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No os dejéis corromper por un escepticismo estéril y deprimente; no os
desalentéis ante la tristeza de ciertas horas que pasan sobre las naciones.
Vivid en serena paz de los laboratorios; preguntaos primero: ;qué he hecho
por instruirme? y después, a medida que vaydis progresando: ;qué he hecho
por mi patria? Hasta que lleque el dia en que poddis tener la intima
satisfaccion de pensar en que habéis contribuido de alguna manera al
progreso y bienestar de la humanidad.

Luis Pasteur
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ABREVIATURAS

CGPs Células germinales primordiales

d.g. Dias de gestacion

Sry Region determinante sexual del cromosoma Y
HMG Grupo de alta movilidad

IRS Sustrato del receptor de insulina

Thr Tirosina

Ser Serina

Src Proteina codificada por el oncogen src
SH Dominio homologo a Src

MAPK Proteinas cinasas asociadas a mitdgenos
PK Proteina cinasa

GLUT Transportador de glucosa

PBS Solucién amortiguadora de fosfato

BrdU Bromodeoxiuridina

FITC Isotiocianato de fluoresceina
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. RESUMEN

La insulina es una hormona que regula diversas funciones en los mamiferos, tales
como el metabolismo de la glucosa y la divisién celular, entre otras. Sin embargo,
su funcion en la regulacién de la proliferacion de las células productoras de
hormonas sexuales, como son Leydig, en la etapa embrionaria del raton Mus
musculus, no se ha descrito hasta la fecha. Por lo que el objetivo de la presente
investigacion fue determinar si la insulina induce la proliferacion de las células de
Leydig a los 14, 16 y 18 dias de gestacion (d.g.). Se emplearon ratones hembras
gestantes de la cepa CD1. Se obtuvieron los embriones a los dias mencionados
anteriormente, se les extrajeron los testiculos y se formaron grupos de 30 a 40. Se
purificaron las células de Leydig por métodos enzimaticos. Se sembraron 3.5X10°
células en medio D’MEM con BrdU con y sin 100 ng/mL de insulina, 24 h con 5%
de CO,, Las células marcadas se detectaron con un anticuerpo fluoresceinado. El
medio de cultivo se guardd y se extrajeron los esteroides con éter (1:10) para la
cuantificacion de testosterona, por radioinmunoanalisis (RIA). Se observé que la
insulina indujo la proliferacién celular, con un aumento del 6% a los 14 d.g., del
16% a los 16 d.g. y del 26% a los 18 d.g. Las diferencias entre el grupo control y el
experimental fueron significativas con la prueba t de student. Asi mismo, se
observé una regulacidn positiva de la insulina sobre la sintesis de testosterona a
los 16 d.g. (significativo a p<0.05) y negativa a los 14 y 18 d.g. (significativo a
p<0.10). Por lo que se propone que la insulina induce la proliferacion a lo largo de
todas las etapas estudiadas y regula positivamente la sintesis de testosterona

dependiendo de la edad de desarrollo del embrion



I. INTRODUCCION

1. DESARROLLO TESTICULAR

Las gonadas son érganos que desempefian una doble funcién en el organismo: a)
son las glandulas endocrinas encargadas de elaborar y secretar factores de
crecimiento, de trascripcion, asi como proteinas involucrados en la diferenciacion
sexual durante el desarrollo y en el mantenimiento de las funciones reproductoras
del organismo adulto; b) son sitios en los que se lleva a cabo la proliferacion,

diferenciacion y maduracion de los gametos (Villalpando, 2001).

Desde el punto de vista del desarrollo ontogénetico, el establecimiento de las
diferentes lineas celulares se lleva a cabo en diferentes tiempos, a partir de la
proliferacion y diferenciacion del cigoto. El desarrollo testicular embrionario ocurre
en tres etapas o fases importantes: cresta genital, géonada indiferenciada y
determinacién sexual. Las dos primeras fases son comunes a las hembras y
machos; en la ultima, la gonada indiferenciada se desarrolla de acuerdo al sexo
genético que se establecid en la fertilizacion, ya sea XX (hembra) o XY (macho)

(Villalpando, 2001).

1.1 Etapa de cresta genital

Las génadas se originan de una region alargada de mesodermo situado a lo largo
del borde ventromedial del mesonefros. Las células de la parte craneal de esta
zona se condensan para formar los primordios adrenocorticales, y las de la parte

caudal se convierten en las crestas genitales. Estas se componen de dos
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poblaciones principales de células: una derivada del epitelio celomico y la otra
procedente de la cresta mesonéfrica (Carlson, 2004). Esta etapa corresponde de
los 9.5 a los 10.5 d.g. en ratones. Siendo las CGPs las causantes de su formacion.
Se ha planteado que estas ultimas derivan del ectodermo embrionario, pero son
detectadas hasta el dia 8 de la gestacion, en esta misma especie, en la base de la
alantoides. Las CGPs migran desde su sitio de determinacién inicial, hasta la
region urogenital donde se formaran las goénadas, por medio de dos tipos de
movimientos: pasivo y activo. En el primero, las CGPs son transportadas con los
tejidos que las rodean y que se desplazan de un lugar a otro, por crecimiento
diferencial del embridén. EI movimiento activo implica la capacidad motriz de la
CGPs para desplazarse a través de los tejidos embrionarios por emision de
pseudopodos, lamelipodios o filopodios. Se han propuesto tres mecanismos para
explicar la direccionalidad del desplazamiento de las células germinales

primordiales (Villalpando, 2001):

El primero seria por un gradiente de concentracion de algun factor secretado por
las células del epitelio celobmico situado en la regidn urogenital. En este caso se
guiarian por un proceso de quimiotaxis, de manera que al pasar por la region
urogenital atraviesan la pared de los vasos sanguineos para dirigirse hacia el
epitelio celémico. Actualmente se sabe que un posible factor quimiotactico seria el
factor de crecimiento transformante B . El segundo mecanismo posible es el
denominado “guia por contacto”, que implica la existencia de receptores

especificos en la superficie de las células germinales primordiales, capaces de
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adherirse colectivamente a moléculas presentes en la superficie de las células
mesenquimaticas y en la matriz extracelular. El tercer mecanismo propuesto se
refiere a la organizacion topografica de las células somaticas del embrion en el
momento del desplazamiento de las CGPs. Aqui las primeras, junto con los
componentes estructurales de la matriz extracelular, estarian dispuestas en tal
forma que las CGPs no podrian salirse del “tunel” que fisicamente las dirigiria

hacia la cresta genital (Merchant, 1993).

Intestino Intestino

Posterior Cresta

anterior
— .. Alantoides genital .
5 ) Intestino

e f/ Posterior -}
E ~  Celulas ‘

germinales
\ primordiales

. Cresta

'f} . genital
o

Corazén =~

- " Mesonefros
s Cloaca
Saco
A Vitelino

Fig.1. A. Embrién de 9-12 dias de gestacion. B. Camino que siguen las células germinales

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

1.2 Etapa de gdénada indiferenciada

Poco antes de la llegada de las CGPs y durante su arribo, el epitelio de la cresta
genital prolifera y las células epiteliales penetran en el mesénquima subyacente.
Aqui se forman varios cordones irregulares, que caracterizan a la gonada

indiferenciada (Sadler, 2004). Esta etapa se observa en el ratén a los 11y 11.5
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d.g., hasta este momento del desarrollo gonadal es imposible diferenciar entre la

gonada masculina y femenina (Villalpando, 2001).

Posteriormente, las CGPs alcanzan la region de la cresta genital, donde son
rodeadas por células mesenquimaticas y mesoteliales con las que se asocian
estrechamente, formando el primordio gonadal. En esta region se lleva a cabo una
diferenciacion tisular que antecede a la diferenciacion de este 6rgano. Las células
somaticas del primordio gonadal son de origen mesodérmico y son de tres tipos:
mesenquimaticas, mesoteliales y endoteliales. Los dos primeros tipos celulares
inician una gran actividad proliferativa al llegar las CGPs, de manera que forman
un agregado compacto que se denomina “blastema gonadal”’. Posteriormente, se
inicia el depdsito de una delgada lamina basal entre las células del primordio
gonadal, que gradualmente lleva a la formacion de los cordones sexuales de tipo
epitelial (Merchant, 1993). Conforme los cordones sexuales se diferencian, se
separan del epitelio superficial mediante una densa capa de tejido conectivo
llamada tunica albuginea. Las porciones mas profundas de los cordones sexuales
testiculares estan en contacto con las formaciones quinta a duodécima de las
nefronas mesoénéfricas (Carlson, 2004). Hacia el hilio de la glandula, los cordones
se disgregan en una red de diminutos filamentos celulares que ulteriormente daran
origen a los tubulos de la red de Haller o rete testis. Durante el desarrollo ulterior,
una capa compacta de tejido conectivo fibroso, la tunica albuginea, separan a los
cordones del testiculo del epitelio superficial. En este mismo tiempo comienzan a

formarse los conductos paramesonéfricos o de Mdaller, que aparecen
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inmediatamente laterales a los conductos mesonéfricos en ambos sexos (Sadler,

2004).

Células
mesenguimaticas

“asos

Cardones .
sanguineos

sexuales

Epitelio
Celdmico

Fig. 2. Génada indiferenciada de raton 11.5 d.g. (Merchant , 1993).

1.3Determinacién sexual del testiculo

En los mamiferos, la primera manifestacion estructural de la diferenciacion se
detecta en la goénada de los machos. En el raton, esta etapa ocurre entre los 12 y
13.5 d.g (Villalpando, 2001). Lo primero que se observa, es una separacion de los
cordones sexuales del epitelio superficial de la gonada derivada del mesotelio . El
traslado de los cordones sexuales a la regidn medular de la génada, es un
movimiento morfogenético que implica cambios en la adhesividad de las células
epiteliales (Merchant, 1993). Debido al arreglo topografico celular de los cordones
sexuales en la zona central del testiculo, éstos son llamados ahora, por su

posicion, cordones seminiferos (Villalpando, 2001). Al producirse la regresién del
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mesonefros, algunos tubulos excretores, los tubulos epigenitales, entablan
contacto con la red de Haller y por ultimo forman los conductillos eferentes del
testiculo, los tubulos paragenitales, no se unen con los cordones de la red de
Haller. En conjunto, los vestigios de estos conductillos se denominan paradidimo.
Los conductos mesonéfricos persisten, excepto por su porcion mas craneal
denominada apéndice del epididimo y forman los conductos genitales principales.
Inmediatamente por debajo de la desembocadura de los conductillos eferentes, los
conductos mesonéfricos se alargan y se arrollan sobre si mismos, lo que da origen
al epididimo. Desde la cola del epididimo hasta la evaginacién de la vesicula
seminal, los conductos mesonéfricos adquieren una gruesa tunica muscular y se
convierten en el conducto deferente. Mas alla de la vesicula seminal reciben el

nombre de conducto eyaculador (Sadler, 2004).

Los cordones sexuales testiculares contienen en su interior a las CGPs, que se
diferenciaran de proespermatogonias, espermatozoides y células de Sertoli,
sintetizadoras de la hormona inhibidora de los conductos de Muller, entre otros
péptidos (Villalpando, 2001). Por otra parte, en el tejido estromatico que rodea a
los cordones seminiferos, se encuentran los siguientes tipos celulares: células
mioides, muy cercanas a la lamina basal envolviendo a los cordones; vasos
sanguineos; fibroblastos y las células de Leydig (Merchant, 1993). Posteriormente,
estas células sufren una regresion progresiva, de manera que en los ultimos dias
de la gestacion los testiculos fetales poseen un tejido intersticial formado por un
mesénquima laxo, capilares sanguineos y algunos grupos de células de Leydig

poco diferenciadas. Estas células desaparecen completamente durante los
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primeros dias después del nacimiento debido a la desaparicion de las

gonadotropinas provenientes de la placenta (Merchant, 1993).

Gonacda

- ) Mesonefros
Indiferenciada

Conducto mesonéfrico
de Wolff

Conducto paramesaonéfrico
de holler

Seno urogenital

Metanefros

Ezbozo del cuerpo utering

Fig. 3. Conductos de Miiller y de Wolf, (Moore , 1999).

1.4 Genes que regulan la diferenciacion sexual masculina
El principal factor determinante de la diferenciacion testicular, es el denominado
SRY/Sry en el humano y en otras especies de vertebrados, respectivamente. Este
se localiza en la region llamada pseudoautosomal, situada arriba del brazo corto
del cromosoma Y en los mamiferos. El gen Sry, en ratéon, se encuentra presente
en una sola copia de los individuos masculinos, y esta constituido por un dominio
central denominado caja HMG. Ademas, se ha visto que Sry requiere de la
interaccion con otros genes localizados en autosomas para dirigir la diferenciacion
testicular completa. Se han identificado varios genes en el ratbn Mus musculus
(fig. 4) ademas del denominado Tda-1 (Testicular determining autosomal 1), el

cual también interactua con los genes autosomales. (Villalpando, 2001).
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Mouse (Mus musculus)

Soxd

Fig. 4. Diagrama de los perfiles de expresion de los genes criticos para la determinacion sexual

durante la embriogénesis en raton Mus musculus (Yao y Capel, 2005).

Gen | Sexo Funcién

Sry M Participa en la diferenciacion del testiculo

Wwit1 MF Establecimiento de gonadas e higado. Posible regulador del Sry

Sox9 M Diferenciacidon de células de Sertoli y desarrollo del Testiculo
MIS M Regresion de los conductos de Muller
Dhh M Desarrollo de células germinales
Fgrf9 M Proliferacion en testiculo
DMrt1 M Mantiene a los tubos seminiferos después del nacimiento
Igf1 MF Participa en la proliferacion, diferenciacion y produccion de

esteroides

Tabla 1. Genes que participan en el desarrollo gonadal. (Tilman y Capel, 2002)
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2. CELULAS DE LEYDIG

Las células intersticiales de Leydig se desarrollan a partir del mesénquima original
de la cresta gonadal, poco después de iniciada la diferenciacion de los cordones
testiculares, y se encuentran localizadas en ellos (Sadler, 2004). Dos diferentes
poblaciones, morfolégica y funcionalmente, pueden ser reconocidas en el testiculo
de roedor a distinta edad: células de Leydig fetales y células de Leydig adultas
(Haider, 2004). Las células de Leydig fungen dos principales funciones: son el sitio
de produccién de testosterona, y de la interaccién paracrina con los tubulos
seminiferos adyacentes; e influencia del proceso de espermatogénesis en las

células de Sertoli (Norman, 1997).

La produccién y secrecion de testosterona de estas células esta bajo control de la
hormona luteinizante (LH) en adultos machos y por gonadotropina corionica en el
desarrollo fetal masculino. La LH es una gonadotropina liberada por la glandula
hipdfisis anterior, se une a su receptor de LH en las células de Leydig y activa la
adenilato ciclasa para formar monofosfato de adenosina ciclica (cCAMP). La
activacién de las proteinas cinasas en las células de Leydig por cAMP induce
estereasas de colesterol inactivas para que se tornen activas y biotransformen el
colesterol libre de las pequefias gotas lipidicas intracelulares para que se lleve a

cabo la sintesis de andrégenos (Gaetner y Hiatt, 2002).

3. INSULINA
La insulina es una hormona anabdlica, reguladora del combustible celular, asi

como de la distribucién del flujo de sustratos a través de las células blanco. Esto
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es llevado a cabo mediante la actividad de los transportadores de membrana,
actividad enzimatica intracelular y la expresion de una variedad de genes que
codifican ciertas proteinas para el optimo paso y almacenamiento de sustratos
circulantes. Estos cambios celulares ocurren cuando la insulina se une a su
receptor. De igual forma esta unidén provoca varios cambios intracelulares, que le
confieren a la insulina diversas funciones metabdlicas, tal como la estimulacién de
sintesis de ADN, proteinas, glucogeno vy lipidos. Por lo que esta proteina es
considerada como un potente factor de crecimiento (Avruch,1998). La gonada es
un organo, en el cual la insulina podria ejercer su accion como factor de
crecimiento. Estudios realizados en raton XY mutado en sus receptores de la
familia de tirosina cinasa, como el de la insulina, desarrollo ovarios con un
completo fenotipo femenino, observando reduccion en la expresion del gen Sry y
del marcador Sox9, indican que las rutas de senales de la insulina es requerida
para la determinacién sexual masculina (Nef y col, 2003).
3.1 Estructura y biosintesis de la insulina

La insulina es una hormona con caracteristicas proteicas, compuesta de 51
aminoacidos arreglados en dos cadenas denominadas A y B unidas por dos
puentes disulfuro, con un peso molecular de 5.8 kDa. Esta molécula es
sintetizada, en los ribosomas del RER, por las células B del pancreas, en
respuesta al incremento en los niveles de glucosa, en forma de un precursor,
llamado prepoinsulina de 109 aminoécidos. Esta, al perder 23 aminoéacidos de la
secuencia lider, se convierte a proinsulina, que esta compuesta por 86

aminoacidos, de los cuales los residuos 1 al 32 corresponden a la cadena B y los

19



del 64 al 86 a la cadena A. Esta ultima contiene un puente disulfuro interno entre
los residuos 71 y 76. Los residuos 33 al 64 en la molécula de proinsulina, los
cuales enlazan las cadenas A y B, son los referidos como los conectores del
péptido C. Este péptido es separado dentro de las células  del resto de la
molécula por una hendidura proteolitica durante el proceso asociado con la
maduracién de la hormona y se acumulan en granulos secretorios. Estos son
liberados con participacion de Ca®* (Pimentel, 1994). De igual forma, diversas
moléculas, como AMPc, la proteina cinasa C y acetilcolcolina, pueden actuar
como mediadores involucrados en la liberacion de la hormona. También existen
moléculas, como la somatostatina, que es sintetizada dentro de los islotes y actua
de una manera paracrina como regulador negativo de la secrecion de insulina

(Zawalich y col,1989).

Fig. 5. Estructura de la insulina (Andrew, 1992).
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3.2 Organizacion del gen y ubicacion
El gen de la insulina se localiza sobre el brazo corto del cromosoma 11 humano,
en la region conocida como 11p14.1. El gen esta compuesto de dos exones y dos
intrones y se encuentran asociado con elementos cortos de la familia Alu (menor a
400 pb) esparcido en secuencias repetidas de ADN (Pimentel, 1994). El gen
consta de tres exones y dos intrones, el exon 1 se localiza en la region 5" no
traducible del gen. El segundo exon contiene la secuencia coficadora de la sefal
peptidica, la cadena B y parte del péptido C. Mientras que el exon 3 codifica el
resto del péptido C, la cadena A, y la secuencia 3" no traducible. El intrén 1 es
siempre mas corto que el 2, y el intron 1 se localiza en la regién 5" no traducible,
mientras que el intron 2 interrumpe el gen entre los primeros y segundos

nucleodtidos del codéon para el aminoacido 7 del péptido C (Ashcroft y col, 1992).

En otras especies como raton, rata, y tres especies de peces, existen dos genes
estructurales que codifican para insulina. Los genes |y Il estan localizados en el
cromosoma 1 (Todd y col, 1985). EI gen | de preproinsulina contiene un solo

intron (Soares y col, 1985).

U PBC CAU
IVS-1 IVS-2 g:l
/
E1 E2 E3

Fig. 6. estructura del gen, humano, de la insulina (modificado de Clark y Docherty, 1992).
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3.3 El receptor de insulina
El receptor de insulina se clasifica dentro de aquellos receptores con actividad de
tirosina cinasas debido a que fosforilan residuos de serina y tirosina en las
proteinas. Se expresa en la superficie de la membrana celular. Es una proteina
heterotetramera de 350 kDa, y esta compuesto por dos subunidades a de 135 kDa
y dos subunidades 3 de 95 kda, unidos por grupos sulfhidrilos. La subunidad a, de
719 6 731 aminoacidos, que se encuentra en la parte externa de la membrana,
comprende la porcidon amino terminal del precursor y contiene el dominio de union
a la insulina. La subunidad B, de 620 aminoacidos, corresponde a la porcion del
carboxilo terminal del precursor, incluyendo un dominio extracelular de 194
aminoacidos, un dominio transmembranal de 23 aminoacidos, y un dominio
citoplasmatico de 403 aminoacidos con los elementos estructurales requeridos

para la actividad cinasa (Pimentel, 1994).

"1 Zona de union a insulina
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Fig. 7. Estructura del receptor de insulina ( Tomado de Urlich, 1985).
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3.4 Formacion y fosforilacion del complejo insulina-receptor
El primer evento especifico de la formacién del complejo es la unién de la insulina
a las cadenas a del receptor. La interaccion de la insulina provoca un cambio
conformacional en las cadenas o y la autofosforilacion de las cadenas 3 (Cruz y
col, 2001). Las tirosinas en la posicion 1158, 1162 y 1163 son esenciales como
mediadores de la actividad cinasa, las tirosinas 960 como sitio de regulacion y la
tirosina 972 para el anclaje y fosforilacion del sustrato del receptor de insulina
(IRS). Asimismo, dentro de esa region del receptor se encuentran las tirosinas
1328 y 1334 que sirven para activar a otras proteinas involucradas en la
proliferacion celular. Las tirosinas 1146, 1150 y 1151 participan en la
internalizacion dependiente del ligando receptor (Cruz y col, 2001). También
existen otros sitos de fosforilacion, que son serina y treonina. Se ha observado
fosforilacién sobre Thr-1348 en células de simio, asi como Ser-1305y Ser 1306 en

esta misma linea celular (Tavaré y col, 1988).

3.4.1 Sustrato del receptor de la insulina
Después de la autofosforilacion del receptor, se inicia la activacion de las tirosinas
de los IRSs. Se han identificado 11 sustratos intracelulares de IR con actividad
cinasa. Seis de estos pertenecen a la familia de las proteinas IRS, denominados
IRS1-6, siendo el IRS1 e IRS2 ampliamente distribuidos, mientras que el IRS3
esta limitado a adipositos y cerebro, y el IRS4 se expresa principalmente en tejido
o lineas celulares embrionarias. Las proteinas IRS tienen un dominio homélogo a

pleckstrina y un dominio de fosfotirosina cerca del amino terminal que le confiere
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alta afinidad por el IR. El carboxilo central y terminal del IRS contienen mas de 20
sitios potenciales de fosforilacion que, después de la fosforilacién por el IR, se
unen a moléculas intracelulares que contienen dominios SH2. Estudios han
demostrado que las proteinas SH2 que se unen a los IRS son moléculas
adaptadoras, como la subunidad reguladora de PI3K, o la molécula adaptadora
Grb2, la cual se asocia con la actividad de la via Ras-MAPK. Otro tipo de
proteinas que se unen al IRS son enzimas, como la tirosina fosfatasas con
dominio SH2 (SHP2), y tirosinas cinasas citoplasmaticas como Fyn. También
existen algunas proteinas que se unen al IRS que no contienen dominio SH2,
como la calcio ATPasa SERCA1 y 2. Interesantemente, SHP2, el cual se une al
IRS sobre dos residuos de fosfotirosina en el carboxilo terminal, desfosforila la otra
fosfotirosina que media la unién de PI3K y Grb2. IRS también sufre fosforilacion
sobre sitios de serina en respuesta a insulina. Hay alrededor de 70 sitios
potenciales de fosforilacion en IRS, y en general, estas fosforilaciones de serina
confieren regulacion negativa en las senales del IRS, anque este mecanismo aun
no esta claro. Todas estas fosforilaciones sobre las proteinas IRS estan ligadas a
la activacion de dos vias principales de sefializacién: la fosfatidilinositol 3-cinasa
(PI-3K.AKT/proteina cinasa B), la cual es responsable de muchas de las acciones
metabdlicas como la participan en la regulacién de triglicéridos, en mitosis, en los
procesos de diferenciacién, sintesis y degradacion de carbohidratos, lipidos vy
proteinas, organizacion del citoesqueleto, sefalizacion membranal y el transporte
de glucosa mediada por insulina; y la via Ras-MAPK, la cual regula la expresion
de ciertos genes y coopera con la via PI-3K en el control de crecimiento y

diferenciacion celular (Taniguchi y col, 2006).
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3.5 Mecanismo transduccionales de la accién de la insulina.

3.5.1 Sistema adenilatociclasa
La precisa participacion de la adenilato cilcasa en el mecanismo de accion de la
insulina es poco entendido. Ambas rutas de AMPc-dependiente y AMPc-no
dependiente estan involucradas en el mecanismo de accion de la insulina como
blanco de células de tejido adiposo. En estas células, la lipdlisis es promovida por
agentes que incrementan la concentracion intracelular de AMPc y son
antagonizada por agentes que decrementan la sintesis y/o incrementan la
degradacion de AMPc. La insulina es un potente inhibidor de la lipdlisis, y esta
accion puede ser mediada por la serina proteina cinasa que cataliza la

fosforilacién y activacién de la AMPc fosfodiesterasa (Gabbay y Lardig, 1987).

3.6 Mecanismos postransduccionales de la accioén de la insulina
La acciéon metabdlica de la insulina no depende unicamente del transporte de
glucosa hacia el interior de la célula, pero un importante blanco de la actividad
tirosina cinasa del receptor es el transporte de glucosa. Dos tipos de
transportadores de se han identificado, la familia de GLUT y los transportadores
de Na® dependientes de glucosa. Se reconocen 12 subtipos de transportadores de
la familia GLUT. Estos a su ves se dividen en tres subfamilias, nombradas clase |
(GLUT 1-4), clase Il (GLUT 5, 7, 9, 11), y clase Ill (GLUT 6, 8, 10, 12). GLUT-1 se
expresa en muchas células, particularmente en eritrocitos; GLUT-2 es
predominantemente expresado en higado y pancreas; GLUT-3 en células
neuronales; GLUT-4 en musculo, corazon y tejido adiposo; GLUT-5 en intestino y

pulmén; GLUT-6 predominantemente en cerebro y leucocitos periféricos; GLUT-8
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en testiculos adultos; GLUT-9 en higado y pulmén; GLUT-10 en higado y
pancreas; GLUT-11 en corazén y musculo esquelético (Chen y Nagpal, 2003).
También se ha detectado GLUT-3 en placenta; GLUT-2 y GLUT-3 en testiculo de
raton y rata (Kokk y col, 2004). En ausencia de insulina, alrededor del 90% de los
transportadores GLUT se encuentran secuestrados intracelularmente en vesiculas
que son llevadas hacia la membrana plasmatica por la activacion previa del
complejo proteico Pl 3-cinasa, las proteinas PKB/Akt, la PKC y la cinasa JNK. Asi
la glucosa podra ser introducida al interior de la célula, donde sera metabolizada y

empleada en diversos procesos celulares (Cruz y col, 2001).

3.6.1 Efectos de la insulina sobre proliferacion y diferenciacién celular
La accion de la insulina es fuertemente asociada con la iniciacion de la sintesis de
ADN en diferentes tipos de células y tejidos. La presencia de insulina es requerida
para un 6ptimo crecimiento y desarrollo de algunos tejidos in vivo, especialmente
tejidos fetales, como génada. Estudios hechos en testiculo embrionario de pollo se
observo este efecto. También estudios han revelado que la insulina tiene cierto
efecto sobre la sintesis de la hormona sexual testosterona, aunque el mecanismo

por el cual esto se lleva a cabo, aun no se conoce (Bobes y col, 2001).
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4. ESTEROIDES

4.1 Biosintesis
Los principales tejidos encargados de la sintesis de esteroides son la corteza
adrenal, ovarios y testiculos. También durante la prefiez, la placenta puede servir
como un reservorio de estrogenos y otras hormonas. Seis enzimas P450 (tabla 2)
son asociadas con la produccion de hormonas esteroideas, que a su vez depende

de una estimulacion especifica por parte de la célula de origen (Norman, 1997).

4.2 Andrégenos
Los andrégenos son todos aquellos esteroides que induce la diferenciacion vy
maduracién del érgano reproductor masculino, el desarrollo de las caracteristicas
sexuales secundarias y en las manifestaciones conductuales en el papel
masculino de la reproduccion. Son producidos por machos en los testiculos, y por
hembras en los ovarios y placenta. Presentan el mismo anillo de esterano, al igual
que los demas esteroides, pero se caracterizan por la presencia de 19 carbonos
en su estructura y por la ausencia de una cadena de dos carbonos sobre el
carbono 17 y la presencia de un oxigeno funcional sobre el carbono 3 y 17. Se
conocen dos rutas metabdlicas generales para la sintesis de andrégenos, que van
desde la pregnenolona hasta la testosterona, las vias A® y A* . Esteroides
intermediarios de la via- A° pueden ser convertidos al correspondiente esteroide
de la via-A* por oxidacion del 3p-hidroxil a cetona por la 3B-esteroide

dehidrogenasa, seguido por la migracion de un doble enlace del Cs al C4.5 por la
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A5, A* —isomerasa (Norman, 1997). El colesterol es el sustrato de la sintesis de
todas las hormonas esteroides, este es transportado de los depdsitos celulares al
interior de la membrana mitocondrial por una proteina cinasa A. Se sabe de dos
proteinas transportadoras envueltas en el transporte del colesterol hacia la
membrana mitocondrial: la proteina reguladora aguda esteroideogénica (StAR) y
el receptor periférico tipo benzodiacepina (PBR). Existe una dinamica de
interaccion proteina-proteina entre estas dos proteinas y la proteina cinasa A para
el adecuado transporte del colesterol, sin embargo el mecanismo por el cual se

lleva acabo aun no se sabe (Haider, 2004).

4.3 Testosterona
Los dos androgenos mas importantes son la testosterona y la 5a
dihidrotestosterona, por lo que su biosintesis sigue las dos rutas anteriormente
mencionadas. En roedores la via A* es la que predomina. Esta hormona es
necesaria para el funcionamiento normal de las vesiculas seminales, la prostata y
las glandulas bulbouretrales, asi como para la aparicion y conservacion de las
caracteristicas sexuales secundarias masculinas. La molécula es metabolizada en
el higado en dos compuestos 17-ceto, androtestosterona y etiocolanolona, los
cuales son conjugadas a su respectivo acido glucordnico o sulfato, que son

solubles en agua y excretados en orina (Norman, 1997).

La forma hormonalmente activa de la testosterona en machos es la 5a-

dihidrotestosterona (5a-DTH). Existen evidencias de la producciéon de 5a-DTH por
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testiculos, piel y glandulas submaxiliares, pero es formada especialmente en
blancos glandulares como la prostata. La enzima responsable para la conversion
de testosterona a dihidrotestosterona es un ana A®-cetosteroide-5a-

oxidoreductasa que requiere NADPH como cofactor (Norman, 1997).

ACE@/\T ; :QJO
HO 20350

Colesteral OHEA-sulfata
CH3 ?H3
tl, o =0 0
3 1| CHH 4 5
— —— —
HO HO HO HO
Pregnenolona 17a.-Hidrox- Dehidroepiandros-  Androst-5-ene
pregnenclona terona (DHEA) AR, 17R- dial
12 2 l 2 1 2
CH3 CHy
| |
=0 C=0 0 oH Q
10H
— —- i
0 o o 0 " ™R
Progesterona 1 7o -Hidroxi- Androst-4d-ene Testosterona So-Oihidrotestosterona
progesterona 3, 17-diona (DHT)

Fig. 8. Ruta de biosintesis de testosterona (Norman A, 1997).
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Reaccion Nombre de la enzima Localizaciéon subcelular
1 Desmolasa Mitocondria
2 3p- Esteroide Reticulo Endoplasmico
deshidrogenasa/ A°, A*-
isomerasa
17a-Hidroxilasa Reticulo Endoplasmico
C-17 — C-20 Liasa Reticulo Endoplasmico
5 17-cetoesteroide Reticulo Endoplasmico
reductasa
6 5a-Reductasa Membrana Nuclear

Tabla 2. Enzimas participantes en la biosintesis de la testosterona (Norman A, 1997).
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lIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

La insulina es una proteina que regula la homeostasis del organismo de los
mamiferos a través de diversas funciones metabdlicas. Ademas, la insulina
participa en la proliferaciéon de distintos tipos de células como fibroblastos en
cultivo (Mukherjee y col, 1999) y en testiculo embrionario de pollo (Bobes y col,
2001). Sin embargo, la funciéon de esta proteina no se ha determinado en las
células de Leydig, encargadas de la produccion de hormonas sexuales, en la fase
embrionaria, durante la etapa que ocurre la diferenciacién testicular y a lo largo del
desarrollo embrionario del testiculo. Asimismo, el efecto de la insulina sobre la
sintesis de testosterona s ha sido estudiado en el humano (Kristiansen y col,
1997), rata (Lin y col, 1986) y pollo (Bobes y col, 2001), pero en el testiculo del
raton en la etapa embrionaria no se ha descrito hasta el momento.
Hipotesis
1. La administracion de insulina enddégena induciria la proliferacion de las
células de Leydig del raton Mus musculus en la etapa prenatal.
2. De igual forma esta proteina regularia, positiva o negativamente la
produccion de testosterona del testiculo embrionario del raton Mus

musculus.
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IV. OBJETIVOS

1.

Evaluar el efecto de la insulina en las células de Leydig durante el
desarrollo testicular, a los 14 d. g. (etapa de crecimiento ), 16 d. g.
(etapa fetal) y 18 d. g. (etapa perinatal) del raton Mus musculus, cepa
CD 1.

Determinar si la insulina regula positiva o negativamente la produccion

de testosterona durante el desarrollo testicular del ratéon, en la misma

cepa, en las etapas antes mencionadas.
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V. MATERIAL Y METODOS

a) Material biolégico
Se utilizaron ratones hembras 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
47% de humedad relativa en el Bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM. Los animales mantuvieron una dieta con alimento estéril
Harlan Tekland México LM-485 y con agua estéril acidificada.

b) Aislamiento del tejido
Los ratones hembras gestantes fueron sacrificadas por dislocacion cervical a los
14, 16 y 18 d.g., inmediatamente después se realizé una incision abdominal en
forma de “V” para la extraccion de los embriones, los cuales se transfirieron a una
caja de Petri estéril aplicandoseles eutanasia mediante decapitacion.
Posteriormente se separaron los embriones machos y se les extrajeron los
testiculos para su posterior empleo.

c) Purificacion de las células de Leydig
Se aislaron un promedio de 30-40 génadas de cada edad experimental (14, 16 y
18 dg). Se colocaron en tubos Eppendorf y se lavo el tejido 2 veces con PBS
(Apéndice 1) a temperatura ambiente. Se prepard a 4°C una mezcla de 965 pL de
PBS, 10 pL de Colagenasa (0.2 mg/ml) y 20 uL de DNAasa (0.01 mg/ml). Se
incubd durante 3 min. el tejido a 37°C mas 3 min. de disgregacién manual.
Después de este tiempo se agregé 110 pL de Inhibidor de Tripsina al 0.2 %. Se
mezcld para homogeneizar y detener completamente la reaccion y se agregé 390

ML de PBS filtrado. Se centrifugd a 3000 rpm. por 15 min. Se decantd el
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sobrenadante. Se lavd con 500 pL de PBS y se centrifugd a 3000 rpm. por 2 min,
dos veces. Se resuspendieron las células en 1 mL de PBS filtrado. Se dejo
reposar 12 min en una gradilla a temperatura ambiente. Los tubulos que contienen
células de Sertolli se precipitan al fondo y las células de Leydig se mantienen en la
superficie, en el sobrenadante. Este se separd con una pipeta siliconizada y se
centrifugd lo recuperado a 3000 rpm. por 5 min. para la obtencion de las células.
El sobrenadante se decantd, y el botdn, que contiene las células de Leydig se
resuspendio en 500 pL de medio de cultivo suplementado.
d) Conteo de células

Después de la purificacion de la linea celular se realizé el conteo de las células
viables para su cultivo, este se realizé empleando una camara de Neubauer. Para
lo cual se preparo una solucion 1:1 de la suspensioén celular y colorante azul de
Evans al 0.2% (v/v). Se tomaron 10 yL de la suspension celular y 10 pyL del
colorante y se mezclaron perfectamente, después se adicioné un volumen de 10
ML de esta mezcla a la camara. Se contaron las células contenidas en los cuatro
cuadrantes externos de la camara, observandolas en un microscopio optico
modelo Galen Tm Ill. Se calculé el total de células contenidas por mililitro, con la

siguiente ecuacion:

# cel/mL = (#cel en 4 cuadrantes)(2500)(Factor de dilucion)
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e) Cultivo celular
Conociendo el numero de células que hay en un mililitro, se realiz6 el calculo para
obtener un volumen en el cual se tuviera una cantidad de 35, 000 células que
fueron sembradas en cada pozo, para lo cual se emplearon cajas de plastico de
96 pozos (Nuclon). Se realizaron dos grupos por experimento, el control y el
experimental. El primero correspondié a las células de Leydig sembradas en
Medio Esencial Dulbeco Modificado (D'MEM, Apéndice 2) mas el marcador (BrdU)
Bromodeoxy uridina (Roche) en concentracién de 1mg/mL dilucion 1:1000 en
este medio. El segundo grupo correspondié a las células de Leydig sembradas en
medio D'MEM suplementado mas BrdU (1mg/mL) e insulina porcina (Sigma) en
concentracion de 100 mg/mL. El cultivo celular se dejé 24 h a 37 °C con 5% de
CO..

f) Fijacion de las células
Después de 24 horas se retird el medio de cultivo de cada pozo y se guardo para
su posterior uso. Se agreg6 una gota de PBS a cada pozo para eliminar el
exceso de medio. Se retird la gota sacudiendo firmemente. Se agreg6 200 uL del
fijador, glutaraldehido al 0.3% (Apéndice 3) a cada pozo por 10 min. con agitacion
leve. Transcurrido el tiempo se retird el glutaraldehido y se secd cada pozo
sacudiendo firmemente.

dg) Inmunodeteccién
Se lavo cada pozo con 200 pL de PBS a temperatura ambiente por 5 min, dos
veces. Se retird el PBS y se incubd con Solucién bloqueadora de albumina al 5%
(Apéndice 4) durante 1 hora. Después de este tiempo se realizaron tres lavados

con 200 uL de PBS caliente (<80°C) 10 min. cada uno. Posteriormente se incubd
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con anticuerpo primario, 50 pyL de anti-BrdU (elaborado en raton, Roche) en
dilucion 1:10 en buffer de incubacion por 1 hora a TA. Se lavé 3 veces con PBS a
TA por 5 min. Se incub6 con anticuerpo secundario, 50 uL de anti-mouse FITC
(elaborado en cabra de Zymed), en dilucién 1:10 en PBS, en oscuridad por 1 hora
a TA. Finalmente se lavdé con PBS a TA 3 veces. Se secaron los pozos
sacudiendo firmemente. Las cajas fueron cubiertas con papel aluminio y se
mantuvieron a —20°C para su proteccion.
h) Fotografias
Las células marcadas fueron observadas y fotografiadas en un microcopio
invertido de epifluorescencia modelo Zeiss. Posteriormente sobre las fotografias
se realiz6 el conteo de las células, tanto en controles como experimentales.
i) Extraccion de esteroides

Se empleo el medio recuperado del cultivo celular de cada fecha, tanto controles
como experimentales. Se tomo 1mL de este medio y se le agrego 9 mL de éter
etilico (1:10) en tubos de ensayo. Se agitaron en vortex por tres minutos.
Posteriormente las fase acuosa se congela a —60°C, colocando los tubos en hielo
seco con alcohol absoluto, mientras que la fase etérea fue decantada en tubos y
evaporada en bafio maria a 40°C. Posteriormente se lavaron los tubos con 200 pL
de éter resbalandolos por las paredes del tubo, tres veces para bajar y concentrar
los esteroides, evaporando este a bafio maria. Se lavo nuevamente con 100 uL
de éter resbalandolos por las paredes, dos veces, y evaporando a bafio maria.

Finalmente, los tubos que contenian los esteroides concentrados tanto de
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controles como de experimentales fueron lavados con 100 uL de medio de cultivo
que se emplearon para el ensayo de RIA
j) Radioinmunoanalisis (RIA)
En tubos, debidamente etiquetados, se afadieron 50 uL de testosterona, en
concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 y 20.0 ng/mL para la curva
estandar; y 50 uL de las muestras control y experimental a sus respectivos tubos.
Los tubos para union inespecifica se le adiciono 150 uL del estandar de
testosterona de 0 ng/mL Se agrego 500 ulL de testosterona marcada con 1'® a
cada tubo. Posteriormente se afadid 100 uL de anticuerpo anti-testosterona a
cada tubo, excepto al de unién inespecifica. Los tubos se agitaron en vortex y se
incubaron en un bafo a 37°C durante 70 minutos. Terminando el tiempo de
incubacién se anadid 1 mL de reactivo para precipitar, anti-gamaglobulina, a todos
los tubos. Se agité en vortex y se incubd por 15 min. a TA. Se centrifugaron los
tubos durante 20 min. a 3000 rpm. Se decanto todos los tubos y se secaron con
papel absorbente para eliminar toda gota que pudiera estar adherida. Los tubos se
colocaron en un contador gamma OAKFIELD SD12 por un minuto. Los reactivos
que se emplearon pertenecen al Kit Testosterone RIA DSL-4100 (Medidores
médicos e industriales).
k) Analisis estadistico

Los resultados experimentales fueron analizados estadisticamente utilizando la
prueba t — student con un nivel de significancia del 95.0%, (p<0.05) para los
ensayos de proliferacion celular, y del 90.0%, (p<0.1) para el efecto sobre la

sintesis de testosterona, en las edades de 14y 18 d.g.
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VI. RESULTADOS

1. Ensayos de proliferaciéon

Fig.9. Deteccién inmunocitoquimica de las células en division. La flecha indica el nucleo (N)

marcado con BrdU en las células de Leydig. 20X.

a) Etapa de crecimiento
La figura 10 muestra los resultados obtenidos a los 14 d.g. A esta edad se observé
el efecto de la insulina sobre la proliferacién de las células de Leydig. El porcentaje
de proliferacién fue mayor en el grupo tratado con insulina con respecto al grupo
control. Se encontré que hay 47% de proliferacién de las células de Leydig en el
grupo control, mientras que en el grupo experimental el porcentaje fue de 53%.
Las diferencias observadas fueron significativas con la prueba t de student a

p<0.05.
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Fig. 10. Efecto de la insulina sobre la proliferacion en células de Leydig a los 14 d.g. Las barras

muestran la media (n=16) y el error estandar para controles y experimentales. * t-student p<0.05.

b) Etapa fetal
La figura 11 muestra los resultados obtenidos a los 16 d.g. Etapa en la que se
puedo observar el efecto que la insulina tuvo sobre la proliferacién de las células
de Leydig, ya que el porcentaje de proliferacién fue mayor en el grupo tratado con
insulina con respecto al grupo control. Se encontré que se produjo un 41% de
proliferacion para el caso del control, mientras que en el grupo experimental fué de
58%. Las diferencias observadas entre el grupo control y el experimenta fueron

significativas con la prueba t de student a p<0.05.
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Fig.11. Efecto de la insulina sobre la proliferacion en células de Leydig a los 16 d.g. Las barras

muestran la media (n=20) y el error estandar para controles y experimentales. * f-student p<0.05.

c) Etapa perinatal
La figura 12 muestra los resultados obtenidos a los 18 d.g., donde se pudo
observar el efecto de la insulina sobre la proliferacion de las células de Leydig. En
este caso también el porcentaje de proliferacién detectado es mayor en el grupo
tratado con insulina que en el control. Se encontré que el porcentaje de
proliferacion en el grupo control fue de 37%, mientras que en el grupo
experimental fue de 63%. Las diferencias observadas entre el grupo control y el

experimental fueron significativas con la prueba t de student a p<0.05.
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Fig.12. Efecto de la insulina sobre la proliferacion en células de Leydig a los 18 d.g. Las barras

muestran la media (n=20) y el error estandar para controles y experimentales. * t-student p<0.05.
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Fig. 13. Efecto de la insulina sobre la proliferacion de las células de Leydig durante todas las
etapas estudias. Las barras muestran las medias y el error estandar. * Experimental vs control 14
d.g. t-student p<0.05. ** Experimental vs control 16 d.g. t-student p<0.05.

*** Experimental vs control 18 d.g. t-student p<0.05.

2. Sintesis de testosterona
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Fig. 14. Grafico estandar de testosterona.
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Ecuaciéon de la recta empleada para la cuantificacion de testosterona mediante
RIA.
y=-0.047x +1.9013

R?= 0.9062

a) Etapa de crecimiento
La figura 15 muestra los resultados obtenidos de la regulacion de la insulina sobre
la esteroidogénesis a los 14 d.g., en la cual se observé regulacion negativa, ya
que la cantidad de testosterona producida en el grupo tratado con insulina fue
menor a la producida por el grupo control. Se obtuvo una concentracion de 13
ng/mL para en el grupo experimental y 16 ng/mL para el control. Las diferencias
encontradas entre el grupo control y el experimental fueron significativas con la

prueba t de student a p<0.10.
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Fig. 15. Efecto de la insulina sobre la sintesis de testosterona a los 14 dg. Las barras muestran la

media (n=3) y el error estandar para controles y experimentales. * t-student p<0.10.
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b) Etapa fetal
La figura 16 muestra los resultados obtenidos de la regulacion de la insulina sobre
la esteroidogénesis a los 16 d.g., en la cual se observa una regulacion positiva, ya
que la cantidad de testosterona producida en el grupo tratado con insulina fue
mucho mayor a la producida por el control. Se obtuvo una concentraciéon de 32
ng/mL para en el grupo experimental y 22 ng/mL para el control. Las diferencias
encontradas entre el grupo control y el experimental fueron significativas con la

prueba t de student a p<0.05.
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Fig. 16. Efecto de la insulina sobre la sintesis de testosterona a los 16 dg. Las barras muestran

la media (n=3) y el error estandar para controles y experimentales. * t-students p<0.05.

44



c) Etapa perinatal
La figura 17 muestra los resultados obtenidos de la regulacion de la insulina sobre
la esteroidogénesis a los 18 d.g., en la cual se observa una regulacion negativa,
ya que la cantidad de testosterona producida en el grupo tratado con insulina es
menor a la producida por el grupo control. Se obtuvo una concentracion de 15
ng/mL para en el grupo experimental y 26 ng/mL para el control. Las diferencias
encontradas entre el grupo control y el experimental fueron significativas con la

prueba f de student a p<0.10.
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Fig.17. Efecto de la insulina sobre la sintesis de testosterona a los 18 dg. Las barras muestran

la media (n=3) y el error estandar para controles y experimentales. * t-students p<0.10.
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Fig. 18. Efecto de la insulina en la sintesis de testosterona a lo largo de todas las etapas estudias.

Las barras muestran medias y el error estandar. * Experimental vs control 14 d.g. t-student

p<0.10. ** Experimental vs control 16 d.g. f-student p<0.05.

*** Experimental vs control 18 d.g. t-student p<0.10.
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VII. DISCUSION

En el presente trabajo se estudio el efecto de la insulina sobre la proliferacién de
las células de Leydig en cultivo, asi como su participacion en la esteroidogénesis

en el testiculo del raton Mus musculus en la etapa prenatal.

Se sabe que la insulina es la hormona reguladora de la concentracion de glucosa,
pero esta no es su unica funciéon (Cruz y col, 2001). Estudios anteriores
demostraron que esta hormona tiene funciones de regulacion del ciclo celular en
distintos tipos de células in vitro como fibroblastos en cultivo celular (Mukherjee y
col, 199), hepatocitos de rata adulta (Kimura y Ogihara, 1997), células
intersticiales del ovario humano adulto (Duleba A y col, 1998) y testiculo
embrionario de pollo (Bobes y col, 2001). Los resultados obtenidos en este trabajo
apoyan las investigaciones anteriores, debido a que las células de Leydig del
testiculo embrionario de ratébn aumentaron su proliferacion en presencia de
insulina, lo cual fue detectado por la incorporacion del marcador
Bromodeoxiuridina (BrdU) en el nucleo de las células. Los resultados muestran
mayor numero de células marcadas en los grupos experimentales que en los
controles a lo largo de todas las edades estudiadas (14, 16 y 18 d.g.). Se ha
descrito que el receptor de la insulina media la mayoria de las funciones de esta
hormona, a través de la actividad tirosina cinasa, lo cual es desencadenada por la
unién con la proteina que lleva a cabo una serie de fosforilaciones sobre distintos
sitios denominados sustratos de receptor de insulina (IRSs), de los cuales se

conocen alrededor de 11. El IRS-1 e IRS-2 son los que se encuentran
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principalmente presentes en la mayoria de las células y que desencadena
diversas cascadas de sefializacion intracelulares como la via de fosfoinositol-3
cinasa y la via MAPK (Taniguchi y col, 2006). Estas vias activan diversos procesos
metabdlicos como el transporte de glucosa y la division celular. Para la activacion
de la via de las proteinas cinasas con actividad mitogénica (MAPK) es necesario
la fosforilacidon de una pequefna proteina adaptadora denominada Shc, la cual
forma un complejo con el IRS que dispara la actividad de la proteina Ras para la
siguiente activacion de las cascadas de MAPK, via encargada de la proliferacion
celular (Metzler, 2001). Al ser una via altamente conservada, es probable que
también se encuentre presente en las células de Leydig. Ademas, por trabajos
realizados recientemente donde se inhibié a las proteinas cinasas MEK 1y 2,
empleando1,4-diamino-2,3-diacino-1,4-bis[2-aminofeniltio]butadieno y el factor de
crecimiento similar a insulina tipo 1(IGF1) como inductor de la proliferacion, se
observd que la proliferacién de las células de Leydig disminuyé a causa del
inhibidor (Villalpando y col, 2006. Datos sin publicar). El receptor IGF1 es miembro
de la familia de receptores con actividad cinasa, al igual que el de la insulina, por
lo que también, a la unién con la proteina, desencadena aquellas vias de
sefalizacion intracelulares (Hubbard y Till, 2000). Por lo cual se propone que las

células de Leydig emplean la via MAPK para regular su proliferacion.

Observamos que la insulina juega un papel dual en la funcion testicular,
particularmente en la produccién de testosterona. Estudios realizados sobre la
regulacion del metabolismo de esteroides por parte de la insulina en rata adulta

(Lin T y col, 1986) y embriones de pollo (Bobes y col, 2001) muestran una
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regulacion positiva. Nuestros datos apoyan estas observaciones. A los 16 d.g.,
etapa fetal donde el empleo de la testosterona es requerida para diversas
funciones embrionarias, como el mantenimiento de los genitales internos, se
observa una regulacion positiva por la mayor concentracion del andrégeno
detectado en el grupo experimental respecto al grupo control. Estos datos apoyan
la hipotesis planteada de que la insulina regula positivamente la produccion de
testosterona. Con esto se infiere que en la etapa de mayor sintesis de
testosterona durante la gestacion, la insulina participa como uno de los
reguladores positivos para la sintesis de hormona sexuales. EI mecanismo por el

cual la insulina ejerce su efecto de regulacion positiva aun no se ha descrito.

A los 18 d.g., etapa perinatal, se observa una regulacion negativa en la sintesis de
testosterona por la insulina. Este efecto sobre la regulacion puede deberse al
efecto de inhibicién de sintesis de testosterona por altos niveles de expresién de
factores de crecimiento. Por lo que estudios realizados en cultivos de células de
rata, han demostrado que un inhibidor de la esteroidogénesis es el factor de
crecimiento transformante beta (TGF B) (Gautier y col, 1997). Ademas se ha
descrito la presencia de este factor en las células prenatales de Leydig en rata
(Gautier y col, 1997). Considerando lo anterior, podemos elucidar la conservacién
de este factor en el raton y su expresion a esta edad, provocando la inhibicion de

la esteroidogénesis a los 18 d.g.
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En las células embrionarias del testiculo de ratén a los 14 d.g. se observd una
regulacion negativa, ya que las concentraciones obtenidas fueron de 13 ng/mL
para el grupo experimental y 16 ng/mL para el control. Por la falta de respuesta a
esta edad, podriamos elucidar causas posibles. La primera debido a que hay
pocos receptores a insulina expresados en la membrana de las células de Leydig
a esta edad. La presencia de los receptores a insulina en etapa embrionaria se ha
propuesto por estudios realizados, en los que encontraron que la determinacién
testicular requiere de la funcién de la familia de receptores de insulina (Nef y col,
2003). La segunda, aunada con la primera, podria deberse a que, por medio de
los pocos receptores presentes, los efectos por la activacion de las vias
intracelulares del receptor de insulina, desencadenados por esta hormona, estén

totalmente dirigidos a regular la proliferacion celular.

En resumen, los resultado muestran mayor proliferacion celular en los grupos
tratados con insulina en todas las etapas estudiadas, con esto se acepta la primer
hipotesis propuesta. También nuestros resultado muestran que en el raton la
insulina puede regular positiva o negativamente la esteroidogénesis, por lo que la

segunda hipétesis planteada también se acepta.
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VIIl. CONCLUSIONES
e La insulina es inductor de la proliferacion de las células de Leydig durante
las etapas estudiadas, 14, 16 y 18 d.g. del raton Mus musculus in vitro.

e Lainsulina ejerce regulacion tanto positiva como negativa en la sintesis de

testosterona en la etapa prenatal del raton Mus musculus.
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X. APENDICE

1. Solucién PBS (1:10)
Para 100 mL

e 10 mL de PBS 10X (Gibco)
e 90 mL Agua bidestilada

2. Medio D’MEM suplementado
e Albumina 0.1%
e Bicarbonato de sodio 7.5%
e L-glutamina 200 mM
¢ Penicilina G-sodica con sulfato de estreptomicina 5 000 U/ug/mL

e Piruvato de sodio 11mg/mL

Amortiguador HEPES 250 mM
3. Glutaraldehido al 0.3% (fijador)
Para 10 mL
e 125 pL de glutaraldehido al 25% (Merck)
e cbp 10 mL de PBS.
4. Solucién bloqueadora de albumina al 5%

Para 10 mL
e 9870 puL de PBS
e 0.5 gde Albumina Sérica Bovina

e 100 uL de Gelatina
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