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NO TE SALVES

No te quedes inmovil
al borde del camino
no congeles el jubilo
no quieras con desgana
no te salves ahora
ni nunca
no te salves
no te llenes de calma

no reserves del mundo

sOlo un rincon tranquilo
no dejes caer los parpados

pesados como juicios

no te quedes sin labios
no te duermas sin suefo
no te pienses sin sangre
no te juzgues sin tiempo

pero si
pese a todo
no puedes evitarlo
y congelas el jubilo
y quieres con desgana

y te salvas ahora
y te llenas de calma
y reservas del mundo
sélo un rincon tranquilo
y dejas caer los parpados
pesados como juicios
y te secas sin labios
y te duermes sin suefio
y te piensas sin sangre
y te juzgas sin tiempo
y te quedas inmovil
al borde del camino
y te salvas
entonces
no te quedes conmigo

Mario Benedetti
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l.- RESUMEN

En los mamiferos la insulina es la hormona anabdlica mas importante
para el organismo, participa regulando el metabolismo de glucosa y la division
celular entre otras funciones en el adulto. Esta hormona esta formada por dos
cadenas de aminoacidos denominadas cadena A y B unidas por puentes
disulfuro. La accion de la insulina se lleva a cabo a través de la union a su
receptor perteneciente a una subfamilia de receptores con actividad de
tirosina-cinasa; la presencia del receptor a insulina no se ha descrito en las
células testiculares. Estudios realizados por Nef y col (2003) indican que la
presencia de insulina es importante para la determinacion del sexo gonadal. El
objetivo del presente estudio fue determinar la expresion del receptor a insulina
en las células embrionarias de Sertoli del ratbn Mus musculus cepa CD1 a los
16 y 17 dias de gestacion (d.g.). Se obtuvieron los embriones, se les extrajeron
los testiculos y se formaron grupos de 30 a 40 génadas. Se disgregaron las
gonadas masculinas manualmente con 0.1% de tripsina, y se inhibié su
actividad con un inhibidor. Las células se enjuagaron con PBS, se centrifugaron
y resuspendieron en Medio Eagle Modificado Dulbecco (D’'MEM) y se dejaron
reposar 15 min. Se separaron las células de Sertoli, que precipitan y las células
de Leydig, las cuales se mantienen en la superficie. Las células de Leydig y
Sertoli aisladas se dividieron en dos grupos, el primero se emple6 para realizar
un Western-blot y el segundo para Inmunocitoquimica. En el primero las células
se sembraron en medio D'MEM vy se incubaron 24 horas a 37°C con 5% de
CO,, se lavaron y se recuperaron. Se determiné el contenido de proteina total

en cada tipo celular por el método de mini-Bradford.



El receptor de insulina se analizé en geles de acrilamida al 10%, se
realizd una transferencia a una membrana de nitrocelulosa y se realizdé un
Western-blot. La otra parte se sembré en cajas de cultivo de 20 pozos, con
medio de cultivo D’MEM y 10% de Suero bovino Fetal y se incub6 24 horas a
37°C con 5% de CO2. Posteriormente las células se lavaron y fijaron con
metanol absoluto para llevar a cabo la Inmunocitoquimica. EI Western-blot
confirmd la presencia del receptor a insulina en las células de Sertoli. Se
observo que la subunidad B1 del receptor, posee un peso molecular de 46.6
kDa. La Inmunocitoquimica mostré que el receptor a insulina se expresa en las

células de Sertoli y Leydig en el testiculo fetal del raton Mus musculus.



Il.- INTRODUCCION

1.- DESARROLLO GONADAL

Las gonadas (ovarios y testiculos), en los adultos, son érganos que
tienen dos funciones de suma importancia, se encargan de elaborar y secretar
diversos factores de crecimiento y hormonales involucrados en la regulacion en
las funciones reproductoras del organismo adulto. En los ovarios y testiculos se
lleva a cabo la proliferacion, diferenciacion y maduracién de los gametos
(Merchant, 1991). Las dos primeras fases son comunes a las hembras y
machos, de manera que en ambos sexos se establecen estructuras idénticas a
partir de las cuales se formaran los 6rganos reproductores correspondientes a
cada sexo, la gonada indiferenciada dependiendo del sexo genético se
transformara en testiculo u ovario (Merchant y Moreno, 2003). Se sabe que el
ovario produce solo gametos X, mientras que el testiculo desarrolla
espermatozoides X o Y. De tal forma que durante la fertilizacién se generan
individuos XX (hembras) o XY (machos); dando origen al sexo genético de los
individuos. Si el ovocito es fertilizado por un espermatozoide portador de un
cromosoma X se diferenciara como un individuo femenino y si es fertilizado por
un espermatozoide Y generara un individuo masculino (Villalpando, 2000). La
presencia del cromosoma Y potencia la pronta diferenciacion morfoloégica y

actividad secretora del testiculo.



a) Cresta Genital

Durante el desarrollo gonadal de los mamiferos en la fase embrionaria
participan dos tipos celulares, las células somaticas y las células germinales
primordiales (CGPs), estas tienen un origen extraembrionario, se observan por
primera vez en el endodermo del saco vitelino cerca del alantoides a los 7.5
dias de gestacion (d.g) en ratones. En los mamiferos se han podido identificar
en el endodermo del saco vitelino (membrana extraembrionaria) debido a sus
caracteristicas morfolégicas, histoquimicas y estructurales. Estas células
migran desde su sitio de origen hasta la regidn urogenital del embrion donde se
formaran las gonadas, es decir el futuro ovario o testiculo (Merchant y Moreno,
2003). La fase de cresta genital se reconoce de los 9.5 a los 10.5 d.g en
ratones (Villalpando, 2000). Para llegar a las crestas las CGPs se desplazan
por dos tipos de movimientos: pasivo y activo. En el primero hay un
desplazamiento pasivo en el que las CGPs son trasladadas desde el
endodermo y el mesénquima (vecino del saco vitelino y de los alantoides) por
un crecimiento diferencial del embrién, el saco vitelino crece y es invaginado
hacia el interior del embrion para formar parte del intestino primitivo posterior.
En el segundo movimiento esta implicada la capacidad motriz de las CGPs en
la cual las células se desplazan por medio de pseudopodos, lamelipodios y
filipodios secretando enzimas proteoliticas que rompen la lamina basal del
intestino y continlan su desplazamiento hacia las futuras crestas genitales a

través de las células mesenquimaticas (Fig.1).
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Fig.1. A. Embrion de 9-12 dias de gestacion. B. Desplazamiento de las células
germinales primordiales desde el intestino posterior hacia la cresta genital,

(Sadler, 2004).

Las CGPs continuan su migracion hacia las crestas genitales, para lo
cual se han propuesto tres mecanismos, ninguno de los cuales se ha
demostrado hasta la fecha:

a) Gradiente de concentracién. En este caso las CGPs se guian por un
factor secretado por las células del epitelio celémico situado en la regidn
urogenital a través de quimiotaxis. Actualmente se sabe que un posible factor
quimiotactico seria el factor de crecimiento transformante-f3 (Merchant, 1991).

b) Guia por contacto. Implica la existencia de receptores especificos en
la superficie de las CGPs que se adhieren a moléculas presentes en la
superficie de las células mesenquimaticas y en la matriz extracelular (Merchant,

1991).



c) Organizacion topografica. Se refiere a la posicion de las células
somaticas del embrién en el momento del desplazamiento de las CGPs, su
disposicion en la matriz extracelular las dirige directamente hacia la cresta
genital, la cual esta formada por una capa de células epiteliales (Merchant,
1991).

En la region urogenital existen diversos tipos de células somaticas de origen
mesodérmico, aun antes de que lleguen las CGPs, como las células

mesoteliales, mesenquimaticas, mesonefrénicas y endoteliales.

Cm

™

Celm

Epc

Fig. 2. Esquema de la cresta genital de un embrién de 9.5 d. g. Se muestran los
diferentes tipos celulares que participaran durante el desarrollo de la gdnada
indiferenciada. Estas células son: CGPs (CGP), células del epitelio celémico
(Epc), células mesenquimaticas (Cel m), los conductos mesonéfricos (Cm) y los
tubulos mesonéfricos (Tm) formados a partir de la condensacion del mesénquima

urogenital (Merchant-Larios, 1991).



b) Génada Indiferenciada

En la cresta genital se lleva a cabo una proliferacién activa de todas las
células somaticas, se condensan células de origen mesotelial vy
mesenquimatico que conducen a la formacién del blastema gonadal. A partir de
este territorio histologico se diferencian dos importantes tejidos gonadales que
caracterizaran la etapa de gdnada indiferenciada: los cordones sexuales y el

estroma (Merchant y Larios, 1991).

Cs

EpC &

Fig. 3. Establecimiento de la gbnada indiferenciada. Formacion de los cordones
sexuales (Cs) que se continuan con el epitelio celomico, células epiteliales (Ce)
limitadas por una lamina basal (Lb), células mesénquimatosas (Cel m) y vasos

sanguineos (Vs). (Merchant-Larios, 1991).

Las células mesoteliales, mesenquimaticas participan directamente en la

formacion de la génada indiferenciada como precursoras.



Las células mesonefrénicas y endoteliales son parte de tejidos ya
diferenciados (mesonefros y sistema circulatorio) participando indirectamente
en la formaciéon de la génada. Los cordones gonadales son arreglos epiteliales
envueltos por una lamina basal y estan formados por células intimamente
asociadas, aqui es donde se encuentran la mayoria de CGPs (Fig. 3). En el
estroma se encuentran las células de tipo mesenquimatico a partir de las
cuales se ha propuesto se diferencian las células de Leydig y vasos
sanguineos que irrigan la gonada indiferente (Merchant y Moreno, 2003). La
gonada indiferenciada en ratén se establece entre los dias 95 y 115

(Merchant, 1991).

c) Diferenciacién morfoldgica del testiculo

La diferenciacion del testiculo en el raton ocurre alrededor del dia 12 d.g.
en la cepa CD1, este rango varia de acuerdo a la especie de estudio.
Inicialmente se observa en los machos genéticos XY la gradual separacion de
los cordones sexuales del epitelio superficial de la gonada, producida por un
mayor compactamiento de los cordones tanto como por una invasion y
proliferacion activa del tejido mesenquimatoso y vasos sanguineos desde la
region mesonéfrica (Fig. 4). Los cordones sexuales se trasladan a la region
medular de la gbnada mediante un movimiento morfogenético que implica
cambios en la adhesividad de las células epiteliales y un activo depdsito de
moléculas como laminina y colagena, que forman la lamina basal (Merchant,

1991). Las células mesenquimaticas y endoteliales son conducidas por



cambios en la expresion genética, los cuales en esta etapa no se manifiestan
en las hembras genéticas XX (Merchant, 1991).

En la médula del testiculo los cordones sexuales son llamados
“‘cordones seminiferos” y posteriormente “tubos seminiferos” al adquirir el
lumen, conservando la lamina basal que envuelve las células somaticas
epiteliales “presertoli” como las germinales “proespermatogonias” (Merchant,
1991). En el recién nacido, en humano y ratén, existen solo células presertoli
acumuladas en la parte central de los tubos seminiferos disminuyendo el
numero de las proespermatogonias debido a la proliferacién de las células de
Sertoli durante la infancia, lo cual produce elongacion y enrollamiento de los
tubos seminiferos. Al iniciar la pubertad cesan de proliferar las células de
Sertoli adquiriendo una estructura caracteristica, en su membrana se forman
los complejos de unién intersertolianos, formando la barrera hematotesticular.
Con esto se forma el lumen en los cordones e inicia la espermatogénesis
(Merchant, 1991).

El tejido estromatico que rodea los cordones seminiferos presenta
células musculares o mioides muy cercanas a la lamina basal envolviendo los
cordones, vasos sanguineos, fibroblastos y células de Leydig importantes por
su actividad endocrina presentes desde la etapa prenatal (Merchant, 1991).

En el humano estos tipos celulares aumentan entre la 92 y 182 semana de
gestacion sufriendo posteriormente regresion progresiva, desapareciendo
completamente durante los primeros dias después del nacimiento debido a la
desaparicion de las gonadotropinas provenientes del corion placentario. Al

comenzar la pubertad se reinicia la diferenciacion de las células



esteroidogénicas de Leydig alcanzando su numero maximo entre 4 y 6 afos.

Disminuyen poco a poco al llegar a la senectud (Merchant, 1991).

Fig. 4. Diferenciacion sexual del testiculo. En esta etapa hay una invasion
activa del mesénquima (Cel m) y vasos sanguineos (Vs) que separa a los
cordones sexuales (Cs) del epitelio celomico (Epc), Célula germinal primordial

(CGP) (Merchant - Larios, 1991).

El fenotipo sexual completo ocurre con la diferenciacion sexual
secundaria. Las estructuras primordiales del tracto genital que daran origen a
los genitales internos incluyen dos sistemas de conductos presentes en
embriones de ambos sexos: los conductos de Wolf o mesonéfricos y los
conductos de Mdller o paramesonéfricos. En cambio los genitales externos se
desarrollan a partir de un primordio comun (tubérculo genital, pliegues genitales
y engrosamientos labio escrotales). La formacion del fenotipo del macho es el
resultado de la secrecibn de hormonas testiculares que promueven el
desarrollo de los conductos de Wolf y la regresion de los conductos mullerianos

(Fig. 5).
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Fig. 5. Desarrollo de las génadas y de sus conductos en los mamiferos

(Modificado de Gilbert, 2005).



La primera de estas hormonas es la hormona antimulleriana (HAM) que
causa la regresion de los conductos mullerianos, proceso que se inicia a los
13.5 dpc, y se detecta su sitio de expresion en las células de Sertoli.
Inmediatamente después de iniciada la sintesis de HAM, las células
intersticiales del testiculo fetal se citidiferencian en células de Leydig.

Estas células serviran como sustrato anatomico para la produccion de
testosterona que es la segunda hormona fetal que participa en la construccién
del fenotipo masculino. Esta es biotransformada en 5a-dihidrotestosterona para
llevar a cabo la diferenciacion del conducto de Wolf en epididimo, vias

deferentes y vesicula seminal.

2.- GENES DE LA DIFERENCIACION TESTICULAR

El propdsito esencial de la diferenciacion sexual es dotar al organismo con las
caracteristicas anatdmicas y fisioldgicas para permitir que la reproduccién
sexual ocurra. La expresion o supresion de genes durante el desarrollo fetal

tendra como resultado el desarrollo de una hembra o un varén.

a) Sry

La posicidon del gen determinante testicular fue restringida a una regién de
35.000 pares de bases del cromosoma localizada en la regidn
pseudoautosomal cerca de la punta del brazo corto del cromosoma Y, cuya
secuencia especifica puede codificar un péptido de 223 aminoacidos (Sinclair y
col., 1990). Se ha propuesto que este péptido es un factor de transcripcion, ya
que contiene un dominio de unién al DNA denominado la caja HMG (grupo de

alta movilidad: del inglés high-mobility group). Como se mencioné este gen se



ubica en la region denominada region pseudoautosomal, experimentos
realizados demostraron que solo una regién de 14 kilobases denominada Sry
en ratén y SRY en humano (region del cromosoma Y determinante del sexo;
del inglés sex-determining region of the Y chromosome) es capaz de revertir el
sexo (Tilman y Capel, 2002).

SRY/Sry se encuentra en los machos normales XY y en los machos XX poco
frecuentes y esta ausente en las hembras XX normales y en muchas hembras
XY. En el ratdbn Sry se expresa en la gonada entre los dias 10.5 y 12.5
postcoito (dpc), correspondiendo este periodo al establecimiento del primordio
gonadal (10.5-11.5) y al inicio de la diferenciacion sexual del testiculo, por lo
que en individuos normales XY el gen Sry se expresa antes de la diferenciacion
morfolégica (Merchant, 1991). Se ha planteado que las células de Sertoli inician
la proliferacion de HAM en el testiculo de ratdn fetal a partir de los 12.5 dpc.
Ademas del gen Sry se han encontrado varios genes cuya funcién es necesaria

para la diferenciacién sexual normal (Tilman y Capel, 2002).
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b) Genes Autosomales

SOX9

Es un gen autosémico, miembro de la familia de genes relacionado con
el dominio HMG, que también puede inducir la formacion testicular (Villalpando
[., 2000). Mientras que el SRY es hallado especificamente en mamiferos, el
gen SOX9/sox9 esta altamente conservado en todos los vertebrados. Su
expresion comienza a partir de los 10.5 dpc pero persiste unicamente en el
nucleo de las células de Sertoli de génadas XY después de los 11.5 dpc
(Tilman y Capel, 2002). Sry puede actuar como un interruptor para activar a
Sox9 y la proteina Sox9 puede iniciar la via evolutiva conservada para la
formacion testicular (Pask A., Graves JA., 1999). La proteina Sox9 puede
actuar como un factor de empalme y como regulador transcripcional. Sox9
migra hacia el nucleo en el momento de la determinacion sexual, aqui se une a
un sitio promotor sobre el gen para el factor inhibidor de Miller (Arango y col.

1999; de Santa Barbara y col. 2000).

Factor de crecimiento fibroblastico

Uno de los genes regulados por Sry o Sox9 puede codificar un factor de
crecimiento Fibroblastico (Fgf9), a través de un mecanismo indirecto (Capel y
col. 1999). En las células de la cresta genital Sry induce la secrecion de un
factor quimiotactico que permite la migracién de las células mesonéfricas hacia
la gonada XY, estas a su vez inducen al epitelio gonadal a diferenciarse en

células de Sertoli con patrones de expresion de genes especificos masculinos.



Ademas, las células mesonéfricas son criticas para la formacion de
cordones testiculares y las células mesonéfricas en migracién pueden inducir a
células gonadales XX a formar cordones testiculares (Tilman y Capel, 1999).
Fgf9 es importante en la estimulacion de la division de las células de Leydig,
fomentando la diferenciacidén de las células de Sertoli y atrayendo a las células
mesonéfricas hacia la génada (Gilbert, 2005).

SF1

Otra proteina que puede ser activada directa o indirectamente por Sry es
el factor de trascripcion SF1 (factor esteroidogénico 1; del inglés, steroidogenic
factor 1). Su expresion se detecta entre los 9-9.5 dpc en la cresta genital tanto
en machos como en hembras. Sfl es necesario para generar la gonada
indiferenciada, entre los 12 y 12.5 dpc, sus niveles de expresion se detectan
mas altos en los cordones testiculares, permaneciendo su expresion sobre el
testiculo en desarrollo, y en el caso del ovario la sefial es mas débil (Merchant
y Moreno, 2003). Sf1 parece ser activo en la masculinizacion de las células de
Leydig y de Sertoli. En las células de Leydig Sfl activa a los genes que
codifican las enzimas que producen la testosterona. En las células de Sertoli,
funciona en colaboracion con Sox9, elevando los niveles de transcripcion de
FIM (Shen y col. 1994; Arango col. 1999).

WT1

Este gen es un factor de transcripcion con dominios de dedos de zinc y
regiones ricas en prolinas y glutamina. Se expresa en la cresta urogenital, el
rindn, los mesonefros y la génada (Wilhem y col, 2007). Se expresa desde los 9

dpc siendo mayor a los 12 dpc.



Posteriormente a los 12.5 dpc no se detecta su presencia en el tejido
gonadal, esto sugiere que podria actuar como un factor de transcripcidon
regulando la expresién del Sry, estando involucrado en algunas vias que llevan
a la transformacion de las células mesenquimaticas dentro de células
epiteliales, que posteriormente daran origen a las células de Sertoli (Merchant y
Larios, 1991).

Dmrtl

En ratones este gen es expresado en la cresta genital de ambos sexos
comenzando el periodo de la determinacion sexual, siendo necesario para la
diferenciacion del testiculo, pero no del ovario (Raymond y col, 2000). En
testiculo es expresado en las células de Sertoli y en células germinales, siendo
necesario para su sobrevivencia y diferenciacion.

SoX3

Es un gen de un solo exon localizado en el cromosoma X y se expresa
en rindn y gonadas. Es miembro del grupo de alta movilidad (HMG) de factores
de transcripcion. Es detectado en el embrién de los 6.5 a los 8 dias dpc y
continua expresandose durante la formacién del cerebro y el sistema nerviosos
central. No es requerido para la determinacién sexual pero si para el desarrollo
normal del oocito, diferenciacion testicular y gametogénesis (Weiss y col.,
2003).

Dhh

Es requerido para el desarrollo normal y funcion de las células de Leydig

y mioides peritubulares y su ausencia crea una desorganizacion del testiculo

con deterioro de la espermatogénesis (Weiss vy col., 2003).



Cuadro 1. Genes que participan en la diferenciacion testicular

Gobnada Bipotencial

Gen Funcién Sexo
Factor de transcripcién. Establecimiento de gonadas e
witl M E
higado. Posible regulador del Sry
Receptor nuclear. Necesario para generar la gbnada
Sfl
- , MF
indiferenciada
Factor de transcripcion. Establecimiento temprano de la
Lhx9
. M F
gonada
Emx2 Factor de transcripcién M E
Factor de transcripcion. Establecimiento temprano de la
M33
. M F
gonada
Determinacion Testicular
Sry Factor de transcripcion. Participa en la diferenciacion del M
testiculo
Sox9 Factor de transcripcion. Diferenciacion de células de M
Sertoli y desarrollo del Testiculo
Sox3 Diferenciacion testicular y gametogénesis M
Gata4/Fog2 Cofactor de transcripcion M
Fgf9 Molécula senal. Proliferacion en testiculo M
Dax1 Receptor nuclear M
Dmrtl Mantiene a los tubos seminiferos después del nacimiento M
Igf1 Participa en la proliferacion, diferenciacién y produccién M
de esteroides
Dhh Desarrollo y funcion normal de las células de Leydig M
MIS M

Regresion de los conductos de Mdller

Modificado de Tilman y Capel, 2002; Wilhelm y Col., 2007.
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Células de Sertoli

Las células de Sertoli son las encargadas de dirigir a los diferentes tipos
celulares en el desarrollo del testiculo. Presentan dos funciones principales: el
empaquetamiento de las CGP y la sintesis de la hormona antimulleriana,
responsable de la regresion de los conductos de Muller (Merchant y Moreno,
2003).

El gen Sry es expresado en células pre-Sertoli las cuales se diferencian
a células de Sertoli al polarizarse formando arreglos epiteliales que se
ensamblan dentro de los cordones testiculares (Wilhelm y col, 2007).Se han
sugerido dos sitios de proliferacion para las células de Sertoli: el epitelio
celomico y los mesonefros, ahora se sabe que existen dos estados de
proliferacion en las goénadas XY. El primero ocurre con una poblacién de
células que expresan altos niveles de Sfl y contribuyen con las células de
Sertoli asi como con las células intersticiales. Un segundo estado de
proliferacion ocurre en el epitelio celomico después de 11.5 dpc en una
poblacion que expresan bajos niveles de SF1 y contribuyen con las células
intersticiales (Tilman y Capel, 2002).
Células de Leydig

Estas células esteroidogénicas se diferencian a partir del tejido
intersticial y son las encargadas de la sintesis de androgenos en el testiculo,
importantes para el establecimiento y mantenimiento de las caracteristicas
sexuales secundarias en los machos.
En los mamiferos existen dos tipos de células de Leydig: las células de Leydig

fetales originadas en el mesonefro responsables de la produccién de



androgenos para la masculinizacion fetal y las células de Leydig adultas. Estas
se diferencian después de nacer y proceden de las células precursoras que
forman parte de las células mesénquimales del intersticio (Wilhelm y col.,
2007). En el ratéon su diferenciacion se hace evidente a partir de los 14 dpc; se
caracterizan por presentar una gran cantidad de mitocondrias de crestas
tubulares, organelos caracteristicos de células productoras de esteroides.
También se observa un gran desarrollo del reticulo endoplasmico liso, aparicion
de gotas lipidicas e inclusiones de glucogeno en el citoplasma (Russo y col.,

1971).

3.- INSULINA
a) Organizacidén molecular del gen

El gen de la insulina se localiza sobre el brazo corto del cromosoma 11
humano, en la region conocida como 11p14.1 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 exén 1 se localiza en la region 5" no traducible del gen. El segundo
exdén contiene la secuencia codificadora de la sefial peptidica, la cadena B y
parte del péptido C. Mientras que el exdon 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 intrén 1 se localiza en la regién 5" no traducible, mientras que el intron
2 interrumpe el gen entre los primeros y segundos nucledtidos del codén para

el aminodacido 7 del péptido C (Ashcroft y col, 1992).
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Fig. 8. Estructura del gen, humano, de la insulina (modificado de Clark y

Docherty, 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). El gen | de preproinsulina

contiene un solo intron (Soares y col, 1985).

b) Estructura de la proteina

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 amino&cidos. Esta, al perder 23 aminoacidos 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 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 3 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 acetilcolina, pueden actuar
como mediadores involucrados en la liberacidén 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 secrecidon de

insulina (Zawalich y col, 1989).

Fig. 9. Estructura de la insulina (Andrew, 1992).



c) Aspectos Metabdlicos

La insulina es una hormona anabdlica, reguladora del metabolismo
celular, ademas de estimular el crecimiento y la proliferacion celulares (Calle y
col., 1997). Esto 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 éptimo paso y
almacenamiento de sustratos circulantes. El primer paso de la accion de la
insulina es su union a un receptor especifico en la membrana plasmatica de la
célula diana (Calle y col., 1997). De igual forma esta unién provoca varios
cambios intracelulares, que le confieren a la insulina diversas funciones
metabdlicas, tal como la estimulacion de sintesis de ADN, proteinas, glucdégeno
y lipidos.
d) Estudios sobre regulacion

Estudios realizados en el ratdbn 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 sefales de la insulina es

requerida para la determinacion sexual masculina (Nef y col, 2003).

4.- RECEPTOR DE INSULINA

Los efectos de la insulina aparecen como resultado de la union de la
insulina con su receptor que esta presente entre 10° a 10° veces en la
membrana de muchas células animales (Metzler, 2003), variando su

concentracion desde alrededor de 40 receptores en eritrocitos circulantes a



mas de 200 000 receptores en adipositos y hepatocitos (Cecil y col., 2003). El
receptor a insulina pertenece a una sub-familia de receptores de tirocina-cinasa
que incluyen el receptor del factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF)-
| y el receptor relacionado con el receptor de insulina (Bastarrachea y col.,

2005).

a) Organizacién del gen

El gen del receptor a insulina en los humanos esta localizado en el brazo
corto del cromosoma 19, en la region de bandas p13, 3-p13,2. Tiene
aproximadamente 150 kilopares de bases (kb) contenidas en 22 exones y 21
intrones. Los 22 exones presentan regiones que varian de tamafo desde 36 a
mas de 2.500 pb, las cuales dividen al gen del receptor de insulina en
segmentos que codifican elementos estructurales y/o funcionales de esta
proteina. El ultimo exén de este gen puede ser expresado como varias
especies de ARNm, desde 5,7 kb hasta 11 kb, debido a que pueden existir
diversos puntos de poliadenilacién en multiples finales 3’ (Calle y col, 1997). El
ARNmM para la forma A carece de 36 segmentos de nucledtido (exdn 11) que
es descartado durante el empalme. Las cadenas alfa vienen de la porcién N-
terminal del precursor y las cadenas beta de la parte C-terminal. La forma B
del receptor tiene 731 residuos en la cadena o mientras que la forma A tiene
719 residuos en su cadena como resultado de la secuencia que falta del exén
11. Cuatro residuos (732-735 en la forma B) son cortados y eliminados,
dejando la cadena B de 620 residuos en ambas isoformas. Las cadenas son

unidas por 3 o mas puentes disulfuro.



En el raton Mus musculus el gen del receptor de insulina se localiza en
el cromosoma 8 en la region de bandas 8 A1.1; 8 1.0 cM (NCBI, Gene Banner).
b) Estructuray regulacién de la proteina
El receptor a insulina es una glicoproteina tetramérica compuesta por dos
subunidades alfa (120-135 kd) y dos subunidades beta (95 kd) unidas entre si
por puentes disulfuro (Fig. 10). La subunidad o se encuentra localizada
extracelularmente, mientras que la subunidad [ presenta una porcidon
extracelular, una transmembranal y un dominio intracelular el cual presenta la
actividad tirosina-cinasa (Cecil y col, 2003). Las subunidades alfa y beta son
formadas a partir de un precursor de cadena sencilla. El precursor del receptor
de insulina en humanos existe en dos isoformas, A y B, como resultado de una
diferencia en el empalme del ARNm. Las isoformas del receptor de insulina
difieren por la presencia o ausencia de 12 aminoacidos en el C terminal de la
subunidad a. La isoforma B con los 12 aminoacidos presentes es la forma
expresada de manera predominante en los tejidos en los que la insulina actua
mas comunmente para mantener la homeostasis de la glucosa, como lo son
grasa, musculo e higado mientras que la forma A que no tiene los 12
aminoacidos predomina en tejidos como las células beta del pancreas y el
cerebro. La isoforma A presenta 2 veces mayor afinidad por la insulina que la
isoforma B (Whittaker y col., 2002). Como ya se menciond el receptor de
insulina es sintetizado como un polipéptido precursor que contiene 1343 o 1355
aminoacidos. Durante el transporte hacia la superficie celular el residuo 27 de
aminoacido es separado y la cadena de polisacarido se une a sitios especificos
de glucosilaciéon. Dos monémeros se unen y forman una estructura dimérica y

los sitios de fusion consisten de 4 aminoacidos basicos (Arg-Lys-Arg-Arg;



posiciones 720-723) son transferidos en orden para formar dos subunidades
alfa (de 135 kDa) y dos subunidades beta (de 95 kDa). Estas subunidades se
unen por medio de puentes disulfuro formando un heterotetramero o232 (Perz
y Torlinska, 2001). Dos subunidades alfa idénticas se localizan en la superficie
celular y consisten de 719 o 731 residuos de aminoacidos, dependiendo de la

presencia o ausencia una cadena de 12 aminoacidos (Perz y Torlinska, 2001).
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Fig. 10. Receptor de Insulina. Modificado de De Meyts y Whittaker, 2002. A.

Estructura a2B2. B. Dominios del receptor a insulina.



La insulina circulante rapidamente alcanza sus tejidos blanco donde
interactia con su receptor correspondiente. La insulina al unirse a regiones
especificas de la subunidad o, da lugar a un inmediato cambio configuracional
en el receptor que ocasiona la autofosforilacion de los residuos especificos Tir
en la region intracelular de las subunidades 3 a través de un mecanismo de
transfosforilacién, iniciandose la actividad de tirosina cinasa del receptor (Fig.
11). La autofosforilacién de residuos Tir en las posiciones 1,158, 1,162 y 1,163
ocasiona un cambio conformacional que permite al ATP y los sustratos
alcanzar el sitio catalitico. La cinasa activada fosforila proteinas sustrato en los
residuos Tir, y estos residuos sirven como sitios de acoplamiento para los
efectores del receptor, que posteriormente transmitiran la sefalizaciéon
molecular intracitosélica hacia el nucleo celular. Se han podido identificar genes
que expresan proteinas como las moléculas Shc, las proteinas que integran
los sustratos del receptor de insulina (IRS), y Gab-1 entre otras, las cuales se
enlazan directamente al receptor de insulina, proporcionando un area fisica de
acoplamiento para los sustratos encargados de transmitir la sefalizacion del
receptor hacia el interior del citosol. Las proteinas del receptor de insulina
denominadas IRS contienen un dominio conservado PH localizado en la
porcidon terminal proteica —NH2, cuya funcidon es mantener a las proteinas del
receptor IRS unidas y en proximidad cercana al receptor. Las proteinas IRS
también cuentan con otro dominio de unién fosfato-Tir denominado PBT con
una porcion C- terminal cercana al domino PH. El dominio PBT, presente en un
numero importante de moléculas de sefalizacion, funciona como un elemento

de acoplamiento para promover la interaccidon entre el receptor de insulina y la



proteina IRS-1. La region terminal COOH- de las proteinas IRS no se
encuentra muy conservada. Contiene multiples motivos de fosforilacién Tir cuya
funcion es servir como sitios de acoplamiento para proteinas que contienen
dominios SH2, como serian la subunidad reguladora p85a de la fosfatidilinositol
3-cinasa (PI-K3), el receptor del factor de crecimiento de la proteina -2 de unién
(GRB2), Nck, Crk, Fyn, SHP-2 y otras, todas las cuales interviene como
mediadoras de las funciones metabdlicas y en las funciones promotoras de
crecimiento de la insulina. La sefnalizacion del receptor a insulina involucra dos
vias principales: la via de la proteina cinasa activadora de la mitogénesis
(MAP) denominada via mitogénica y la fosfatidilinositol-3-OH cinasa estimulada
por la insulina (PI--K) denominada via metabdlica. La via de las MAP cinasas
es activada cuando se une Grb2 a Shc Tir-fosforilado, o al IRS via su dominio
SH2. A su vez, Grb2 se encuentra ligada a una proteina de intercambio de
nucledtidos denominada Son of Sevenless o mSOS de mamiferos, que cataliza
el intercambio de GDP por DTP en una pequefia proteina cinasa denominada
Ras, resultando en su activaciéon. La proteina Ras activada se une a la parte
interna de la membrana plasmatica, reclutando y uniendo a la membrana
plasmatica la region NH2-terminal de otra proteina denominad Raf. La
interaccion Ras-Raf desplaza las proteinas 14-3-3 que estan ligadas a Raf por
un numero de cinasas Ser/Tr, desinhibiendo y liberando de esta manera a la
cinasa Raf. Raf-1 activa una cinasa de especificidad dual, la MEK1 activa otras
dos cinasas reguladoras de sefales extracelulares denominadas ERK-1 y ERK-
2 al fosforilar residuos regulatorios Tir y Tr. Este paso es sumamente
importante ya que las sefiales ERK activadas son las mediadoras de los

efectos mitogénicos y anabdlicos de la insulina, ya que inducen la fosforilacion



de los factores de transcripcion nucleares tales como Elk-1, que inducen la
expresion de genes cuyos efectos se relacionan con las acciones del factor de

crecimiento tisular de la insulina.
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Fig. 11 .Via de Sefalizaciéon de la insulina. Modificada de Saltiel y Kahn, 2001.

La via de la PI-3k es la principal mediadora de los efectos de la insulina. La
secuencia inicia con la asociacién del complejo de proteinas p85/p110 la PI-3K
con las proteinas del IRS. La activacion PI-3K estimula la produccion de una
enzima denominada PIP3, activando a su vez PDK1. Esta enzima fosforila y

activa la proteina Akt, y ese es el paso importante en el transporte de glucosa



al interior de la célula, facilitado por la insulina. Akt interviene en la regulacién
de la translocacion de GLUT 4, el transportador de glucosa mas importante
sensible a insulina que se expresa en el musculo y células adiposas

(Bastarrachea y col., 2005).

Transportadores de Glucosa

En los afos recientes se han descubierto dos familias transportadoras de
glucosa en las células:

Las transportadoras unidas a sodio o SGLT (sodium-glucose transporters) se
muestran en el cuadro 2, estan restringidas al intestino y al rifidn, que llevan
glucosa en contra de un gradiente de concentracién (Valencia, 2006). Las
transportadoras de glucosa llamados GLUT (glucosa transporters) mostrados
en el cuadro 3, que facilitan la difusién de la glucosa hacia el interior de la

célula por gradiente de concentracion (Valencia, 2006).

Cuadro 2. Caracteristicas de los transportadores de glucosa SGLT

KM .. D
Isoforma 4 aa glucosa Monosacaridos Locallza_glon en Funcion

(mM) que transporta los tejidos

Glucosa Intestino Absorcién y

SGLT 1 664 0.3 alactosé delgado, neurona | reabsorcién

9 proximal. de glucosa.

SGLT2 | 672 1.6 Glucosa, Neurona f\eisbc’sré"ri%ﬁ
' galactosa proximal.

de glucosa.

Glucosa, : : Absorcm.n’ y

SGLT 3 674 6.0 alactosa Sin determinar. reabsorcion

9 de glucosa.

Km constante de Michaelis-Menten, NA no aplicable. Modificado de Diaz y col., 1999.




Cuadro 3.

Caracteristicas de los transportadores de glucosa GLUT

KM - L
# Monosacaridos | Localizacion en los .
Isoforma glucosa . Funcion
aa que transporta tejidos
(mM)
Eritrocitos, barrera
Glucosa hematoeqcefélica, Ingreso basal
GLUT-1 | 664 1.6 ' placentaria 'y de la
galactosa. . . de glucosa.
retina, astrocito,
nefrona.
Sensor de
glucosa en
Células b pancreas,
Glucosa, pancreaticas, transporte de
GLUT-2 | 522 17 galactosa, higado, intestino glucosa en la
fructosa. delgado, nefrona membrana
proximal. basolateral del
intestino y
rinon.
GLUT-3 | 596 > Glucosa, Cerebro, placenta, Ingreso basal
galactosa. higado y corazon. de glucosa.
Musculo Ingreso de
GLUT4 | 509 | 5 Glucosa. esqueletico, glucosa
cardiaco y tejido estimulado por
adiposo. insulina.
Fructosa. No Yeyuno,
GLUT-5 | 501 | No aplica rnyestra gﬂsperm’atozmdes, Transporte de
afinidad por rindn, células de la fructosa.
glucosa. microglia.
Ingreso de
GLUT-6 | 507 Glucosa Cerebro, bazoy glucosa
leucocitos. estimulado por
insulina.
GLUT-7 No existe.
GLUT-8 | 477 Glucosa Testiculos y Ingreso de
placenta. glucosa.
GLUT-9 | 540 Glucosa. Rifi6n e higado. Ingreso de
glucosa
GLUT-10 | 541 Glucosa Higado y pancreas Ingreso de
glucosa
GLUT-11 | 496 Glucosa Musculo esql'JeIetlco Ingreso de
y corazén glucosa
Musculo
GLUT-12 | 617 Glucosa esqueletlc_:o, tej.IdO Ingreso de
adiposo, intestino glucosa
delgado.
Ingreso de
GLUT-13 | 629 Glucosa Cerebro glucosay
mioinositol

Kwu constante de Michaelis-Menten, NA no aplicable. Modificado de Diaz y col., 1999.




c) Estudios realizados en diferentes especies

La actividad de tirocina cinasa del receptor a insulina es esencial para la accion
de la insulina. Una mutaciéon en residuo de lisina en la posicion 1018, sitio de
union del ATP, resulta en la inactivacion total del receptor. Asimismo,
mutaciones in vitro de las tirosinas 1150 y 1151 por fenilalaninas resultan en
una deficiencia en la actividad de cinasa del receptor a insulina provocando una
ineficiente transduccién de la sefal (Kahn y White, 1988).

Estudios en varias especies de peces han indicado la presencia de un receptor
especifico para insulina. El numero de receptores en musculo esquelético de
peces es mucho menor que en mamiferos. La union del receptor hacia la
insulina en musculo esquelético es mucho mayor en peces carnivoros que en
omnivoros. En peces, al igual que en los mamiferos, el receptor a insulina
consta de dos subunidades a y dos 3 unidas por enlaces disulfuro formando un
tetramero. La subunidad a del receptor a insulina y del IGF-1 tiene un peso
aproximado de 115 kDa, ligeramente menor que en los mamiferos, y contiene
el sitio de unién. La subunidad B del receptor a insulina e IGF-1 tiene un peso
aproximado de 95 kDa y contiene el dominio transmembranal, intracelular y
tirocina cinasa. La existencia de un cierto grado de variacidén entre el aparente
peso molecular entre las subunidades a y b de peces y mamiferos ha sido

atribuido a diferencias de glicosilacion (Planas y col., 2000).



ll.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

Investigaciones realizadas en tejido adulto demostraron que la insulina participa
en la proliferacion y secrecion de esteroides. Asimismo, estudios recientes en
nuestro laboratorio han demostrado que la insulina ayuda a la proliferacion
celular, para lo cual es necesario interactuar con su receptor. Sin embargo no

se ha demostrado la presencia de este en células embrionarias.

Hipotesis

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que las células de Sertoli
del testiculo fetal a los 16 y 17 d.g. proliferan en presencia de insulina. Por lo
tanto es probable hipotetizar que el receptor a insulina se expresaria en las

células de Sertoli en las edades mencionadas.



IV.- OBJETIVOS
Objetivo General
e Establecer si el receptor a insulina se expresa en células embrionarias

del testiculo fetal del ratbn Mus musculus CD1.

Objetivos Particulares

e Estandarizar la técnica de Western-Blot para la identificacion del receptor
a insulina en células de Sertoli en el testiculo fetal del raton Mus musculus
CD1 alos 16 dias de gestacion.

e Establecer la expresion del receptor a insulina en células de Sertoli en el
testiculo fetal del ratbn Mus musculus CD1 a los 16 y 17 dias de
gestacion.

e Determinar por Inmunocitoquimica la presencia del receptor a insulina en

células de Sertoli a los 17 d.g.



V.- MATERIAL Y METODOS

a) Material Biolégico

Se utilizaron ratones machos y hembras de 10 semanas de edad de la cepa
CD-1,; se coloco a cada macho con 5 hembras. El dia que se observo el tapén
vaginal se denominé dia cero de la gestacion. Se emplearon hembras
gestantes de 16 y 17 dias de gestacion (d.g.) de la cepa CD-1, y se
mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas en cajas
estériles con Sani-Chips de Harlan con periodos de 12 horas de luz-oscuridad y
temperatura de 22 a 23°C. Las ratonas se alimentaron con Diet Mouse Food de
Harlan y agua esterilizada ad. Libitum acidificada con HCI puro (pH 2.5), filtrada

por osmosis inversa y esterilizada en autoclave.

b) Aislamiento del tejido

Las hembras se sacrificaron por dislocacion cervical y se realiz6 un corte en
forma de V en la region ventral. Se aislo6 el Gtero, se sacaron los embriones en
una caja de Petri estéril y se decapitaron. Los testiculos de los embriones se
obtuvieron exponiendo la parte dorsal interna del embrion y se colocaron en
cajas de Petri estériles con medio de cultivo M199, en un ambiente estéril, de
acuerdo con el método descrito (Villalpando y Lépez Olmos, 2003).

Posteriormente se transfirieron a un tubo Ependdorf estéril.



e Purificacion de las células de Leydig y Sertoli

Se aislaron un promedio de 30-40 génadas de cada edad experimental. Se
colocaron en tubos Eppendorf y se lavo el tejido 2 veces con PBS (Apéndice 1)
a temperatura ambiente. Se prepar6 a 4°C una mezcla de 965 uL de PBS, 10
uL de Colagenasa (0.2 mg/ml) y 20 uL de DNAasa (0.01 mg/ml). Se incubé el
tejido durante 3 min. a 37°C. Y se disgregaron manualmente. Después de este
tiempo se agregd 110 pl de Inhibidor de Tripsina al 0.2 %. Se mezcl6 para
homogeneizar y detener completamente la reaccién y se agreg6 390 ul de PBS
filtrado. Se centrifugd a 3000 rpm., por 15 min. Se decant6 el sobrenadante.
Se lavé con 500 ul de PBS vy se centrifugd a 3000 rpm., por 2 min., dos veces.
Las células se resuspendieron en 1 ml de PBS filtrado. Se dejé reposar 12 min.
en una gradilla a temperatura ambiente. Los tabulos que contienen células de
Sertoli se precipitan al fondo y las células de Leydig se mantienen en la
superficie, en el sobrenadante. Este se separ6 con una pipeta siliconizaday se
centrifugd lo recuperado a 3000 rpm., por 5 min., para la obtencién de las
células. El sobrenadante se decantd, y el botdén, que contiene las células de
Leydig se resuspendié en 500 ul de medio de cultivo suplementado. Las células
de Sertoli se lavaron con 1 mL de PBS filtrado y se resuspendieron 500 pl de
medio de cultivo suplementado.

e Conteo de células

Después de la purificacion de las lineas celulares se realizé el conteo de las
células viables para su cultivo. Este se realiz6 empleando una camara de
Neubauer, para lo cual se preparo una solucién 1:1 de la suspension celular y

colorante azul de Evans al 0.2% (v/v). Se tomaron 10 pL de la suspensién



celular y 10 pL del colorante y se mezclaron perfectamente, después se
adicioné un volumen de 10 pL de esta mezcla a la camara. Se contaron las
células contenidas en los cuatro cuadrantes externos de la camara,
observandolas en un microscopio 6ptico modelo Galen Tm Ill. Se calculo el
total de células contenidas por mililitro, con la siguiente ecuacion:

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

c) Cultivo celular

Se realizaron cultivos celulares para cada una de las etapas celulares. Para la
Inmunocitoquimica se sembraron 5,000 células de Leydig y 20,000 células de
Sertoli en cada portaobjeto, dentro de cajas de 20 pozos (Nuclon). Las células
de Leydig fueron cultivadas con 450uL de medio D'MEM y 50 uL de suero
Bovino Fetal. Las células de Sertoli fueron cultivadas con 225 uL de medio
D'MEM, 225 uL de medio F-12 y 50 uL de Suero Bovino fetal. El cultivo celular
se dejé6 24 h a 37 °C con 5% de CO,. Después las células se lavaron y se
realiz6 un cambio de medio para cada tipo celular eliminando el Suero bovino
fetal. El cultivo celular se dejé 24 h a 37 °C con 5% de CO,. Se lavaron y fijaron
con metanol absoluto durante 30 minutos. Para el Western Blot se sembraron
el resto de las células de Sertoli y Leydig en cajas de cultivo. Las células fueron
cultivadas bajo las mismas condiciones que los portaobjetos. Después de 24
horas se elimind el Suero Bovino Fetal y se hizo un cambio de medio. Se
revisaron cada 24 horas para verificar su crecimiento. Se dejaron crecer
durante 5 dias y se recuperaron usando tripsina y posteriormente un inhibidor

de tripsina.



d) Cuantificacion de proteinas por el método de mini-Bradford

La determinacion de proteina se realizo por el método de mini-Bradford usando
cajas de plastico de 96 pozos (Nuclon). Se realizé una curva patrén con un
stock de BSA (1mg/mL) con concentraciones de los 2 ug/mL a los 32 pug/mL.

Las muestras fueron leidas en un espectrofotémetro a 595 nm.

e) Estandarizacion de la técnica de Western blot

Separacion de la proteina en geles de Acrilamida

Para la determinacién del receptor de insulina se prepararon geles de
Acrilamida de 8%, 9% y 10%. Se trabajé con muestras de proteina de 10, 15,
30 60 y 89 ng para cada tipo celular. Las muestras fueron desnaturalizadas
con calor y sin calor, ademas de 1ulL de B-mercaptoetanol y se corrid el gel a
85 volts. Posteriormente el gel se transfiri6 en una membrana de nitrocelulosa
usando una camara de transferencia semi-himeda durante 30 minutos a 7y 8
volts.

Determinacion del porcentaje Optimo para el bloqueo de la actividad
Inespecifica

Se probaron dos soluciones blogueadoras: BSA 5% y Leche Svelty 5%, usando
dos tiempos de bloqueo, 1 hora a temperatura ambiente o 12 horas a 4°C. se
probaron dos porcentajes de Tween: 0.05% y 0.1%.

Incubacion con Anticuerpos y estandarizacion de la dilucion 6ptima

Se usaron diluciones de anticuerpo primario anti-mouse insulin (Calbiochem)

de 1:1000, 1:500 y dilucion de anticuerpo secundario rabbit- anti mouse



(Zymed) de 1:5000. Los tiempos de incubacion se probaron de 1 hora a
temperatura ambiente y 24 horas a 4°C para el anticuerpo primario. Para el
anticuerpo secundario el tiempo de incubacién fue de dos horas a temperatura
ambiente.

f) Expresion del receptor a insulina

Para la determinacion del receptor de insulina se prepar6 un gel de acrilamida
al 10%. Se usaron 15 ug de células de Sertoli y hasta 28.8 ug de células de
Leydig, se desnaturalizaron con calor por 5 minutos y 1uL de B-mercaptoetanol
y 5uL de buffer de carga (ver apéndice). Se usaron 3uL de See Blue LC 5625
(Invitrogen) como marcador de peso molecular. Se corrié el gel a 85 volts en
una camara de electroforesis Bio-Rad. Posteriormente se transfirio el gel en
una membrana de nitrocelulosa usando una camara de transferencia semi-
hameda 30 minutos a 8 volts. Enseguida se lavo 2 veces 5 minutos en cada
ocasion (2 x 5) la membrana con una solucion PBS-Tween 0.1% y bloqueamos
con una solucion de Milk 5%- PBS 5%-Tween 0.1% durante una hora a
temperatura ambiente. Se lavo una vez con PBS 5%-Tween 0.1% e incubamos
con el anticuerpo primario, preparado en Milk 5%- PBS 5%-Tween 0.1%
(mouse-anti insulin receptor) 1:1000 24 horas, 4°C.

Lavamos la membrana con PBS 5%-Tween 0.1%, preparamos el anticuerpo
secundario 1:5000 rabbit anti-mouse HRP preparado en PBS 5%-Tween 0.1%
dos horas a temperatura ambiente. Lavamos 3 veces por 5 minutos con PBS
5%-Tween 0.1%. Revelamos por un minuto con el sustrato peroxidado LC

Supersignal West Dura Extended (Pierce). Revelamos en placas fotograficas



de alta sensibilidad por 10 minutos. Finalmente de determiné el peso molecular
del receptor a insulina.

Determinaciéon del peso molecular del receptor a insulina

Se obtuvo el rf del marcador de peso molecular See Blue LC 5625 (Invitrogen)
y se hizo una relaciéon de rf vs. Marcador de peso molecular. Se obtuvo el rf de

la muestra experimental del receptor a insulina y se intrapolo en la curva.

g) Inmunocitoquimica

Las células de Leydig y Sertoli sembradas en portaobjetos se lavaron con PBS
por triplicado durante 5 minutos. Después se incubaron con H,;O, por un
periodo de 10 minutos y se volvieron a lavar con PBS por 5 minutos. Se
incubaron con la solucion de bloqueo por 1 hora (Ver apéndice) y
posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario anti-mouse insulin
receptor (Calbiochem) usando una dilucién 1:10. Lavamos con PBS Tween
0.05% durante 5 minutos por triplicado. Incubamos con el anticuerpo
secundario rabbit-anti mouse (Zymed) dilucién 1:100 durante 1 hora. Lavamos
con PBS-Tween 0.05% por triplicado durante 5 minutos. Adicionamos la
solucion ABC (Ver preparacion en el apéndice) durante una hora. Lavamos con
PBS 0.1M con NaCl durante 5 minutos. Adicionamos el sustrato de DAB por 30
minutos. Enjuagamos con agua bidestilada. Las laminillas se observaron en un

microscopio Nikon Eclipse TE-200.



VI.- RESULTADOS

Expresion del receptor ainsulina en las células somaticas testiculares del
raton

En esta investigacion no se analiz6 la expresion del receptor a insulina en
edades previas como 12 y 14 d.g. debido a que en la ultima edad esta proteina
se expresa poco (datos no mostrados).
La Inmunocitoquimica demostré la expresion del receptor a insulina en las

células somaticas de:

a) Sertoli

En este estudio se determind por inmunocitoquimica la expresion del
receptor a insulina en las células de Sertoli, con esta aproximacion técnica
observamos que esta molécula se expresa principalmente en dos sitios. Se
observo en el citoplasma de las células como era esperado debido a que el
anticuerpo utilizado detecta la subunidad f intracitopldsmica del receptor a
insulina (Fig. 12A). En otro grupo de células de Sertoli se encontré6 una mayor
expresion del receptor a esta proteina en el nlacleo de este tipo celular, aunque
la expresion de ésta en el citoplasma fue menor (Fig. 12B). Los controles
mostraron tinciones negativas en los grupos de células de Sertoli observados,
puesto que no se detectd la expresion del receptor a insulina (Fig. 12C y 12D

respectivamente).



Fig. 12. Expresion del receptor a insulina en células de Sertoli de 17 d.g.

A. Se observa la presencia del receptor en el citoplasma de las células. 20X. B.
Note la distribucion del receptor en el nucleo de las células de Sertoli. 40X. Cy
D controles del receptor a insulina. 20X. Citoplasma (C); Nucleo (N) y Células

de Sertoli (Cs).

b) Leydig

En las células de Leydig la inmunocitoquimica revel6 también la
presencia del receptor a insulina de forma predominante en dos regiones de la
célula. En el citoplasma de las células se detectdé una inmunodeteccion

moderada y una mayor expresion en el nucleo (Fig. 13A), también se observé



mayor expresion en la regidon perinuclear, alrededor de la envoltura nuclear, y
una menor expresion en el citoplasma (Fig. 13B). En el grupo control no se

detecté ninguna inmunoreactividad a la subunidad [ del receptor a insulina

(Fig. 13C y 13D).

Fig. 13. Inmunodeteccion del receptor a insulina en células de Leydig de
17 d.g. A. Se observé una fuerte reaccion del receptor a insulina alrededor del
nacleo. 20X. B. Se detecté también alrededor del nucleo. 100X. C y D
controles, 20X respectivamente. Citoplasma (C); Nucleo (N); Region

perinuclear (P) y Células de Leydig (CL).



c) Determinacion del numero de células sométicas
El nimero de células de Leydig y Sertoli se determind en una camara de

Neubater. Se emple6 la siguiente ecuacion:

# Cel/mL = (#Cel en 4 cuadrantes)(C)(Factor de dilucion)

Tipo celular X células/uL
Leydig 352 880
Sertoli 2564 6410

X = numero de células en 4 cuadrantes
c = 2500

d) Cuantificacion de proteinas por el método de mini-Bradford

Cuadro 4. Curva de proteina total en células soméaticas
del testiculo de raton Mus musculus

[ug/ pL] [lfgS/ﬁL] H>O | Bradford uL
0 0 160 40
2 2 158 40
4 4 156 40
8 8 152 40
16 16 144 40
32 32 128 40




e) Curva patron de proteina total en células somaticas testiculares
embrionarias

—e— Curva Patrén BSA
—Lineal (Curva Patrén BSA)

Absorbancia 595 nm

O L] L] L] L}
0 5 10 15 20

Concentracion de proteina en pg/mL

Fig. 14. Curva patron de BSA (1ug/ulL) para la cuantificacion de proteina total

por mini-Bradford en células de Sertoli y Leydig de 16 d.g.

Se determiné el valor del coeficiente de correlacion el cual fué de r* = 0.9042 y
la ecuacion de regresién obtenida fué de y = 0.066x + 0.1908

Célculo de la proteina total en las muestras:

Leydig: 1.44 ug/uL de proteina

Sertoli: 4.99 ug/uL de proteina



f) Western Blot

Los resultados del Western blot evidenciaron la presencia de la
subunidad B1 del receptor a insulina en las células de Sertoli. El peso de esta
subunidad fué determinado estableciendo con una relacion entre la distancia
gue migro la proteina o Rf (cm) del blot contra el marcador de peso molecular

(kDa) del marcador (See Blue, Invitrogen).

g) Determinacion del Peso Molecular de la subunidad Sl del Receptor a
Insulina

Regresion Lineal
— — Células de Sertoli

0 20 40 60 80 100
Peso molecular en kDa

Fig. 15. Curva patrén del marcador de peso molecular See Blue (Invitrogen)
para la determinacion del peso molecular del receptor a insulina (subunidad 1)

en células de Sertoli y Leydig de 17 d.g.



Una vez obtenido el coeficiente de correlaciéon de r> = 0.9858 vy la
ecuacion de regresion y = -0.0085x + 0.8866 se determind el peso molecular
del receptor. Se encontr6 que el peso molecular de la subunidad 1 del

receptor fué de 46.6 kDa.

50 kDa

Subunidad B1
46.6 kDa

36 kDa

Fig. 16. Western blot del receptor a Insulina. Se muestran los pesos moleculares
del marcador de peso molecular correspondiendo 50 kDa a la enzima alcohol
deshidrogenasa y 36 kDa de la enzima anhidrasa carboénica. La subunidad 1 del
receptor a insulina se encuentra alrededor del peso molecular descrito (de 40 — 49
kDa dependiendo de la especie de estudio). MP marcador de peso molecular, CS

células de Sertoli.



VII Discusion

En la presente investigacion se analizo la expresion del receptor a
insulina en las células somaticas fetales del raton a los 16 y 17 d.g. Los
resultados de la inmunocitoquimica en las células de Sertoli mostraron la
presencia del receptor a insulina en el citoplasma y alrededor de la envoltura
nuclear (Fig. 12). Este hallazgo puede ser explicado debido a que en el
momento de la fijacion de las células el receptor a insulina se encontraba
siendo trasladado hacia el nucleo como se puede apreciar en la Fig. 12A. Estas
observaciones apoyan investigaciones previas donde se detectdé la
translocacién del substrato receptor a insulina tipo | hacia el nucleo en células
3T3 de embrién de ratén por inmunoprecipitacién (Chen y col., 2005). Como se
mencion6 para no desperdiciar las células de Leydig se procesaron
simultaneamente para la deteccidn del receptor. El conteo de células de Sertoli
y Leydig para el Western blot mostr6 que la cantidad de células en el primer
tipo celular fué mucho mayor que las segundas. Esto debido a que estas
Ultimas se desarrollan con mayor dificultad en contraste con las primeras que
crecen con mayor facilidad. La determinacién de proteina total por el método de
mini-Bradford mostr6 que la cantidad de esta en las células de Sertoli fué de
4.99 ug/uL de proteina, valor mucho mayor comparado con 1.44 ug/uL de
proteina observado en las células de Leydig (Fig. 14). Los resultados del
andlisis por Western-blot arrojaron que la subunidad B1 del receptor se
encuentra presente en las células de Sertoli y tiene un peso molecular de 46.6
kDa. Sin embargo no fuimos capaces de demostrar la presencia de esta

proteina en las células de Leydig (Fig. 15y 16). El peso molecular determinado



de la subunidad B1 en células de Sertoli se encuentra cercano al reportado en
otras especies, siendo de 40 - 45 kDa en la placenta humana (Boyle y col.,
1984), y de 45 — 49 kDa en adipocitos de rata (Massagué J, 1982).

En la inmunocitoquimica las células de Leydig muestran también un
desplazamiento del receptor a insulina hacia el nucleo y observamos una
mayor cantidad de esta proteina en el citoplasma (Fig. 13). La cantidad de
proteina recuperada en las células de Leydig pudd afectarse por el tiempo de
tripsinizacién al momento de despegar las células de las cajas de cultivo. Sin
embargo, esta posibilidad se descarta debido a que el tiempo de tripsinizacién
fue controlado estrictamente. Es probable que el pobre crecimiento de las
células de Leydig sumado a su menor tamafio resulté en la menor cantidad de
proteina total recuperada para este tipo celular. Probablemente la cantidad de
receptor a insulina contenido en las células de Leydig no es suficiente para dar
una sefial visible por Western-blot pero si para determinar su expresion por
inmunocitoquimica. Esta aseveracion se basa en que debido a que las células
de Leydig en cultivo tienen una mayor superficie de contacto para los
anticuerpos; ademas de que el antigeno se encuentra en su forma nativa. Es
posible que una fraccidn del receptor a insulina de las células de Leydig se
haya quedado en la fraccion del sobrenandante obtenido después de la
homogenizacion y al momento de concentrar el boton, que contiene el paquete
celular, se haya perdido haciendo mas dificil su localizacién por Western-blot.
Es probable que las células de Sertoli y Leydig expresen diferente nimero de
receptores a insulina. Las células de Leydig participan en la biosintesis de
hormonas sexuales para la masculinizacion del feto y presentan una gran

cantidad de mitocondrias, mientras que las células de Sertoli son las



encargadas de la diferenciacion de las distintas lineas celulares en el feto y
durante el desarrollo gonadal presentan una gran actividad metabolica. Debido
a esto, es probable que estas ultimas expresen una mayor cantidad de
receptores. Estos resultados son apoyados por estudios previos en nuestro
laboratorio donde se demostré que la insulina tiene un efecto positivo en la
proliferacion de las células de Leydig (Santa Maria, 2007). Ademas de regular
la biosintesis de testosterona (Velazquez, 2007). En conjunto, estas
observaciones confirman la hipétesis planteada de que el receptor a insulina, a
través del cual actia la principal hormona anabdlica del organismo, se

encuentra presente en las células embrionarias del ratbn Mus musculus.



VIIl.- CONCLUSIONES

La estandarizacion de la técnica de Western-blot para la determinacion del

receptor a insulina en células de Sertoli de 16 d.g. fue realizada con éxito.

e El receptor de insulina se expresa en las células de Sertoli en el testiculo
fetal de los ratones Mus musculus a los 16 y 17 d.g.

e La subunidad B1 del receptor a insulina tiene un peso molecular de 46.6
kDa en las células de Sertoli de 16 d.g.

e En los experimentos previos realizados con las células de Leydig solo se

demostré la presencia del receptor a insulina por Inmunocitoquimica.
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X.- APENDICE
Buffer Tris-HCI 2M pH=8.8 (100mL)

Pesar 24.2 gramos de Tris base, adicionar 50 mL de H;O
megapura. Ajustar a pH= 8.8 con HCI concentrado (aprox.

4mL). Finalmente adicionar H,O hasta obtener 100mL.

Nota: Para Buffer Tris-HCl 1.5M pH= 8.8 pesar 18.5 gramos
de Tris base.
Buffer Tris-HCI 1M pH=6.8 (100mL)

Para 100mL pesar 12.1 gramos de Tris base, adicionar 50 mL
de H»,O megapura. Ajustar a pH= 6.8 con HCI concentrado
(aprox. 8mL). Adicionar H,O hasta obtener 100mL.

Acrilamida al 3026 (100mL)

Pesar 29.2 gramos de Acrilamida, posteriormente pesar 0.8
gramos de Bis-Acrilamida. Adicionar H.O suficiente para

disolver y llevar a 100mL.

Nota: Puede refrigerarse durante meses.

Persulfato de Amonio 10% (5mL)
Pesar 0.5 gramos de Persulfato de Amonio y llevar a 5 mL con
H>0.

Tincidon con Coomassie (1L)

Pesar 1 gramo de Azul de Coomassie R-250, 450mL de Metanol,

450 mL de H,O y 100mL de Acido Acético Glacial.



Destincion con Coomassie (1L)

Medir 100mL de Metanol, 100mL de Acido Acético Glacial y
800mL de H2O0.

Nota: Detecta hasta 0.1xg de proteina. Se destifie en 1 hora.

Buffer corrida 10x

Pesar 3.03 gramos de Tris base, 14.4 gramos de glicina y 1
gramo de SDS. Llevar a 100mL con H;O. La solucién debe tener

un pH= 8.3

Nota: no ajustar pH con &cidos o bases.

Reactivo de Bradford

Se le agregan 5 mL de reactivo, el cual se prepara de la
siguiente forma: se disuelven 100 mg de azul brillante de
Coomasie G-250 en 50 mL de etanol al 95%. A esta solucion se
le agregan 100 mL de acido fosférico al 85% (p/v), la solucion

resultante se diluye a un volumen final de 1 litro.

Buffer de Carga

2x SDS-PAGE buffer: 0.009M Tris.Cl, pH 6.8; 20% Glicerol;
2% SDS; 0.02% azul de bromofenol; 0.1M DTT o puede usarse

B-mercaptoetanol.

Medios de cultivo
Medio Esencial Dulbecco Modificado (DMEM) de IN VITRO Lab
México.
Medio F-12 (HAM) de IN VITRO Lab México.



Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 1X (100 mL de

solucion)

Solucién salina de fosfatos Dulbecco 10X de IN Vitro Lab México

10 mL y 90 mL de agua desionizada.

Solucion de PBS — Tween al 0.05 2 (100 mL de solucion)

Agregar 50 uL de Tween 20 (Sigma Aldrich) a 99.95 mL de PBS
1X

Solucion de PBS — Milk 5% — Tween al 0.1 2% (100 mL de

solucion)

Agregar 100 pL de Tween 20 (Sigma Aldrich), 5 gr. de Leche
Svelty a 94.90 mL de PBS 1X

Metanol absoluto. Baker 9093-02

Kit Liquid DAB de Dakocytomation
Chromogen System
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