Universidad de Salamanca
Facultad de Medicina
Departamento de Biologia Celular y Patologia

Laboratorio de Neuroendocrinologia del Instituto de Neurociencias de
Castillay Ledn

Laboratorio de Neuroendocrinologia y Obesidad del IBSal

Variaciones Morfologicas en el Testiculo de Ratones
Adultos Knock Out parala Proteina de Sustrato de
Receptor Insulinico IRS2.

José Ignacio Paz Rodriguez

Salamanca 2016






José CARRETERO GONZALEZ, Catedratico de Embriologia y Anatomia Humana, y Elisa
MURNOZ TORRES, Profesora Titular de Anatomia Patoldgica, como directores del pre-
sente trabajo de Tesis Doctoral,

HACEN CONSTAR:

Que D. José Ignacio PAZ RODRIGUEZ ha realizado el trabajo " VARIACIONES
MORFOLOGICAS EN EL TESTICULO DE RATONES ADULTOS KNOCK OUT PA-
RA LA PROTEINA DE SUSTRATO DE RECEPTOR INSULINICO IRS2" en el labo-

ratorio de Neuroendocrinologia del Instituto de Neurociencias de Castilla y Ledn, con
financiacion publica competitiva.

Que a nuestro juicio, el trabajo reune los requisitos de originalidad, dedicacién y labor
investigadora; asi como de formacidn investigadora de su autor, que pueden ser exigi-
bles a un trabajo de Tesis Doctoral.

Igualmente reudne todos los requisitos legales en la manipulacién de animales.

Por todo ello, dan el visto bueno para la presentacién del trabajo para su defensa y lec-
tura.

En Salamanca a 30 de noviembre de 2015.

José Carretero Gonzalez Elisa Mufoz Torres






indice

FAY={ g To [Tl o 11=T 0] o X3RRI 7
o] dgoTe [F] ool o] o NN SRR 11
[ L U117 P I U =T ol = o] o U URUPRR 13
I T T ] [T - TSP USURS 13
La somatomedina C o insulin growth factor 1 (IGF1).......ccccceeeeiiieieiiiiieeeeeiieeeens 15

El receptor de iNSUIING. ...ciiiiiiee e 15
Sustratos de receptor insulinico. Las proteinas IRS. .......cccovviieeiiniiieeiniiiee e, 17
Vias de sefalizacion de [@ insulina..........coooieiiiieec e 18
Via de sefializacion de 1as MAP QUINASas. ....cccvveeiiriiieeiiiiieeeesieee s eiveeeesveee s 18

Via de sefializacion de 1a PI3K.......cooeiiieeee ettt eeirree e e e e 18
Mecanismos de regulacion de la sefal de insulina .........ccccveeeiiiiieeiiniieec e 19
Regulacion en el receptor de insulina (IR).....cc.vvveeieiiieeieiiiiee e 19
Regulacidn en el sustrato del receptor (IRS). ....cooccvveeeieeeeeicireeeeee e, 21
Mecanismos de regulacion “aguas abajo” de IRS. .........covvveevvveeeeeieeiccirreeeeeen, 21
Resistencia a [@a inSUlNG. .....c.uviiiiiiiieecce e 22

=3 I =T A ol U] [ TSRS 24
Organizacion anatdmica e histolOZiCa.......ccccuvveeeeieeieeicreeeee e 24
Y oT=T§ 1 =N (oY= < a V=T PP PUTRRN 25
(0= [0 T30 LI =T g o ]SS 25
Esteroidogénesis en el teStiCUIO .......cccuvvvieeiiiiiiiciieeee e 26

El eje somatotrofico y €l CreCimiento.....uueeeecieiicciieeeeec e 26
Regulacidon del desarrollo testiCular. .......ueeeiiivvecciieeiei e 27
Anomalias metabdlicas y endocrinas que influyen en la funcién reproductora........ 29
Efectos de la obesidad en espermatogeNnesis ......ccceeveeeeeiecinreerieeeeeiiiireeeeeeeeeeenns 29
Diabetes y el papel de IRS2 en |a reproducCion. .........cccovveeiireeeieeeeiiiiiiieeeeeeeeeennns 30
Hipodtesis y Objetivos del ESTUIO .....uiiiccuiiieeciieee et 33
Las IRS y los esteroides gonadales.........eeeeieiieeciiiiiieee e 35
Objetivos del EStUAIO. ...uuiiii it e e 36
Materiales y Métodos empleados........ccouviiieiiiiii e e 37
Animales empleados para el estudio. .......ccccuviiiiieeii i 39
LT Lo AT o - R 39
Extraccion, aislamiento y purificacion del DNA...........ccooecieeeecciiee e, 39
Amplificacion del DNA purificado, PCR. ......ccooiiiiiiiiiiie e 40

T oo [0 o1 or- TR UUURRN 41
HematoXilina-EOoSiNa. .......cc.uviiieiee e e 41

(TaTa g T0 g Yo Yot} o Yo [T {3 o] or- PR PR PP 41
Deteccidon inmunocitoquimica de PCNA........oociiiiiiiiieeeereee e 41
Detecidn inmunocitoquimica de Caspasa 3 aCtiVa.....cccvvvveeeeriiieeeiniieeeeenineennn 42
Controles de las reacciones inmunoCIitoOqUIMICAs. ....cccvveeeiriiveeiiriiieeeerieee e 42
Morfometria y Cuantificacion celular.........ccovviiieiiiiiiee e 43
Andlisis morfométrico de los cortes histolOgiCos. .......ccovvevvirveeeeeeeiiiiccirreeeeeeen, 43
Determinacion del indice de marcaje para PCNA. .........coovveviiveeeeeeeeeecirreeeee e, 45
Analisis Estadistico de 10s resultados. ........ccccuveiiieiiiiiiiieee e, 46



Tratamiento de los Textos y figuras. Edicion final..........ccccooeeiiieieiieicccieee e, 46

ST =T o 1SRRI 47
JLIE=E] 4 (ol V1o TSRS 48
Animales wild type de 6 semanas de edad. ......ccccceeeveciiiiiiei e, 48
Animales knock out de 6 semanas de edad. ......ccccceeveciiiiiiei e, 54
Animales wild type de 12 semanas de edad. ........ccceeevviiieeeiniiieeiinieee e 60
Animales knock out de 12 semanas de edad. .........ccoeccrriieieeieiiccciiieee e, 68
Epitelio ductal (8rosSor 0 altura).....cc.eecceeeiciieciieecee e 94
= =T =T A TP PPUPPPTPR 100
Animales de 6 semanas de edad. .......cccceeeiieeeiiiiiiiie e 100
Animales de 12 semanas de €dad. .......ccceeeeeieiiiieiiee e 102
Proliferacion CeIUIAN ... et e e e e re e e e e e e e eanes 104
7Y o Yo 01 {0 1 1SRRI 116

B 1Ty ol U o ] o F Ut 127
Comentarios sobre la Metodologia empleada.......cccccoeeeiivieeiiiiieccciieeeee e, 129
TaTaa1¥]a oTeljdoTo [U11a oY lor- P ERU TR PURPRNE 129
Empleo de PCNA como marcador de proliferacion........cccccceevecvveeeniieeeennee, 130
Empleo de la Caspasa 3 activa como marcador de apoptosis. .......cccuvveeeene.. 132
Morfometria y Planimetria. .......ooooviiiiiciieeee e 134

Los ratones KNock out Para 1a IRS2.......uvveeiiiiiiiiiiiiieeiee e ceitreeeee e eeerreeee e e e e eenans 136
Comentarios en relacidn con los resultados obtenidos.........cccceeeeevieeeieciieeeccneennn. 136
RS2 Y tESTICUID. wrvvreiiiiiiiiiirieeiee ettt e e e esebbrr e e e e e e s eeababrereeeeeesennnes 136
Cambios morfoldgicos Y MOrfomMELriCoS. ..cuuvverieiiiiiiirieeiee e 136
Insulina, receptor de insulina, IRS, proliferacion y apoptosis. ........cccceeevvvveeennnn. 139
Sefializacion a través de PI3K / AKL. oo 140
Sefializacion @ través de MAPK........ooociiie e e e 141
Proliferacién, Degeneracion y Apoptosis en las células germinales del testiculo.
.............................................................................................................................. 141

@0 ool 1Y oY =TS U UPURR 145
Referencias BibliografiCas......ccuui i 149



Agradecimientos






Me gustaria que estas lineas sirvieran para expresar mi sincero agradecimiento a todas
aquellas personas que con su ayuda han hecho posible la realizacion de este trabajo.

Al Profesor Carretero y a la Profesora Muiioz directores de esta investigacién, por la
orientacién, seguimiento y supervisidon de la misma. Su motivacion constante y el apo-
yo recibido a lo largo de estos afios han sido fundamentales para que esta obra haya
llegado felizmente a término. Siempre seran para mi un ejemplo de constancia y voca-
cion docente e investigadora.

Al Laboratorio de Neuroendocrinologia del Instituto de Neurociencias de Castilla y
Ledn, por abrirme sus puertas y poner a mi disposicion todas las instalaciones y recur-
SOs necesarios para realizar este trabajo. En especial a Diia. Marisa Fontanillo y Diia.
Concepcidn Sanchez, por su inestimable colaboracién en el laboratorio y cuidado y
manipulacion de los animales empleados en el estudio.

A mis padres, por todos los valores que me han inculcado, y porque siempre me han
hecho sentir que su amor era incondicional.

A Miryam, mi mujer, por su carifio, su infinita paciencia y su compresion. Con su ejem-
plo he aprendido la leccién de que con optimismo y grandeza de corazdn es posible al-
canzar cualquier meta.

A las personas que, aunque no aparecen aqui con nombres y apellidos, han estado
presentes de alguna forma durante el desarrollo de este trabajo y han hecho posible
gue hoy vea la luz.

A todos, gracias de corazon.

El trabajo de Tesis Doctoral que se presenta ha sido realizado en el Dpto. de Anatomia e Histologia Hu-
manas de la Facultad de Medicina, en el laboratorio de Neuroendocrinologia del INCyL y en el de Neu-
roendocrinologia y Obesidad del IBSal, financiado con cargo a los siguientes proyectos de investigacion:
SAF2002-00808, Ministerio de Ciencia y Tecnologia.

FIS P1030818, Instituto de Salud Publica Carlos .

Los ratones heterocigotos necesarios para formar la colonia de ratones knock out, fue-
ron gentilmente cedidos por la Dra. Burks desde el Instituto de Investigacion Principe
Felipe de Valencia (procedencia inicial, Dr. White, Joslin Diabetes Center de Boston,
USA). Muchas gracias por su cooperacion inestimable.



10



11

Introduccion



12



La Insulina y su Receptor.

La insulina.

El pancreas es un 6rgano situado a la altura de la segunda o tercera vértebra lumbar.
Se encuentra rodeado por una fina capsula, que permite observar una estructura lobu-
lillar de aspecto de empedrado. Es una glandula mixta endocrina y exocrina.

La porcidn exocrina del pancreas estd constituida por acinos serosos, fijados a un teji-
do conjuntivo que se continta con el de la capsula. En este tejido conjuntivo se en-
cuentran los conductos excretores pancreaticos intralobulillares, interlobulillares y co-
lectores. Representan éstos, la mayor parte de la masa de la glandula.

La porcién endocrina esta constituida por una estructura en forma de islotes de células
claras poligonales muy vascularizados e inervados denominados islotes de Langerhans.
Dentro de cada islote de encuentran cuatro tipos de células: células A o alfa (10-40%),
células B o beta (60-90%), células D o delta (10.20) y células F (2-3%). (Carrascal, 2001)

La insulina es la hormona anabdlica mas potente conocida y es esencial para el apro-
piado desarrollo tisular, el crecimiento y el mantenimiento de la homeostasis de la glu-
cosa en todo el cuerpo (Pessin y Saltiel, 2000) y propicia el correcto metabolismo, ba-
lance energético y mantenimiento del peso normal del cuerpo (Kanzaki y Pessin, 2001).

En las células beta, la insulina se sintetiza a partir de la proinsulina, una molécula pre-
cursora, por accidon de enzimas proteoliticas conocidas como prohormonas converta-
sas, especificamente la proproteina convertasa 1 y la proproteina convertasa 2, asi
como la exoproteasa carboxipeptidasa E (Steiner y Oyer, 1967). Ciertas modificaciones
ejercidas sobre la proinsulina le eliminan una region del centro de la molécula llamada
péptido C quedando libres los extremos C-terminal y N-terminal. Estos extremos libres
tienen 51 aminodcidos en total y se denominan cadenas A (21 aminodcidos) y B (30
aminodcidos), los cuales terminan unidas entre si por medio de enlaces di-sulfuro (Ey-
zaguirre y Codner, 2006). De modo que la proinsulina consta de las cadenas B-C-A y los
granulos de secrecion liberan las tres cadenas simultaneamente.

La produccion enddgena de insulina es regulada en varios pasos a lo largo de una ruta
sintética. Primero sobre la transcripcion del DNA, especificamente a nivel del gen de la
insulina. Luego a nivel de la estabilidad del RNAm y a nivel de la traduccién del RNAm.
Finalmente, también se regula a nivel de las modificaciones postransduccién.

Las células beta de los islotes de Langerhans liberan la insulina en dos fases. La primera
fase de la liberacidn de insulina se desencadena rdapidamente en respuesta al aumento
de los niveles de glucosa en la sangre. La segunda fase produce una liberacion sosteni-
da y lenta de las recién formadas vesiculas que se activan independientemente de la
cantidad de azucar en la sangre.

En la primera fase la liberacidn de la insulina ocurre de manera inmediata. La glucosa
entra en la célula beta a través del transportador de glucosa GLUT2. Luego la glucosa
pasa a la glucdlisis y el ciclo respiratorio, donde se producen, por oxidacién, varias mo-
léculas de ATP. A continuacién los canales de potasio (K*) dependientes de los niveles
de ATP vy, por tanto, de los niveles de glucosa en sangre, se cierran y la membrana celu-
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lar se despolariza. Con esta despolarizacién de la membrana, los canales de calcio
(Ca*) voltaje-dependientes se abren y el calcio entra la célula. El aumento en el nivel
de calcio intracelular produce la activacidn de fosfolipasa C, que desdobla los fosfolipi-
dos de membrana fosfatidil inositol 4,5-bifosfato en inositol 1,4,5-trifosfato y en diacil-
glicerol. El inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) se une a los receptores proteicos sobre la
membrana del reticulo endoplasmico, lo que permite la liberacién de Ca** del reticulo
endopldsmico a través de los canales IP3 aumentando mas aun la concentracién intra-
celular de calcio. Estas cantidades significativamente mayores de calcio dentro de las
células provocan la activacién de la sinaptotagmina, que ayuda a la liberacién de la in-
sulina previamente sintetizada y almacenada en las vesiculas secretoras. (Kumar y col.
2005).

Cierta liberacidn de insulina ocurre ademas con la ingesta de alimentos, no sdlo de glu-
cosa o hidratos de carbono, y las células beta también se encuentran moduladas por el
sistema nervioso auténomo (Kumar y col. 2005).

Otras sustancias que pueden estimular la liberacién de insulina incluyen los aminoaci-
dos de las proteinas ingeridas, la acetilcolina (liberada de las terminaciones nervio va-
go (sistema nervioso parasimpatico), la colecistoquinina (secretada por células ente-
roendocrinas de la mucosa intestinal) y el péptido insulinotrépico dependiente de glu-
cosa (IGP). Tres aminoacidos (alanina, glicina y arginina) actian de manera similar a la
glucosa alterando el potencial de membrana de la célula beta. La acetilcolina desenca-
dena la liberacion de insulina a través de la fosfolipasa C, mientras que la colecistoqui-
nina actua a través del mecanismo de adenilato-ciclasa. (Kumar y col. 2005)

El sistema nervioso simpatico, a través de la estimulacion de receptores adrenérgicos
alfa 2, como lo demuestran los agonistas de la clonidina o la alfametildopa, inhiben la
liberacidon de insulina (Berg, Tymoczko y Strayer. 2008). Sin embargo, cabe sefialar que
la adrenalina circulante activara los receptores Beta 2 en las células beta de los islotes
pancreaticos para promover la liberacion de insulina (Berg, Tymoczko y Strayer. 2008).
Esto es importante ya que los musculos no pueden beneficiarse de los incrementos de
glucosa en la sangre como consecuencia de la estimulacién adrenérgica (aumento de la
gluconeogénesis y glucogenolisis con los niveles bajos de la insulina en sangre: por el
glucagdn) a menos que la insulina esté presente para permitir la translocacion GLUT-4
a nivel de los tejidos (Berg, Tymoczko y Strayer. 2008).

Por lo tanto, la noradrenalina inhibe la liberacién de insulina a través de los receptores
alfa2 y, subsecuentemente, la adrenalina circulante proveniente de la médula supra-
rrenal estimulard los receptores beta2 promoviendo de este modo la liberacion de in-
sulina (Berg, Tymoczko y Strayer. 2008).

Cuando el nivel de glucosa se reduce al valor fisiolégico normal, la liberacion de insuli-
na de las células beta frena o se detiene. Si los niveles de glucosa en sangre se vuelven
inferiores a ese nivel, especialmente a niveles peligrosamente bajos, la liberacién de
hormonas hiperglicémicas, la mas prominente de las cuales es el glucagdn, obligan a la
liberacion de glucosa en la sangre a partir de los almacenes celulares, principalmente
el almacenamiento de glucégeno en las células del higado. Mediante el aumento de
glucosa en la sangre, las hormonas hiperglucémicas previenen o corrigen la hipoglu-
cemia que pone en peligro la vida del individuo. La liberacién de insulina esta fuerte-
mente inhibida por la noradrenalina, lo que conduce a un aumento de los niveles de
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glucosa en sangre durante momentos de estrés (Eyzaguirre y Codner, 2006; Baynes y
Marek, 2005).

La dopamina actua regulando el mantenimiento de su poblacidn (Garcia-Barrado y col.,
2015).

La somatomedina C o insulin growth factor 1 (IGF1).

El factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1) es un pequefio polipéptido que
consiste en 70 aminodcidos con un peso molecular de 7.649 Daltons (Rinderknecht y
Humbel, 1978) y se produce principalmente en el higado pero también por otros mu-
chos tipos de células. Similar a la insulina, IGF1 tiene una cadena A y B conectados por
puentes disulfuro y la region del péptido C se compone de 12 aminodacidos. La similitud
estructural con la insulina explica la capacidad de IGFI para unirse al receptor de la in-
sulina aunque con una menor afinidad. En el plasma, el 99% de IGF1 se une a una fami-
lia de proteinas de unidn (IGFBP1-6) que modulan la disponibilidad de IGF1 libre en los
tejidos (Hwa y Rosenfeld, 1999). En los seres humanos, aproximadamente el 80% de la
IGF1 circulante se une a IGFBP3, que esta regulada principalmente por la hormona de
crecimiento (GH) y ligeramente por IGF1 (Laron, 2001). IGF1 juega un importante papel
en el crecimiento y esta estrechamente relacionado con las acciones de GH vy el eje
somatotrofico y es el mediador de la actividad mitogénica y anabdlica de la GH (Laron,
1999).

El receptor de insulina.

La insulina inicia sus acciones biolégicas por su unién a receptores especificos localiza-
dos en la membrana celular. El receptor de insulina (IR) es una glucoproteina que per-
tenece a la familia de receptores para factores de crecimiento con actividad intrinseca
de tirosinquinasa, que cuando son estimulados por su ligando se autofosforilan en re-
siduos de Tyr.

La accidén de la insulina se inicia través de la unién y activacién de su receptor de super-
ficie celular, que consta de dos subunidades alfa (extracelulares) y dos subunidades be-
ta (intracelulares) que se unen por puentes disulfuro en un complejo heterotetraméri-
co en un alfa2beta2 (Pessin y Saltiel, 2000).

Las subunidades localizadas en el exterior de la membrana plasmatica contienen sitios
de unidn a la insulina, mientras que las subunidades intracelulares tienen una porcién
transmembrana y una porcién citosélica en donde se localiza el dominio con actividad
de tirosinquinasa. En la regidn citopldasmica se han identificado tres regiones estructu-
rales (Myers y White, 2002) que incluyen:

La regién yuxtamembrana, que parece ser importante en la transmisidn de la
sefial y en donde se localizan las tirosinas Tyr965 y Tyr972.

La regidn reguladora en la que se encuentran las tirosinas Tyr1158, Tyr1162 y
Tyr1163. La autofosforilacidon de estos tres residuos aumenta de 10 a 20 veces
la actividad quinasa del receptor.
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La regidn con sitios de fosforilacién en el extremo carboxilo terminal (Tyr1328,
Tyr1334) que al parecer puede jugar un importante papel regulador pero no en
la sefializacidn del receptor.

O ——
ol
Puentes d b
disulfuns " .Zona. e union de
insulina aly a2
=
=
=
-
L
3
i o2
S
= T
I 2
=% S—
Extracelular
Membrana o Region Transmembrana
Tyrg65 !
Intracelular n Tyro72 | Region Yuxtamembrana
=
m
= Tyrils8 ;
= Tyri162 - Region Reguladora
= Tyri163
@
Tyri32s, A a
Tyr - Regu}.n del Carboxilo
bo— e — Terminal

Figura 1. Los receptores para la insulina. Cada receptor de insulina (IR) se compone de un complejo hete-
rotetramérico alfa2beta2, no obstante los dimeros alfa-beta se derivan de genes separados y el IR tiene
dos variantes de union, IRb e IRa. Por lo tanto, existen combinaciones de los dimeros individuales alfa-
beta e insulina. IGF1, IGF2 y se pueden unir a varios receptores hibridos, aunque con diferentes afinida-
des.

La subunidad alfa (azul) es la porcién extracelular del receptor mientras que la subunidad beta (verde) se
extiende por la membrana su porcion citoplasmadtica interactua con las proteinas IRS y se unen entre si
con puentes disulfuro (rojo) en un complejo heterotetramérico
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Las sefales de IGF1 se activan través del receptor de tipo | IGF1 (IGF1R), un heterote-
trdmero ampliamente expresado en la superficie celular y muy similar al del receptor
de insulina (IR), que posee actividad quinasa intrinseca en sus dominios citopldsmicos
(Favelyukis y col., 2001).

La insulina se une la subunidad alfa extracelular del IR/IGF1R y modifica el dimero de la
subunidad alfa que media la trans-autofosforilacion entre las subunidades beta que
abarcan la membrana (White, 1997). Esto activa la actividad tirosinquinasa intrinseca
de la subunidad beta intracelular del receptor que entonces conduce a la fosforilacién
de tirosina de una variedad de proteinas de conexion. Curiosamente, a diferencia de
otros receptores tirosinquinasa que se unen directamente a las colas citoplasmica de
los efectores, el IR y el IGF1R utilizan proteinas de sustrato del receptor de insulina
(IRS) para mediar la union de efectores intracelulares (Ullrich y Schlessinger, 1990).

La actividad del IR / IGF1R estan estrictamente reguladas, debido a que la activacion
sin control o inactividad daria lugar a profundas consecuencias metabdlicas. La interna-
lizacidn y la degradacién del IR, estimulada por ligando, es una caracteristica comun de
la mayor parte de las resistencias a la insulina y los estados de hiperinsulinemia, inclu-
yendo la obesidad y la diabetes tipo 2 (Friedman y col., 1997). Un tercer miembro de la
familia de los receptores de la insulina es el receptor relacionado con el receptor de la
insulina (IRR). A pesar de homologias similares, IRR es todavia un receptor huérfano
con funcion poco clara y se expresa en algunos tejidos (Klamt y col., 2005). La principal
diferencia en comparacion con el IR y IGF1R es la regién C-terminal que carece de al
menos 50 aminoacidos (Hanke y Mann, 2009).

Sustratos de receptor insulinico. Las proteinas IRS.

Las proteinas IRS median los efectos de la IR/IGF1R en la fisiologia celular y de todo el
cuerpo, incluyendo la reproduccién (Withers, 2001). Al menos 11 sustratos intracelula-
res de la IR/IGF1R han sido identificados y cuatro de ellos pertenecen a la familia de las
proteinas IRS y han sido nombrados IRS1-4 (Taniguchi y col., 2006). Las proteinas IRS
tienen dominios con homologia plecstrina (PH) y dominios de unién a fosfotirosina
(PTB) cerca de la N-terminal que produce la alta afinidad de estos sustratos para la
IR/IGF1R.

El dominio PH atrae proteinas IRS a la membrana en la zona prdxima al IR/IGFIR y el
dominio PTB se une a fosfotirosina 960 situado en una NPXY (asparragina-prolina-
Unspecified-Tirosina} en la regién yuxtamembrana del IR/IGF1R (Bidinger y Kahn,
2006), pero la obstaculizacién de estas interacciones por la fosforilacion seri-
na/treonina afecta negativamente a la sefializacion de la insulina (Voliovitch y col.,
1995). El centro y C-terminal contienen hasta 20 sitios potenciales de fosforilacién de
la tirosina que después de la fosforilacion por el IR / IGF1R, se unen a moléculas adap-
tadoras intracelulares que contienen dominios de homologia SRC-2 (SR2), tales como
la subunidad reguladora p85 de fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), o la proteina de
union del factor de crecimiento2 (GRB2), que lleva a la activacidon de cascada de la pro-
teina quinasa RAS-mitdgeno-activada (Taniguchi y col., 2006). La fosforilacidon Seri-
na/treonina adyacente a los sitios de fosforilacién de tirosina impide la unién de los
dominios SH2 de las proteinas IRS, inhibiendo asi la sefializacién de la insulina (Boura-
Halfon y Zick, 2009).
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Vias de seiializacion de la insulina.

Una vez que la insulina interacciona con su receptor y éste es activado, se inicia el en-
cendido de cascadas de sefializacidn a través de un orquestado niumero de interaccio-
nes proteicas.

La insulina a través de su receptor activa dos vias principales de transduccion: la via de
la fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K) y la via de las quinasas activadas por mitégenos
(MAP quinasas), que se encargan de llevar a cabo la mayoria de las acciones de la insu-
lina asociadas a la regulacion del metabolismo energético, de la expresion genética y
de los efectos mitogénicos (Virkamaky y col., 1999).

Via de seiializacion de las MAP quinasas.

Los efectos de la insulina en la regulacién de la sintesis de proteinas son mediados
principalmente a través de la activacidn de la via de sefializacion de las MAP quinasas.

La fosforilacién de los residuos de Tyr del dominio citoplasmatico del IR, promueve la
asociacion de la proteina Shc, la cual une al complejo Grb2/SOS.

SOS es un factor recambiador de nucleétidos de guanina (GEF), capaz de activar a Ras.
La activacién de Ras (GTP-Ras) inicia el encendido de la cascada de las MAP quinasas.
GTP-Ras se une y activa a Raf-1 que subsecuentemente lleva a la fosforilacién y activa-
cion de la via, que involucra el reclutamiento y activacion de MEK (también llamada
guinasa de MAP quinasa) y de las quinasas reguladas extracelularmente: ERK1 y ERK2.

Alternativamente a esta via de sefializacion que lleva a la activacion de las ERK1 y ERK2
(conocidas genéricamente como MAP quinasas), la insulina es capaz de activar a estas
proteinas por una via independiente de Shc, pero que depende de la activacidon del
sustrato del receptor de insulina (IRS). Cuando se activa el IRS se produce la unién al
complejo Grb2/SOS y a partir de este punto la secuencia de activacion de proteinas es
la misma que en el caso de Shc.

Las MAP quinasas tienen una amplia gama de sustratos potenciales, incluyendo facto-
res de transcripcion y otras quinasas, que participan principalmente en la regulacién
de la expresién genética en tejidos sensibles a la insulina pero no en la regulacion del
transporte de glucosa (Virkamiy col., 1999).

Via de sefializacion de la PI3K

La via de la PI3K es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones
en el metabolismo de la glucosa y de lipidos.

La transduccion de sefales a través de la via de PI3K se inicia cuando el receptor activo
y autofosforilado, interacciona con las proteinas de sustrato de receptor insulinico IRS
y lo fosforila. Las proteinas de IRS contienen un dominio amino-terminal de homologia
a pleckstrina (dominio PH) altamente conservado, seguido por un dominio de unién a
fosfotirosinas (PTB), que en conjunto permiten el acoplamiento del IRS al IR activo.

Ademas, las IRS contienen entre 8 y 18 sitios potenciales de fosforilaciéon (en funcién
del tipo de IRS, de las que se conocen 4 isoformas, IRS-1 a IRS- 4, que al ser fosforiladas
por el IR, se convierten en sitios de unién y activacién de proteinas que contienen do-
minios SH2, muchas de las cuales funcionan como proteinas adaptadoras, como es el
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caso de PI3K, Grb2 (proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento), Crk Il, SHP-
2 (proteina tirosina fosfatasa con homologia a Src), entre muchas otras (Virkami y col.,
1999).

Mecanismos de regulacion de la sefial de insulina

La duracion y extension de las sefiales inducidas por accién de la insulina son altamen-
te reguladas para promover el adecuado funcionamiento metabdlico, el balance ener-
gético y el mantenimiento del peso corporal.

El control de las acciones de la insulina se lleva a cabo gracias a mecanismos muy finos
de autorregulacién (desensibilizacion homologa), en donde enzimas de la misma via
que fueron activadas por accién de la insulina inhiben la actividad de proteinas claves
de la senalizacién, como lo son el IR o sus sustratos IRS.

Alternativamente, sefiales de vias no relacionadas a la de la insulina pueden inhibir su
sefalizacion a través de mecanismos de desensibilizacion heterdloga. De esta forma,
tanto el IR como su principal sustrato, el IRS, se encuentran sujetos a una combinacion
de mecanismos de desensibilizacion homodloga y heterdloga.

Regulacién en el receptor de insulina (IR).

Una vez que la insulina se une con el IR, el complejo insulina-receptor es internalizado
hacia los endosomas primarios, principalmente mediante su inclusién en vesiculas re-
cubiertas de clatrina, en donde el IR permanece activo y completamente fosforilado. El
pH acido de los endosomas induce la disociacién de la insulina del IR; una vez que la
insulina se disocia, ésta es degradada por accién del enzima insulinasa acida endoso-
mal y el IR es reciclado a la membrana celular. Sin embargo, en condiciones de estimu-
lacion prolongada con niveles saturantes de insulina, el IR es transportado a los liso-
somas para su degradacion. (Carpentier y col., 2002).

De esta forma la internalizacion, el reciclamiento y la degradacion del IR determinan el
numero de receptores presentes en la superficie celular disponibles para la unién de la
insulina. Aunque la internalizacion del IR juega un papel crucial en la atenuacién de los
efectos de la insulina, también se ha sugerido que es importante en la activacion de
Shcy la via de las MAP quinasas.

Este fino mecanismo de regulacidon del numero y de la activacion del IR en la membra-
na plasmatica es crucial para determinar la sensibilidad celular a la insulina, no uUnica-
mente en condiciones fisioldgicas sino también en condiciones patoldgicas incluida la
resistencia a la insulina (Carpentier y col., 2002).

Se ha postulado que el grado de activacion del IR esta determinado por acciones
opuestas a su fosforilacion en residuos de Tyr. Un mecanismo de regulacion de la sefial
de insulina que actualmente es sujeto de un gran nimero de estudios, involucra la des-
fosforilacidon de residuos claves de Tyr en el asa de activacion del receptor por la acti-
vacion de proteinas fosfatasas de Tyr PTPs.

Las PTPs se clasifican en dos categorias: PTPs citosdlicas y PTPs de membrana y ambos
grupos han sido identificados como reguladores de la actividad del IR. Con respecto a
las PTPs localizadas en la membrana PTP al parecer juegan un papel importante en la
regulacién de la fosforilacion del IR. En particular se ha observado que LAR (fosfatasa
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relacionada al antigeno comun de leucocito) interactia con el IR y lo desfosforila.
(Chengy col., 2002).

Sin embargo, las evidencias experimentales mas importantes de la participacién de las
PTPs en la regulacidn de las acciones de la insulina provienen de estudios realizados
con PTPs citosdlicas, principalmente con la PTP-1B y SHP- 2. PTP-1B no Unicamente
disminuye la sefial de la insulina cuando ésta es sobre expresada, sino también se aso-
cia al IR en células intactas, lo ques ugiere que puede funcionar como un regulador de
las acciones de la insulina in vivo (Cheng y col., 2002).

De manera interesante la eliminacién del gen PTP-1B en ratones "knock out" muestra
un aumento en la sensibilidad a la insulina relacionado a un incremento en el estado
de fosforilacidn en residuos de Tyr del receptor. (Cheng y col., 2002).

Adicionalmente, se ha observado que la desfosforilacion del IR por esta fosfatasa indu-
ce una disminucion en la incorporacion de glucosa en tejido muscular y adiposo y alte-
raciones a nivel metabdlico. De esta forma, la inhibicién de la PTP-1B resulta ser un
atractivo blanco para el disefio de drogas que incrementen la sensibilidada la insulina.
(Chengy col., 2002).

Otra PTP citoplasmica de interés es SHP-2, la cual contiene dos dominios SH2 que le
permiten asociarse a diferentes proteinas durante la sefializacion de la insulina.

Sin embargo, el papel de SHP-2 en la regulacion de las acciones de la insulina parece
ser diferente en comparacion con PTP-1B, ya que diferentes estudios parecen demos-
trar que SHP-2 puede tener efectos reguladores positivos y negativos en las acciones
de la insulina. En el caso de los efectos negativos, se ha encontrado que SHP-2 se une
al IRy a la proteina IRS-1 y que esta union lleva a la inactivacion por desfosforilacion de
ambas proteinas. (Chengy col., 2002).

Sin embargo, también existen evidencias que involucran a SHP-2 como un regulador
positivo en la via de Ras/MAPK. Estos resultados evidencian la necesidad de mas estu-
dios sobre el papel de las PTPs como reguladores de las acciones de la insulina (Cheng
y col., 2002).

La fosforilacion en residuos de Ser/Thr ocurre en respuesta a la insulina como un me-
canismo que modula su sefializacion intracelular. Existe evidencia de que un aumento
en la fosforilaciéon del IR en residuos de Ser/Thr altera su autofosforilacion en respues-
ta alainsulina.

Diversos estudios han demostrado la participaciéon de la PKC como quinasa clave en la
regulacion de la actividad del IR, ya que media su fosforilacidon en las regiones yuxta-
membranal, catalitica y carboxilo terminal. (Ebina y col. 1985)

Aunque no es claro el papel de la fosforilacion de cada uno de estos residuos en el es-
tado de autosfosforilacion del IR o en su actividad de quinasa, varios de estos sitios se
encuentran en cercana proximidad a los sitios de autofosforilacion del IR o se encuen-
tran dentro del sitio catalitico y podrian, por tanto, alterar la conformacion del IR o el
acceso a residuos de Tyr clave en su activacion. (Youngren. 2007; Paz y Zick. 2002).
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Regulacion en el sustrato del receptor (IRS).

Después del estimulo con insulina, la IRS-1 se fosforila de manera notable, no Unica-
mente en residuos de Tyr sino también en residuos de Ser/Thr. De un total de 232 re-
siduos de Ser/Thr presentes en IRS-1, a la fecha se han identificado alrededor de 70 re-
siduos como sitios potenciales de fosforilacion para diferentes quinasas (conocidas
como quinasas de IRS).

Actualmente se sabe que, en la mayoria de los casos, la fosforilacién de estos residuos
esta implicada en mecanismos de atenuacion de la sefial de insulina que desacopla la
unién del IRS de proteinas efectoras de la via de insulina como la PI3K.

La fosforilacion en residuos de Ser/ Thr de IRS puede llevarlo a desacoplarse del IR lo
que altera su capacidad de experimentar fosforilacion en residuos de Tyr, su disocia-
cién de complejos intracelulares que lo mantienen en cercania con el IR, su degrada-
cién, o bien, convertirlas en proteinas inhibidoras de la actividad de quinasa del IR
(Gual y col., 2005).

Se han identificado varios residuos de Ser/Thr como blancos potenciales de fosforila-
cién de quinasas de IRS que afectan su activacion. Entre ellos se encuentran la Ser307,
fosforilada por la quinasa del N-terminal de c-Jun (JNK) y por mTOR; la Ser794, fosfori-
lada por la quinasa inducible por sal-2 (SIK-2); la Ser616, fosforilada por ERKy mTOR; la
Ser636, fosforilada por ERK y mTOR/S6K1; la Ser323 fosforilada por PKC, y la Ser1101,
fosforilada por PKC. En todos los casos, la insulina lleva a la activacion de las quinasas
mencionadas, resultando en la disminucién de la sefalizacion (Engelmany col., 2006).

Youngren (2007) ha demostrado que la familia de proteinas supresoras de proteinas
de sefializacion de citoquinas (SOCS) juega un papel importante en regular negativa-
mente la activacion de IRS, ya sea por interacciones directas o indirectas. Se ha demos-
trado que su expresion es inducida por el tratamiento con la insulina en varios tejidos y
lineas celulares. Cuando se induce la sintesis de las proteinas SOCS, éstas son capaces
de asociarse con las proteinas IRS, alterando su estructura y su unién al IR y a las pro-
teinas efectoras como la PI3K. Ademas, se ha observado que la asociacién de SOCS con
IRS promueve su degradacidn y disminucién en el nimero de células positivas (Youn-
gren, 2007).

Mecanismos de regulacidon “aguas abajo” de IRS.

Las fosfatasas de lipidos que desfosforilan los productos de la activacion de PI3K estan
involucradas en la regulacién de la via de insulina aguas abajo de IRS. Entre éstas se
encuentran SHIP-2 (inositol fosfatasa con dominio SH2), y PTEN (fosfatasa y homdlogo
de tensina removido en el cromosoma 10), proteinas fosfatasas que inducen la desfos-
forilacién del PIP3 en las posiciones 5'y 3', respectivamente, generando fosfatidilinosi-
tol 3,4 bisfosfato, y fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato. (Le Roith y col., 2003).

Al parecer, estas desfosforilaciones en los lipidos de la membrana tienen efectos bio-
l6gicos diferentes. Por ejemplo, PTEN parece funcionar como supresor de tumores ya
que se ha observado que mutaciones en esta enzima llevan a sindromes neoplasicos
sin tener efectos metabdlicos. Sin embargo, en el raton "knock out" de SHIP-2 hay un
incremento en la sensibilidad a la insulina debido a un aumento en la produccién de
PIP3 y por la tanto a un aumento en la actividad de proteinas que actian mas alla de
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PI3K y que estan involucradas en procesos relacionados con el trasporte de glucosa (Le
Roith y col., 2003).

Resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina es un estado patoldgico en el que las células que ordinaria-
mente responden a la insulina dejan de hacerlo. Los individuos con resistencia a la in-
sulina estan predispuestos al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), ademas de
asociarse frecuentemente con un numero importante de desordenes de salud entre
los que se encuentran obesidad, hipertension, infecciones crénicas y enfermedades
cardiovasculares. Por lo anterior, entender los mecanismos que favorecen el desarrollo
de la resistencia a la insulina con el fin de generar tratamientos que ataquen esta con-
dicién, ha sido y seguird siendo tarea de muchos grupos de investigacion.

Metabdlicamente, de manera general, la resistencia a la insulina se manifiesta por una
disminucién en el transporte de glucosa inducido por la insulina en adipocitos y muscu-
lo esquelético, un aumento de la produccion de glucosa hepdtica y alteraciones en el
metabolismo de lipidos en tejido adiposo y hepdatico (Le Roith y col., 2003; Bhattachar-
yay col., 2007).

Molecularmente, los mecanismos por los que se genera la resistencia a la insulina pue-
den ser diversos y variar de un individuo a otro. Sin embargo, la resistencia a la insulina
es la consecuencia de una deficiente senalizacion de la insulina causada por mutacio-
nes o modificaciones post-traduccionales del IR o de las moléculas efectoras de su ac-
tivacion.

En algunos casos, la resistencia a la insulina se debe a un defecto en la unién de la insu-
lina a su receptor, pero mas a menudo se atribuye a alteraciones posteriores a la unién
de la insulina, que alteran desde la funcionalidad de su receptor hasta la actividad de
las proteinas efectoras y que desempefian funciones importantes en la sefializacion in-
tracelular desencadenada por la insulina (Le Roith y col., 2003).

Entre las alteraciones mas comunes se encuentran la disminucién en el nimero de re-
ceptores y de su actividad quinasa; un aumento en el estado de fosforilacién en resi-
duos de Ser/Thr de proteinas clave del receptor y su sustrato; la disminucidn de la acti-
vidad de las quinasas PI3K y Akt, y defectos en la expresién y funcién del transportador
GLUT4 (Sesti, 2006).

De estas alteraciones el aumento en la fosforilacion en residuos de Ser/Thr a nivel del
IRy de las IRS, ha sido considerado como uno de los mecanismos clave en el desarrollo
de la resistencia a la insulina. Un aumento en el estado de fosforilacién de ambas pro-
teinas puede alterar su asociacion a otras proteinas, bloquear sitios de fosforilacién en
Tyr, disminuir su activacion e inducir su degradacion (Le Roith y col., 2003; Bhattachar-
yay col., 2007).

La importancia de un aumento en el estado de fosforilacion en residuos de Ser/Thr de
las proteinas IRS también ha sido documentado en estudios clinicos, en donde se ha
demostrado que en higado, musculo y tejido adiposo de pacientes obesos(tejidos que
desempeiian un papel importante en el desarrollo de la resistencia a la insulina), la ex-
presion de las proteinas IRS-1 disminuye alrededor del 54%, y este aumento en la de-
gradacion de IRS puede estar dado por un aumento en la fosforilacion de IRS en resi-
duos de Ser/Thr. (Bhattacharya y col., 2007)
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Varios agentes y condiciones metabdlicas han sido implicados como inductores de la
resistencia a la insulina. Los mas comunes son los acidos grasos libres y sus metaboli-
tos; el factor de necrosis tumoral (TNF) y otras citoquinas; hormonas catabdlicas como
la epinefrina, el glucagén y la angiotensina Il y hormonas secretadas por el tejido adi-
poso como la resistina.

De esta forma parece que la resistencia a la insulina es consecuencia de la accién de
una multitud de diferentes inductores. Por ejemplo, el incremento la concentracién
plasmatica de acidos grasos libres se encuentra asociado con muchos estados de resis-
tencia a la insulina, incluyendo obesidad y DM2. En humanos, el contenido y composi-
cion de triglicéridos y fosfolipidos en musculo correlaciona directamente con la pre-
sencia de resistencia a la insulina. (Bhattacharya y col., 2007)

Inicialmente, el incremento en la concentracién plasmatica de acidos grasos libres, in-
duce resistencia a la insulina por la inhibicién del transporte de glucosa estimulado por
la insulina, que es seguido por una reduccion en la sintesis de glucégeno en musculo y
la oxidacion de la glucosa. Estudios a nivel molecular han determinado que el incre-
mento en la concentracion de acidos grasos libres puede llevar a cambios en la expre-
sion del IR y alterar, tanto la unién de la insulina con el receptor como el estado de fos-
forilacidon de su dominio de quinasa. Asi mismo, pueden inhibir la activacién de la en-
zima PI3K dependiente de IRS-1. (Bhattacharya y col., 2007)

La inhibicion de la PI3K por los acidos grasos libres ha sido asociada a un aumento en la
fosforilacion en residuos de Ser/Thr del IRS-1. Recientemente se ha descrito que los
acidos grasos libres también pueden alterar la activacion de Akt debido a un aumento
en la cantidad de ceramida y diacilglicerol en células musculares en cultivo (Bhatta-
charyay col., 2007).

23



El Testiculo.

Organizacion anatdmica e histoldgica.

El testiculo es la gobnada masculina. Esta cubierto por una dura cdpsula fibrosa de teji-
do conjuntivo llamada la tunica albuginea y tiene dos grandes compartimentos, el es-
pacio intersticial y el espacio de los tubulos seminiferos. El compartimento intersticial
contiene macrofagos, fibroblastos, las fibras nerviosas, vasos sanguineos y linfaticos. El
tipo de célula mas abundante en el intersticio es la de células de Leydig, la principal
fuente de testosterona (Moriy Cristensen, 1980).

Los tubulos seminiferos son bucles contorneados que tienen dos extremos conectados
en el principio del sistema del conducto (rete testis) por los tubulos rectos (tubuli rec-
ti). Aunque numerosas circunvoluciones estan presentes en cada bucle, los tubulos se
enderezan entre circunvoluciones y viajan en gran medida en la direccion del eje largo
del testiculo. Esto conduce a una agrupacion organizada de tumulos dentro de todo el
organo. Como resultado, una seccién histoldgica transversal al eje longitudinal del tes-
ticulo permite visualizar secciones transversales de los tubulos, mientras que un corte
histoldgico que siga la direccidén de dicho eje da lugar a secciones longitudinales de los
tubulos (Russell y col., 1990).

El compartimento de los tubulos seminiferos: esta limitado por el endotelio linfatico,
células mioides peritubulares y elementos acelulares. que forman conjuntamente la
[dmina propia, el tejido que envuelve los tubulos. Las membranas basales se encuen-
tran entre las células endoteliales linfaticas y entre las células mioides peritubulares y
las células dentro de los tubulos.

Las células mioides peritubulares son contractiles y se cree que proporcionan la fuerza
motriz importante para el movimiento del fluido y la propulsién de los espermatozoi-
des a través de los tubulos seminiferos (Russell y col., 1989; Holstein y col., 1996).

Junto con la [dmina basal, las células mioides proporcionan el apuntalamiento estruc-
tural en el cual descansan las células de Sertoli y las células del compartimento basal
del resto epitelio seminifero. Por su direccién y su relacidn con las células germinales,
podria decirse que las células de Sertoli proporcionan gran parte de la organizacion es-
tructural del epitelio seminifero.

Dentro de la membrana basal, los tubulos seminiferos estan revestidos por un epitelio
columnar que engloba las células germinales y las células somaticas de Sertoli.

Las células de Sertoli adyacentes se unen entre ellas por uniones especializadas para
formar una barrera de difusién, la barrera sangre-testiculo, que divide el tubulo semi-
nifero en dos compartimentos concéntricos funcionales, basal (periférico o marginal) y
adluminal (profundo).

El compartimento basal se compone de células de Sertoli, espermatogonias, y espema-
tocitos preleptoteno-leptoteno (Wagner y col., 2008).

En el compartimento adluminal, los espermatocitos primarios se dividen y se diferen-
cian en células germinales en etapas mds avanzadas de la espermatogénesis. La fun-
cion de la barrera sangre-testiculo es crear un micro-ambiente controlado, proporcio-
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nar los nutrientes, mitégenos apropiados, y los factores de diferenciacion, asi como un
ambiente protegido inmunolégicamente, necesario para el completo desarrollo de las
células germinales (Yan y col., 2008).

Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso de desarrollo ciclico y altamente coordinado y uno
de los sistemas de auto-renovacion de mas alta productividad en el cuerpo.

Se completa después de aproximadamente 4,5 ciclos y dura unos 30-75 dias en los
mamiferos (Russell y col., 1990); en ratones un ciclo dura aproximadamente 38 dias.

La espermatogénesis es por tanto un ciclo continuo de diferenciacidn celular que cons-
ta de tres fases principales: la renovacion y la proliferacion de espermatogonias, la
meiosis, y espermiogénesis. Se inicia con la division de las células madre de esperma-
togonias para formar espermatocitos primarios en preleptoteno, que se someten a
una replicacion final del DNA nuclear antes de entrar en la profase meiotica.

La meiosis sucede cuando los espermatocitos primarios se desarrollan desde la etapa
preleptoteno a leptoteno, zigoteno, paquiteno, y finalmente diploteno. Los esperma-
tocitos primarios en diploteno pasan por dos divisiones meidticas y dar lugar a esper-
matidas redondas. Posteriormente, las espermatidas redondas entran en la espermio-
génesis y sufren cambios morfoldgicos drasticos sin divisién celular para formar es-
permatidas alargadas vy, por ultimo, los espermatozoides maduros (Clermont, 1972).

Este proceso complejo esta dirigido por la expresion de miles de genes codificadores
de proteinas que desempefian papeles esenciales durante fases especificas del desa-
rrollo de las células germinales. A su vez, la expresion de esos genes esta regulada du-
rante el desarrollo de la espermatogénesis. Ambos mecanismos de control transcrip-
cional y traduccional son los responsable de los patrones de expresién temporales y de
etapa especifica (Hech, 1998; Eddy y O’Brien, 1998). Las espermatidas alargadas libe-
radas en el lumen de los tubulos seminiferos no tienen la capacidad para fertilizar un
ovulo. Adquieren esta capacidad de forma gradual mientras transitan por el epididimo,
cuando se exponen al fluido eyaculatorio, y sobre todo durante su viaje en el aparato
genital femenino. La capacitacién, que puede ser inducida in vitro, consiste en una se-
rie de modificaciones bioquimicas y fisioldgicas que hacen que el esperma sea capaz de
fertilizar un ovocito (Plante y col., 2012) y es un paso clave en la maduracién del es-
perma.

Células de Sertoli

Las células de Sertoli desempeiian un papel principal en el desarrollo funcional del tes-
ticulo y son las primeras células en diferenciarse de forma reconocible en la génada fe-
tal indiferenciada, una situacién que permite la formacién de los cordones seminiferos,
la prevencidn de la entrada de las células germinales en la meiosis y la diferenciacién y
funcion de las células de Leydig (Mackat, 2000).

Sin el apoyo fisico y metabdlico de las células de Sertoli, las células germinales, la dife-
renciacién, la meiosis, y la transformacién en espermatozoides no ocurririan (Sharpe y
col., 2003). Ademas, el nimero de células de Sertoli determina el tamafo de los testi-
culos y el numero de células germinales que pueden ser mantenidas durante la esper-
matogénesis, determinando asi el nimero de espermatozoides que se puede producir
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(Orth y col., 1988). Las diferencias en el tamafio de los testiculos entre las especies y
dentro de las cepas son explicables por las diferencias en el nimero de células de Ser-
toli, Ademas, el tamafio de los testiculos y el numero de espermatozoides en el eyacu-
lado muestran una clara relacién lineal en los seres humanos (Sharpe y col., 2003).

El establecimiento de un nimero adecuado de células de Sertoli en la pubertad es cru-
cial para la futura fertilidad masculina y el nimero de células de Sertoli presente en el
testiculo adulto depende de la duracidn de la fase de proliferativa y la tasa de division
durante esa fase (Sharpe y col., 2003).

En ratas, la proliferacion de células de Sertoli comienza durante la vida fetal y se com-
pleta en aproximadamente 16 dias después del parto (Wangy col., 1989). La actuacion
de la hormona foliculo estimulante (FSH) es un factor critico para determinar la tasa de
division de las células de Sertoli (Griswold, 1998), modulada por la actuacién de otros
factores (Wagner y col., 2008). Las hormonas tiroideas estan involucradas en la deter-
minacién de la duracion de la division de las células de Sertoli y pueden estar implica-
das en los cambios de maduracién que disminuyen y eliminan respuestas mitogénicas
a la FSH (Holsberger y col., 2005).

Esteroidogénesis en el testiculo

La testosterona es producida por las células de Leydig y se une al receptor de andrége-
nos (AR) para modular la transcripcion de genes en las células diana, tales como células
de Sertoli (Quigley y col., 1995).

El desarrollo y el mantenimiento del fenotipo masculino y la fertilidad en adultos son
altamente dependientes de los androgenos. La testosterona controla el desarrollo del
sistema reproductor masculino y las caracteristicas sexuales secundarias, activa el eje
hipotalamo-hipoéfiso-gonadal, masculiniza el cerebro, regula el comportamiento sexual,
provoca la diferenciacién de los testiculos e inicia y mantiene los procesos de la es-
permatogénesis (Payne y Russell, 1996; McLachlan y col., 2002).

Postnatalmente, la produccidén de testosterona es impulsada por la hormona luteini-
zante (LH), que se une a los receptores de LH regulando su actividad y regulando su
expresion en las células de Leydig; la LH actuando sobre las células de Leydig mantiene
la concentracion local y periférica de los andrégenos requerida para el desarrollo hor-
monal y reproductivo (Huhtaniemiy Toppari, 1995; Dufau, 1988) .

La LH unida a su receptor también estimula la activaciéon de la via MAPK que es un
componente critico de la proliferacidn de las células de Leydig y su supervivencia (Shi-
raishi y Ascoli, 2007). La importancia de la sefalizacién MAPK en las células de Leydig
ha demostrado que mediante la supresion selectiva de ERKI y ERK2 causa infertilidad
(Shiraishi y Ascoli, 2007).

El eje somatotrofico y el crecimiento.

El crecimiento en los mamiferos implica diversas vias de sefalizacién y esta controlado
por factores de crecimiento y hormonas; principalmente consiste en un predominio de
la proliferacién celular sobre la apoptosis, lo que conduce a un aumento del numero
total de células.
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Durante el desarrollo del ratén, este proceso comienza en la embriogénesis temprana
en la etapa de blastocisto y dura hasta unos 4-5 meses de edad. La GH y la IGF1 ejer-
cen efectos directos e indirectos en practicamente todos los érganos del cuerpo y se
cree que la GH juega un papel importante en el crecimiento y el desarrollo testicular ya
que su deficiencia en el humano se asocia con testiculos anormalmente pequefios (Spi-
teri-Grech y Nieschlag, 1992).

También se ha demostrado que la GH afecta directamente a la esteroidogénesis, la es-
permatogénesis, y la diferenciacidn de los testiculos asi como la secrecién de gonado-
tropina y su capacidad de respuesta (Spiteri-Grech y Nieschlag, 1992; Zachmann,
1992).

La GH es un importante regulador del crecimiento postnatal, a pesar de que juega un
papel minimo en el crecimiento embrionario al contrario que la expresion del receptor
de la hormona de crecimiento (GHR) en embriones (Pantaleon y col., 1997), por lo tan-
to, la falta de accién de la GH no perjudica el crecimiento prenatal (Fowden, 1995).

IGF1 e IGF2 son parte de un sistema de sefializacion promotor del crecimiento (Efstra-
tiadis, 1998), donde IGF2 es esencial para el crecimiento embrionario normal (De Chia-
ra y col., 1990; 1991) e IGF1 tiene funcidn continua durante todo el desarrollo (De
Chiaray col., 1991; Liu y col., 1993).

Existen evidencias considerables de que la GH y la IGF1 producida sistémica y local-
mente, ejercen efectos estimulantes, sinérgicos, o permisivos en cada nivel del eje Hi-
potalamo-hipofiso-gonadal. En consonancia con la multitud de acciones causadas por
GH y IGFI, GHR y IGF1R que se expresan en el cerebro y los testiculos (Nyberg y Bur-
man, 1996; Lobie y col., 1990: Schneider y col., 2003).

Sin embargo, las acciones de IGF1 en muchos de estos sitios representan no sélo las
acciones endocrinas en respuesta a GH, sino también los efectos paracrinos del IGF1
producido localmente, que puede ser regulada de forma independiente de GH. Esta
bien documentado que la produccion local de IGF1 juega un papel importante en el
control de la funcién paracrina de diferentes tipos de células en el testiculo (Chandras-
hekar y col., 2004).

Ademas, la produccién tanto de GH e IGF1 estd activada por la ingesta de energia y la
maduracién sexual parece estar vinculada mas estrechamente con el crecimiento que
con la edad cronoldgica.

Regulacion del desarrollo testicular.

En ratones, las gonadas se forman en el dia embrionario (E) 10.0-10.5 y consisten en
células somaticas y células germinales primordiales migratorias (Maatouk y col., 2008).

El fenotipo masculino es especificado por la presencia de la regién determinante del
sexo del cromosoma Y (SRY), que desencadena la diferenciacién de las células de Ser-
toli y, posteriormente, las células de Sertoli funcionan como los centros de organiza-
cién para dirigir la diferenciacidon de los testiculos. Las alteraciones en la expresion de
SRY estan asociados con la diferenciacion sexual anormal y en ausencia de SRY las goé-
nadas XX o XY no desarrollan testiculos (Maatouk y col., 2008; Tevosian y col., 2002;
Albrecht y col., 2003).
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Los ratones XY mutantes para IR, o para IGF1R y IR, desarrollan ovarios y exhiben un
fenotipo completamente femenino y muestran expresidn reducida de Sry y Sox9 (SRY
box que contiene el gen 9), demostrando que se requiere la via de sefalizacién de la
insulina para la determinacién del sexo masculino (Nef y col., 2003).

En las células somaticas genitales XY, la expresidon de SRY comienza en E10.5, tiene su
pico en E11.5 y mengua en E12.5. Unas horas mas tarde la expresion de SOX9 es pre-
regulada para inducir la diferenciacidn de las células de Sertoli. La expresion de SOX9
tiene su pico en E11.5-12.5 y continua siendo expresado en las células de Sertoli des-
pués del nacimiento y a lo largo de la edad adulta (Kashimada y Koopman, 2010).

Los miembros de la familia del factor de transcripcion globina (GATA) se conservan a
través de la evolucidn en diferentes especies y GATAL se expresa en células de Sertoli
de ratén desde el dia postnatal 7 coincidiendo con la primera ola de la espermatogé-
nesis en ratones prepuberes (Yomogida y col., 1994).

Las células de Sertoli son células irregulares, altas que forman epitelios columnares y
un examen de las cadherinas en el testiculo ha demostrado que estdn presente en las
células de Sertoli (Wu vy col., 1993). La nestina es una proteina de filamentos interme-
dios y se expresa en las células de Leydig (Lobo y col., 2004). La Box Proteina (DDX4)
4ATP-dependiente de RNA helicasa DEAD (Asp Glu Ala Asp) se expresa en los esperma-
tocitos de todos los animales y se conserva evolutivamente desde Drosophila melano-
gaster hasta los mamiferos (Hickford y col., 2011).

El control apropiado del ciclo celular es vital para la proliferacién y el crecimiento de
células, érganos, y organismos. El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es
un miembro de la familia de deslizamiento abrazadera de DNA que funciona para pro-
porcionar polimerasas con la alta capacidad de procesamiento requeridas para dupli-
car un genoma completo. El PCNA interactia con multiples proteinas que estan impli-
cadas en las vias metabdlicas, la reparacion del DNA, y la regulacién del ciclo celular
(Maga y Huhscher, 2003). Las espermatogonias son el Unico tipo de células dentro de
los tubulos seminiferos de ratones adultos que proliferan por mitosis y por lo tanto se
acepta que el PCNA intranuclear es un marcador de espermatogonias en el adulto.

El factor de células madre es producido por las células de Sertoli y se une a su receptor
c-kit en las espermatogonias y sus interacciones juegan un papel importante en la re-
gulacién de la espermatogénesis y se cree que también para regular la proliferacién de
células germinales, la meiosis, y la apoptosis (Feng y col., 2000).

Durante el desarrollo, las células se vuelven espermatogénicas varias veces. La progre-
sion del ciclo celular depende de la actividad de una serie de complejos ciclina/ciclina-
quinasa dependiente (CDK) y la funcién de los complejos ciclina D / CDK4 como princi-
pales integradores de las cascadas de sefalizacion mitogénica y la del ciclo celular por
fosforilacidn y la inactivacién de proteinas de retinoblastoma, lo que lleva a la disocia-
cién de la transcripcion de factores E2F y regulacion de la transcripcidon de genes im-
portantes para la transicién G1 /Sy de la progresidn del ciclo celular a través del punto
de restriccion G1 / S (Lange y Yee, 2011). El p27kip1 inhibidor de CDK regula la transi-
cién G1 / Sy su expresion se asocia con la inhibicion de la proliferacién. La inmunoex-
presion de p27kipl en el testiculo en desarrollo coincide con maduracién de las células
de Sertoli (Sharpe y col., 2003).
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Anomalias metabdlicas y endocrinas que influyen en la funcion reproduc-
tora.

En los mamiferos la reproduccién es controlada por el eje hipotdlamo-hipofisario-
gonadal pero también se ve afectada por los cambios en la homeostasis de la energia y
el metabolismo. La restriccién dietética severa, estados catabdlicos, y cortos periodos
de privacién de calorias perjudican la fertilidad. (Sharpe, 2010).

Del mismo modo, en ambos géneros, la obesidad estd asociada a condiciones estériles
tales como sindrome de ovario poliquistico (SOP) (Walters y col., 2012) y el nimero de
espermatozoides bajos (Sharpe, 2010).

El SOP es el trastorno endocrino mas frecuente en mujeres, afecta a un 5-10% de las
mujeres causando infertilidad debido a la disfuncién en la maduracién folicular y la
ovulacion, lo que conduce a ovarios multi-quisticos, hiperplasia endometrial e hipe-
randrogenemia, junto a anomalias metabdlicas que incluyen obesidad, hiperinsuline-
mia, dislipidemia, resistencia a la insulina, aumento del riesgo de diabetes tipo 2, y la
enfermedad cardiovascular (Walters y col., 2012; Sabatini y col., 2011).

La obesidad ha aumentado dramaticamente en todo el mundo durante los ultimos 30
afios y el riesgo de desarrollar enfermedades crénicas como diabetes mellitus, hiper-
tension, enfermedad cardiaca y accidente cerebrovascular se ha incrementado de for-
ma proporcional al nivel de obesidad en hombres y mujeres (Mah y Wittert, 2010).
Hombres y mujeres obesos con un indice de masa corporal de mas de 35 kg/m2 tienen
20 veces mas probabilidades de desarrollar diabetes mellitus (Field y col., 2001), que
se ha relacionado con alteraciones en la fertilidad en hombres y mujeres (Sabatini y
col., 2011: La Vignera y col., 2011; Burks y col., 2000).

Efectos de la obesidad en espermatogénesis

Un factor importante, dependiente del estilo de vida que afecta negativamente a la
espermatogénesis es la obesidad.

En los paises desarrollados, entre el 10-30% de los hombres son obesos (Hammound y
col., 2008), y varios estudios muestran que los hombres obesos tienen tres veces mds
probabilidades de ser infértiles que los hombres no obesos (Hammound y col., 2008;
Magnusdottir y col., 2005).

Ademas, un indice de masa corporal de mas de 25 kg/m2 se asocia con una reduccion
del 25% en la cuenta de espermatozoides y la motilidad de los espermatozoides (Jen-
seny col., 2004; Kort y col., 2006).

Estos cambios pueden deberse a varios factores y las alteraciones en la produccion de
esperma pueden ser secundarias a cambios en hormonas alteradas. La obesidad en los
hombres se asocia con niveles reducidos de testosterona en sangre (Nielsen y col,
2007) y con aumentos de las concentraciones de estradiol, que conducen a una altera-
cion de la relacidn testosterona-estradiol (Hammound y col., 2008).

La supresion de los niveles de estradiol en los hombres obesos por los inhibidores de |a
aromatasa normaliza la relacidn testosterona-estradiol y mejora la calidad del semen
(Raman y Schlegel, 2002).
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Sin embargo, puede haber efectos intratesticulares que no estan relacionados con los
niveles de gonadotropina alterados debido a que la reduccién en los niveles de inhibi-
na B en los hombres obesos es desproporcionadamente mayor que el cambio en los
niveles de FSH, lo que sugiere que puede haber efectos directos del aumento de la
obesidad en la funcién de células de Sertoli (Hammound y col., 2008; Jensen y col.,
2004; Winters y col., 2006).

Alternativamente, otra razén podria ser la existencia de un numero reducido de células
de Sertoli en hombres jovenes obesos (Winters y col., 2006), lo que implicaria un re-
cuento menor de espermatozoides de forma permanente, aunque no se sabe como ni
cuando la obesidad podria conducir a una reduccién en el nimero de las células de
Sertoli (Sharpe, 2010).

Otra explicacién para la reduccion de la espermatogénesis en los hombres obesos po-
dria ser la deposicion de grasa en los vasos sanguineos del escroto, lo que lleva a pro-
blemas de refrigeracion de sangre y elevacion de la temperatura testicular (Shafik y Ol-
fat, 1981) que junto al estilo de vida sedentario de los hombres obesos podria exacer-
bar el aumento de temperatura.

Teniendo en cuenta la alta prevalencia de la obesidad entre los jovenes de hoy e
igualmente prevalencia alta de bajo conteo de esperma, es posible que la epidemia de
la obesidad puede tener un impacto en la espermatogénesis en los hombres jévenes y
también puede hacer que tales individuos sean mas susceptibles a los efectos dafiinos
de otros estilos de vida o exposiciones ambientales.

Diabetes y el papel de IRS2 en la reproduccion.

La senalizacion de insulina también es importante en el testiculo y puede desempeiiar
un papel critico en el desarrollo del testiculo. Los estudios en roedores indican que la
diabetes reduce el numero de espermatozoides, y afecta en diversos aspectos a la re-
produccién masculina (Mah y Witter, 2010; Thakur y col., 2012).

Curiosamente, un estudio en hombres con diabetes ha revelado que ademads de un vo-
lumen de semen ligeramente reducido, los pardmetros del semen como la concentra-
cién de espermatozoides, la produccién total de espermatozoides, la motilidad, y la
morfologia no fueron diferentes entre los hombres diabéticos y no diabéticos, sin em-
bargo habia significativamente mds fragmentacién del DNA nuclear y supresiones del
DNA mitocondrial en el esperma de los pacientes diabéticos, lo que perjudicaria su ca-
pacidad reproductiva (Agbaje y col., 2007).

A pesar de la homologia estructural entre las proteinas IRS, los estudios en ratones
knock out y lineas celulares knock out indican que las diversas proteinas IRS tienen pa-
peles complementarios, mas que redundantes, en la sefializacidn de insulina/IGF1 por-
que una deleccion de cada isoforma tiene una diferente consecuencia bioldgica (Sesti y
col., 2001).

Los ratones que carecen de IRS-1 presentan un profundo retraso en el crecimiento sin
un significativo efecto sobre la reproduccién, pero la diabetes no sobreviene debido al
aumento de la secrecién de insulina para compensar la resistencia leve a la insulina
(Burks y col., 2000; Whiters y col., 1998; Tamemoto y col., 1994; Araki y col., 1994).
Hay fenotipos metabdlicos, endocrinos y de crecimiento minimas sobre la eliminacion
de IRS3 0 IRS4 (Liu y col., 1999; Fantin y col., 2000).

30



Sin embargo, la supresién de IRS2 conduce a la desregulacidn del sistema de la sefiali-
zacion de la insulina, la induccion de resistencia a la insulina y disfuncién de las células
beta del pancreas que se manifiesta en el desarrollo de la diabetes tipo 2 (Winters y
col., 2006).

Las mujeres-IRS2 deficientes son infértiles debido a la reduccién del tamafio de la hipé-
fisis y disminucién de la gonadotropina, una disminucién en las concentraciones de LH
en el plasma, una reduccién en el tamafio del ovario, reduccién del nimero de folicu-
los, y la consiguiente anovulacién (Burks y col., 2000).

La sefalizacién IRS2 en el sistema nervioso central desempefia papeles complejos en la
homeostasis de energia (Choudhury y col., 2005), sin embargo, los eventos de sefiali-
zacion “aguas abajo” de IRS2 en el ovario juega papeles criticos en el desarrollo folicu-
lar y la ovulaciéon mediante la regulacion de los componentes clave del aparato de ciclo
de célula implicada en la coordinacion de la proliferacidn y la diferenciaciéon (Neganova
y col., 2007).

El papel de IRS2 en la reproduccion masculina es en gran parte desconocido. Cuando
ratones machos Irs2 -/- se aparearon con hembras Irs2 -/- no se lograron embarazos
(Burks y col., 2000), lo que indica que el IRS2 juega un papel esencial en la funcién re-
productora. Los apareamientos entre machos Irs2 +/+ y hembras Irs -/- resultaron en
tasas de embarazo del 9% (Burks y col., 2000), indicando que la funcién reproductora
estd gravemente deteriorada en las hembras IRS2-deficientes. Los machos Irs2-
deficientes son procreadores adecuados antes de la aparicion de la diabetes, en esos
estadios el apareamientos entre machos Irs2 -/- y hembras Irs2 +/+ resultaron en tasas
de embarazo de 88,8% (Burks y col., 2000), lo que sugiere que la funcion reproductora
esta ligeramente reducida en los machos IRS2-deficientes.

Sin embargo, los defectos en el metabolismo de carbohidratos debido a IRS2-
deficiencia son mas graves en los machos que en las hembras, por lo que la diabetes se
produce mas rapidamente en los machos y en ese momento no muestran interés en el
apareamiento (Burks y col., 2000).

Aunque las tasas de embarazo de apareamientos entre diferentes genotipos del IRS
indican que la IRS2-deficiencia perjudica ligeramente la funcién reproductiva en los
machos, el fenotipo y los mecanismos son desconocidos.
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Hipotesis y Objetivos del Estudio
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Como hemos comentado anteriormente, las proteinas de sustrato de receptor insulini-
co (IRS) integran sefiales, desde los receptores de insulina y de factor insulinico de cre-
cimiento IGF-1, con otros procesos, para controlar el crecimiento, la funcién y la su-
pervivencia celular, ya que la insulina y el IGF-1 ejercen sus efectos fisioldgicos a través
de la fosforilacion y activacion de las IRS. El amplio papel regulador de IRS-1 e IRS-2 so-
bre el crecimiento y la supervivencia celular pone de manifiesto una via reguladora
comun para el desarrollo, el crecimiento corporal, la fertilidad, la proliferacion neuro-
nal y el envejecimiento (White, 2002).

En este sentido, se ha demostrado que la actuacion de las IRS, IRS-1 e IRS-2, es de gran
importancia dentro del funcionamiento de diferentes érganos y tejidos.

Las IRS y los esteroides gonadales.

Existen numerosos estudios que sugieren la existencia de una relacion entre los estro-
genos y la sensibilidad a la insulina. En diferentes tejidos y modelos experimentales,
tumorales o no, se han descrito interacciones e interrelaciones entre las IRS y los este-
roides gonadales:

En tejidos periféricos se ha demostrado una interrelacion entre la cascada de sefiales
intracelulares desencadenadas por la activacion de los receptores de IGF-1 y los recep-
tores estrogénicos (Lee y col., 1999) y, en cancer de mama, se ha demostrado que el
crecimiento tumoral y la supervivencia celular estan asociados a la expresién de aro-
matasa, receptor estrogénico y las proteinas IRS-1 e IRS-2 y su fosforilacion (Chan y
col., 2001; Thordarson y col., 2001).

La progesterona estimulan la expresién del mRNA y aumentan los niveles de IRS-2 (Cui
y col., 2003; Valen y col., 2005) y el estradiol fosforiliza a IRS-1 e IRS-2 en el utero (Ri-
chards y col., 1998) y regula la degradacién de IRS-1 e IRS-2 en el cadncer de mama,
aumentando la estabilidad de las IRS a través del receptor estrogénico-alfa (Morelli y
col., 2003).

En células HepG2 se ha demostrado que el estradiol aumenta la expresiéon de IRS-2 (Xie
y col., 2003) y, en osteoblastos humanos, se ha demostrado que estradiol y progeste-
rona estimulan la expresiéon del mRNA de IRS-2 y aumenta los niveles y la fosforilacién
de IRS-2 (Huang y col., 2005).

Por otro lado, las alteraciones génicas de IRS que aparecen en el sindrome de ovario
poliquistico podrian ser responsables de la disfuncién de la aromatasa, génicamente
conservada, que se observa en dicha enfermedad (Soderlund y col., 2005).

Ademas, la induccidn de ovario poliquistico con antagonistas de la aromatasa (Kafali y
col., 2004) podria deberse al defecto de estimulo local de IRS por el déficit de estradiol
ya que la resistencia periférica a la insulina observada en este sindrome se asocia a un
defecto en la fosforilacién de IRS-2 (Qiu y col., 2005) y un descenso en la expresién de
IRS-2 en la granulosa ovdérica (Wu y Risto, 2004).
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Las IRS median las acciones bioldgicas de la insulina, factores de crecimiento y citoqu-
cinas. Esta accidon se desarrolla a través de receptores especificos mediados por la fos-
forilacién dependiente de tirosina de las IRS.

La sospecha de la accidn testicular de las IRS se pone de manifiesto al demostrarse,
mediante inmunocitoquimica, la presencia de IRS-1 y, mediante western blotting la de
IRS-1 e IRS-2 en el testiculo (Kokk y col., 2005), lo que sugiere que las vias de sefales
de transduccion para insulina, IGF-1 y algunas citoquinas podria llevarse a cabo a tra-
vés de las IRS en diferentes tipos celulares del testiculo.

Mediante el empleo de ratones knock out para IRS-2 se ha comprobado, ademas, que
las IRS son importantes en la reproduccion, ya que estos animales eran estériles (Burks
y col., 2000; Briining y col., 2000).

Objetivos del Estudio.

El estudio realizado en esta tesis doctoral, pretende analizar las repercusiones provo-
cadas por la ausencia de IRS-2 en las células y la estructura del testiculo; mediante el
empleo de ratones knock out para ambas proteinas.

Con la finalidad de comprobar si la usencia de dichas proteinas altera la funcionalidad y
la estructura testicular. Lo que permitiria valorar los fallos, alteraciones y posibles tu-
mores desarrollados por mutacion o deleccién de los genes implicados en la sintesis de
la IRS; asi como determinar la importancia en estos procesos, previos a la diabetes tipo
2 que dichos ratones desarrollarian poco después como consecuencia de la resistencia
periférica a la insulina y a la apoptosis de las células 3 del pancreas.
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Materiales y Métodos empleados
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Animales empleados para el estudio.

Para alcanzar los objetivos propuestos y llevar a cabo el disefio experimental, hemos
estudiado 20 ratones machos de los que 10 eran ratones wilde type y 10 eran ratones
knock out para IRS2, de 6 y 12 semanas de edad (5 por sexo y edad). Dado que los pro-
genitores knock out son estériles, los animales se obtuvieron a partir de progenitores
heterocigotos.

Genotipaje

La determinacidon de la deleccién-sustitucion de IRS2 se realizé mediante PCR. Para
ello, cuando los ratones tenian 20 dias de edad, se tomé el fragmento distal de la cola
para aislar el DNA.

Extraccidn, aislamiento y purificacion del DNA.

La extraccion, aislamiento y purificacién del DNA se realizé6 empleando el kit de Ro-
che(R) siguiendo las instrucciones del fabricante.

En un tubo de microcentrifuga de 1.5mL y libre de nucleasas se afiadieron: 2 a 5 mm
de la cola del ratén, 200l del tampdn de lisis de tejidos y 40 pl de proteinasa K recons-
tituida. Se mezcld e incubd durante 3 horas a 552C. Transcurrido ese tiempo, con un
jeringa de 1 mL, se aspird la muestra dentro de la jeringa y luego se expulsd, en repeti-
dos ocasiones hasta obtener el lisado. Se afiadieron 200l de tampdn de unién y 100 pl
de isopropanolol; para después centrifugar 5 minutos a 13000 xg.

Tras insertar un tubo de alto filtrado en un tubo de recogida, se pipeted el liquido de la
muestra en el reservorio superior del tubo de filtrado. Todo el tubo ensamblado se
centrifugd 1 minuto a 8000 xg. Después de centrifugar, se retird el tubo de filtrado del
tubo de recogida y se desecharon el liquido filtrado y el tubo de recogida.

Se colocé de nuevo el tubo de filtrado en un nuevo tubo de recogida y se afadieron
500ul del tampon inhibidor de removida al reservorio superior del tubo de filtrado, pa-
ra centrifugar 1 minuto a 8000xg. Después de centrifugar y retirar el tubo de filtrado
del tubo de recogida y desechar el tubo de recogida y el liquido filtrado, se colocé de
nuevo el tubo de filtrado en un nuevo tubo de recogida y se afadieron 500 pl de tam-
pon de lavado al reservorio superior del tubo de filtrado. Posteriormente se centrifugd
1 minuto a 8000x g. Esta operacidn se realizd dos veces. Se centrifugd durante 10 se-
gundos a velocidad maxima y se desecho el tubo de recogida.

Tras insertar el tubo de filtrado en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL limpio y esté-
ril, se afadieron 200 pl del tampdn de elucidn precalentado en el reservorio superior
del tubo de filtrado y se centrifugd durante 1 minuto a 8000 xg. Centrifuga empleada:
centrifuga para eppendorf Hermle Z233 M-2.

Después de esta sucesién de pasos, el tubo de microcentrifuga contenia ya el DNA
eluido que se utilizé inmediatamente o bien, fue almacenado entre 2-82C o bien entre
-152 y -259 para analisis posteriores (dependiendo del tiempo a transcurrir hasta la
realizacion del analisis).

39



Amplificacion del DNA purificado, PCR.

Una vez aislado el DNA se procedio a realizar la amplificacidon del fragmento de DNA
para detectar la deleccidn-sustitucién del gen de IRS2 por el recombinante, Empleando
el kit PCR Master mix de Promega ®, con un volumen de 5 pul de DNA aislado y em-
pleando como primers:

Superior-Recombinante: ctt ggc tac cat gtt gtt att gtc
Inferior-Silvestre: agc tct gga ggt tta ctt tcc tag

La reaccion de amplificacion se realizd mediante 30 ciclos (942C-652C-722C) en un ter-
mocicladorPTC-100 Peltier Thermal Cycler ©.

Una vez amplificado, se realizé una electroforesis en gel de agarosa a 150mV, utilizan-
do una muestra de 20ul de cada producto amplificado en tampdn de carga, con bro-
muro de etidio. Las bandas obtenidas se fotografiaron bajo luz ultravioleta. La figura
MM1 muestra los resultados obtenidos tras la electroforesis.

Figura 2. Electroforesis del DNA
amplificado por PCR para el gen de
IRS2.

En la imagen se aprecian las bandas de
electroforesis obtenidas tras el producto
de amplificacion con PCR del gen silvestre y
el recombinante para IRS2, de los animales
empleados en el estudio. La flecha verde
corresponde con la amplificacién del DNA
de la hembra progenitora y la flecha azul
del macho progenitor. Las flechas amarillas
marcan el DNA amplificado por PCR para
los ratones wilde type empleados en el es-
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Sacrificio de los animales y Extraccion de las muestras.

Antes el sacrificio, se procedi6 a realizar tomas de sangre en condiciones de ayuno y
postprandiales para la determinacion de las glucemias. Todos los animales empleados
en el estudio presentaron glucemias normales entre 85y 105 mg/ml.

Bajo anestesia con isofluorane, los animales fueron decapitados y, entre otras mues-
tras, se procedié a extraer mediante diseccion cuidadosa los testiculos que se fijaron
por inmersidn en paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato (0,1M, pH: 7.4) durante
24 horas a 4°C.

Una vez fijadas, se lavaron en el mismo tampdn durante 4 horas y se procedid a su
deshidratacién en etanoles crecientes en concentracién (70, 80, 96 y 100%). Ya des-
hidratadas se procedié a su aclaramiento en xilol para su posterior inclusién en parafi-
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nas. La deshidratacién, el aclaramiento y la inclusién se realizd en un procesador histo-
légico Leica ®.

De los blogues obtenidos se obtuvieron secciones de 5 um de grosor empleando un
micrétomo Microm HM35.

Histoquimica.

Hematoxilina-Eosina.

Los cortes desparafinizados en xilol y rehidratados en concentraciones descendentes
de etanol se sumergieron en agua destilada y posteriormente se sumergieron durante
10 minutos en hematoxilina de Mayer (1g de hematoxilina se disuelve en 1000ml de
agua y se le afladen 0.2g de 103Na, 50 g de alumbre potasico, 50g de hidrato de cloral y
1g de acido citrico) seguido de un lavado en agua destilada y un lavado de 15 minutos
en agua corriente. Tras pasar los cortes de nuevo por agua destilada se sumergieron
durante 1 minuto en eosina (solucion acuosa de eosina al 0.5% con una gota de acido
acético). Posteriormente se diferencié la reaccion de la eosina en agua.

Tras la tincidn, las muestras se deshidrataron rapidamente en 3 bafos de etanol 100%
(diferenciando la tincion), las muestras se aclararon en xilol y se montaron con DePeX.

Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica se ha empleado para detectar el antigeno nuclear de prolifera-
cion celular PCNA y el marcador de apoptosis caspasa 3 activa..

Deteccidon inmunocitoquimica de PCNA.

Las muestras se incubaron en estufa a 582C durante 1 hora, tras lo que se procedio a la
desparafinizacién y rehidratacion, con lavado en agua destilada y desionizada durante
5 minutos.

Se bloqued la peroxidasa enddégena sumergiendo las muestras en un bafio de Metanol-
Agua oxigenada al 3% (200ml/30ml), durante 10 minutos.

Posteriormente se sumergieron en TBS (Trizma base 0.01M, pH 7.4, con 0.09% de
NacCl), durante 10 minutos.

Para inhibir reacciones inespecificas, se incubaron con suero no inmune obtenido en
cabra (diluido 1:30 en TBS), durante 20 minutos.

A continuacion, se procedid con la reaccion inmunocitoquimica, para lo que las mues-
tras se incubaron con suero monoclonal anti-PCNA (Dako®, diluido 1:2000 en TBS), a
4°C C toda la noche. Seguido de dos lavados en TBS de 5 minutos.

El suero monoclonal se detecté incubando con suero biotinado de cabra anti Ig G de
ratén (Caltag®, diluido 1:150 en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente; se-
guido de dos lavados en TBS de 5 minutos.

Por ultimo se procedidé a incubar con estrepto-avidina-peroxidasa (Caltag ®, diluido
1:150 en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente; seguido de dos lavados en
TBS de 5 minutos.
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El revelado de la reaccidn se hizo con 3-3'diaminobencidina (Sigma al 25% en TB: Triz-
ma base 0.01M, pH 7.4) a la que se afiadié un 0.03% de agua oxigenada inmediata-
mente antes de su empleo.

Tras lavado en agua destilada, las preparaciones fueron contrastadas con Hematoxilina
de Mayer y tras su lavado en agua, se deshidrataron y aclararon en etanol-xilol y se
montaron con DePeX.

Detecién inmunocitoquimica de Caspasa 3 activa.

Las muestras se incubaron en estufa a 582C durante 1 hora, tras lo que se procedid a la
desparafinizacion y rehidratacion, con lavado en agua destilada y desionizada durante
5 minutos.

Se bloqued la peroxidasa enddégena sumergiendo las muestras en un bafio de Metanol-
Agua oxigenada al 3% (200ml/30ml), durante 10 minutos.

Posteriormente se sumergieron en TBS (Trizma base 0.01M, pH 7.4, con 0.09% de
NaCl), durante 10 minutos.

Para inhibir reacciones inespecificas, se incubaron con suero no inmune obtenido en
cerdo (diluido 1:30 en TBS), durante 20 minutos.

A continuacién, se procedio con la reaccion inmunocitoquimica, para lo que las mues-
tras se incubaron con suero policlonal anti-Caspasa 3 activa, obtenido en conejo, (Sig-
ma®, diluido 1:1000 en TBS), a 4°C toda la noche. Seguido de dos lavados en TBS de 5
minutos.

El suero policlonal se detectd incubando con suero de cerdo anti-IgG de conejo (Dako®,
diluido 1:100 en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente; seguido de dos la-
vados en TBS de 5 minutos.

Por ultimo se procedid a incubar con el complejo soluble PAPA (Dako ®, diluido 1:100
en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente; seguido de dos lavados en TBS
de 5 minutos.

El revelado de la reaccién se hizo con 3-3'diaminobencidina (Sigma al 25% en TB: Triz-
ma base 0.01M, pH 7.4) a la que se afiadié un 0.03% de agua oxigenada inmediata-
mente antes de su empleo.

Tras lavado en agua destilada, las preparaciones fueron contrastadas con Hematoxilina
de Mayer y tras su lavado en agua, se deshidrataron y aclararon en etanol-xilol y se
montaron con DePeX.

Controles de las reacciones inmunocitoquimicas.

Se procedié a realizar un test de diluciéon de los anticuerpos primarios, comprobando
como diluciones éptimas la de 1:2000 en el caso de PCNA y la de 1:1000 para Caspasa
3 activa.

Se sutituyd el suero primario especifico por suero no inmune de ratén, diluido en TBS a
la misma concentracion que se diluyd el suero inmune.

En todos los casos, no se obtuvo positividad al finalizar el proceso.

42



Morfometria y Cuantificacion celular.

Todos los estudios morfométricos realizados en este estudio se hicieron empleando el
software libre de NIH Image J.

Para ello se trabajé sobre imagenes digitales a maxima resolucién (4080x). Las micro-
grafias obtenidas por microscopia dptica se obtuvieron con un microscopio Zeiss-
Axiophot (R) con iluminacion estdndar halégena unificada por un estabilizador de co-
rriente en habitacidn oscura, mediante captacién con una camara digital Olympus
DP70°® y el software de captura de imagen Olympus DP Controller 1.1.1.65®. Todo el
estudio se realizé con un ordenador dotado de un procesador PentiumV doble cuore ®
y 16Mb de RAM, tarjeta grafica Nvidia de 5Mb y monitor Sony Bravia de alta resolu-
cioén.

Las mediciones fueron realizadas a doble ciego, por el doctorando y los directores de la
Tesis Doctoral, con un error intraensayo de 0.176%.

Los valores obtenidos se expresan en pixeles.

Analisis morfométrico de los cortes histolégicos.

Para el andlisis morfométrico de los cortes histoldgicos se eligieron 4 secciones trans-
versales de cada animal, bien conservadas en su estructura, de todas las zonas del tes-
ticulo y separadas al menos por 75 um.

En cada seccidon se trazaron perfiles contorneando al tubulo seminifero. Los tubulos
perfilados se eligieron al azar a partir del primer tubulo perfilado se desplazaba late-
ralmente la imagen para elegir el siguiente tibulo con otros dos tubulos interpuestos
gue no fueron elegidos. Eran criterios de seleccion que el margen periférico del tubulo
estuviera intacto, que la seccién fuera transversal al eje longitudinal del tubulo y que la
imagen se encontrara enfocada en el plano de corte.

De esta manera se analizaron 50 tubulos por seccién elegida, lo que supuso el estudio
aleatorio de 200 tubulos por animal (1000 por grupo de estudio). Con estos criterios se
analizaron la superficie del tubulo en el plano de corte (figura 3) y su perimetro (figura
4). Los valores obtenidos se expresan en pixeles.
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A partir de 4 secciones transversales de cada animal, bien conservadas en su estructu-
ra, de todas las zonas del testiculo y separadas al menos por 75 pum se seleccionaron
aleatoriamente, de forma similar a la descrita anteriormente, 50 tubulos seminiferos
por corte y en cada tubulo se perfild la altura del epitelio en cuatro puntos diferentes
(superior, inferior, izquierdo y derecho) de forma semejante a como se muestra en la
figura 5.

Calculando de esa manera la altura o grosor del epitelio en 200 puntos diferentes por
corte (800 por animal, 4000 por grupo de estudio). Los valores obtenidos se expresan
en pixeles.

Eran criterios de seleccion que el margen periférico del tubulo estuviera intacto y que
la imagen se encontrara enfocada en el plano de corte.

Determinacion del indice de marcaje para PCNA.

Sobre fotografias digitales semejantes a las empleadas para el estudio morfométrico,
pero obtenidas de secciones en las que se habia realizado el inmunomarcaje a PCNA se
procedié a cuantificar el porcentaje de células positivas a PCNA del total de células
presentes en las tres primeras hileras celulares del epitelio ductal. Para ello se cuantifi-
caron 4000 células por animal obtenidas aleatoriamente de todo el testiculo. Los tubu-
los se eligieron de forma semejante a como se describe en el analisis morfométrico.
Tras determinar el valor absoluto de células positivas al marcador se calculé el porcen-
taje con respecto al total celular, los valores obtenidos se expresan como la media
aritmética de los valores individuales de los 5 animales que constituian cada grupo.
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Analisis Estadistico de los resultados.

Empleando la aplicacién SPSS, de los valores obtenidos se obtuvieron medidas de cen-
tralizacién y dispersion. Las diferencias observadas entre los ratones wilde type y los
ratones knock out se contrastaron aplicando el andlisis de la t de Student, aceptando
como significativos valores menores de p<0.05.

Tratamiento de los Textos y figuras. Edicion final.

Las micrografias fueron digitalizadas empleando una cdmara digital Olympus DP70° y
el software de captura de imagen Olympus DP Controller 1.1.1.65®, exportadas a un
ordenador Apple IMac® y procesadas mediante el programa Adobe PhotoShop CS
5.0® (resolucion final 4000 ppp).

El procesado de los textos, los graficos y la edicidn final se realizé con el programa Mi-
crosoft Word: Mac v 14.5.8.

La impresién se realizé con una impresora OKI C5600 a color.
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Testiculo.

Animales wild type de 6 semanas de edad.

Como se ha comentado en el capitulo de introduccidn, la estructura microscopica del
testiculo estd formada por un conjunto de conductos seminiferos donde se lleva a ca-
bo la espermiogénesis y las etapas iniciales de la espermatogénesis.

Las figuras 6 y 7 muestran a pequenos y medianos aumentos el aspecto tipico de di-
chos conductos en los animales wild type postpuberes de 6 semanas de edad.

Estdn rodeados por una fina membrana de tejido muscular por dentro de la que cabria
diferencias dos zonas concéntricas, una periférica y otra central.

La zona periférica diferencia a su vez tres partes:

La mas marginal que generalmente esta formada por una hilera de células, presumi-
blemente espermatogonias (a en figura 7). Asienta sobre el tejido muscular y presenta
células cubicas con un citoplasma claro o ligeramente hematoxindfilo y nucleos gran-
des y centrales y muy tefiidos con hematoxilina. A veces se observa alguna célula de
Sertoli.

Una parte intermedia, formada presumiblemente por espermatocitos de primer orden,
en la que destaca la presencia de division celular, formada por dos o tres hileras celula-
res concéntricas con células discretamente mayores y mas irregulares en su forma, de
citoplasma claro y nucleos de mayor tamafio, bien teiidos con hematoxilina de dispo-
sicién variable dentro de la célula (b en figura 7).

Formando un numero variable de hileras celulares concéntricas, de seis a ocho, pre-
sumiblemente espermatocitos de segundo orden y espermatides, se sitla la parte mas
profunda, formada por células mas pequefias con escaso citoplasma y un nucleo muy
pequeiio (c en figura 7).

La zona central del conducto (d en figura 7), la que constituiria la zona mas profunda
de las dos, contiene fundamentalmente los flagelos que constituyen las colas de las
espermatides y los espermatozoides en diferenciacioén.

Entre los tabiques fibrosos que delimitan los conductos se observan vasos y células eo-
sindfilas que constituyen las células de Leydig.

Figuras 6 y 7. Micro-
P EliHHHEEEEEEHEEEEEE G EEEEEEEEEEEE A A H NN HHHEHHHHE EEEEEE G EEEEEEEEEE B EEEHE
Blias mostrando el aspecto de los tibulos seminiferos de ratones wild type de 6 semanas de edad.

Barra: 60 um en figura 6 y 15 um en figura 7.
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El epitelio ductal es de claro aspecto columnar como puede observarse a mayores au-
mentos en las figuras 8 y 9.

La zona mas basal presenta las espermatogonias (Eg), como células pequefias y redon-
deadas de escaso citoplasma y un nucleo hipercromatico grande y redondeado. Junto
a ellas se aprecian células de Sertoli, con un nucleo claro y en ocasiones con nucleolo,
son células irregulares cuyo aspecto en el ratén es el de estar tumbadas sobre la mem-
brana basal con un nucleo ovalado que suele presentar nucleolo y cuyo eje longitudi-
nal es perpendicular al eje columnar del epitelio (S).

Dirigiéndose hacia la luz ductal se superponen de forma desordenada, dependiendo de
la columna celular, los espermatocitos de primer orden (E1), los espermatocitos de se-
gundo orden (E2) y las espermatides (Ed), cuyas colas se dirigen hacia la luz.

Los espermatocitos de primer orden son células mas poligonales que las espermatogo-
nias y de mayor tamafio. Su nucleo centrado y redondeado también es mas grande.
Morfolégicamente no hay una gran diferencia entre los espermatocitos de primer y
segundo orden.

Las espermatides presentan un nucleo hipercromatico pequeno y elongado cuyo eje
longitudinal sigue la direccion del eje de la columna, en el proceso de maduracion es
frecuente observar espermatides con un flagelo mas o menos largo, la futura cola del
espermatozoide.

Las espermatogonias, los espermatocitos de primer y segundo orden, pueden presen-
tar husos mitdticos (flechas en figura 8).

Figuras 8 y 9. Micro-
grafZRRER R R R R R e E R E e B R B R R R R R R R P P R R R P B B B e e E E E E E E E P P P PR R R R
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratos wild type de 6 semanas de
edad.

Barra: 10 um en figura 8 y 6 um en figura 9.
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Las dos estirpes celulares no germinales de mayor relevancia funcional a nivel organico
por su participacién en la esteroidogénesis, sintesis de hormonas gonadales, son las
células de Sertoli y las células de Leydig.

Las figuras 10 y 11 muestran el aspecto mas frecuente que presentan estos tipos de cé-
lulas en el ratdn wild type de seis semanas.

Las células de Sertoli (S en figura 10) son células irregulares y citoplasma claro. Su nu-
cleo es ovalado y se sitla basalmente con su eje mayor paralelo a la membrana basal,
normalmente presenta un nucleolo evidente.

Las células de Leydig (L en figura 11) se situan fuera de los tubulos seminiferos, ocu-
pando junto con vasos sanguineos el espacio interductal, donde suelen formar islotes
compactos.

Son células de citoplasma claramente eosinéfilo que se caracteriza por presentar vesi-
culas pequefias, generalmente ovaladas en su citoplasma. Sus nucleos son redondea-
dos con heterocromatina, pudiendo presentar un nucleolo.

Figuras 10 y 11. Micro-
F-{¢) iia a1l 3 3 2 3 a3 a2 a3 a3 a2 a3 a2 a2 a3 a3 a3 a2 5 2 3 3 3 B B )
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones wild type de 6 semanas de
edad.

S: célula de Sertoli, L: islote de células de Leydig
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Animales knock out de 6 semanas de edad.

Cuando se analizaron a bajos aumentos las secciones de los testiculos de los ratones
knock out de 6 semanas, lo mds comun fue no observar grandes diferencias con los de
los animales wild type de su misma edad (figura 12), si bien la sensacién es la de un
epitelio ductal con menos células (flechas en figura 12).

Sin embargo, a mayores aumentos, se aprecio que junto a foliculos de apariencia mas
o menos normal (flecha en figura 13), como puede aprecarse en la figura, estos anima-
les presentaban otros foliculos mas compactos en los que la estructura columnar del
epitelio estaba desorganizada y la luz del tubulo no presentaba la agrupacién de flage-
los de las espermatides (* en figura 13).

Figuras 12 y 13. Micro-
F-{) it Bl 3l 2 a3 a2 a3 a2 a2 a2 a3 a3 e a2 a2 e a3 s 3 a3 2 B A
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones knock out de 6 semanas de
edad.
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Las figuras 14 y 15 muestran un claro ejemplo de los dos tipos de conductos seminife-
ros encontrados en los ratones knock out de seis semanas.

El conducto de la fugura 14 presenta un epitelio columnar, con menos hileras celulares
que los que se observaban en los animales wild type de la misma edad. Ademas la or-
ganizacién del conducto no es uniforme. Presentando zonas en las que no se observa-
ron espermatogonias y sélo células de Sertoli (flecha fina en figra 14), mientras que en
el lado opuesto del conducto las hileras de espermatogonias eran normales y estaban
en proliferacion (flecha gruesa en figura 14). Otro detalle es que Iso espermatocitos de
primer y segundo orden se confunden y no son diferenciables en estratos. Por ultimo,
la parte adluminal del epitelio presentaba gran cantidad de espermatides /Ed en figura
14) pero pocos de ellos eran flagelados.

El conducto de la figura 15 muestra el aspecto tipico de un conducto compacto. Estos
conductos eran los menos numerosos de los dos tipos observados. Puede apreciarse
gue en estos conductos se mantenia de forma uniforme la hilera basal de espermato-
gonias y desde ella hacia la zona adluminal del epitelio se distinguian los espermatoci-
tos de primer y segundo orden. Sin embargo, la zona central del conducto no presen-
taba luz, y la porcién adluminal del epitelio la formaban espermatocitos de segundo
orden (E2 en figura 15) en vez de espermatides.

Figuras 14 y 15. Micro-

Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones knock out de 6 semanas de
edad.

Ed: espermatides, E2: espermatocitos de segundo orden.
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El detalle mas caracteristico que presentaron las células de Sertoli y las células de Ley-
dig en estos animales fue una aplanamiento de sus formas y, aparentemente, presen-
tar un citoplasma mas pequenio (figuras 16 y 17).

Figuras 16 y 17. Micro-
grafERERRE R R R R R R PR R R PR R R R PR R P PR P R R P PR R P R P R R P PR R P R R )
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones kock out de 6 semanas de
edad.

Barras: 6 um
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Animales wild type de 12 semanas de edad.

Los tubulos seminiferos de los ratones wild type de 12 semanas de edad se caracteriza-
ron por presentar signos de normalidad en su organizacién y estructura, mas madura
que la observada en los animales de 6 semanas.

En la figura 18 pueden apreciarse en panoramica estos tubulos cortados de través o
tangencialmente, con los espacios interductales ocupados por vasos sanguineos vy las
células de Leydig.

A mayores aumentos, en la figura 19 se aprecia la organizacién columnar y ordenada-
del epitelio y la luz ductal llena de flagelos de espermatides

Figuras 18 y 19. Micro-

Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones wild type de 12 semanas de
edad.

Barra: 60 um en figura 18 y 30 um en figura 19
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Los tubulos seminiferos de los ratones wild type de 12 semanas llegaron a presentar
hasta 11 hileras celulares, dispuestas en columnas en las que eran facilmente
observables todos los tipos celulares germinales (figura 20).

La figura 21 muestra a grandes aumentos los diferentes elemtnos de la estirpe celular
germinal.

En esta imagen también puede apreciarse la separacién bien delimitada entre dos tu-
bulos adyacentes.

Figuras 20 y 21. Micro-
graf R R R R E e e R R R R e E P P R B R P B B P B R B R P B B E E B B B R B R B B R E E

Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones wild type de 12 semanas de
edad.

Barra: 15 um en figura 20 y 10 um en figura 21.
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La figura 22 permite ver el aspecto y disposicion mas frecuente de las células de Sertoli
(S) que se observaron en los ratones wild type de 12 semanas de edad.

Estas células se caracterizaron por tener formas irregulares, sus nucleos en muchas
ocasiones fueron triangulares y a veces ovalados, con un nucleolo bien visible. El cito-
plas aparecia claro y aplanado, con prolongaciones finas entre las espermatogonias.

La figra 23 es un ejemplo claro de la organizacion tipica de las espermatides en la por-
cion adluminal del epitelio tubular del testiculo del ratén, con sus nucleos alargados e
hipercromaticos dispuestos a modo de empalizada desorganizada, entremezclada con
espermatocitos de segundo orden.

Figuras 22 y 23. Micro-
Blias a grandes aumentosmostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones wild type
de 12 semanas de edad.

Barras: 6um
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Los espacios interductales estaban ocupados por células de Leydig (L en figuras 24 y
25).

En estos animales eran células poliédricas, muchas veces rectangulares con un nucleo
central, un citoplasma eosinéfilo y con vesiculas lipidicas en su interior.

Estas células se situaron proximas a los vasos sanguineos (flechas en figuras 24 y 25).

Quizas solo sea un hallazgo casual, pero en este grupo de animales fue el Unico en el
gue observamos la presencia de células de Leydig en clara divisién celular, como se
muestra en la figura 25.

Figuras 24 y 25. Micro-
F-{¢) iia 2l 3 3 2 3 a3 a2 a3 a3 a2 a3 e a3 a2 a3 a3 a3 a2 5 2 3 3 3 3 B )
Blias a grandes aumentos mostrando el aspecto de los espacios interductales de ratones wild type
de 12 semanas de edad.

L: células de Leydig. Flechas: vasos sanguineos

~ ~
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Animales knock out de 12 semanas de edad.

En los ratones knock out de 12 semanas de edad se observaron dos tipos de tubulos
seminiferos.

La figura 26 muestra el primero de ellos, estos tubulos recordaban mucho a los que se
hallaron en los knock out de 6 semanas, si bien algunos tubulos presentaban signos de
desorganizacion de su epitelio en un grado mucho mayor al del otro grupo de animales
knock out.

Con mayor frecuencia, los tubulos seminiferos de los knock out de 12 semanas apare-
cieron como se muestra en la figura 27, combinando dos tipos diferentes de tubulos.

Los primeros presentaron una gran luz con la casi total desaparicién del epitelio tubu-
lar en el que practicamente sélo se observaron espermatogonias muchas de ellas sepa-
radas de la pared del tubulo y caidas hacia la luz del mismo (asterisco en figura 27).

Los segundos (flecha en figura 27) estaban ocupados en su totalidad por células, de
manera que no existia luz tubular. Como describiremos mds adelante las células que
ocupaban los tubulos y hacian de ellos estructuras compactas no tubulares fueron
formas aberrantes con muchas variables.

Figuras 26 y 27. Micro-
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones knock out de 12 semanas se-
manas de edad.

Barras: 60 um
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Los tubulos cuyo epeitelio mostraba un aspecto columnar mostraron un epitelio con
pocas células de manera que se apreciaban de cuatro a cinco hileras concéntricas y en
el polo adluminal una oseta de espermatides la mayoria sin flagelos desarrollados (fi-
gura 28).

A grandes aumentos (figura 29) se puede apreciar como las espermatides formaban
columnas palmeadas en su extremo lumnal y que el aspecto de empalizada desorde-
nada mezclada con espermatocitos de segundo orden tipica del testiculo del raton vy
gue mostraban los animales wild type de su misma edad ha desaparecido en los rato-
nes knock out.

Figuras 28 y 29. Micro-
grafERERRE R R R R R R R R PR R R R P R R PR R P P P R R P PR R P R P R R P PR R P B R R )
Bias a grandes aumentos mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones knock
out de 12 semanas de edad.

Barras: 10 um
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Los tubulos compactos presentaron una enorme diversidad de formas celulares y de
estructuracion del epitelio.

En los casos menos manifiestos, como el que se observa en la figura 30 lo que aconte-
cién fue una desorganizacion total de las columnas e hileras que definen el epitelio
ductal. Los tubulos presentaban espermatogonias, espermatocitos de primer y segun-
do orden y alguna espermatide aislada; siendo dificil observar a las células de Sertoli.

Junto a ellos, otros conductos mostraban una imagen que recordaba al derrumbe del
epitelio hacia la luz tubular, perdiéndose toda la organizaciéon columnar, aunque en
cierta forma persistan las hileras concéntricas de células. Estos tubulos solian presen-
tar mas espermatides que Iso puramente compactos.

Figuras 30. Micro-
F-{¢:\ il 3/l a e a3 a3 a3 a3 a3 a3 e a2 a3 e a3 a2 a3 3 2 3 3 3 3 B 5 B
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones knock out de 12 semanas de
edad.

Barra: 8 um
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Otro tipo de tubulo compacto observado se muestra en las figuras 31 y 32 a pequefios
y grandes aumentos.

Era tubulos con muy pocas células. Se apreciaba claramente la existencia de esperma-
togonias con nucleos pequenos e hipercromaticos, pero no formaban una hilera basal
sino que se desperdigaban por el interior del tubulo.

Hacia el centro del tubulo se aprecid algun espermatocito, aparentemente de primer
orden, pero su morfologia era irregular con nucleos grandes y escaso citoplasma, ge-
neralmente no se observaron imdagenes de division celular.

La luz del tubo aparecia ocuapada por una imagen sincitial irregular con hasta 7 nu-
cleos pequeiios y redondeados. De los bordes de estas estructuras partian prolonga-
ciones finas

Figuras 31 y 32. Micro-
F-{¢:\ il /3l a e a3 2 3 2 3 a3 a2 a3 a3 a3 e a3 a2 a2 3 3 3 3 5 3 B B
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones knoc out de 12 semanas de
edad.

Barras: 30 um en figura 31y 10um en figura 32
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Otra variedad de tubulo seminifero encontrado en los knock out de 12 semanas se
muestra en las figuras 33 y 34.

También eran tubulos compactos pero con una total desorganizacion de su epitelio. A
pequefios aumentos parecen tubulos formados sélo por espermatogonias grandes con
un citoplasma claro y distribuidas sin orden por todo el interior del tubulo.

Al obervar detenidamente a myores aumetnos puede apreciarse que. Como muestra la
figura 34, en el interior del tubulo seminifero hay muchos tipos celulares.

Hay células de Sertoli (S en figura 34) que en ocasiones persisten en su disposicion y
forma vy otras veces en el tubulo adyacente estas células no estdn dispuestas basal-
mente sino que se entremezclan con las espermatogonias separandose de la mebrana
basal.

Las espermatogonias (EG en figura 34) son de dos tipos, unas tienen un aspecto seme-
jante al de las observadas en los ratones wild type, no muy grandes de nucleo redon-
deado e hipercromatico que puede presentar nucleolo y otras son células grandes con
un citoplasma claro excepto en su porcion yuxtanuclear y con un ntcleo mas grande.

De forma llamativa, en esos tubulos puede apreciarse la presencia de espermatides,
sin flagelo pero situadas entremezcladas con espermatogonias (Ed en figura 34).

Figuras 33 y 34. Micro-
F-{¢) iia 3l 3 3 2 3 a3 a3 a2 a3 a2 a3 a3 a2 a3 a3 a3 a3 5 2 3 3 3 B B )
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratos wild type de 6 semanas de
edad.

Barras: 15 um en figura 33 y 6 um figura 34
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Otro tipo de tubulo seminifero aberrante observado en los ratones knock out de 12
semanas se caracetrizé por presentar células probablemente germinales pero comple-
tamente desorganizadas y con una morfologa totalmente variante.

Sin embargo, el hallazgo mas llamativo encontrado en estos tubulos lo formaban es-
tructuras redondeadas u ovaladas, fuertemente eosindfilas, casi siempre anucleadas y
gue en muchas ocasiones se rodeaban de un espacio claro no delimitado por membra-
nas (flechas en figuras 35y 36).

Figuras 35 y 36. Micro-
F-{¢- {3l ] a3 a3 e e 3 e 3 e a3 a3 a3 3 3 ) A R )
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratones knock out de 12 semanas de
edad.

Barras: 30 um en figura 35y 10 um en figura 36
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Algunos tubulos compactos estaban ocupados por un material baséfilo en el que se
disponian nucleos que recuerdan a los de las espermatogonias y espermatocitos de
primer orden y a los de las células de Sertoli, pero sin que puedan delimitarsecontor-
nos celulares (figura 37).

El material basofilo que rellena el tubo a modo de matriz intratubular, a grandes au-
mentos tiene aspecto de malla o reticulo.

Delimitadas por el material basdfilo, se observaron células de aspecto sincitial que se
caracterizaban por ser de gran tamafio, en torno a 25 um de didametro, y poseer en su
interior entre 6 y 12 nucleos redondeados vy, junto a ellos, pequefias estructuras hiper-
cromaticas que recuerdan a los cuerpos apoptéticos (figuras 38 y 39).

Figuras 37 a 39. Micro-
F-{¢- {3l ] a3 a3 e e 3 e e e a3 a3 e a3 a3 3 ) [ R )
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratos wild type de 6 semanas de
edad.

Barras: 30 um en figura 37 y 10um em figuras 38 y 39
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Una variante del tubulo seminifero que acabamos de describir los constituten los tubos
seminiferos que presentan caracteristicas idénticas al anterior a excepcion de que las
imagenes sincitiales no son eosindfilas sino basdfilas (figura 40).

Al igual que en la otra variedad, el material basdfilo que forma la matriz intratubular es
de aspecto reticular (figuras 40y 41).

A grandes aumentos destaca que el interior de las estructura sincitial presenta una as-
pecto laminar y que los nucleos que contiene en muchas ocasiones exiben un nucleolo
evidente (figura 41).

Figuras 40 y 41. Micro-
F-{¢) iia 2l 3 3 2 3 a3 a2 a3 a3 a2 a3 e a3 a2 a3 a3 a3 a3 5 2 3 3 3 B B )
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratos wild type de 6 semanas de
edad.

Barras: 30 um en figura 40y 6 um en figura 41
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Las estructuras sincitiales que hemos descrito en los dos tipos de tutbo seminifero an-
teriormente presentan algunas variantes que sugieren la posibilidad de que todo ello
sean el resultao de observar diferentes fases de un mismo proceso.

En ocasiones, como se muestra en las figuras 42 y 43, el tubo mantiene en una zona el
aspecto tubular y su organizacion, con células de Sertoli, espermatogonias y esperma-
tocitos, pero no espermatides. Sin embargo, en otra zona del mismo tubo, apaecen
imagenes sincitiales rodeadas de un amplio espacio vacio.

Estas estructuras presentan un citoplasma con ligera eosinofilia y los nucleos que con-
tiene pueden ser pequeiios y redondeados, o bien grandes poligonales y con nucleolo
evidente (figura 43).

Figuras 42 y 43, Micro-
F-{¢- {3l ] a3 a3 e e 3 e 3 e a3 a3 a3 3 3 ) A R )
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratos wild type de 6 semanas de
edad.

Barras: 15 um en figura 42 y 6 um en figura 43
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Otra variante de la anterior es la que se muestra en las figuras 44 y 45.

Como puede apreciarse en un mismo tubo, en el que se observan céllas germinales y
de Sertoli, coexistian estructuras sincitiales con diferentes morfologias y patrones:

Estructuras basofilas, con una imagen lacunar grande en su interior y pequefos nu-
cleos redondeados e hiper cromaticos (1 en figura 44).

Estructuras baséfilas con vacuolas de difernte tamafio que parecen convergen y nu-
cleos pequefios desplazados hacia la periferia (2 en figura 44).

Estructuras acromaticas formando un reticulo con nucleos pequefios de formas varia-
bles (3 en figura 44),

Estructuras ovaladas compactas con una discreta eosinofilia y nucleos pequefios hiper-
cromaticos y muy periféricos (4 en figura 44). A mayores aumentos (figura 45) se apre-
cia claramente que el interior es ligeramente vesiculoso y que los nucleos marginales
hipercromaticos son muy pequefios y de morfologia variable, quizas cuerpos apoptoti-
cos.

Figuras 44 y 45. Micro-
P EiHHHHHEEEEEEEEEE G EEEEEEEEEE R B HHHHHHHE i EEEEEE GGG EEEEEEEEEEEE
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratos wild type de 6 semanas de
edad.

Barras: 15um en figura 44 y 6 um en figura 45
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La figura 46 muestra a grandes aumentos la desorganizacén de la porcion central del
tubo seminifero, con la presencia de una imagen sincitial con nueve nucleos desplaz-
dos hacia un polo, un citoplasma reticular y baséfilo.

Junto a ella pueden observarse células sin parecido a las células germinales normales y
tramas fibrosas que parten de ellas.

Figura 46. Micro-
F-{¢:\ i [} ] a2 3 a2 a3 a3 a2 a3 a3 a2 a3 a3 e a3 a2 a3 3 3 3 3 R
Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratos wild type de 6 semanas de
edad.

Barra: 3um
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Los tubos seminiferos vacios (figuras 47 y 48) se caracterizaron por presentar células
de Sertoli pegadas a la membrana basal, alguna hilera concéntrica discontinua de es-
permatogonias y espermatocitos de primer orden.

Algunas de las espermatogonias estaban desprendidas del residuo epitelial y aparecian
aisladas y dispersas por la luz del tubo (figura 48

Figuras 47 y 48. Micro-
F={- | {3l 3 3l a3 3 3 e 3 3 3 3 a3 3 s 3 2 3 S R )

Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratos wild type de 6 semanas de
edad.

Barras: 30 um en figura 47 y 10 um en figura 48
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Las céllas de Leydig en estos animales presentaron formas poligonales y se caracteriza-
ron por ser menos eosindfilas que en los demas grupos de animales estudiados (figuras

49y 50).

Figuras 49 y 50. Micro-
graf B R R R R E e e R R R P e E P R B R P B B B B R P B R B B B E E B B B R B B R B B B R E E

Blias mostrando el aspecto de los conductos seminiferos de ratos wild type de 6 semanas de
edad.

Barras: 6 um
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Valores morfométricos.

Epitelio ductal (grosor o altura).

AL describir los cambios morfoldgicos ya hemos puntualizado como los animales knock
out presentaban menos hileras celulares que los animales wild type. Este dato hemos
querido cuantificarlo mediante el grosor o altura lineal del epitelio de los tubulos se-
miniferos y son los resultados que se presentan a continuacion.

En los animales knock out de 12 semanas de edad, algunos tubulos practicamente no
tenian epitelio mostrando tan solo alguna célula basal aislada. Estos tubulos no han si-
do considerados en el estudio morfométrico. De igual manera, aquellos tubulo com-
pactos en los que no se podia diferenciar de modo evidente donde estaba la zona lu-
minal del tubulo tampoco han sido considerados para el estudio morfométrico. Por lo
gue, en este grupo de animales, fue criterio de seleccion el que hubiera una luz clara
en el centro del tubulo y que el epitelio tuviera al menos dos hileras concéntricas de
células.

Como muestra la figura 52 al analizar la altura media del epitelio del tubulo seminifero
los ratones wild type de 12 semanas presentaron un epitelio mas grueso y de mayor
altura (p<0.05) que los de 6 semanas.

Los ratones knock out de 6 semanas de edad presentaron una altura epitelial media
significativamente menor (p<0.01) que la observada en los wild type de su misma
edad.

A las 12 semanas de edad, esta diferencia entre los wild type y los knock out aumentd
de forma considerable, de manera que la altura epitelial en los knock out fue mucho
menor, casi un tercio, que la observada en los wild type (p<0.001).

Ademas, la altura epitelial de los knock out de 12 semanas fue significativamente me-
nor que la observada en los knock out de 6 semanas (p<0.01).
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Figura 52. Gréafica que muestra las diferencias observadas en el grosor (altura) del
epitelio de los tubulos seminiferos al comparar los animales wild type WT con los
knock out (KO).

Valores expresados en pixeles.

#: p<0.05 con respecto a los WT de 6 semanas.

*:p<0.01, con respecto a WT de 6 semanas

**: p<0.001 con respecto a los WT de 12 semanas y p<0.01, con respecto a KO de 6 semanas
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Perimetro ductal.

Aunque el perimetro ductal medio de los ratones wild type de 6 semanas fue discre-
tamente superior al observado en los WT de 12 semanas de edad, las diferencias ob-
servadas no alcanzaron valores significativos (Figura 52).

Al comparar el perimetro ductal de los knock out de 6 semanas con el de los WT de su
misma edad se aprecié una disminucién significativa (p<0.01).

Un efecto parecido, un poco mas manifiesto se observé al comparar el perimetro duc-
tal medio entre los animales de 12 semanas, presentado un perimetro significativa-
mente menor (p<0.01) los knock out frente a los wild type.

Los ratones knock out de 12 semanas de edad presentaron un perimetro ductal medio
significativamente menor que el de los knock out de 6 semanas (p<0.05).
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Figura 52. Grafica que muestra las diferencias observadas en el perimetro de los
tabulos seminiferos al comparar los animales wild type WT con los knock out (KO).

Valores expresados en pixeles.
*: p<0.01, con respecto a WT de 6 semanas
**: p<0.01 con respecto a los WT de 12 semanas y p<0.05, con respecto a KO de 6 semanas
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Superficie ductal.

El estudio de la superficie media de los tubulos seminiferos en cortes transversales de
los mismos puso de manifiesto la existencia de diferencias significativas entre los ani-
males wild type de 6 y los de 12 semanas.

Como puede observarse en la grafica de la figura 53 la superficie ductal a las 12 sema-
nas de edad fue significativamente mayor (p<0.01) que la observada a las 6 semanas.

La superficie ductal media en los ratones knock out a IRS2 fue siempre menor que la
observada en los ratones wild type de la misma edad. Ya a las 6 semanas esa superficie
fue significativamente menor (p<0.05).

Estas diferencias se incrementaron a las 12 semanas de edad, los ratones knock out de
esta edad presentaron una superficie ductal significativamente menor que la observa-
da en los ratones knock out de 6 semanas (p<0.01).

Como consecuencia de que superficie ductal en los animales wild type de 12 semanas
fue mucho mayor que la de los wild type de 6 semanas y que la superficie de los knock
out de 12 semanas fue casi la mitad de la observada en los knock out de 6 semanas, las
diferencias observadas en la superficie ductal media de los knock out de 12 semanas y
los wild type de su misma edad (p<0.005) fue mucho mayor que la que se aprecié a las
6 semanas.
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Figura 53. Grafica que muestra las diferencias observadas en la superficie de los
tabulos seminiferos al comparar los animales wild type WT con los knock out (KO).

Valores expresados en pixeles.

#: p<0.01 con respecto a los WT de 6 semanas.

*: p<0.05, con respecto a WT de seis semanas

**. p<0.005, con respecto a WT de 12 semanas y p<0.01 con respecto a KO de 6 semanas
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Rete Testis.

Animales de 6 semanas de edad.

Los conductos de la rete testis en los ratones de 6 semanas de edad se manifestaron
como estructuras con un epitelio siomple de células prismaticas monoestratificado que
descansaba sobre la muscular del conducto, con nucleos bien tefiidos, circulares y dis-
puestos basalmente (figura 54).

La parte central del conducto estaba ocupada por espermatozoides de aspecto y en
numero normal, aunque claramente inferior al observado en los ratones wild type de
12 semanas de edad.

Los ratones knock out de 6 semanas presentaron diferencias llamativas en los conduc-
tos de la rete testits con respecto a los animales wild type de su misma edad.

Como puede observarse en la figura 55, las diferencias no afectaban sensiblemente a
los espematozoides luminales, pero si al epitelio del conducto.

Este epitelio estaba formado por células prismaticas altas y con nucleos de mayor ta-
mano y menos tefiidos que en los wild type.

La diferencia mas notable fue la aparicién de nucleos desplazados hacia el polo apical
de las células epiteliales, que le daba aspecto de epitelio pseudoestratificado, y la eli-
minacion de células epiteliales por descamacidn hacia la luz del conducto (flechas en
figura 55).

Figuras 54 y 55. Micro-
P-4 ¢ | {23 a2 3 a3 e a3 e e 2 3 3 3 e a3 e a3 s a3 e 3 3 B B A
Blias mostrando el aspecto de los conductos de la rete testis de ratones wild type (figura 54) y
knock out (figura 55) de 6 semanas de edad.

Las flechas en la figura 55 sefialan las células con desplazamiento nuclear o incluso descamadas ha-

RS [ PR [ [ P
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Animales de 12 semanas de edad.

Los conductos de la rete testis de los animales wild type de 12 semanas de edad pre-
sentan caracteristicas semejantes a las que se observaban en los wild type de 6 sema-
nas (figura 56).

La luz del conducto (asterisco en figura 56) estaba llena de espermatozoides y ocasio-
nalmente alguna forma inmadura (flecha corta en figura 56).

El epitelio del conducto estaba formado por células prismdticas con un nucleo basal
pequeiio e intensamente tenido con hematoxilina.

Los animales knock out de 12 semanas de edad (figura 57) se caracterizaron por pre-
sentar conductos anfractuosos cuyo epitelio estaba formado por células prismaticas si
bien la altura de las células era menor que en los animales wild type de la misma edad.

En los animales en los que pudo comprobarse que la espermatogénesis no estaba acti-
va y presentaban las mayores alteraciones estructurales en los conductos seminiferos,
la luz de los conductos epididimarios estaba practicamente vacia de células y sin con-
tenido (asterisco en figura 57).

La pseudoestratificacion observada a las 6 semanas, también se aprecio a las 12 sema-
nas (flechas cortas en figura 57).

Figuras 56 y 57. Micro-
f-{¢ | ii3[ei ] a a3 a3 3 e a3 e a3 e 2 2 a3 2 a3 e a3 a3 B 5 R )
Blias mostrando el aspecto de los conductos de la rete testis de ratones wild type (figura 56) y
knock out (figura 57) de 12 semanas de edad.

La flecha en la figura 56 sefiala la presencia de una forma inmadura en la luz del conducto. Las fle-
chas de la figura 57 muestran los desplazamientos nucleares hacia el polo apical de la célula.

* Luz del tubo, repleta de espermatozoides en los WT y mostrando la ausencia de losmismos en los
KO.
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Proliferacion Celular

Los resultados obtenidos al estudiar la proliferacion celular pusieron de manifiesto que
si bien las diferencias morfoldgicas observadas entre los machos wild type y los knock
out de seis semanas no eran tan llamativos como los que aparecieron en animales de
doce semanas, a las seis semanas de edad, los ratones knock out presentan serias alte-
raciones del ciclo espermatico.

Ante los hallazgos observados en los animales de seis semanas de edad, que detalla-
remos a continuacion, no parecidé necesario ampliar el estudio a los animales de 12
semanas.

La grafica de la figura 58 muestra el porcentaje de células positivas (barras azules) y el
de las no positivas (barras rojas) a PCNA en el estrato basal del epitelio de los tubulos
seminiferos.

Como puede observarse facilmente, en los animales wild type de 6 semanas de edad
practicamente el 50% de las células estaban en proliferacién y, muy probablemente,
eran células madre de espermatogonias en divisién, manteniendo activo el ciclo es-
permatico.

En los machos knock out de seis semanas el porcentaje de células positivas a PCNA, en
torno al 4%, fue significativamente inferior (p<0.001) al observado en los animales wild
type de la misma edad.
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Figura 58. Grafica que muestra el porcentaje de células positivas a PCNA (barras azules) y el de
las no positivas (barras rojas) en los animales wild type (WT) y knock out (KO) de seis semanas de
edad.

*: p<0.0001
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Las siguientes micrografias muestran a bajos y medios aumentos de microscopio el as-
pecto de la reaccion observada para PCNA que afecta fundamentalmente al estrato
basal, obtenidas a partir de secciones de testiculo de ratones de seis semanas wild ty-
pe y knock out.

Excepto en la ultima plancha que todo son imagenes obtenidas de knock out, en las
demas, las imagenes superiores corresponden a animales wild type (WT) vy las inferio-
res a los knock out (KO).

Como puede apreciarse en ellas, la positividad a PCNA observada en los ratones wild
type afectd principalmente a las espermatogonias, sin embrago no fuew raro observar
nucleos marcados en céluals préximas a la zona adluminal del epitelio, correspondien-
tes a espermatocitos.

En su generalida los tubos seminiferos de los ratones knock out de 6 semanas no pre-
sentaban positividad a PCNA.

Figuras 59 a 76. Micro-
F-{¢) it B3l 3 a3 a3 a3 a3 a2 a2 a3 a2 a3 a3 a3 e a3 a2 a3 3 a3 a3 a3 3
as mostrando el aspecto de la reacciéon a PCNA en los tubulos los seminiferos de ratones wild type
o knock out de 6 semanas de edad.

La reaccién a PCNA aparece en todos los casos en color marron. El color azul se corresponde con el
contraste con hematoxilina de Mayer.

Barras:

Figuras 59 a 62: 60 pum; Figuras 63 a 70: 30 um; Figuras 71 a 76: 15 um

Flechas en figura 61: espermatocitos en proliferacidon en un raton wild type.
Flechas finas en figura 62: espermatocitos positivos a PCNA en un ratén knock out.
Flecha gruesa en figura 62: espermatogonia positiva a PCNA en un ratén knock out.
Flechas en figura 72: espermatocitos en division en un ratén knock out.

Flechas en figura 75: espermatogonias de citoplasma vacuolado no positivas
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Apoptosis.

Ante los resultados obtenidos después de analizar y comparar morfolégicamente los
testiculos de los ratones wild type y knock out para IRS2, y tras comprobar la casi total
ausencia de proliferacion en los animales knock out y la aparicidon de tubos aberrantes
con imagenes que podria ser cuerpos apoptoticos, se realizd un adeterminacién in-
muncitoquimica de caspasa 3 activa con la finalidad de si los ratones knock out para
IRS2 presentaban mds apoptosis que los wild type.

Este estudio se realizd, al igual que el estudio de proliferacién, en animales de seis se-
manas de edad.

Como muestran las imagenes que presentamos a continuacién, fue muy raro encon-
trar alguna células positiva a caspasa 3 activa en los animales wild type, mientras que
en si se encontraron en los ratones knock out.

Al igual gue hicimos para presentar las imagenes de proliferacion, en las planchas de
figuras 77 a 84, la imagen superior se corresponde con un animal wild type y la inferior
con un knock out. A partir de la figura 85 todas son micrografias obtenidas a partir de
ratones knock out.

Figuras 76 a 9. Micro-

as mostrando el aspecto de la reaccion a caspasa 3 activa en los tubulos los seminiferos de ratones
wild type o knock out de 6 semanas de edad.

La reaccidn a caspasa aparece en todos los casos en color marrén. El color azul se corresponde con
el contraste con hematoxilina de Mayer.

Barras:
Figuras 77 a 80: 30 um; Figuras 81y 82: 15 um; Figuras 83 y 84: 10 um
Figura 87: 30 um; figuras 86,88 y 93: 15 um; figuras 85, 89 a 92 y 94: 10 um

En todos los casos las flechas sefialan células positivas a caspasa 3 activa.
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Discusion
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Comentarios sobre la Metodologia empleada.

Gran parte de los objetivos de esta Tesis Doctoral estaban dirigidos a comprobar si la
deficiencia de la proteina de sustrato de receptor insulinico IRS2, dada la infertilidad de
los animales, inducia cambios en la estructura del testiculo.

En el estudio hemos utilizado técnicas inmunocitoquimicas para valorar la proliferacién
celular en el epitelio ductal, y morfométricas, para comprobar de manera objetiva los
cambios habidos en los tubos semini.

Por ello en esta discusién, comentaremos estas técnicas, para pasar a comentar des-
pués los resultados obtenidos.

Inmunocitoquimica.

Mediante los métodos de la inmunocitoquimica in vivo o in vitro, se pueden caracteri-
zar las células de la hipéfisis anterior que contienen hormonas o péptidos.

Para nuestros estudios hemos utilizado el método de la Estrepto-Avidina Biotina Pe-
roxidasa (Stav-Pox), considerada una técnica sandwich porque necesita de tres com-
plejos de reaccion para su realizacién.

La Stav-Pox es una variante del método de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP), mas
moderna y especifica. Emplea un primer antisuero (procedente de ratén o conejo) co-
ntra el antigeno que se desea estudiar, semejante a la PAP pero normalmente de 5 a
10 veces mas diluido; un segundo antisuero (obtenido generalmente de cabra o cerdo)
anti-inmunoglobulina (fraccidn Fc) del primario y que lleva incorporado a su brazo lar-
go varias moléculas de Biotina (proteina de alta afinidad por las inmunoglobulinas) vy,
finalmente, un complejo de Estrepto-Avidina conjugado con varias moléculas de pe-
roxidasa, que se une a la Biotina (por la alta afinidad de la Estrepto-Avidina por la Bio-
tina).

Para la conservacion de la morfologia y de la antigenicidad es fundamental el proceso
de fijacién. Las caracteristicas de las reacciones inmunocitoquimicas después del em-
pleo de fijadores diferentes han sido analizadas por muchos autores, como Nakane y
col. (1989), Hall y col. (1990), Landerbg y Groos (1991), Golick y Rice (1992).

En nuestro estudio hemos utilizado una solucion fijadora ampliamente experimen-
tada en nuestro laboratorio, el paraformaldehido al 4% en tampodn fosfato, como
demuestran gran numero de publicaciones sobre el estudio inmunohistoquimico de
la hipdfisis, algunas de las cuales se recogen en este trabajo. Asi comprobamos que,
aun cuando la cantidad de hormona o péptido era pequeia, dicha solucion se reve-
laba como un excelente fijador para el estudio inmunocitoquimico de las hormonas
hipofisarias en el raton.

Los controles que hemos realizado estan enmarcados dentro de los cldasicamente des-
critos: test de dilucién (Sternberger, 1979; Petrusz y col., 1976), test de sustitucion de
reactivos (Hutson y col., 1979; Forssmann y col., 1981) y, el mas comun de todos, el
test de preabsorcion (Hutson y col., 1979; Buffa y col., 1979; Forssmann y col., 1981).

Al sustituir el suero anti-prolactina por tampon de ensayo y por suero normal de co-
nejo, obtuvimos como resultado la abolicion total del producto de reaccion.
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Realizamos controles de dilucion tanto para obtener la concentracion mds adecuada
del primer antisuero como para eliminar tinciones de fondo y otras reacciones; des-
pués de un meticuloso test de dilucion comprobamos que la dilucion éptima del sue-
ro especifico fue de 1:300 para el anti-prolactina.

También hemos realizado preabsorcion del suero primario con prolactina (Sigma©) a
razén de 10nM/100 ul de suero diluido, y en todos los casos obtuvimos la abolicion
de la reaccion.

De esta manera, en nuestro laboratorio se han caracterizado, mediante su expresion
inmunocitoquimica, las células productoras de varias hormonas hipofisarias (Carretero
y col., 1989; 1990; 1992; Montero y col., 1990; Rubio y col., 1992; 1994; Sanchez y col.,
1993) o productores de péptidos como GRF (Carretero y col.,, 1991), somatostatina
(Gil, 1992) o VIP (Carretero y col., 1995b; 1997).

También se pueden detectar enzimas intracelulares mediante inmunohistoquimica,
como hemos hecho en nuestro laboratorio con la aromatasa P450 (Carretero y col.,
19993, 1999b; 2003).

Empleo de PCNA como marcador de proliferacion.

En biologia celular, es incuestionable que la proliferacion celular constituye uno de los
procesos bioldgicos mas importante (Alberts y col., 1989); conforme a ella, las células
pueden clasificarse en: estdticas, de renovacion condicionada o de renovacién conti-
nuada (Leblond, 1963).

Por ello, los estudios y métodos de valoracion de la proliferacion celular adquieren una
gran importancia, al considerar los mecanismos reguladores de la actividad celular y
los mecanismos histopatoldgicos involucrados, directa o indirectamente, en la génesis
tumoral y fenédmenos relacionados con la proliferacién, fundamentalmente los de dife-
renciacion funcional de la célula (Wright, 1984).

El proceso de proliferacion celular y los fendmenos que acontecen en él, se conocen
con el nombre de ciclo celular, en el que, a su vez, se diferencian desde los anos cin-
cuenta distintas fases (Howard y Pelc, 1951; 1953; Lajtha, 1963).

Dentro de un mismo tejido, las células no presentan un ciclo celular sincronizado, sino
gue unas células estan fuera del ciclo celular y, otras que estan dentro, se encuentran
en distintas fases a lo largo del mismo. Por ello es fundamental considerar la fracciéon
celular en proliferacion (proliferation rate o growth fraction), que no es mas que el co-
ciente entre las células que estan dentro y fuera del ciclo; dicho de otra manera, el co-
ciente entre las células en proliferacion y el total de células presentes en el tejido de
una misma poblacién celular (Mendelsohn, 1963).

El control molecular del proceso de la proliferacion celular, se ha conservado de forma
considerable a lo largo de la evolucién para todos los eucariotes (Kacmarek, 1986;
Dunphy y Newport, 1988; Lee y Nurse, 1988).

La expresion de distintos genes, reguladores del ciclo celular, trae como consecuencia
la existencia o aparicién a lo largo del ciclo de proteinas intranucleares, como la pro-
teina cdc2, algunas histonas o las ciclinas (también conocidas como PCNA) (Schumper-
li, 1986; Lee y Nurse, 1987; Bravo y col., 1987; Prelich y col., 1987; Draetta y col., 1987;
1988; Draetta y Beach, 1988; Riabowol y col., 1989). Lo mismo ocurre para regular el
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paro en el crecimiento de las células de mamiferos (Wang, 1985; Schneider y col.,
1988).

Estas sustancias funcionalmente interrelacionadas que varian su cantidad o actividad a
lo largo del ciclo, permitiendo o completando la division celular normal, pueden ser
consideradas y empleadas como marcadores celulares, o mejor, como marcadores nu-
cleares de la proliferacion celular.

En nuestro trabajo hemos optado por la determinacion de la fraccion celular en pro-
liferacion, mediante el marcador inmunocitoquimico del antigeno nuclear de proli-
feracion celular, el PCNA.

El PCNA es una ciclina, proteina auxiliar de las DNA polimerasas d y €, necesarias para
la replicacién del DNA. Se expresa a partir de la segunda mitad de la fase G1 del ciclo
celular, su sintesis alcanza el maximo durante la fase S y comienza a declinar a partir de
la fase G2, pudiéndose detectar durante la fase M o incluso después de la mitosis
(Mathews y col., 1984; Tan y col., 1986; Prelich y Stillman, 1988). Estudios in vivo
(Oishi y col., 1993) e in vitro (Carretero y col., 1995a) han demostrado que es un exce-
lente marcador de la proliferacion celular hipofisaria.

Los métodos basados en la incorporacidn de timidina o deoxiuridinas, bromo o yodo,
son utiles para calcular las células que penetran en la fase S del ciclo, la duracion de la
misma o el efecto de inhibidores de la sintesis de DNA en tejidos normales o tumorales
(Morstyn y col., 1986; Tanaka y col., 1990; Carbajo y Watanabe, 1990; Soriano y Del
Rio, 1991; Carbajo y col., 1992; Arola y col., 1993).

Su principal inconveniente para la determinacion de la fraccion celular en proliferacion
consiste, en que dicha incorporacién se mantiene en el DNA vy, por tanto, persiste co-
mo marcador una vez que la célula ha abandonado el ciclo celular; ademas, no sirven
para marcar las células que, dentro del ciclo, no alcanzan la fase S o ya la pasaron antes
del periodo de incubacién con el marcador, lo que hace que muchas células en prolife-
racion no puedan ser detectadas y se detecten células que ya abandonaron el ciclo.

El empleo de algunos marcadores como la DNA polimerasa a (Tanaka y col., 1982;
Bensch y col., 1982; Namikawa y col., 1987; Wahl y col., 1989) o el antigeno Kl 67, uni-
co de los hasta ahora empleados, que esta presente en todas las fases del ciclo excep-
to la GO (Gerdes y col., 1983; 1984; Sasaki y col., 1987; Veroni y col., 1988; Sahin y col.,
1991), principalmente este ultimo, suponen excelentes métodos para determinar la
fraccién celular en proliferacion. Sin embargo, el Kl 67 sélo es detectable en la especie
humana y no en tejidos de roedores; ademas, presentan dificultades para su empleo
en tejidos incluidos en parafina, como es el caso de parte de nuestro estudio (Kawakita
y col., 1992).

El empleo del PCNA como marcador de la fraccidn celular en proliferacion tiene algu-
nos inconvenientes. La ciclina aparece en la segunda mitad de la fase G1, por lo que las
células dentro del ciclo celular antes del punto de restriccion no son detectables. Por el
mismo motivo, tejidos con una cinética celular alterada, como la parada en fase S, son
positivos de igual manera que si la cinética celular fuera normal (Wijsmany col., 1992).

Su larga vida media, de 20 horas in vitro (Bravo y col., 1987), puede ocasionar que to-
das las células de un tejido con alto turnover de crecimiento aparezcan positivas (Scott
y col., 1991).
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Aunqgue, aparentemente, esto sea una complicacion del método. En la préctica, esta
misma razon, permite diferenciar células que abandonaron el ciclo celular de aquellas
que no lo hicieron: si tras la mitosis, al reconstituirse la membrana nuclear, la reaccién
a PCNA aparece de forma exclusiva en el citoplasma, se trata de un proceso de difusién
tras la desintegracion de dicha membrana en la mitosis. Este hecho es diferencial, ya
que las células que no abandonaron el ciclo presentan reaccién citoplasmica y nuclear.
En la hipdfisis de la rata, estos datos que fueron aportados in vivo por Oishi y col.
(1993).

En nuestro estudio, a excepcion de alguna célula aislada, principalmente hemos en-
contrado reaccion nuclear.

El empleo de PCNA como marcador proliferativo, esta avalado por numerosos estudios
en tejidos normales o patoldgicos (Kurkiy col., 1986; Garcia y col., 1989; Levison y col.,
1990; Hall y col., 1990; Landberg y Ross, 1991; Karamitopoulu y col., 1993).

El que la reaccién a PCNA no sea homogénea y aparezcan nucleos intensamente reac-
tivos frente a otros débilmente activos, esta en consonancia con la dinamica y los nive-
les de la ciclina a lo largo de las distintas fases del ciclo celular (Mathews vy col., 1984;
Tan y col., 1986; Prelich y Stillman, 1988), coincidiendo plenamente con resultados ob-
tenidos previamente en nuestro Departamento (Estevez, 1994; Vazquez-Perfecto,
1994; Carretero y col., 1995a).

Es obvio que para determinar la fraccién celular en proliferacién, es muy importante
considerar el método para su cuantificacion. Los métodos histoldgicos suelen manejar
muchas menos células que la citometria de flujo. La cuantificacién normal a través de
microscopio, es un método seguro si analiza un numero suficiente de células, aunque
tiene el inconveniente de consumir mucho tiempo, tanto mas cuanto mayor sea la po-
blacion celular considerada (Barnard y col., 1987; Hall y col., 1988; Sheperd y col.,
1988; Karamitopoulou y col., 1993). El mayor problema radica en dilucidar cuantas cé-
lulas es necesario contar. Distintos estudios tratan de valorar esta aproximacién
(Aherne y col., 1977, 1982; Garcia y col., 1987); habiendo empleado métodos semi-
cuantitativos (Gatter y col., 1986; Garcia y col., 1989), asi como el andlisis de imagen
(Shwartz y col., 1989).

En nuestro caso, hemos optado por la cuantificacion manual en campos de grandes
aumentos para determinar la fraccion proliferativa, estimando que 4000 células por
animal tomadas aleatoriamente, fue un numero suficiente para obtener resultados
fiables estadisticamente.

Como comprobaremos al comentar los efectos de los distintos tratamientos, el marca-
je para PCNA ha permitido, claramente, comprobar los efectos que sobre la prolifera-
cién de las células del epitelio tubular tiene la carencia de laproteina de sustrato de re-
ceptor insulinico IRS2.

Empleo de la Caspasa 3 activa como marcador de apoptosis.

El nimero de células en un organismo esta determinado por los niveles de las inmigra-
cién celular, divisiéon celular y muerte celular (Raff, 1996). El fendmeno de la muerte
celular se ha ido poniendo de manifiesto paulatina mente desde hace 165 afios (Vogt,
1842; Kerr y col., 1972; Sulsto y Horvitz, 1997). La muerte celular en los organismos
multicelulares estd sujeta a control genético (Ellis y Horvitz, 1986; Vaux y col., 1988)
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habiéndose demostrado que anormalidades en la regulacion de la muerte celular es
causa de alteraciones como el cancer (Strasser y col., 1990; McDonald y Korsmeyer,
1991) enfermedades autoinmunes (Strasser y col.,, 1991; Watanabe-Fukunaga vy
col.,1992) y posiblemente en alteraciones degenerativas (Barr y Tmei, 1994; Thomp-
son, 1995).

La muerte celular programada o apoptosis es una propiedad comun de todos los orga-
nismos multicelulares (Krammer, 2000; Daniel y Korsmeyer, 2004). El término fue acu-
fiado por Currie y sus colaboradores (Kerr y col., 1972) para describir una determinada
muerte celular observada en multiples células y tejidos. Puede ser desencadenada por
un gran numero de factores, entre los que se incluyen, las radiaciones ultravioletas y
radiaciones gamma, drogas utilizadas en la quimioterapia, factores de crecimiento o
sefiales que provocan la muerte de receptores y sus ligandos (DRs), segun Nagata,
1997; Ashkenazi y Dixit (1998) y Krammer (1998).

La apoptosis es un fendmeno fisioldgico de muerte celular en el que se implican una
gran variedad de rutas de sefial intracelular, si bien estas rutas son tejido dependien-
tes, variando de unas células a otras.

Basicamente hay cinco elementos clave en el proceso apoptdtico.

Algunos receptores dispuestos en la superficie celular y cuya activacién se asocia con la
activacion de las caspasas.

En los estadios tempranos de la apoptosis ocurren cambios en la superficie celular y la
membrana palsmatica.

Las caspasas constituyen una familia de proteasas intracelulares, formada por al me-
nos 11 miembros en las céluals de los mamiferos, que juegan un poapel clave en el ini-
cio y el desarrollo de la apoptosis inducida por diferentes estimulos. Siempre, el papel
central de la regulacién y de la ejecucion de la muerte celular por apoptosis pertenece
a las caspasas (Cohen, 1997; Nicholson, 1999).

La muerte celular se acompafia siempre de alteraciones en la fisiologia mitocondrial.
Durante la apoptosis se altera la permeabilidad de la membrana mitocondril con lo que
algunos activadores de proteasas especificas de la apotosis se liberan al citosol desde
la mitocondria. La liberacion al citosol desde la mitocondria de citocromo C promueve
la actgivacion de las caspasas.

El cambio bioquimico intracelular mas importante que acontece durante la apoptosis
es la fragmenacidon de DNA gendmico intranuclear, con caracter irreversible. En mu-
chos casos es el resultado de la activaién de una endonucleasa nuclear dependiente de
Ca+2 y Mg+2, que frgamenta el DNA actuando entre las unidades nucleosomales, lo
que da lugar a fragmentos de DNA mono u oligonucleosomales.

Estoas acotecimeintos producen cambios celulares que son las dianas metodoldgicas
usadas en el laboratorio para estudiar y detectar las células que entran en apoptosis.

Entre ellos esta el analisis de la activacion de la caspasa 3 mediante fluorometria o in-
munocitoquimica.

Este ultimo método es el que hemos utilizado en nuestro estudio y nos ha permitdo
detectar con éxito las existencia de fendmenos apoptdticos en el interior del tubo
seminifero de loa ratones knock out a IRS2.
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Morfometria y Planimetria.

La segunda técnica empleada en este apartado, la aplicacion de métodos cuantitativos
morfométricos y estereolégicos, intenta resolver el problema de la valoracién morfo-
l6gica subjetiva de la actividad celular. Estos métodos han evolucionado a lo largo de
los afos; en sus inicios, hace mds de treinta afios, se empleaban métodos manuales,
pero en la actualidad, el empleo de los ordenadores y la digitalizacion de imagenes
permite hacer andlisis automaticos o semiautomaticos en los que el operador no inter-
fiere en la medida.

Alrededor de 1850, el gedlogo francés Delesse y el microscopista inglés Sorby enuncia-
ron, independientemente, el principio de que el promedio de un area fraccional de un
tipo particular de componente, en una seccion tomada de un cuerpo soélido, es direc-
tamente proporcional a la fraccién de volumen de ese componente dentro del cuerpo
solido original (Delesse, 1847; Sorby, 1856).

Estos autores llegaron a esta conclusién por un proceso intuitivo, pero los esfuerzos de
expertos en geometria integral y probabilidad han demostrado en varias ocasiones la
validez del principio de Delesse (Crofton, 1877; Delthiel, 1926; Bonnesen y Fenchel,
1934; Santalo, 1936; Blaschke, 1949).

Mayhew y Cruz (1973) trasformaron el principio de Delesse mediante la consideracion
de un modelo de esfera concéntrica (toscamente similar a una célula) y consiguieron
formulaciones bastante claras de esta relacion.

Otros autores también han dejado claro que las ecuaciones usadas en estereologia son
mera manifestacién de un area mucho mas amplia de las matematicas, que se ha de-
nominado geometria multidimensional (Miles, 1972) o simplemente probabilidad
geométrica (Little, 1974).

La estereologia, término acufiado por la Sociedad Internacional de Estereologia (ISA)
en 1961, estd basada en la probabilidad geométrica y permite la evaluacidn de estruc-
turas tridimensionales por extrapolacion de mediciones realizadas en secciones bidi-
mensionales, tras la aplicacién de medidas llevadas a cabo en secciones bidimensiona-
les y axiomas estereolégicos, consiguiendo la medida de volumen, superficie y nimero
de tejidos y componentes celulares con microscopia 6ptica o electrénica (Rohr y col.,
1978).

Los métodos estereoldgicos son aquéllos que se usan para derivar informacién tridi-
mensional a partir de la consideracién de imagenes bidimensionales. En sentido am-
plio, esto incluira métodos de reconstruccion tridimensional usando secciones seriadas
asi como métodos cuantitativos extrapolables tratados con determinaciones numéri-
cas. Este ultimo concepto ha sido denominado estereologia cuantitativa (Underwood,
1970).

Existen bastantes revisiones y articulos que han tratado mas a fondo estos temas y, en-
tre ellos, destacamos los de Loud y col. (1965), Weibel y col. (1966), Weibel (1969),
Elias y col., (1971), Weibel y Bolender (1973) y Elias y Hide (1980).

Los parametros abiertos a estudio por los métodos estereolégicos incluyen: volimenes
y areas de superficie de componentes fraccionariios, volimenes medios, dreas de su-
perficie medias y densidad numérica de diferentes particulas o células dentro de un te-
jido, asi como el tamano y nimero de las mismas. Estos volUmenes, dreas, nUmeros y
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tamafios pueden ser estimados a partir de células o tejidos, o bien a partir de porcio-
nes de los mismos.

En estereologia estricta, los valores para un componente dado son expresados como
densidades que relacionan su volumen, superficie o nimero, con la unidad de volumen
de una superficie de referencia dada. En morfometria simple, los valores se expresan
como la media aritmética de una poblacidén de valores que resulta de tratar estadisti-
camente las areas o numeros referidos a dreas o a poblaciones totales de un parame-
tro concreto.

Los efectos de tratamientos experimentales sobre la estructura celular y el curso a lo
largo del tiempo de distintos eventos morfoldgicos, pueden ser constatados de forma
precisa por medio del volumen, superficie o nimero de células o de sus organelas. Con
ello se evitan en gran medida los aspectos subjetivos y se pueden obtener datos cuan-
titativos fiables y comparables. Por ello, los métodos estereoldgicos y morfométricos
representan un avance importante en la microanatomia y en la investigacion basica
morfolégica en neuroendocrinologia.

En nuestro laboratorio, han sido empleados en numerosas ocasiones técnicas y mé-
todos estereoldgicos o morfométricos para el estudio de la hipdfisis con gran efica-
cia y precision, determinando el drea celular y el drea nuclear de forma semejante a
como se ha realizado en este trabajo.

Es obvio que, para determinar la fraccion celular en un tejido (porcentaje de células
inmunopositivas y densidad numérica, en nuestro caso) es muy importante considerar
el método empleado para su cuantificacion. Los métodos histolégicos suelen manejar
muchas menos células que la citometria de flujo.

La cuantificacidn normal a través de microscopio es un método seguro si analiza un
numero suficiente de células, aunque tiene el inconveniente de consumir mucho tiem-
po, tanto mas cuanto mayor sea la poblacidn celular considerada (Barnard y col., 1987;
Sheperd y col., 1988; Karamitopoulou y col., 1993).

El mayor problema radica en dilucidar cuantas células es necesario contar. Distintos es-
tudios tratan de valorar esta aproximacion (Aherne y col., 1977, 1982; Garcia y col.,
1987); habiendo empleado métodos semicuantitativos (Gatter y col., 1986; Garcia y
col., 1989), asi como el analisis de imagen (Schwartz y col., 1989).

En nuestro caso, hemos optado por la cuantificacion manual en campos de grandes
aumentos para determinar la fraccion positiva a prolactina, estimando que 4000 cé-
lulas por region de las hipdfisis, elegidas aleatoriamente, fue un numero suficiente
para obtener resultados fiables estadisticamente.

Como comprobaremos al comentar los efectos de los distintos grupos de estudio, el
marcaje inmunocitoquimico ha permitido comprobar claramente los efectos sobre
las células hipofisarias que tienen las situaciones experimentales en nuestro estudio.
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Los ratones knock out para la IRS2.

Un detalle importante, dentro del disefio experimental, es el modelo animal que he-
mos empleado y su aceptacion y validacién internacional como animal de experimen-
tacion.

Para entender la validacion del modelo y su eleccion para la realizacion de este es-
tuio, en este capitulo de discusion, incluimos los hallazgos bibliogrdficos que relacio-
nan en la literatura a la aromatasa con la regulacion de la prolactina y, por tanto, de
las células hipofisarias que la producen.

El empleo de animales trasgénicos, principalmente ratones, han sido y estan siendo
empleados para el estudio de los cambios patoldgicos de la enfermedad de Alzheimer;
sin embargo, hasta ahora, la mayoria de los animales empelados tienen modificada la
expresién regulable de Tau (Mocaun y col., 2008) o son animales que hiperexpresan b-
amiloide.

En nuestro estudio empleamos un modelo diferente en el que no se induce la apari-
cion artificial de la enfermedad de Alzheimer, sino que ésta acontece como conse-
cuencia de un proceso endocrino-metabdlico, parcialmente ligado a la edad como es la
diabetes tipo Il.

Los hallazgos que acabamos de detallar ponen de manifiesto que el modelo experi-
mental empleado en nuestro estudio es un modelo aceptado y validado para el es-
tudio de la hipdfisis reproductora y, en particular, para el estudio de las células hipo-
fisarias productoras LH.

Siendo éste el primer estudio realizado sobre los cambios que acontecen en este tipo
celular hipofisario ante la ausencia total de estrogenos por no producirse la aroma-
tasa P450. Lo que le da una gran importancia en la investigacion traslacional y otor-
ga el cardcter de originalidad que debe aportar todo trabajo de Tesis Doctoral.

Comentarios en relacion con los resultados obtenidos

IRS2 y testiculo.

Previo a cualquier comentario sobre los resultados obtenidos después de estudiar los
testiculos de ratones knock out a IRS2 y compararlos con los de los ratones wild type
es preciso decir que mediante western blotting se ha demostrado la presencia de IRS2
en dicha glandula en humanos (Kokk y col., 2005) y en la rata (Kokk y col., 2007; D’Cruz
y col., 2012) en la que se expresaba en las células de Sertoli, en las de Leydig, las es-
permatogonias y los espermatocitos tempranos, y que IRS2 estd implicada en el desa-
rrollo normal del testiculo (Griffeth y col., 2013).

Cambios morfoldogicos y morfométricos.

La deficiencia de IRS2 provoca diabetes e infertilidad femenina, las evidencias clinicas
sugieren que la diabetes y la obesidad disminuyen la fertilidad masculina; hasta hace
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poco tiempo no se sabia que IRS2 podria ser un elemento clave en la reproduccién
masculina.

Grifeth y colaboradores (2013) demostraron que IRS2 juega un papel critico en el desa-
rrollo testicular, potencialmente mediado por IGF1 (Castilla-Cortazar y col., 2015), o
por accion de la insulina sobre receptores IGF (Escott y col., 2014; revisado en Griffeth
y col., 2014) implicando la ruta de la PI3K/Akt (Escott y col., 2013), durante el desarro-
llo embrionario y postnatal sin que dichas alteraciones estuvieran ligadas a hiperglu-
cemias.

Las variaciones observadas en nuestro estudio sugieren que en los ratones Knock out
a IRS2 va aconteciendo un fendmeno de agotamiento en los tubulos seminiferos ya
que las alteraciones de la morfologia ductal a las seis semanas de edad son bdsica-
mente morfométricas y que en ese proceso parece tener gran relevancia la desapa-
ricion de la proliferacion celular y un aumento de la muerte celular por apoptosis.

Magds tarde, a las 12 semanas de edad esos cambios son ya muy manifiestos con
imdgenes que sugieren que acontece una atrofia testicular.

La atrofia testicular puede deberse a multiples causas, desde causas puramente meca-
nicas como la torsidn testicular hasta causas de origen genético, pasando por la accién
tdéxica de iones o productos sintéticos.

Recientemente se ha comprobado que la sobre-expresion de GH induce cambios tes-
ticulares, vacuolizacion en el epitelio seminifero previo a la atrofia testicular (Pio-
trowska y col., 2015), semejantes a los observados por nosotros en los ratones knock
out para IRS2 a las 6 semanas de edad. Dado que IGF1 es un efector final de la ac-
tuacion de la hormona GH, no es descabellado pensar que la ausencia de IRS2 efec-
tor intracelular de IGF1 pudiera afectar de alguna manera a la secrecion de GH o a
sus mecanismos de accion, por lo que el hecho de que los efectos de la ausencia de
IRS2 sobre el testiculo pudieran estar mediados en parte por un actuacion mayor de
GH no puede ser descartado.

En casi todos los casos de atrofia testicular descritos en la literatura, acontence un
proceso secuencial cuyos sucesos se asemejan mucho a los observados por nosotros
en los ratones knock out a IRS2 y que afectan de forma primordial a las células ger-
minales y su progresion, con repercusion final en la cantidad de espermatozoides en
la red testicular y el epididimo proximal.

La deprivacion de vitamina A afecta a la progresiéon de la espermatogénesis y a la for-
macion inicial de la barrera hemato-testicular derivando en una degeneracién irrever-
sible del testiculo (Chihara y col., 2013).

Atrofias testiculares que recuerdan morfoldgicamente a las observadas por nosotros
en los animales de 12 semanas de edad han sido descrita tras la vasectomia (Duru y
col., 2013).

Agentes quimioterdpicos (Hou y col., 2014) y productos quimicos de uso industrial co-
mo derivados del falato, conocido como DBP (Bao y col., 2011), o el éxido de titanio
(Orazizadeh y col., 2014) inducen toxicidad testicular y alteran proteinas implicadas en
la espermatogénesis, probablemente por inducir un aumento de radicales libres oxi-
dantes (Hefnawy y Ramadan, 2013).
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Los vapores de formol también tienen efectos adversos bore la fertilidad masculina del
ratdn. Los vapores de formol destruyen la estructura testicular induciendo la atrofia de
los tubulos, aumento el espacio entre las células germinales con lo que se desfigura el
aspecto columnar (Vosoughiy col., 2011).

Estos signos son muy parecidos a los encontrados por nosotros en los ratones knock
out de IRS2 a las 12 semanas de edad. Ademds, la degeneracion tubular se acompa-
Aa de cambios morfométricos que afectan a los tubulos semejantes a alos observa-
dos en nuestro estudio.

La atrofia testicular por toxicidad se ha relacionado principalmente con la produc-
cion de radicales libres. Aunque este podria ser un posible mecanismo implicado en
la atrofia por ausencia de IRS2, no podemos confirmar o rechazar esta teoria dado
que nuestro estudio no nos permite corroborar un aumento de radicales libres oxi-
dantes.

La hipoxia inducida por vasoconstriccion produce atrofia testicular disminuyendo la
proliferaciéon celular, estos efectos son soélo parcialmente recuperables por la accién de
IGF1 (Diez-Caballero y col., 2006).

Diversos genes como el gen NR5A1 codificador del factor steroidogénico 1 estan impli-
cados en el funcionamiento normal del epitelio germinal de los tubulos seminiferos y
su alteracién produce atrofia testicular (Répke y col., 2013).

Uno de los fallos genéticos que podrian estar implicados en la infertilidad masculina es
la ausencia de Foxa3 que actla como factor transcripcional en las células germinales
(Behry col., 2007).

La ausencia de Fox3 da lugar a disminucion de la proliferacion, aumento de la apop-
tosis y degeneracion testicular progresiva de manera que el proceso empieza en al-
gunos tubulos y se va extendiendo hasta generalizarse. De igual manera que va
aconteciendo en los ratones knock out a IRS2 de nuestro estudio.

El primer hallazgo del proceso es un adelgazamiento del epitelio tubular que disminuye
en su altura. El proceso concluye con la aparicién de tubulos con una pérdida selectiva
de células germinales, sin grandes alteraciones de las células de Sertoli (Behr y col.,
2007).

Como hemos descrito en el capitulo de resultados, en nuestro estudio los testiculos
de los ratones knock out para IRS2 presentaban tubulos con diferentes caracteristi-
cas predominando tres de ellas: tubulos de apariencia normal con una altura epite-
lial y un didmetro y superficie tubular disminuido, tubulos aberrantes y tubulos des-
provistos de células germinales. En un proceso semejante al descrito para los knock
out y heterocigotos de Foxa3.

Foxa3 esta relacionado con el metabolismo y regula la diferenciaciéon de los adipocitos
y el depdsito selectivo de tejido graso (Xu y col. 2013) y se asocia con diferentes rasgos
o fenotipos metabdlicos (Adier-Wailes y col., 2015). Los foxa se relacionan con la dieta
hipercaldrica y quizas con la obesidad, la diabetes tipo 2 y las células pancreaticas y el
glucagon (Plengvidhyay col., 1999; Liu y col., 2002; May col., 2014, 2015).

Foxa2 puede ser inhibida por la insulina a través de las rutas de IRS1 e IRS2 y estar im-
plicada en la actividad sobre los acidos grasos, a la vez que la expresion de IRS2 y la re-
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gulacién de diversos genes entre los que se encuentra Foxa3 podria explicar los efectos
de algunos antidiabéticos sobre la diabetes tipo 2 (Liy col., 2006).

Aunque no se ha estudiado la relacion intima entre Foxa3 e IRS2 en el testiculo, la
coincidencia en los cambios testiculares observados en los knock out de IRS2 y en los
de Foxa3 podria sugerir que ambas rutas estuvieran relacionadas en la espermato-
génesis.

Uno de los mecanismo por los que también puede aparecer hipotrofia de las células
epiteliales del epididimo proximal e incluso azoospermia obstructiva es la inactivacién
de los genes de receptor androgénico (Krutiskikh y col., 2011).

Aunque hasta la fecha no hay estudios que correlacionen NF2 o Pin1 con IRS2 en el
testiculo, los datos recogidos en la literatura en relacion con la regulacion metabdli-
ca sugieren que cabe la posibilidad de que exista algun tipo de relacion.

Otra causa de atrofia testicular y vaciado epididimario es la ausencia de las dos isofor-
mas de Merlinl y 2, supresores tumorales relacionados con NF2 (Zoch y col., 2015), sin
gue hasta el momento se conozca ninguna relacién entre NF2 o las isoformas 1y 2 de
merlin con las proteinas IRS.

Pin1 ha sido asociado al mantenimiento de la funcién testicular, entre otros drganos,
de manera que su pérdida induce la aparicién de atrofia testicular. Pinl se ha asociado
con las proteinas IRS en el tejido adiposo y la obesidad (Liou y col., 2002).

La mayoria de los estudios que analizan proliferacion en los tubulos seminiferos y
que se contemplan a continuacion se han realizado determinando PCNA como mar-
cador de proliferacion lo que valida de forma importante el empleo de este marca-
dor para nuestro estudio.

Insulina, receptor de insulina, IRS, proliferacidon y apoptosis.

Un desarrollo correcto de la regulacién de la muerte celular postnatal por apoptosis de
las células germinales es un componente esencial en el desarrollo y homeostasis de la
gbénada. En la regulacién de esta apoptosis se han implicado a importantes vias regula-
doras y sistemas de sefializacion (Richbourg y Boekelheide, 1996; Richburg y col., 1999;
Lee y col., 1999; Giammona y col., 2002; Chandrasekaran y Richbirg, 2005; Rasoulpour
y Boekelheide, 2005; Rasoloupour y col., 2006).

IGF1 o IGF2 a través de la activacidn de receptor juegan un importante papel como fac-
tores antiapoptoticos de las células de Leydig en el desarrollo postnatal de la rata (Co-
[6n vy col., 2007), el caballo (Yoon y Roser, 2010) y en el humano (Berensztein y col.,
2008). También podria estar implicados en la proliferacion de las células de Sertoli y el
tamafio testicular (Pitetti y col., 2013).

La insulina y los factores de crecimiento insulinico presentan efectos antiapoptdticos a
través de una compleja red de vias de sefial intracelulares (Virkamaki y col., 1999).
Ademas estan implicados en la actuacion de las hormonas gonadotropas, asi las vias de
sefial de insulina /IGF estan implicadas en los efectos proliferativos sobre las células
testiculares inmaduras de la FSH (Pitetti y col., 2013).

Los factores de crecimiento insulinicos, conocidos como IGF estan implicados en el es-
timulo de la proliferacién celular y la inhibicién de la apoptosis. Desde hace veinte
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afios se sabe que IGF1 es un factor de supervivencia para muchos tipos de células
(Neuenschwander y col., 1996; Zhang y col., 1997; Ellouk-Achard y col., 1998; Hisch-
berg y Ding, 1998; Werther y col., 1998; Leri y col., 1999; Nickerson y Huynh, 1999; Fa-
rrelly y col., 1999; Moorehead y col., 2001; Gilmore y col., 2002), inhibiendo la apopto-
sis. La union de IGF1 a su receptor provoca alteraciones moleculares intracelulares en-
tre las que se encuentran las proteinas de sustrato de receptor insulinico —IRS- (White,
1998). Los efectos antiapoptéticos de IGF2 se correlacionan con la fosforilacién pro-
longada de Akt/PKB (Moorehead y col., 2001).

Los efectos bioldgicos de IGF1 y de insulina se desarrollan a través de la activacion de
sus receptores de superficie que resulta en la fosforilacién de algunas IRSs que tras ello
interactuan con proteinas que contienen el dominio SH2 como la PI3K, Grb2 o SHP2.
Junto a efectos sobre la proliferacion o la apoptosis, hay datos que sugieren que IGF1
podria facilitar la esteroidogénesis en las células de Leydig, involucrando a las ruta de
sefiales ERK1/2 (Qu y col., 2012).

Como eras de esperar, se ha descrito la presencia de receptores de insulina y/o IGF en
espermatogonias, espermatocitos y células de Leydig (Yoon y col., 2011).

Se han propuesto muchos mecanismos a través de los cuales IGF1 e insulina podrian
proteger a las células de la apoptosis como son la via PI3K/Akt (Minshall y col., 1999;
Parrizas y col., 1997; Kulik y col., 1997), la ruta Ras/MAPK (Parrizas y col., 1997), o la
participacién de la quinasa Jun N-terminal (Krause y col., 2001) y p38MAPK (Heron-
Milhavet y col., 2001).

En la literatura hay cierta controversias sobre que IRS estd implicada en la inhibicién de
la apoptosis, para algunos autores seria IRS1 (Tseng y col., 2002), otros autores han
implicado a IRS2 (Valverde y col., 2004; Yi y col., 2005), implicando a IRS2 y excluyendo
a IRS1 (Kim y Feldman, 2009) y implicando a ambos (Stor and col., 2011).

Siendo lo mas probable que ambas IRS estén implicadas y quizas de una forma tejido-
dependiente. Las proteinas IRS pueden jugar papeles diferentes en los efectos antia-
poptoéticos IGF1 e insulina, posiblemente a través de mecanismos dependientes de
caspasa 3, CREB y FKHR (Tseng y col., 2002).

La activaciéon de PI3K induce la activacion de su efector Akt a través del que estimula
respuestas que van desde el metabolismo de la glucosa a la proliferacién o la inhibicién
de la apoptosis celular. La asociacidon de las proteinas IRS con Grb2 conduce al reclu-
tamiento de SOS y Ras con lo que se activa la via MAPK, un via reguladora principal de
la expresiodn génica (Virkamaki y col., 1999).

Sefializacion a través de PI3K / Akt.

La activacion de PI3K induce la activacidon de su efector Akt a través del que estimula
respuestas que van desde el metabolismo de la glucosa a la proliferacion o la inhibicién
de la apoptosis celular.

Aktl es considerada como la isoforma de PKB mds importante en la regulacion del cre-
cimiento y el desarrollo y esta muy implicada en la regulacién del ciclo celular, el cre-
cimiento y la diferenciacién celular, y la inhibicién de la apoptosis (Dummler y Hem-
mings, 2007).
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La participacion de Akt en la regulacién de la supervivencia celular ocasiona la inhibi-
cién directa po rfosforilacién de sefiales proapoptdticas como Bad y FoxO.

La ausencia de IRS2 favorece la rapida apoptosis con activacidon de caspasa 3 activa y
fragmentacion del DNA. En los ratones knock out para IRS2 la insulina es incapaz de
fosforilar Bad, de aumentar la expresion de Clc-x,, y de traslocar Foxo 1 del nucleo al
citosol, lo que demuestra que IRS2 es una sefial clave para el eje PI3K/Akt/Foxo 1y que
la sefalizacidn a través de IRS2 se requiere de forma especifica mediante la generacién
de PIP3 para mediar en los efectos de la insulina sobre la supervivencia celular (Valver-
dey col., 2004).

La unién de insulian o IGF1 a su receptor mediante la autofosforilizacion de tirosina
aumenta la actividad tirosinquinasa del receptor y propaga la sefal a través de vias
comunes que incluyen a la via IRS/PI3K (Taguchi y White, 2008).

Tras su activacion, el receptor une a las IRS que son fosforiladas por accion de la tiro-
sinquinasa intrinseca del receptor, las IRS fosforiladas se unen después a otras protei-
nas a través de sus dominios SH2, entre ellos esta la p85, subunidad reguladora de
PI3K. Ello activa la subunidad catalitica p110 de PI3K. Una vez activada, la PI3K actua
sobre su sustrato PIP2 para producir PIP3 que conducen a PDK1 (quinasa dependiente
del fosfatidil inositol) y Akt hacia la membrana plasmatica, donde PDK1 fosforila a Akt
activdndola. Akt actua fosforilando FoxO que se acumula en el cytosol como conse-
cuencia de ello.

La cascada IRS/PI3K/Akt, inactivando FoxO, produce un descenso en la expresion de los
reguladores inhibidores del ciclo celular y promueve la supervivencia celular puesto
gue FoxO regula a la proteina proapoptdtica TRAII, junto a la fosforilacdn directa de
BAD por Akt, BAD es un componente del complejo BAD/BclxL, lo que ocasiona la diso-
ciacion del complejo (Datta y col., 1997; Carey vy col., 2007).

En definitiva la ruta de insulina resulta en la activacién a de Akt que acabara activando
la expresion de genes prosupervivencia y antiapoptoticos (Zang y col., 2011).

Sefalizacion a través de MAPK.

La asociacién de las proteinas IRS con Grb2 conduce al reclutamiento de SOS y Ras con
lo que se activa la via MAPK, un via reguladora principal de la expresidon génica (Vir-
kamaki y col., 1999).

En algunos epitelios, la aparicion de apoptosis coincide con la retirada de IRS (Hadsell y
col., 2001), en este mecanismo podria estar implicada la caspasa 10 y se realizaria a
través de la inhibicién de la ruta de la MAPK-1 (Green y col., 2004).

(Nota: ver algunos ejemplos de activacion de p38MAPK en el apartado siguiente)

Proliferacidon, Degeneracion y Apoptosis en las células germinales del testiculo.

En nuestro estudio hemos podido comprobar como las células germinales de los ra-
tones knock out a IRS2 no se marcan con PCNA, sin embargo es posible observar
morfolégicamente imdgenes tipicas de division celular, e incluso como algunas de
esas células aparecen marcadas con caspasa 3 activa, un marcador de apoptosis. Es
deducible de esos hallazgos que en los ratones knock out a IRS2, ya a las 6 semanas,
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se produce un arresto de las células germinales en su proceso meidtico, de ahi que
haya imdgenes sugerentes de células en division que no se marcan con PCNA.

En esta fase, se mantiene la diferenciacion de las espermdtides y, como consecuen-
cia, se forman espermatozoides que aparecen en la luz de los conductos de la red
testicular.

Apoyando esta teoria que planteamos, se ha demostrado que el arresto de la esper-
matogénesis y el dafio de DNA que se observa en el testiculo de ratones mutantes a
PTIP, una proteina implicada implicada en la reparacién del DNA y la metilacién de las
histonas, conduce a un arresto de los espermatocitos seguido de atrofia testicular
(Schwab y col., 2013).

Los ratones knock out de 12 semanas de nuestro estudio presentan signos de dege-
neracion intratubular caracterizada por células gigantes y multinucleadas, que unas
veces fueron acromdticas, otras eosindfilas y otras basdfilas, llegando incluso a pa-
recer como células eosindfilas anucleadas.

Analizando la atrofia testicular tras la administracién de kisspeptina-54 se ha compro-
bado que la atrofia testicular, probablemente debida a la disrupcién de la regulacién
por GnRH, presenta imdgenes degenerativas semejantes a las observadas en nuestro
estudio (Thompson y col., 2009).

Estos autores asocian esas imdgenes degenerativas a posibles necrosis intratubular
de las células germinales. Sin embargo, nosotros hemos detectado que, al menos en
pasos previos a la multinucleacion y en las células anucleadas hay marcaje para
caspasa 3 activa, de manera que sin rechazar la posibilidad de que exista necrosis o
autofagia, también habria apoptosis.

Tras la infeccidn testicular por el virus del herpes simple acontece un fendmeno de
atrofia testicular que va afectando a tubulos de forma secuencial. Primero aparece una
desorganizacion del epitelio germinal que se va desprendiendo y se acompafia de una
arresto de la espermatogénesis, posteriormente hay un claro adelgazamiento del epi-
telio germinal y aparecen células germinales multinucleadas y células picnéticas en el
interior de la luz tubular (Malolina y col., 2014).

Esta secuencia es casi idéntica a la observada en nuestro estudio en los ratones
knock out a IRS2 y reafirma la idea de que las variaciones morfoldgicas observadas
en los tubulos de nuestros knock out son diferentes estadios de un mismo proceso
secuencial de degeneracion y posterior atrofia testicular.

Se admite que en el testiculo existe fisiolégicamente un grado de apoptosis que, al
contrario de lo que ocurre en el ovario, afecta a las células germinales, siendo rara en
las células somaticas. En esta apoptosis se ha implicado a una aumento en la expresién
de p53 (Liu y col., 2010) sin que ello guarde relacidn con alteraciones en la telomerasa
y la consecuente fusion de telémeros (Maser y col., 2007).

Las dos isoformas de p53 son capaces de actuar y, en cierto modo, modular la actua-
cién de IGF1 sobre su receptor y la posterior activaciéon de la ruta de Akt (Maier y col.,
2003).

Se produce una pérdida de células germinales a lo largo del desarrollo normal del tes-
ticulo (Huckins, 1978). La disminucién del numero de células se da principalmente du-
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rante la divisién mitdtica de las espermatogonias, durante la divisién meidtica de los
espermatocitos y en la espermiogénesis (Russel y col., 1987) mediante un proceso de
apoptosis y posterior fagocitosis por las células de Sertoli (Allan y col., 1992). La apop-
tosis en los tubulos seminiferos se da principalmente en etapas tempranas del desarro-
llo testicular postnatal, mientras que es rara tras la pubertad y en adultos (Billig y col.,
1995). Generalmente al apoptosis se da de forma fisioldgica en las células germinales,
siendo rara en las células de Leydig y las de Sertoli (Shikone y col., 1994; Billig y col.,
1995), en la rata la célula que presenta mayor apoptosis a las 5 semanas de edad y en
el adulto es el espermatocito (Billig y col., 1995).

En nuestro estudio, en los animales wild type, la aparicion de células positivas a cas-
pasa 3 activa ha sido tan esporddica que podria decirse que es inexistente. No ocu-
rrio asi en los ratones knock out en los que se comprobd que desde la hilera mds ba-
sal de células, la que normalmente ocupan las espermatogonias y espermatocitos de
primer orden hasta las espermdtides redondeadas de la hilera adluminal aparecie-
ron células positivas a caspasa 3 activa, si bien, no todas las células del epitelio eran
positivas, semejante a los hallazgos descritos en algunas alteraciones génicas como
las de los ratones knock out para PCD* (Kim y col., 2011).

La literatura recoge diversas causas capaces de inducir apoptosis en las células germi-
nales del testiculo, desde causas mecanicas a intoxicaciones. A continuacion presen-
tamos algunos casos en los que dicha apoptosis guardaba una cierta relacién con los
receptores de insulina o de IGF1 o bien de sus rutas de sefializacién intracelular. Como
podra apreciarse, casi todas ellas se relacionan con atrofia testicular que de una u otra
manera hemos comentado ya anteriormente en esta discusion.

La apoptosis testicular relacionada con la diabetes puede derivar de efecto de radicales
libres como sugiere el hecho de que dietas hidricas ricas en sodio hidrosulfuro tiene
efectos antiapoptéticos (Sadik y col., 2011).

En la orquitis autoinmune aparece una atrofia testicular en la que el marcaje con cas-
pasa 3 activa demuestra que la apoptosis estd implicada en la progresién de la autop-
sia, la validez de caspasa 3 activa como marcador en este proceso se correlaciona con
la observacion por TUNEL de la fragmentacion del DNA (Pérez y col., 2015).

En el testiculo, se ha asociado la ausencia de Aktl con un aumento de estrés oxidativo
que aumenta la expresion de SMAC/DIABLO, una proteina mitocondrial proapoptética,
de donde se deduce que Aktl juega un importante papel en la proteccién de las células
germinales ante la apoptosis en relaciéon con una sensibilidad aumentada al estrés oxi-
dativo (Rogers y col., 2008). La atenuacién de via Kit-PI3K-Akt aumenta la apoptosis de
las células germinales en el testiculo (Dong y col., 2014).

La apoptosis de células germinales testiculares inducida por aumentos de la tempera-
tura parece asociarse a la fosforilizacién de la p38MAPK inducida probablemente por la
activacién de calpain 2 (Lizama y col., 2009).

De igual manera, la apoptosis inducida por bisfenol A en las células de Sertoli (lida y
col., 2003) que afecta de forma notoria al desarrollo de las células germinales del testi-
culo (Wang vy col., 2014) y por lo tanto a la espermatogénesis y la produccién de es-
perma conlleva un aumento en la expresién de Fas, FasL y caspasa 3 activa que se
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acompafia de un aumento en la fosforilacion de JNKs/p38MAPK y de la traslocaciéon de
NF-kB (Qiy col., 2014).

El Zinc podria participar en la regulacion por apoptosis del control de las células de Ser-
toli sobre las células germinales a través de la liberacién de clusterina desde las células
de Sertoli (Kaisman-Elbaz y col., 2009); siendo ésta la responsable de la apoptosis de
células germinales. En la liberacion de clusterina estan implicadas las rutas de la PI3K y
de las MAPK.

El selenio produce, junto a toxicidad testicular por aumento en la produccion de radi-
cales libres oxidantes, apoptosis en el testiculo a través de p38 MAPK, la activacion de
caspasa 3y caspasa 8 y el descenso de Bcl-2 (Ranawat y Bansal, 2009).

La torsidn testicular se acompaia de apoptosis en las células germinales, el grado de
apoptosis, principalmente en las espermatides, disminuye notablemente por efecto de
IGF1 (Ozkurkcugil y col., 2004).

Aungue algunos autores mantienen que la insulina desarrolla sus efectos a través del
eje hipotdlamo-hipofiso-gonadal (Schoeller y col., 2012) no cabe duda de que IRS2 estd
implicada en el desarrollo normal del testiculo y en su funcionalidad como glandula re-
productora y que lo mas probable es que no sea la insulina sino el IGF1 y/o el IGF2 los
que desarrollen sus efectos a través de dicha proteina.

En conjunto, nuestro resultados sugieren que IRS2 es ademds un elemento clave en
la espermatogénesis ya que su ausencia provoca atrofia testicular, con el arresto de
las células germinales que dejan de proliferar, para posteriormente entrar en mito-
sis; la aparicion de elementos aberrantes de células germinales polinucleadas que
acompafan a un proceso degenerativo del epitelio germinal y la posterior destruc-
cion con desaparicion del epitelio, persistiendo tan solo células de Sertoli adosadas a
la membrana basal sin que haya células germinales.
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Después de analizar los efectos que la ausencia de la proteina de sustrato de receptor
insulinico IRS2 ejerce sobre la morfologia de los tubulos seminiferos en ratones knock
out para IRS2 de 6 y 12 semanas y compararlos con las caracteristicas morfoldgicas de
los ratones wild type, mediante un estudio histoldgico/histopatoldico con hematoxilina
eosina y su posterior analisis morfométrico; valorando las alteraciones en la prolifera-
cién celular empelando PCNA como marcador de proliferacion y detectar la aparicidon
de apoptosis mediante el marcaje inmunocitoquimico con caspasa 3 activa; contrasta-
do los resultados obtenidos con la literatura existente, hemos llegado a las siguientes
conclusiones:

1.- Este es el primer estudio que asocia el andlisis histoquimico-
morfométrico con las variaciones en proliferacion y apoptosis
en ratones adultos que carecen de la proteina IRS2. Dada la re-
levancia clinica que tiene la diabetes tipo 2 y puesto que este
modelo animal desarrolla una resistencia periférica a la insulina
acompainada de diabetes tipo 2, los resultados obtenidos tienen
gran relevancia puesto que ofrecen alteraciones testiculares no
ligadas a la hiperglucemia. Alcanzando los objetivos propuestos
al inicio del estudio.

2.- Los resultados obtenidos sugieren que la ausencia de IRS2 in-
duce la aparicion de una atrofia testicular que se desarrolla en
un proceso secuencial y que afecta de forma principal a las célu-
las germinales presentes en el tubulo seminifero.

3.- La secuencia puede ser caracterizada morfolégicamente en los
siguientes pasos

a.- Aparicién de células germinales basales vacuoladas.

b.- Arresto de la proliferacidon de las células germinales desde las
espermatogonias.

c.- Disminucion de la altura del epitelio germinal junto a un inicio
de desprendimiento del mismo.

d.- Aparicidon de apoptosis junto a la aparicion de células germina-
les gigantes polinucleadas.

e.- Pérdida de espermatides y por ende de espermatozoides, con
vaciamiento de la luz de los conductos de la red testicular.

f.- Desaparicion de células germinales en los tubulos seminiferos.

Este proceso secuencial no se da a la vez en todos los tubulos se-
miniferos, sino que en un mismo testiculo coexisten tubulos en
diferentes estadios del proceso.
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