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RESUMEN

Fernandez, R. 2005. Inmunolocalizacion del factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF-I) y su receptor (IGF-Ir) en el tracto reproductor del verraco. Proyecto Especial del
Programa de Ingeniero Agrénomo, Zamorano, Honduras. 31 p.

Los procesos reproductivos de los machos requieren de la produccion de células
espermaticas competentes. Este proceso incluye la proliferacion y diferenciacion de
células espermatogénicas en el tejido testicular. Los factores de crecimiento interactian
con receptores localizados en la membrana celular, comunicdndose con segundos
mensajeros a través de cambios conformacionales que inducen la autofosforilacion de
residuos de tirosina localizados sobre el dominio intracelular del receptor. Aunque
inicialmente se les asocid con la estimulacion de la proliferacion celular, actualmente se
ha documentado que participan en multiples funciones, entre las cuales se encuentran: la
regulacion del ciclo celular, la estimulacion de la migracion celular, el transporte de
aminoacidos y la sintesis de acido ribonucleico (ARN) y proteinas, la introducciéon y la
utilizacion de glucosa. Ademas, por estar localizados en forma ubicua, se ha sugerido que
estos factores tienen un papel en la supervivencia celular y en la regulacion de la
homedstasis del organismo. En el caso particular del verraco, estos estudios podrian ser de
utilidad en un futuro para mejorar la eficacia de las biotecnologias reproductivas ya que
permiten un mayor control sobre la funcion espermatica. El objetivo principal del estudio
fue localizar el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I) y su receptor (IGF-Ir) en
el tracto reproductor del verraco mediante técnicas inmunologicas utilizando anticuerpos
especificos. Para realizar este estudio se utilizo6 tejido procedente del tracto reproductivo
(testiculo) de 10 verracos analizando diversos grupos celulares del testiculo (células
peritubulares, de Sertoli, germinales y de Leydig). El IGF-I y su receptor IGF-Ir se
expresan en el tejido testicular del verraco. Para el IGF-I y su receptor IGF-Ir el
porcentaje de células en los distintos grupos celulares que se expresaron fue siempre
superior al 65%. El sistema IGF-I/IGF-Ir parece desempefiar un papel importante en la
regulacion de la fisiologia testicular del verraco.

Palabras clave: Porcinos, técnicas inmunologicas, anticuerpos, peritubulares, germinales,
de Leydig, de Sertoli, espermatogénesis.

John Jairo Hincapié, Ph.D.
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1. INTRODUCCION

El objetivo principal de la porcinocultura es la produccion eficiente de carne magra para el
consumidor y su economia depende en gran medida de su eficiencia reproductiva. El
método habitual para la valoracion del rendimiento reproductivo, que puede variar
notablemente de una granja a otra, consiste en examinar el nimero de crias producidas por
cerda al afio. Este indice comprende dos componentes importantes: el tamafio y numero de
camadas producidas por afio (Gordon 1997).

Con base en que la rentabilidad de la empresa porcina depende en gran parte del nimero
de lechones destetados por cerda anualmente, las técnicas de reproduccion controlada que
mejoren las tasas de concepcion, reduzcan la incidencia de mortalidad embrionaria,
acorten el intervalo entre partos y mejoren la tasa de supervivencia de los lechones
posiblemente presentaran un interés comercial notable (Gordon 1997).

Los procesos reproductivos de los machos requieren de la produccion de células
espermaticas competentes. Este proceso incluye la proliferacion y diferenciacion de
células espermatogénicas en el tejido testicular, al igual que la participacion de células
apoptoticas. (Wagener et al. 2000).

Para que los espermatozoides puedan desempenar su funcion han de experimentar una
serie de cambios estructurales y funcionales. Estos cambios se inician con la
espermatogénesis, donde los espermatozoides completan el proceso de maduracion y
adquieren su motilidad, y se completa en el tracto genital de la hembra, donde
experimentan la capacitacion y la reaccion acrosémica, con lo que adquieren la capacidad
fecundante (Hafez 2002; Hafez y Hafez 2002a). Por tal razén, para que los
espermatozoides puedan fecundar al ovocito han de estar sometidos a distintos ambientes
fisioldgicos que se generan tanto en el tracto genital del macho, como en el tracto genital
de la hembra.

El estudio de las sefiales que regulan los distintos contextos fisiologicos a los que se
encuentra sometido el espermatozoide resulta fundamental para entender el proceso
reproductivo. Estos mecanismos requieren la participacion de hormonas como la
testosterona que son producidos por las células de Leydig que se encarga de asegurar el
desarrollo de las células germinales (Tapanainen et al. 1993; Thompson 1994).



Algunas de estas sefiales actiian via endocrina, a gran distancia del sitio donde se producen
y generalmente no lo hacen directamente sobre las células germinales. Tal es el caso de las
gonadotropinas, que se generan en la pituitaria y actian en el testiculo.

La LH actta sobre las células de Leydig mientras que la FSH lo hace sobre las de Sertoli,
regulando la espermatogénesis. Sin embargo, para mantener la homedstasis testicular,
ademas de la comunicacién endocrina, es necesario que se establezca una comunicacion
entre los distintos compartimientos que conforman el testiculo. Estas comunicaciones
ocurren entre las células de Leydig y las células de Sertoli, y entre las células de Sertoli y
las células germinales (Oliva, 2005).

La comunicacién entre los compartimientos del testiculo se establece a través de sefales
que actuan en el ambito local. En los ultimos afios, se han identificado y caracterizado
diversos péptidos, nuevas sefales, que poseen una vida media corta y actian sobre las
mismas células que las producen o sobre células cercanas, regulando procesos de division,
supervivencia y diferenciacion celular, por lo que reciben el nombre genérico de factores
de crecimiento.

Los factores de crecimiento son proteinas que tienen un peso molecular menor de 30 kDa
que interactian con receptores localizados en la membrana celular, comunicandose con
segundos mensajeros a través de cambios conformacionales que inducen la
autofosforilacion de residuos de tirosina localizados sobre el dominio intracelular del
receptor. Aunque inicialmente se les asocid con la estimulacion de la proliferacion celular,
actualmente se ha documentado que participan en multiples funciones, entre las cuales se
encuentran: la regulacion del ciclo celular, la estimulacion de la migracion celular, el
transporte de aminodcidos y la sintesis de acido ribonucleico (ARN) y proteinas, la
introduccion y la utilizacion de glucosa. Ademas, por estar localizados en forma ubicua, se
ha sugerido que estos factores tienen un papel en la supervivencia celular y en la
regulacion de la homeostasis del organismo (Carpenter 1987; Bellvé y Zheng 1989;
Gnessi et al. 1997; Hill 1989).

Las factores de crecimiento han sido clasificados en familias, considerando para ello sus
caracteristicas estructurales y efectos bioldgicos. La familia del factor de crecimiento
epidérmico (EGF), la del factor de crecimiento fibroblastico (FGF), la del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), la del factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF), la del factor transformante de crecimiento B (TGF- B) y los factores de
crecimiento hematopoyéticos (Hill 1989; Hafez y Hafez 2002).

Muchos de estos factores de crecimiento han sido aislados del tejido testicular de
diferentes especies y la evidencia sugiere que estos factores desempefan un rol en el
control de la espermatogénesis (Lamb 1993; Spiteri-Grech y Nieschlag 1993;
Kierszenbaum 1994; Smith y Conti 1996; Schlatt ef al. 1997).

El factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I y -II) es una proteina pequefia,
estructuralmente relacionada con la proinsulina, que estimula crecimiento y diferenciacion
en una variedad de tejidos en los vertebrados (Stewart y Rotwein 1996; Werner y LeRoith
1996).



El IGF-I es de primaria importancia durante el crecimiento posnatal, mientras que el IGF-
IT es considerado un factor de crecimiento fetal. Ademés el IGF-I es principalmente
producido por el higado bajo el control de la hormona del crecimiento (GH) y condiciones
nutricionales (Clemmons y Underwood 1991).

El IGF-I producido en el higado es secretado a la circulacion sanguinea y actia en tejidos
de un modo endocrino. Detras del efecto endocrino, el IGF-I es también producido en
muchos tejidos fuera del higado y puede funcionar como un estimulador de crecimiento
autocrino y/o paracrino (D Ercole et al. 1984; Daughaday 1989).

Las acciones biologicas del IGF son mediadas por una familia de células superficiales
receptoras que incluyen el receptor de insulina (IR) y los receptores del factor de
crecimiento similar a la insulina del tipo I y I (IGF-Ir y el IGF-IIr respectivamente).

El IGF-I ejerce su accion principalmente en conexion con el IGF-Ir y en parte con el
receptor de la insulina (IR). El receptor del factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF-Ir) se encuentra constituido por subunidades a- y -, las cuales se encuentran
entrelazadas por enlaces disulfuros en una configuracion B-a-a-f en el receptor. La
subunidad a es completamente extracelular, mientras que la subunidad B tiene contacto
con la membrana y la porcion intracelular tiene la actividad tirosina kinasa intrinsico
(Bassas et al. 1988; Bondy ef al. 1990; Lin et al. 1986; Handelsman et al. 1985; Giorgetti
et al. 1993). También las proteinas conectores del IGF (IGFBPs) son importantes
moduladores de la accion bioldgica del IGF (Clemmons 1991).

Los estudios realizados hasta el momento, referentes a la presencia y efectos del IGF en el
aparato reproductor del macho, son escasos, dispersos y en ocasiones contradictorios. Por
ello, y debido a la importancia que pueden tener estos factores en la regulacion de los
procesos reproductivos, es necesario profundizar en su conocimiento. En el caso particular
del verraco, estos estudios podrian ser de utilidad en un futuro para mejorar la eficacia de
las biotecnologias reproductivas ya que nos permiten un mayor control sobre la funcion
espermatica.

Por lo anterior se decidid realizar una investigacion, la cual tuvo como objetivo localizar
el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-I) y su receptor (IGF-Ir) en el tracto
reproductor del verraco mediante técnicas inmunoldgicas utilizando anticuerpos
especificos y como objetivos especificos la cuantificacion de intensidad y proporcion de
tincion en diversos grupos celulares del testiculo.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 LOCALIZACION

El estudio se realizo entre los meses de Enero y Abril de 2005 en el Laboratorio de
Reproduccion del Hospital Clinico Veterinario de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Complutense de Madrid, Espaia.

2.2 MATERIAL BIOLOGICO

Para realizar este estudio se utiliz6 tejido procedente del tracto reproductivo (testiculo) de
10 verracos, que no presentaban ninguna alteracion externa en su tracto genital. Los
verracos tenian aproximadamente 5 meses de edad, un peso entre 100 y 110 kg y fueron
sacrificados en un matadero industrial (GYPISA, Pozuelo de Alarcon, Madrid), de
acuerdo con la normativa vigente, en politica de mataderos, de la Comunidad Auténoma
de Madrid.

2.3 RECOLECCION Y PREPARACION DE TEJIDOS PARA EL ESTUDIO
INMUNOHISTOQUIMICO

Para realizar este estudio se recogieron 10 testiculos que procedian de animales diferentes.
La recoleccion se realizd inmediatamente después del sacrificio. En el testiculo, se
practicaron seis incisiones longitudinales.

Una vez que se tallaron las muestras, se fijaron inmediatamente en una disolucién de
formaldehido tamponado al 10%, a temperatura ambiente durante 24 horas.
Posteriormente, se incluyeron en parafina sintética (Vogel Histo-Com®, Germany),
utilizando para ello un procesador automatico y se elaboraron bloques, que fueron
seccionados con un micrétomo en cortes de cinco um de grosor.

Las secciones de cinco um se montaron en portaobjetos tratados previamente en
Vectabond® (Vector Labs., Burlingame, CA, EE. UU.) para incrementar el grado de
adhesion al tejido. En cada uno de los portaobjetos se montaron dos secciones, una
correspondiente a la muestra a estudiar, y otra al control negativo. Finalmente, se secaron
a una temperatura de 37 °C, durante tres horas y se almacenaron los portaobjetos hasta su
utilizacion.



2.4 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DEL TRACTO GENITAL

Para localizar el IGF y el dominio extracelular del receptor IGF se utilizaron técnicas
inmunohistoquimicas, y se emplearon los siguientes anticuerpos primarios monoclonales
(mc) y policlonales (pc):

Anticuerpo especifico para el IGF-Ir (anti-IGF-Ir-Ab-1/mc), Mouse Monoclonal Antibody
(NeoMarkers, LabVision Corporation, Westinghouse, CA, USA).

Anticuerpo policlonar de conejo especifico para IGF (anti-IGF-I/pc), Rabbit Policlonal
Antibody (NeoMarkers, LabVision Corporation, Westinghouse, CA, USA).

2.4.1 Preparacion de muestras

En cada uno de los portaobjetos se montaron dos secciones, una correspondia al tejido a
estudiar, y otra al control negativo. Los controles negativos procedian del mismo tejido y
fueron tratados del mismo modo que las muestras a estudiar, excepto que no se les anadio
anticuerpo primario, siendo substituido por un tampo6n de bloqueo (PBS con 1% de suero
normal de cabra; Vectastain Elite ABC Rabbit IgG Kit, Vector Labs, Burlingame, CA,
EE. UU.).

2.4.2 Tincién y valoracion de los tejidos

Los tejidos montados se sometieron a un proceso de desparafinacion en xilol (dos
inmersiones de cinco minutos cada una en xilol) y rehidratacion en concentraciones
decrecientes de alcoholes, dos inmersiones de cinco minutos en cada una de las siguientes
concentraciones de alcohol, 100%, 95% y 70%, seguido de inmersion en agua Milli-Q
durante cinco minutos.

Posteriormente, se lavaron por inmersion en Tampoén Fosfato Tritéon (PBT), durante 5
minutos. Una vez lavados en PBT, se seco la region que rodeaba al tejido, empleando un
bastoncillo de algodén, y se dibujo, con un lapiz hidrofobico (Pap — pen, Zymed, San
Francisco, CA, EE. UU.), una linea hidrofobica en torno a las secciones. Las secciones se
preincubaron durante 20 minutos en tampén de bloqueo (Vectastin ABC Kit, Vector
Labs). Posteriormente, las muestras se lavaron con PBT, durante 5 minutos y se incubaron
con sus respectivos anticuerpos primarios. La incubacion con los anticuerpos primarios se
realizd, en todos los casos, durante 90 minutos, en una cdmara himeda y oscura, a
temperatura ambiente.

En el caso particular de los anticuerpos monoclonales, Ab-1 (Clone 24-31) Mouse
monoclonal Antibody (NeoMarkers, LabVision Corporation, Westinghouse, CA, USA),
previamente al tratamiento con el anticuerpo primario, y con el fin de desenmascarar los
antigenos y reducir interferencias, las muestras se sumergieron en una solucion de citrato
sodico en agua bidestilada, al 0.58 % (p/v), pH 6, y se sometieron, durante 30 minutos, a
la accion de alta presion y temperatura, para lo que se utiliz6 una olla de presion.



Los anticuerpos primarios policlonales se detectaron utilizando un anticuerpo secundario
biotinilado, anti-IgG-conejo, procedente de cabra, unido a un complejo avidina-biotina-
peroxidasa (Vectastaint ABC Kit, Vector Labs). Los anticuerpos primarios monoclonales
se detectaron incubando con un anticuerpo secundario biotinilado, anti-IgG-ratéon
(Vectastain ABC Kit, Vector Labs), procedente de cabra, también unido a un complejo
avidina-biotina-peroxidasa (Vector Labs).

Tras la incubacidon con el anticuerpo primario, éste se retird de las muestras, que se
lavaron a continuacion con PBT, y se afiadid el anticuerpo secundario hasta recubrir
totalmente al tejido (150 pl). Las muestras se incubaron durante 60 minutos en oscuridad
y a temperatura ambiente.

La actividad peroxidasa se detectd con 3-amino-9-etilcarbanzole (AEC) (Vector Labs),
que tifie de color rojizo las células que resultan positivas. Para la tincion, se retird primero
el anticuerpo secundario, las muestras se lavaron con PBT y se incubaron a temperatura
ambiente con la preparacion de AEC durante un tiempo que varid en factor del estudio
(IGF 15 min; IGFr 30 min). Una vez tefiidas, las muestras se montaron con un cubreobjeto
utilizando medio de montar acuoso (Aquatex® Merck).

2.4.3 Valoracion de las muestras

La expresion del IGF e IGFr fue valorada de forma subjetiva bajo microscopio Optico a
100, 400 y 1000 X. En el testiculo se valoraron los tubulos germinales (células
peritubulares, células de Sertoli y epitelio germinal) e intersticio testicular (células de
Leydig) (Algaba 1994).

En cada valoracion, se analizaron cuatro o mas campos distintos a 100, 400 y 1000 X y se
fotografiaron los campos mdas representativos. Los grupos celulares que presentaban
tincion positiva fueron valorados a 400X en funcion de la intensidad de la tincion y de la
proporcion de tejido tefiido (Tabla 1), es decir, del porcentaje de células tefiidas en cada
campo analizado, de acuerdo a una puntuacion subjetiva (Vermeirsch et al. 2001).

2.5 VARIABLES A MEDIR
Se determiné la intensidad y proporcion de tincidon en diversos grupos celulares del

testiculo (células de Leydig, células de Sertoli, células peritubulares y epitelio germinal)
(Tabla 1).



Tabla 1. Escala de puntuaciones utilizada para la valoracion inmunohistoquimica

Intensidad con que se tifie el grupo celular  Proporcion de tefiido en el grupo celular

0: sin tincion 0: no hay células positivas

1: tincion débil 1: < 1% de células tefidas

2: tincion moderada 2: 1 —-9% de células teniidas

3: tincion intensa 3: 10 — 32% de células tefiidas
4: tinci6on muy intensa 4: 33 — 65% de células tefiidas

5: > 65% de células tefiidas

Fuente: Vermeirsch et al. 2001.
2.6 REACTIVOS, DISOLUCIONES Y MEDIOS

Las sales utilizadas en la preparacion de disoluciones y medios, asi como los alcoholes
comunes, procedieron de PANREAC Quimica S.A (Barcelona, Espana), y los reactivos de
origen organico se obtuvieron de SIGMA Chemicals (St. Louis, MI, EE. UU.), excepto en
los casos descritos en el texto.

Las Tablas 2, 3, 4, 5, 6 y 7 presentan las composiciones de las diferentes disoluciones y
medios utilizados.

Tabla 2. Composicion de la disolucion citrato — formaldehido

Citrato sodico (Na3;CsHs07.2H,0) 98.60 mM
Formaldehido (30 — 36%, p/v) 40 mL L™
Agua destilada hasta 1000 mL

p/v = peso/volumen
mM = milimolar
mL = mililitro

Tabla 3. Composicion de la disolucidon de suero fisiologico formulado

NaCl 154 mM
Formaldehido (30 — 36%, p/v) 3mLL"
Agua destilada hasta 1000 mL

p/v = peso/volumen
mM = milimolar
mL = mililitro



Tabla 4. Composicion de la disolucion formaldehido tamponado al 10%

Formaldehido (30 — 36%, p/v) 330 mL
Agua destilada hasta 1000 mL

p/v = peso/volumen
mL = mililitro

Tabla 5. Composicién de la disolucién paraformaldehido 0.2%"

Paraformaldehido 66.6 mM
PBS hasta 1000 mL

mM = milimolar

mL = mililitro

PBS = Tampo6n Fosfato Salino

"La solucién se calienta a 70°C durante 30 minutos (aproximadamente) en una placa
térmica y con ayuda de un agitador magnético se disuelve el paraformaldehido y tras
enfriarse se ajusta el pH a 7,4.

Tabla 6. Composicion del Tampdn Fosfato Salino (PBS)

NaCl 136.89 mM
KCl 2.68 mM
Na;HPOg4 10.14 mM
KH2P04 1.76 mM

mM = milimolar
mL = mililitro
AjustarpHa 7.2 -7.3

Tabla 7. Composicion del Tampon Fosfato Triton (PBT)

Na,HPOg4 8.45 mM
KCl 2.68 mM
NaCl 136.89 mM
Se disuelve y se ajustael pHa 7.2 — 7.3

Triton X — 100’ 3mL

mM = milimolar
mL = mililitro
! Se agrega al final y se mezcla con la ayuda de un agitador magnético.



2.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de los datos se utilizé el programa Statistical Analysis System (SAS®™
2002). El factor de estudio (efecto principal) es el tipo de célula del testiculo (peritubular,
de Sertoli, germinal y de Leydig). Se utilizaron 10 unidades experimentales (10 verracos)
para realizar el estudio.

A los datos se les aplico la prueba de Shapiro - Wilk’s para establecer si mostraban una
distribucion normal. Al no detectarse una distribucion normal en los datos, éstos fueron
analizados con tests no parametricos.

Los datos fueron analizados con el test de Kruskal - Wallis, por ser mas de dos
poblaciones en el estudio (cuatro tipos de células). Una vez considerados los resultados
del test de Kruskal — Wallis, los datos fueron comparados por pares usando el test de la
suma de Wilcoxon para datos no pareados.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 INMUNOLOCALIZACION DE IGF-I

El estudio inmunohistoquimico revel6 la presencia del IGF-I en el tracto reproductivo del
verraco. La proporcion de células tefiidas en los tejidos que mostraron tincidn positiva, es
decir, el porcentaje de células que expresaron IGF-I en los distintos grupos celulares, fue
siempre superior al 65%.

En el testiculo, el IGF-I se detect6 en las células germinales, células de Sertoli y células de
Leydig (Tabla 8). En el caso de las células germinales la intensidad de tincion fue
moderada. En las células de Sertoli fue débil y menor que en los grupos celulares del resto
de los tejidos, que presentaron patrones de tincidon moderados y muy intenso.

Las células de Leydig en el intersticio del testiculo expresaron un patréon de tincion
intenso, el mayor de todo el grupo celular en el testiculo.

En todos los casos hubo diferencias (P<0.05) en los niveles relativos de expresion
(intensidad de tincion) en los distintos grupos celulares positivos a IGF-I en el testiculo.
Las células peritubulares no expresaron un patron de tincioén definido

(Figura 1).

Tabla 8. Intensidad de tincion para IGF-I en el testiculo del verraco

Tejido Tipo de célula Intensidad de tincién'

Tubulo seminifero Germinal 2.0£0.4°7
Sertoli 1.0+0.0*

Intersticio Leydig 3.240.2°

"Intensidad de tincién: 0, sin tincién; 1, tincion débil; 2, tincion moderada; 3, tincidn intensa; 4, tincion muy
intensa

2 Media + error estandar

Valores en columnas con distinta letra, difieren entre si (P<0.05)
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3.2 INMUNOLOCALIZACION DE IGF-Ir

Los resultados obtenidos indican que el IGF-Ir se expresa en el tracto reproductivo del
verraco. El IGF-Ir se detectdé en las células germinales, células de Sertoli y células
peritubulares en los conductos seminiferos y en las células de Leydig en el intersticio del
testiculo. Del mismo modo que en el caso del IGF-I, la proporcion de células que
expresaron el IGF-Ir en los tejidos fue superior a 65%.

La intensidad de la tincion en los grupos de células peritubulares, de Sertoli y de Leydig
fue débil, sin que se apreciaran diferencias (P>0.05). A diferencia de las células
germinales que expresaron un patron de tincion intenso (3.2+0.2) (Tabla 9)

(Figura 2).

Tabla 9. Intensidad de tincion para IGF-Ir en el testiculo del verraco

Tejido Tipo de célula Intensidad de tincion'
Tubulo seminifero Germinal 3.240.2°2
Sertoli 1.0+0.0°
Peritubulares 1.0+£0.2%
Intersticio Leydig 1.0+0.0°

"Intensidad de tincion: 0, sin tincion; 1, tincidén débil; 2, tincién moderada; 3, tincidn intensa; 4, tincién muy
intensa

? Media + error estandar

Valores en columnas con distinta letra, difieren entre si (P<0.05)

En lineas generales, los resultados obtenidos indican que estas sefiales, en el testiculo,
actuan en el ambito local. Las células de Sertoli y células germinales generan IGF-I que
probablemente actia sobre ellas mismas regulando procesos de division y diferenciacion
en las células germinales y puesto que las células de Sertoli no se dividen en el animal
adulto, el IGF-I en estas células podria actuar regulando procesos de diferenciacion y de
supervivencia celular (Petersen et al. 2001). Ademas, las células de Leydig también
generan IGF-I, que podria contribuir a la regulacién de las células de Sertoli y, por tanto,
de la espermatogénesis.

Los resultados obtenidos en el verraco son consistentes con los que se han encontrado en
otras especies. El IGF-I en el testiculo, se aislé por primera vez en el conducto seminifero
del testiculo de rata (Ritzen, 1983), por inmunoreaccion el IGF-I se encontré en humanos
(Vanelli et al. 1988), rata (Baker et al. 1996) y testiculo de raton (Hansson et al. 1989). En
diversos experimentos se ha demostrado la presencia de IGF-I en las células peritubulares,
Sertoli y Leydig en rata (Hansson et al. 1989; D Ercole ef al. 1984).

Estudios en células de Sertoli en rata y células de Leydig inmaduras en porcino
demuestran que existe un incremento en la secreciéon de IGF-I en presencia de FSH y LH,
respectivamente (Perrard-Sapori ef al. 1987; Kasson y Hsueh 1987; Bernier ef al. 1986).
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El IGF-I incrementa el acido ribonucleico mensajero (ARNm) posnatal en las enzimas
esteroidogénicas y su actividad proteica (Chatelain et al. 1990; Perrard — Sapori et al.
1987a; Chuzel et al. 1996; Lin et al. 1987, Moore y Morris 1993). Este factor de
crecimiento ademds aumenta los niveles de transcripcion de ARNm y el numero de
receptores de LH (Chatelain et al. 1990; Perrard — Sapori et al. 1987a). Estudios
posteriores realizados en cultivos celulares han demostrado la existencia de ARNm que
codifica para el IGF-I en el testiculo del verraco (Chatelain et al. 1987; Cailleau et al.
1990; Naville et al. 1990; Clark et al. 1994).

Otros estudios mencionan que el IGF-I mejora el desarrollo del blastocisto de embriones
bovinos producidos in vitro y la estimulacién de la expansion del cumulus, maduracion
nuclear y division después de la fertilizacion de oocitos bovinos in vitro (Palma et al.
1997; Matsui et al. 1995; Rieger et al. 1998). Ademas el IGF posee una participacion
significativa en mitogénesis de células tecales en la esteroidogénesis de células de la teca
inducida por LH durante el desarrollo folicular en bovinos (Stewart et al. 1995;
Echternkamp ef al. 1994).
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Figura 1. Tincion inmunohistoquimica para el IGF-I en el testiculo del verraco.
Patrones representativos de tincion a 100X (a 'y f) y a 400X (b,c,d y e).

Tejido intersticial (TI), células peritubulares (PT), células de Sertoli (S) y células
germinales (G). Control negativo (f).

Tincién muy intensa (@), tincion intensa (™), tincion moderada (>) y tincion

deébil ( =).
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Figura 2. Tincidon inmunohistoquimica para el IGF-Ir en el testiculo del verraco.
Patrones representativos de tincion a 100X (a), a 400X (b) y a 630X (c).

Tejido intersticial (TT), células peritubulares (PT), células de Sertoli (S) y células
germinales (G). Tincion muy intensa (-) y tincidén moderada (|> ).



4. CONCLUSIONES

El IGF-I y su receptor IGF-Ir se expresan en el tejido testicular del verraco.

El IGF-I se expresa en las células germinales, de Sertoli y de Leydig con un patrén de
tincion de débil a intenso.

El IGF-Ir se detecto en las células germinales, de Sertoli, peritubulares y de Leydig con un
patron de tincion de débil a intenso.

Para el IGF-1 y su receptor IGF-Ir el porcentaje de células en los distintos grupos celulares
que se expresaron fue siempre superior al 65%.

El sistema IGF-I/IGF-Ir parece desempenar un papel importante en la regulacion de la
fisiologia testicular del verraco y podrian estar implicados en la regulacion de la
espermatogénesis y/o en la maduracion de los espermatozoides.



16

5. RECOMENDACIONES

Realizar otros estudios de inmunolocalizacion del IGF-I y su receptor en los tejidos del
epididimo, prostata. vesicula seminal y glandula bulbouretral del verraco.

Realizar estudios de inmunolocalizacion del IGF-I y su receptor en los espermatozoides
del verraco.

Estudiar los efectos biologicos del sistema IGF-I/IGF-Ir sobre los espermatozoides del
verraco.
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