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Resumen

La diferenciacion testicular es un proceso organizado espacio — tempora mente que ocurre en la
etapa embrionaria por la presencia del gen SRY, ubicado en e cromosoma “Y”. Estudios
anteriores demostraron que lainsulina'y e factor de crecimiento similar ainsulina tipo | (IGF-1)
participan en la produccién de hormonas sexuales, pero su papel en la proliferacion en las células
de Sertoli no se ha establecido en e raton. Asimismo, se ha descrito que el factor de crecimiento
epidermal (EGF) regula la proliferacion de las células del testiculo adulto aunque se desconoce su
efecto en las células de Sertoli embrionarias del raton. El objetivo de la presente tesis, fué evaluar
el efecto del IGF -1, del EGF, y la combinacion de ambos en las células de Sertoli de raton Mus
musculus alos 14, 16 y 18 d.g. En grupos de testiculos de cada edad, se disgregaron con tripsina al
0.12 %, se sembraron 25, 000 células en cgjas con suero bovino fetal (SBF) a 10 %, durante 24
horas, a 37 °C. Después se incubaron con SBF se estimularon con e IGF -1, el EGF y la
combinacion de estos a una concentracion de 100 ng/ml durante 24 horas, a 37 °C. Las células de
Sertoli se marcaron con Bromodeoxyuridinaa 1 % (BrdU) y se revelé con un anticuerpo acoplado
afluorescencia para posteriormente realizar un conteo en un microscopio de fluorescencia.

L os resultados muestran que a los 14 d.g. € IGF-1 no tuvo efecto significativo en la proliferacion
de las células de Sertoli con respecto a grupo control, mientras que alos 16 y 18 d.g. actda como
un inductor de la proliferacion de la cdlula de Sertoli durante €l desarrollo testicular del raton Mus
musculus. Tampoco se observo efecto con el EGF alos 14 d.g. Este factor regula laproliferacion
de las células de Sertoli en las etapas fetal (16 d.g.), y prenatal (18 d.g.). El efecto sinérgico de
estos factores de crecimiento sobre la células de Sertoli sblo se observo en la etapafetal y perinatal
y no en la etapa de crecimiento. La proliferacion de las células de Sertoli en las etapas fetal y
perinatal es regulada por e IGF-I, EGF y por ambos. Lo que provocaria €l crecimiento de la

poblacién de las células de Sertoli en €l testiculo.
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[. Introduccién

1. Diferenciacion sexual

La reproduccion es fundamental para la perpetuacion de las especies. Este proceso esta
concatenado en el tiempo y el espacio y se inicia con la diferenciacion de las glandulas
reproductoras (ovario y testiculo), en la etapa embrionaria. La diferenciacién sexual se
ha dividido en dos grandes fases, la diferenciacion sexual primariay la diferenciacion
sexua secundaria. La primera, se refiere a la determinacion del sexo cromosomico, el
cua se lleva a cabo en e momento en que un ovocito (gameto femenino) que posee un
cromosoma “X” es fertilizado por un espermatozoide (gameto masculino) producido
en € testiculo, e cua puede poseer un cromosoma “X” o un cromosoma “Y”. Si el
ovocito es fecundado por un espermatozoide “X”, € cigoto se diferenciara como
hembra, por €l contrario, si el gameto femenino es fecundado por un espermatozoide
con un cromosoma“Y”, € cigoto se diferenciard como macho (Gilbert, 2000). Mientras
que la diferenciacién sexual secundaria puede ser definida como la proliferacion,
migracion y, diferenciacion de las células precursoras de las células de Sertoli (Harley,
et a., 2003). Ademés, esta diferenciacion, estd4 determinada por hormonas secretadas
por las gonadas, ya sea de hembra o de macho, que van a determinar los caracteres
sexuales secundarios. Es decir, estan relacionados con la diferenciacion de los genitales
internos y externos, lo cual se asocia a la determinacion del sexo fenotipico de un

individuo (Gilbert, 2000).
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1. Desarrollo morfologico del testiculo

Durante la morfogénesis gonadal existen interacciones entre las dos lineas celulares que
conforman a la génada: las células germinales primordiales o0 CGP's (precursoras de los
ovocitos y espermatozoides) de origen extraembrionario y las células sométicas, que son el
resto de las células que conforman a la gonada (células mesenquiméticas, mioides, de Leydig y
de Sertoli). Estos dos ultimos tipos celulares difieren tanto en su aparicion como en su lugar de
origen (Ruiz, 1988).

En el transcurso del desarrollo gonadal se distinguen tres etapas: a) la formacién de la cresta
urogenital, b) el establecimiento de la gonada indiferenciada y c) la diferenciacién sexual
gonadal fenotipica. Las primeras dos fases las desarrollan, tanto machos como en hembras

independientemente del sexo cromosdmico que posea cada uno de ellos (Merchant, 1984).

a) Formacién de la cresta urogenital

El desarrollo gonadal y la diferenciacion sexual del testiculo y ovario del ratdn es un proceso
gue seinicia con € establecimiento de la region urogenital, ésta se inicia con la formacion de
la cresta genital que se localiza en la region ventral de la cavidad corporal, la cual alberga
organos del aparto digestivo y reproductor (Villalpando, 2001). La cresta genital esta formada
por la migracién de las células germinales primordiaes (CGPs), las cuales en ratdén son
observadas inicialmente a los 7.5 dias de gestacion en laregion del alantoides y el endodermo
del saco vitelino. Estas células migran por medio de un sustrato de fibronectina extendiendo
filopodios (Merchant, 1984). También se han observado evidencias que muestran que las
crestas genitales secretan una proteina perteneciente a la familia del Factor de crecimiento
transformante beta 1(TGF- ) que es capaz de atraer alas CGP' s (Godiny Wylie, 1991). Estas

células migran entre las diferentes capas celulares hacia el intestino posterior (Villalpando,
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2001) por un transporte pasivo del intestino posterior. Posteriormente pasan por el mesenterio
dorsal, por medio de un transporte activo, mediante la emision de filopodios y actividad
proteolitica que rompe la membrana basal y finalmente Ilegan a la cresta genital entrelos 9.5 —
10.5 d.g. (French — Constant, 1991). Los principales productos proteicos para la migracién de
las CGP's son: la interaccion de moléculas de fibronectina y proteinas en la matriz
extracelular, proteoglicanos, glicosaminoglicanos, laminina, coldgena tipo 1V, sulfato
condroitino y hialurona, que son expresados en lalaminabasal (Skinner y Griswold, 2004).
Durante esta migracion el niumero de CGP's se incrementa de 100 a 4000 aproximadamente
(Godin et al., 1990). Este primordio gonadal esta inicialmente constituido por una capa de
células del epitelio celémico, CGP'sy células mesenquimaticas y endoteliales [(Villalpando,
2001 (a)]. Las células epiteliales y mesenquiméticas son las que participan directamente en la
formacion de la gbnada indiferenciada como células precursoras. Las células mesonéfricas y
endoteliales son parte de tejido que ya esta diferenciado (el mesonefrosy sistema circulatorio
respectivamente) que participan indirectamente en la morfogénesis de la génada (Merchant-
Larios, 1984). La etapa de cresta genital comprende de los 9.5 alos 10.5 diasd. g. en ratones
de ta forma que cada uno de los tipos celulares mencionados da origen a los cordones
sexuales que caracterizan a la génada indiferenciada, ocupan la parte central de ésta y
permanecen unidos a epitelio celdmico, tanto en hembras como en machos (Villalpando,

2001), como se observaen lafigura 1.
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Fig. 1. Esquema de la cresta genital de un embrion de 9.5 d. g. Se indican los diferentes tipos celulares que participaran
en el desarrollo de la gonada indiferenciada. Estas células son: Células germinales primordiales (CGP), células del
epitelio celémico (Epc), células mesenquimaticas (Cel m), conductos mesonéfricos (Cm) y los tlbulos mesonéfricos
(Tm) formados a partir de la condensacion del mesenquima urogenital (Tomado de Merchant-Larios, 1984).

Ademés, en la fase de cresta genital participan genes autosomales que se expresan y regulan

funciones de gran importanciaparael correcto desarrollo del testiculo durante estafase (Tabla 1).

Tabla 1.- Genes expresados en la cresta genital

Genes Funcion y ubicacion
Lhx1 (Lim1) Conducto mesonéfrico, en losrifionesy lagonadaalos 9 d. p. c.
Wil

Células de Sertoli, participa en la proliferacion y engrosamiento del
epitelio celémico, activa € precursor de Sox 9. Sf1 y DAX-1
participan en laformacion del Rifion alos9.5d. p. c.

Sf1
Epitelio celdmico, células del mesénguima del mesonefros entre los
tubul os seminiferos.
Regulala expresion de genes del desarrollo gonadal y la
esteroidogénesis.
Emx2
Cresta genital junto al conducto de wolff, tiene efectos en la
proliferacion del epitelio celémico.
95d.p.c
Lhx9
Cresta genital

Junto con Witl se une a promotor de Sf1y tiene una efecto aditivo
en lainduccién de laexpresion de SF1
95d.p.c
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b) Etapa de gbnada indiferenciada
La gbénada indiferenciada es un 6Organo bilateral localizada en la region ventral del
mesonefros y esta formada por tejido epitelial, mesenquimético y las CGP's. La etapa de
gbnada indiferenciada se observa en € ratén de la cepa CD1 alos 11 d. g. [Villapando,
2001 (b)]. Durante esta etapa indiferenciada, €l epitelio de la cresta genital prolifera
extendiéndose profundamente dentro del tejido conectivo mesenquimético (Gilbert, 2005)
formando una red de cordones sexuales internos (medulares), y en laregion final més distal
la delgada rete testis que comunica al testiculo con el epididimo. La diferenciacion sexual
testicular ocurre a los 12 d. g. [Villapando, 2001 (b)]. A los 12 d. g., las diferencias
sexuales especificas son evidentes, es en este momento cuando las gonadas masculinas
toman un aspecto diferente, probablemente debido alas células precursoras de las células de
Sertoli, originadas del epitelio celdmico (Karl J, Capel B, 1998), que se alinearan dentro de
los cordones testiculares, es decir, los primitivos tlbulos seminiferos (Harley et al., 2003).
Durante la etapa de génada indiferenciada ocurre una proliferacion de células sométicas
precursoras, células foliculares y células intersticiales, las cuales originan los cordones
sexuales y € tgjido estromatico que posteriormente daran lugar al ovario y a testiculo
(Merchant-Larios, 1984). En esta etapa las CGP sy las células somaticas de |a cresta genital
se encuentran fuertemente compactadas y adheridas a la superficie del epitelio formando un
primordio gonadal. En general, esta etapa se caracteriza por tres eventos morfogenéticos: la
condensaciéon de las células somédticas a lo largo de las cresta genitales, la deposicion
gradual de los componentes de la ldamina basal alrededor de las células epiteliales, asi como,
una actividad mitética disminuida de las células epiteliales. Conforme llegan las CGP's las
células sométicas proliferan formando, en conjunto, €l blastema gonadal (Merchant-Larios,

1984). Estos movimientos morfogenéticos coordinados conllevan alaformacién de los
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cordones gonadales antes mencionados (Merchant-Larios1984). Al finalizar esta etapa se
aprecia en la génada indiferenciada un componente epitelial que contiene a la mayoria de
las células germinales y un componente estromatico a partir del cual se integraran
posteriormente los vasos sanguineos, las células precursoras del tejido conectivo de las
gbnadas y las células intersticiales esteroidogénicas (Merchant-Larios, 1984), como se
puede observar en lafigura 2. En esta etapa, es necesario remarcar que también participan

genes gue regulan la expresién de ciertas proteinas (Ver Tabla 2).

Fig.2 Establecimiento de la gonada indiferenciada. Formacién de los cordones sexuales
(Cs) que se contintian con el epitelio celémico, células epiteliaes (Ce) limitadas por una
lamina basal, células mesenquimatosas (Cel m) y vasos sanguineos (Vs), epitelio
celémico (Epc). (Modificada de Merchant-Larios, 1984).
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A continuacion se muestra una tabla con los genes expresados en la etapa de gonada
indiferenciada, asi como su regulacion, sus principales productos y los resultados debido a las

fallas en la expresién de estos genes.

Tabla 2.- Genes reguladores de la génada indiferenciada

Genes expresados Expresién
Sy (Factor determinante del Regulay activaWtl y activalatranscripcion.
testicul o)

Expresion en células sométicas, después de la determinacion sexud la
expresion serestringe alas células de Leydig.
Antagonistade Sy
DAX 1 Regulay activa a Sf1 produciendo desarrollo de glandula adrenal,

gbnada, hipotdlamo, Pituitaria.

Gen determinante del sexo altamente conservado
Dmrtl Su mafuncionamiento deriva en Infertilidad por defectos en
Produccién de Células Germinales (CG) y desarrollo de testiculos

10.5 dpc, a12.5 dpc eslocalizado en Sertoli y CG

Wnt4 Regula enzimas esteroi dogénicas necesarias para producir Testosterona
(T), 3B-HSD y 172-hidroxilasa.
Antagonistacon MIS,
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c) Diferenciacion sexual en testiculo

La diferenciacion sexual morfolégica del testiculo ocurre por la invasién de vasos
sanguineos y mesénquima que proviene de la region mesonéfrica que separa a los
cordones sexuales. En el raton la diferenciacion sexual se inicia a los 12 d.g.
Eventualmente los cordones sexuales, ahora |lamados cordones testiculares, pierden
contacto con la superficie del epitelio celémico. Ademés, se da una invasion de vasos
sanguineos y células mesenquimaticas, asi como una relocalizacion de dichos cordones en
la parte central del futuro testiculo [Villalpando, 2001 (b)]. Posteriormente los cordones
son separados de este epitelio por medio de una gruesa matriz extracelular, la llamada
tunica abuginea (Gilbert, 2005). Este fendmeno es resultado del control de la expresion de
genes que participan en la diferenciacion sexual de este 6rgano (Villalpando, 2001 (b)).
Cuando las CGP's entran a la gonada masculina, se desarrollaran en cordones sexuales
testiculares dentro del 6rgano. Se ha propuesto que existe un inhibidor de la meiosis
sintetizado por las células del cordon y en consecuencia, las células germinales no
iniciaran lameiosis, sino hasta el periodo conocido como “Pubertad” (McLaren y Southee,
1997).

Cuando las CGFP's locadlizadas dentro de los cordones sexuaes son inhibidas para que
efecten la meiosis, estas células se empiezan a desarrollar como células germinales
masculinas, y secretan prostaglandinas lo que causa que las células sométicas de los
cordones testiculares se diferencien en células de Sertoli (Adamsy McLaren 2002).

Este tipo celular se encuentra ubicado dentro de los cordones sexuales del feto, y ademés
secretan la hormona inhibidora de los conductos de Miller (AMH, Anti-Mdullerian
Hormona) por sus siglas en ingles. En la pubertad, las células de Sertoli comienzan a

proliferar y es cuando en su membrana plasmatica se diferencian los complejos de union
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intersertolianos que forman la barrera hematotesticular (Villapando, 2001). Esta barrera
tiene una gran importancia para € funcionamiento del testiculo, ya que servira como
soporte, también se encarga de nutrir las células reproductoras y funciona como filtro
selectivo de moléculas que pasaran a tabulo seminifero. Los cordones se invaginan para
formar los tdbulos seminiferosy las CGP's migran ala periferia de estos tubul os en donde
comenzard la espermatogénesis (Gilbert, 2003).

Posteriormente, en los tlbulos seminiferos maduros, el esperma es transportado del
interior de lostesticulos através de larete testislacua se une con los conductos eferentes.
Estos tubul os eferentes son los remanentes de |os rifiones mesonéfricos, y unen a su vez, a
los testiculos con el conducto de Wolff, el cual es usado como tubo colector del rifion
mesonéfrico. Después e conducto de Wolff sé diferenciara para llegar a formar el
epididimo (adyacente a los testiculos) y formara € conducto deferente que es €l tubo por
el que pasan los espermatozoides dentro de la uretra hacia €l exterior del cuerpo. Durante
el desarrollo fetal, las células intersticiales mesenquimatosas de las crestas (Gilbert, 2005)
localizadas por fuera de los cordones sexuales se van a diferenciar en las células mioides,
fibroblastos y células de Leydig (Villalpando, 2001). Estas ultimas son las responsables de

laformacion de la hormona testosterona (Ver Fig.3)

Cedm

Vs

CGP Cs

Fig. 3 Diferenciacion sexual del testiculo. En esta etapa hay unainvasion activa del meséngquima (Cel m) y vasos
sanguineos (V's) que separa a los cordones sexuales (Cs) del epitelio celdmico (Epc), Célulagerminal primordial
(CGP) (Tomadade Merchant- Larios,1984).
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Como ya se menciono anteriormente, muchos genes son |os que estan involucrados en
el proceso de desarrollo de la génada indiferenciada que posteriormente dara origen a
los sistemas adrenales, genitales y renales. A continuacion se presenta un esquema (Fig.
4) que muestra la determinacién sexual en los mamiferos.

Genitalesinternos
femeninos (Utero,

Céulas oviducto, cérvix,
/' foliculares vagina superior).
Ovario Foliculos
\A Célulasde
|
p / ateca Conducto de
Go6nada .
. . Miller
bipotencial
\ Testicul / Céulas SF
iculo deSertoli ——%» AMH Regresion
Células Sk Tubércul al
de Levdi —p Testosterona | ubeérculo geni
a9 DHT Sinus urogenital
Conduct Genitalesinternos Prostar[a
d ocvuﬁ fo masculinos
ewo (epididimo,

conducto deferente,
vesiculas
seminales)

Fig. 4 Cascada de expresiéon de genes sexuales que lleva a la formacion de los fenotipos sexuales en

mamiferos (Modificada de Gilbert, 2000).

S e cromosoma “Y” estd ausente se forman ovarios, los cuaes produciran hormonas
estrogénicas principalmente 17-Beta-Estradiol y estrona capaces de desarrollar el conducto de
Miuller en € Utero, oviductos y la porcion cefalica de la vagina. Si € cromosoma “Y” esta
presente se formaran los testiculos que secretaran tres hormonas de gran importancia. La
primera de ellas es la MIS, sustancia inhibidora de los conductos de Muller (Mdllerian
Inhibiting substance) y, como su nombre indica, induce apoptosis en los conductos de Miller.
La segunda hormona es |a testosterona, la cual, masculiniza al feto estimulando la formacion
del resto del sistema reproductor como el pene y escroto. La tercera hormona es la 5-a-
Dihidrotestosteronala cual se encarga de virilizar los genitales externos (Gilbert, 2005).
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2. Genes queregulan la diferenciacion sexual masculina.

El progreso del desarrollo de la gbnada bipotencial hacia la diferenciacion testicular
estd mediado por genes gonadales y autosomales (Fig. 5).

C. Sertoli —p AMH

Testiculo
DMRTt 1y \A

2 .
SOX 9 C.Leydig — Testosterona
WT-1 i SRY
LIM-1 'Gonadi?.
Mesodermo bipotencial
— >
SF1
DAX 1
: Estrégenos
—> , y
Ovario Progestagenos

Fig. 5 Cascada de sefidizacion genética involucrada en el proceso de diferenciacion celular

de la génada bipotencial en mamiferos (Tomada de Hiort, 2000).
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a) El Sry, gen deter minante del sexo masculino

La presencia del cromosoma “Y” da por resultado € desarrollo de un macho. Este
cromosoma contiene una variedad de genes que codifican factores de transcripcién
determinantes para la formacién del testiculo en fase embrionaria 'y postnatal. Uno de
los genes mas importantes, por ser el factor determinante de la diferenciacion gonadal
masculina, es el gen denominado SRY en humanos y Sy en raton. Este pertenece a la
superfamilia de proteinas caracterizadas por tener un motivo de unidon de DNA conocido
como HMG (High mobility group) que comprende aproximadamente 70 aminoéacidos
(Rimini, et a., 1995), (Ver Fig. 6). Esta region es critica para la determinacion
testicular, se encuentra clasificado dentro de un grupo de factores de transcripcion
denominados proteinas SOX gque poseen una homologia de méas del 60 % con € Sy
(Whitfield et al, 1993). Estudios de homologia demostraron que € gen Sox 3, que se
localiza en el cromosoma “X”, es evolutivamente més cercano al Sy (Lim et a., 1998).
Este gen se encuentra localizado en una region denominada pseudoautosomal de 35,000
pares de bases en el brazo corto del cromosoma“Y”. Se denominaregion determinante
del sexo del cromosoma “Y” (SRY). Es un exdn sencillo del gen que codifica una
proteina con un motivo de unién de DNA que actiia como un factor de transcripciony el

cual, ademas, regula la expresion de otros genes (Capel B, 1998).
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Fig.6 Modelo de la estructura de la cgja SRYHMG unida al DNA. La resonancia magnética nuclear del
dominio HMG del SRY muestralas tres hélices X, la conformacion L y la unién en menor grado al ADN

causando launién (Tomada de Harley, et al., 2003)

b) Expresiéon gonadal del Sry

Estudios realizados en el ratdén ( Koopman, 1990) demostraron que e Sy es expresado
en las células sométicas justo antes de la diferenciacion de la gonada bipotencial
(gonada indiferenciada) y durante un breve periodo parainiciar la diferenciacion de las
células de Sertoli. La distribucion de la expresion del Sy en el raton es enteramente
consistente con su papel en la determinacion sexual. Este gen es detectado en un
principio alos 10.5 d. g., posteriormente en la fase de cresta genital, alos 11.5d. g., y
alrededor del dia 12.5 se detecta un maximo pico de expresion y, posteriormente,
solamente en bajos niveles (Koopman, 1990). La expresion del Sy se correlaciona con
la proliferacion de las células precursoras bipotenciales, algunas de las cuales son las
precursoras de las células de Sertoli en lagonada XY (Schmahl, 2000). Este gen induce
la migracion de las células dentro de la gonada XY desde € mesonefros que se
encuentra adyacente (Karl, 1995). La expresion progresiva del Sy, se inicia desde la
parte anterior hacia el final posterior del testiculo alrededor del dia 11, con algunacélula
expresando el gen Sy por unas pocas horas (Swain, 1998). La transitoria expresion del
Sy en € raton, sugiere que mientras el Sy es responsable de determinar € destino de

las células de Sertoli, el S'y no estaimplicado en el mantenimiento del fenotipo de las
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células de Sertoli (Swain, 1999). Las células de Sertoli, actian como organizadores,
causando que las células circundantes se diferencien en células de Leydig, o en células
mioides (Harley et a., 2003). Adicionamente, las células de Sertoli inducen un arresto
mitético en las células germinales, confiriéndoles un destino espermatogénico sobre las
células germinales (Harley et al, 2003).

Existe evidencia sugiere que € SRY se une a promotor del gen AMH y también
controla la expresion de enzimas esteroidogénicas (Hagq et al, 1994). De estamanera, €
SRY induce la expresion de AMH que evita la formacion de los conductos de Mller y,

por lo tanto, laformacion de 6rganos reproductores femeninos (Hiort, 2000).

c) Laproteina SRY

La secuencia abierta de lectura del SRY esta contenida dentro de un solo exon y codifica
una proteina de 204 aminoécidos (Harley, 2003). La proteina esta dividida en tres
regiones (Ver fig. 6).

El aminoacido central 79 codificael dominio HMG, el cual funcionacomo un DNA de uniony
como dominio de unién de DNA y también contiene dos sefiales de localizacion nuclear. En €
dominio terminal-N la fosforilacion de una secuencia dentro de este dominio potencia la
actividad de union al ADN. La proteina S’y del ratdn contiene una regién rica en glutamina

gue esté ausente en otras especies de mamiferos y algunas subespecies de ratén (Harley, 2003).

d) Genes autosomales

El gen SRY y su correcta expresion necesita de la interaccion con otros genes denominados
autosomales parainducir la correcta diferenciacion testicular completa (Fig. 7). A continuacion
se muestran los genes autosomales de mayor relevancia para la correcta formacion del

testiculo.
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Genes autosomales que también participan en el proceso de deter minacion sexual

AMH

La Hormona Inhibidora de los Conductos de Miller (AMH), o también conocida como MIS
(Mullerian-Inhibiting Substance) causa regresion de los conductos femeninos de Miller. Es el
primer producto secretado por las célula de Sertoli y aparece poco después del inicio de la
expresion del Sy, a parecer SOX9 y SF1 estan involucrados en su regulacion. Se sabe que la
AMH no es un edlabon integral en el camino de la determinacion masculina como |o muestra
el desarrollo de testiculos normales en ratones sin AMH (Behringer R, 1994; Koopman, 1999;

Parker, 1999).

Sf1

Otra proteina que puede ser activada directa o indirectamente por Sy es € factor de
transcripcion 1 (factor esteroidogénico 1; steroidogenic factor 1) es un componente
importante en e desarrollo gonadal y de la glandula adrenaladrenal ademas de regular la
biosintesis de esteroides masculinos (Koopman, 1999). 1 es necesario para generar la
gonada bipotencial pero mientras que los niveles de Sf1 disminuyen en la cresta genital de los
embriones de ratdbn XX, €l gen 1 permanece en € testiculo en desarrollo. 1 parece ser
activo en la produccion de androgenos y testosterona en las células de Leydig y de las células
de Sertoli. En estas Ultimas 1. funciona en colaboracion con Sox9 y es necesario para elevar
los niveles de transcripcion de Amh. (Shen, 1994) En las células de Leydig, activaalos genes
gue codifican las enzimas que producen testosterona (Gilbert, 2005). La transcripcion de S1
est presente en la génada de ambos sexos en ratones entre 9 y 12 d. g. 1 juega tres
importantes papeles en e desarrollo sexual, primero en el establecimiento temprano de la
gbnada previo ala expresion de Sy , més tarde en la diferenciacién masculinaregulaa Amh 'y

también regula de la sintesis de esteroides en las células de Leydig (Koopman, 1999).
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WT1

El gen WT1 iniciamente fue aislado analizando a pacientes con tumor de Wilms, un tumor de
rifion embrionario producido por una proliferacién anormal del blastema metanéfrico en €l
humano. La primeraindicacion del papel esencial de Wil en el desarrollo urogenital del raton,
se obtuvo con el andlisis de su expresion, e cudl mostro ser especifico en € desarrollo de
rifiones y génada. Se ha mostrado que mutaciones en diferentes puntos del gen Wil produce
leves anormalidades en € sistema genital, incluyendo hipospadias 'y criptorquidismos (Parker,
1999). Wil juega un papel mas importante en la maduracion de la cresta genital, que en la
determinacién sexual per se, quiza por establecer un medio ambiente en el cual Sy pueda
actuar sobre las células para destinarlas masculinas. Se ha sugerido que Wtl actia como

regulador de laexpresion de Sy (Koopman, 1999).

LIM1

LIM1 es un gen que regula la produccién de moléculas de organizacién en muchas especies
estudiadas. En ratones con bloqueo en €l sitio de unién del gen Liml hubo una completa
ausencia de estructuras de la cabeza y muerte temprana. Pero los fetos sobrevivientes
mostraron falta de rifién y génadas. Por esto se puede asumir que LIM1, asi como WT1y S-1,
estan involucrados en la maduracion de la cresta genital, pero su preciso papel en lainduccién
gonadal no ha sido analizado en detalle en parte por la letalidad de los embriones knockout

para este gen (Koopman, 1999).

Aromatasa (P450)

La aromatasa es un miembro de la familia del citocromo P450 y es responsable de la
conversion de testosterona a estradiol. En la determinacion sexual masculina, e gen que
codifica para la aromatasa este fuertemente reprimido durante el desarrollo testicular. Hagqq et

al (2001), han sugerido que Sy es directamente responsabl e de su represion (Koopman,1999).
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Sox9

Sy es solo uno de una familia de genes que se relacionan por la cgga HMG. Estos son
conocidos como genes Sox (Caja HMG-relacionada a S'y). Uno de estos genes especialmente
relevante en la determinacion sexual es el Sox9. Es uno de |os pocos genes aparte de Sy en los
cuales la mutacion en este ha mostrado interferir en la determinacion sexual masculina
(Koopman, 1999). Sox9 es un gen autosomico que también puede inducir la formacion
testicular. Parece ser que Sox9 puede remplazar a Sy en la formacion testicular. Mientras que
Sy es halado especificamente en mamiferos, Sox9 se encuentra en todos los vertebrados. Por
lo tanto, Sy puede actuar simplemente como un “interruptor” para activar a Sox9 y la proteina
Sox9 iniciar la via conservada para la formacion testicular (Pask, 1999). En ratones la
expresion de Sox9 esta regulada en goénadas XY inmediatamente después del inicio de la
expresion de Sy. La inactivacion de Sox9 en embriones XY conducidos presentan una
reversion sexual femenina. Ademas la expresion exdgena de Sox9 en gonadas XX puede
inducir la formacion testicular en ausencia de Sy (Yao and Capel, 2005). La proteina Sox9
puede actuar como un factor de empalme y como un regulador transcripcional. Sox9 migra
hacia el nicleo en el momento de la determinacion sexual. Aqui se une a un sitio promotor
sobre el gen para e factor inhibidor de Muller proporcionando un enlace critico para un

fenotipo masculino (Arango, 1999; De Santa Barbara, 2000).

A continuacion se muestra una tabla con los genes también expresados durante la etapa de
gbénadaindiferenciada, asi como su regulacion, sus principales productos y |os resultados debido

alasfallas en estos genes en raton.
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Tabla 3.- Genesreguladores de la diferenciacion sexual

Genes Expresion
Sox9 Células de Sertoli, iniciacion de desarrollo del testiculo alos 10.5
d.p.c
Junto con Sf1 regulaMIS
Sox8 Expresion sobrelapada con SOX9
Regulael gen MIS
Expresion en diferenciacion gonadal
GATA-14y 6 Altaexpresion en Sertoli
Activa promotor de MIS por medio de un elemento gata
11.5d.p.c.
Reduce la expresién de Sry, no expresion de SOX9,MISy Dhh—
Fog-2 no diferenciacion de Sertoli, no expresién de P450scc,3B-HSD y
P450c17—no diferenciacion de Leydig,
11.5dpc

Mouse (Mus musculus)

Fig. 7. Diagrama de los perfiles de expresion de los genes criticos para la determinacién sexual

durante la embriogénesis en ratén Mus musculus (Tomada de Y ao and Capel, 2005).
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3. El factor de crecimiento similar ainsulina (IGF-1)

El factor de crecimiento similar ainsulina (IGF-1) es una molécula mitogénica que participa en
la diferenciacion y en la proliferacion celular (Froesch, 1985). Estos factores de crecimiento
similares a la insulina fueron caracterizados bioguimicamente por Rinderknecht y Humble en

1979, a partir de plasma humano denominandolos IGF-I e IGF-II (Insulin-like growth factor |

VAIR

El IGF-1 es una molécula muy antigua, la cual se ha propuesto que tuvo un origen comun junto
con la insulina. Se ha planteado que esta molécula aparecidé aproximadamente hace 600
millones de afios por una duplicacion génica, a partir de la cual aparecieron las moléculas de
proinsulinay una molécula primitiva del 1GF. Posteriormente ocurrié una segunda duplicacion
aproximadamente hace 300 millones de afios, precursora definitiva de las moléculas del 1GF |
y Il [Villalpando, 2001(a)]. Estas moléculas son péptidos con capacidad mitogénica que tienen
un bajo peso molecular. El IGF-I, es un polipéptido de 70 aminoécidos cuyo peso molecular
es de 7650 daltons, forma parte de un grupo de factores de crecimiento parecidos a lainsulina
presentes en el cuerpo humano. Mientras que € 1GF-11 tiene un peso molecular de 7471 D.
Ambos poseen una cadena sencilla con tres puentes disulfuro intracatenarios que se encuentran
estructuralmente relacionados con la insulina (Sara y Hall, 1990). El IGF-I maduro contiene
los dominios A, B, C, D, y E, los dos primeros son homologos a las cadenas A y B de la
insulina (Saray Hall, 1990; Giudice, 1992). El higado es la principal fuente de secrecion en la
edad adulta del IGF- 1y durante |la etapa fetal también se encuentran en drganos como rifion,
higado pulmén y en todo e sistema nervioso central, por 1o que se consideran factores de
secrecion endocrina, parécrinay autdcrina. La molécula presenta aproximadamente un 50 % de

similitud en la secuencia de aminoéacidos con la proinsuling, y tiene un nimero de funciones
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biol6gicas similares a las de la insulina. Aunque el péptido presenta una elevada dependencia
de la hormona de crecimiento (GH), un nimero cada vez mayor de estudios informan de una
secrecion independiente de la GH. A este factor se le ha denominado como mitogénico debido
a que actia como inductor en lasintesis de lipidos y &cidos nucléicos, ademas de actuar como
estimulador de la captacién de glucosay glucogeno, es decir, incrementa la capacidad mitética
de las células de Sertoli.

a) Organizacion molecular del gen y dela proteina del | GF-I

El IGF-1 esta conformado por seis exones, cinco intrones y dos promotores, los exones 1y 2,
codifican para regiones aternas 5' no traducidas 5' (UTR) y para los codones que inician la
traduccién, localizados junto al marco de lectura abierto ubicado en los exones 3 y 4 que
contienen parte de la informacion para los péptidos sefial divergentes. EI ex6n 3 también
codifica para una region de éste y una zona del dominio B del IGF-1 maduro. El exén 4
codifica para € resto del dominio B, los dominiosC, Ay Dy laregién amino termina del
péptido E, € 5 para una parte del péptido E y € 6 para € extremo carboxilo termina del
mismo y laregion 3' no traducida 3' (UTR) (Williams, 1984). Estudios de biologia molecular
(Carpenter, 1986) en los que se andizdé e DNA complementario del IGF-1 en €l ratén,
demostraron la presencia de dos precursores del IGF-1 denominados A y B, que difierenen el
tamafio y la secuencia del extremo carbonilo terminal. En ambos, la secuencia del péptido
sefid, la region codificante para € IGF-1 y los primeros 16 aminoécidos (ad) del extremo
carboxilo terminal del dominio E son iguales. La diferencia en la forma B del precursor se
debe a una insercion de 52 bases, que inducen un fragmento de 17 aa. en €l extremo carboxilo
terminal y provoca un desplazamiento en el marco de lectura del RNA originando otro RNA
mensgjero. La estructura del gen del IGF-1 de ratdn parece muy compleja, ya que se observan

variaciones en lasregiones 5' (UTR) y en los sitios de poliadenilacién que no estén presentes
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en otras especies estudiadas. En el humano, la localizacion del gen del IGF-I se encuentraen el
extremo distal del autosoma 12 (Powell, 1987). En €l ratén, el IGF-1 es similar alainsulina en
estructura y funcion, induce la sintesis de lipidos y de &acidos nucléicos y estimula la
proliferacion y captacion de glucosa y glucdgeno. Este factor de crecimiento pesa 7.5 KD y
esta formado por una cadena de 70 residuos de aa, constituida por los dominios B, C, A, D,y
E. Los dominios A y B son homdlogos estructurales de las cadenas A y B delainsulinay € C
es andlogo del péptido conector C de la protoinsulina. El dominio D y E son exclusivos de éste
factor, este Ultimo es cortado durante e procesamiento del precursor y se ha detectado en la
circulaciéon (Schalch D, 1984). Sin embargo, se desconoce su funcion. Existen datos de la
presencia de varias especies de IGF-1 en el cerebro de embriones de humano, Utero de porcinos

y calostro de ovinos (Daughaday, 1989).

b) Expresion en diferentes tejidos

Los efectos biolégicos desencadenados por € IGF-I in vitro en diferentes tipos celulares
pueden ser muy rapidos, debido al catabolismo de proteinas y carbohidratos, y a largo plazo,
en el que se involucran aspectos de diferenciacion celular. El IGF-1, es también producido por
las células de Sertoli durante el desarrollo embrionario (Skinner y Griswold, 2004). Este factor
se conocio iniciamente como somatomedina-C, debido a que media la accion de la hormona
de crecimiento y ademés, participa en funciones de proliferacion, diferenciacion y motilidad
celular entre otras. El IGF-I también induce la expresion del protooncogen c-fos, que se asocia
a procesos de diferenciacion celular (Ong, 1987). Asimismo, se sabe que es un factor de
progresion del ciclo celular, induce la sintesis de la ciclina D1 en células derivadas de
osteoblastos, inhibe la apoptosis en células hematopoyéticas y estimula la proliferacion de

otros tipos celulares como: condrocitos, musculo liso, fibroblastos, adipocitos,
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espermatogonias, oligodendrocitos, células de Sertoli y Leydig (Saray Hall, 1990). La accion
del IGF-I sobre estas dos Ultimas estirpes celulares plantea la posibilidad de que éste participe
como un factor parécrino en la maduracién y diferenciacion de las células precursoras de los
gametos. Investigaciones recientes demuestran que este factor de crecimiento puede ademés,
participar en € crecimiento de la masa cefdlica y en otras funciones del cerebro. Este factor
predomina en la etapa posnatal siendo regulado en larata por la hormona del crecimiento y por
esteroides sexuales. Sin embargo, e mecanismo no se ha esclarecido hasta el presente
(D'Ercole, 1996). El IGF-I es capaz de estimular el crecimiento del cartilago, la sintesis de
ARN, de ADN vy de proteinas y de procesos anabdlicos. Durante e embarazo, estimula la
division celular y e crecimiento de los tejidos maternos, a la vez que potencia los procesos
anabdlicos que dan como resultado € incremento del tgjido graso, de las reservas de glucdgeno
hepético, asi como e desarrollo de las glandulas mamarias entre otras modificaciones
(Clemmons, 1995). En esencia €l IGF-I tiene efectos similares a los de la insulina sobre el
musculo y la placenta a estimular el transporte de aminoacidos y glucosa, asi como inhibir la

lipdlisis en & tgjido adiposo (Clemmons, 1995).

c) Participacion en las gbnadas

La expresion del IGF-1 se ha asociado en el control de la produccion hormonal en las gonadas.
En la etapa embrionaria, €l IGF-I administrado in vitro promueve la sintesis de testosterona 'y
la diferenciacion de cordones parecidos a los testiculares, después de siete dias de cultivo
(Taketo, 1991). La expresion del 1GF- | se ha detectado en diferentes tipos celulares durante el
desarrollo postnatal del ovario y del testiculo (D'Ercole, 1996). Durante e desarrollo
embrionario, este factor es producido por las células de Sertoli, actuando como factor paracrino

en las CGP's, que son el principal sitio de accion del IGF-1, ademés, la Proteinade union al
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IGF-1 (IGF-1BP) influencialas acciones del IGF-I y contribuye alainteraccion CGP's — Sertoli
y también influenciala funcién de las células de Leydig (Skinner y Griswold, 2004).

En larata, el RNA mensgjero del IGF-1 se localiza en las dos primeras semanas después del
nacimiento en las células de Sertoli, Leydig, peritubulares y ocasionamente en las
espermatogonias. Durante el desarrollo embrionario influye en la sintesis de DNA e
incrementa la produccion de lactato y transferrina de las células de Sertoli (Skinner y
Griswold, 2004). En €l testiculo del adulto en esta especie se expresan diferentes transcritos de
7.5, 4.7, 1.7, Y 0.9 kb, sin embargo, se desconoce la relevancia bioldgica de estos hallazgos.
En larata adulta, Unicamente se observa en |0s espermatocitos en la etapa de paguiteno y en las
espermatides, lo cual sugiere que este factor podria intervenir en la diferenciacion y/o
maduracion de estas células. En € ratdn, los transcritos para € IGF-1 se localizan en €
compartimento intersticial a los 14 d.p.p. y después de los 35 d.p.p. se observan solo en las
espermétides (Hansson, 1989). Estudios realizados en ovarios de las hembras XY en la cepade
raton p6. Y se observé que el RNA mensajero del IGF-1 se produce desde el primer diaen el
ovario XX, mientras que en € ovario XY este mensagjero se detectd hasta los 15 d.p.p. y la
proteina de este factor se localiza en las células de la teca del ovario XX y XY (Villalpando,
2001). El IGF-1 participa en la biosintesis de esteroides sexuales. Existen evidencias
experimentales de que € IGF-I potencia la expresion de enzimas clave para el metabolismo de
esteroides, debido a que aumenta la velocidad de transcripcion de estos genes en la célula de
Leydig, tecay granulosa. En las células de Leydig de cerdo cultivadas en presencia del 1GF-I
se ve un incremento en la sintesis del receptor del RNA mensajero a LH (Chuzel, 1996). El
andlisis de la funcion del 1GF-I realizados en cultivos de células foliculares aisladas a los 25
dias d.p.p., y en experimentos en los que se cultiva € 6rgano completo en las primeras etapas

de lafoliculogénesis, mostraron que este factor inhibe la produccién de 17-f-estradiol,
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testosterona y progesterona, 1o cual sugiere que, en la regulacion de la funcion de este factor,
probablemente estédn involucrados otros factores endécrinos, parécrinos y autéerinos.
Posnatalmente la funcion del 1GF-1 parece ser mediada por diferentes hormonas que no se han
establecido completamente. En testiculos de ratas hipofisectomizadas la LH, FSH y GH
aumentan la expresion del RNA mensgjero del IGF-1 (Werner, 1991). También promueve que
en las gonadas indiferenciadas genotipicamente XY después de 7 dias de cultivo en medio
libre de suero, se diferencien en testiculos e incrementen su produccién de testosterona. Este

factor no tiene el mismo efecto en génadas diferenciadas (12 d.g.) y en cultivo (Taketo, 1991).

d) Organizacién de receptor

Receptor para el | GF-1

Los efectos bioldgicos de los IGF's dependen de la unién a glicoproteinas de membrana que
funcionan como sus receptores. Hay dos receptores que reconocen especificamente alos IGF's.
Estos receptores estén presentes en todos los tipos de células. El receptor del IGF-I o receptor
tipo 1 esta localizado principalmente en fibroblastos, condrocitos, osteoblastos y células
renales (Thissen, 1994). En €l rifidn normal, los receptores de IGF-I estan localizados en €l
glomérulo y en algunos segmentos del tabulo distal y proximal asi como en los conductos
colectores (Wang, 1999). Estructuralmente € receptor tipo | del IGF-1 es un complgo
heterotetramérico que consiste de dos subunidades o y dos subunidades  con peso molecular
de 300 a350 KD, laespecificidad de unién del ligando esta conferida por las regionesricas en
cisteina del dominio extracelular de las subunidades o, mientras que la actividad de latirosina
reside en los dominios citoplasmicos de las cadenas § (Werner, 1991).

El receptor tipo 1 une alGF-1 e IGFII y une débilmente a la insulina cuando ésta se encuentra

en altas concentraciones (Rechler y Nissley, 1985). El receptor tipo | presenta una afinidad de
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union mucho mayor por el 1GF-I (Thissen, 1994). Este receptor es sintetizado como un simple
polipéptido precursor (180 kD) que es subsecuentemente glicosilado y unido en las
subunidades membranales a y B (Fig. 8). EI complejo receptor de IGF-I traspasa la membrana
plasmatica via las subunidades membranales B por dominios espaciados, porciones de residuos
de 195 aa de las subunidades sobresalientes de |la superficie celular asociados por uniones

disulfuro (Daughaday, 1989).

CT

Figura 8. Estructura del receptor de IGF-I (IGF-1 R). El esquema muestra los sitiosL 1Y L2 (dominios largos
ricos en leucina); CR (dominio rico en cisteina); FnO, Fnl, Fn2 (dominios tipo I11 de fibronectina); Ins (dominio
deinserto); TM (dominio transmembranal); JM (dominio yuxtamembranal; TK (tirosin cinasa) y CT dominio C-

terminal. (Modificado de Denley, 2004).

e) Proteinasde union del IGF-1

Las proteinas de union de los IGF's (IGFBP's) son moléculas que presentan una alta afinidad
por los IGF's y que se encuentran principamente en, liquidos extracelulares, jugando
importantes papeles en el control de las acciones de los IGF's (Clemons, 1995). Actualmente

han sido descritas seis formas diferentes de IGFBP's (IGFPB-1 a |GFBP-6). Las IGFBP's
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presentan afinidades muy altas por ambos IGF's, a menudo superiores a las que presentan los
receptores de los IGF's por sus ligandos. Debido a que lainsulina no se une a estas proteinas,
las IGFBP's podrian estar implicadas en los mecanismos reguladores diferenciales y
coordinados de las acciones de estas dos clases de hormonas (IGF's e insulina) (Ver Fig. 9).
Las IGFBP-1, 2 y 3 presentan homologias estructurales entre si, como son la presencia de
regiones ricas en cisteinas. De estas tres IGFBP-1 y -2 contienen una secuencia de Arg-Gly-
Asp cerca de su carboxilo terminal, lo cua podria mediar su fijacion a proteinas de la matriz

extracelular, denominadas integrinas (Rosenfeld et al, 1990; Clemons, 1995).

Complex

§ CELL SURFACE

Fig. 9 Componentes del sistema |GF-1. El esquema muestralainteraccion de las IGFBP'scon el IGF y su

presentacion con €l IGF-1R. (Modificado de Brett, et al. 1999).

Las IGFBP's pueden regular: 1) la cantidad y el transporte de los IGF's en los
compartimientos vasculares, 11) el transporte de los IGF's en liquidos intersticiales
hacia células y teidos especificos, 111) la cantidad de IGF's disponible por

interaccionar con sus receptores especificos, 1V) el metabolismo de los IGF's en los
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fluidos intersticiales y V) la accion de los |GF's en sus células blanco, potencidndola o

inhibiéndolas (Clemons, 1995; Baxter, 1991).

f) Vias de sefializacion

La activacion del receptor IGF-I ocurre después de la union con € ligando e involucra la
autofosforilacién de la subunidad B del receptor. La fosforilacion ocurre iniciamente en los
residuos de tirosina 1131, 1135 Y 1136, también se puede dar en residuos de serinay treonina.
La autofosforilacion de la subunidad beta produce la actividad tirosina cinasa. Varias proteinas
més son fosforiladas después de la estimulacion con IGF-I (Werner, 1994). La
autofosforilacion produce la iniciacion de, por lo menos, dos cascadas de sefiaizacion. La
primera es la activacion de la cinasa Pl-3 y la formacion de fosfatidilinositol-trisfosfato (PIP3)
gue puede servir como marcador de crecimiento celular. La segunda via involucra a las

proteinas cinasas activadoras de la mitosis (MAPK) (Werner, 1994).
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4. Factor de Crecimiento Epidermal (EGF)

Uno de los primeros factores de crecimiento polipeptidicos descritos, es el factor de
crecimiento epidermal (EGF). En los afios 60s, Cohen describié una proteina aislada de
glandulas submaxilares de ratén macho gque causaba que abrieran prematuramente |os parpados
y erupcién de dientes en ratones neonatales (Boonstra et al, 1995). El EGF es considerado
como una hormona porque circula en la sangre y puede actuar en sitios a larga distancia. Los
niveles normales de EGF en suero de ratén son de aproximadamente 1 ng/mL (1.7 x 10 ° M).
Estos niveles estén regulados por hormonas como latiroxinay la testosterona ademas, pueden
variar por €l sexoy el estado de desarrollo. Ademés de estar en la sangre, el EGF estd en varios
fluidos del cuerpo, como orina, leche, salivay fluido seminal. EI EGF urinario no derivade la

sangre pero quizas se originadel rifion (Pimentel, 1994).

a) Aspectosestructuralesdela proteina
El EGF del ratdn es un polipéptido de cadena simple de 6045 Da de peso, compuestos por 53
aa con tres enlaces disulfuro (Fig. 10).
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Fig. 10. Secuencia de aminoacidos del EGF. Se muestran los tres enlaces disulfuro en lineas solidas. Las lineas

punteadas muestran | os sitios en los que es posible ocurran enlaces de hidrégeno (Boonstra et al, 1995).
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El EGF del ratén y del humano son biolégicamente igual de potentes. La estructura
tridimensional del EGF del raton y larata son diferentes. Se han detectado dos formas de EGF
en €l ratdn por cromatografia liquida, aEGF y BEGF y ambas formas son iguales en potencia
como mitégenos (Pimentel, 1994). Los tres enlaces intracel ulares disulfuro son caracteristicos
del EGF, serelacionan con péptidos semejantes como el factor de crecimiento transformante
a (TGFa) y son esenciales para que se realice la actividad biologica (Taylor 1972). Se ha
mostrado que la arginina 41 esta directamente involucrada en la interaccion del ligando-
receptor, mientras que la tirosina 37 es estructuralmente importante para la cadena pero no es
esencial paralaunién. Un papel importante en launion del EGF asido asignado a lle 23. Este
aminoécido est4 expuesto en la superficie de la proteina y se une directamente a la parte
hidrofébica del receptor. Ademés, tirosina 29 y leucina 47 son esenciales para la actividad

biol6gica (Boonstra et al, 1995).

b) Organizacion del gen del EGF

El gen del EGF en murinos se encontré en el cromosoma 3 por andlisis de hibridacion en
células somaticas. El extremo 5 del gen del EGF fue aislado de una libreria de CADN y esta
secuencia de nucleotidos fue determinada. Una comparacion de la secuencia mostro regiones
del gen los cuales se cree que estén envueltos en la regulacion de la expresion  hormonal

(Pimentel, 1994).
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c) Expresion entgidosy accionesdel EGF

El EGF actia como un potente mitégeno y agente anabdlico sobre una variedad de tejidos de
origen ectodermal y endodermal y participa en el proceso de cicatrizacion de las heridas. Este
factor puede tener un importante papel en el proceso de embriogénesis. En €l raton el EGF esta
relacionado con el control de la formacion del paladar secundario, regulando el proceso del
desarrollo el cud incluye una modulacion cuantitativa de la sintesis de glucosaminglicano
(Pimentel, 1994). Entre las actividades del EGF estan la estimulacion del transporte de iones,
el aumento de fosforilacién de proteinas enddgenas, alteraciones en la morfologia celular y
estimulacion de la sintesis de DNA. El higado ddl ratén contiene un gran nimero de
receptores de EGF, debido a que g erce importantes efectos sobre este 6rgano, especialmente
en e control de homeostasis hepética, metabolismo de glucosa y gluconeogénesis (Soley,
1987). El EGF tiene efectos impresionantes sobre la funcion vascular especialmente en la
contraccion arterial.  Los sitios de union del EGF estan presentes en la tinica media de la
arteria coronaria (Gan, 1989). El EGF tiene importantes efectos sobre €l rifion, estimulando la
sintesis de prostaglandinas en cultivos celulares de rifion. EI EGF tiene importantes efectos
sobre la produccion y accion de diferentes hormonas. La sintesis de hormonas inducidas por
EGF puede ocurrir por diferentes mecanismos que pueden involucrar o no la sintesis de nuevas
proteinas. La accion de la hormona tiroidea en diferentes tipos de células es modulada por €l
EGF (Pimentel, 1994). El EGF tiene importantes efectos en la funcion gonadal. Seguiin sean las
condiciones fisioldgicas predominantes, el EGF puede tener efectos estimulantes o inhibitorios
sobre los procesos esteroidogénicos que ocurren en cultivos frescos de células de Leydig de
testiculos de ratay raton prepubertal y adulta (Verhoeven, 1986). Su efecto en la regulacion de

la esteroidogénesis en €l testiculo del ratén embrionario se desconoce.
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d) Receptor del EGF
El receptor del EGF dél raton se ubica en e cromosoma 11 (Pimentel, 1994). Es una

glucoproteina transmembranal de aproximadamente 170,000 Da (Fig. 11).
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Fig. 11 Representacion lineal de la estructura primaria del receptor del EGF (Tomada de Boonstra et al,

1995).
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El dominio externo del receptor del EGF contiene a amino termina de la molécula, 622
residuos de aminoacidos y 12 sitios donde puede ocurrir una N-glucosilacion. Ademas, €l
dominio externo contiene dos dominios ricos en cisteina. EI dominio de union del EGF a
receptor se ha identificado entre los dominios ricos en cisteinas (Carpenter, 1986). El receptor
del EGF contiene un dominio hidrofébico de 23 residuos de aminoécidos, los cuédles cruzan la
membrana. El dominio interno del receptor esta compuesto por 542 residuos de aay contiene
una region de aproximadamente 30° aa homdloga a dominio catalitico de la proteina cinasa,
codificada por €l gen src de la familia de oncogenes. Asi que e receptor EGF pertenece a la

clase de receptores de tirosinacinasa (Boonstra et al, 1995).

e) Cascada de sefiales del EGF

La sefidlizacion transmembranal del receptor del EGF depende de la actividad intrinseca de
tirosina cinasa del receptor. Sin embargo, los mecanismos moleculares envueltos en la
transmision de sefiadles del EGF a través de la membrana son pobremente entendidos. Dos
model os pueden ser considerados en la transduccion de sefiales. un modelo intramolecular y
uno intermolecular [Y arden, 1987 (b)]. El modelo intramolecular asume gque la unién del EGF
al receptor induce un cambio conformacional en el dominio extracelular del receptor, o cudl se
transmite de alguna manera a través de la regiéon transmembranal a dominio cinasa'y como
consecuencia activarlo. En el modelo intermolecular se asume que la interaccion receptor-
receptor es mediada por la unién del EGF gque conduce a la activacion del receptor cinasa. En
este tipo de mecanismo bifasico para que un cambio de conformacion sea transmitido a través
de la regién hidrofébica, es necesario que se conecten los dos dominios funcionaes (el
extracelular y €l citoplasmético). Haciendo pruebas de la prediccién de cada modelo en un
sistema in vitro compuesto de un detergente que solubiliza al receptor del EGF se obtuvieron
resultados que son mas compatibles con el modelo intermolecular que con € intramolecular,

paralaactivacion del receptor del EGF [Yarden, 1987 (a)].
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5. Ciclo celular

El ciclo celular es €l proceso ordenado y repetitivo en el tiempo en €l que la célula crecey se
divide en dos células hijas. Las células que no se estan dividiendo no forman parte, de por si,
en el ciclo celular, sino que estan en una fase conocida como GO. Todas las células se originan
Unicamente de otra existente con anterioridad. El ciclo celular se inicia en € instante en que
aparece una nueva célula, descendiente de otra que se divide y termina en e momento en que
dicha célula, por divisién subsiguiente, origina dos nuevas células hijas. El ciclo celular puede
considerarse como una sucesion continua de estados que se diferencian del anterior y del
siguiente por la cantidad de material genético existente en el nucleo celular. La duracién del
ciclo celular varia segun la estirpe celular, siendo 24 |a duracién media del ciclo completo. El
evento clave en la division celular es la adecuada distribucion del material genético a las
células hijas. Este material este organizado en cromosomas. Los cromosomas estan implicados
en dos grandes procesos: a) la transmision de la informacion genética de cdlula en célulay de
generacion en generacion 'y b) permitir la expresion ordenada de esta informacién para

controlar las funcionesy el desarrollo celulares (Cervantes, 2002).

a) Fasesde ciclo celular

La célula puede encontrarse en dos estados claramente diferenciados de acuerdo a Cervantes
2002 y Lewin 2001. El estado de divisiéon celular 0 mitosis que ocupa una pequefia parte del
ciclo celular. Es un proceso continuo de eventos nucleares y citoplasmaticos que incluye cinco
fases. profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis. Durante este proceso e adecuado
reparto cromosdmico es mediado por €l aparato mitético, compuesto por los centros
organizadores de los microtibulos (centrosomas en células animales), € huso mitético
formado a partir de las proteinas del citoesqueleto (tubulinas y proteinas asociadas a

microtubulos, MAP) y los cinetocéros de cada crométida.
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El estado de no division o interfase. La célula realiza sus funciones especificas y, s esta
destinada a la division celular, redliza la duplicacion del ADN. Es el periodo comprendido
entre divisiones celulares. Es la fase més larga del ciclo celular, ocupando casi €l 95% del

ciclo, trascurre entre dos mitosis y comprende tres fases (Fig 12).

Fase G1 (Gap 1): Eslaprimerafase del ciclo celular en e que existe crecimiento celular con
sintesis de proteinas y de ARN. Este periodo trascurre entre €l fin de unamitosisy €l inicio de
la sintesis de ADN. Tiene una duracion de entre 6 y 12 horas y durante este tiempo, la célula
dobla su tamafio y masa debido a la continua sintesis de todos sus componentes, como
resultado de la expresion de los genes que codifican las proteinas responsables de su fenotipo.
Fase S. Es la segunda fase del ciclo, en la que se produce la replicacion o sintesis del ADN,
como resultado cada cromosoma se duplica y queda formado por dos crométidas idénticas.
Con laduplicacion del ADN, el nacleo contiene el doble de proteinas nuclearesy de ADN que
al principio. Tiene una duracion de unos 6-8 horas (Se le llama fase S por € periodo sintético
de replicacion de ADN, las fases G1y G2 se refieren a dos “gaps’ (espacios) del ciclo celular
en los que no existe sintesis de ADN.

Fase G2 (Gap 2): Es la segunda fase de crecimiento del ciclo celular en la que continla la
duplicacion de proteinas y ARN. Durante este periodo la célula tiene dos juegos diploides
completos de cromosomas. Al final de este periodo se observa a microscopio cambios en la
estructura celular, y que indican € principio de la division celular. Tiene una duracion entre 3

y 4 horas. Termina cuando |os cromosomas empiezan a condensarse al inicio de lamitosis.
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G2 (mitosis) Gl
{Gap 2)

Células
Ue cesan

Fase S
a divisién

(Sintesis de ADN)
Fig. 12 Etapasdel ciclo celular (Tomada de Lewin, 2001)
Las células reciben constantemente informacion de otras células y del medio externo, esto
determina que continten dividiéndose o que se diferencien en tipos celulares especificos. La
etapa limitante del ciclo celular es e periodo S, ya que una vez que la célula duplicd su
material genético debe continuar € ciclo y dividirse. El principal punto de control del ciclo se
encuentra a final de G1y determina la entrada a S. Ademés, existen otros puntos de control o
chequeo a fina de G2, antes de entrar a mitosis para asegurar la integridad del material
genético antes del reparto cromosdmico. El dltimo punto de control se encuentra en la
transicién metafase-anafase con el alineamiento correcto de los cromosomas en € plano
ecuatorial, antes de producirse la segregacion de las cromatidas hermanas. Las moléculas
centrales de la regulacion del ciclo celular son los complgos ciclinasCDK (quinasas

dependientes de ciclinas), los cuales controlan el avance del ciclo.

b)  Funciony tipo deciclinas
Las ciclinas son un grupo heterogéneo de proteinas con una masa de 36 a 87 kDa. Se
distinguen segin e momento del ciclo en € que acttan (Tabla 2).

-Ciclinas G1: promueven €l pasode G1a$S

-Ciclinas G1/S

-Ciclinas S: necesarias parainiciar lareplicacion del ADN

-Ciclinas M: promueven lamitosis
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Las ciclinas son proteinas de vida muy corta que actlan como una subunidad reguladora que es
necesaria para la funcion de la quinasa con los sustratos apropiados y se destruyen luego de
separarse de las CDK. La ciclina induce un cambio en la conformacion de su paregja que es
necesario para crear €l sitio activo de la quinasa. Asi pues una subunidad catalitica es inactiva

por si mismay puede ser activa Unicamente cuando se une aunaciclina (Tabla4).

Complgo Cdk/ciclina |Ciclina | Cdk asociada
Cdk-G1 ciclinaD |Cdk 4,6
Cdk-Gl/S ciclinaE ||Cdk2

Cdk-S ciclinaA ||Cdk2

Cdk-M ciclinaB ||Cdk1

Tabla4. Tipos de ciclinas detectadas en vertebrados. (Tomada de Cervantes, 2006).

c) Papéel delascinasas.

Las cinasas, dependientes de ciclina (CDK), son moléculas con una masa de 34 kDa. Forma
dos ldbulos entre los cuales esta el centro catalitico, donde se inserta el ATP. En la entrada del
centro hay una treonina que debe estar fosforilada para que la quinasa actle. En e centro
catalitico hay dos treoninas que, al ser fosforiladas, inhiben ala quinasa 'y unaregion de unién
alaciclinallamada PSTAIRE.

Activacion de los complejos ciclina/lCDK: El complejo ciclinaA/CDK?2 activa la proteina
CAK, quinasa activadora de CDK. La proteina CAK fosforila a la CDK, activandola. La
fosfatasa PP2a desfosforilaala CDK, inactivandola.

Inhibicién de los complejos ciclinal CDK: Existen complejos inhibidores de las quinasas
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clclina-CDK denominados CKI como la p27 y p21 que se unen a la ciclinay ala CDK d
mismo tiempo blogueando el sitio activo de la CDK. Las enzimas ligasas de ubiquitina
catalizan la disociacion de ciclinay CDK y launién de laciclinaala proteina ubiquitina, junto
alacua sedirigirda proteasoma.

Una enzima ligasa de ubiquitina es el complejo SCF, que actla sobre las ciclinas G1/S. Otro
complejo denominado APC (anaphase promoting complex) actlia sobre ciclinas M. Funciona
como una ligasa E3 de ubiquitina. El sustrato ubiquitinado es degradado por el proteosoma

(Lewin, 2001).
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6. Biosintesis de ester oides gonadales.

Las hormonas esteroides se producen en células especificas de los testiculos, la corteza
adrenal, ovarios y placenta. Los testiculos son los encargados de secretar, principa mente,
testosterona (andrégenos), la corteza adrenal produce la adosterona, cortisol y la
dehidroepiandrosterona (DHEA), los ovarios producen los estrogenos que engloban el
estradiol (13-metil-6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-decahidrociclopenta alfenantrene-3,17-diol), la
progesterona(17acetil 10,13dimetil1,2,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,1 7tetradecahi droci clopenta
g fenantren-3-ona) y el 4-androsteno-3, 17-diona, y por Ultimo estaria la placenta que también
secreta estradiol y progesterona, pero ademas produce otro estrégeno, €l estriol. Los esteroides
biol 6gicamente activos, concretamente |os andrégenos y |os estrogenos, se forman también en
tegjidos periféricos a partir de precursores esteroides que circulan en la sangre, dichos tejidos
incluyen piel, higado, cerebro y tejidos mamario y adiposo (Nebert, 1987).

L os esteroides no se almacenan en cantidades apreciables sino que una vez que son secretados,
pasan a la circulaciéon general y se distribuyen por todos los tejidos, siendo posteriormente

destruidas principalmente en el higado.

La actividad de la aromatasa reside dentro de una glucoproteina transmembranal -familia P450
de monooxigenasas (Corbin, 1988); también es esencial una flavoproteina omnipresente, la
NADPH-citocromo P450 reductasa. Ambas proteinas se localizan en € reticulo endoplasmico
de células de la granulosa ovarica, células de Sertoli y de Leydig testiculares, células del
estroma de teido adiposo, sincitiotrofoblastos placentarios, blastocisto previo a la

implantacion y diversas regiones del cerebro.
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a) Origen de esterorides gonadales
El colesterol es e origen biosintético de todas las hormonas esteroideas, |0s mensgeros
extracelulares son elaborados por las gbnadas y la corteza suprarrenal, y la placenta en las mujeres
embarazadas. La activacion de la sintesis de las hormonas esteroideas se inicia por la estimulacion
de lahidrdlisis de los ésteres de colesterol y una captacion de colesterol en las mitocondrias de las
células del dérgano blanco (Mathews, 2002). La biosintesis de las hormonas esteroides comienza
por la escision de la cadena lateral del colesterol dando como resultado la pregnenolona, para ello
el colesterol entra en la mitocondria mediante un transportador especifico donde sufre un proceso
de hidroxilacién en las posiciones 20 y 22 por una monooxXigenasa que tiene citocromo P450 en su
grupo prostético. Después, interviene la accion de una desmolasa que separa € resto del adehido
isocaproico. Esta etapa se considera limitrofe en la biosintesis de hormonas esteroides, |legando
incluso a actuar la pregnenolona como retroinhibidor de la hidroxilacién del colesterol (Mathews,
2002). La pregnenolona se convierte en la hormona esteroidea progesterona mediante una
deshidrogenacion y la isomerizacion de un doble enlace. La hidroxilacion en el C-21 por una
enzima de la corteza suprarrenal, seguida de otras dos hidroxilaciones y una deshidrogenacion para
formar un grupo adehido, da adosterona, un mineralocorticoide. La hidroxilacion de la
progesterona en C-17 da 17a-hidroxiprogesterona, € precursor de todos los demés esteroides. Dos
hidroxilaciones de este intermediario dan cortisol (un glucocorticoide), fundamentalmente en la
glandula suprarrenal. Una enzima de la corteza suprarrenal y de las gbnadas rompe la cadena
lateral de la 17-hidroxiprogesterona en C-17, dando androstenediona, un precursor de los
androgenos y los estrogenos. Las enzimas de estos procesos forman un complejo Ilamado
aromatasa. Se debe observar que las reacciones catalizadas este complejo constituyen la Unica ruta
de sintesis de los anillos arométicos que se conocen en las células animales. La testosterona sufre
una reduccién en C-5, dando 5a-dihidrotestosterona, que es un andrégeno mas potente (Mathews,

2002).
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[1. Planteamiento del problema

Estudios anteriores demostraron la expresion del mRNA del IGF-1y de su proteinaen el raton.
Asi como el papel del IGF-1 como importante regulador de |as enzimas esteroidogénicas P450
170 — Hidroxilasay 17 — Hidroxiesteroide deshidrogenasa durante el desarrollo testicular de
diferentes especies de vertebrados. Hallazgos hechos en el ratén demostraron resultados
similares en etapas posteriores durante € desarrollo gonadal embrionario del ratén
(Villalpando, L6pez — Olmos, 2001). Se ha descrito que el IGF-I, promueve la diferenciacion
de las células mesenquiméticas a células de Leydig en los testiculos fetales de 16.5y 20.5 d.g.,
ademés de incrementar € indice mit6tico en células de Leydig en testiculos fetalesde 16 y 18
d.g. Sin embargo, el efecto del IGF-1 en células de Sertoli del testiculo embrionario del ratén
no se ha descrito, por lo tanto consideramos necesario evaluar € efecto en las células de Sertoli
para determinar la funcién fisiol égica en este tipo celular durante el desarrollo embrionario.

Por otra parte, se ha observado que e RNA mensajero y la proteina del receptor a EGF se
expresan desde los 14 d.g. en la génada de larata. Ademés, se ha descrito que el EGF regulala
proliferacion celular del testiculo adulto, pero su efecto en las células de Sertoli durante la

etapa embrionaria no se ha descrito.

A partir de los antecedentes descritos se proponen |as siguientes hipétesis:
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[I1. Hipétesis

1. Laadministracion exdgena del Factor de Crecimiento Similar a Insulina (IGF-1)

incrementara la proliferacion de las células de Sertoli de 14, 16 y 18 dias de

gestacion en el ratbn Mus musculus.

2. El Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), estimulara la mitosis en las células

de Sertoli de ratén en las edades mencionadas.

3. La combinacion de estos factores, tendra un efecto sinérgico sobre la

proliferacion de las células de Sertoli alo largo del desarrollo testicular del raton.
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IV.Objetivos

1) Indentificar el efecto del Factor de Crecimiento Similar a Insulina (IGF-1) en la
proliferacién de las células de Sertoli en ratones de 14 d.g. (Fase de

crecimiento), 16 d. g. (Etapafetal) y 18 d. g. (Etapa prenatal).

2) Determinar cual es el papel del Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) en la

mitosis de |las células de Sertoli en |as edades mencionadas.

3) Determinar si existe unaaccién sinérgicadel IGF-1'y del EGF en laproliferacion
de las células de Sertoli en cada una de las edades mencionadas del desarrollo

testicular en ratén.
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V. Material y métodos

Animales

Se utilizaron ratones machos y hembras de 10 semanas de edad de la cepa CD-1y se cruzaron
un macho con cinco hembras. El dia que se observo e tapdn vaginal se denomind dia cero de
la gestacién. Se emplearon hembras gestantes de 14, 16 y 18 dias de gestacion y se
mantuvieron en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, en cagjas
estériles con Sani-Chips de Harlam, con periodos de 12 horas de luz — oscuridad a temperatura
de 22 — 23 °C y se dimentaron con Diet Mouse Food de Harlan y agua esterilizada ad libitum

acidificada con HCI puro (pH 2.5), filtrada por osmosisinversay esterilizada en autoclave.

Aidlamiento detgjido

En un ambiente estéril las hembras se sacrificaron por dislocacion cervical y serealizd un corte
en formade V en laregion ventral. Se separd el Utero, se sacaron los embriones en una cgja de
Petri y se separ0 la regidn anterior de la region posterior mediante el uso de un bisturi. Se
obtuvieron los testiculos de los embriones exponiendo la parte dorsal interna del embriony se
colocaron en cajas de Petri estériles con medio de cultivo M199, en un ambiente estéril de

acuerdo a método descrito por Villalpando y L 6pez-Olmos (2003).

Purificacion de células de Sertoli

En un ambiente estéril las gbnadas se transfirieron a un tubo Eppendorf estéril con 500 pL. de
medio de cultivo D-MEM. Se les extrajo la mayor cantidad posible de residuos de tejido del
medio de cultivo. Se lavaron dos veces con 500 pul. de PBS estéril atemperado de acuerdo ala
técnica adaptada en el laboratorio (2006). El tejido obtenido se incub6 4 minutos en una

solucion proteolitica compuesta por: 995 pl. de PBS libre de Calcio y Magnesio filtrado, 20 pl.
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de colagenasa (0.2 mg/ml) y 20 pl. de DNasa (0.01 mg/ml). Después de 4 minutos de
incubacion el tejido se disgregd manua mente utilizando una pipeta siliconizada. Enseguida, se
detuvo la reaccion proteolitica con inhibidor de tripsina (GIBCO) al 0.2 %. Se agregaron 390
ul. de PBS estéril y atemperado y se centrifugd por 15 minutos a 3000 rpm. Posteriormente, se
decant6 el sobrenadante de un solo golpey € tejido recuperado por centrifugacion se lavo dos
veces con PBS estéril atemperado y entre cada lavado se centrifugd dos minutos a 3000 rpm.
Las células recuperadas por la centrifugacion se resuspendieron en 1 ml. de PBS y se dgjaron
reposar por 15 minutos en una gradilla a temperatura ambiente para que se separaran por
gravedad. De esta manera, 10s tlbulos que contenian a las células de Sertoli se precipitaron al
fondo y las células de Leydig que se mantienen en la superficie. Se separd el sobrenadante que
contiene a las células de Leydig, con una pipeta siliconizada y alas células sedimentadas en €l
fondo del tubo, que correspondierdn a los tubulos seminiferos con las células de Sertoli, se
lavaron dos veces con 500 pl. de PBS y se centrifugaron entre cada lavado por 2 minutos a
3500 RPM. El tejido recuperado, se incubd con una solucién de tripsina al 0.12 % (791 pl. de
PBS, 189 ul. de EDTA 2 mM. (Versene), 20 pl. de tripsina a 2.5%) por 2 minutos mas un
minuto de disgregacion manual. Realizada la disgregacion manual se detuvo la reaccion de la
tripsina con 110 pl. de Inhibidor de tripsina (Gibco) a 0.2 % agitando levemente. Se
centrifugd el tubo y las células se lavaron 2 veces con 500 pl. de PBS centrifugando entre cada
lavado a 3500 rpm. dos minutos. Se resuspendié € pellet en 500 ul. de medio de cultivo

DMEM suplementado con penicilinay estreptomicina
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Conteo celular

Unavez realizado el aislamiento y purificacion de las células de Sertoli, se tomaron 10 pl. del
medio de cultivo DMEM con las células de Sertoli aisladas y se le afiadio 10 pl. de azul de
tripano a 0.2 % en PBS'y se mezcl6. Se contd la viabilidad celular depositando 10 pl de ésta
solucién en una cdmara de Neubauer. Las células que incorporaron el colorante, fueron células
muertas y las células que no incorporaron e colorante fueron contadas como viables. Se
observé en un microscopio 6ptico modelo Galen™ 111 y se contaron las células cotenidas en
los cuatro cuadrantes externos de la cAmara de Neubauer. El total de células se calcul6 para
obtener el nimero de células contenidas por mililitro utilizando la siguiente ecuacion:

#cel/ml = (#cel en 4 cuadrantes) (2500) (Factor de dilucién)

Cultivo Celular
Conociendo € numero de células recuperadas en la muestra, se realizé un célculo para
obtener un volumen el cual contendria 25 000 células. En todos los experimentos se
cultivaron 25 000 células de las gbnadas disgregadas de 14, 16 y 18 dias de gestacion en una
incubadora con 95 % de O, y 5 % de CO,. Las primeras 24 horas, las células se cultivaron
con 200 pl. de Medio D-MEM modificado con 1g. de Glucosa, L — glutamina (Dulbeco),
suplementado con estreptomicina y penicilina (Img/ml) y suero bovino fetal estéril a 10 %
en cgas de cultivo (Marca?) por 24 horas. Pasadas las primeras 24 horas las células
cultivadas se lavaron con 100 pL de PBS para eliminar residuos del SBF. Terminados estos
lavados, las células fueron cultivadas por 24 horas mas con medio de cultivo D-MEM
modificado y suplementado. Después de 24 horas las células se incubaron por 24 horas con
IGF-1, EGF y una combinacion de estos factores (IGF-1/EGF) a una concentracion de 100

ng/ml y también suplementado con Bromodeoxyuridina (BrdU) al 0.1%. en medio de
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cultivo D-MEM modificado y suplementado. A los grupos control no se les administré los
factores de crecimiento. Terminadas las Ultimas 24 horas de incubacion, las células se
sacaron de laincubadora, se les retiré el medio de cultivo y selavé cada pozo por duplicado
con 200 pL. de PBS esteril, para eliminar el exceso de medio. Se agregaron 200 pL de
glutaraldehido 0.3% en amortiguador de fosfatos a cada pozo y las células se fijaron por 10
min. con agitacion leve y a baja temperatura. Después de los diez minutos de fijacion se
retir6 e glutaraldehido y se sec6 cada pozo sacudiendo firmemente sobre un papel
absorbente. Se envolvio en papel aluminio cada cajay se guardaron a -20 °C 24 horas para

su posterior inmunodeteccion.

Inmunodeteccion de las células mar cadas

Se sacaron las cgjas del congelador y se dgjaron atemperar 10 min. Se lavaron con 200 uL de
PBS a temperatura ambiente (TA) 5 min. dos veces. Se retir6 e PBS y se incubaron con
solucion bloqueadora de albuimina a 5% 1 hora. Se les adicioné a cada pozo 200 pL de PBS
caliente (<80°C) 3 veces por 10 min. Se incubaron con 50 pL anti-BrdU (1:10) por 1 hora. Se
lavaron 3 veces con PBS a TA 5 min. Se incubaron con 50 pL anti-mouse FITC 1:10 en
oscuridad por 1 hora. Pasado este tiempo, |os pozos se lavaron con PBS- Tween (0.05%) a TA
3 veces. Se secaron |os pozos sacudiendo firmemente sobre un papel absorbente. Terminada la
inmunodeteccion, las cajas de cultivo se mantuvieron en oscuridad envueltas en papel aluminio
y se dmacenaron a—20 °C para la posterior toma de las fotografias utilizando € microscopio

de fluorescencia.
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Cuantificacion de las células mar cadas

Se tomaron las fotografias de los pozos utilizando un microscopio de fluorescencia Zeeis con
un objetivo de 10X. Se identificaron las células marcadas con BrdU y se realizé el conteo total
en cada campo. Se graficaron los resultados del grupo control contra el grupo experimental, asi

como todos los grupos de cada edad.

Analisis estadistico
Los resultados experimentales fueron analizados estadisticamente utilizando las pruebas de
“t” de Student con un nivel de probabilidad del 99.5%, (P< 0.05). Empleando una n de 4

experimentos independientes, 10 que corresponde a 16 experimentos por variable.
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V1. Resultados

Cultivo Celular

El cultivo celular fue monitoreado constantemente y resulto ser el adecuado en lo que serefiere

alapureza, e buen crecimiento y desarrollo de las células de Sertoli cultivadas (Fig. A y B).
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Fig. 13 Fotografias que muestran la purezay €l correcto crecimiento de las células de Sertoli durante el proceso de
cultivo celular. Fig. A, Grupo control de la prueba inmunocitogquimica utilizada para detectar la hormona inhibidora
de los conductos de Mller (AMH) expresada por las células de Sertoli, no se observa una reaccion positiva. Fig. B
Grupo experimental de la misma prueba inmunocitoquimica, se observa una reaccion positiva a la prueba,
corroborando la presencia de la AMH secretada exclusivamente por las células de Sertali.
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2. Inmunodeteccion

Por medio de lainmunodeteccion, fue posible detectar l1a proliferacién de las células de Sertoli,
ya que es una técnica que permite observar las células que integraron la BrdU al DNA d
momento de su replicacion durante la divisién mitética. En la imagen 14 se observan las
células que fueron tratadas por medio de esta técnica. Los nucleos de las células de Sertoli se

observan marcados con el anticuerpo secundario fluoresceinado (Anti — Mouse FITC).

Fig. 14 Células de Sertoli de 14 d.g. marcadas con BrdU. SE observala marca en los nicleos (N) de las
células. Aumento 20X.
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Efecto del IGF- en la proliferaciéon de las Células de Sertali

Resultados obtenidos a administrar exdgenamente e IGF-H a las células de Sertoli
embrionarias de 14, 16 y 18 d.g. de testiculo de raton. Las células de Sertoli de 14 d.g. del
grupo control muestran un porcentaje de proliferacion mayor (54.05 %). con respecto a las que
fueron tratadas con el IGF-I (Fig. 15) que muestran un porcentgje del 45.94 % de

proliferacion.
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Fig. 15. Porcentaje de proliferacion de las Células de Sertoli de 14 d.g. tratadas con IGF-1. La gréfica

muestra |os resultados expresados en porcentaje.  n =4 (16 experimentos por variable), “p < 0.05.
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Efecto del IGF-I en laproliferacion delas Célulasde Sertoli de 16 d. g.

La figura 16 muestra el porcentgje de proliferacion obtenido al estimular las células de Sertoli
de 16 d.g. con & IGF-I. En este caso, se observéd que el grupo de células de Sertoli control
presentaron un menor porcentgje de proliferacion (39.43%), mientras que € grupo
experimental mostré un mayor porcentaje de proliferacion (60.56 %). Es decir, se observo una

regulacion positiva en la proliferacion por este factor.
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Fig. 16. Porcentgje de proliferacion de las Células de Sertoli de 16 d.g. tratadas con IGF-I La gréfica

muestra | os resultados expresados en porcentaje.  n =4 (16 experimentos por variable), p, p<0.05.
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Efecto del IGF-I en laproliferacion delas Célulasde Sertoli de 18 d. g.

Los resultados obtenidos al estimular las células de Sertoli de 18 d.g. con e IGF-I, muestran
que cuando estas células no son estimuladas con este factor, tienen una proliferacién menor

(45.63%) con respecto al grupo experimental (54.36%), (Fig. 17).
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Fig. 17. Porcentaje de proliferacion de las Células de Sertoli de 18 d.g. tratadas con IGF-I. La gréfica
muestra |os resultados expresados en porcentaje.  n =4 (16 experimentos por variable), “p < 0.05.
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Comportamiento del efecto del IGF-I alo largo de las edades descritas

En la figura 18 se muestra de manera integral €l efecto del IGF-I alo largo de las diferentes
etapas de desarrollo en experimentacion. Se observé que no existe un efecto positivo
significativo en la proliferacion de las células de Sertoli embrionarias a los 14 d.g. A los 16
d.g. hay un incremento significativo en los niveles de proliferacién debido a este factor,
mientras que a los 18 d.g. dicho nivel méximo alcanzado en la etapa anterior disminuye,
aungue su porcentaje de proliferacion sigue siendo significativo.
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Fig. 18. Porcentaje de proliferacién de las células de Sertoli tratadas con €l IGF-I alo largo de las fases

criticas del desarrollo. Se observa un nivel méximo en la proliferacién celular alos 16 d.g. *p,**p < 0.05.
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Efecto del EGF en la proliferacion de las Células de Sertoli

En lafigura 19 se muestra que cuando las células de Sertoli de 14 d. g. fueron estimuladas con
EGF, presenta un porcentgje de proliferacion menor (43.73%) que las células de Sertoli del

grupo control (56.26%).
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Fig. 19. Porcentaje de proliferacion de las Células de Sertoli de 14 d.g. tratadas con EGF. La gréfica
muestra |os resultados expresados en porcentaje.  n =4 (16 experimentos por variable). “p < 0.05
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Para el caso de los experimentos realizados con €l EGF alos 16 d.g. la comparacién de los
porcentajes de proliferacién mostraron una diferencia significativa entre e grupo control y €l
grupo experimental (Fig. 20). Es decir, las células de Sertoli del grupo control tuvieron un
porcentgje de (45.93 %), mientras que las estimuladas con EGF presentaron un mayor grado de

proliferacién (54.06 %).
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Fig. 20. Porcentaje de proliferacion de las Células de Sertoli de 16 d.g. tratadas con EGF. La gréfica
muestra |os resultados expresados en porcentaje.  n =4 (16 experimentos por variable), p < 0.05.
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A diferencia de los dos resultados anteriores, se observé que e grupo control tuvo un
porcentaje menor de proliferacion celular del 41. 52 % mientras que las células estimuladas
con dicho factor de crecimiento mostraron un porcentaje de proliferacion del 58.47 %, es decir,
regul 6 positivay significativamente la proliferacion celular (Fig. 21).

Es a esta edad cuando se alcanz6 el nivel méximo en la proliferacién de las células de Sertoli a

causa del EGF con respecto al grupo control.
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Fig. 21.  Porcentgje de proliferacion de las Células de Sertoli de 18 d.g. tratadas con EGF. La gréfica
muestra los resultados expresados en porcentgje. Se observa un mayor nivel de proliferacion de las
células de Sertali estimuladas a esta edad respecto al grupo control. n =4 (16 Experimentos por
variable), “p<0.05.
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Comportamiento del efecto del EGF en las edades criticas mencionadas

En la figura 22 se observa, de manera integral, € efecto del EGF en la proliferacion de las
células de Sertoli. En este caso, € efecto que produjo dicho factor muestra un comportamiento
gradual, es decir, en la etapa de crecimiento (14 d.g.) tuvo un efecto negativo con respecto al
control, pero este efecto cambié durante la etapa fetal (16 d.g.) llegando a ser un efecto
positivo significativo a diferencia de su grupo control y de la edad anterior (14 d.g.) y, continua
su efecto gradual incrementando de manera significativa (con respecto a grupo de 16 d.g.) la

proliferacion de este tipo celular hasta la etapa prenatal (18 d.g.).
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Fig. 22. Porcentaje de proliferacion de las células de Sertoli tratadas con el EGF a lo largo de las fases
criticas del desarrollo embrionario. Se observa un nivel maximo en laproliferacion celular alos 18 d.g. Se

observa un efecto gradual en la proliferacién celular debido al estimulo con €l EGF. *p, **p < 0.05.
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5. Efecto sinérgico del IGF-I / EGF en la proliferaciéon de las Células de Sertali

A continuacion se presentan los resultados de los experimentos realizados utilizando la
combinacion del IGF-I/EGF como una presunta combinacion estimulante de la proliferacion
celular en las edades anteriormente mencionadas. A 1os 14 d.g. no existio un efecto positivo en
la proliferacién celular, € grupo control mostré un porcentaje de proliferacion del 63.05%,

mientras que el grupo experimental tuvo un nivel de proliferacion del 36.94 % (Fig. 23)
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Fig. 23. Porcentaje de proliferacion de las c8ulas de Sertoli de 18 d.qg. tratadas con IGF-I/EGF. Lagréfica
muestra los resultados expresados en porcentgje. Se observd un mayor nivel de proliferacion de las
células del grupo control que las estimuladas con la combinacion de estos factores. n =4 (16
Experimentos por variable), p <0.05.
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El resultado mostrado en la figura 24, representa el efecto de esta combinacion de factores,
mostrando un ligero incremento en la proliferacion de las células de Sertoli de 16 d.g. respecto
a la Ultima edad anadlizada (14 d.g. Fig. 14.12). En este caso, € grupo control muestra un
porcentaje de proliferacion del 52.35% y € grupo experimental tuvo un porcentaje de 48.64 %.
Aunque exista un incremento en los niveles de proliferacion del grupo experimental los

resultados contintian mostrandose no significativos.
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Fig. 24. Porcentgje de proliferacion de las Células de Sertoli de 16 d.g. tratadas con IGF-I/EGF. La gréfica
muestra | os resultados expresados en porcentaje. Se observaun ligero mayor nivel de proliferacién delascélulas
del grupo control que las estimuladas con la combinacion de estos factores.

n =4 (16 Experimentos por variable), p < 0.05.
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En este dltimo caso (Fig. 25), se muestran los resultados obtenidos cuando las células de
Sertoli fueron estimuladas con la combinacion de estos factores alos 18 d.g. El grupo control
presentd niveles mas bajos en e porcentgje de proliferacion (43.17%), con respecto a grupo
experimental, que tuvo un incremento positivo en el porcentaje de proliferacion celular
(56.82%), es decir, una diferencia significativa del 13.65% entre e grupo control y el

experimental.

0 - 0 CONTROL

70 ¥ m IGF-1/EGF
60
50 +
40 A
30 +
20
10 -

Porcentaje de Células de
Sertoli marcadas con BrdU

18

Dias de Gestacion

Fig. 25. Porcentaje de proliferacion de las Células de Sertoli de 18 d.g. tratadas con IGF-I/EGF. La
gréfica muestra los resultados expresados en porcentaje. Se observd un menor nivel de proliferacion de
las células del grupo control con respecto a las estimuladas con la combinacion de estos factores. n =4
(16 Experimentos por variable), “p < 0.05.
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Comportamiento del efecto de ambos factores (IGF-I/EGF) en la proliferacion celular las
edades criticas mencionadas

Para e caso de la combinacion de estos dos factores utilizados de manera contigua como
posibles efectores de la proliferacion celular se obtuvieron los siguientes resultados, mostrados
de manera integral, a lo largo de las tres etapas criticas del desarrollo embrionario. En este
caso, se observo un efecto similar al producido por € EGF, es decir, también se observé un
comportamiento que podria describirse como gradual. Esto es descrito debido a que a los 14
d.g. no se observa un porcentaje de proliferacion mayor a control, mientras que alos 16 d.g.,
comienza a notarse un incremento significativo en la proliferacién con respecto al grupo de la
edad anterior, aunque, continua siendo menor al control y, por lo tanto, no es significativa con
respecto a su grupo control (16 d.g.). Por ultimo, a los 18 d.g. los niveles de proliferacion se
han incrementado hasta el punto de superar €l porcentaje alcanzado por € grupo control, es a
esta edad cuando se alcanza el maximo nivel de proliferacion y de una manera significativa,
(con respecto a su propio grupo control y con respecto a grupo de la edad anterior) como se

observa en lafigura 26.

80 - 0O CONTROL

70 - * B IGF1/EGF
60
50 A
40 ~
30 -
20 A
10 A

BrdU

Porcentaje de incorporacion de

14 16 18

Dias de Gestacion

Fig. 26. Porcentgje de proliferacion de las células de Sertoli tratadas con € IGF-I/EGF alo largo de las
fases criticas del desarrollo embrionario. Se observa un efecto gradual en la proliferacién celular debido

al estimulo ocasionado por la combinacion de estos dos factores. “p < 0.05.
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6. Relacion del efecto del IGF-I, EGF e IGF-I/EGF en la proliferacion delas células de
Sertoli

A continuacién se muestra € efecto de cada uno de los factores de transcripciéon y su
combinacién por cada una de las edades analizadas. Se observé que a los 14 d.g. ninguno de
los factores, o la combinacion de éstos, tuvo un efecto positivo en la proliferacion celular. Los
tres grupos experimentales (IGF, EGF, IGF-I/EGF) se mantuvieron con un porcentge de

proliferacion por debajo del nivel de proliferacion de los grupos controles (Fig.27)

O Control

B IGF-|

O EGF

535 - '|' @ IGF-I/EGF

530 -

45 -
40 -

820 -

e 15 -

10 -

5 4

0 T T T
14 Dias de Gestacion

Porcentajede cdulas de Sertoli

Fig. 27. Porcentaje de proliferacion celular por efecto de IGF-1, EGF e IGF-I/EGF en las células de
Sertoli deraton (14 d.g.). Lagréficamuestra el promedio de 4 experimentos por variable y €l porcentgje
de error de 5%.
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El siguiente caso, muestra el comportamiento de cada uno de los factores a los 16 d. g. (Fig.
28), se observo que el IGF-1 es el mayor inductor de la division celular, mientras que el EGF,
también ocasiond un efecto positivo menor que e IGF-I en la proliferacion de las Céulas de

Sertoli, y la combinacion de ambos no produjo un efecto positivo en la proliferacion celular.

O Control
401 * B IGF-|
35 - O EGF
*%*
230- B |GF-I/EGF

Porcentaje de cdulas de Sertoli
as
N
o

O T T T
16 Dias de Gestaci 6n

Fig. 28 Proliferaciéon celular por efecto de IGF-1, EGF e IGF-L/EGF en las células de Sertoli de ratén
(14 d.g.). Lagréficamuestra el promedio de 4 experimentos por variable y el porcentaje de error de 5%,

p,”p, t-student p < 0.05.
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Por Ultimo, se muestran los resultados obtenidos para los experimentos a los 18 d. g., a esta
edad, el principal inductor de la proliferacion celular fue el EGF, seguido de la combinacion de

los factoresy por ultimo el IGF-I (Fig 29).

40 - O Control
W IGF-I
35 - *++ OEGF
| * B IGF-I/EGF
230 T

€10 -

Porcentajede cdulas de Sertali
as
N
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0 L L L
18 Dias de Gestacion

Fig. 29 Proliferacion celular por efecto de IGF-1, EGF e IGF-I/EGF en las células de Sertoli de ratén
(14 d.g.). Lagréficamuestra el promedio de 4 experimentos por variable y €l porcentaje de error de 5%,

*****

0, p""p, t-student p < 0.05.
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VIl. Discusion

En este trabajo de investigacion se determiné €l efecto del IGF-I, EGF y el efecto sinérgico de
los factores en la proliferacion de las células de Sertoli embrionarias del ratébn Mus musculus.
Este efecto se determind utilizando BrdU, el cua es un analogo sintético de la timidina que se
incorporaa DNA de las células cuando éstas se encuentran en lafase Sdel ciclo celular y, por
lo tanto, nos da la posibilidad de observar la proliferacion celular cuando se observan las
células marcadas en un microscopio de fuorescencia (Dolbeare, 1994).

De acuerdo con los resultados obtenidos, € porcentaje de proliferacion causado por IGF-I en
las células marcadas es diferente a lo largo de las etapas criticas del desarrollo. Estos
resultados plantean el hecho de que este factor tiene un efecto diferencial en cada una de las
etapas de crecimiento. En & primer caso (etapa de crecimiento 14 d.g.) hay un efecto
inhibitorio en la proliferacion, los datos obtenidos muestran una diferencia de porcentgjes entre
el grupo control y €l experimental. A los 16 d.g. se observé que la proliferacion de las células
de Sertoli estimuladas con este factor aumentaron significativamente con respecto a grupo
control y al grupo de la edad anterior descrita (la diferencia a esta edad entre el grupo control y
el grupo experimental es de 21.13%). A los 18 d.g. aunque se observo una reduccién en los
niveles de proliferacion, se aprecid que existe un efecto significativo en la regulacion de la
proliferacion celular causado por la estimulacion de las células de Sertoli con dicho factor de
crecimiento, lo gque seria un indicativo de una probable regulacion negativa a causa de este
factor de crecimiento alos 18 d.g. El andlisis de estos resultados demuestra que € IGF-I no
actlia como inductor de la division celular a edades tempranas del desarrollo testicular. Esto
podria deberse a que durante el desarrollo embrionario, este factor es producido por las células
de Sertoli, actuando como factor paracrino en las Células germinales, que son el principal sitio

de accion del IGF-1, ademas, lal|GF-IBP influencia las acciones del |GF-I y contribuye ala
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interaccion CGP’s — Sertoli embrionarias influyendo también en la funcion de las células de
Leydig (Skinner y Griswold, 2004). Es decir, estas acciones estén siendo reguladas por el |GF-
| en etapas mas tempranas del desarrollo, esto podria ser un indicador de que €l IGF-1 alos 14
d.g. esta regulando otras acciones de mayor importancia para la célula y no tiene como
principal accién influir en la proliferacion de las células de Sertoli. En edades mas avanzadas
del desarrollo embrionario, € IGF-1, actia como factor mitogénico de las células de Sertoli
embrionarias, 10 que apoyaria investigaciones anteriores realizadas (Saray Hall, 1990) en las
que se determind que el IGF-1 actia como factor de progresion celular de tipos celulares como:
condrocitos, musculo liso, fibroblastos, adipocitos, espermatogoniasy oligodendrocitos (Saray
Hall, 1990). ademas de actuar como factor mitogénico sobre una amplia variedad de tipos
celulares como keratinocitos, osteoblastos, células musculares y células epiteliales mamarias
(Rhoades, 1996). De esta manera, estos resultados plantean |a posibilidad de que la accion del
IGF-1 sobre las células de Sertoli, actie como regulador parédcrino de la maduracién y
diferenciacién de la células precursoras de los gametos. Taketo, en 1991, demostré que este
factor no tiene e mismo efecto en génadas diferenciadas (12 d.g.) in vivo y en cultivo. Por lo
tanto, podriamos inducir que € resultado obtenido a los 14 d.g. es similar a obtenido por
Taketo (1991), es decir, se trata de etapas tempranas en € desarrollo embrionario y, ademas,
las células estan siendo cultivadas. Sugerimos estudios posteriores en los que se analice €l
efecto de este factor in vivo, asi como, experimentos en donde se cultive la gbnada intacta para
asi demostrar cual es e verdadero efecto de este factor en etapas tempranas durante €l
desarrollo de la génada masculino. Por otra parte, estos resultados demuestran que €l IGF-I s
actiia como efector de la proliferacion celular alos 16 y 18 d.g. adiferencia de lo planteado por
Roullier- Fabré (1998), en donde se dice que este factor solamente actlia como promotor de la

diferenciacién de las células productoras de hormonas sexuales. Ademas, estos resultados son
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opuestos a los obtenidos por Roullier- Fabré, en 1998, en donde se descarta el papel del 1GF-I
como inductor de la proliferacion alos 16 d.g. en larata. Para este caso, es necesario resaltar
que los resultados obtenidos en mi investigacion coinciden a los propuestos por Villalpando y
Lopez- Olmos (2003), en donde se muestra que los periodos de expresion del |GF-1 coinciden
con los periodos de ata produccion de 17a-hidroxiprogesterona a los 16 y 18 d.g. lo cual
explicaria e aumento gradual de la accion del |GF-1 sobre €l proceso de diferenciacion celular
de las células de Sertoli durante el desarrollo embrionario.

Es posible que € IGF-1 induzca la expresion de genes como ciclinas que regulan la sintesis de
DNA vy de otros factores de transcripcion relacionados también con el metabolismo gonadal u
otras funciones en etapa embrionaria.

La accion biolégica del IGF-I, ya sea parécrina o autocrinamente, esta mediada a través de la
union a glicoproteinas de membrana que funcionan como receptores membranales con
actividad tirosina-cinasa (IGF-IR). Para el caso de este factor, se han detectado pequefios
niveles de expresion de mRNA desde los 12 d.g., |0 que indicaria una supuesta ausencia de los
receptores suficientes para que € IGF-I funcionara correctamente como estimulador de la
proliferacion celular, en etapas tempranas del desarrollo testicular embrionario, que, a
diferencia de edades posteriores se observa una mayor proliferacion probablemente debida a
una mayor disponibilidad en el nimero de receptores a este factor. Por lo tanto, es necesario
realizar experimentos para detectar y cuantificar el IGF-IR en las edades descritas y, de esta
manera, correlacionar |os datos obtenidos en este trabajo. Debido alos resultados obtenidosy a
la discusion anterior, se rechaza parciamente la hipétesis nula (HO=Existe efecto en la
proliferacion debido al estimulo de los factores de crecimiento, HA=No existe ningun efecto

en laproliferacion celular causada por €l estimulo de los factores de crecimiento).

68



Facultad de Ciencias, UNAM

Para €l caso del EGF, los resultados muestran que €l porcentgje de proliferacion celular
causado por este factor es diferente alo largo de las etapas analizadas, es decir, a igual que €l
IGF-I, presenta un efecto diferencial durante estas etapas. En la primera etapa analizada (14
d.g.), no se observa un efecto mitogénico positivo en las células de Sertoli causado por la
estimulacion con el EGF. Se observé una diferencia en el porcentgje de proliferacion celular
entre el grupo control y e grupo experimental de -12.53%, Por |o tanto, es probable que a esta
edad el EGF también este regulando de manera negativa la proliferacion celular, tal como se
observo cuando las células de Sertoli fueron estimuladas con el IGF-1 alamismaedad. Parala
siguiente etapa analizada (16 d.g.) los resultados muestran una diferencia significativa entre el
grupo control y el experimental, dicha diferencia es de 8.13%, lo cual indica que en esta etapa
del desarrollo, el EGF esta actuando como inductor de la mitosis, viéndose reflgjado al
aumentar la proliferacion celular. Este incremento en la proliferacion continta
incrementandose hasta los 18 d.g., es decir, hasta la Ultima etapa del desarrollo embrionario.
En este caso, la diferencia entre € grupo control y el grupo estimulado con EGF se incrementa
a 18.95 %, el doble de diferencia en el porcentaje mostrado en la etapa anterior. El uso de este
factor como estimulante de la divisiéon celular, pareceria comportarse de manera gradual a lo
largo de las etapas de desarrollo analizadas, esto es debido a que €l indice mitético contindia
incrementandose a diferencia del efecto causado por € IGF-I en donde se observd un
incremento de proliferacion alos 16 d.g. que posteriormente decay6 alos 18 d.g. Se sabe que
el EGF puede actuar como un potente mitégeno y agente anabdlico de una amplia variedad de
tglidos de origen ectodermal y endodermal (Pimentel, 1994), pero no se han realizado estudios
para evaluar € efecto que tiene este factor de transcripcién como potenciador del indice
mitético de las células gonadales (Sertoli) durante el desarrollo embrionario del ratén. Este

cambio gradual en la proliferacién de las células de Sertoli también puede deberse al
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incremento en €l nimero de receptores, pero es necesario realizar estudios para demostrar y
cuantificar la presencia de la proteina del EGF, asi como, de su receptor a lo largo del
desarrollo embrionario y asi confirmar 10s resultados obtenidos en este trabajo.

De esta manera, se demuestra que el EGF tiene importantes efectos en la funcién gonadal, en
este caso, en la proliferacion celular, estos datos concuerdan con los presentados por
Verhoeven (1986), en donde se describi6é que e EGF también actlia como mitégeno y agente
anabdlico sobre una variedad de tejidos de origen ectodermal y endodermal (Pimentel, 1994).
También es posible que & EGF induzca la expresion de genes como ciclinas que regulan la
sintesis de DNA y de otros factores de transcripcion rel acionados también con el metabolismo
gonadal u otras funciones en la etapa embrionaria. Por lo tanto, el EGF puede tener efectos
estimulantes o inhibitorios sobre |0s procesos esteroidogénicos que ocurren en cultivos frescos
de células de Sertoli de testiculos de rata prepubertal y adulta. Por |os resultados obtenidos es
necesario rechazar parcialmente la hipotesis nula, debido, a que solamente se observa un
incremento en la proliferacion de las células de Sertoli alos 16 y 18 d.g. y, no en todas las
edades mencionadas como se esperaba.

El efecto en la proliferacion causado por la accion sinérgica de ambos factores no fue €
esperado. Para este caso, se esperaba que se obtuviera como resultado un efecto sumatorio en
la proliferacion debido a los dos factores, por €l contrario, solo se observé un efecto positivo
en el porcentgje de proliferacion en la Ultima edad analizada. Los resultados obtenidos a los 14
d.g., muestran una probable regulacion negativa, debido a que la diferencia de porcentgjes
entre el grupo control y el experimental es del -26.11 %. Como ya se menciond anteriormente,
aungque a los 16 d.g. exista un incremento en el indice mitético, no es suficiente para ser
considerado como un efecto significativo, ya que los datos muestran una diferencia de valores

porcentuales del -3.71 %: Por Ultimo, solamente alos 18 d.g. es cuando se observa una
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diferencia significativa en los porcentajes de proliferacion, dicha diferencia es de 13.65%. De
acuerdo a Coppola (1994), se sugiere que se requiere un IGF-IR intacto para algunos de los
efectos biologicos tanto del EGF como de otros factores de crecimiento. Se ha visto que
cuando €l receptor del EGF es sobreexpresado en fibroblastos de ratén con deficiencia de |GF-
IR, e tratamiento sustitutivo con EGF no estimul6 la sintesis de DNA ni la proliferacion
celular. Estos efectos se corrigieron con la adicion de IGF-IR 'y el EGF gjercio su efecto
biol6gico aln en ausencia de |GF-I. Stewart (1996), plantea que la accion del |GF-I puede ser
modificada por sefides de receptores de hormonas, por lo tanto, la estimulacion de la
fosforilacion de la proteina cinasa activadora de mitosis y la entrada de calcio a la célula que
induce el IGF-1 puede ser blogueada por la toxina pertusis, implicando un papel de inhibicién
selectiva de la proteina G que regula la funcion del IGF-IR en e adulto. Lo anterior podria
explicar € porqué no se obtuvieron los resultados esperados a usar ambos factores de
transcripcion como estimuladores de la proliferacion celular. En este caso, de acuerdo a
Coppola (1994) y Stewart (1996), es necesario que € IGF-IR no esté modificado o haya sido
modificado por algun ligando compatible con este receptor, para que se dé un correcto
funcionamiento del EGF, lo cual no era posible, debido a que en e medio también se
encontraba el |GF-1 y, probablemente, éste tenga mayor afinidad a su propio receptor (IGF-IR)
gue el EGF. De tal manera, se induce que el IGF-IR estaba siendo expresado por € IGF y no
por e EGF. Asi, seinduce que alos 18 d.g. si existe un efecto significativo en la proliferacion,
debido a que la génada se encuentra mas desarrollada y, por lo tanto, las células de Sertoli
tienen un mayor nimero de receptores libres, ademas, este efecto podria deberse a que en esta
edad, las células de Sertoli hayan dejado de regular otras funciones que eran importantes
durante las primeras etapas del desarrollo embrionario, tales como la diferenciaciéon vy

proliferacion de otros tipos celulares gue también son importantes parala formacién de la
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gonada. De igual manera, es necesario realizar estudios posteriores cuantitativos y cualitativos
para determinar la proporcion de receptores especificos para |GF-I y para EGF en las células
de Sertoli embrionarias, asi como para determinar su transiciéon alo largo de las etapas criticas

del desarrollo embrionario.
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VIIl. Conclusiones

Las células de Sertoli, a inicio del desarrollo (14 d.g.), no requieren del IGF-1 o EGF

para su crecimiento.

El IGF-1 actda como regulador de la proliferacion de la célula de Sertoli en edades de 16

y 18 d.g.

El EGF es un inductor de la proliferaciéon de la célula de Sertoli alos 18 d.g. Aunque, a

esta edad, este factor de crecimiento gjerce un efecto menor al 1GF-I.

La combinacién de ambos factores IGF-1/EGF tiene un efecto sinérgico sobre las
proliferacion de la células de Sertoli de manera diferencial, el mayor efecto se observé

alos18d. g.

El efecto sinérgico de ambos factores de crecimiento sobre las células de Sertoli

depende de la edad de desarrollo del embrion.
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