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Resiimen

. Resumen

La familia de proteinas relacionadas a la insulina como el Factor de Crecimiento
Similar a la Insulina tipo I (IGF-I) y su receptor participan en la regulacion de la funciéon en
testicular adulta de algunos mamiferos. Sin embargo, en la etapa prenatal la funcion del
IGF-I, IGF-IR y la via de sefalizacion no se conoce en el raton. El objetivo de la presente
investigacion fue observar la expresion del IGF-I, IGF-IR y la proteina C-Raf en cultivos
de células de Sertoli y Leydig provenientes del raton Mus musculus en la etapa fetal de 16
dias de gestacion (d.g.) y perinatal 18 d.g., lo cual nos permitira proponer las bases para
entender la funcién de estas proteinas en el testiculo. Para ello, se emplearon ratonas
prefiadas de 16 y 18 d.g., de la cepa CDI, se aislaron los testiculos de los embriones y se
disgregaron con tripsina para obtener las células de Leydig y Sertoli. Se sembraron 1x10*
células con 1ml de medio de cultivo D’MEM suplementado 24 hrs en cajas de Nunclon®.
Las células se fijaron con glutaraldehido 0.3 % en PBS 0.1 M, 10 min a temperatura
ambiente, se lavaron con PBS 0.1 M y se almacenaron a -20°C. Las c¢lulas se incubaron
con anticuerpo primario anti-IGF-I, anti-IGF-IRa y anti- C-Raf, 24 hrs. Se us6 un método
de revelado indirecto, se incubd con un anticuerpo secundario una hora de la siguiente
manera: IGF-I con un anticuerpo anti-cabra biotilinado, el IGF-I IRa con un anti-conejo
biotilinado y la proteina C-Raf con un anti-raton biotilinado. Las células se revelaron
utilizando el sistema biotina-avidina-peroxidasa con diaminobencidina tetraclorhidrica. La
inmunodeteccion reveld que el IGF-1 y su receptor o se expresan tanto en las células de
Leydig como en las de Sertoli a los 16 y 18 d.g. La proteina C-Raf también se encontrd en
los mismos cultivos celulares. Estos hallazgos demuestran que ambos siguen la misma via
de senalizacion. Se propone que ambos tipos celulares regulan de manera autocrina la

funciodn testicular del raton Mus musculus.
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Introduccion

I1. Introduccion

1) Antecedentes

Durante la fecundacioén del ovocito por un espermatozoide se establece el sexo
cromosémico en los mamiferos, en la mayoria de los casos la hembra es XX y el macho
XY. Como resultado del sexo genético se determina el sexo gonadal, de tal manera que los
individuos XX desarrollan ovarios y los XY testiculos (1).

Debido a que la génada puede diferenciarse como un testiculo o un ovario; este
proceso representa la primera manifestacion fenotipica de la diferenciacion sexual durante
el desarrollo embrionario y se denomina diferenciacion sexual primaria, mientras que la
diferenciacion secundaria se asocia con la diferenciacion de genitales internos y externos
(2). Asi la diferenciacion de la gonada masculina en los roedores ocurre en la etapa
embrionaria debido a la presencia del gen Sry, considerado el gen primario de la
diferenciacion sexual. Este se ubica en el brazo corto del cromosoma “Y” y se expresa de
los 10.5 a los 12.5 d.g. en las células somaticas de Sertoli del raton (3-5). Clasicamente
durante la diferenciacion sexual de los invertebrados se han distinguido tres etapas o niveles de

diferenciacion sexual: el sexo genético, el sexo gonadal y el sexo fenotipico (Fig. 1).

B Sexo
XY genético XX
Sry v
Sexo gonadal

Testiculo
Y Genitales
Testosterona | Sexo q internos:
fenotipico Epididimo,

conducto deferente,

Sa-reductasa vesicula seminal.

A

Genitales externos:
5a DHT "| Pene, Escroto, Uretra.

Fig.1 Esquema de la diferenciacion sexual. Gen determinante de la diferenciacion

testicular (Sry); 5 alfa dihidrotestosterona (5a. -DHT).
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Introduccion

Determinado el sexo del embridon, ocurren una serie de segmentaciones que
procederan a la formacion de los 6rganos, entre estos las génadas. Desde ese momento se
diferencian dos tipos de células: las células somaticas (encargadas de elaborar diversos
factores hormonales, proteinas y genes que estan involucrados en la diferenciacion sexual
durante el desarrollo y el mantenimiento del adulto) y las células germinales (que

proliferan, se diferencian y dan origen a los gametos).

2) Desarrollo testicular en roedores

a. Cresta genital

La primera manifestacion del desarrollo gonadal se aprecia por un par de
engrosamientos longitudinales que van de la regién dorsal a la caudal, llamadas crestas
genitales (Fig. 2). Estas se forman por la proliferacion del epitelio celémico y
concentracion del mesénquima subyacente (6). En la formacion de esta area participan las
células germinales primordiales (CGPs) que tienen un origen extraembrionario, debido a
que provienen del endodermo del saco vitelino y se ubican por primera vez a los 5 d.g.

(Fig. 3 A). En el ratén la fase de cresta genital se puede observar por primera vez a los

9.5-10.5d.g. (7).

Conducto mesonéfrico
. Vasos sanguineos
Tibulo mesonéfrico

Células germinales

Células mesenquimaticas primordiales

Epitelio celémico
Lamina basal

Fig.2 Esquema de la cresta genital de un embrion de raton de 10.5 d.g. (Tomado de

Merchant-Larios, 1993).

Las CGPs se trasladan desde el saco vitelino a través del intestino posterior recién
formado y luego hacia arriba por el mesenterio dorsal al interior de la cresta genital derecha
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Introduccion

izquierda (Fig. 3B). La porcion somadtica de la gonada estd formada por células del

mesodermo intermedio y del mesodermo lateral esplacnico (6-7).

Intestino Intestino Cresta

anterior osterior . anital
P ___\ Alantoides g

ey ) Intesting
,_ posterior

i Células

) germinales | Gresla
Corazén primordiales f ge-ﬁisial
/
* Mescneiros

Saco
A vitelino

Fig. 3. A. Se muestran la CGPs en la pared del saco vitelino, cerca de la region
del alantoides. B. Camino que siguen en su migracion las CGPs a lo largo de la pared del
intestino posterior y el mesenterio dorsal hacia la cresta genital (Tomado de Lagman,

2004).

La migracion de las CGPs ocurre desde su sitio de origen hasta la region
urogenital del embrion donde se formaradn las gonadas, estas se desplazaran pasiva y
activamente.

Para explicar la direccionalidad de las CGPs se han propuesto tres mecanismos: el
primero consiste en un gradiente de concentracion de algun factor secretado por las células
del epitelio celémico situado en la regién urogenital, ahora se sabe que puede ser el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-B) (9). En el segundo modelo las CGPs se guiarian
por un proceso de quimiotaxis. Este mecanismo posiblemente ocurre a través de una guia
por contacto, lo cual implica la existencia de receptores en la superficie de las CGPs para
adherirse a las moléculas de la superficie. El tercer mecanismo consiste en una

organizacion topografica de las células somadticas del embrion (Fig. 4) (7).
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Introduccion

Fig.4. Mecanismos que guian a las CGPs hacia la cresta genital. a) Gradiente de
concentracion; b) Guia por contacto; ¢) Arreglo topografico (Tomado de Merchant-Larios,
1993).

Las células germinales primitivas que invaden la cresta genital tienen una funcioén
inductora que resulta después de la activacion del cromosoma “Y” de las células del
mesodermo intermedio que se diferencian en tejido intersticial con células de Leydig y del

mesodermo lateral esplécnico en células de Sertoli (7).

b. Gonada indiferenciada

La etapa subsecuente en la diferenciacion gonadal es la gonada indiferenciada.
Esta es un organo bilateral localizado en la region ventral del mesonefros, a la cual
podemos definir como una region anatomo-funcional de la cual se diferencia las gonadas
femeninas y masculinas (7). La goénada indiferenciada se origina a partir del reborde
epitelial celomico de la cresta urogenital y del mesodermo intermedio ventral al
mesonefros. Este proceso se inicia con la condensacion de las células de origen mesotelial
y mesenquimatico (Fig. 5). La gonada indiferenciada en los ratones se forma alrededor de
los 11y 11.5 d.g. Los cordones sexuales primarios crecen a partir del epitelio celomico y se
dirigen en direccion dorsal para penetrar en la gonada, con la llegada de las CGPs a la

gonada favorece su desarrollo y diferenciacion (7).
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Introduccion

Una vez que llegaron las CGPs a la cresta genital, en donde ya las células
somaticas han proliferado, se comienza a observar una condensacion de células de origen
mesotelial y mesenquimantico que gradualmente conduciran a la formacion del blastema
gonadal (aqui se encuentran la CGPs). En este primordio embrionario se pueden observar
dos tipos de tejidos: los cordones sexuales; en este arreglo celular se encuentran la mayoria
de las CGPs, y el estroma; que tiene células de tipo mesenquimatico y vasos sanguineos

que van a irrigar a la gonada indiferenciada (10).

Fig. 5. Gonada indiferenciada de raton 11.5 d.g. (Tomado de Merchant-Larios, 1993).

c. Diferenciacion testicular

Los individuos genéticamente machos de 12 d.g. sufren cambios morfoldgicos y
funcionales. Primero los cordones sexuales se separan gradualmente del epitelio celomico.
Segundo ocurre el compactamiento de los cordones, asi como a la activa invasion y
proliferacion del tejido mesenquimatoso y de vasos sanguineos provenientes de la region
mesonéfrica (7).

En la médula del testiculo los cordones sexuales son denominados ‘“cordones

seminiferos” en la etapa embrionaria y subsecuentemente a la formacion del limen se
RECTS
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Introduccion

nombran “tubos seminiferos” en la vida adulta (11). Dentro de los cordones se encuentran
las células somaticas epiteliales o pre-Sertoli rodeadas por la ldmina basal (11). El tejido
estromatico que se encuentra entre los tibulos seminiferos contiene a las células mioides,

vasos sanguineos, fibroblastos y células de Leydig (7). (Fig. 6).

Células
mesenguimdticas

Vasos sanguineos

Cornones sexuales

Epitelio celdmico

Fig. 6. Diferenciacion del testiculo. Se nota la invasion de mesénquima y vasos

sanguineos que separan a los cordones sexuales (Tomado de Merchant-Larios, 1993).

Con la diferenciacion del testiculo se comienza la produccion de tres hormonas
importantes para el establecimiento del fenotipo masculino. La primera es la hormona
inhibidora de los conductos de Miiller (HIM), que es secretada por las células de Sertoli,
la cual provoca la regresion de los conductos de Miiller y reprime la formacion de los
genitales internos femeninos (Fig. 7A). La segunda es la testosterona producida por las
células de Leydig, para la virilizacion de los conductos de Wolf los cuales se diferencian

en epididimo, vesicula seminal y conductos deferentes (6). Y la tercera es la 5 alfa

T
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Introduccion

dihidrotestosterona (5o -DHT), que es la responsable de la diferenciacion de los genitales

externos; como el pene, escroto y uretra (1,2,11,12) (Fig.7B).

Gonada

hezonefros

Indliferenciada

Conducto mesonéfrico
dle Wiolff

Conducto paramesonérico
e Mlller

Seno urogenital

Metanefros

Ezbozo del cuerpa utering

A
TESTICULO
Célula de Calula de
Leydig Sartal
Testosterona HIM Receptor de
Receptor de ) HiMd
Androgenas M Epidicima
Conducto
Gureductaza [N oo -
Vesityla seminal  MEM0
0 o 5 ital
ena urogenital y
i
Hece’pturde \, Genitales externos
Andragenas B

Fig.7A. Conductos de Miiller y de Wolf, (Tomada de Moore, 1999). 7B. Regulacion

hormonal de la diferenciacion sexual fetal fenotipica (Tomada de Rey, 2001).
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Introduccion

d. Gen determinante de la diferenciacion testicular

En las etapas tempranas del raton a los 11 d.g. las gonadas de ambos sexos son
morfololoégicamente idénticas. Sin embargo, en el caso de los machos genéticos existe ya
una diferenciacion a nivel molecular partir de los 10.5 d.g. debido a la expresion del
factor determinante de la diferenciacion testicular denominado Sry en el raton (Fig. 8). La
maxima expresion ocurre a los 12.5 d.g. momento en el cual se inicia la diferenciacion

morfologica del testiculo (7).

i | pysry
1 -
o L ssw
e 141 )
— {140 kb) i
N e 4|
~Frogion Yp el ZFY | ] 40 k) 1950
ToTmsomsEmEs soudoawio- 1 — B "1‘
sdmica . —
L 12 1989
- Cendmers — [ |3 1c
Cromosoma Y 1588
Yq
\o58 18966

Fig. 8, Cronograma del avance de la localizacion del gen de la determinacion sexual en el
cromosoma “Y” (Tomado de Carlson, 2000).

El gen Sry se localiza en la region llamada pseudoautosomal, arriba del
centromero (brazo p) situado en el brazo corto del cromosoma “Y” en los mamiferos
(13). EI SRY esta formado por un exon, constituido de 35 kilo bases (kb) en el humano;
un fragmento de solo 14 kb del Sry del raton puede conducir al desarrollo de los
caracteres sexuales masculinos en hembras (14-16).

La diferenciacion sexual es un proceso poligenético, regulado por multiples
genes; se han identificado algunos genes autosomales que participan en este proceso. La

tabla describe los nombres de los genes mas importantes para la diferenciacion gonadal

(Tabla 1).

e
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Tabla 1.Genes que se expresan al inicio del desarrollo gonadal del raton.

Introduccion

GEN

FUNCION

SEXO

Sf1

Temprano establecimiento
de las gonadas; regulador de
genes para la produccion de

esteroides

M

Witl

Temprano establecimiento
de las gonadas e higado;
posible regulador de la
expresion de Sry

M/F

Sox9

Diferenciacion de células de
Sertoli y desarrollo del
testiculo.

<

Mis

Regresion de los conductos
de Miiller

Dhh

Desarrollo de las células
germinales

Fgf9

Proliferacion en testiculo

DmRt-1

Mantiene a los tibulos
seminiferos después del
nacimiento

< E XX

M= Masculino F= Femenino (Tomado de Tilman y Capel, 2002).
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Introduccion

3) Factor de crecimiento similar a insulina tipo | (IGF-1)

a. Organizacion del gen

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-I) es un péptido que tiene
un peso molecular de 7.5 kilodaltones (kD). El gen del IGF-I se ubica en el cromosoma
10 en el raton, esta formado por 6 exones, cinco intrones, dos promotores y tiene una
longitud de 80 kb (17).

El IGF-I esté relacionado por su homologia estructural con la proinsulina, la cual
estd constituida por los dominios BCAD y E. Los dominios A y B son anélogos a la
cadena A y B de la proinsulina con 35 aminoécidos (a.a.), ambas secuencias forman el
dominio E que podrian codificar variantes de la regién amino terminal para el péptido
sefial pre-pro IGF-I (18), lo que depende del codén de iniciacidon y de trascripcion que es
empleado in vivo. Ademas, el IGF-I posee regiones 5’ alternativas sin traducir que se han

identificado en el raton (Fig. 9).

“ALA GLY
EMG-..M(. —SER-3E fyervC R~

C-Domgin

Figura. 9. Secuencia de la proteina del IGF-I (Tomado de Clemmons, 2003).
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Introduccion

b. Caracteristicas de la proteina

Los factores de crecimiento similares a la insulina comprenden una familia de
péptidos con funciones de proliferacion y diferenciacion celular y algunos efectos
metabolicos similares a la insulina (19).

Rinderknecht & Humbel (1978), aislaron y describieron la secuencia de las dos
formas de IGFs denominados IGF-I e IGF-II, estos fueron definidos como factores de
sulfatacion, anormal o sin actividad similar a la insulina. El IGF-I parece ser un de los

reguladores primarios del crecimiento posnatal (20).

c. Funcién en la regulacion endocrina testicular

Los transcritos del IGF-I se han detectado en etapas tempranas antes de la
implantacion del embrion de raton a los 7.5 dias de desarrollo (26). De igual forma la
expresion del IGF-I se ha demostrado en una variedad de tejidos, tales como higado,
utero, riiién y cerebro en diferentes especies de mamiferos (21-23), en el ovario posnatal
y testiculo embrionario del raton (24-26). Recientemente se publicd que el ARNm del
IGF-I se detecta durante el desarrollo testicular del raton en etapas prenatales desde los
11 alos 18 d.g. En estos estudios se demostrd que el IGF-I in vitro en células de Leydig
aumenta 30% de la produccion de testosterona y 17a hidroxiprogesterona del testiculo
fetal (26). Estos datos plantean que el IGF-I es un regulador importante de la funcién
secretora del testiculo fetal. Falta por establecer el mecanismo a través del cual se regula

la actividad endocrina de este 6rgano prenatalmente por IGF-I.

d. Efectos en la diferenciacion y proliferacion celular

El IGF-I es de gran importancia para el crecimiento y desarrollo normal del
organismo. El IGF-I participa en muchos procesos fisioldgicos normales, que van desde
el crecimiento durante etapas tempranas del periodo embrionario, hasta la regulacion de
funciones especificas de varios tejidos y 6érganos en etapas posteriores del desarrollo. Las
funciones bioldgicas atribuidas al IGF-I solo pueden llevarse a cabo cuando éste se une a
su receptor celular especifico (IGF-IR). Este se expresa en la superficie de la membrana
celular y pertenece a la familia de los receptores tirosina-kinasa. En el raton el IGF-I

regula el desarrollo de estadios fetales posteriores. La expresion RNAm del IGF-I se ha
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demostrado en una variedad de tejidos, como higado, utero y ovario posnatal en
diferentes especies de mamiferos como la rata, puerco, ratén, entre otros (21-23).
Investigaciones realizadas en el raton por Villalpando y Lopez Olmos (2003),
demostraron que el IGF-I se expresa muy temprano durante el desarrollo gonadal
masculino de los 10.5 a 17 d.g. en la cresta urogenital, hasta etapas previas al nacimiento
(17 d.g.) (26). Asi mismo, se sabe que el IGF-I participa en la regulacion de la
produccion de hormonas sexuales en el testiculo embrionario y adulto de la rata y raton
(26-28). El IGF-I es uno de los factores que regulan la proliferacion en la etapa posnatal
de los mamiferos (21). Sin embargo, uno de los aspectos menos estudiados es su papel en
la proliferacion y la diferenciacion de las células de Leydig y Sertoli en el testiculo

embrionario del raton.
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4)  Receptor del IGF-1

a. Organizacion molecular

El receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-IR) es una
proteina que pertenece a la familia de receptores tirosina-cinasa transmembranales. El
gen de IGF-IR contiene 4989 nucledtidos y codifica para 1367 a.a. (Fig.10) (29). Ademas
contiene un péptido sefial de 30 residuos (residuos 1-30) y una proteasa que rompe en un
sitio de unién a los residuos 708-711 (30). Esto provoca el origen de dos subunidades a
(alfa) y dos subunidades B (beta) unidas por puentes disulfuro. Las subunidades a estan
localizadas extracelularmente y median la union al ligando, mientras que las subunidades

B, se encuentran intracelularmente y son las que poseen la actividad tirosina-cinasa (31-

33).
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Fig. 10. Estructura del Receptor del IGF-I (Modificado de Adams, 2000).
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Aunque los ligdndoos de esta familia de receptores (Insulina e IGF-I) comparten
una estructura tridimensional comun, la caracteristica que separa al IGF-IR de los otros
miembros de la familia del receptor de insulina, es que se encuentran en la superficie
celular como una unién bisulfato dimerizado y requiere de una oligomerizacion del

receptor para la sefializacion celular (34).

b. Ubicacidn en tejido testicular

El IGF-IR es el encargado de efectos mitogénicos del IGF-I durante el desarrollo
fetal de la proliferacion de las células somaticas y protege a las células de apoptosis o
muerte celular programada (29,33). El IGF-IR se expresa en varios tipos celulares como:
tejido vascular, mioblastos, células del musculo liso, células endoteliales (35). Ademas se
detecta en células del mesénquima, incluyendo células de la granulosa y células
testiculares en donde se produce y almacena (36).

Este receptor se ha descrito en varias lineas celulares y en testiculo adulto, pero

su ubicacion en el testiculo del ratén en la fase embrionaria se desconoce.

c. Regulacion

La regulacion del IGF-IR se lleva acabo mediante la union de este a su ligando
(IGF-I), esto provoca una fosforilacion del sustrato del receptor para la insulina I (IRS-I)
(37). La especificidad de la union al ligando es determinada por las regiones ricas en
cisteina del dominio extracelular de las subunidades o, mientras que la actividad de la
tirosina cinasa reside en los dominios citoplasmaticos de las subunidades B3 (36,38-39). El
IRS-I al ser fosforilado se une a una proteina que tiene dominios de homologia 2 (SH2)
con el src (sarcoma de Rous de las aves) (40). Este sitio le permite al IRS-I unirse a dos
proteinas que activan diferentes vias. La primera es el receptor de la proteina de union 2
(Grb-2) que se encuentra unida a IGF-IR la cual activa al gen RAS (miembro de la
familia de GTPasas, que a su vez estimula la cascada de fosforilacion de las células) (40).
Se ha propuesto que este gen esta implicado en la diferenciacion celular (39). La segunda
es la P85 de la quinasa fosfatidil inositol, esta forma el complejo p85/p110 que induce la
produccion de inositol trisfosfato que participa como regulador de la mitosis y el

crecimiento celular (Fig. 11).
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l INHIEICION DE MAP CINASAS
APGRTOS/S | st e
MIGRACION MAP CINASAS
(ERKs)

TRANSCRIPCION
OE FACTORES n

EXPRESION DE
GENES

Fig. 11. Cascada de Sefializacion via IGF-I/IGFIR (Modificado de Clemmons,
Maile, 2003).
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5) Mecanismos de sefiales

a. Proteinas intercambiadoras de nucleétidos

Las proteinas intercambiadoras de nucledtidos o también llamadas proteinas G se
encargan de traducir las sefiales de una gran variedad de receptores y 6rganos blanco.
Una de sus caracteristicas es que tienen la capacidad de unir nucledtidos de guanina, se
encuentran en forma inactiva en el citoplasma, se activan cuando interaccionan con el
receptor activado y estimulan el intercambio de su guanosina difosfato (GDP) unido por
guanosina trifosfato (GTP). La activacion de estas proteinas puede hacer que éstas
regulen en forma estimulante o inhibitoria un efector en particular; lo que causa la
activacion de numerosas vias (41). Las proteinas G pertenecen a la superfamilia de
proteinas con actividad de GTPasas; esta familia incluye dos grandes grupos de proteinas
que participan en distintas vias de transduccion:

1. Las proteinas heterotriméricas: cuya funciéon depende de la capacidad de

disociarse en un monémero o y un dimero Py. Las subunidades o son GTPasas, y

cada una hidroliza su GTP; cuando éste hidroliza a GDP la subunidad o se

reasocia con el dimero By. La disociacion se dispara por la activaciéon de un

receptor asociado.

2. Las proteinas G de bajo peso molecular monoméricas son: Ras que

participa en las vias de transduccion que conducen a la proliferacion celular, Rho

que regula la arquitectura celular y Rab que participa en la movilizacion

intracelular de vesiculas (41).

Cada tipo de proteinas G al ser activada por sus receptores conecta a una o varias
moléculas blanco incluyendo:

J La fosfolipasa C (3 (la enzima que libera inositol a partir de los lipidos de

la membrana.
o La fosfodiesterasa de nucleotidos ciclicos.

. Activacion de cinasas como Ras.

b. Descripcidon de las proteinas cinasas
Estas proteinas tienen la capacidad de anadir un grupo fosfato a un aminoécido en

la proteina diana. El fosfato lo proporciona la hidrolisis de ATP a ADP. Una proteina
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cinasa tiene un sitio de union a ATP y un centro catalitico que se puede unir al
aminoacido diana (42).

Existen dos grupos de proteinas cinasas de acuerdo a su localizacion: las que
residen en la membrana y las libres en el citoplasma. Cada grupo incluye dos tipos
principales de cinasas, definidos por los aminoacidos que fosforilan en la proteina diana:

1. Las proteinas tirosina cinasas (Ser/ Tyr)

2. Las proteinas serina/treonina (Ser/Thr) cinasas. Son el tipo mds comun de
cinasas citosolicas y son responsables de la gran mayoria de los fenomenos de
fosforilacion en la célula.

3. Las proteinas cinasas de especificidad dual como las MEK (42).

c. MAP proteinas cinasas cinasas (MEK)

Las MAP cinasas cinasas (MEK) son cinasas duales que fosforilan una treonina y
una tirosina, para fosforilar a las MAP cinasa (ERK) (Fig. 12). Esta doble fosforilacion
provoca un cambio conformacional en MAP cinasa que favorece la union de ATP a las
proteinas sustrato. A su vez las MEK son activadas por fosforilacion en Ser/Thr por

MEKKSs (tipicamente raf es activado por ras) (43).

d. MAP proteinas cinasas (ERK)

Cinasas reguladas por senales extracelulares (ERK del inglés Extracellular signal-
regulated Kinase). Sea trata de dos quinasas efectoras de la familia de las MAPKs. Son
MAPK1 y MAPK2, también conocidas como p42 y p44. Son activadas por fosforilacion
doble por MEK. Entre sus sustratos estan el factor de transcripcion Elk-1 y las quinasas

p90rsk y Mnk (43).

ovds g
e

18

R
"’e,o

N\Y

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM



Introduccion

Ras activada por Ras activa recluta fija y |a hidrlisis de GTP conduce a
e intercambio de activa a Raf que Ras se disacie d Raf
MEMO ODP por TP
2 H »epes B
P SO P . 5 activo
Ras inactiva Ras activo
Citoplasma Raf inactivo
Dominio I
requlador » DP"""'“
N-terminal Cinaga
C-terminal
433 —

MAP cinasas
.l

La forma dimérica de MAP cinasa activa se transloca al niclec;
activa diversos factares de transcripeich

Fig. 12. Cascada de sefializacion de las MAP cinasas (Tomado de Lodish, 2004).

En células no estimuladas, la mayor parte de Ras estd en forma inactiva unida a
GDP; la uniéon de un ligando a su receptor (IGF-I-IGF-IR) conduce a la formacion del

complejo Ras-GTP activo. La Ras activada induce la cascada de cinasas corriente abajo
que culmina con la activacién de MAP cinasas.
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e. Factores de transcripcion

Los factores de crecimiento regulan la proliferacion celular a través de una
compleja red de cascadas intracelulares de sefializacién que finalmente inducen la
transcripcion de una serie de genes que van a ser vitales para la activacion del ciclo
celular. Dentro de los genes regulados se encuentran los genes de respuesta temprana
cuya transcripcion se activa rapidamente. La induccion de estos genes en respuesta a
factores de crecimiento se debe a modificaciones postraduccionales (fosforilaciones) de
factores especificos, implicados en la transcripcidon de estos genes, preexistentes en la
célula de forma inactiva. Estas fosforilaciones son responsables de la activacion
transcripcional de los factores. Las fosforilaciones son llevadas a cabo por una o mas
cinasas intracelulares (MAPKSs), las cuales resultan activadas tras la exposicion a
diferentes factores de crecimiento u otros estimulos proliferativos (42-43).

Los productos de los genes tempranos activados son factores de transcripcion que
pueden por tanto activar a otros genes que contengan sitios especificos de
reconocimiento para ellos. Los productos de algunos de estos genes son reguladores del
ciclo celular, como las ciclinas y la proteina p53 (43).

Por consiguiente, la regulacion de la expresion de los genes implicados en el
control del ciclo celular estd estrechamente coordinada con las sefiales extracelulares
del medio. En ausencia de factores estimuladores de la transcripcion, la célula
permanece en GO impidiendo la producciéon de componentes del ciclo celular. En
respuesta a factores de crecimiento la cascada de sefiales generada da lugar a la
activacion de una serie de genes de forma secuencial que tendrd como respuesta
biologica la inhibicién del bloqueo del ciclo, la entrada en G1/S y la proliferacion

celular (43).

ovds g
e

20

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM



Introduccion

f. Proteinas de la familia Raf-1

El Factor Activado por Ras (Raf) fué identificado en un oncogén derivado de
tumores inducidos por el virus del sarcoma murino (v-Raf); posee actividad
serina/treonina cinasas (44,45). Comprende una familia con tres isoformas, A-Raf, B-
Raf' y C-Raf (Fig. 13). Todos las Raf cinasas estan compuestas de tres regiones, CR1,
CR2 y CR3 (46). Para la activacion de Raf se requiere la interaccion GTP-Ras con la
region CR1 de Raf. El papel de CR2 aun no es definido pero se cree que la region CR1
y CR2 regulan negativamente a Raf pues se han detectado en células de neoplasicas de

humano (46).
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Fig. 13. Estructura de la Familia Raf cinasas, en donde se muestra las tres
regiones (Tomado de Chong Huira, 2003).

Las proteinas Raf cinasas pueden suplantar sus funciones, de tal forma que en
ausencia de C-Raf puede B-Raf hacer su funcion. Sin embargo, se ha visto que la
proteina A-Raf solo puede inducir a MEK1 pero C-Raf puede activar tanto a MEK-1
como a MEK-2 lo cual hace a la proteina C-Raf tener una amplia actividad en lo que a
respuesta se refiere. También se ha descrito que las distintas isoformas también varian
en su expresion y en su localizacion. Por ejemplo B-Raf y C-Raf se expresan en el
cerebro mientras A-Raf no. C y A-Raf se expresan fuertemente en el masculo mientras
que B-Raf es detectable pero en bajos niveles (47). En estudios de inhibiciéon de la
expresion de los genes de origen materno y paterno en raton se demostro que A-Raf'y

B-Raf son mas susceptibles a la activacion de caspasas que la proteina C-Raf (48).
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Raf es la cinasa inicial de la cascada de proteinas cinasas que conduce a la
activacion de la MAP cinasa (ERK). Raf activado fosforila y activa a la MAP cinasa
cinasas (MEK), la cual fosforila y activa a la MAP cinasas (ERK). ERK fosforila a

varias proteinas intracelulares (47).
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1. Planteamiento del problema e Hipdtesis

En los ultimos 10 afios los factores de crecimiento han captado la atencion de los
investigadores dada su participacion en diferentes mecanismos de regulacion este es el

caso del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I).

El IGF-I se expresa muy temprano (10.5 y 17 d.g) durante el desarrollo gonadal
masculino desde la cresta urogenital cuando aun las células germinales se localizan y
sigue estando presente hasta etapas previas al nacimiento (26). El IGF-I participa en la
regulacion de la produccion de hormonas sexuales en el testiculo embrionario y adulto de
la rata y ratén (25-27); es uno de los factores que regulan la proliferacion en la etapa
posnatal de los mamiferos (21). Sin embargo, uno de los aspectos menos estudiados es su
papel en la proliferacion, la diferenciacion y el tipo celular que produce el IGF-I en las
células somaticas del testiculo fetal del raton (células de Leydig y Sertoli). EI IGF-I
ejerce su funcion bioldgica a través de un receptor, denominado IGF-IR (30-31). Este se
ha descrito en varias lineas celulares y en testiculo adulto, pero su ubicacion en el
testiculo del ratébn en la fase embrionaria se desconoce. Por otra parte, la union del
ligando (IGF-I) con el receptor activa una serie de proteinas, implicadas en la cascada de
sefales asi como la regulacion de las proteinas cinasas-cinasas denominadas MERK (30-
31). Dentro de éstas se encuentran la familia Raf cinasas la cual agrupa a la proteina C-
Raf. Esta puede activar tanto a MEK-1 como a MEK-2 ya que los otros dos miembros de
la familia Raf (A-Raf y B-Raf) solo inducen a uno de los MEK; esto hace a la proteina C-
Raf mas eficaz en su comportamiento en la transducciéon de sefiales de las MAPK.
Estudios realizados en el ratén por medio de la inhibicion de la expresion de los genes de
origen materno y paterno demostraron que A-Raf y B-Raf son mas susceptibles a la
activacion de caspasas que la proteina C-Raf (47). La cascada de sefiales del IGF-I en las
células testiculares de Leydig y Sertoli no se ha estudiado en la etapa embrionaria. Con
base en ello en el presente trabajo nos propusimos identificar el tipo de células somaticas
(Leydig y Sertoli) que producen el IGF-I, IGF-IRa y la proteina C-Raf en las etapas fetal
(16 d.g.) y perinatal (18d.g.) del testiculo del raton macho. Los resultados que se
obtengan nos permitirdn proponer las bases para entender la funcion testicular

embrionaria.
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Hipotesis
e Si las células de Leydig y Sertoli de 16 y 18 d.g. sintetizan el IGF-1y el

receptor (IGF-Ira), entonces, ambos tipos celulares expresaran la

proteina C-Raf.
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IV. Objetivos

Investigar si las células somaticas de Leydig y Sertoli expresan el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo I, a los 16 y 18 d.g. durante el desarrollo
testicular.

Determinar si las células de Leydig y Sertoli expresan el receptor del factor de
crecimiento similar a insulina tipo I (IGF-IR o) alos 16 y 18 d.g.

Identificar el tipo celular que expresa la proteina C-Raf en el testiculo fetal del

raton en las edades mencionadas.
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V. Material y métodos
a. Material bioldgico

Se emplearon ratones y ratonas adultas de la cepa CDI de 7-9 semanas de
edad, que fueron mantenidas en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas: a
una temperatura 18 a 22°C, ciclo de luz y oscuridad de 12/12, 80% de humedad relativa,
alimento esterilizable Harlan Tekland México LM-485, con agua estéril acidificada a pH de
2.5 y en cajas de acrilico estéril; cuatro hembras adultas y un macho. El dia que se detecto el

tapon de copulacion se denominé dia cero de la gestacion,

b. Produccion de embriones de raton

Se utilizaron ratones hembras gestantes de 16y 18 d.g. las cuales fueron
sacrificadas por dislocacion cervical. Posteriormente se les practicd en la region abdominal
una incision en forma de “V”; de esta manera se obtuvieron los embriones que se
manipularon con pinzas estériles y se transfirieron a una caja de Petri estéril. Para obtener los
testiculos se les cortd la cabeza, se expuso la parte dorsal interna del embridn; las génadas se
aislaron en medio de cultivo M199 en un ambiente estéril de acuerdo al método descrito por
Villalpando y Lopez-Olmos (2003). Posteriormente se transfirieron a un tubo Eppendorf
estéril.

c. Disgregacion celular

e Obtencién de Cultivos Heterogéneos

Para los cultivos denominados “cultivos Heterogéneos” (ya que contenian células
de Leydig, Sertoli y mioides) se limpid el material con alcohol al 70% y manipuldé con
guantes. Se hicieron grupos de 10 a 20 testiculos embrionarios para 16 y 18 d.g vy se
transfirieron a un tubo Eppendorf con medio de cultivo M199 estéril. El tejido se coloco con
un poco de medio de cultivo, se lavo con 500 uL de una solucion amortiguadora de
fosfatos 0.1 M (PBS consultar apéndice) libre de Ca™ y Mg,™ agitando levemente. Se
enjuag6 agitando suavemente y con una pipeta Pasteur siliconizada se quitd el PBS. Se
prepararon 300 uL de verseno 0.1 mM en un tubo Eppendorf y se hicieron 3 lavados de 100
uL con esta solucion. Se quitd el verseno con una pipeta Pasteur, y se agregd una
solucion de Tripsina 0.1% y se agitd 5 min a 90 rpm a 37°C en una incubadora 624
Environmental Incubator Shaker y después se disgregd manualmente el tejido con una

pipeta Pasteur siliconizada por 3 min.
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Se agregaron 110 pl de inhibidor de Tripsina 0.2% (almacenado a -20°C), y
se agitd ligeramente con la mano. Se centrifugd 10 min a 1800 rpm en una centrigufa
Eppendorf 5415C, procurando mantener el tubo en una sola direccion. El sobrenadante se
decant6 de un solo golpe para no resuspender el boton celular. Este se resuspendié en
500 ul de Medio Eagle Modificado Dulbecco suplementado (D’MEM consultar apéndice).
A estos cultivos se les practicd una inmunocitoquimica (descrita en la pag. 29) en donde se
evalud el IGF-I, su receptor alfa y la proteina C-Raf, los resultados no se muestran pero se
aprecio la expresion en base a esto se decidid hacer cultivos individuales de células de
Leydig y Sertoli.

e Obtencidn de células de Leydig y Sertoli purificadas

Para la identificacion del tipo celular que produce el IGF-I, el Receptor y la
proteina C-Raf en la gonada masculina del ratén se hicieron cultivos por separado de cada
unos de los tipos celulares de acuerdo a la técnica descrita por Fabre y colaboradores (27).

Brevemente, una vez obtenidas las gonadas, estas se colocaron en medio D’MEM
suplementado y después se adiciond6 una mezcla enzimatica: de Colagenasa Dispasa
(0.2mg/ml) y DNasa (0.1mg/ml) resuspendidas en PBS. El tejido se incub6 a 37°C y se
disgregd manualmente. Después de este tiempo la actividad enzimatica se inhibid
adicionando inhibidor de tripsina al 0.2%.

Una vez disgregado el tejido, se centrifugd y se separd el sobrenadate; al
centrifugar, las células de Sertoli se precipitan en el fondo del tubo y las células de Leydig se
mantienen en la superficie. Las células de Leydig asi obtenidas se centrifugaron nuevamente
y se resuspendieron en medio D’MEM para posteriormente sembrarse.

El tejido sedimentado por gravedad (que contenia a las células de Sertoli) se
disgregd nuevamente con tripsina al 0.12% y se centrifug6. La actividad enzimatica
igualmente se inhibidé con inhibidor de tripsina al 0.2% y se centrifugd. Finalmente se

resuspendié en medio de cultivo D’MEM para después sembrarlas.

d. Calculo del nimero de células

Se hizo un conteo previo a la siembra, se tomaron 10 ul de la muestra y se
colocoé en un tubo Eppendor, se adicionaron 10 pl de azul de Evans al 0.9% y se
resuspendio ligeramente. Se limpid la cdmara de Newbahuer y el cubreobjetos con alcohol
70%, se tomaron 10 pl de la solucion muestra Azul de Evans se coloco en la cdmara por
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una orilla del cubre objetos; lentamente hasta cubrir la superficie de la cdmara, se
observaron en un microscopio Optico modelo Galen "™ III se contaron las células de los
cuatro cuadrantes externos y se hicieron los calculos para determinar la cantidad de
células que se encuentran en un mililitro.
El numero resultante serd el contenido de células por Iml y se procedié a calcular
el numero de células presentes en la muestra restante.
Formula para calcular el nimero de células en 1 ml
Numero de células en 1 ml = (# de células observadas en los 4 cuadrantes) x 2500
x Fd
Donde Fd=1
Se calculd el volumen necesario para sembrar 30,000 células por cada pozo de
cultivo, este procedimiento se hizo para los cultivos a los que llamamos cultivos

Heterogéneos, Leydig y Sertoli purificadas.

e. Sembrado de las células
Las células fueron sembradas en un ambiente estéril en cajas de plastico de 98
(Nunclon®) pozos, 30,000 células/pozo en 1 ml de medio de cultivo D’MEM
suplementado. Se adiciono el volumen calculado del concentrado de células. Se agitod
Tm

ligeramente y se verifico en el microscopio Galen

Se incubd toda la noche a 37 °C con 5 % de COs,.

IIT si habia células en cada pozo.

f. Fijacion de células

A las células sembradas se les retiré el medio de cultivo y se le hicieron dos
lavados con 50 pl de PBS libre de Ca™" y Mg™". Posteriormente se fijaron en los pozos
con glutaraldehido 0.3 % durante 10 min (consultar apéndice). Se retir6 el fijador, se

hicieron otros dos lavados con PBS libre de Ca”™" y Mg "y se almacenaron a -20°C.

28

| #55tlg,
%

NV

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM



Material y métodos

g. Inmunocitoquimica

Los cultivos fijados con glutaraldehido se dividieron en grupos controles y
experimentales, después se lavaron con PBS y se incubaron en H,O, 0.3 % por 10 min
para inhibir la accion de la peroxidasa endogena de las células. Se lavaron nuevamente
con PBS. Inmediatamente se incubaron con una solucién de bloqueo (Tween 20, PBS
0.1M, BSA, consultar apéndice) por una hora para permeabilizar el tejido y bloquear las
uniones inespecificas. Se lavaron 2 veces con PBS por 10 min, se incubaron con el
anticuerpo primario: anti-IGF-I 1:10 (R&D Systems Inc.), anti-IGF-IRa 1:10 (Santa
Cruz) y anti- C-Raf 2 pg (BD Biosciences) diluido en solucion de bloqueo toda la noche
a temperatura ambiente. Se lavaron 2 veces con PBS+Tween 20 5 min cada vez, se
incubaron con el anticuerpo secundario de la siguiente manera: para el IGF-I con un
anticuerpo anti-cabra biotilinado 1:100 (Vector Laboratories), para el IGF-I IRo un anti-
conejo biotilinado 1:100 (Vector Laboratories) y para la proteina C-Raf un anti-raton
biotilinado 1:150 (Vector Laboratories) una hora. Se enjuagaron 3 veces con PBS 5 min
cada uno. Se agrego la solucion ABC (Vector laboratorios) por una hora, este contenia
una solucion de avidina-biotina peroxidasa 200:1. Se realizaron 3 lavados con PBS por 5
min. Se adicion6 la diaminobenzidina tetraclorhidrica como cromégeno y sustrato DAB
200:1 (DaKo Cytomation), por 30 minutos. Se detuvo la reaccion con agua biodestilada
se retiro todo el exceso de agua de los pozos sacudiéndolo vigorosamente para
almacenarlos a -20°C hasta el momento de fotografiar. Para los grupos control se siguid
la misma inmunocitoquimica solo que no se agreg6 el anticuerpo primario.

Para la comprobacion de que nuestros cultivos contenian realmente células de
Leydig y Sertoli se hicieron una inmunohistoquimica para las células de Leydig donde se
evalu6 el 3 hidroxiesteroide dehidrogenasa y una inmunocitoquimica para las células de
Sertoli donde se detectd la expresion de la hormona inhibidora de los conductos de
Muller (MIS) su expresion es independiente de las células germinales primordiales. Para
la pureza de los cultivos también se detectd a la Alfa actina que es una proteina de tipo
muscular, esto nos permitid ver la contaminaciéon de nuestros cultivos por células

mioides.
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Resultados

VI. Resultados

Los primeros resultados que se obtuvieron fueron cuando se evaluo el IGF-I, su
receptor alfa y la proteina C-Raf, en cultivos Heterogéneos. A estos cultivos se les
practicé una inmunocitoquimica en donde se apreci6 la expresion de los proteinas(los
resultados no se muestran); en base a esto se decididé hacer cultivos individuales de
células de Leydig y Sertoli. Para comprobar si nuestros cultivos contenian inicamente las
c¢lulas mencionadas se llevo a cabo una reaccion inmunohistoquimica, donde se hizo
reaccionar al 3p hidroxiesteroide deshidrogenasa (33 —HSD) en células de Leydig en
cultivo y para la caracterizacion de las células de Sertoli se realizd una
inmunocitoquimica, donde se adicion6é un anticuerpo anti-HIM, porque las células de

Sertoli producen esta hormona (Fig.14)

C D SN
Fig.14. Células de Leydig a los 16 d.g. A) Cultivo control sin anticuerpo primario no se
observo ninguna reacciéon 10X; B), Experimental para la identificacion de 3f
hidroxiesteroide deshidrogenasa, se observan precipitados de color morado como
resultado de la reduccion del nitroblue tetrazolium 20X; C), Control de células de Sertoli
de 16 d.g. para la expresion de la Hormona Inhibidora de los conductos de Miiller 10X
D), Fotografia de la inmunocitoquimica de la HIM en células de Sertoli, las cuales

expresan esta factor para que se de la regresion de los conductos de Muller 40X.
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Para conocer si nuestros cultivos no se encontraban contaminados por
células mioides se hizo una inmunocitoquimica para alfa actina (Fig. 15). Las células

mioides rodean a los tibulos seminiferos.

Fig. 15. Células de Sertoli de 16 d.g. A) Control para la deteccion de la
alfa actina 10X; B), Cultivos incubados con un antierpo anti alfa actina, se utilizo un

complejo peroxidasa revelado con DAB para detectar a las células mioides 10X.

En los resultados de la inmunocitoquimicas de las células aisladas de testiculo,
observamos que las células de Leydig a los 16 d.g. expresan el IGF-I, IGF-IRa y C-Raf
(Fig. 16).
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Fig. 16. A y 17 A) Cultivo control del IGF-I incubado en ausencia del anticuerpo

primario, nos se observa ningun tipo de reaccion en las células. 20X; 16 By 17 B),
Grupo de células de Leydig en donde se aprecia la expresion del IGF-I en el citoplasma
de las células. 20X; 16 C y 17 C), Control de la tinciéon del IGF-IRa en donde no se
detecta la presencia de la proteina. 20X; 16 D y 17 D), Note la coloracion en las células
de Leydig donde se aprecia el IGF-IRa.. 20X; 16 E y 17E), Cultivo control aqui no se
detecta la presencia de la proteina C-Raf. 20X, 40X; 16 F y 17 F), La inmunodeteccion

en este cultivo expresoé la proteina C-Raf en el citoplasma de la célula.

(2)
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En la inmunodeteccion de las células de Leydig a los 18 dias de gestacion se
observo la expresion de las proteinas evaluadas. (Fig. 17).
I R I e
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Fig. 17. Expresion del IGF-I (A, B), Receptor a (C, D) y C-Raf (E, F) en las
células perinatales de Leydig a los 18 d.g. Ver descripcion en Fig. 16 Pag. 32.
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Resultados

A los 16 d.g. las células de Sertoli expresan el IGF-I, su receptor y la proteina C-
Raf (Fig. 18).

Fig. 18 A 'y 19 A) Se muestra un cultivo de células de Sertoli, note la ausencia del
IGF-I1. 10X; 18 By 19 B), Expresion del IGF-I en células de Sertoli caracterizadas por
sus extensiones citoplasmaticas, observe la reaccion en el citoplasma. 20X; 18 Cy 19 C),
Cultivos incubados sin anticuerpo primario (anti IGF-IRa) no se detecta ninguna
reaccion en las células. 10X; 18 D y 19 D), Expresion del IGF-IRa., en esta imagen las
células de Sertoli presentan los nucleos que las caracterizan. 20X, 40X; 18 E y 19
E),Control de la expresion de la proteina C-Raf en donde se aprecia una gran confluencia
celular. 20X; 18 F y 19 F), Fotografia en donde se manifiesta la proteina C-Raf, observe

la tincion marrdn en el citoplasma de las células. 20X.
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Resultados

Resultados en células de Sertoli a los 18 d.g. donde se puede observar la

expresion del IGF-I, IGF-IRa y C-Raf (Fig. 20).
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Fig. 19. Expresion del IGF-I (A, B), el Receptor a (C, D) y C-Raf (E, F) en las
células de Sertoli a los 18 d.g. Ver explicacion en Fig.18 Pag, 34.
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Discusion

VII. Discusion

La presencia o ausencia del gen Sry determina el sexo gonadal (3-4), a edades
tempranas del desarrollo las goénadas de un individuo XX o XY son idénticas
morfolégicamente. Sin embargo, entre los 10.5 y 12.5 d.g. el Sry inicia la
transformacion de la goénada indiferenciada a un testiculo. Ademas de éste,
recientemente se publicd que los factores de crecimiento como el IGF-I participan en la
induccion del desarrollo testicular en la raton (26). Enla presente investigacion se
determind la expresion proteica del Factor de crecimiento similar a la insulina tipo I, su
receptor a del IGF-I y la proteina C-Raf en cultivos primarios de células de Leydig y
Sertoli provenientes del testiculo del raton Mus musculus de 16 y 18 dias de gestacion.

Nuestros resultados apoyan estudios previos realizados por Villalpando y
Lopez Olmos en 2003, en los cuales demostraron que el RNAm del IGF-I se expresa
muy temprano durante el desarrollo gonadal masculino entre los 10.5 y 17 d.g. desde la
etapa de cresta urogenital, hasta etapas previas al nacimiento. Asi mismo, estudios
realizados por Rouiller-Fabre (1998) en células de Leydig de la rata Wistar de 16.5 y
20.5 d.g., se encontré que la produccion de IGF-I es de 18.7 y 78.8 pg/testiculo,
respectivamente. En nuestro laboratorio se encontr6 que el raton produce el IGF-I a una
concentracion de 11 a 17 pg/testiculo durante el desarrollo testicular (48).

En esta investigacion se hicieron cultivos heterogéneos disgregados de
testiculos embrionarios de 16 y 18 d.g., los experimentos revelaron la expresion de las
proteinas evaluadas, asi que se decidi6 hacer cultivos individuales de células de Leydig
y de Sertoli, de las etapa fetal y perinatal (16 y 18 d.g.) las inmunocitoquimicas
practicadas a estos cultivos muestran la expresion del IGF-1 y su receptor alfa, esto
nos sugiere que estos factores podria estar regulando la proliferacion de las células.
Hernandez-Zimbron demostré que el IGF-I regula la proliferacion de las células de
Sertoli a los 16 y 18 d.g (49). Los datos obtenidos no apoyan los resultados obtenidos
por el grupo de Rouiller-Fabre, quienes observaron que en la etapa fetal de la rata (18
d.g.) 50 ng del IGF-I no inducen la proliferacion de las células somaticas del testiculo.
Sin embargo, otros estudios hechos en raton, muestran que esta proteina si tiene efecto

en la proliferacion de las células testiculares (22,48,50).
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La presencian del IGF-I y el receptor o tanto en las células de Leydig como
Sertoli demuestran que estas células tienen una regulacion autocrina, al menos en
cultivos individuales, pues solo se evalud los factores producidos localmente, aunque
no se descarta la posibilidad de que sea de manera paracrina, faltaria evaluar esta por
medio de un cocultivo.

En el caso del testiculo de humano neoplésico al ser comparado con testiculos
normales, se encontrd que el IGF-IR también desempefia un papel importante en la
proliferacion de la células tumorales (52), mientras que el IGF-I esta relacionado en la
espermatogénesis normal del testiculo humano (53). De acuerdo con nuestros
resultados es posible que ambas proteinas sean mediadoras de la regulacion de la
esteroidogenesis del testiculo en etapa fetal (26).

En experimentos realizados en ratones Knock-out para el IGF-I, se demostro la
importancia de este factor en la funcion testicular, pues en machos adultos disminuye
produccion de testosterona, hay un menor niimero de espermatozoides y el testiculo es
de menor tamafio, comparado con los animales normales (54). Trabajos previos en el
grupo de la Dra. Villalpando demostraron la importancia del IGF-I en el testiculo fetal,
ya que el IGF-I in vitro en células de Leydig aumenta 30% la produccion de
testosterona y 17a hidroxiprogesterona (26). Con base en esta informacion podemos
suponer la importancia que tiene el IGF-I y su receptor al mediar gran parte de las
funciones de los 6rganos reproductores. Sin embargo, la mayoria solo consideran etapas
después del nacimiento nuestro reporte es de gran importancia ya que se evalud etapas
en donde existe mayor proliferacion.

Por otro lado, un estudio reciente de Colon y col. (2007) demostro al evaluar la
via PI3K/Akt, que las células de Leydig aisladas del testiculo de rata son protegidas
por el IGF-I al impedir se de la apoptosis. En sus resultados muestran también que en
ratones nulos para la expresion del IGF-I tenian un patron anormal en la proliferacion y
diferenciacion de las células de Leydig al igual que una disminucion en la produccion
del andrégeno en respuesta a la LH. Es posible que la presencia de este factor en
nuestros cultivos proteja a las células de Leydig y Sertoli de apoptosis en las etapas que

evaluamos, pues en este momento se da la mayor proliferacion para aumentar el tamafio
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Discusion

del testiculo. Para corroborar esta idea habria que medir apoptosis en cultivos con y sin
IGF-I.

Los experimentos de inmunocitoquimica de las células de Leydig y Sertoli a los
16 y 18 d.g., demostraron la presencia de la proteina C-Raf, se sabe que esta proteina
participa en la via de las MAP cinasas en donde se activan diversos factores de
transcripcion los cuales regulan la esteroidogénesis y procesos de proliferacion. Esta
observacion es corroborada por una publicacion reciente de Pulak (2006), su grupo de
trabajo evalud el potencial esteroidogenico y proliferativo del IGF-I, en cultivos
primarios de células de Leydig de raton 2-3 meses de edad, este factor aumento la
fosforilacion del ERK Y4 también lo inhibieron con UO126 (51).

En trabajos realizados por Matsuyama y col. 2005, se encontr6 que una
isoforma de la Vinexina y proveniente de goénadas fetales de ratébn ayudan a la
expresion del gen S0x9, esto se examind en el fenotipo de ratones con genes
interrumpidos para esta proteina, ademas del analisis in vitro. Los resultados fueron
que la isoforma estd implicada en la regulacion de la transcripcion del gen Sox9, pues
aumenta los niveles de RNAm, en la génada masculina del ratén y modula la cascada
de MAP cinasas, participando como una proteina de andamio. Morris y Davis en el
2003, demostraron que son necesarias estas proteinas de andamio pues aseguran la
eficacia y fidelidad de la transduccion de senales. La Vinexina vy refuerza la
transduccion de las MAP cinasas en el nivel de C-Raf esta aseveracion fue afirmada por
un estudio con un inhibidor MEK UO126 especifico para el macho. En experimentos
preliminares con el mismo inhibidor (MEK UO126) obtuvimos que el IGF-I sigue la
misma via de las MAP cinasas (estos datos estan por publicarse).

Resumiendo, observamos que usando cultivos celulares primarios de Leydig y
Sertoli aisladas de embriones de ratones de diversas edades, el IGF-I esta presente en el
testiculo fetal y posnatal; la presencia del receptor desempefnaria un papel al ser
activado y se iniciaria la via de transduccion de las MAP cinasas.

Estas proteinas activarian al Factor Activado por Ras (C-Raf), que también se
expreso en las células de Leydig y Sertoli. De tal forma que estas proteinas en conjunto

regulan de manera autocrina la funcion testicular en el raton.
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Conclusiones

Conclusiones
La expresion del IGF-I se detectod en las células de Leydig y Sertoli en la
etapa fetal alos 16 y 18 d.g.
El IGF-IRa se expresa en las células de Leydig y Sertoli en las etapas
mencionadas.
La presencia de la proteina C-Raf en las células de Leydig y Sertoli indica
que ambos tipos celulares siguen la misma via de sefializacion.
Los presencia del IGF-I, IGF-IRa en las células de Leydig y Sertoli
plantean que estos regulan de manera autocrina la funcion testicular en la
ctapa fetal y perinatal del raton Mus musculus.

Los datos presentes apoyan la hipdtesis planteada.
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X. Apéndice
1) Solucion de PBS (1:10)
Para 100 mL
e 10 mL de PBS 10x (Gibco)
e 90 mL Agua bidestilada
2) Medio D’MEM suplementado
e Albimina 0.1%
e Bicarbonato de sodio 7.5%
e L-glutamina 200 mM
e Penicilina G-sédica con sulfato de estreptomicina 5 000
U/pg/mL
e Piruvato de sodio 11mg/mL
e Amortiguador HEPES 250 mM
3) Glutaraldehido al 0.3% (Fijador)
Para 10 mL
e 125uL de glutaraldehido al 25 % (Merck)
e 10 mL de PBS
4) Solucion bloqueadora de albliimina al 5%

Para 10 mL
e 9870 uL de PBS

e (.5 g de Albimina Sérica Bovina

e 100 uL de Twen 20°
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ABREVIATURAS

IGF-I Factor de crecimiento similar a la insulina tipo I
IGF-IR Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo I
C-Raf Factor activado por Ras isoforma C

d.g. Dias de gestacion

Sry Gen determinante de la diferenciacion testicular
Sa -DHT 5 alfa dihidrotestosterona

CGPs Células germinales primordiales

TGF-p Factor de crecimiento transformante beta

HIM Hormona inhibidora de los conductos de Miiller
kD Kilodaltones

kb Kilobases

a.a. Aminoécidos

IRS-1 Sustrato del receptor para la insulina I

SH2 Dominio de homologia 2

Grb-2 Receptor de la proteina de union 2

Ras Del inglés rats sarcoma

PI3P Fosfatidil inositol trisfosfato

GDP Guanosina difosfato

GTP Guanosina trifosfato

ATP Adenosin trifosfato

MAPK 6 MEK Proteinas cinasas activadas por mitégenos
ERK Cinasas reguladas por sefiales extracelulares

3 -HSD 3B hidroxiesteroide deshidrogenasa
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