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Resumen

I. Resumen
El factor de crecimiento similar a Insulina tipo Il (IGF-11) es un polipéptido
con estructura parecida al de la proinsulina y al factor de crecimiento similar
a insulina tipo | (IGF-1), es producido principalmente por el higado aunque
se ha detectado en muchos otros tejidos. El IGF-l11 desempefa un papel
determinante en el crecimiento y regulacion de la funcion de diversos
organos en los mamiferos y al igual que el IGF-1 actia como un mitégeno
favoreciendo la diferenciacion y division celular en la etapa gestacional y
posiblemente también participa en la regulacibn metabdlica. Sin embargo,
su papel es controversial hasta el presente y se desconoce su funcion en el
testiculo del raton en la vida gestacional. El objetivo de la presente
investigacion fue evaluar el efecto del IGF-Il en la proliferacion de las
células de Leydig del testiculo del ratbn embrionario, in vitro. Se obtuvieron
embriones de 14, 16 y 18 dias de gestacion (d.g.), se extrajeron los
testiculos y se hicieron grupos de 45 a 50 gonadas. Estas se disgregaron con
enzimas proteoliticas, se obtuvieron las células de Leydig y se sembraron en
Medio Eagle Dulbecco Modificado (D”MEM) con suero bovino fetal (SBF) por
24 horas (hrs). Se lavaron las células con solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS) y se incubaron nuevamente con D "MEM sin SBF. Se
determind que la concentracion de IGF-1l para inducir el mayor porcentaje
de proliferacion fue de 100 ng/mL. Se realizaron los experimentos, con un
grupo control y otro experimental. El primero se incub6é con 5-Bromo-2~ -
deoxi-uridina (BrdU), y al grupo experimental, ademas, se le adicionaron
100 ng/mL de IGF-Il. Se cultivaron 24 hrs, se retir6 el medio y las células se

fijaron con glutaraldehido en PBS y después se realiz6 una inmunodeteccion.

El porcentaje de proliferacion de las células de Leydig a los 14 d.g, fue
de 59% en el grupo control y 68% en el tratado. A los 16 d.g, en la etapa
fetal, se determindé 59% para el grupo control, comparado con 73% de
células de Leydig marcadas con BrdU del grupo experimental. A los 18 d.g

se detecté 60% de incorporacion de BrdU en el grupo control y 68% en las
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Resumen

células tratadas con IGF-l1l. Se propone que el IGF-1lI participa en el
desarrollo testicular del raton a nivel embrionario, al regular la proliferaciéon

de las células de Leydig.
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Introduccion

I1. Introduccion

El propodsito esencial de la diferenciacion sexual, es decir, el
desarrollo de las caracteristicas fisicas y del comportamiento de hembras y
machos, es el de dotar a estos organismos con la anatomia y fisiologia

necesaria para que la reproduccion sexual ocurra (Wilhelm et al., 2007b).

La determinacion sexual en los mamiferos involucra complejas
interacciones de redes de sefalizacion, tanto celulares como hormonales,
que conduciran a desarrollar el fenotipo masculino o femenino durante la
etapa gestacional. El desarrollo sexual es un proceso dindmico sujeto a un
programa secuencial, ordenado e interrelacionado que se lleva a cabo en
varias etapas consecutivas. La primera fase es la denominada sexo genético,
en la cual el sexo genético de los individuos queda determinado. Esto ocurre
cuando un espermatozoide portador de un cromosoma X 6 Y fertiliza a un
ovocito portador de un cromosoma X. En la segunda fase, correspondiente al
sexo gonadal, la determinacién sexual se produce cuando la via que sigue la
gonada bipotencial es determinada por la expresiéon de genes ligados al
cromosoma “Y”, que sirven como generadores de embriones XY, en ausencia
de estos genes masculinizantes se diferenciara un ovario. Esta fase se
describirda mas ampliamente en las siguientes paginas. Simultdneamente al
desarrollo gonadal se lleva a cabo la diferenciacion de un par de conductos
denominados conductos de Wolf y de Miller. La diferenciacion genital tanto
interna como externa, de machos o hembras es el resultado de la secrecion
hormonal de los testiculos en desarrollo para originar el sexo fenotipico por
accion de dos hormonas como se mencionara mas adelante (Habert et al.,

2001; Loépez-Lopez, 2002).
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Introduccion

1. Desarrollo gonadal del raton

El desarrollo gonadal se puede dividir en 3 etapas; la primera es
conocida como cresta genital, la segunda es la fase indiferenciada o génada

bipotencial. La tercera etapa es el desarrollo testicular u ovarico.

a) Etapa de cresta genital

En los ratones esta etapa ocurre en el periodo comprendido entre los
9.5 y los 10.5 d.g. El inicio del desarrollo gonadal ocurre con el
establecimiento de la cresta genital. Son las células de la parte caudal de la
region intermedia del mesodermo las que dan origen a la cresta genital. Esta
se compone de tres segmentos: 1) los pronefros, ubicados en la parte
anterior de la cresta, donde se localiza el primordio adrenal; 2) los
mesonefros que corresponde a la regién central, de la cual surgen las
gonadas (superficie ventromedial, alrededor de los 10 d.g); y 3) los
metanefros, localizados en la parte mas posterior de esta region, de los
cuales se desarrollaran los rifiones posteriormente (Villalpando, 2000;
Tilmann y Blanche, 2001; Carlson, 2004; Wilhelm et al., 2007b).

Desde el inicio y durante todo el desarrollo gonadal, ocurre la
interaccion entre dos lineas celulares: las células germinales y las células
somaéaticas. Ambos tipos celulares se encargan de llevar a cabo dos funciones

importantes para el organismo (Merchant-Larios y Moreno, 2003).

e Células somaticas, son las que elaboran y secretan proteinas y
factores hormonales que participan tanto en la diferenciacion sexual a
nivel embrionario, como en el mantenimiento de las funciones

reproductoras en la etapa adulta.
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Introduccion

e Células germinales son las que participan en la proliferacion,

diferenciacion y maduracion de gametos (Merchant-Larios, 1991).

Como se mencion6é anteriormente, el sexo genético del individuo se
establece en el momento de la fertilizacion. No obstante, existe un periodo
en el cual no es posible diferenciar a las células precursoras de los ovocitos y
los espermatozoides. Este periodo corresponde al de las células germinales

primordiales (CGP) (Merchant-Larios y Moreno, 2003).

Experimentos realizados en aves, demostraron el origen extragonadal
de las CGP; mientras que en mamiferos, no se ha hecho una demostracion
experimental, que apoye el origen. Sin embargo, hay evidencias de que las
CGP se ubican en el endodermo del saco vitelino embrionario desde los 5
d.g. (Merchant-Larios,1991).

Las CGP tienen un origen extragonadal, debido a que no surgen de la
cresta genital o de los mesonefros, sino que migran desde una fuente
completamente distinta de alguna de estas estructuras (Wilhelm et al.,
2007b). Las CGP son detectadas en la base del alantoides y después son
transportadas por movimientos de reacomodo de los 6rganos hacia el
intestino posterior, quedando ubicadas entre las células epiteliales de este

organo (Merchant-Larios y Moreno, 2003).

En los mamiferos, las CGP se desplazan por dos diferentes tipos de
movimiento desde su sitio de origen hasta la region urogenital del embrion,

donde se formaran las gonadas. Los movimientos empleados son:

e Pasivo: En este las células se mueven a la par de los tejidos que las
rodean y que por crecimiento diferencial del embrién, se desplazan de

un lugar a otro.
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Introduccion

e Activo: Implica la capacidad motriz de las CGP para desplazarse a

través de los tejidos embrionarios (Merchant-Larios, 1991).

Intestino Intestino
anterior posterior

Alantoides Cresta
genital

Intestino

genital

Cloaca Y Mesonefros

Saco vitenilo

Fig. 1. Las CGP son detectadas en la base de la alantoides, posteriormente
migran desde el intestino posterior hasta la cresta genital (Tomada de
Sadler, 2004).

Las CGP para poder salir del intestino posterior, deben de romper la
lAmina basal que las recubre. Para tal efecto, es necesario que las células
emitan pseudopodos para desplazarse y que sean capaces de romper la
lamina del intestino, secretando enzimas proteoliticas que le permitan llegar

hasta las futuras crestas genitales (Merchant-Larios, 1991).

A la fecha se sabe poco sobre los mecanismos que guian a las CGP
hasta su ubicacién final en las crestas genitales. Estas células se desplazan
sobre una monocapa de células mesenquimaticas y sobre colagena a la que
se le agrega fibronectina. Se observé que la fibronectina se encuentra
concentrada a lo largo del camino que siguen las CGP hacia las crestas
genitales. Aunque la fibronectina se ha asociado con el desplazamiento de

las CGP, actualmente se sabe que el factor de crecimiento transformante B1
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(TGF-B1) es el agente quimiotactico que guia a estas células hasta las

crestas genitales, (Godin y Wylie, 1991).

El inicio de otra fase del desarrollo de las CGP comienza con la llegada
de éstas a la gonada y la pérdida de su capacidad para migrar; ahi junto con
varias células somaticas, conforman la cresta genital en las que
posteriormente se desarrollara la génada indiferenciada (Merchant-Larios y
Moreno, 2003).

Durante la etapa de gonada indiferenciada ocurre la proliferacion de
células germinales primordiales, mesenquiméaticas y endoteliales que daran
origen primero a un blastema gonadal y posteriormente a los cordones
sexuales que caracterizan a la gonada indiferenciada y que se menciona a

continuacioén (Villalpando, 2000).

b) Fase indiferenciada

Una vez que se ha establecido la cresta genital, y aun cuando el sexo
tanto en machos como en hembras, queda determinado por la union del
ovocito y el espermatozoide, existe una etapa en la que no es posible
distinguir entre una génada masculina y otra femenina desde el punto de
vista morfologico, es por ello que esta etapa recibe el nombre de fase
indiferenciada (Rey, 2001; Carlson, 2004).

La etapa de génada indiferenciada se lleva a cabo en el raton entre los
11 y los 11.5 d.g. (Villalpando, 2000); en este estadio, se detecta gran
actividad proliferativa de células sométicas (mesenquimaticas vy
mesoteliales) en la region de la cresta genital (Merchant-Larios y Moreno,
2003). Esto potencia la formacion de un agregado compacto denominado
blastema gonadal derivado de la condensacion de células de origen

mesotelial y mesenquimatico. De este primordio gonadal se diferenciaran
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Introduccion

dos importantes tejidos gonadales: los cordones sexuales, que es el sitio
donde se encuentra la mayoria de las CGP que estan rodeados por una
lAmina basal; y el estroma en donde se localizan células de tipo
mesenquimatico y vasos sanguineos que llevan sangre a la goénada
indiferenciada. Es decir, en esta fase la cresta gonadal es colonizada por
CGP y tiene lugar la proliferacion de las células somaticas, que daran origen
a los tejidos epitelial y estroméatico que posteriormente servirAdn como

precursores del testiculo u ovario en machos o hembras respectivamente.

célula
esenguimatica

vaso sanguineo

cordon
sexual

epitelio
celomico

Fig. 2. Esquema de la génada durante la etapa indiferenciada. En el
ratbn de los 11 a los 11.5 d.g, ocurre la condensacion de células
mesenquimaticas y mesoteliales que forman el blastema gonadal y es a
partir de éste que se diferencian los cordones sexuales y el estroma
(modificada de Merchant-Larios, 1991).

Durante esta misma etapa, tanto en hembras como machos, coexisten
2 tipos de conductos, los de Miller (paramesonéfricos) y los de Wolf
(mesonéfricos). Los primeros, son los que dan origen al sistema de

conductos en hembras, éstos se diferencian, en trompas de Falopio, Utero y

Facultad de Quimica 8



Introduccion

la parte superior de la vagina. Mientras que en los machos, los conductos de
Wolf son los progenitores del sistema de conductos que forman parte de los
genitales tales como epididimo, conductos deferentes y vesicula seminal.
So6lo un sistema de conductos prevalece y es el que se forma, dependiendo
de la presencia o ausencia de hormonas tales como la testosterona y la

hormona inhibidora de los conductos de Mduller (AMH) (Wilhelm et al.

2007b).
— Conductos de Miller
Cresta genital
Mesonefros
/7 Conductos de Wolf
Iﬁ../ \ Hembra

"\--_

{7 N Ovario
‘5. k‘ Epididimo Trompa_
\ | —Testiculo de Falopio
ll'; ,I Conducto Utero
A / deferente
N
A ——Vesicula seminal Vagina

Fig. 3. Desarrollo y diferenciacion de los conductos del sistema
genital interno. En machos, los conductos de Miuller son degenerados por la
influencia de la AMH, mientras que los conductos de Wolf se diferencian en
epididimo, conductos deferentes y vesicula seminal por la acciéon de la
testostena. En hembras, los conductos de Wolf sufren regresion y se
diferencian en trompas de Falopio, Utero y parte superior de la vagina

(modificada de Wilhelm et al., 2007b).
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c) Diferenciacion testicular

En los mamiferos, la primera manifestacion estructural de la
diferenciacion sexual se detecta en la goénada de los machos (Merchant-
Larios, 1991).

Los primeros indicios de diferenciacion testicular aparecen, en el
raton, con la formacién de cordones cilindricos, que posteriormente seran

los tubulos espermatogénicos (Wilhelm, et al. 2007b).

Esta etapa de la diferenciaciéon testicular en el ratéon ocurre alrededor
de los 12 d.g; y se caracteriza por la separacion de los cordones sexuales
del epitelio celémico (Merchant-Larios, 1991; Villalpando, 2000). Esta
separacion se produce tanto por la compactacion de los cordones; ahora
denominados cordones testiculares, como por la proliferacién e invasion de
células mesenquimaticas y vasos sanguineos desde la region mesonéfrica.
Ademas, se lleva a cabo la reubicacion de dichos cordones en la parte
central del futuro testiculo (Villalpando, 2000; Merchant-Larios y Moreno,
2003). Dado el lugar que éstos ocupan en la zona central del testiculo, los
cordones sexuales reciben el nombre de cordones seminiferos y después
seran tubos seminiferos cuando desarrollen un lumen en la etapa postnatal

(Merchant-Larios, 1991).
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célula
mesenquimatica

vaso sanguineo

cordones sexuales

epitelio
celomico

Fig. 4. Diferenciacion testicular (12.5 d.g). En esta etapa del desarrollo
sexual en machos, se observa la separacion de los cordones sexuales del
epitelio celémico debido a una activa invasion de células mesenquimaticas y

vasos sanguineos (modificada de Merchant-Larios, 1991).

El testiculo se organiza en cordones testiculares o seminiferos y
region intersticial (Habert et al., 2001). Los cordones testiculares tienen
en su interior, células germinales, agrupadas en la parte central de los
mismos, y células pre-Sertoli rodeando a las células germinales. En el
tejido intersticial, que rodea a los cordones testiculares, se localizan
distintos tipos celulares: células mioides, que se encuentran delimitando al
conjunto de células germinales y de Sertoli; fibroblastos, células
precursoras de Leydig (importantes por su actividad enddcrina) y vasos
sanguineos (Merchant-Larios, 1991; Villalpando, 2000; Wilhelm et al.,
2007b).
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Cordon L.E|:J|E$
testicular -, germinales

e e e i
Mesonefros —f—se— Células MP
,_\“-q_ Intersticio

ey it

o / Celulas
= de Sertoli

' Calulas d
r”/ / Elh.:':.'é-l:ii-;’E

Fig. 5. Representacion esquematica del testiculo embrionario de
ratbn a los 13.5 d.g. Se indica la distribucibn de los diferentes tipos
celulares que forman a los cordones testiculares, células germinales y de
Sertoli; asi como células mioides peritubulares (MP) y células de Leydig en el

intersticio. (Modificada de Wilhelm et al., 2007).

Las células de Sertoli, como se menciona en el parrafo anterior, entre
multiples funciones, sirven como sostén de las CGP, ademas de que
sintetizan la hormona inhibidora de los conductos de Maiuller (AMH)
(Merchant-Larios y Moreno, 2003). Se cree que las células de Sertoli actuan
como centro organizador en la gonada de machos y orquestan la

diferenciacion de todos los otros tipos celulares (Wilhelm et al., 2007b).

La AMH o sustancia inhibidora de los conductos de Muller (MIS), es
una hormona, miembro de la familia de los factores de crecimiento
transformantes-pf (TGF-B) y es la primera proteina secretada por estas
células sométicas durante la diferenciacion testicular y su expresion es

independiente de la presencia de las CGP (Merchant-Larios y Moreno, 2003).
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Fig. 6. Ubicacion de las células de Sertoli dentro de los cordones
testiculares, en cortes de testiculo de ratén de 14.5 d.g. Se observa la
inmunofluorescencia en las células de Sertoli con un anticuerpo para SOX9
en el interior de los cordones testiculares (CT). (Modificada de Wilhelm et al.,
2007).

En el intersticio, el segundo compartimiento del testiculo, se
diferencian las células esteroidogénicas de Leydig; al poco tiempo de la
formacién de los cordones testiculares, a los 12.5 d.g. partir de células
mesenquimaticas, pero la diferenciacion mas evidente es a partir de los 14

d.g. en el ratdon (Merchant-Larios y Moreno, 2003; Wilhelm et al., 2007b).

Fueron descritas por primera vez en 1850 por Franz Leydig, pero fue
hasta méas de 50 afios después que Bouin y Ancel demostraron, que estas
células secretaban una hormona que tiene un papel determinante en el
establecimiento y mantenimiento de las caracteristicas secundarias en el

sexo masculino (Revisado por Wilhelm et al., 2007b).

La funcion principal de estas células es la de producir testosterona a

partir del colesterol (Habert et al., 2001). Es frecuente encontrar las células
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de Leydig formando grupos cerca de los vasos sanguineos, de acuerdo con

su funcién androgénica (Wilhelm, et al., 2007b).

La testosterona es requerida para el desarrollo de los conductos de
Wolf, por otro lado, la ausencia de esta hormona en hembras provoca la
regresion de estos conductos desarrollandose los de Miller (Tilmann vy
Capel, 2001).

En los mamiferos la ontogénesis de la funciéon de las células de Leydig
involucra al menos dos generaciones de células; la primera generacion se
desarrolla durante la etapa fetal, estas células se encargan de la
masculinizaciéon del sistema urogenital de los machos. La segunda
generacion aparece durante la pubertad y la testosterona que producen es
para iniciar a la espermatogénesis; ademas del mantenimiento de la funcién

sexual en machos (Habert et al., 2001).

Fig. 7. Localizacion de las células de Leydig en cortes de testiculo de
ratén de 14.5 d.g. Se observan a las células de Leydig (CL) en el intersticio
del testiculo, marcadas por hibridacién in situ de la enzima 20, 22 desmolasa
expresada en estas células. También se observan los cordones testiculares
(CT). (Modificada de Wilhelm et al., 2007).
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Debido a que la diferenciacion de la primera generacion de células de
Leydig tiene lugar después de que este proceso ocurre en las células de
Sertoli, se cree que las primeras lo hacen por accidon paracrina de las
células de Sertoli (Habert et al., 2001).

2. Genes que participan en la diferenciacion testicular

a) Sry

El establecimiento del sexo fenotipico, en los mamiferos, es
determinada por la presencia o0 ausencia de un solo gen, de
aproximadamente 14 kb, ubicado en la region pseudoautosomal del
cromosoma “Y”, conocido como factor determinante del testiculo (Sry)
(Habert et al., 2001; Tilmann y Capel, 2001). Se ha planteado que la
diferenciacion testicular es causada por la expresion del Sry, en un
subconjunto de células sométicas la cresta genital, que son inducidas a
diferenciarse en células de Sertoli y no a las CGP (Koopman et al., 1990;
Rossi et al., 1993). Si este gen no estd presente, o su funcién es
inapropiada, se formara un ovario (Willhem et al., 2007b). Por lo tanto, Sry
puede iniciar la via de masculinizacidon, activando genes especificos del sexo
masculino y/o reprimiendo genes especificos, que participan en el desarrollo

del ovario (Tilmann y Capel, 2001).

La accion del Sry es intracelular y no se difunde; es probable que
controle la expresion de otros genes en la misma célula, modificando la
produccion de un factor o factores responsables de los diversos cambios
morfogenéticos necesarios para la diferenciacion del testiculo a partir de la

gonada indiferenciada (Merchant-Larios y Moreno, 2003).

Este gen codifica para una proteina no histona (miembro de la familia

llamada “high mobility group Box”, HMG. Esta se caracteriza por tener un
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dominio que se une a una secuencia especifica del acido desoxiribonucleico
(ADN) (Villalpando, 2000; Merchant-Larios y Moreno, 2003; Carlson, 2004;
Wilhelm et al., 2007b). Estudios in vitro demostraron que el Sry se une a
una secuencia especifica del ADN de manera preferente, provocando una
curvatura de 60-85°, en la region a la cual se enlaza. Es probable que con
esto, se ponga en contacto y exponga a otros genes involucrados en la
determinacion testicular (Villalpando, 2000; Wilhelm et al., 2007b).

En los roedores, el Sry se observa a los 10.5 d.g. y los niveles mas
altos de su expresion se detectan a los 12 d.g, coincidiendo con el momento
en que ocurre el desarrollo testicular en esta especie (Hacker et al., 1995;
Wilhelm et al., 2007b).

Aunque el Sry se descubrié in vivo hace 15 afios, no se ha identificado
su gen blanco. Sin embargo, hasta el momento, el mejor candidato es
Sox9, que comienza a expresarse inmediatamente después de Sry y en un

patréon espacial muy similar (Wilhelm et al., 2007).

b) Autosomales

Se han identificado varios genes de gran importancia, para dar inicio a
la formacion de la cresta genital; entre ellos se encuentran: el gen supresor
del tumor de Wilms (Wtl), el factor esteroidogénico (Sfl), Lhx9, Emx2 y
M33 (Wilhelm et al., 2007b). Pero se ha visto que se requiere de la funcion
de al menos dos de estos genes: Wtl y Sfl para el establecimiento de la

cresta genital (Carlson, 2004).

Wtl: Se ha observado que su expresion es desde los 9 d.g., aunque
es mas evidente a los 12 d.g. y es predominante en cresta genital,

mesonefros, rifdn y en la gbnada. Sin embargo, después de este periodo no
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es detectable en el tejido gonadal (Armstrong et al., 1993; Merchant-Larios
y Moreno, 2003).

Se sabe que de la expresion de Wtl, depende el establecimiento y
mantenimiento de la goénada indiferenciada en los mamiferos ya que
mutaciones en este gen provocan el sindrome de Denys-Rash que se
caracteriza por fallas renales y anormalidades tanto gonadales como

genitales (Villalpando, 2000).

Wtl codifica una proteina nuclear con dominios de dedos de zinc que
puede actuar como activador o represor transcripcional segun el contexto
promotor y tipo celular sobre el que actue. La carencia de tres aminoacidos
(KTS) entre tres o cuatro dedos de zinc mostré en ratones de ambos sexos,
una notoria reduccion gonadal y falta de diferenciacion, sugiriendo que Wtl
se requiere para la supervivencia y diferenciacion de células gonadales,
posiblemente mediante su funcibn como un activador transcripcional. A la
fecha Sfl, entre otros genes, ha mostrado ser activado por esta isoforma de
Wtl in vitro, sugiriendo que Sfl es un blanco genuino de Wtl (Wilhelm y
Englert, 2002).

Sfl: se expresa durante el desarrollo de la cresta genital (9—10 d.qg).
Entre los 12.5 y 15 d.g cuando ya ocurrié la diferenciacion sexual el Sfl se
puede detectar en niveles altos en los cordones sexuales, tanto en células de
Leydig (esteroidogénicas) como en las de Sertoli (no esteroidogénicas). Se
ha observado que la falta de funcionalidad de este gen en los ratones
provoca falla completa de la adrenal y del desarrollo gonadal, obesidad y
anormalidades de Ila hipdéfisis y de gonadotropinas trayendo como
consecuencia que no haya produccién de hormonas esteroides sexuales,
como progesterona, testosterona y estradiol. Tampoco hay sintesis de

corticoesteroides, conduciendo a una insuficiencia renal por lo que los
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animales mueren a los 10 dias de nacimiento (Villalpando, 2000; Merchant-
Larios y Moreno, 2003; Wilhelm et al., 2007b).

Lhx9: Este gen se expresa en la cresta genital del ratbn embrionario a
los 9.5 d.g. Se ha observado que Lhx9 y Wtl pueden unirse directamente al
promotor de Sfl y tener un efecto aditivo para su activacion in vitro
(Wilhelm y Englert, 2002). La deficiencia de Lhx9 en la cresta genital
disminuye drasticamente la expresion de Sfl, lo que indica que Lhx9 puede
encontrarse corriente arriba de Sfl en la cascada de desarrollo (Birk et al.,
2000).

Emx2: Se expresa en el epitelio de los componentes del sistema
urogenital durante su desarrollo. En ratones que presentan mutaciones en
este gen, carecen completamente de tracto genital y de génadas (Miyamoto
et al., 1997; Wilhelm et al., 2007b). Sin embargo, aun se desconoce la
regulacion y posibles genes blancos de este gen durante el desarrollo

temprano gonadal (Wilhelm et al., 2007b).

M33: Recientemente, se ha asociado a este en la regulacion de Sfl
para su expresion en el bazo y la glandula adrenal (Katoh-Fukui et al.,
2005). La deficiencia de M33 en ratones XY provoca reversion sexual,

posiblemente por interferir en la via del Sry (Katoh-Fukui et al., 1998).

Sox9: Se expresa en bajas concentraciones en la goénada
indiferenciada alrededor de los 10.5 d.g (Morais da Silva et al., 1996; Kent
et al., 1996; Wilhelm et al., 2007b). En contraste con Sry, la expresion de
este gen se mantiene en el ndcleo de las células precursoras de Sertoli
después de los 11.5 d.g y aun después del nacimiento en gdénadas XY. En
humanos y ratones con anomalias en este gen, ademas de manifestar
displasia campomélica (solo en humanos), muestran reversion sexual; lo

cual sugiere que Sox9 es necesario para el desarrollo sexual en machos
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(Barrionuevo et al., 2006; Merchant-Larios y Moreno, 2003). Sox9 no soélo
es necesario sino también es suficiente para el desarrollo sexual en machos.
Se ha visto que ratones XX que sobreexpresan este gen se desarrollan como
machos, esto sugiere que Sox9 es blanco importante de Sry (Vidal et al.,
2001).

Por otro lado, estudios recientes en torno a este gen demostraron que
el gen de prostaglandina D sintasa (Pgds) es regulado, in vivo, por Sox9
(Wilhelm et al., 2007a).

Fgf9: codifica para el factor de crecimiento 9 de fibroblastos (FGF9),
su gen se expresa desde los 11.5 d.g. en ambos sexos. Posteriormente su
deteccion queda restringida, a los cordones testiculares (Tilmann y Capel,
2001; Wilhelm et al., 2007b). Se ha demostrado que este gen es necesario
en la via de diferenciaciéon de machos, actuando justamente corriente abajo
del Sry, regulando positivamente la proliferacion de las células precursoras
de Sertoli (Tilmann y Capel, 2001; Schmahl et al., 2004).

Daxl: la proteina para la cual codifica este gen (ubicado en el
cromosoma X), pertenece a una familia de receptores nucleares y se
expresa a los 11.5 d.g en células somaticas de la cresta genital tanto de
hembras como de machos; en estos ultimos, los niveles de expresion de
este gen empiezan a decrecer conforme se empiezan a formarse los

cordones testiculares (Merchant-Larios y Moreno, 2003).

Dhh: este es otro gen que se expresa en células soméaticas desde los
11.5 d.g, posteriormente, de manera especifica, en células de Sertoli a los
12.5 d.g y codifica para la molécula de sefalizacion “desert hedgehog”
(DHH); su receptor, “Patched 1”, (PTCH1) es expresado en células del
intersticio (Bitgood et al.,1996). Observaciones hechas en ratones con

mutaciones en este gen sugieren que Dhh es necesario para la
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diferenciacion de las células de Leydig, al inducir una regulacién positiva de
Sfl en estas células (Bitgood et al., 1996; Clark et al., 2000; Yao et al.,
2002).

Pgds: se expresa en niveles relativamente altos en testiculo y tracto
reproductivo en numerosas especies, entre ellas el raton (Baker y
O~ Shaughnessy, 2001). Esta enzima es la encargada de catalizar la
isomerizacion de PGH,, un precursor comun de varias prostaglandinas
(Wilhelm et al., 2007a). Experimentos in vitro demostraron que la
prostaglandina D, (PGD;), es producida y secretada por las células de
Sertoli, ademas de que es necesaria y suficiente para el reclutamiento de
células que no expresan Sry para expresar Sox9 y diferenciarse en células
de Sertoli. La via de sefalizacion paracrina de PGD, funciona como un
mecanismo de respaldo parcial, en caso de que haya una alteracion en la
funcion del Sry, y asi asegurar que el numero de células de Sertoli sea
alcanzado y entonces iniciar la diferenciacion sexual masculina (Wilhelm et
al., 2007b).

Amh: Es la molécula méas estudiada que se expresa en las células de
Sertoli a los 12.5 d.g (Munsterberg y Lovell- Badge, 1991), y es la
responsable de la regresion de los conductos de Muller por apoptosis. El
receptor tipo Il de esta hormona (MISIIR) se expresa en el mesénquima que
rodea a los conductos de Muller en animales XY y XX, y en las células de
Sertoli y de la granulosa de embriones y en testiculo y ovario de adultos
(Wilhelm et al., 2007b).

Lim1 o Lhx 1: Este gen esté involucrado en la formacion temprana de
las gbnadas de ambos sexos, ya que tiene un papel importante en el
desarrollo de los conductos sexuales tanto en hembras como en machos.
(Willhelm et al., 2007b).
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Dmrtl: Este gen se expresa desde etapas tempranas del desarrollo
gonadal en ambos sexos, en el raton, entre los 13.5y 14.5 d.g., Dmrtl se
expresa especificamente, en los cordones seminiferos, tanto en células de
Sertoli y CGP (Raymond et al., 1999). DMRT1 es junto con Sry, el Unico gen
regulador, conocido por ser expresado exclusivamente en la cresta genital

de mamiferos antes de la diferenciacion sexual (Raymond et al., 1999).

Tabla 1. Genes implicados en el desarrollo sexual en los mamiferos

Génada Bipotencial

Fenotipo en la gbnada de
Gen Funcidon de la proteina ratones por carencia del

gen

Factor de transcripcidon; establecimiento
Bloqueo en el desarrollo de
witl temprano de las génadas y rifiones,
la cresta genital
posible regulador en la expresion de Sry.

Receptor nuclear; establecimiento
Bloqueo en el desarrollo de
Sfl temprano de las génadas, regulador de )
la cresta genital
genes para la producciéon de esteroides.

N Factor de transcripcion; establecimiento  Bloqueo en el desarrollo de
Lhx9
temprano de las génadas. la cresta genital

Emx2 Factor de transcripcion; establecimiento Bloqueo en el desarrollo de
mx
temprano de las génadas. la cresta genital

M33 Factor de transcripcion Disgenesis gonadal

(Adaptada de Tilmann y Capel, 2002; Wilhelm et al., 2007).
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Tabla 2. Genes implicados en el desarrollo sexual en los mamiferos

Determinacion testicular

B i Fenotipo en los ratones de
Gen Funcién de la proteina

la gbnada nulo

Factor de transcripcion; gen

Sry ) ) Reversion sexual en XY
determinante testicular
Factor de transcripcion; diferenciacion
de las células de Leydig, iniciacion del »
Sox9 ) » Reversion sexual en XY
desarrollo testicular, regulacion de la
expresion de Pgds
Molécula de sefializacion; proliferacion »
Fgf9 i _ Reversion sexual en XY
en gonadas masculinas
Alteraciones en la formacion
de los cordones de
Dax1 Receptor nuclear )
testiculares y la
espermatogénesis
Molécula de sefalizacién; reguladora de y
) ) ] ) Alteracion en la
las interacciones de células de Sertoli — ) o ]
_ ] _ _ diferenciacion de ceélulas de
Dhh miodes y células Sertoli —Leydig, ) )
i ) Leydig y miodes
desarrollo de células germinales )
) peritubulares
masculinas
Enzima que cataliza la isomerizacion de ]
Pgds No fenotipo
PGH,
Hormona; regresion de los conductos de No degeneracion de los
Amh
Muller conductos de Muller
] o Agenésis de los conductos de
Liml Factor de transcripcion

Wolff y de Muller

Factor de transcripcion; mantenimiento

) Pérdida de células de Sertoli
Dmrtl de los tdbulos seminiferos después del

y germinales

nacimiento

(Adaptada de Tilmann y Capel, 2002; Wilhelm et al., 2007).
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DETERMINACION SEXUAL EN LOS MAMIFEROS

FECUNDACION (XY o XX)
SEXO0 GENETICO

MESODERMO
WTi Lhx9
sf-1 Emx2
Lim-1y M33
(+) ’ GOMNADA BIPOTENCIAL
(=) = » XY | XX
-} S5f-1 -
- 50%-8
-— [OMRT1
-+ = = = = DAY ——
Wnt-4
SEXO0 GONADAL TESTiCULO OVARIO
‘,4;{-1}‘
Células de Células de Células de Células
Leydig Sertoli la Teca Foliculares
l < Sf-19 l \:sf-l --/
TESTOSTERONA AMH
SEXO FENOTiPICO MACHO HEMBRA

Fig. 8. Determinacion sexual en los mamiferos. Esquema de la
determinaciébn sexual en mamiferos y los genes involucrados en

diferenciaciéon de machos y hembras. (Modificada de Habert et al., 2001).
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3. Ciclo celular

Todos los seres vivos tienen como mision fundamental la de
reproducirse, preservando sus caracteristicas esenciales a través de las
generaciones. Al reproducirse, las células de los diferentes organismos
tendran que asegurar que todo su material se reparta en forma
aproximadamente equitativa entre las células hijas resultantes. Sin
embargo, el ADN debe ser duplicado exactamente, ya que es la molécula
encargada de definir a los diferentes organismos y la responsable de la
herencia. Los acontecimientos que ocurren durante la reproduccion celular
estan comprendidos dentro del proceso conocido como ciclo celular.

(Vazquez-Ramos, 2003).

El ciclo celular estad constituido por cuatro etapas: las fases G1, S y
G2, que en conjunto constituyen la denominada interfase, y la fase M o
mitosis (Griffiths et al., 2002).

El ndcleo se encuentra en interfase, dirigiendo las actividades
sintéticas de la célula y preparandose para la siguiente division mitética.
Durante la interfase, se duplican todos los componentes celulares incluyendo
el ADN; es por esto que una célula pasa la mayor parte del tiempo en fase

de crecimiento (Cervantes-Peredo, 2004).

La division celular o mitosis ocupa una pequefia porcién del ciclo
celular. Es un proceso continuo de eventos nucleares y citoplasmaéticos, que
incluye: la profase, metafase, anafase y citocinesis (Cervantes-Peredo,
2004).
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a) Fases del ciclo celular

Fase G1: es en esta fase donde la célula toma la decision de dividirse
nuevamente. Este periodo transcurre entre el fin de una mitosis y el inicio
de la sintesis del ADN. La duracion de esta fase es muy variable e incluso
hay células que se encuentran permanentemente en ella, entrando en una
fase GO. En la fase G1 las células se preparan para la division, por lo que
hay una intensa actividad metabdlica, donde la célula aumenta de tamafo

(Cervantes-Peredo, 2004).

Las células postmitéticas de organismos multicelulares pueden "salir"
del ciclo celular y permanecer sin proliferar durante dias, semanas o en
algunos casos durante toda la vida del organismo (es el caso de la mayoria
de las neuronas, las células del musculo esquelético o de las células del
cristalino del ojo). Estas células abandonan el ciclo celular en fase G1 y

entran en una fase llamada GO para diferenciarse.

Fase de sintesis 0 S: es la porcion limitada de la interfase en la cual la
cromatina es replicada. Durante este mismo periodo disminuye de manera
considerable los procesos de transcripcion y traduccion, ya que el ADN esta
ocupado por los complejos de replicacion; no obstante, hay sintesis de
proteinas histonas para el ensamblado de la cromatina (Cervantes-Peredo,
2004). Antes de que se lleve a cabo la mitosis, deben generarse dos

moléculas de ADN idénticas para ser repartidas entre las dos células hijas.

Fase G2: inicia cuando se ha completado la duplicacion del material
genético y termina cuando la célula entra en mitosis. En esta fase, la célula
se prepara para entrar a mitosis, por lo que también hay actividad
metabdlica. La duracion es mas uniforme, no obstante, cuando el material

genético sufre algun dafio, este periodo puede alargarse para permitir su
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reparacion antes de ser repartido a las células hijas (Cervantes-Peredo,
2004).

Mitosis: es el proceso de division celular por el cual, a partir de una
célula madre, se originan dos células hijas con el mismo numero de
cromosomas y con idéntica informacidon genética que la célula inicial

(Vazquez-Ramos, 2003).

Las células eucariontes han desarrollado sistemas de sefializacion
intercelular que les permiten evaluar las condiciones de su entorno. Existen
determinadas sefiales que estimulan la proliferacion celular mientras que

otras la inhiben (Griffiths et al., 2002).

b) Control del ciclo celular

Es esencial que las diferentes fases del ciclo celular estén
correctamente coordinadas, es decir, deben seguir un orden estricto y cada
una de ellas deben ser completadas antes de que se inicie la siguiente. Los
errores que surgen durante la coordinacién del proceso pueden conducir a
alteraciones cromosOmicas importantes, como por ejemplo a la pérdida de
cromosomas completos o parte de ellos, o a la distribuciéon inadecuada del
material genético en las dos células hijas. Las moléculas encargadas de la
progresion del ciclo celular son una serie de complejos proteicos formado
por dos subunidades: una ciclina y una proteina cinasa dependiente de

ciclina (CDK) (Griffiths et al., 2002; Cervantes-Peredo, 2004).

Las ciclinas reciben este nombre porque cada una de ellas estan
presentes en determinado momento del ciclo celular. La aparicion de una
determinada ciclina estd regulada transcripcionalmente por el ciclo: de

manera que un complejo ciclina-CDK activo conduce a la activacion de un
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factor transcripcional que, a su vez, activa la transcripcion de esta nueva

ciclina (Griffiths et al., 2002).

Las CDK, como su nombre lo indica, son proteinas cuya actividad se
encuentra regulada por su ciclina correspondiente y catalizan la fosforilacion
de determinados residuos de serina y treonina de la proteina diana (Griffiths
et al., 2002).

Unidn a la
Unidn proteina
ciclina-CDK diana
- ==l

g2 =

b

£
[ Fosforilacidn

/f:' de la proteina
l| diana
|

&

Fig. 9. Pasos en la fosforilacion de las proteinas diana por el complejo

ciclina-CDK. Primero, se produce la unién de una ciclina y de una CDK para
formar un complejo ciclina-CDK activo. Entonces, la proteina diana se une al
complejo por la parte de la ciclina, y asi se colocan los sitios de fosforilacion
proximos al centro activo de la CDK. Una vez que la proteina diana es
fosforilada, pierde la capacidad de unién a la ciclina y es liberada del

complejo. Tomada de Griffiths et al., 2002.
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La ciclina asociada es el factor que determina qué proteinas son
fosforiladas por cada CDK. La ciclina sujeta a la proteina para que la cinasa
pueda fosforilarla, modificando la actividad de la proteina (Griffiths et al.,
2002).

Las ciclinas presentes en cada fase del ciclo celular son diferentes, por
lo que cada una de estas fases se caracteriza por la fosforilacion de un

conjunto especifico de proteinas (Griffiths et al., 2002).

Cdk2-ciclina B
Cdk2-ciclina A

Cdk2-ciclina D
Cdk4-ciclina D
Cdk5-ciclina D

Cdk2-ciclina E

Fig. 10. Participacion de los diferentes complejos ciclina-CDK a lo
largo del ciclo celular de una célula de mamifero. La anchura de las
bandas refleja las actividades relativas de los diferentes complejos ciclina-
CDK. Diferentes ciclinas se pueden unir a distintas CDK para formar diversos
complejos, aumentando asi el niumero de combinaciones ciclina-CDK que

pueden formarse durante el ciclo celular. Tomada de Griffiths et al., 2002.

La fosforilacion inicia una serie de sucesos que culmina con la
activacion de factores de transcripcion concretos. Estos factores de

transcripcibn promueven la expresion de determinados genes cuyos
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productos son necesarios en la siguiente fase del ciclo celular (Griffiths et
al., 2002).

Desde la fase M tardia hasta la mitad de la fase G1, las proteinas Rb y
E2F constituyen un complejo inactivo, y por tanto incapaz de promover la
transcripcion. En la fase G1 tardia, aparece el complejo Cdk2-ciclina E, que
fosforila la proteina Rb. Esta fosforilacion produce un cambio conformacional
que provoca su disociacion del factor E2F. La proteina E2F libre activa la
transcripcion de un grupo de genes que cifran enzimas esenciales para la
replicacion del ADN. Las células se encuentran ahora en disposicion de

proceder a la fase S (Griffiths et al., 2002)

Al no ser fosforilada la proteina Rb, esta no presenta actividad alguna;
ya que, como se mencioné anterior mente, la funcién de la proteina Rb en el
ciclo célular es impedir la activacion del factor de transcripcion E2F. Por lo
tanto, al mantener Rb activada, se bloque la accion del factor E2F y se

impide la progresion del ciclo celular (Griffiths et al., 2002).

Ademas de los complejos ciclina-CDK, para la regulacién del ciclo
celular, participan otras proteinas que actuan como reguladores positivos y
que codifican para factores de crecimiento, sus receptores, proteinas que
participan en la transduccion de sefales y factores de transcripcion
necesarios para que la célula replique su ADN. Los genes que codifican para
estos reguladores positivos del ciclo celular se conocen como proto-
oncogenes, ya que su expresion aumentada o inadecuada los convierte en
oncogenes. Ademas existen genes reguladores negativos del ciclo que
actduan inhibiendo la divisién celular, conocidos como genes supresores de
tumores, los cuales codifican principalmente para factores de transcripcion o

sus reguladores (Cervantes-Peredo, 2004).
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4. El factor de crecimiento similar a insulina tipo |1

Los factores de crecimiento similares a insulina (IGFs) comenzaron a
estudiarse por su capacidad para estimular la sulfatacion de -cartilago,
ademas de que sirven como mediadores de la hormona de crecimiento. En
un principio fueron denominadas somatomedina Ay C, para el IGF-11 e IGF-I

respectivamente (O™ Dell y Day, 1998; Leal-Guadarrama et al., 2003).

Se observo que los IGFs tienen un alto grado de homologia y efecto
similar a la insulina al incorporar glucosa a la célula; sin embargo, aunque
los IGFs se unen al receptor de insulina con poca afinidad, éstos cuentan con

receptores especiales para cada uno de ellos.

El IGF-11 forma parte de un complejo sistema, el cual esta formado
por péptidos (IGFs), receptores celulares con los que puede interactuar y
proteinas de unidn circulantes que regulan sus funciones. Donde cada uno
de estos miembros son de gran importancia para un adecuado desarrollo de
los seres vivos, desde etapas gestantes hasta la vida adulta (Paveli¢ et al.,
2007).

a) Organizacion estructural del gen

El 1gf-11 tiene una longitud de 12 kb aproximadamente, se localiza en
la region distal del cromosoma 7 del raton, cerca del gen de la insulina
donde ambos comparten la misma polaridad de transcripcion y esta
constituido por 6 exones, 5 intrones y 2 pseudoexones (Rotwein y Hall,
1990; Hu et al., 1995). En el humano, se le asigno el numero 11p15 al gen
del IGF-11 (Brissenden et al., 1984), el cual tiene una longitud 30 kb y esta
conformado por 9 exones y 4 promotores (O™ Dell y Day., 1998). El gen del

Igf-11 se caracteriza por ser de tipo impronta paternal (esto se refiere a que
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solo uno de los alelos es expresado) y tejido especifico (DeChiara et al.,
1991; Beechey et al., 1996).

En el gen del Igf-11 del raton, los exones 1-3 codifican para distintas
regiones y son transcritas por 3 promotores distintos, denominados P1, P2 y
P3, cada uno acompafado por sus respectivos exones. Cada uno de los
promotores 2 y 3 contienen una caja TATA; en contraste con éstos el
promotor 1 carece de esta caja y otras secuencias tipicas de control
transcripcional. El exdn 1 tiene 3 grandes sitios de inicio de la transcripcion
distribuidos en 556 nucledtidos, los exones 4—6 son los que codifican para el
precursor de IGF-1l1 de 180 aminoé&cidos. Por otro lado, los 2 pseudo-exones
parecen ser restos evolutivamente conservados de un caja promotor-exon
alternativo que esta activo en el IGF-11 humano. La pérdida del homodlogo de
este promotor, que dirige la expresion (especificamente en el adulto) del
gen del IGF-1l1 en algunos tejidos humanos, puede explicar la desaparicion
del IGF-11 de la mayoria de los tejidos del raton durante el periodo postnatal

temprano (Rotwein y Hall, 1990).

L
=

@ Pseudoexones Promotores

l Exones

Fig. 11. Organizacion del gen Igf-11 en el ratén. EL Igf-11 se localiza en

el cromosoma 7 del ratén y tiene una longitud de aproximadamente 12 kb.
Ademas, el Igf-1l, estd formado por 6 exones, 3 promotores y 2

pseudoexones (Tomada y modifica de Rotwein y Hall, 1990; Hu et al., 1995).
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En el laboratorio del departamento de Biologia celular y Fisiologia en el
Instituto de Investigaciones Biomédicas (11B), demostraron la expresion del
ARNm del Igf-11 desde etapas tempranas de la diferenciacion testicular a los
12 d.g y los niveles mas altos de transcritos del Igf-11 se detectaron de los
16 a los 18 d.g (Franco-Carrera, 2006). En este mismo trabajo, se observo
que la insulina participa como un regulador negativo de la expresion del Igf-
Il en el testiculo de ratén, al hacer indetectables los transcritos del Igf-11 de
los 12 a los 14 d.g. y disminuir de manera considerable los niveles de
expresion durante las etapas fetal y prenatal, de los 16 y 18 d.g.

respectivamente.

b) Estructura de la proteina

El IGF-11 es un péptido pequefio, que guarda una alta homologia con
el IGF-1 (70 aminoéacidos —aa-), estd formado por 67 aa. y con un peso
molecular de 7.5 kDa (Daughaday y Rotwein, 1989; O™ Dell y Day, 1998;
Paveli¢ et al., 2007). El IGF-l1l es sintetizado a partir de una molécula
precursora denominada prepo- IGF-I1l, la cual esta formada por 180 aa. y
dividida en 6 dominios, uno de ellos es el péptido sefal, de 24 aa.; mientras
que el péptido que contiene al carboxilo terminal (péptido E) estad formado
por 89 aa.; ambos son eliminados post-traduccionalmente para dar como
resultado una proteina monomérica con el nUmero de aa. y peso molecular

antes mencionados (O~ Dell y Day, 1998; Paveli¢ et al., 2007).

Los IGFs se dividen en 4 dominios (denominados con las primeras
letras del alfabeto). Para el caso particular del IGF-11 en el dominio B esta
constituido por 29 aa. Dentro de éste se localiza la region que participa en el
reconocimiento del receptor tipo 1 (IGF-R1) que es la misma regiéon que se
une al receptor de la insulina (IR) (O™ Dell y Day, 1998). Sin embargo, el
péptido que determina la preferencia de unién al IGF-R1, es el domino C (de

5 aa.); por otro lado, de los 21 aa. que forman el dominio A, 3 residuos son
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determinantes en la afinidad por el receptor tipo 2 (IGF-R2) por este factor,
por ultimo el dominio D que estad formado por 12 aa. (Denley et al., 2005;

Paveli¢ et al., 2007).

Péptido Sefial B c A D E
Prepro - IGF-1II
LM oM EERNEE 80 A o (180 AA)
\
'v
67TAA
B C A D
IGF - 11
HN - 0 M Eﬁd I aa 12.M COOM (67 AA)
Fig. 12. Estructura de la preprohormona y hormona del IGF-IIl. La

preprohormona del IGF-11 se divide en 6 dominios, de los cuales el péptido
sefial y el dominio E son eliminados post-traduccionalmente y sélo 4 dominos
(B, C, A y D) son los que conforman al péptido del IGF-Il (Tomada y
modificada de Paveli¢ et al. 2007).

5. Funciones del 1GF-11

Los IGF-1 e IGF-1l pueden actuar cerca o en el mismo lugar donde se
expresan, es decir, de forma autdcrina y paracrina, o bien de manera
enddcrina, al ejercer sus efectos sobre células distantes (Foulstone et al.,
2005).

Experimentos realizados en ratones modificados geneticamente para
no expresar los genes de los IGFs, demostraron la importancia de estos y
sus receptores. Al mutar el gen del IGF-11 se observa un significativo retraso
en el crecimiento fetal, especialmente durante las primeras etapas de

gestacion (DeChiara et al., 1990; Baker et al., 1993).
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Los ratones que presentan la doble mutacion del gen del IGF-11 y del
IGF-R1 mostraron un gran retraso en el crecimiento, en comparacion con los
que solo tenian mutado el gen del IGF-R1; ésto llevo a la conclusion de que
no solo el IGF-R2 interviene en el crecimiento por accion del IGF-11 (Baker et
al., 1993).

En humanos a diferencia de los ratones, la expresion del IGF-II
continda después del nacimiento (O™ Dell y Day, 1998). Se ha descrito que
los niveles de IGF-11 en el humano durante la etapa gestacional van de los
102 + 30 pg/L a 282 + 5 ug/L, mientras que las concentraciones
encontrados en el suero fetal de rata fueron de 1.8 a 4.4 ug/mL, no
obstante, después del nacimiento la cantidad de IGF-II en suero es
indectable (Moses et al., 1980)

a) Diferenciacion

Estudios realizados en cultivos celulares demostraron el efecto de los
IGFs en la diferenciacion de las células de origen mesodérmico (Revisado
por Humbel, 1990). Uno de estos experimentos se realizé utilizando paredes
corporales de embriones de pollo, que al ser incubadas con IGFs, se
diferenciaban en células musculares. Ademas, se observd un incremento en
la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (Schmid et al., 1983). Por otro
lado, estudios in vitro con lineas celulares de musculo esquelético de
roedores, demostraron que la secrecién autdcrina del IGF-11 es esencial en
el proceso de diferenciacion terminal de estas células para la formacion de

miotubulos postmitéticos (Florini et al., 1991).

Otras investigaciones realizadas in vitro con roedores, demostraron el
papel del IGF-11 en la diferenciacion de las células precursoras del hueso

denominados osteoblastos (Gangji et al., 1998).
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b) Regulacidon de esteroides

En 1993 Mesiano y Jaffe, encontraron que el IGF-1l participa en la
secrecion de cortisol y del sulfato de dehidroepiandrosteronas (DHEA-S),
inducidas por hormonas adrenocorticotropicas en células fetales adrenales;
ya gque incrementa la expresion de las enzimas esteroidogénicas claves tales
como la 20, 22 desmolasa, la 17 o-hidroxilasa y la 3-B hidroxiesteroide

deshidrogenasa.

En las células de la granulosa de humano, se observé que el IGF-II,
ademas de participar en la esteroidogénesis, por si mismo puede tener un
efecto sinérgico en presencia de la insulina (Mason et al., 1994). Otros
estudios realizados en células de la teca demostraron la participacion
paracrina del IGF-11 sobre la produccion de androgenos (Nahum et al.,
1995).

En porcinos se encontré que la expresion del ARNm del IGF-Il era
especifica en células de la teca interna, mientras que el ARNm del IGF-I fue
detectado en las células de la granulosa; al mismo tiempo que se observaba

un aumento en el tamafo folicular (Yuan et al., 1996).

No sélo se ha investigado el papel del IGF-11 en la regulacion de
esteroides en el ovario; también en cultivos primarios de células
intersticiales del testiculo de rata, se observé que por la exposicion de éstos
a IGFs son capaces de incrementar la esteroidogénesis en las células de
Leydig. Lo que sugiere un mecanismo paracrino a nivel intratesticular (De

Mellow et al., 1987).

La principal fuente de los IGFs es el higado, pero es en la sangre

donde se encuentran en mayor concentracion. Ambos IGFs también se

Facultad de Quimica 35



Introduccion

forman en el rifidn y en otros tejidos, aunque en menores cantidades (Leal-

Guadarrama et al., 2003).

Postnatanalmente la biosintesis de los IGFs depende
fundamentalmente de los niveles de hormona de crecimiento (GH), de
insulina y de prolactina; sin embargo, en el caso particular del IGF-Il es
relativamente independiente de la GH (Paveli¢ et al., 2007). En cambio los
estrogenos y el cortisol antagonizan su formacion (Leal-Guadarrama et al.,
2003).

c) Interacciéon del IGF-11 con los receptores de insulina e IGF-I

Existe reaccidon cruzada, con distintas afinidades entre los receptores
de IR, el IGF-R1 y el IGF-R2 y sus respectivos ligandos. El IGF-Il se une
débilmente al IR y aunque el IGF-II tiene una alta afinidad por su receptor
IGF-R2, también se une al IGF-R1. Los IGF-R1 e IGF-R2 presentan
caracteristicas y propiedades estructurales y de unién diferentes (O Dell y
Day, 1998).

Los efectos bioldgicos de los IGFs en las células blanco, son mediados
por tres tipos de receptores en la superficie de las células: IGF-R1 e IGF-
R2. Como se menciond antes el IGF-11 se une con mayor afinidad al IGF-R2
(Foulstone et al., 2005), con menor afinidad al IGF-R1 y muy poca afinidad
por el IR. En general, muchos de los efectos bioldégicos principales que

desempenfa el IGF-11 son mediados por el IGF-R1 (O™ Dell y Day, 1998).

En 1997 Louvi y colaboradores demostraron que la funcién del IGF-II
como promotor de crecimiento del embrién durante la vida prenatal del

raton es en parte mediada por la sefalizacion a través del IR.
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Fig. 13. Interaccion del I1GF-11
insulina (IR), el de IGF-1 (IGF-R1) e IGF-Il (IGF-R2/M-6-P). Modificada de

O~ Dell y Day, 1998.

con otros receptores. Receptor de

6. Organizacion del receptor de IGF-11

a) Gen

Al igual que el gen del IGF-II, su receptor (Igf2r) es de tipo impronta
maternal (se expresa exclusivamente en el alelo materno); este gen se
ubica en el cromosoma 17 en el raton (Barlow et al., 1991).

En 1988 Oshima y colaboradores, usando técnicas de biologia
molecular, observaron que el cDNA del receptor del IGF-11 consta de 9,104

nucleotidos de los cuales 7,473 codifican para una proteina de 2491 aa.
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b) Proteina

Para que los IGFs lleven acabo sus acciones biologicas es necesario

que se unan a glicoproteinas de membrana que funcionan como receptores.

El receptor del IGF-1l, también conocido como receptor tipo 2, que
ademas corresponde al receptor de manosa 6- fosfato (IGF-R2/M-6-P), es
estructural y funcionalmente distinto al IGF-R1 (Paveli¢ et al., 2007). El IGF-
R2 estd formado por una proteina transmembranal de cadena sencilla y
tiene un peso molecular de 250 kDa. Consta de 15 dominios homdlogos de
repeticion extracelulares, cada una de estas secuencias esta constituida por
una serie de 134 a 167 aa.; todas ellas son ricas en cisteina; el domino
transmenbranal formado por 23 aa. y una region intracelular de 163 aa. El
receptor no contiene dominios tirosina cinasa como el IGF-R1; (Rechler y

Nissley, 1985; Morgan et al., 1987; Oshima et al., 1988).

La parte extracelular del receptor tiene un sitio de unién para IGF-II,
principalmente el dominio 11, aunque la secuencia numero 13 de la region
extracelular es importante para que haya una mayor afinidad por el IGF-II;
mientras que para la union de manosa -6-fosfato (M-6-P) se requiere el
reconocimiento de dos sitios del receptor (el primero de 1-3 dominios y el
segundo en los dominios comprendidos del 7-9 de la region) (Devi et al.,
1998).
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Fig. 14. Receptor del IGF-11 (IGF-R2/M-6-P). (Modificada de Dahms et
al., 2005).

El IGF-R2/M-6-P no presenta actividad de tirosina cinasa, lo cual
indica que participa en la depuracion del IGF-11 de la circulacion (sobre la
superficie de la célula el receptor es endocitado de manera constitutiva,
donde su principal funcion es la de unir, internalizar y degradar el IGF-11) y
regular el trafico de enzimas lisosomales desde el aparato de Golgi hasta los
lisosomas; de esta manera el IGF-R2 actia como un regulador negativo en
la biodisponibilidad del IGF-11 (O" Dell y Day, 1998; Foulstone et al., 2005;
Paveli¢ et al., 2007).

Los ratones que carecen del IGF-R2 tienen niveles de IGF-I11I elevados
en suero y tejidos, presentando crecimiento excesivo y usualmente muerte
perinatal; esta condicion es al parecer causada por la sobrestimulacion del
receptor de IGF-1 (IGF-R1) por el exceso de IGF-II.
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I11. Planteamiento del problema e hipdtesis

Desde el descubrimiento del gen Sry (1990) muchas de las
investigaciones se han centrado en los eventos posteriores a su expresion.
Distintos enfoques experimentales, entre los que se incluyen las técnicas de
cultivo celular y de tejidos, destacan la importancia de los factores de
crecimiento en todas las etapas del desarrollo testicular. Varios factores de
crecimiento asi como familias de factores de crecimiento se han convertido
en moléculas claves que ejercen su influencia en diferentes etapas durante

la formacion del testiculo (Mackay y Smith, 2007).

Investigaciones realizadas en el laboratorio de Biologia Celular y
Fisiologia del 1IB en la UNAM, demostraron la presencia del ARNm asi como
la proteina del IGF-11 en el testiculo embrionario del ratéon (Franco-Carrera,

2006; Morales-Rivera, 2007).

La capacidad del testiculo para expresar IGF-Il, sugiere que la
produccion local de este factor es importante para el desarrollo testicular. A
la fecha, no se ha descrito cual es la participacion del IGF-Il en la
proliferacion de las células somaticas del testiculo de ratdon embrionario,

especificamente de las células de Leydig.

Hipotesis

Si el IGF-1l desempefia un papel importante en la division celular
durante la gestacion, entonces participara como un regulador positivo en la
proliferacion de células de Leydig del testiculo embrionario de raton Mus

musculus in vitro.
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V. Objetivos

Objetivo General

Determinar si el factor de crecimiento similar a Insulina tipo 1l
(IGF-I11) participa en la proliferacion de las células somaticas del

testiculo de ratén.

Objetivos particulares

e Establecer la concentracion del IGF-11 que induce la proliferacion

de las células de Leydig del testiculo embrionario del raton.

e Evaluar el efecto del IGF-1l en las células de Leydig durante el
desarrollo testicular del ratén en las siguientes etapas:
1) Embrionaria, a los 14 d.g.
2) Fetal, a los 16 d.g.
3) Prenatal, a los 18 d.g.
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V. Material y métodos

a) Animales

Se emplearon ratones macho y hembra de la cepa CD1 de 7-9
semanas de edad los cuales fueron mantenidos en el Bioterio del IIB de la
UNAM. Los animales fueron puestos en jaulas estériles con SANI-CHIPS de
Harlan Teklad de México Grade Laboratory en condiciones estériles. Se
alimentaron con alimento esterilizado para raton Harlan Teklad México LM-
485, con agua estéril acidificada a un pH de 2.5 y se mantuvieron en una
temperatura de 18 a 22 °C y con un fotoperiodo de 12/12 luz/oscuridad. Se
pusieron a cruzar 5 hembras con un macho de la misma edad y fueron
revisadas diariamente, el dia que se visualizd el tapon de copulacién se

establecié como dia cero de la gestacion.

b) Modelo biolégico

Se utilizaron ratones hembras de la cepa CD1 gestantes con 14, 16 y
18 dias de gestacion; a las cuales se les realiz6 la eutanasia por dislocacion
cervical, para la obtencion de los embriones se les practicO una incision
abdominal en forma de “V”. Una vez aislados los embriones se les realizo
una incisiéon a nivel abdominal y se seleccionaron Unicamente los embriones
macho a los que se les extrajeron los testiculos para su posterior

manipulacién experimental.

c) Disgregacion testicular

Se obtuvieron 45 y 50 testiculos de cada edad (14,16 y 18 d.g). Se
colocaron en tubos Eppendorf y se lavaron 2 veces con PBS a 22°C. Se
prepar6o a 4°C una mezcla de 965 pL de PBS, 10 pL de Colagenasa (0.2
mg/mL) y 20 pL de DNAsa (0.01 mg/mL). Se incubé el tejido durante 3
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min a 37°C y después se disgregd manualmente durante 3 min. Después
de este tiempo se agregaron 110 pL de inhibidor de tripsina al 0.2 %. Se
mezclé para homogeneizar y detener la reaccion y se agregaron 390 pL de
PBS filtrado a 22°C. Se centrifugé a 3000 rpm durante 15 min. Se decant6
el sobrenadante y se lavd con 500 pL de PBS y se centrifugdé a 3000 rpm
durante 2 min. Por segunda vez se lavo con 500 uL de PBS y se centrifug6
a 3000 rpm 2 min. Se resuspendieron las células en 1 mL de PBS filtrado.
Se dejé reposar 12 min en una gradilla a temperatura ambiente. Con el
procedimiento anterior, los tubulos que contienen a las células de Sertoli se
precipitan al fondo y las células de Leydig se mantienen en la superficie.
Con una pipeta siliconizada se separd el sobrenadante que contenia a las
células de Leydig, y lo recuperado fue centrifugado (3000 rpm durante 5
min) para la obtencion de las células de Leydig. Posteriormente se decantd.
Se resuspendié en 500 puL de Medio Eagle Dulbecco Modificado (D™ MEM)

suplementado.

d) Cuantificacion de las células de Leydig

Posterior a la disgregacion celular se realizé un conteo de las células
viables para su cultivo; para lo cual se tomaron 10 pL de las células
resuspendidas en el medio y adicionar 10 pL de azul de Evans mezclando
perfectamente. Después se tomo un volumen de 10 pL de esta mezcla y se
coloco en una camara de Neubauer limpia. Se observé en un microscopio
Optico marca Cambridge Instruments modelo Galen Tm Ill y se contaron
las células contenidas en los cuatro cuadrantes externos de la camara. El
total de células se calcul6 para obtener el nimero de células en un mililitro,

con la siguiente ecuacion:
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No. Cél/ mL= (No. Células observadas en los 4 cuadrantes) x 2500 x 1

Donde:
2500 es el factor asociado a la camara de Neubauer

1 es el factor de dilucion

e) Cultivo celular

Una vez obtenido el numero de células totales por mL, se calcul6 el
ndamero de células en el volumen restante 490 uL. Por dltimo se realizaron
los célculos para saber la alicuota necesaria para sembrar 15,000 células
por pozo (placas de 96 pozos) en 250 pL de medio de cultivo DMEM
suplementado con suero bovino fetal (SBF) y se incubd por 24 horas (hrs).
Transcurrido este tiempo se lavaron con 250 uL de PBS y se incubaron por
24 hrs, en las condiciones antes descritas, con medio DMEM suplementado
con antibidtico y sin SBF. Pasadas las 24 hrs se realiz6 un lavado con 250
ML de PBS.

e Determinacion de la concentracion optima de IGF - 11

Para determinar la concentracion optima de IGF-Il se realizaron dos
grupos: el control y el experimental; al primero se le adicionaron 250 pL de
medio D"MEM y 0.25 pL de 5-Bromo-2~ -deoxi-uridina (BrdU), mientras
que al grupo experimental ademas de lo antes mencionado se le agregaron

diferentes concentraciones de IGF-11: 50, 100, 150 y 200 ng/mL.

o Efecto del IGF-II en la proliferacion de las células de Leydig

Las células se incubaron nuevamente por 24 horas con 250 pL de

medio DMEM y BrdU para el grupo control y para el grupo experimental

DMEM, BrdU y 100ng/mL de IGF-Il que fue la concentraciéon a la que se
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observé la maxima respuesta de proliferacion (ver resultados). Se recuper6
el medio de cultivo y se guardd en tubos Eppendorf a —20°C para analizarlo

posteriormente en otros estudios.

f) Preservacion de antigenos celulares

Las células fueron lavadas dos veces con 250 pL de PBS y se fijaron
con una soluciéon fria de glutaraldehido al 0.3% por 15 min. Se retir6 el
fijador y se lavdé cada pozo con 250 pL de PBS. Se retirdé el PBS y se

almacenaron a —20°C para posteriormente realizar la inmunodeteccion.

g) Inmunodeteccion

Se sacaron las cajas del congelador y se atemperaron por 10 min.
Se lavaron dos veces con 200 pL de PBS a 22°C por 5 min cada uno. Se
retiré el PBS y las células fueron incubadas con 250 uL solucién de bloqueo
durante 1 hr. Después se lavaron dos veces durante 5 min cada vez con
200 pL de PBS caliente (80 °C) y posteriormente se incubaron 2 horas con
20 pL de anti-BrdU (1:100). Se lavaron 2 veces con PBS a 22°C por 5 min,
se incubaron con 30 pL de anti-mouse FITC 1:100 en oscuridad durante 2
hrs. Se enjuagaron con 200 pL PBS- Tween (0.05%) a 22°C por 5 min. Se
secaron los pozos sacudiendo firmemente sobre un papel absorbente. Se

envolvieron en papel aluminio las cajas y se mantuvieron a —20°C.

Posteriormente se tomaron las fotografias de los pozos utilizando un
microscopio de fluorescencia Zeiss modelo LSM Pascal con un objetivo de
10X y coeficiente de aumento ocular de 3.0. Se identificaron las células
marcadas con BrdU y se realizé el conteo total en cada campo. Se hicieron
graficas de los resultados obtenidos del grupo control contra el grupo

experimental de cada edad estudiada.
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h) Analisis estadistico

Las resultados se analizaron estadisticamente con la prueba t de
Student; comparando la media del porcentaje de proliferacion celular del
control contra experimental en cada edad estudiada. Ademas, se realizo
una prueba Anova; utilizando el programa GraphPad version 3.00 para

Windows, GraphPad Software, San Diego California USA.
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V1. Resultados

1. Inmunodeteccion de 5-Bromo —2” -deoxi—uridina en el nucleo de

las células de Leydig

La inmunodeteccion de la BrdU se realizé utilizando un anticuerpo
secundario anti-raton acoplado a fluoresceina que permitié detectar la

proliferacion de las células de Leydig, estimuladas con el IGF-11 (Fig.15).

Fig. 15. Células de Leydig de 16 d.g marcadas con BrdU. Se muestran
células de Leydig del testiculo de raton que incorporaron la BrdU en el nucleo
(M), también se observan células no marcadas (NM) que no incorporaron
BrdU. 30X.

2. Determinacion de la concentracion optima de I1GF-11

Se determindé que la concentracion o6ptima de IGF-11 fue de 100
ng/mL, debido a que en esta concentracion se observo el mayor porcentaje
de células marcadas con BrdU con 54.7% en el grupo control y 66% en el
grupo tratado con la concentracion de IGF-11 antes mencionada. Por otro
lado, la concentracion de 150 ng/mL arrojé 54.7% del grupo control y 64%

de incorporacion en el grupo experimental. Asimismo, se detectdé que a la
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concentracion de 200 ng/mL, el porcentaje de proliferacion fue de 54.7 %

del grupo control y 62 % en el grupo tratado con IGF-I11 (Fig. 16).
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de BrdU en células de Leydig

10 A

50 100 150 200
Concentracion de IGF-11 (ng/mL)

Fig. 16. Efecto de diferentes concentraciones de IGF—Il sobre la
proliferaciéon de células de Leydig de ratdn. Las barras representan la
media y el error estandar de la proliferacion de las células de Leydig que
incorporaron BrdU. *experimental con respecto al control; t de Student
p< 0.05.
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3. Efecto del IGF-11 en la proliferacion de las células de Leydig del

testiculo del ratén

a) En la etapa embrionaria a los 14 d.g.

En las células de Leydig a los 14 d.g.; etapa en la que el testiculo
inicia su crecimiento se encontro 59% de células marcadas con BrdU en el
grupo control, mientras que en el grupo tratado se detecté 68% de

incorporacion de BrdU en el ndcleo de estas células (Fig. 17).

El analisis estadistico con la prueba t de Student revel6 que las
diferencias observadas en la proliferacion de las células de Leydig son
estadisticamente significativas a p<0.01l. Debido a lo cual se acepta la

hipotesis nula sobre el efecto del IGF-11 en la proliferacion de las células de

Leydig.
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Fig. 17. Efecto del IGF-11 sobre la proliferacion de las células de

Leydig durante la embrionaria, a los 14 d.g. Las barras representan la
media y el error estdndar de 4 experimentos independientes. *experimental

con respecto al control; t de Student p<0.01.
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b) En la etapa fetal a los 16 d.g.

En las células de Leydig de 16 d.g., correspondientes a la etapa fetal
encontramos 59% de células proliferando al incorporar el BrdU en el grupo
control comparado con el grupo experimental en el que se determiné 73%

de células marcadas con BrdU (Fig.18).

El analisis estadistico con la prueba t de Student revel6é que las
diferencias observadas en la proliferacion de las células de Leydig son
estadisticamente significativas a p<0.01. Por lo tanto, se acepta la hipotesis

nula sobre el efecto del IGF-11 en la proliferacion de las células de Leydig.
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Fig. 18. Efecto del IGF-11 sobre la proliferacion de las células de
Leydig durante la etapa fetal, a los 16 d.g. Las barras representa la
media y el error estdndar de 4 experimentos independientes, *experimental

con respecto al control; t de Student p<0.01.
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c) En la etapa prenatal a los 18 d.g.

A los 18 d.g correspondientes a la etapa prenatal observamos 60% de
incorporacion de BrdU debido a la proliferacion de células de Leydig en el
grupo control. En el grupo tratado con IGF-Il se observé 68% de

incorporacion de BrdU (Fig. 19).

El analisis estadistico con la prueba t de Student revel6é que las
diferencias observadas en la proliferacion de las células de Leydig son
estadisticamente significativas a p<0.01. Por lo tanto se acepta la hipotesis

nula sobre el efecto del IGF-11 en la proliferacion de las células de Leydig.
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Fig. 19. Efecto del IGF-11 sobre la proliferacion de las células de
Leydig durante la etapa prenatal, a los 18 d.g. La grafica representa la
media y el error estandar de 4 experimentos independientes, *experimental

con respecto al control; t de Student p<0.01.
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4. Comparacion de la proliferacion de células de Leydig durante el

desarrollo embrionario del testiculo del ratén

Al comparar la proliferacion de las células de Leydig de testiculo del
ratbn en las diferentes edades de gestacion, observamos que el mayor
crecimiento celular inducido por el IGF-11 fue durante la etapa fetal (16 d.g)
y que a los 14 y 18 d.g las células testiculares de Leydig incorporaron
porcentajes similares de BrdU (Fig. 20). El analisis de varianza demostro
que las diferencias observadas son estadisticamente significativas con una
p< 0.05. Asimismo, la comparaciéon con la prueba de Tukey arrojé que
existen diferencias significativas de los grupos experimentales de 14 vs 16

d.g., 14 vs 18 d.g. y 16 vs 18 d.g.
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Fig. 20. Efecto del IGF-11 sobre el crecimiento de las células de
Leydig a lo largo del desarrollo embrionario del raton. Las graficas
representan la media y el error estandar. *experimental con respecto al
control; t de Student p< 0.01 y ¥14 vs 116 d.g. prueba Tukey p< 0.05, 14
vs 11118 d.g. prueba de Tukey p< 0.05 y 1116 vs 11118 d.g. prueba de
Tukey p<0.05.
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VII. Discusion

Para que un organismo pueda crecer, son necesarios tres eventos: la
masa celular debe aumentar, el material genético debe duplicarse, y la
mitosis debe ocurrir, asegurando asi que cada célula hija reciba un
complemento genético idéntico para asegurar la perpetuacion de la estirpe
celular. En los organismos eucariontes, estos eventos se llevan a cabo de
manera ordenada y progresiva constituyendo el ciclo celular. Dentro de
éste, la fase G1 es el periodo en el que la célula tiene una alta actividad
metabdlica puesto que se estan sintetizando la enzimas necesarias para la
duplicacion del ADN, mientras que en la fase S se lleva a cabo la sintesis de
ADN (Cervantes-Peredo, 2004). En este trabajo los resultados de
proliferacion celular se determinaron por el porcentaje de células que

incorporaron BrdU en el ADN en lugar de timidina, en la fase S.

Uno de los primeros aspectos estudiados fue establecer una curva
estandar para la proliferacion de las células de Leydig del testiculo fetal del
raton. Los resultados obtenidos de la determinacion de la concentracion de
IGF-11, revel6 que la concentraciobn de 100 ng/mL indujo el mayor
porcentaje de incorporacion de BrdU en las células de Leydig y que a partir
de 150 ng/mL el nimero de células marcadas fue menor al aumentar la
concentracion del IGF-11. Estos datos sugieren que los receptores podrian
saturarse, aunque el numero de receptores para el IGF-Il no se ha

determinado actualmente en las células testiculares.

En el ratbn Mus musculus, la expresion del ARNm del Igf-11 comienza
desde etapas tempranas de la diferenciacion testicular a los 12 d.g.
teniendo su maxima expresion en la etapa prenatal a los 18 d.g., (Franco-
Carrera, 2006; Villalpando y col., datos sin publicar). Posteriormente en
2007, Morales-Rivera y Villalpando y col., datos sin publicar en el 2008,

describieron que el IGF-11 se detecta en el testiculo desde los 14 d.g. y que
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su expresion aumenta con la edad de desarrollo; siendo en las células de
Leydig el lugar donde mas se expresa este factor de crecimiento. Estos
datos plantean que el IGF-l1I tiene alguna funcibn en el testiculo

embrionario.

En este trabajo se analizé la participacion que tiene el IGF-11 sobre la
proliferacion de células sométicas in vitro, especificamente en las células de
Leydig, del testiculo del ratbn Mus musculus; en tres distintas etapas del
desarrollo embrionario. Hasta donde sabemos este es el primer trabajo

sobre la regulacion de la proliferacién por IGF-11 en este tipo celular.

De acuerdo con los resultados obtenidos se observé un mayor
porcentaje de células que incorporaron BrdU en los grupos tratados con
IGF-11 en todas las edades estudiadas; lo cual indica que el IGF-11 tiene un
papel importante en la proliferacion de la células de Leydig durante el
desarrollo testicular embrionario del ratbn Mus musculus. La capacidad que
tiene el testiculo embrionario de expresar IGF-11 en las etapas estudiadas y
su participacion en la proliferacion indica que este factor, entre otros,
también regula el crecimiento de este 6rgano. Los resultados concuerdan
con investigaciones previas realizadas en varios tipos celulares en los que
se demostro6 el papel que tiene el IGF-I11 sobre la proliferacion de células de
mamiferos en la etapa embrionaria y adulta como keratocitos del estroma
corneal bovino (Musselmann et al., 2008), células endoteliales de la cornea
humana (Storckenfeldt et al., 1991), células germinales de rata macho
(Soder et al., 1992), linfocitos T (Kooijman et al., 1992), células de la teca
de ovario de rata (Duleba et al., 1997), hepatocitos (Kimura y Ogihara,
1998), osteoblastos (Bellows et al., 2006) y células epiteliales de la retina
(Spraul et al., 2000). Asimismo, este factor indujo el incremento de la
sintesis de ADN individualmente o en combinacion con otros factores de

crecimiento tales como el IGF-1 y el TGF-J.
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Los presentes hallazgos nos indican que el papel del IGF-IlI en la
proliferacion de células de Leydig es regular positivamente el ciclo celular
de estas células debido a que aumento el porcentaje incorporacion de BrdU
de los 14 a los 16 d.g. Esperabamos que el efecto fuera mayor conforme
avanzaba el crecimiento del testiculo en la etapa prenatal a los 18 d.g. Sin
embargo, se observo el mismo porcentaje de células marcada con BrdU en
las edades de 14 y 18 d.g. de los grupos experimentales. Es probable que a
estas edades las células de Leydig sean reguladas negativamente por la
presencia de insulina y otros reguladores negativos del ciclo celular como el
producto del gen supresor de tumor Rb (Mancini et al., 1994; Cervantes-
Peredo, 2002). Puesto que el tratamiento con insulina disminuyé Ila
expresion del ARNm del IGF-11 (Franco-Carrera, 2006); aunque habria que
determinar si la expresion de la proteina también disminuye. Por otro lado,
la disminucion del porcentaje de células marcadas a los 18 d.g. podria ser
explicada por investigaciones previas en el laboratorio, donde se demostro
que a esta misma edad el IGF-11 regula la produccién de testosterona y por
ello el porcentaje de incorporacion de BrdU haya disminuido con respecto
al porcentaje observado en las células de 16 d.g. tratadas con IGF-II

(Morales-Rivera, 2007).

A pesar, de la alta homologia del IGF-1 e IGF-Il sus receptores son
estructuralmente diferentes. El IGF-R1 se caracteriza por tener un dominio
intracitoplasmatico de activacion a proteinas cinasas, mientras que el IGF-
R2 tiene activa la via del receptor manosa-6-fosfato conduciendo
probablemente a la degradacion y/o activacion de proteinas que reprimen
al IGF-11 asi como también a la degradacion del mismo péptido de la sangre
(O" Dell y Day, 1998).

En los resultados obtenidos en el grupo experimental de 16 d.g., que
corresponde a la etapa fetal, se encontré6 el mayor porcentaje de

incorporacion de BrdU de todas las etapas estudiadas en el desarrollo
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testicular. Estos resultados confirman otros hallazgos en los cuales a los 16
y 17 d.g. son considerados como las etapas en la que las células de Leydig
y células de Sertoli del ratén tienen la mayor capacidad de responder al
efecto de agentes mitogénicos (Saez, 1994; Gonzéalez-Miranda, 2007;
Hernandez-Zimbrén, 2007 Santamaria-Gonzalez, 2007; Villalpando, 2008

datos sin publicar)
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VI1l. Conclusiones

53

*

La concentracion establecida para inducir la maxima proliferacion de

las células de Leydig, es de 100 ng/mL de IGF-II.

R/
°

El IGF-11 induce la proliferacion de las células somaticas de Leydig

del testiculo de ratén desde los 14 hasta los 18 d.g.

% La mayor respuesta de este factor de crecimiento se detect6 a los 16

d.g, que corresponde a la etapa fetal.

% Los resultados de la presente investigacion apoyan la hipoétesis
propuesta de que el IGF-II induce la proliferacion de las células de

Leydig del testiculo embrionario de ratén in vitro.
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X. Apéndice

Reactivos y soluciones de trabajo

Péptido recombinante
rmIGF-11
insulin-Like Growth Factor Two
recombinant mouse (E.coli-derived)
Catalogo Number 792-MG
50ug Lot DFKO76041
>97% Purity Store at —20°C
FOR RESEARCH USE ONLY
R&D SYSTEMS Minneapolis, MN55413

Medio de cultivo

Medio Eagle Modificado Dulbecco (D™ MEM) de IN VITRO Lab México.

Soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS) 1X

Para preparar 100 mL de solucion:

Solucioén salina de fosfatos

Dulbecco 10X de IN Vitro Lab México .................. 10 mL

Agua desionizada  .................. 90 mL

Solucién Glutaraldehido al 0.3%6 en PBS (solucidén fijadora)

Para preparar 10 mL de solucién:

Glutaraldehido al 25 % Merck ............ 125 puL
PBS 1X ... 10 mL
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Solucién de albumina/Zgelatina (solucion de bloqueo)

Para preparar 10 mL de solucion:

BSA . 0.5g¢g
Gelatina  ................ 0.1 mL
PBS 1X i 9.87 mL

Estuche para inmunodeteccion de BrdU incorporado en el DNA

celular

5 —Bromo —2~ —deoxy —uridine Labeling and Detection Kit | de Roche

Solucion de PBS — Tween al 0.05 %o

Para preparar 100 mL de solucion:

Tween 20 de sigma ...... 50 pL
PBS 1X ... 99.95 mL
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