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De pronto tuve conciencia de que ese momento, de que esa 'rebanada de
cotidianidad, era el grado maximo de bienestar, era la Dicha. Nunca 'abna sndo tan

plenamente feliz como en ese momento, pero tenia la hlrlente sensacnon de que

nunca mas volverla a. serlo por lo menos en ese grado, co
cumbre es asn claro que es asl. Ademas estoy seguro de que;!a cumbre es sélo un

segundo,;un breye segundo, un destello instantaneo, y no hay derecho.ka prorroga

Mario Benedetti
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RESUMEN

Efecto de Ia leptina en la esteroidogénesis y m ultiplicacion de células de la teca in
vitro. Rodriguez-Cortez AD, Gutiérrez CG, Larrea GF, Paramo RRM. El propésito del
presente trabajo fue investigar los efectos de la leptina sobre la produccién de testosterona y
la multiplicacién de células de la teca in vitro. Se realizaron 3 cultivos subsecuentes e
independientes de células de la teca para probar dlferentes dosis de leptina (0, 0.1, 1, 10 Y.
100ng/ml) y sus mteraccwnes con lng/ml de IGFWI O 1 ng/ml de LH o lngml de IGF-I y:

control en ausencia de lept
una disminucidn de las < 'l
es el primer trabajo que 1
de esteroides y en el ,n

pudo determinar qu:

de progesterona. Ad
supraﬁsnologlcas en

estimulante del factor d

Palabras clave: Leptina, e u]ﬁasr devVla't'e_c:‘a."~
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SUMMARY

The purpose of the prcsent work was to investigate the effect ofleptm' n stermd productlon

Y ep ndent theca ‘
g/ml) and 1ts

and mu]txphcatlon of bovme theca cells in vitro. Three subseque

.cell cultures were used to test dlfferent doses of leptm (O 0. |
'mteractxons w1th Ing/ml of IGF-I 0.1 ng/ml of LH' or lng/m
Control groups only contamed the dlfferent doses of leptx
'levels were measured by ELISA at 72 and. 120 hrs of cu\ v
by MTT Stain at 168 hours. Physmloglcal doses of leptm (0 1 to. 1 _.‘nym) stlmulated lhe
productlon of progesterone In contrast hlgher doses exercxsed an mhlbltory el‘fect on
progesterone producuon when m conjunctxon thh IGF I (P <0. Ol) There was no effect of
leptin on testosterone productlon (P> 0. 05) Leptm lncreased lhe number of cells in culture
up to the 10 ng/ml dose (P <O 01) When IGF-I was added m absence of leptm the cell

mhlbltory
through lhe b

Key words: Leptin,‘ steroidogenesis, _IGF-I, theca cells.
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EFECTO DE LA LEPTINA EN LA ESTEROIDOGENESIS Y
MULTIPLICACION DE CELULAS DE LA TECA IN VITRO

INTRODUCCION

Algunos estudios previos han centrado su atenc:on en la asocxamén entre el balance
energético negativo (BEN), -.la baJa emhdad y: lavpérdlda de la CICllCldad ya que los
procesos reproductlvos son; de ba" iori ' 6 .con funmones que ocupan un

lugar preponderante par.

Burks ef al., 2000).'




Sin embargo a partir. de las mvestlgacmnes de Kcnnedy en: 1953 donde postulo que habia

sefiales® proporcwnales a la grasa corporal que regulaban el apetxto a través del cerebro se

permmo conceptuallzar‘ de’ommada teorxa hpostatxca

gonadotroplcas Y demostraron que os ammales ob/ob teman la funcién ovarica intacta y




que ovularon en respuesta a la sobredosxs de gonadotropmas de. la pareJa castrada (Chehab
etal, 2000) : ' ’ :

0s adlpocntos, la transcripcion y
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regulador del desarrollo embrionario y posnatal, posnblememe desempenando un papel

mitogénico. A mvel ovadrico, se le ha imputado un efecto en: e desarrollo d Q!iculb; en

donde estimula la ester01dogene51s de las células de la granulo‘sa'y de a teca (DenMora et

al., 2001 VykLuna-P‘m‘to a}nd‘Cron_]e, 2000).

secremo y los androgenos la - inhiben (Ahima et a

osc1la entre los 2y 100 ng/ml siendo menor. en los

Tanaglia 1997 Prol

. centros del

demas los receplores de

leptma exhlben una amplladxstnbucnonen dlversos IC_]IdOS de los'mamlferos, incluyendo

N
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hlgado corazén, rifién, pulmén, intestino delgado, bazo, pancreas, le_]ldo adlposo testiculo

y ovario: ASl la leptma puede tener efectos periféricos ﬁmdamentales para el metabollsmo

yla reproducc1on y no tinicamente un papel central (Ruxz-C nés et al

‘pues:se tiene



Esto suglere que las formas cortas del receptor de leptma (Ias mas abundantes en ovano)

actian’ de forma predommamemente negatlva (Clarke and Henry 1999)

lcptiné’ 'dqix;e‘é‘t’améﬁte; en el ovario. El

Otros trabajos'indican efectos estimulatorios de

'ef‘ect ‘deila’ Ieptma a dosxs de hasta 10 ngml es estlmulatono, pero a dos1s de 1000 ng/ml

es mhlbltono or ello el proposno del presente trabaJo es mvestlgar los efectos directos de
la leptma sobre'la producc1on de’ testosterona y. la multlplxcacmn de celulas de la teca in

vitro.
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I1. ANTECEDENTES

LEPTINA

Del griego leptos = delgado, se expresa Y se secreta por los adlpocuos rcﬂe_]ando la

cantidad de reservas . ]as'”

“se. ha observado que

concentraciones de’lej

olo xet' al 1999) Esta protema

it le drel receptor Ob Rev a' una o2

1999)
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La ]eptma es una protema no ghcosnlada con un peso molecular de 14. a 16KDa

resultando en 5 secuencias C termmales de ammoac1d

(Ghilardi and S koda, 1997, Tartaglia ef al., 1995). Una 1sof6rma
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La homologla en la secuencxa extra y transmembranal entre. ]os receptores para leptma en

especxes como humanos ralén, rata oveJa Y- vaca, vanan entre el 45 -y 90% Sin: embargo ;

umcamente la form’ larga el dommlo cnoplasmatlco o ,302 ammoacxdos denommada

mducxda p
enZImatl

la-famylh

995 Bjdfbaék et al., 1997 y Bjorbaek

. TESIS CON
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La actxvacnon MAPK/ERK transloca al nucleo donde mduce la transcnpcxon de genes de

3, lncluyendo SOCS 3 Este estlmulo
al cxtoplasma (Ghllardl et al., 1995; BJO}'
STAT 3 tlene la capamdad de estlmular.’
umon al elemento de respuesta 1 (SRE
Cortes et al., ' 2003). Las SREBP 1 y 2»e '
sin embargo la activacion por si sola
cofactores de trascripcion ublcuotos,

SREBP se unen a los elemenlo
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El OB- Rb puede actlvar STAT;, S5y6 pero no a STAT., 2y4, mlentras que OB-Ra es

inactivo - en- la senallzacxon delos STAT por carece del mot' X -2-cen* el domm10"‘

mtracltop]asmatxco (Ghllardn and Skoda 1997 Y. Baumarm:et al

OB-Ra carece de tlrosmas ha demostrado se' cap
las fosfonlacmn de STAT (B_]orbaek et al y 1997 1gi |
PI3K ((Bjorbaek ef al., 1997 e Ingvartsen andBmsclalr 2001

MAPK, PI3Ky ERK

Debldo a la sxmllltud estructural de los receptores de msulma con los rcceptores mlembros

de la superfamlla de las cxlocmas de clase I (Martin and Sanchez-Margalct 2001 Takahasn
et al., 1997), el snstema OB-R puede interactuar con, otros centro reguladores de gasto y

consumo de energla para el contro] de la grasa_corporal

uede’ser.que omo leptma ;
actue a traves de vanos componentes de la cascada alizacion® 1sulin ,fpéra
modlﬁcar los carnblos mducxdos por la ésta

sustrato para el reccptor de m\

Se requiere de. la act
que JAK 2 es quxe
activa la protem‘a ;
donde GRB7-2’:\}’5‘{.1 e’
molécula’ SHP2 ac ia co
de la ruta’ de senahzac1on Ras M
de esta prolema pueden ser ¢ ’

Sanchez-Marga]et 2001 y Brann

[RS 1

Tamblen se hace necesana Ia fosfo cxon'de [tirosin y lreonma de MAPK/ERK

para su aclwacnon y en el caso den la umdad reguladora PI3K para que Src pueda asociarse
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con p85 o para que pueda umrse con la protema de mxtosxs (Sam68) (Mamn- Romero and '
Sanchez-Margalet 2001 Takahas: ‘et- al 1997 ] 97)=

tamble pued estar mvolucrada en la mod acion post Uanscnpcmnal,del RNA (Marlm-

Romero and- Sanchez-Margalet 2001 Szanto et al ', 2000)

Auwtorregulacion

3 en el hipotalar

al es un potente medlador de la resistencia a leptma en la obesxdad

TESIS CON
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ya que en mamiferos, SOCS 3 blorquea,la,tiran‘sducci_én inducida por leptina (Brann ef al.,

2002).

EFECTOS LOCALES D!

Ala l‘eptin;é,‘ comunmel

1997) Sufvr

achow and Magoft'n
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Se han demoslrado efectos estxmulatonos e lnhlbltOI'lOS de la Ieplma en la produccnon de

estermdes encélulasdela g ranulosa y d e la teca d el o vario. P ara e llo seh: an reallzado

humano (Kar so

experlmentos con celulas de dxversas espec1es como

granulosa provementes de fohculos pollqulst
falta de eslablecxmlento deun amblente estroge
de SOP expresaban P450 aromalasa Y se
1999)

admlmstrac:on de FSH (Zachow et al.,

Sin embargo el efecto inhibilorki‘(:):
no ha 51do demostrado fehacnen ‘ »
(1997) prcer et al. (1998) y: Agarw

(1999) demostraron que dlcha lI‘lhlblClOn era
producto del bloqueo del e[‘ecto estlmul nte de fhctores de crecimiento y/o insulina. Esto

condujo a suponer que msulma e IGl"-I tienen un papcl lmporlante como co-gonadotropinas

5 TESIS CON
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a mvel ovanco donde se mamﬁestan como factores mltogemcos y como esumuladores de

la produccxén de ester01des -El p051b1e mecamsmo de la. accxon mhlbnorm de leptina sobre

la producc1on de ro esterona y androstenedlona estlmulada por msuhna no es mediada

TESIS CON
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polipéptidos (actlvma, inhibina y follstatma) y factores de, crecnmlenlo (IGF s el factor de

cremmlento epldermal (EGF) la sustancla amlmulenana, el factor d e c mmlento de los

TESIS CON
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se ha asociado en parte al incremento de la expresmn de RNAm para los receplores de LH

en celulas de la teca (Stewart et al 1995 Splcer et al 2002)

ollo del - follculo dommame al

dlsmmulr la camldad de estrogenos este efectb puede resultar en un inadecuado est1mu10
para el pico de LH, ,rlmpldxendo la conduccnén ‘del foliculo periovulatorio inmaduro ala
ovulacién, y en casos éxlremos de ningtn foliculo (Zachow and Magoffin, 1997).

INSULINA

La 1nsu1ma ademas de encontrarse en la circulaciéon ha demostrado estar. prcsente en el

Ilquldo fohcular y se. ha propuesto que uene la capacndad al 1gual quc IGF I dc‘vregular la

produccmn de

- | TESIS CON
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IGF-I parece ser un regulador ﬁsmloglco mas 1mportante en la esterondogencsw tecal quc

msu]ma (Stewa.rt et aI 1995)

a v1dad7reproductlva puesto que s‘ 'ha observado

dcﬁmenma en fertl €5.C0 sobrepeso y ‘en a.mmales en desnutrlcuSn es por

ello que se demdxé reallzar e presente expenmento

TESIS CON
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II1. HIPOTESIS

e Laleptinaactiai nhlblendo el efectoe stxmulador d el a IGF- I sobre la sintesis de

esteroides y multiplicacién en las celulas de la teca in vitro

OBJETIVO

e Determinar el efecto de la leptma y su mteraccxon con IGF I en la produccmn de

esteroides y multiplicacién de células de la teca in vitro.

TESIS CON
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IV. MATERIAL Y METODOS

MATERIALES

Medio de coleccion: Medio 199 (beco BRL Life Technologles Grand Island NY USA),”

Hepes (Sigma Chemical Co. Ltd., H3784 St Louis MO), pemclllna—estreptomlcma (Slgrhé v
Gibco BRL 141904144 e

P 3539 cell culture), anfotencma‘" Dlsecclén folicular: DPBS 1

Bovma (Slgma A 7030), Hepe (Slgma H3784 ), Holo-Transfemna (Sigma, T1408),,
Selemto de Na (Slgma S9133), estradlol 20 ng/ml lnsulma de pancreas

I6634) Dlgest|6n enznmz’ltlca. Hlaluromdasa (Slgma, H3506), Proteas (Sigma, P2714) :

Colagenasa (Sigma, C6885) Desox1mbonucleasa (Slgma D5025 os 6tlcav de

105( (Glbco BRL, 14080’ 055 LlfefTechnolog']es)

ccluhs rojas: DPBS sin Ca™ : n' Mg__

Viabilidad y conteo celular y"Trypkan Blue (Slgma T 0776) 'y hematocnémetro de New

Bauer. Cajas de cultivo: Nunc algen”i (Nunc A/S, Roskilde, Dinamarca) de 96 pozos

Tratamientos: Leptmg.recombmant ov;na,vaRB-IGF-I (Gropep Pty Ltd; Adelaide, SA),
LH ovina (26 NIADDK Bethe MD).‘%Cﬁahtiﬁcacién celular al final de cultivo: 3-(4-
5-dimetiltrazol-2-yl)-2-5-bromuro de difenil tetrazolium (MTT, Sigma M 5655). Buffer de
io (SDS, Bio Rad, 161 0301), HCI 1.0 N (Sigma, H 9892),
-N-Dlmetll formamlda (Sigma, 4254). ELISA's:. P]acas

de 96 ‘pozos de: pollestlren ) :MaxiSorp, ’(Nunc Immuno Plate), Peroxxdasa de rabano para

testostérona .3CMO HRPy progesterona: SCMO - HRP fueron proporcxonados por Dra

Coralle Munro Umversndad de Dav1s Carolma E.U,, estandares para testosterona y

progesterona y ABTS (Slgma, A1888)

20 TESIS CON
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CULTIVO CELULAR

El cultxvo"de'celulas de la teca de bovinos se realizé sxgmendo el metodo descnto para

1 ovmo por Campbell et al. (1998) Los ovanos de vacas Holstem se’

esp es del sacnﬁmo y se colocaban : n 50 uclén‘ salma' .

21 TESIS CON
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1000 rpm durante 10 minutos a 21°C pa.ra la obtencmn del pellel de celulas de teca. Las

celu]as se resuspendlan con.9 ml de agua bxdestllada estenl ‘se- agltaban por 10 segundos

5% de C02 a 37°C por S

camblo delmed o.a 10ra . El cultivo terminaba a las

traia la Gltima muestr

El efecto de la-LH sobre la prod'

: ndro'genos, progesterona y relacidon

lestosterona progesterona en celulas se estudlo en 3 cultivos

testosterona. Para ello, cada cultlv conto con'24 ‘repllcas por dosis, las dosis de LH

TESIS CON
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probadas fﬁefon OV 0.1, 1y 10 ng/ml, y las muestras (obtenidas a las 120 y 168 horas) se
mantuweron a —11°C hasta realizar la determinacién de testosterona y progestcrona por

medio de la prueba de ELISA.

Determinacion del efecto de leptina y su interacéio’n con LH, LH/AGF-I o1 G‘F -1

Se realizaron tres cultivos subsecuentes e mdependlentes para probar. diferentes dosis de .
leptina recombinante ovina (0, 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml) Yy sus mteracctones con lng/ml de
IGF-1 LR3 (Gropep, Pty Ltd Adela'de;’SA Grupo IGF-I), 0.1 ng/ml de LH ovina (Grupo
3 ng/ml dc IGF-I (Grupo LH/IGI‘ 1) o f

0515 de leptma (Grupo control). Cada cultlvo

LH), la combinacién de 0.1 nym
ausencm de LH e IGF-Icon: las d
contema 4 repllcas para cada tran' ) la osis de 0 ng/ml del grupo control fue repetlda
8 veces). Las muestras se obtuvx;aron a 2 y 120 horas de tiempo de cultivo, las cuales se

mantuvieron a—11°C hasta reallzar la'd‘et_e‘rmmamon‘de testosterona y progesterona. o :

CONTEOQ DE CELULAS

Al finalizar los cultivos celulares a las 168 horas, se. esllmo la den51dad celular

por el método de azul formazan Este metodo se basa n’.la capacndad de las celulas

tetrazohum (MTT Slgma M- 5655) al producto azu formazan Esta’cépaCIdad de

pozo. Despues de 24 horas d mcubamon a'37"C ]as celulas fﬁéron hsadas con la adicién de

p TESIS CON
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100 ul/pozo de buffer de lisis (10% dodecil sulfato de sodio SDS, en 0.0! N HCI, 0.01N
NaOH y l 1 de‘ N-Dlmetll formamlda agua) se: remcubaron 4 horas a 37°C. Los p]atos eran o

lefdos en un Hespéctrofotometro Spectra 'Shell” Mlcrop]ate Reader MRX (Dynatech

aﬂadlé 'MTT 'y se mcub po
'y se reahzaron diluciones
31 250 62 500 125 000 250! 000 y 500 ,0 ’

sextupllcado

ENSAYO INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMAS (ELISA) PARA
TESTOSTERONA Y PROGESTERONA

La produccién de testosterona y progesterona se determiné por el método de ELISA de

competencia indirecto, utilizando un segundo anticuerpo sin purificar de origen equino a
poliestiren_o

una concentracwn de 1 300 umdo ala fase sohda (placas de 96 pozos- de

se lavaban y se adlclonaba el sustrato (ABT
sulfomco) (100 ul por pozo). Postenorm nte ut 14 se..
leyeron en el espectrofotometro a 405nm L s datos oblemdos por el es ’ fotometro se'

anallzaron con el programa Umversal Assay Zap (Bcdo]la et al. 1994)
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ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis ést distico ara los tratamlentos hormonales se reahzo por medlo de un anahs:s

de celulas v1vas Las variables mdependleme

A) Para anallzar el efecto de LH: do

estadxstlco para d rmin el efccto en el nimer de las. ncluyo a las celu]as sembradas

ali m1c10 del cultlvo como covanable
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V. RESULTADOS

EFECTO DE LH EN LA PRODUCCION DE TESTOSTERONA.

En general, laLH a concentracmnes d ' O I ng/ml estlmulo ]a producclon de testosterona

mlentras que a concent

is lcameme SIgmﬁcatlva en la produccwn de testosterona debldo

005) ni en la respuesta a l"l LH dcbldo al tamano dc follculo

(P>o.05)f

EFECTO DE LHEN LA PRODUCCION DE PROGESTERONA

En forma general se observo que Ia LH esumulo la'produccmn de progesterona y que los

n forma dosis dependiente a la

68 ho as de cultivo, con la dosis de 0.1

ng/m] de LH la produ ClOl‘l ‘de rogesterona ‘lsm nuyo en un 18% en los foliculos pequeiios

y un 50% en los follculos mkedlranos con'r pecto a. Ia cantidad producida a las 120 horas.
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En contraste, con d051s de 1 y 10 ng/ml de LH, la produccidén de progesterona en follculos
) | oras fue, respcctlvamente de 148 y 232 veces superior a la produccnén s

sm el esumulo de LH (P<O 01). Para las 168 horas, dentro del mxsmo -

pequenos a las 12

observada por c
. as d051s la producmén de progesterona aumento 133 y 164":’

in LH En ‘el caso de los foliculos medlanos a las 120 oras.

No‘hubo;dlferencxas estadlsucamente 51gn1ﬁcat1vas en la produccxon de progesterona

entre los dlferentes tamafios foliculares utlhzados (P>0 05)

EFECTO DE LH EN LA RELACION TESTOSTERONA: PROGESTERONA (T:P) .

n ollculos pequenos comparadas

con las celulas con ausencxa de LH En el'caso ,de Ios fohculos medlanos, se observa una
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dlsmmucxon del 9% a las 120 horas yun aumento del 10% de la relacién T:P a las 168
horas de cultlvo en comparacmn con- las- células- que ‘no estuvieron bajo ¢l estimulo -
hormonal de LH mdlcando esto, que a concentracxones supenores a 0.1 ng/ml de LH. se

presenta lutelmzamén de las celulas

EFECTO DE LH EN EL NUMERO DE CELULAS

El nimero. de cel 1: s de ]a teca le as de c ']tlvo se presenta en la thura_

4. En general,:' pued

concentracién de LH.-

Coxik b‘aset'

1o resultados anlenores -se establecm la dosxs de 0 l ngm] de. LH ‘para los

cultlvos sub ecuentes

EFECTO DE LEPTINA Y SU INTERACCION CON IGF, LH Y LH/IGF EN LA
PRODUCCIONDE TESTOSTERONA




EFECTO DE LEPTINA Y SU INTERACCION CON IGF-1, LH Y LH/IGF-1 EN L4
PROD UCCJON DE PROGESTERONA"

A las 72 h de cultivo, la leptma no tuvo efecto sobre‘ la produccw do progesterona por_

la producc16 1 "de pro es‘ ron para ce]ulas de fohculos medlanos y pequeiios (P<0.01)

(Fi 1gura 6)

EFECTO DE LEPTINA Y SU INTERACCION CON IGF-I, LH Y LH/IGF-I EN LA
RELAC]ON TESTOSTERONA PROGESTERONA (T:P)

probablemente ausadas . por: el decremento: de progesterona. a- estas ,mi‘smas"id()sis; (Véif

CLF iguré 2).
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EFECTO DE LEPTINA Y SU INTERACCION CON IGF-I, LH Y LH/IGF-I EN EL
NUMERO DE CELULAS

En ambos tamanos follculares el tratamtento con ]eptma estlmulo el numero de células

las celulas:de 1
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Figura 1. Efecto de LH a concentraciones de 0, 0.1, 1 y 10 ng/ml en la produccién de
testosterona de células de la teca de (a) foliculos pequefios a las 120 horas, (b) foliculos
pequeiios a las 168 horas, (¢) foliculos medianos 120 horas y (d) foliculos medianos a las
168 horas. Los resultados muestran la media y la barra de error representa el error estandar
de 3 cultivos independientes, con 24 observaciones por tratamiento, con una significancia
de a=0.05. El efecto de LH y tiempo de cultivo fue significativo (P<0.01) en cambio, el
efecto de LH debido a tamaiio de foliculo no fue significativo (P>0.05).
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Figura 2. Efecto de la LH a concentraciones de 0, 0.1, 1 y 10 ng/ml en la produccién de
Progesterona de células de la teca de.(a) foliculos pequefios a las 120 horas (b) foliculos
pequefios a las 168 horas (¢) foliculos medianos a las 120 horas y (d) foliculos medianos a
las 168 horas. Los resultados muestran la media y la barra de error representa el error
estandar de 3 cultivos independientes, con 24 observaciones por tratamiento, con una
significancia de «=0.05. El efecto de LH y tiempo de cultivo fue significativo (P<0.01) en
cambio, el efecto de LH debido al tamaiio folicular no fue significativo (P>0.05).
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Figura 3. Efecto de LH a concentraciones de 0, 0.1, 1 y 10 ng/ml y la relacion
lestosterona: progesterona en (a) foliculos pequefios a las ((J ) 120 horas y ( 168 horas
(b) foliculos medianos (] ) 120 horas y ( [z]) 168 horas en cultivo de células de teca'de
bovino. Los resultados muestran la media y la barra de error representa el error estandar de
3 cultivos independientes, con 24 observaciones por tratamiento, con una significancia de
a=0.05. El efecto de LH, tiempo de cultivo y tamaiio de foliculo fue significativo (P<0.01).
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Figura 4. Efecto de LH a concentraciones de 0, 0.1, 1 y 10 ng/ml en el nimero de células
provenientes de (a) foliculos pequefios y (b) foliculos medianos en cultivos de células de la
teca de bovino a las 168 horas de cultivo. Los resultados muestran la media de cada dosis
de LH, las barras de error representan el error estindar y la linea horizontal muestra el-
promedio general de células viables sembradas en 3 cultivos independientes, con 24
observaciones por tratamiento, con una significancia de a=0.05. El efecto de LH :fue .
significativo (P<0.01). -
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Figura 5. Efecto de leptina en concentraciones de 0, 0.1,
A 5 1ng/ml de 1G -

interaccién con 0.1 ng/ml de LH
de IGF r O
pequeiiosia 1

en el grupo control

72 horas (b) foliculos'peq

ol

(d)

o

0.1 100

Leptina (ng/ml)

n la produccién

1, 10 y 100 ng/ml y su
6 0.lng/mide LHy 1 ng/ml
e testosterona en (a) foliculos

fios a las 120 horas, () foliculos medianos a las
72 horas y (d) foliculos medianos a las 120 horas en cultivos de células de la teca-de
bovino. Cada punto representa la media y las barras de error representan el error estiandar
de 3 cultivos independientes, con 4 observaciones por tratamiento y por dosis de leptina,
con una significancia de &=0.05. El efecto de IGF-1 aumento produccién de testosterona
(P<0.01), sin embargo no hubo efecto de leptina en la produccién de testosterona (P>0.05).
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Figura 6. Efecto de Leptina en concentraciones de 0, 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml y su
interaccion con 0.1 ng/ml de LH [ A ] o Ing/ml de IGF I [ - J o O.lng/mldeLHy 1

ng/ml de IGF 1 [ © ] y en el grupo control[ <

] en la produccion de progesterona en (a)

foliculos pequefios a las 72 horas (b) foliculos pequefios a las 120 horas, (¢) foliculos
medianos a las 72 horas Yy (d) follculos medianos a las 120 horas en cultivos de células de la

teca de bovmo Cada'punto representa la media y las barras de error representan el error

estandar de 3 culuvos ndependlenles con 4 observaciones por tratamiento y por dosis de

‘de a=0.05. El efecto de leptina a dosis bajas aunado a IGF-I
oauccién de progesterona (P<0.01) y a dosis altas de leptina fue

inhibitorio (P<0.01). "

TESIS CON

36 [ FALLA DE QRIGEN




Ln Test/Ln Progest

Ln Test/Ln Progest

22 (@ 1 (©

2 :
1.81 1
16
1.41 1
12 1
1]
a8
a6
a4 . —

- ——

1 (b)

Q.9

B
|

0s

o7 £ ,
0.6 J

as ] I

04 i L et S | 1 Lt | I S

0 a1 1 10 100 0 a1t 1 10 100
Leptina  (ng/mi) Leptina  (ng/mi)
Figura 7. Efecto de Leptina en concentraciones de 0, 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml y su
interaccién con 0.1 ng/ml de LH [ A J 6 Ing/ml de IGF [ - ] 6 0.1lng/mlde LHy 1

ng/ml de IGF ] y en el grupo control [ :len la relacion testosterona:progesterona en

]

(a) foliculos pequeﬁos a las 72 horas (b) fohculos pequenos a las 120 horas, (¢) foliculos
medianos a las 72 horas y (d) fohculos medlanos a las 1»20 horas en cultivos de células de la

las_ barras. de error representan el error

teca de bovino. Cada punlo_rep‘resenta

estandar ;dt'; 3 cultivos indepcnd'iéﬁ’l'é” con'4 observacnoncs por lrata.mu:nlo y por dosis de

leptina. El efcéto' de leptina no éau'sbf\efcclos s;;,nlﬁg:qllvos_ (P}0.0S).
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Figura 8. Efecto de Leptma en concemracxones de 0, 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml y su
interaccién con 0.1 ng/ml de LH,_~.. : VJ o lng/ml de lGF [ . ]o 0 lng/ml de;LH y 1

ng/ml de IGF [ 0] enel

leptma aumentd el nurhero de células (P<0.01)'y elcolratamnento con'lGF-Idls_mmuyé el

niimero de células (P<O 0 1)
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Figura 10. Cultivo de células de la teca de bovino con a) 0.1 ng/ml de LH las cuales no
muestran morfologia de luteinizacidon, se aprecia una apariencia redonda con formacién de
cumulos celulares y pedunculos con células alargadas y b) células de la teca con 10 ng/mi de
LH con apariencia de células alargadas que sxmulan ﬁbroplastos y forman una monocapa nplca
de cultivos luteinizados. , :
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VI. DISCUSION

En este estudio se encontrd que la leptma a dosis ﬁsmléglcas (0.1 a'l ng/m]) estlmula la-

produccién de progesterona en células de la teca de bovino in vitro no’ lutemlzadas (thura o

6). Adicionalmente, confirma que la leptma a dosis superiores a las ﬁsxolo 'cas ejerce un

efecto mhlbltono en la producc1on de progesterona y supnme el efecto estlmulante de IGF- :

I sobre las"" élulas de 1a tec: Y

Este constituye.el prlmer esludlo que presema efectos estnmulantes de la leplma a dosns de

los efectos n ga concentraciones similares a

FALLA DE ORIGEN




estados morbldos como ]a obesxdad (Botella et al., 2001 Splcer and Francxsco 1997)
Luego entonces la res 1 ta a- la leptma parcce tener un comportamlento b1fasnco con-

eslnmulacnon c e_m centracxones son bajas y SImllares alas observadas zn leO, e

4ptma excede dlchas concentra ones Para el caso de la e ecne

ecesar la Iutemnzacxo ‘para.
de celulas de Ia granulosa De ﬁec
proceso de Iutelmzamon por su.
neoformaclon de.. vasos sangumeos
formacmn (Fruhbeck ‘et al 2000)
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El carécter estlmulante de la leptma en la produccxon de progesterona que se demostrd en

el presente: traba_] ‘jocumo en presencia o ausencxa ‘de LH:y/o IGF, en tanto que el resultado

1nh1b1tono : 'lacxono a celulas esumuladas con” IGF-I (thwa 6) Slmllarmente los

ter01dogéne51s, bloqueando los efectos

Rulz—Cortes et al (2003), qu1enes demostraron ‘un éum nt

las tirosil :iigidcl .

s SH2 "(i;égiones

 4£  £ TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




homédlogas Src 2, por la similitud con la protema Src) (Alberts et al 1993) Por tanto, la
la: cas cada d senallzacmn

1nh1b1c16n en- la fosforilacién evita la unlon a SH2 ' ”on ello,

de proteina actlvadas : por m1t

(Cmasas
extracelulares)(A]berts et al., 1993 Hausscr et

que Juegan un papel importante en la actxvacuﬁn ’e genes tempranos de trascnpc:on como "
el complejo proteinico que forma un factor de respuesta senca temprana (SRF o
(Alberts et al., 1993, Hausser et al.; 2001) Este comple_]o se encu tra

reguladora de los genes huérfanos nucleares c-Jun y c-fos ‘B

2002). Los genes c-jun y c-fos smtetnzan cadenas protelmcas ‘denor

‘ ,r mhxbntono umcamente por el estado de luteinizacidn de las
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células. A51 mlsmo Rmz-Cones et al. (2000) mencxonan una mayor expresxén de

receptores OB-R conforme avanza el eslado d e lutemlzacwn d e c elulas de la granulosa -

‘et al. "2002) Ademas, la ruta “de sefializacién ERK ha :

ectosvestlmulantes han sido
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establecndos por thawakl et al, (1999) en humanos, utllxzando concentracxones de 0.5a 10

ng/ml de lepuna Este efecto bifasico-de la leptma sobre:la producmon de estradlol en “las

celu]as de la granu]osa puede estar relacionado con la mayor expresxon'del receptor OB-
Rb, demostrada por Zachow: et a1 (1999) en células de la T

leptma es el Uinico capaz de seiializar via JAK, de’ estimu

por lo tanto de aumentar la cantidad' de.SRBP. mad irc

de STAT 3 y

"n eme to en la -
activacion del gene promotor de StAR (Ruiz- Corté :

y este mismo receplor es capaz de mducxr

3 (Ghllardl et al., 1995; BJorbaek et

s [ TEsscon
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finalidad la expresxon de la protema AP l(Alberts etal, 1993 Hausser et al 2001 y Brann

et al., 2002), ]a cua] conduce a’ actwacnon mltogemca es‘ dec’r que

transduccnén de IG por; medlo del IRS 1, esto dlsmmmr la capaCIdadvde que las celulas !

emren n estado mitdtico'y. por; tanto entran a estado quxescnent

(r 1)7A las 168 horas de culuvo 0si -

i leplma 1nh1be la
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1997b y Murphy, 2000). Por lo 1anto, este sxstema de cultlvo mamﬁesla respuestas

fisioldgicas | rclevantes

El mecanismo:de

and Fortune, 1993“
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células de la teca demostro que con dosis fisiolégicas de LH (0.1 nyml) IGF | (l ng/ml),
insulina (10ng/ml)--y leptma -(0-a 100  ng/ml) se puede mamcner la- produccnon -de
testosterona hasta por 168 horas. Dado que estas dosis se encuentran dentro de los rangos
fisiolégicos, ‘es pclasikbble'kqué la utilizacidon de este-cultivo para la comprensiéon de los
procesos celuiarés in vitro constituya un sistema representativo de los pf'ocesos que ocurren

in vivo. .

CONCLUSIONES

Este es- el pnmer trabajo que muestra evidencia in vuro del efecto de la- leptma en la :

produccnon de estcroxdes y en el nimero de celulas de teca’ de bovmo en cultlvo no

los efeclos estlmulatonos obtemdos con dosxs f'sxologlcas d lebtiﬁa;f_lld‘s”quc'pﬁeden estar
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Jugando un papel lmportante durante el crecxmlento fohcular o la ovulacién. Siendo que

esto puede ser una razon 1mportante para entender los procesos ﬁSIologlcos reproductlvos

de vacas obesas o en estad

ranco de desnutncmn- Sm embargo se requiere seguxr

reahzando mas ar el efecto de leptma ¢ bre: la:

reproduccuon a mvel ovarico medxante 1 'estudlo ;de los receptores predommantes y las !

rutas de senahzacxon mvolucradas para cada tlpo de receptor cn cada elapa del ctclo estral
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