  reacción  bajo  las  siguientes 

condiciones: 40 pmol de cada oligonucleótido por cada 100 μL  de reacción, 

MgCl2    (Applied  Biosystems)  25  mM,  Buffer  solución  amortiguadora 

(Applied Biosystems) 15 mM; los ciclos de amplificación utilizados fueron: 
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      94ºC                            2   min 

      55ºC                            15 seg                       1 ciclo 

      72ºC                            30 seg 

 

      94ºC                            15 seg 

      55ºC                            15 seg                     28 ciclos 

      72ºC                            30 seg 

 

      94ºC                            15 seg 

      55ºC                            15 seg                        1 ciclo 

      72ºC                            10 min 

 

Para  amplificar  los  productos  tratados  con  insulina  se  realizó  una 

modificación en el último ciclo  de amplificación a 72°C el tiempo fue de 20 

min. 

 

e)  Visualización del producto amplificado 

El producto de PCR se separó por electroforesis en geles de Agarosa Sigma® 

Tipo I:Low  al 2.0% en TBE al 1X , se tomaron 10 μL de producto de PCR con 

0.5 μL de buffer de carga y se realizó una electroforesis a 100V a temperatura 

ambiente. La detección de  los productos de PCR  se visualizó  tiñendo  con  

bromuro de etidio (50 μL/L) de la casa comercial GIBCO. El gel se fotografío 

con  un  Fotoman  Polaroid  GELCAM  (apertura  diafragma  11,  tiempo  de 
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exposición  1  seg).  Se utilizó  1.5  μL de marcador de peso molecular  (Low 

DNA massTM Ladder, Gibco BRL). 
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VI. RESULTADOS 
 
 
1. Expresión del RNAm del Igf‐II durante el desarrollo normal 
 
 
a) Desarrollo normal 

La  determinación  de  la  expresión  del  RNAm  del  Igf‐II  en  testículos 

embrionarios de ratón de la cepa CD1 arrojo los siguientes resultados. A los 

12 dg  fase  en  la  que  ocurre  la diferenciación  testicular,  se  observó  que  la 

expresión del  Igf‐II es baja comparado con  la banda observada a  los 14 dg. 

Los trascriptos del Igf‐II aumentaron de los 16 a 18 dg (Fig. 13). 

La expresión del RNAm de  la Hprt  fue constante   de  los 12 a  los 18 dg. El 

tamaño de  los  transcriptos generados del  Igf‐II  tuvieron un peso molecular 

de 429 pb y la enzima Hprt  presentó un peso molecular de 352 pb. Cada uno 

de los experimentos se realizó por triplicado (Fig.13).  
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Fig. 13. Expresión del Igf‐II y gen de la enzima Hprt durante el desarrollo embrionario en 

testículo.  St: Marcador  de  peso molecular  E12‐E18:  Edades  gestacionales  estudiadas.  El 

experimento  control  se muestra  como  (‐)  sin  trascriptasa  reversa  y  el  experimental  con 

signo  (+),  Igf‐II:  Factor  de  crecimiento  similar  a  insulina  tipo  II,  Hprt:  Hipoxantina‐

fosforribosil‐transferasa.  

b) Expresión del Igf‐II en el  grupo tratado con Insulina NPH  

El grupo experimental estuvo conformado por  4 animales; 3 experimentales 

y un control a las experimentales como se mencionó  se les administró 5 UI 

de  insulina  intermedia NPH  vía  intraperitoneal.    Sólo  se  estudiaron  dos 

edades 16  y 18 dg. Observándose para ambas edades una disminución en la 

expresión del transcripto para Igf‐II, debido a que este se expreso menos de 

la mitad que el grosor de  la banda observada en  los grupos control. No se 

amplificaron  las  edades iniciales debido a que tuvimos muchos problemas 

técnicos para    amplificar  el grupo  experimental  a  los  16 dg y observamos 

una  expresión menor a la que se observó a los 12 dg en el desarrollo normal.  
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Fig.14. Participación de  la  insulina en  la regulación de  la expresión   del  Igf‐II durante el 

desarrollo embrionario en testículo. St: Marcador de peso molecular E16‐E18: 16dg‐18dg , 

In+: expresión de Igf‐II en embriones de ratón tratadas con insulina. El experimento control 

se muestra como (‐) sin trascriptasa reversa y el experimental con signo (+), Igf‐II: Factor de 

crecimiento similar a insulina tipo II, Hprt: Hipoxantina‐fosforribosil‐transferasa.  

 
2.‐ La insulina regula negativamente al gen Igf‐II 
 
Se detectó que la insulina disminuye la expresión del Igf‐II; debido a que la 

banda visualizada es cualitativamente más pequeña que  la observada en el 

grupo control. 
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VII. DISCUSIÓN 
 
El presente trabajo describe el desarrollo ontogénetico del Igf‐II en el 

testículo del ratón Mus musculus  y la regulación del RNAm de este gen por 

la insulina. 

El  Igf‐II  se  ha  estudiado  poco  en  etapas  embrionarias,    se  sabe  que  su 

máxima expresión  se  lleva a  cabo  en esta  fase  expresándose  en  los  tejidos 

que  darán  origen  a  la  placenta    y  se  reduce  su  expresión    después  del 

nacimiento  (Brice  y  col.,  1989).  El  mensajero  maduro    del  Igf‐II  que  se 

expresa en las gónadas fetales es el mismo que se trascribe en la placenta del 

ratón, esto se determinó después de haber hecho una secuenciación de  los 

productos  obtenidos  por  análisis  de  RT‐PCR  en  ratones  de  la  cepa 

B6(C57BL/6J)  conocida  como  B6  (Castillo‐Cobian,  1999).  Los  resultados 

obtenidos  en  la  presente  investigación  apoyan  observaciones  previas 

realizadas  en  los  ovarios  de  las  hembras  del  ratón  de  la  cepa  B6.YTIR 

(Lizárraga ‐Sánchez, 1997). El estudio del Igf‐II  en el ovario de ratones XX y 

XY  de  la  cepa  B6YTIR  describe  que  la  expresión  en  los  ovarios  XX    fue 

constante a lo largo del desarrollo embrionario, mientras que en los ovarios 

XY se detectó una disminución a los 11 dg (Lizárraga‐Sanchez, 1997). Estos 

hallazgos   sugiere que el Igf‐II en  los testículos   se expresa poco en general 

en gónadas portadoras del cromosoma Y. La presencia de este gen durante 

el  periodo  de  la  gónada  que  corresponden  a  las  etapas  fetales  E16,  E18  

plantea que el Igf‐II podría estar participando como mitogéno y  promover la 

diferenciación de  las células testiculares. Estas funciones se han descrito en 

otro tipo de tejidos (Mercola y Stiles, 1988; Sara y Hall, 1990; Giudice, 1992),  
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pero hasta el presente la función del Igf‐II  en el testículo embrionario no se 

ha  determinado,  ni  tampoco  se  sabe  que  lo  regula  en  la  fase  uterina.  Es 

interesante  saber  que  la  insulina  regula  la  expresión  del  Igf‐II  

específicamente en el testículo  embrionario de ratón de la cepa CD1. Lo cual 

plantea que los receptores del  factor de crecimiento similar a insulina tipo II 

interactúa  con  alguna  de  las  proteínas  que  participan  en  la  cascada  de 

señales de la insulina: a) Comprobamos que las dosis mayores de     5 UI de 

insulina son mortales para el ratón.  

b) Al amplificar el transcrito para Igf‐II en el grupo experimental a los 18 dg 

observamos   una disminución drástica en  la expresión del  Igf‐II  la cual  fue 

menor  a  la  observada  a  los  12  dg  del  desarrollo  normal  del  testículo 

embrionario (Fig. 14). El trascripto de la Hprt  se mantuvo  constante durante 

el  desarrollo    mencionado  ya  que  este  es  un  gen  constitutivo    el  cual 

participa en  la  ruta de  salvamento de   nucleótidos    (Nelson, 2000) y no  se 

esperaba encontrar ninguna variación. De  tal manera que  la baja expresión 

observada no  fue debido a una  falla técnica  lo que  impidió  la detección de 

este  gen  en  el  grupo  experimental.  Estos  hallazgos  confirman  nuestra 

hipótesis de que la baja expresión  de este gen es causada por la insulina al 

final  del  desarrollo  por  la  completa  inhibición    del  Igf‐II  en  etapas mas 

tempranas. 

Sin  embargo,  la amplificación del  trascripto del  Igf‐II a  los 16 dg presentó 

muchos problemas  técnicos debido  a que no  lo podíamos visualizar  en  el 

gel. Se tuvo que modificar el programa de amplificación aumentado 10 min 

mas el tiempo de elongación obteniendose una banda como se observa en la 

(Fig.  14)  una  expresión menor  comparada  al  grupo  control. Un  hallazgo 



Discusión                             
 

Facultad de Química, UNAM.   39

interesante con respecto al     Igf‐II es   el hecho de que el RNAm   se expresa 

mas que la proteína ya que ésta se detecta en las células de Leydig y en las 

células  de  Sertoli  en  intensidad  moderada  (Morales,  2006).  Estos  datos 

plantean que  la proteína podría ser  regulada negativamente después de  la 

traducción. 

La observación de que la insulina regula negativamente la expresión del Igf‐

II en el testículo embrionario puede deberse a  la semejanza estructural que 

ambas moléculas presentan   ya que comparten el reconocimiento de varias 

proteínas que participan en la vía de señales de la insulina como el sustrato, 

receptor a Insulina conocido como ISR‐1 del cual se conocen varios tipos . El 

Igf‐II  al  reconocer  el  receptor  a  insulina  activa  efectos metabólicos  como 

trasporte  de  glucosa  y  aminoácidos,  aunque  tiene  poca  afinidad  por  este 

receptor  (O´Dell,  1998).El    Igf‐II  reconoce  con mayor  afinidad  el  receptor 

para el  Igf‐I   que al de  la  insulina. Además el  Igf‐II al unirse a este  tipo de 

receptor estimula la síntesis de DNA, proliferación y diferenciación  celular. 

Sin embargo el papel del Igf‐II es motivo de controversia en la actualidad ya 

que  aparentemente  al  unirse  a  su  receptor   manosa  6‐fosfato  este  se  ve 

involucrado en la internalización y degradación del Igf‐II  (O´Dell, 1998). Es 

posible que al administrarles  insulina    la  concentración plasmática de esta 

hormona  haya  aumentado  los  receptores  del  Igf‐II.  Se  ha  descrito  que  el 

receptor del Igf‐I tiene mayor afinidad por la insulina que por el Igf‐II, por lo 

tanto el Igf‐II presente se vería obligado a solo reconocer el receptor manosa 

6‐fosfato y como resultado de esta unión la degradación de dicho factor por 

lo que se observa una disminución en su expresión (O´Dell, 1998). 
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Otra posible explicación sería que  la  insulina regule negativamente a nivel 

de  trascripción, la expresión del RNAm del Igf‐II a través de la activación de 

represores  o  correpresores.    Tendrían  que  realizar    experimentos  para 

determinar  el  posible mecanismo  de  la  disminución  de  la  expresión  del 

transcripto del Igf‐II por la insulina en testículo embrionario.  

Durante el desarrollo normal del  testículo  la proteína del  Igf‐II   se expresó 

poco a lo 12 dg edad en la  que ocurren los principales eventos morfológicos 

y de diferenciación del  testículo mientras  que  el   RNAm del  Igf‐I  es mas 

abundante (Villalpando y cols, 2003). Es posible que su función se requiera 

en etapas fetales únicamente. 

Aunque  en  la  presente  tesis  no  se  evaluó  el  papel  de  este  factor  de 

crecimiento,  datos  recientemente  obtenidos  plantean  que  el  Igf‐II  regula 

también  la producción de  testosterona  en  el  testículo  fetal  a  los  18 dg de 

células aisladas de testículo fetal. Asimismo, a los 18 dg se demostró que las 

células testiculares  producen este factor de crecimiento, (Morales, 2006).  

Finalmente  la  interacción  que  parece  darse  entre  la  insulina  y  el  Igf‐II 

permite  sugerir  que  la  expresión  del    RNAm  del  Igf‐II  en  testículos 

embrionarios está regulado negativamente  por la insulina y por factores de 

crecimiento similares a insulina tipo I y II conjuntamente. 
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VII. CONCLUSIONES 
 
 

1. La expresión del RNAm del Igf‐II en el grupo control se incrementa de 

acuerdo a la edad de desarrollo testicular de los 12 etapa inicial de la 

diferenciación testicular hasta la etapa perinatal a los 18 dg. 

2. La insulina regula negativamente la expresión del Igf‐II, debido a que 

abate la expresión  del Igf‐II  de los 12‐14 dg. 

3. La insulina disminuye la expresión del Igf‐II en la etapa fetal a los 16 

dg. 
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ABREVIATURAS 

CGPs    Células Germinales Primordiales 

dg       Días de gestación 

DHEA  Dehidroepiandrosterona 

DNA     Ácido Desoxirribonucleíco 

DNAc  Ácido Desoxirribonucleíco complementario 

5 α‐DHT  5α-Dihidrotestosterona  

HIM Hormona inhibidora de los conductos de Müller 

Hprt Hipoxantina‐fosforribosil‐transferasa 

IGF‐II    Factor de Crecimiento Semejante a la Insulina tipo II 

Kb  Kilobases 

KDa  Kilo Dalton 

mg  Miligramos 

min      Minutos 

μL       Microlitros 

nM      Nanomol 

pb  Pares de Bases 

PCR      Reacción en Cadena de la Polimerasa 

pmol    Picomol 

RNA     Ácido Ribonucleico 

RNAm   Ácido Ribonucleico  mensajero 

rpm      Revoluciones por minuto 

RT  Transcriptasa reversa  

seg      Segundos 

UI       Unidades Internacionales 

V         Volts 
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IX. APÉNDICE 

Solución amortiguadora  (Tris ácido borico EDTA)   TBE 10X 

Tris base (1M)                          60.5 g 

Ácido bórico (1M)                   30.85 

EDTA‐Na2  2 H2o  ( 20mM)     3.72g 

Agua destilada                       10000 mL 

Volumen final  1000mL 

Almacenar a temperatura ambiente 

 

Solución amortiguadora de carga ( Azul de bromofenol)  ABF al 10% 

ABF                                1 mg 

Glicerol                         2 mL 

Agua desionizada       8 mL 

Volumen final             10mL 

Almacenara                 –20°C 
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