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Mecanismos moleculares involucrados en la regulacion de la

oxidacion de acidos grasos en células de Sertoli

La célula de Sertoli (CS), componente soméatico del tubo seminifero, provee el
soporte estructural y nutricional para el desarrollo de las células germinales. La CS
metaboliza glucosa a lactato, principal sustrato energético para las células germinales, por lo
que se ha postulado que utiliza &cidos grasos (AG) como fuente energética propia. Los
factores de transcripcion de la familia de los PPARs son receptores activados por ligando
que participan en la regulaciéon del metabolismo de AG en diversos tejidos. El objetivo
general del presente trabajo de tesis fue estudiar los mecanismos moleculares que
intervienen en la regulacion del metabolismo energético en el tubulo seminifero. Para ello se
utilizé como modelo experimental el cultivo de CS de rata de 20 dias de edad. Se observd
que la activacion farmacolégica de PPAR a y PPAR (/6 produce un aumento en la oxidacién
de AG y en la expresion de genes vinculados con su transporte y metabolismo (FAT/CD36,
CPT1, LCAD y MCAD). Ademas, se observd que solo la activacion de PPAR /6 regula de
manera simultanea la oxidacién de AG vy la produccion de lactato. Asimismo, se evaluaron
posibles mecanismos fisioldgicos que podrian conducir a la activacién de los PPARs en el
tubulo seminifero. Se observé que las células germinales apoptéticas (CGA) y el acido
palmitico, AG que podria provenir de la hidrélisis de las gotas de lipidos —generadas por la
fagocitosis de CGA- o del exterior de la célula, regulan la expresion de genes vinculados
con el transporte y metabolismo de AG y por otra parte, que en dicha regulacién participa la
activaciéon del PPAR (/6. Por ultimo, se evalué la posible regulacién hormonal de la
oxidacion de AG en CS y la participacion del PPAR B/d en dicha regulacion. Se demostro
que existe una modulacion diferencial del metabolismo de AG por FSH y bFGF en CS. Se
observd que FSH —hormona anabdlica de la CS— disminuye la oxidacion de AG y aumenta
la expresién génica sin participacion de PPAR B/8, mientras que bFGF regula positivamente

el catabolismo de AG y la produccion de lactato de manera PPAR (/6 dependiente. En su



conjunto, estos resultados revelan la existencia de una compleja regulacién de los
mecanismos moleculares que participan en la oxidacion de acidos grasos y la produccion de
lactato en CS que refleja el ajuste fino del metabolismo energético en el tubulo seminifero

necesario para una adecuada espermatogénesis.

Palabras clave: Célula de Sertoli, PPARs, Metabolismo de acidos grasos, Lactato, FSH,
bFGF.



Molecular mechanisms involved in the regulation of fatty acid

oxidation in Sertoli cells

The purpose of this study was to evaluate the molecular mechanisms involved in the
regulation of the energetic metabolism in the seminiferous tubule. To achieve this purpose
Sertoli cell (SC) cultures obtained from 20-day-old rats were used. We observed that the
pharmacological activation of PPAR a and PPAR (/6 increases fatty acid (FA) oxidation and
the expression of genes involved in FA transport and metabolism. However, only activation
of PPAR B/d increases SC lactate production as a result of an increase in pyruvate
availability. Next, we evaluated possible physiological mechanisms implicated in PPARs
activation in the seminiferous tubule. SC were cocultured with apoptotic germ cells or treated
with palmitic acid. We observed that both treatments increase the expression of genes that
are involved in FA transport and metabolism with the participation of PPAR [/ activation.
Finally, we evaluated the possible hormonal regulation of FA metabolism in SC. We
observed that FSH —the SC trophic hormone— decreases FA oxidation and increases gene
expression and lactate production in a PPAR B/ independent manner. On the other hand,
we observed that bFGF —a growth factor secreted by germ cells— increases FA oxidation,
CPT1 expression and lactate production in a PPAR /6 dependent manner. Altogether, these
results suggest that in SC a fine-tuning of FA metabolism and lactate production occurs in

order to ensure the energetic requirements of SC and germ cells simultaneously.

Key words: Sertoli cell, PPARs, Fatty Acid Metabolism, Lactate, FSH, bFGF.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La palabra testiculo tiene su origen del vocablo latino ‘testis’ que significa testigo. Si
bien su derivacion no es clara, se presume que se debe al hecho que bajo la ley de la
antigua Roma, so6lo los hombres adultos estaban autorizados a atestiguar.

Desde épocas ancestrales se sabe que los testiculos estan relacionados con el
desarrollo sexual y el poder reproductivo del macho. Sin embargo, varios siglos pasaron
hasta que se describieron los tabulos seminiferos en el testiculo y los espermatozoides en el
semen. Mas aun, fue recién en el siglo XIX que se demostré que los espermatozoides eran
el producto de divisiones y diferenciaciones celulares ocurridas en el tibulo seminifero (von
Kolliker, 1841). Afios més tarde, el fisiblogo-histélogo italiano Enrico Sertoli describi6 la
célula de Sertoli como “cellula ramificata”y vaticind para esta célula un rol fundamental para
el normal desarrollo del complejo proceso de multiplicacién y diferenciacion celular que
ocurre en el tabulo seminifero conocido como espermatogénesis (Sertoli, 1865).

Los aspectos mas estudiados de la célula de Sertoli han sido recogidos en
numerosos libros entre los que se encuentran “The Sertoli Cell’ (Russell y Griswold, 1993) y
“Sertoli Cell Biology’ (Skinner y Griswold, 2004) que poseen dimensiones biblicas. En esta
introduccion se resumirdn muy brevemente alguna de las caracteristicas mas destacadas de

dicha célula.

CITOLOGIA DEL TESTICULO

El analisis histolégico del testiculo de mamiferos muestra que el mismo esta
organizado en dos compartimientos, el intersticial y el tubular. EI compartimiento intersticial
esta constituido principalmente por células de Leydig, encargadas de la produccion de
androégenos, conjuntamente con otros tipos celulares como fibroblastos, macréfagos,
linfocitos y mastocitos. Todas las células presentes en el intersticio se encuentran

embebidas en una matriz conectiva laxa en la cual pueden observarse ademas, vasos
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sanguineos de varios calibres, nervios y vasos linfaticos (Fawcett y col., 1973). Por otro
lado, en el compartimiento tubular se encuentran las células de Sertoli y un gran nimero de
células germinales tales como espermatogonias, espermatocitos y espermatides en distintos
estadios de maduracion (figura 1).

El compartimiento tubular es un sector avascularizado del testiculo que esta rodeado
por una capa de células mioides denominadas peritubulares. Continuando hacia el interior
del tabulo seminifero puede observarse la membrana basal, especializacion de la matriz
extracelular presente en tejidos epiteliales, y las células de Sertoli apoyadas sobre ésta en
contacto directo con las células germinales en desarrollo. Con el advenimiento de la
microscopia electrénica se describieron estructuras caracteristicas de membrana que
permiten la union entre células de Sertoli y células germinales y entre células de Sertoli
vecinas. Entre estas Ultimas, se destacan las uniones estrechas o tight junctions que
representan el principal componente de la barrera hemato-testicular (Dym y Fawcett, 1970),
barrera de permeabilidad selectiva que aisla a las células germinales en desarrollo de la

circulacion sistémica y cuya su funcidn se explicara mas adelante en esta introduccion.

Células de

Leydig ‘

spermatocitos

——

Figura 1. Imagen histoldgica testicular donde puede observarse el compartimiento tubular y el
compartimiento intersticial. EI compartimiento tubular se encuentra rodeado por una capa de células
mioides denominadas peritubulares. En el interior del mismo se observan células de Sertoli,
espermatogonias, espermatocitos y espermatides. En el compartimiento intersticial se observa una
poblacion de células de Leydig.

Tomado de: http:// embryology.med.unsw.edu.au/Medicine/BGDlabXYXX_Histology.htm
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La barrera hemato-testicular es la que divide al tdbulo seminifero en dos
compartimientos: a) el compartimiento basal conteniendo espermatogonias y espermatocitos
meidticos hasta el estadio preleptoténico y b) el comportamiento adluminal, conteniendo
espermatocitos desde el estadio leptoténico y espermatides en distintos estadios de

maduracion.

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LA CELULA DE SERTOLI

La célula de Sertoli es una célula con una arquitectura columnar, cuyo citoplasma se
extiende desde la membrana basal hasta la luz tubular. Presenta numerosos procesos
laterales y apicales que se desarrollan entre las células germinales, dandole un aspecto
arbéreo y conformando un epitelio cilindrico simple. Una caracteristica de la célula de Sertoli
a destacar es la distribucion desigual de las organelas en su citoplasma. Este hecho
probablemente demuestre un funcionamiento sectorizado que estd relacionado con las
necesidades fisiologicas de las distintas células germinales con las que contacta. Al
respecto, se han podido identificar distintas asociaciones celulares caracteristicas que
definen los catorce estadios del ciclo esperméatico en los roedores (I a XIV) (Leblond y
Clermont, 1952). Adicionalmente, se ha observado que la célula de Sertoli sufre marcados
cambios morfolégicos dependiendo del estadio del ciclo en que se encuentre (Parvinen,
1982).

Continuando con la descripcion de la distribucion y caracteristicas generales de las
organelas en la célula de Sertoli, cabe destacar la presencia de un nucleo de gran tamafio
con una localizacién en la base celular. Ademas se puede destacar la presencia de
indentaciones, una distribucion homogénea de la eucromatina, muy poca heterocromatina y
uno o dos nucléolos prominentes. En el citoplasma pueden observarse granulos de
glucégeno, gran numero de gotas lipidicas, mitocondrias polimérficas, un aparato
endosomal-lisosomal importante, un sistema desarrollado de cisternas del reticulo

endoplasmico y un aparato de Golgi de localizacién peri y supranuclear, que le confiere una
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alta capacidad de procesar y secretar proteinas. La ausencia de granulos de secrecion
sugiere que las proteinas no son almacenadas dentro de la célula, sino secretadas
inmediatamente luego de su sintesis (Russell, 1993). Es destacable la presencia de un
citoesqueleto prominente y elaborado, responsable del sostén y arquitectura particular del
epitelio seminifero. Asimismo, es importante mencionar la existencia de especializaciones
ectoplasmicas y complejos tubulobulbares asociados al citoesqueleto, que también
participan en la funcion de sostén. En la figura 2 se muestra un esquema de la
citoarquitectura de una célula de Sertoli en intima relacion con distintas células germinales y

donde se sefialan algunas de las entidades subcelulares mencionadas anteriormente.

Especializaciones ectoplasmicas
y Complejos tubulobulbares

Espermatide termprana

Espermatide tardia
- Espermatocito primario

Microtubulo

Nucleo

Aparato de Golgi Granulos de Glucogeno

Gotas de lipidos _—4!11 . f{\;

Especializaciones {L et J -
ectopldsmicas | ’\.,_, . N Mol | ‘ Membrana basal

Espermatogonia

Figura 2. El esquema ilustra la ultraestructura de una célula de Sertoli. Se destacan: Aparato de
Golgi, Microtibulos, Nuacleo, Membrana basal, Gotas de lipidos, Granulos de glucégeno,
Especializaciones ectoplasmicas y Complejos tubulobulbares. Se pueden observar también células
germinales en intimo contacto con la célula de Sertoli como: Espermatide temprana, Esperméatide
tardia, Espermatocito primario y Espermatogonia.

Tomado de: http://www.icarito.cl/herramientas/despliegue/laminas/2010/02/376-700006-3-celula-de-
sertoli.shtml.

CARACTERISTICAS FUNCIONALES DE LA CELULA DE SERTOLI

Las funciones principales de las células de Sertoli estan relacionadas con su
capacidad de mantener vivas y facilitar el desarrollo de las células germinales. Para ello las

células de Sertoli contribuyen: 1) al soporte estructural; 2) al aislamiento de la circulacion
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sistémica, mediante la formacion de la barrera hemato-testicular; 3) al posicionamiento
adecuado de las células germinales; 4) a la integridad del tubulo seminifero mediante la
actividad fagocitica; 5) a la provision de un microentorno adecuado para su desarrollo

mediante una intensa actividad secretoria y 6) a la provision de nutrientes como lactato.

1) Soporte estructural

Como se menciond con anterioridad, una caracteristica particular de la célula de
Sertoli es el citoesqueleto prominente, responsable de la arquitectura particular del epitelio
seminifero. Los filamentos de actina, los filamentos intermedios y los microtubulos que lo
componen tienen una distribucion peculiar que cambia con los distintos estadios del ciclo del
epitelio seminifero. Numerosos estudios morfolégicos demostraron que el citoesqueleto es
responsable: a) del mantenimiento de la forma celular, b) de la ubicacién y transporte de las
organelas en el citoplasma, c) de la formacién y estabilizacién de los contactos célula-célula
y célula-matriz extracelular, d) del posicionamiento y movimiento de las distintas células
germinales y e) de la liberacibn de las espermatides maduras, proceso llamado

espermiacion.

2) Barrera hemato-testicular

El concepto de barrera hemato-testicular fue establecido originalmente a principios
del siglo pasado. Experimentos utilizando colorantes que se inyectaban en las venas
yugulares de ratones, mostraron que todos los érganos aparecian marcados menos el
cerebro y los tubos seminiferos del testiculo (Ribbert, 1904; Bouffard, 1906; Goldmann,
1909). Estos resultados sugerian la existencia de una barrera selectiva que separaba los
distintos compartimientos. Muchos afios mas tarde el trabajo de Setchell y Waites (1975) en
el que colectaron cuidadosamente fluidos de distintos compartimentos del testiculo y los
compararon con el plasma demostré claras diferencias en la composicion de los mismos. Al

mismo tiempo y mediante estudios de microscopia electrénica se caracterizé la
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ultraestructura de la barrera hemato-testicular (Dym y Fawcett, 1970; Fawcett y col., 1970;
Dym y Cavicchia, 1977; Russell y Peterson, 1985). Se atribuyé a las uniones estrechas que
se organizan entre células de Sertoli vecinas el rol principal en la formacién de la barrera
hemato-testicular. Hoy se sabe que dicha barrera estd compuesta por un conjunto de
uniones especializadas que incluyen no sélo a las uniones estrechas sino también a las
especializaciones ectoplasmicas basales, uniones tipo desmosomas y uniones GAP (Cheng
y Mruk, 2002; Mruk y Cheng, 2008; Setchell, 2008; Vogl y col., 2008).

La barrera hemato-testicular es una estructura que se establece recién en el
comienzo de la pubertad, a los 15 dias de edad en la rata y entre los 12 y 14 afios en el
varén (Dym y Fawcett, 1970; Russell, 1993). Una vez formada la barrera hemato-testicular,
las células germinales presentes en el compartimiento adluminal quedan aisladas de la
circulacion sistémica y dependen de la célula de Sertoli para su normal desarrollo. Como se
menciond, la composicion de iones, aminoacidos, proteinas, hidratos de carbono, lipidos y
vitaminas del fluido tubular difiere de la composicién plasmatica y constituye el medio
adecuado para el desarrollo de la espermatogénesis. Es precisamente la célula de Sertoli la
responsable de dicha composiciéon del fluido tubular. Cabe mencionar que la barrera
hemato-testicular crea también una barrera inmunolégica, ya que previene la entrada de
inmunoglobulinas y linfocitos al compartimiento adluminal asegurando que el sistema
inmune no reconozca antigenos presentes en las células germinales haploides.

Una caracteristica particular de la barrera hemato-testicular es su naturaleza
dinamica, ya que debe remodelarse periddicamente permitiendo la transposicion de las
células germinales del compartimiento basal al adluminal en el momento que se produce el

pasaje de espermatocito preleptoténico a leptoténico.

3) Posicionamiento de las células germinales

Las células germinales carecen de la arquitectura caracteristica de células que

migran como por ejemplo los fibroblastos, por lo que el movimiento de las mismas desde la
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base del tubulo hasta la luz tubular, que acompafia el proceso de generacion de los
espermatozoides, es activamente controlado por las células de Sertoli. Cabe destacar que
dicho movimiento se pone de manifiesto en tres fenédmenos diferentes: 1) la transposicion,
gue comprende el pasaje de un espermatocito preleptoténico/leptoténico desde el
compartimiento basal al compartimiento adluminal, 2) la migracion de las espermatides a
través del epitelio seminifero y 3) la espermiacion, que implica la liberacion de
espermatozoides a la luz tubular.

La dinamica, apertura y cierre, de la barrera hemato-testicular esta estrictamente
regulada tal que permite la transposicion del espermatocito leptoténico recientemente
formado al compartimiento adluminal. En este proceso de transposicion existe una profunda
remodelacién del tabulo seminifero que involucra a proteinas del citoesqueleto, proteinas de
unién, proteasas e inhibidores de proteasas y donde participarian en forma coordinada un
gran namero de sefales de transduccién (Cheng y Mruk, 2012).

Con respecto a la migracion hacia la luz tubular de las esperméatides a medida que
maduran, se conoce que es un mecanismo finamente sincronizado y se ha observado que
participan en la misma las tirosina quinasas FAK, c-YES y c-Src (Xiao y col., 2014).

En cuanto a la espermiacion, numerosos estudios demuestran un rol fundamental de
las especializaciones ectoplasmicas y de los complejos tubulobulbares en este proceso. En
el testiculo de rata, las especializaciones ectoplasmicas pueden observarse en la unién
entre espermatides elongadas y células de Sertoli y las mismas desaparecen cuando ocurre
la espermiacion. Por otro lado, los complejos tubulobulbares se observan en las uniones
entre células de Sertoli y esperméatides elongadas recién cuando estas Ultimas estan a punto
de ser liberadas. Se ha postulado que tanto las especializaciones ectopladsmicas como los
complejos tubulobulbares impiden la liberacion prematura de las espermatides a la luz

tubular (Qian y col., 2014).
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4) Actividad fagocitica

La fagocitosis es un tipo de endocitosis en la cual las células rodean con su
membrana plasmatica a particulas introduciéndolas a su interior. Se trata de un proceso
controlado y regulado en el que se produce un reconocimiento del elemento a fagocitar, la
posterior formacion de endosomas, la fusién con lisosomas primarios y formacion de
lisosoma secundario, donde ocurrira la degradacibn de su contenido. Algunas
macromoléculas pueden ser reutilizadas por la célula y otras eliminadas como desechos.

Las células de Sertoli poseen una actividad fagocitica muy importante, semejante a
la presente en los macrofagos —célula del sistema inmune especializada en dicho proceso.
La funcion fagocitica de la célula de Sertoli es esencial para el mantenimiento de la
integridad del epitelio seminifero, ya que juega un rol esencial en la eliminacion de los
cuerpos residuales y de las células germinales apoptoticas (Kerr y de Krester, 1974;
Shiratsuchi y col., 1999). Los cuerpos residuales son porciones citoplasmaticas que se
remueven de las esperméatides elongadas en el momento en que se produce la liberacion de
los espermatozoides a la luz tubular. Curiosamente, los cuerpos residuales comparten con
las células germinales apoptéticas la exposicion en la cara externa de su membrana del
fosfolipido fosfatidilserina, lo que podria constituir un mecanismo comun de reconocimiento
para ambos (Blanco-Rodriguez y Martinez-Garcia, 1999).

Cabe destacar que la familia de receptores scavenger —entre los cuales se encuentra
el FAT/CD36- participa en la fagocitosis de células germinales apoptéticas (Kawasaki y col.,
2002) y cuerpos residuales en la célula de Sertoli (Gillot y col., 2005). De hecho, se ha
postulado que el aumento de gotas lipidicas que se observa en el tibulo seminifero luego
del proceso de espermiacion proviene de los productos de digestion de la fagocitosis y
ademas, que dichas gotas lipidicas proveen sustratos energéticos -como los acidos grasos-
para la produccion de ATP en células de Sertoli (Kerr y col., 1984; Sasso-Cerri y col., 2001;

Xiong y col., 2009).
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5) Funcion secretoria

Considerando que el microentorno que propicia el desarrollo de la espermatogénesis
es generado por la célula de Sertoli, no es sorprendente que esta célula secrete una gran
cantidad sustancias tales como iones, nutrientes y una amplia variedad de proteinas tanto al
compartimiento adluminal como al basal. Cabe mencionar que algunas de las proteinas
producidas por las células de Sertoli son idénticas o similares a las proteinas presentes en el
plasma, mientras que otras son especificas del testiculo (Wright y col., 1981). Cada una de
estas proteinas cumple funciones muy diversas y, entre otras, se han descripto proteinas de
transporte, proteasas, inhibidores de proteasas, glicoproteinas de la matriz extracelular,
hormonas y factores de crecimiento (Griswold, 1988).

Con respecto a las proteinas de transporte, la proteina ligadora de andrégenos
(ABP), fue una de las primeras en ser identificada (Sanborn y col., 1975). La secrecién de
ABP se produce tanto hacia la zona apical como hacia la zona basal del tibulo. Se ha
demostrado que en cultivos de células de Sertoli obtenidos de ratas en distintos estadios de
maduracion la secrecion de ABP varia, alcanzando valores maximos en células de rata
adultas (Sanborn y col., 1986). Esta proteina se detecta en el epididimo luego que se ha
formado la barrera hemato-testicular y ha aparecido la luz tubular. Ademas, debido a que su
secrecion es bidireccional se la detecta también en suero, aunque los niveles son mucho
menores que los intratesticulares (Gunsalus y col., 1980). Se ha sugerido que la funcién de
ABP en el testiculo estaria relacionada con su capacidad de regular los niveles de
andrégeno libre. Por otra parte, la alta capacidad de ABP para transportar andrégenos en la
luz tubular y su pasaje a la luz epididimaria hace que esta proteina sea esencial para el
aporte de andrégenos al epitelio epididimario.

La transferrina es otra de las proteinas de transporte producida por la célula de
Sertoli. Esta proteina, con capacidad de unir hierro, tiene caracteristicas similares a la
transferrina presente en el suero. En el tibulo seminifero existe un fendbmeno particular de
transporte transepitelial de hierro que involucra a las células de Sertoli. La célula de Sertoli

incorpora por su zona basal a la transferrina sérica mediante receptores especificos. Una
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vez en el interior de la célula, la proteina es degradada y el hierro se une a la transferrina
sintetizada de novo que es ahora secretada al compartimiento adluminal (Skinner y
Griswold, 1980). La transferrina se incorpora a las células germinales y el hierro es utilizado
para la sintesis de diversas hemoproteinas.

Si bien la ABP y la transferrina fueron las proteinas de transporte de la célula de
Sertoli mas ampliamente estudiadas, esta célula secreta muchas otras proteinas (Wright y
col., 1981). Entre aquellas encargadas de transportar iones se encuentran la ceruloplasmina
y la proteina secretada acida rica en cisteina (SPARC). La ceruloplasmina es una proteina
gue puede transportar cobre en suero aunque también funciona como una oxidasa
multifuncional (Skinner y Griswold, 1983). La SPARC es una proteina capaz de transportar
calcio y es también conocida como osteonectina, en razén de haber sido aislada de hueso
(Termine y col., 1981). En la célula de Sertoli se observa una fuerte variacion en su
expresion dependiendo del complemento de células germinales presentes, o sea con los
estadios de la espermatogénesis (Vernon y Sage, 1989).

Por otro lado, la célula de Sertoli secreta proteinas con actividad de proteasas y de
inhibidores de proteasas. Dentro del conjunto de proteasas secretadas se encuentran los
activadores del plasmindgeno tipo urokinasa y tipo tisular (Lacroix y col., 1977; Hettle y col.,
1986), la proteina ciclica 2/catepsina L (Wright y Luzarraga, 1986), las catepsinas B, C,D y
S (Mathur y col., 1997) y la metaloproteasa 2 (Sang y col., 1990; Ailenberg y col., 1991).
Entre los inhibidores de proteasas encontramos la a2-macroblobulina (Cheng y col., 1990),
los inhibidores de metaloproteasas tipo 1 y 2 (Slongo y col., 2002; Mruk y col., 2003) y la
cistatina C (Tsuruta y col., 1993). La secrecién de este tipo de proteinas ha sido relacionada
con procesos de reestructuracion o remodelacion del tibulo seminifero durante los procesos
de transposicién, migracion y espermiacion antes mencionados.

Por otro lado, cabe mencionar que las células de Sertoli en cooperacion con las
células peritubulares secretan los componentes de la membrana basal, especializacién de la
matriz extracelular que se encuentra entre ambos tipos celulares. Mientras que las células

de Sertoli sintetizan colageno tipo 1V, laminina y heparan sulfato, las células peritubulares
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producen fundamentalmente fibronectina y coldgeno tipo | y tipo IV (Skinner y Fritz, 1985;
Borland y col., 1986; Davis y col., 1990; Richardson y col., 1995).

Si bien la mayoria de las proteinas secretadas por la célula de Sertoli tienen efecto
dentro de la gonada existen otras, tales como la hormona anti milleriana (AMH) y las
inhibinas, que son secretadas a la circulacion sistémica y que actian como mediadores
endocrinos. La AMH se expresa en la vida fetal y provoca la regresion de los conductos de
Muller en los fetos masculinos. La expresion de AMH es maxima durante la vida fetal y
neonatal y se mantiene elevada durante la infancia. Al llegar la pubertad la expresion de
AMH disminuye marcadamente, coincidiendo con la aparicibn de células germinales
meidticas y de los receptores de andrégenos en células de Sertoli. Los niveles periféricos de
AMH en la infancia y pubertad temprana del hombre constituyen un buen marcador de la
presencia de la génada y al mismo tiempo del estado de maduracion de las células de
Sertoli (Josso y col., 2001; Rey y col., 2003). Por otro lado, las inhibinas son glicoproteinas
diméricas cuya funcion endocrina es regular la expresion de la subunidad 8 de la hormona
foliculo estimulante (FSH) en la hipdfisis. La inhibina B (compuesta por las subunidades a y
BB) constituye el Unico dimero de relevancia fisiolégica en el varén (lllingworth y col., 1996;
Anawalt y col., 1996). La inhibina B ha sido propuesta, por algunos autores, como marcador
periférico de la funcionalidad de la célula de Sertoli y de la espermatogénesis en el hombre
(Sharpe y col., 1999; Ballesca y col., 2000; Brugo-Olmedo y col., 2001; de Kretser y col.,
2004). Si bien estas proteinas fueron conocidas originalmente por su funcién endocrina, hoy
se sabe que también pueden ejercer funciones paracrinas/autocrinas (Risbridger y Skinner,

1992).

6) Suministro de lactato a las células germinales

Ademas de las numerosas funciones mencionadas, se considera particularmente
importante la funcion nutricional que las células de Sertoli ejercen sobre las células

germinales. Esta funcidén se realiza mediante la secrecién al compartimiento adluminal de
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sustancias que son fundamentales para la sobrevida de las células germinales que se
localizan mas alla de la barrera hemato-testicular. Entre ellas se encuentra el lactato que ha
sido una de las sustancias mas ampliamente analizadas en cuanto a su capacidad para
mantener los niveles energéticos en espermatocitos y espermatides.

Robinson y Fritz (1981) analizaron la metabolizacion de glucosa marcada con **C
determinando la presencia de la marca radioactiva en compuestos tales como CO,, aniones,
lipidos y glucégeno en cultivos de células de Sertoli de rata de 20 dias de edad. Observaron
que la mayor proporcién de la marca estaba presente en los aniones, particularmente en el
lactato, mientras que sélo una pequefia cantidad de *C aparecia en CO, y en menor
proporcion aun en glucoégeno y lipidos. Afios mas tarde, Grootegoed y colaboradores
(1986a), estudiaron la metabolizacién del piruvato en la célula de Sertoli y observaron que
s6lo un bajo porcentaje del metabolito era oxidado a CO,, mientras que la mayor parte era
convertido a lactato. Teniendo en cuenta estos estudios, se concluydé que en la célula de
Sertoli la glucosa es mayoritariamente metabolizada a lactato y que solamente una pequefia
parte es oxidada a través del ciclo de Krebs.

En forma simultanea a los estudios mencionados con anterioridad, Jutte y
colaboradores (1981), utilizando espermatocitos paquiténicos y espermatides redondas en
cultivo, demostraron que tanto la incorporacion de uridina tritiada a ARN como la de leucina
tritiada a proteinas aumentan cuando las células germinales son incubadas con lactato y no
asi cuando lo son con glucosa. Asimismo, observaron que la ausencia de lactato en el
medio de cultivo produce una disminucion de la viabilidad de las células germinales. Por otro
lado, observaron que cuando los espermatocitos meidticos son cocultivados con células de
Sertoli la incorporacién de uridina al ARN no requiere la presencia de lactato pero si de
glucosa, lo que sugiere que el azlicar es metabolizado a lactato en este Ultimo tipo celular
(Jutte y col., 1982).

Los resultados obtenidos en estos primeros estudios condujeron a varios grupos de
trabajo a evaluar la utilizacion de distintos sustratos energéticos para mantener los niveles

de ATP intracelular en espermatocitos y espermatides redondas en cultivo. Se demostré que

12



INTRODUCCION

el lactato y el piruvato son los principales sustratos energéticos utilizados por las
mencionadas células germinales. Al respecto, se observé que en ausencia de lactato o
piruvato disminuye el contenido de ATP intracelular mientras que esta disminucion es
revertida cuando las células son incubadas en presencia de los mismos (Mita y Hall, 1982;
Nakamuray col., 1984, 1986; Grootegoed y col., 1986b).

A partir del conjunto de todos estos resultados se postulé una cooperacion metabdlica
entre las células de Sertoli y las células germinales. Las células de Sertoli son las
encargadas de proveer lactato que es utilizado como sustrato energético por los
espermatocitos meidticos y las espermatides (Boussouar y Benahmed, 2004). Una
cooperacion metabdlica similar, en la que también participa el lactato, se ha descripto entre
astrocitos y neuronas. Los astrocitos jugarian un papel comparable al que desempefian las
células de Sertoli en el tabulo seminifero (Pellerin y Magistretti, 1994).

El camino metabdlico que lleva a la produccién de lactato a partir de glucosa y su
exportacion de la célula involucra la regulacién de un gran nimero de procesos entre los
que se encuentran: a) la incorporacion de glucosa a la célula mediada por transportadores
de glucosa (GLUTS), b) la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), que cataliza
la conversion de piruvato a lactato, c) la regulacion del complejo piruvato deshidrogenasa
(PDC) y d) la exportacién del lactato a través de transportadores de monocarboxilatos
(MCTs).

A continuacién se realizarda una breve descripciébn de cada uno de los procesos

mencionados y de los mecanismos involucrados en los mismos.

6.a) Entrada de glucosa a la célula mediada por transportadores de glucosa

El proceso de incorporacién de glucosa es un mecanismo de transporte facilitado a
través de glicoproteinas integrales de membrana pertenecientes a la familia de los
transportadores de glucosa. Dicha familia esta conformada por catorce miembros, del
GLUTL1 al GLUT14 (Gorovits y Charron, 2003; Wu y Freeze, 2002; Mueckler y Thorens,

2013), con alta homologia entre ellos. El GLUT1 es un transportador ubicuo de alta afinidad,
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por lo que se cree que es el principal encargado del transporte de glucosa en el organismo.
El GLUT3 es también un transportador de alta afinidad pero que se expresa
fundamentalmente en cerebro, placenta y testiculo. En nuestro laboratorio se demostré
previamente que, en la célula de Sertoli se expresan el GLUT1 y el GLUT3, y que la
expresion del transportador GLUT1 se regula por hormonas en forma semejante a la entrada
de glucosa a la célula y a la produccién de lactato sugiriendo un papel fisiolégico para este

transportador (Galardo y col., 2008).

6.b) Actividad de la enzima lactato deshidrogenasa

La LDH es la enzima que cataliza la interconversion de piruvato a lactato. La enzima
utiliza como coenzima B-NADH/B-NAD" que cede o acepta los equivalentes de reduccion.
Existen cinco isoenzimas de expresion somatica (LDH 1-LDH 5) y una isoenzima de
expresion germinal (LDH X). Las isoenzimas somaticas son productos de asociacion de las
subunidades A y B con el fin de formar homo- o heterotetrameros. Las combinaciones de
estas subunidades dan origen a la LDH 1 (B4), LDH 2 (B3Al), LDH 3 (B2A2), LDH 4 (B1A3)
y LDH 5 (A4), que presentan distintas propiedades cinéticas. En cuanto a las caracteristicas
de las distintas isoenzimas cabe mencionar que la LDH 1 (B4), conocida como isoenzima
cardiaca, es inhibida por altas concentraciones de piruvato, mientras que la isoenzima LDH
5 (A4), conocida como isoenzima muscular, no se inhibe en las mencionadas condiciones
(Cahn y col., 1962; Pesce y col.,, 1964). En términos generales se ha observado que,
aquellas isoenzimas que poseen mayor proporcion de la subunidad A poseen caracteristicas
cinéticas que favorecen la reduccion del piruvato a lactato y que estan presentes en mayor
proporcion en células con una glucdlisis muy activa tal como la célula de Sertoli. En células
de Sertoli aisladas de ratas de dos y cuatro semanas de edad, se observé que las cinco
isoenzimas (LDH 1-5) se encuentran presentes (Santiemma y col., 1987). Estudios de
nuestro laboratorio demostraron que la actividad de LDH y la expresion de la subunidad A,
se encuentran reguladas hormonalmente y estos fenbmenos estarian vinculados con la

regulacion de la produccion de lactato por la célula de Sertoli (Riera y col., 2001).
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6.c) Regulacion del complejo piruvato deshidrogenasa

El aumento en la disponibilidad de piruvato, sustrato de la enzima LDH, constituye
otro mecanismo que podria estar involucrado en la regulacion de la produccion de lactato. El
complejo enzimatico mitocondrial piruvato deshidrogenasa (PDC), cataliza la
descarboxilacion oxidativa del piruvato convirtiéndolo en acetil-CoA. ElI mencionado
complejo esta conformado por tres enzimas, la piruvato deshidrogenasa (E1, también
conocida como piruvato decarboxilasa), la dihidrolipoil transacetilasa (E2) y la dihidrolipoil
deshidrogenasa (E3). La actividad del complejo PDC es regulada negativamente por
fosforilacion de E1. El estado de fosforilacion de PDC es regulado por una familia de cuatro
quinasas, piruvato deshidrogenasa quinasas (PDK1-4) (Korotchkina y Patel, 2001) y por dos
fosfatasas, piruvato deshidrogenasa fosfatasas (PDP1-2) (Karpova y col.,, 2003).
Recientemente en nuestro laboratorio hemos observado que la célula de Sertoli expresa las
cuatro isoformas de PDKs y las dos isoformas de PDPs, y que los niveles de PDC
fosforilado se regulan hormonalmente en forma tal que se correlaciona con un aumento de

la produccion de lactato (Regueira y col., 2015).

6.d) Expresion de los transportadores de monocarboxilatos

El transporte del lactato a través de la membrana plasmatica, mediado por una
familia de transportadores de monocarboxilatos, es un proceso de co-transporte con H*. La
familia de MCTs estd conformada por catorce miembros que presentan alta homologia
(Merezhinskaya y Fishbein, 2009). Estos transportadores median el flujo hacia dentro o
fuera de la célula de diversas sustancias entre las que podemos mencionar:
monocarboxilatos alifaticos, aminoacidos aromaticos y hormonas tiroideas. El MCT1 es un
transportador de baja afinidad que se expresa en la mayoria de los tejidos (Broer y col.,
1997, 1998). EI MCT2 es un transportador de alta afinidad por el lactato que se encuentra
expresado en neuronas (Broer y col.,, 1997) y en células germinales (Boussouar y col.,

2003). Se ha propuesto que es a través de este transportador que las células germinales
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incorporan este hidroxiacido para cubrir sus necesidades energéticas. El MCT4 es un
transportador de baja afinidad para el lactato. Posee una gran expresion en células
glucoliticas por lo que se le ha asignado un papel en el transporte de lactato hacia el exterior
celular (Dimmer y col., 2000). En la célula de Sertoli se demostr6 que se encuentran
presentes el MCT1 y el MCT4. Ademas se demostré6 que este Ultimo transportador es
regulado hormonalmente y se piensa que es el responsable de transportar el lactato hacia el

compartimiento adluminal (Galardo y col., 2007; Galardo, 2009).

REGULACION HORMONAL Y PARACRINA DE LA CELULA DE SERTOLI

Las gonadotrofinas hipofisarias hormona luteinizante (LH) y FSH son las principales
hormonas que regulan la funcionalidad de la célula de Sertoli. La accion de FSH se ejerce
de forma directa mientras que la de LH se ejerce de forma indirecta a través de los
andrégenos secretados por la célula de Leydig. Por otro lado, ademéas de la regulacién
gonadotréfica, se ha observado que la funcionalidad de la célula de Sertoli cambia
sustancialmente por la interaccion con las células germinales que la rodean. Como ya se
menciond, las células germinales no estan distribuidas al azar a lo largo del tubulo
seminifero sino que estan estrictamente ordenadas en asociaciones caracteristicas que
definen en la rata catorce estadios de la espermatogénesis. El desarrollo de la técnica de
transiluminacién de tubos seminiferos, que permite el aislamiento de segmentos de tubulos
en estadios especificos del ciclo espermatogénico, hizo posible obtener las primeras
evidencias de comunicacion intercelular en el tibulo seminifero. Con esta Ultima técnica se
demostraron variaciones no sélo en la morfologia sino también en la funcionalidad de la
célula de Sertoli que pudieron ser correlacionadas con el complemento de células
germinales con que dicha célula se encuentra asociada (Parvinen, 1982). Otro avance
importante en el conocimiento de la fisiologia de la célula de Sertoli se hizo posible gracias
al desarrollo de las técnicas de aislamiento y cultivo de este tipo celular, permitiendo la

realizaciéon de estudios in vitro. Se analizaron de esta forma mdultiples aspectos del
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funcionamiento celular que no habian podido ser evaluados mediante estudios in vivo.
Particularmente, se avanzoé en la identificacion de factores necesarios para el crecimiento y
diferenciacion de la célula de Sertoli. EI modelo experimental mas usado, ain en la
actualidad, es el cultivo de células de Sertoli aisladas a partir de testiculos de ratas de 18 a
21 dias de edad. Estas células ya han formado in vivo las uniones estrechas, no tienen
capacidad mitética, se encuentran en proceso de diferenciaciéon terminal y se las considera
capaces de sostener una espermatogénesis completa. Cabe destacar que muchas de las
propiedades atribuidas a la célula de Sertoli in vivo, tales como la formacion de las uniones
estrechas, la cesacion de la replicacion celular durante la maduracion sexual y la actividad
secretoria y fagocitica han podido ser observadas in vitro. Por otro lado, practicamente todas
las funciones que han sido atribuidas a la célula de Sertoli en base a experimentos in vitro
han sido observados también in vivo validando el modelo experimental (Steinberger y

Jakubowiak, 1993).

1) Regulacion por FSH y androgenos

Los primeros indicios de la regulacion por FSH de la funcionalidad de la célula de
Sertoli fueron obtenidos luego de la administracion in vivo de FSH a ratas inmaduras
hipofisectomizadas. Se observé que, en estas condiciones experimentales, FSH produce
hipertrofia de las células de Sertoli e incrementa la secrecion del fluido tubular (Murphy,
1965a, 1965h). Poco tiempo mas tarde se demostrdé que FSH estimula la sintesis de ARN y
proteinas en el testiculo en los animales de 10 dias de edad (Means y Hall, 1967; Means,
1970, 1971). A esta edad sélo estan presentes en el tibulo seminifero células de Sertoli y
espermatogonias lo que llevé a postular que la accion de FSH se ejercia sobre uno o ambos
tipos celulares. Experimentos posteriores de Means y Huckins (1974) revelaron que
especificamente las células de Sertoli eran el blanco de accidon de FSH. Dichos autores,
trabajando con animales que poseian solamente células de Sertoli en los tubulos

seminiferos, ya que los gonocitos habian sido destruidos durante la vida fetal por radiacion,
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demostraron que FSH producia en estos animales los mismos eventos bioquimicos que los
observados en los animales inmaduros. También se observo que FSH altamente purificada
y marcada con un isGtopo radiactivo se unia a las células de Sertoli (Orth y Christensen,
1977).

Las acciones biolégicas de FSH son complejas y varian de acuerdo al estado de
diferenciacion en que se encuentren las células de Sertoli y el estadio del ciclo
espermatogénico en que se encuentren las mencionadas células. Durante el periodo fetal,
neonatal y prepuberal, FSH estimula la proliferacion de estas células. Este proceso de
proliferacion es sumamente importante ya que determinara el nimero de células de Sertoli
que estaran presentes en la vida adulta. Considerando que cada célula de Sertoli puede
sostener el desarrollo de un nimero limitado de células germinales, la eficiencia del periodo
proliferativo determinara la capacidad espermatogénica de un individuo adulto. En la rata, el
indice mitético es maximo en fetos de 20-21 dias, disminuyendo progresivamente hasta que
luego de la segunda semana post-natal cesa la proliferacion de las células de Sertoli (Orth,
1982, 1984).

Asimismo, la FSH juega un papel muy importante en la regulacion del proceso de
diferenciacion terminal de la célula de Sertoli que ocurre simultaneamente con el cese de la
proliferacion. Dicho proceso de diferenciacion terminal coincide también temporalmente con
el inicio de la primera division meidtica e involucra la adquisicién por la célula de Sertoli de
las capacidades necesarias para mantener el desarrollo de la espermatogénesis. FSH
regula la mayoria de las funciones de la célula de Sertoli. En cultivos de células de Sertoli se
ha observado que FSH regula la expresion de diversas proteinas; entre otras se pueden
mencionar: ABP (Fritz y col., 1976; Louis y Fritz, 1979), transferrina (Skinner y Griswold,
1982), activador del plasmindgeno (Lacroix y Fritz, 1982), factores de transcripcién (c-fos, c-
jun) (Hall y col., 1988), inhibina (Toebosch y col., 1989), AMH (Koruda y col., 1990), factores
de crecimiento (Naville y col., 1990; Mullaney y Skinner, 1992; Gnessi y col., 1995), GLUT1,
LDH Ay MCT4 (Riera y col. 2001, Galardo, 2009). Ademas, se ha demostrado que FSH no

solamente regula la sintesis proteica, sino que también modula la sintesis de metabolitos y
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macromoléculas tales como: piruvato y lactato (Jutte y col., 1983), triglicéridos y fosfolipidos
(Gumay col., 1997).

Las acciones biolégicas de la FSH comienzan luego de la interaccion de la hormona
con su receptor especifico. Cabe mencionar que en el testiculo dicho receptor esta
solamente presente en la célula de Sertoli (Simoni y col., 1997). EI mismo pertenece a la
superfamilia de los receptores acoplados a proteina G. En el animal adulto, aun cuando se
observan altos niveles de expresion del receptor de FSH, existe una disminucién aparente
de la respuesta a la hormona cuando se evallan los niveles de AMPc intracelulares
(Steinberger y col., 1978). Posteriormente, se observé que esta disminuciéon en los niveles
de AMPc se debia a un aumento en la actividad de fosfodiesterasas especificas (Means y
col., 1980). El conjunto de estas observaciones hizo pensar que la FSH no era necesaria en
la vida adulta. Sin embargo, estudios realizados en animales hipofisectomizados
demostraron que si bien la funcién espermatogénica puede ser mantenida cualitativamente
con dosis farmacoldgicas de testosterona, la FSH es necesaria para una espermatogénesis
cuantitativamente normal (Marshall y col.,, 1986. Santulli y col.,, 1990). Estos ultimos
resultados, asi como la disminucion en la espermatogénesis observada en los trabajos
realizados con animales knock-out del receptor de FSH (FSHRKO) y de la subunidad 3 de
FSH (FSHBKO) demuestran la importancia de esta hormona en el control de la funcién
testicular en el adulto (Sairam y Krishnamurthy, 2001).

Los andrégenos juegan un papel central en el desarrollo y mantenimiento de la
espermatogénesis. Las primeras evidencias de dicho rol provienen de estudios realizados
en animales adultos hipofisectomizados. En estos estudios se observé que la administracion
de testosterona a los mencionados animales es capaz de mantener la espermatogénesis
cuando el tratamiento se inicia inmediatamente luego de la hipofisectomia (Awoniyi y col.,
1990).

En cuanto al receptor de andrégenos, estudios realizados sobre cortes de testiculo
utilizando técnicas de inmunohistoquimica y de hibridizacion in situ demostraron que el

receptor de andrégenos se expresa en células de Sertoli, células de Leydig y células
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peritubulares en el animal adulto (Sar y col., 1990; Shan y col., 1995, 1997). La mayoria de
los estudios indican que el receptor de androgenos no esta presente en células germinales
(Grootegoed y col., 1977; Bremner y col., 1994) y por lo tanto, se considera que la accién de
los andrégenos sobre la espermatogénesis es indirecta y que la misma se realiza a través
de la célula de Sertoli.

La expresion del receptor de androgenos en células de Sertoli varia durante el
desarrollo sexual. En la rata, comienza a detectarse a partir de los 15 dias de edad y su
expresion aumenta con la edad llegando a sus maximos valores en el animal adulto (Buzek
y col.,, 1987; Buzek y Sanborn, 1988). La FSH presenta un efecto cooperativo con los
andrdégenos ya que aumenta la expresion de sus receptores (Verhoeven y Cailleau, 1988).
La expresion del receptor de andrégenos en células de Sertoli varia con los distintos
estadios de la espermatogénesis. Estas observaciones sugieren que dicho receptor de
androgenos no sélo es regulado por FSH sino también por mecanismos de regulacion
paracrina relacionados con el complemento de células germinales que es particular de cada
estadio (Isomaa y col., 1985; Bremner y col., 1994). Por otro lado, también sugieren un
requerimiento androgénico distinto en los diferentes estadios de la espermatogénesis.

Cabe mencionar que ha sido muy dificil observar efectos directos de los andrégenos
sobre las funciones de las células de Sertoli en estudios in vitro. Este hecho probablemente
sea debido a que la mayoria de los estudios han sido realizados en células de Sertoli de rata
de 18 a 20 dias de edad, momento de la vida en que la expresion del receptor de
andrégenos es muy baja. Estudios mas recientes muestran que la testosterona desempefia
una funcion importante en la formacion de la barrera hemato-testicular. En este sentido,
existen estudios que muestran que la testosterona aumenta los niveles de claudina 11,
proteina fundamental en la formacion de la barrera hemato-testicular. Adicionalmente, se ha
observado un aumento en la resistencia eléctrica transepitelial, marcadora de formacion de
una barrera de permeabilidad, y también en la localizacién de claudina 11 y ocludina en los

contactos célula-célula en respuesta a testosterona (Kaitu'u-Lino y col., 2007).
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El estudio realizado con animales knock-out selectivo del receptor de androgenos en
células de Sertoli ha permitido analizar el papel de los andrégenos en el desarrollo y
mantenimiento de la espermatogénesis. En estos animales se observé un arresto en la
meiosis, confirmando que las acciones de los androgenos en células de Sertoli constituyen

un requerimiento absoluto para la espermatogénesis (De Gendt y col., 2004).

2) Regulacioén paracrina/autocrina

Diversos péptidos que se producen localmente en el testiculo regulan la
funcionalidad de la célula de Sertoli. Entre ellos cabe mencionar: 1) neuropéptidos tales
como GHRH, péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria (PACAP), sustancia P y
endorfinas, 2) péptidos vasoactivos tales como endotelina-1 y factor natriurético atrial, 3)
factores de crecimiento tales como factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante ay  (TGF a
y B), factor de crecimiento neuronal (NGF), factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF),
factor crecimiento insulino similar tipo 1 (IGF1) y 4) citoquinas tales como interleuquinas 1y
6 (IL-1, IL-6) y factor de necrosis tumoral a (TNFa) (Gnessi y col., 1997). Ademés de
factores peptidicos se observo que la funcionalidad de la célula de Sertoli también puede ser
regulada por mediadores de distinta naturaleza quimica tales como nucleotidos/nucledsidos
(Conti y col., 1988; Meroni y col., 1998; Galardo y col., 2010), prostaglandinas (Frungieri y
col., 2015), vitamina D (Zanatta y col.,, 2011), acido retinoico (Livera y col.,, 2002),
endocanabinoides (Grimaldi y col., 2013) y acido araquid6nico (Meroni y col., 2003).

Del conjunto de péptidos de produccién local, el bFGF tal vez sea uno de los mas
representativos en la comunicacion germinal-Sertoli. Al respecto, se ha demostrado altos
niveles de expresion de bFGF en las células germinales y presencia de sus receptores en la
célula de Sertoli. En los siguientes parrafos se describira brevemente lo que se conocia
hasta el momento del inicio del presente trabajo de tesis con respecto a las acciones

bioldgicas que produce el bFGF sobre la célula de Sertoli.
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El factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF o FGF-2) pertenece a una familia
de al menos 22 polipéptidos (FGF-1 a 22), cuya caracteristica en comun es su capacidad de
unir heparina. El bFGF fue caracterizado inicialmente por su capacidad para estimular la
division celular en fibroblastos, sin embargo, se demostré posteriormente que este péptido
modula una amplia variedad de procesos biolégicos que no estan relacionados con la
proliferacion celular (Dailey y col., 2005). Por otro lado, se han clonado cuatro genes que
codifican para receptores de alta afinidad de bFGF con expresion variable en distintos
tejidos (FGFR-1 a FGFR-4) (Johnson y Williams, 1993).

En el testiculo, la presencia de bFGF fue detectada en células germinales por
técnicas inmunohistoquimicas (Mayerhofer y col., 1991) y poco tiempo mas tarde, el
mencionado péptido fue purificado a partir de medios condicionados de células germinales
(Han y col., 1993). También se demostrd la expresion del péptido en células de Sertoli y en
células peritubulares en cultivo (Mullaney y Skinner, 1992). En cuanto a la presencia de
receptores para el péptido se detectd6 ARNm para FGFR-1 en células de Sertoli obtenidas a
partir de animales de 20 dias de edad (Le Magueresse-Battistoni y col., 1994), mientras que
la expresion de FGFR-4 sélo pudo ser demostrada en células de Sertoli de animales adultos
(Cancilla y Risbridger, 1998).

Diversos estudios han analizado las respuestas biolégicas a bFGF en la célula de
Sertoli. Al respecto, se ha observado que este péptido regula la secrecion de transferrina
(Han y col., 1993; Riera y col., 2003), la actividad de la enzima y-GTP (Scheteingart y col.,
1999), la produccion de estradiol, glutation y lactato (Riera y col., 2002; Gualtieri y col.,
2009) y la expresion de c-fos (Smith y col., 1989). En cuanto a la produccion de lactato,
hemos demostrado que el bFGF regula varios mecanismos tales como, la entrada de
glucosa a la célula, la expresién del transportador de glucosa GLUT1, la expresion de LDH A
y la actividad de la enzima LDH (Riera y col.,, 2002; Galardo y col.,, 2008). Mas
recientemente hemos demostrado que el bFGF incrementa los niveles de fosforilacién de
PDC, aumentando la disponibilidad de piruvato que puede ser convertido a lactato (Regueira

y col., 2015).
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METABOLISMO ENERGETICO DE LA CELULA DE SERTOLI

Las células de Sertoli poseen una gran actividad metabdlica que es necesaria para
cubrir las demandas de las células germinales asi como también las que le son propias.
Como se mencion6 anteriormente, se han presentado evidencias que indican que la glucosa
esta destinada fundamentalmente a la producciéon de lactato. Ademas, se ha demostrado
gue la célula de Sertoli aislada se adapta a condiciones extremas de deprivacion de glucosa
con mantenimiento de su viabilidad y de la produccion de lactato (Riera y col., 2009). Estas
observaciones sugieren el uso de una fuente energética distinta de la glucosa para sostener
su propio metabolismo. Surge por lo tanto la pregunta ;qué sustratos utiliza la célula de
Sertoli para cubrir sus propias demandas energéticas?

Algunas evidencias en la literatura apoyan precisamente la idea que la célula de
Sertoli utiliza una fuente energética distinta a la combustion de hidratos de carbono. Al
respecto, Jutte y colaboradores (1985), utilizando palmitato radioactivo, demostraron que la
célula de Sertoli puede oxidar acidos grasos a CO, y cuerpos cetdnicos por lo que estos
autores sugirieron gue los acidos grasos constituyen una fuente energética para sostener su
metabolismo.

Como ya se menciond, la actividad fagocitica de la célula de Sertoli es fundamental
para mantener la integridad del tdabulo seminifero. Al respecto, se ha demostrado que la
célula de Sertoli, no sélo fagocita células germinales apoptéticas sino que también fagocita
los cuerpos residuales que se liberan en la espermiacién. Wang y colaboradores (2006)
demostraron, en células de Sertoli en cultivo, una correlaciéon entre la formacion de gotas
lipidicas y la fagocitosis de células germinales apoptéticas. Estos autores sugirieron que el
reciclado del contenido lipidico, proveniente de los cuerpos residuales y de las células
germinales apoptoticas, seria la manera mas simple de solventar la demanda de acidos
grasos de la célula de Sertoli. M&s recientemente, Xiong y colaboradores (2009) analizaron
los niveles de ATP en células de Sertoli en distintas condiciones experimentales. Dichos

autores observaron que el cocultivo de células de Sertoli con células germinales apoptdéticas,
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ademés de aumentar el numero de gotas de lipidos, aumenta los niveles de ATP en las
células de Sertoli. Adicionalmente, observaron en estos mismos cocultivos que la inhibicion
de la oxidacion de &cidos grasos, pero no asi la de la glucdlisis, reduce marcadamente los
niveles de ATP. Los autores concluyeron que sus resultados eran consistentes con la
siguiente hipotesis: “los acidos grasos —provenientes de la lipdlisis de las gotas de lipidos
que resultan de la fagocitosis de las células germinales apoptdticas y de cuerpos
residuales— constituyen el principal sustrato energético para las células de Sertoli”.

Se ha tratado de resumir en los parrafos precedentes las evidencias que existen con
respecto al metabolismo energético en el tibulo seminifero. Puede observarse que hasta el
momento del presente estudio poco se sabia con respecto a los mecanismos moleculares
gue participan en la oxidacion de acidos grasos y su regulacién hormonal en células de

Sertoli.

OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos son fundamentales para diversos procesos celulares y como es
conocido constituyen la principal fuente energética para algunos tejidos. También pueden
ser almacenados como lipidos simples (triacilglicéridos) o incorporados en lipidos complejos
que pueden jugar un rol estructural como principal componente de las membranas
biolégicas o formar parte de cascadas de sefiales de transduccion especificas (Meldrum y
col., 1991). Asimismo, los acidos grasos fuera de la célula pueden desencadenar respuestas
biolégicas a través de la unién a receptores en la membrana plasméatica (Hara y col., 2014) o
alternativamente dentro de la célula pueden actuar modificando la transcripcion génica al
unirse a factores de transcripcién ligando dependientes (Neels y Grimaldi, 2014). Por otro
lado, un exceso de acidos grasos dentro de la célula puede ejercer efectos nocivos y
provocar un severo dafio celular, fundamentalmente debido a sus propiedades hidrofébicas
(Corpeleijn y col., 2008; Katz y Messineo, 1981; Wang y col., 2009). Es por esta razén que el
metabolismo de los acidos grasos debe ser finamente regulado con el objeto de mantener

los niveles intracelulares adecuados. Tal metabolismo incluye la incorporacién de los acidos
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grasos a lipidos mas complejos o su degradacion con la consiguiente obtencién de energia
para la célula. En los siguientes parrafos se resumen muy brevemente las tres etapas

esenciales para la utilizacién de los acidos grasos como fuente de energia.

1) Transporte de acidos grasos a través de la membrana plasmatica

Los acidos grasos son almacenados como lipidos neutros en el tejido adiposo, son
liberados por la accion de lipasas y viajan en la circulacién sanguinea unidos a albimina. Si
bien debido a su hidrofobicidad estos acidos grasos pueden ingresar a la célula por difusion
simple a través de la membrana plasmética, hoy se sabe que la mayor parte del ingreso de
los &cidos grasos al interior celular es mediado por un transporte facilitado sin gasto de
energia. Se han descripto hasta el momento tres tipos de proteinas de membrana que
facilitan la entrada de los mismos: 1) la proteina de union a acidos grasos de la membrana
plasmatica (FABPpm), proteina periférica de membrana de distribuciéon ubicua (Stremmel y
col., 1985; Roepstorff y col., 2004; Dutta-Roy, 2009), 2) la familia de proteinas de transporte
de &cidos grasos (FATP1-6), proteinas transmembrana que poseen en su porcion
citoplasmética actividad enzimatica de acil-CoA sintasa y que presenta una distribucién
tejido especifica (Glatz y col.,, 2010) y 3) la proteina transmembrana CD36, proteina
translocasa de acidos grasos (FAT/CD36).

En particular FAT/CD36 es una glicoproteina de 88 kDa, perteneciente a la familia de
receptores scanvengers de clase B que, ademas de transportar acidos grasos, posee
multiples funciones entre las cuales se encuentran su capacidad de unir lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y fosfolipidos aniénicos, asi como su capacidad de facilitar la
fagocitosis de células apoptéticas y de cuerpos residuales (Kazantzis y Stahl, 2012;
Silverstein y Febbraio, 2009; Glatz y col., 2010; Degrace-Passilly y Besnard, 2012). Se
postula que el mecanismo por el cual el FAT/CD36 facilita la entrada de los acidos grasos a
la célula involucra un secuestro de los mismos en la membrana plasmética, desde donde
posteriormente hacen su entrada a la célula por difusion simple. Como se mencioné

previamente, se ha demostrado la presencia de FAT/CD36 en la célula de Sertoli y se ha
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postulado su participacion en la fagocitosis de células germinales apoptéticas y de cuerpos

residuales (Kawasaki y col., 2002; Gillot y col., 2005).

2) Activacion de acidos grasos

La activacién de los acidos grasos es el primer paso de todas las vias metabdlicas en
las que estos participan y se lleva a cabo por la esterificacion de los mismos con la
coenzima A (CoA) formando el acil-CoA correspondiente. Al respecto, la porcién
citoplasmatica de la proteina transmembrana FAT/CD36 actia como proteina de anclaje de
las proteinas de unién de acidos grasos citoplasmatica (FABPc), encargadas del transporte
intracelular del acido graso, y de enzimas como las acil-CoA sintasas de cadena larga
encargadas de la activacion del acido graso (Glatz y col., 2010). El acil-CoA resultante se
une a las proteinas que unen acil-CoAs (ACBP) o a las FABPc, proteinas que ademas de
unir acidos grasos, también tienen capacidad de unir el acido graso activado (Storch vy
Corsico, 2008). En el caso de las FATPSs, la actividad acil-CoA sintasa de este transportador
convierte al acido graso directamente en su acil-CoA correspondiente. La accion facilitadora
de las FATPs en la entrada de acidos grasos se la conoce como “acilacion vectorial” es
decir, el transporte de acidos grasos a través de la membrana esta acoplado a la
esterificacion. Este proceso permite a la célula un medio eficiente para el rapido
metabolismo de los acidos grasos que se captan y contribuye a disminuir la concentracion

intracelular de acidos grasos libres lo cual favorece su transporte (Kazantzis y Stahl, 2012).

3) Oxidacion de acidos grasos en la mitocondria

La oxidacion de los acidos grasos puede realizarse por medio de distintos caminos
catabdlicos entre los que se encuentran la 3-oxidacion en el peroxisoma y en la mitocondria
y la w-oxidacion en el reticulo endoplasmatico. La B-oxidacion es un proceso por el cual se
remueven fragmentos de dos carbonos desde el extremo carboxilico de la cadena

carbonada del acil-CoA, formando acetil-CoA, NADH y FADH,. Los &cidos grasos de cadena
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muy larga (mé&s de 22 carbonos) se metabolizan inicialmente por B-oxidacion en el
peroxisoma donde se obtienen acil-CoAs mas cortos que son transportados hacia la
mitocondria para continuar su oxidacién. Para que ocurra la B-oxidacién mitocondrial, el acil-
CoA debe ingresar a la matriz mitocondrial donde se encuentran todas las enzimas
responsables de este proceso catabolico. La membrana interna mitocondrial es
impermeable a los acil-CoA de cadena larga, por lo que existe un mecanismo de
translocacion especifico. El proceso se lleva a cabo por la accion coordinada de tres
enzimas: las carnitina palmitoil transferasas | y Il (CPT1 y CPT2) y la translocasa. En primer
lugar, la CPT1 cataliza la trasferencia del grupo acilo del acil-CoA a la carnitina, generando
por un lado CoA libre en el citoplasma y por el otro acilcarnitina en el espacio
intermembrana. En segundo lugar, la acilcarnitina es transportada desde el espacio
intermembrana a la matriz mitocondrial por el intercambiador acilcarnitina-carnitina
denominado translocasa. En tercer lugar, la CPT2 cataliza la reaccion de transferencia del
grupo acilo desde la carnitina a la CoA, regenerando carnitina libre y el acil-CoA libre en la
matriz mitocondrial. Cabe mencionar que este transporte del acil-CoA desde el citoplasma a
la matriz mitocondrial constituye el paso limitante de la B-oxidacion. Entre los componentes
responsables de la translocacién de los acil-CoA, la enzima CPT1 es aquella que posee la
regulacién mas exquisita. Presenta por un lado regulacion alostérica negativa por malonil-
CoA —intermediario de la biosintesis de acidos grasos— y ademas regulacién de su
expresion en casos de alta demanda metabdlica (Brandt y col., 1998).

Una vez dentro de la matriz mitocondrial el acil-CoA sufre el proceso de p-oxidacion.
Dicho proceso esta compuesto por una repeticion de cuatro etapas sucesivas catalizadas
por enzimas especificas y luego de las cuales se obtiene una molécula de FADH,, una de
NADH, una de acetil-CoA y una de acil-CoA con dos carbonos menos que la original. Por
ejemplo, en el caso de acidos grasos saturados de cadena par, este proceso de cuatro
etapas se repetira (n/2)-1 veces (siendo n el numero de carbonos del acil-CoA incial). A
continuacion, se hace una breve descripcion de las cuatro etapas involucradas en la (-

oxidaciéon mitocondrial:
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e Oxidacion del acil-CoA. La primera etapa es catalizada por las acil-CoA
deshidrogenasas, una serie de flavoproteinas con especificidad de longitud de cadena.
Estas enzimas catalizan la reaccion de a-B-deshidrogenizacién del acil-CoA especifico
(Ghisla y Thorpe, 2004), utilizando como aceptor de electrones el FAD y donde se obtiene
como productos un trans-A2-enoil-CoA y una molécula de FADH2. Existen cuatro acil-CoA
deshidrogenasas que se clasifican de acuerdo a la longitud de la cadena del acido graso
que utilizan como sustrato: la acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga (VLCAD), la
acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga (LCAD), la acil-CoA deshidrogenasa de cadena
media (MCAD) y la acil-CoA deshidrogenasa de cadena corta (SCAD) (Ghisla y Thorpe,
2004). Se ha descripto que estas enzimas son reguladas transcripcionalmente en
situaciones metabolicas en las cuales se necesita una mayor capacidad oxidativa (Wang y

col., 2003).

e Hidratacion del trans-A2-enoil-CoA. La segunda etapa es catalizada por la enoil-CoA
hidratasa y promueve la incorporacién de una molécula de agua entre el carbono a y el

carbono B del trans-A2-enoil-CoA dando como producto el L-3-hidroxiacil-CoA.

e Oxidacion del L-3-hidroxiacil-CoA. La tercera etapa es catalizada por L-3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa, utiliza el NAD" como aceptor de electrones y en ella se lleva a cabo la
oxidaciéon del grupo hidroxilo del carbono B del L-3-hidroxiacil-CoA para obtener como

productos 3-cetoacil-CoA y una molécula de NADH.

e Tiodlisis. La cuarta y ultima etapa de la B-oxidacion es catalizada por la enzima [3-

cetotiolasa. En esta etapa se escinde el 3-cetoacil-CoA en una molécula de acetil-CoA y una

molécula de acil-CoA con dos atomos de carbono menos que la inicial.
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Estas cuatro etapas se repetiran sucesivamente con los acil-CoA resultantes hasta obtener
todos los acetil-CoA que la molécula de acil-CoA inicial permita.

Las moléculas de acetil-CoA ingresan al ciclo de Krebs, generando equivalentes de
reduccion (NADH y FADH,), los cuales, junto con los obtenidos en la B-oxidacion, seran
reoxidados en la cadena de transporte de electrones. Este proceso de reoxidacién genera
energia libre que es utilizada para transportar protones desde la matriz mitocondrial al
espacio intermembrana. Por este mecanismo se genera un gradiente electroquimico de
protones que cuando se disipa por el retorno de los mismos a la matriz mitocondrial genera
una gran cantidad de energia libre que es utilizada para la sintesis de ATP. Este dltimo
proceso es catalizado por el complejo ATP sintasa que produce ATP cuando los protones
fluyen a través del mismo.

La figura 3 muestra un esquema de las cuatro etapas de la B-oxidacion mitocondrial y

su acople con el ciclo de Krebs y la cadena de transporte de electrones que da como

resultado la generacion de ATP.
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Figura 3. Esquema de las cuatro etapas sucesivas de la -oxidacion mitocondrial, acoplada al ciclo
de Krebs y la cadena de transporte de electrones para la generacién de ATP. Tomado de:

http://biomodel.uah.es/model2/lip/acgr-b-oxidacion.htm.
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El siguiente péarrafo resume lo que se conoce hasta el momento con respecto a la
expresion de las enzimas involucradas en la oxidacion mitocondrial de acidos grasos en el
testiculo. Adam y colaboradores (1998) demostraron la presencia de las dos isoformas de
CPT1 (M y L) en testiculo, siendo la isoforma L la que se expresa en células de Sertoli.
Cabe mencionar que esta isoforma presenta propiedades cinéticas que favorecen la
oxidacion de acidos grasos —es menos sensible a la inhibicibn por malonil-CoA- y
predomina en células que utilizan acidos grasos como fuente de energia. Por otro lado,
Fukasawa y colaboradores (2010) analizaron en testiculo de rata adulta, mediante la técnica
de inmunofluorescencia, la presencia y localizaciébn de las enzimas involucradas en la
oxidacion mitocondrial de acidos grasos en el tejido intersticial y en el epitelio seminifero.
Estos autores observaron la presencia de la bateria completa de enzimas de la $-oxidacion
mitocondrial en las células de Sertoli y asimismo que la mayoria de estas enzimas estan
ausentes o presentes en muy baja cantidad en células germinales. Basados en sus
observaciones y en los antecedentes de la literatura, los autores postularon que
probablemente la oxidacion de &cidos grasos mitocondrial es un camino metabdlico

importante en las células de Sertoli.

REGULACION DE LA OXIDACION DE ACIDOS GRASOS POR RECEPTORES
ACTIVADOS POR PROLIFERADORES DE PEROXISOMAS

La regulacion del metabolismo de acidos grasos es fundamental para asegurar un
correcto balance energético. Entre los factores de transcripcion que regulan la expresion de
genes relacionados con el metabolismo de &cidos grasos se encuentran los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (peroxisome proliferator activated receptors,
PPARSs). Se trata de receptores ligando dependiente que pertenecen a la superfamilia de
receptores nucleares. Dentro de esta superfamilia se encuentran, ademas de los PPARs, los
receptores de hormonas esteroideas, de hormonas tiroideas, entre otros. Todos los
receptores nucleares presentan dominios caracteristicos: 1) la region amino terminal,

llamada dominio A/B, que contiene clasicamente una funciébn de transactivacion
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independiente de ligando (AF-1) y que en el caso de los PPARs dicha funcién es débil o casi
inexistente, 2) la regién central o region C, que es la regién implicada en la union a
secuencias especificas en el ADN denominadas elementos de respuesta que en el caso de
los PPARs se denomina elemento de respuesta a PPARs (PPRE) y 3) la region carboxilo
terminal, que contiene el dominio de union a ligando (ligand binding domain, LBD), el
dominio de heterodimerizacion y el dominio de transactivacion dependiente de ligando (AF-
2). En particular en los PPARs, estudios de cristalografia de rayos X demostraron que el
LBD es mas grande y mas hidrofébico que en el resto de los receptores nucleares, lo cual
explicaria la capacidad de unir una gran cantidad de ligandos hidrofébicos naturales y
sintéticos. Por otro lado, se ha observado que el dominio de heterodimerizacién de PPARs
es especifico para el receptor de &cido retinoico X (RXR) (Dowell y col., 1999; Uppenberg y
col., 1998; Xu y col., 1999).

Si bien los PPARs fueron inicialmente relacionados con la proliferacién de
peroxisomas y de alli su nombre, se descubri6 mas tarde que juegan un papel esencial tanto
en el catabolismo como en el anabolismo de &cidos grasos. Existen tres isoformas de
PPARs, PPAR a (NR1C1), PPAR [(/d (NR1C2) y PPAR y (NR1C3) que se encuentran
codificadas por tres genes distintos, localizados en cromosomas diferentes (Neels y
Grimaldi, 2014).

Aunque los ligandos enddégenos de cada una de las isoformas de PPARs no se
conocen totalmente, se acepta que los acidos grasos saturados e insaturados y ciertas
moléculas derivadas de &cidos grasos son capaces de activar a los PPARs (Forman y col.,
1997; Xu y col., 1999). Existe una gran cantidad de ligandos que son comunes a todas las
isoformas, sin embargo, algunos ligandos son especificos para cada PPAR. En particular, el
leucotrieno B4, la oleiletanolamina y la glicerofosfatidilcolina son ligandos especificos del
PPAR a (Devchand y col., 1996; Fu y col., 2003; Chakravarthy y col., 2009), derivados del
acido araquidénico como el 15-hidroxieicosatetraenoico y productos de lipoperoxidacion
como el 4-hidroxinonenal, el 4-hidroxiperoxinonenal y el 4-hidroxiperoxinonenal

hidroxidodeca-(2E, 6Z)-dienal, como asi también la prostaciclina (PGl,) derivada de la
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reaccion catalizada por la ciclo-oxigenasa 2, son ligandos especificos del PPAR B/ (Lim y
col., 1999; Coleman y col., 2007; Naruhn y col., 2010; Riahi y col., 2010), mientras que la
prostaglandina J, (PGJ,) es un potente activador del PPAR y (Fajas y col., 2001).

En ausencia de ligando el heterodimero PPAR:RXR se encuentra unido al ADN
interaccionando con co-represores de la transcripcion, tales como el silenciador del receptor
de acido retinoico y hormona tiroidea (SMRT), el co-represor de receptores nucleares (N-
CoR) y la proteina de interaccion con el receptor 140 (RIP140), entre otros. Estos co-
represores reclutan enzimas con actividad histonas deacetilasas (HDAC) que inhiben el
ensamblaje de la maquinaria de transcripcion (Krogsdam y col., 2002; Guan y col., 2005;
Seth y col., 2007). En presencia de ligando, el heterodimero PPAR:RXR sufre un cambio
conformacional provocando la liberaciébn de los co-represores y el reclutamiento de co-
activadores, tales como el co-activador de la familia del receptor de esteroides (SRC 1-3) y
el co-activador la del PPAR y (PGCla), entre otros. Estos co-activadores permiten el
reclutamiento de la maquinaria de transcripcion (Wang y col., 2003; Lim y col., 2004; Guan y
col., 2005). Con respecto al acceso de los ligandos a su receptor nuclear, se sabe que los
acidos grasos y/o derivados del metabolismo celular se unen y son transportados por las
FABPs al nucleo (Helledie y col., 2000; Mcintosh y col.,, 2009; Storey y col.,, 2012).
Adicionalmente, se ha demostrado que ciertas isoformas de FABPs translocan al nicleo e
interaccionan de manera especifica con alguna de las isoformas de PPARs y de esta
manera promueven su transactivacion mediante una entrega especifica del ligando in situ
(Tan y col., 2002; Huang y col., 2004; Adida y Spener, 2006). La figura 4 muestra un
esquema general del la regulacién transcripcional por PPARs en ausencia y presencia de

ligando.
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Figura 4. Esquema general del mecanismo de accién de los PPARs en ausencia y presencia de
ligando. Se puede observar: el dominio de transactivacion (AF-1), el dominio de unién al ADN (DBD),
el dominio de unién a ligando (LBD), la heterodimerizacién con RXR y la interaccién con co-
represores o co-activadores en ausencia y presencia de ligando, respectivamente. Tomado y
modificado de: Neels y Grimaldi (2014).

Las tres isoformas de PPARs presentan una distribucion tejido especifica, lo que
hace predecir funciones definidas para cada una de ellas. EI PPAR vy, se expresa
predominantemente en tejido adiposo y en sistema inmune. Existen dos variantes, el PPAR
vl y el PPAR y2 las cuales se originan a partir de dos sitios distintos de iniciacién de la
transcripcion del mismo gen (Fajas y col., 1997). Se lo considera el factor de transcripcién
que dirige y regula la diferenciacion de adipocitos, la sintesis de lipidos y es en general el
PPAR que ha sido relacionado con los procesos anabdlicos (He y col., 2003).

El PPAR a, expresado mayoritariamente en higado, musculo esquelético y cardiaco,
es capaz de regular genes relacionados con la oxidacién de acidos grasos tales como

CPT1, LCAD y MCAD en dichos tejidos (Gulick y col., 1994; Mandard y col., 2004). Por lo
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tanto, se lo considera uno de los factores de transcripcién relacionados con procesos
catabolicos.

Por dltimo el PPAR B/d es de expresion ubicua y es considerado el PPAR mas
versatil de los tres en cuanto a su funcién. Los primeros estudios sobre el PPAR B/d
mostraron la capacidad del receptor para regular la utilizacién de acidos grasos como fuente
de energia (Muoio y col., 2002). Al respecto, se ha observado que en una linea celular de
mioblastos y en cultivos primarios de musculo esquelético, la activacion del PPAR /5 con
agonistas especificos aumenta la expresion de genes relacionados con el transporte y
metabolismo de acidos grasos tales como FAT/CD36, FABP, acil-CoA sintasa, CPT1, MCAD
(Neels y Grimaldi, 2014). Por otro lado, Tanaka y colaboradores (2003) demostraron que en
ratones tratados con un agonista farmacolégico de PPAR /6 aumenta la oxidacion de &cido
palmitico en el musculo esquelético, mientras que la misma no se modifica en el higado.
Estudios mas recientes, ubican al PPAR B/d en el eje de la regulacién metabdlica, ya que
regula distintos caminos dependiendo del tejido y del estado metabdlico del organismo. Por
ejemplo, se observd que la activacion del PPAR /0 tiene la capacidad de disminuir la
hiperglucemia promoviendo un aumento en la actividad de la via de las pentosas. Dicho
aumento genera un aumento del flujo glucolitico y estimula la sintesis de novo de éacidos
grasos en higado que seran utilizados como fuente de energia por el tejido muscular (Lee y
col., 2006). Por otro lado, en ratones que sobre-expresan PPAR [(3/6 o en ratones salvajes
tratados con agonista de PPAR (/0 se observé una regulacién positiva de la oxidacion de
acidos grasos y simultdneamente un aumento en el flujo glucolitico en musculo cardiaco
(Burkart y col., 2007).

La figura 5, muestra un esquema que resume las acciones metabdlicas de las tres
isoformas PPARs en distintos tejidos: musculo esquelético, musculo cardiaco, tejido adiposo

e higado (Moreno y col., 2010).
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Figura 5. Resumen de las acciones metabdlicas de los PPARs en los distintos tejidos: higado,
musculo, tejido adiposo y corazén. Tomado y modificado de Moreno y colaboradores (2010).

En el testiculo, se ha observado una marcada expresion de PPAR B/d cuando se la
compara con la expresion de PPAR a que es sumamente débil. La expresion de ambos
PPARs parece estar mayoritariamente localizada en la célula de Sertoli (Braissant y col.,
1996). Thomas y colaboradores (2011), demostraron la existencia de un patrén de expresién
de los tres PPARs en las células de Sertoli que varia con la edad de la rata. En este trabajo
se sugiere un importante rol fisiologico de estos factores de transcripcion para el normal

desarrollo de la espermatogénesis.

En resumen, los estudios existentes acerca del metabolismo energético de la célula
de Sertoli indican que la glucdlisis estaria mayoritariamente reservada a la produccion de

lactato para el mantenimiento de las células germinales, mientras que la oxidacion de acidos
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grasos estaria principalmente destinada a la obtencién de ATP para cubrir las propias

demandas energéticas de la célula de Sertoli.

De todo lo expuesto se desprende que el estudio de los mecanismos moleculares
que participan en la produccién de lactato y en la oxidacion de acidos grasos, asi como su
regulacién hormonal, contribuird al entendimiento de la regulacién del metabolismo
energético de la célula de Sertoli, fundamental para un normal desarrollo de la

espermatogénesis.
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OBJETIVOS

La célula de Sertoli es la encargada de nutrir a las células germinales en
desarrollo e indudablemente debe adecuarse a los requerimientos energéticos del epitelio
germinal mientras que satisface sus propias necesidades energéticas. Sin lugar a dudas
la produccion de lactato y la oxidacion de acidos grasos estan asociadas respectivamente
a las necesidades energéticas antes mencionadas y puede suponerse una regulacién

coordinada de ambos procesos.

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue estudiar los mecanismos
moleculares que intervienen en la regulacién del metabolismo energético del tubulo

seminifero.

Los objetivos especificos fueron los siguientes:

[.  Evaluar la participaciéon de receptores nucleares de la familia de los

PPARs, tanto en el metabolismo de &cidos grasos como en la produccién

de lactato en la célula de Sertoli.

[I.  Evaluar posibles mecanismos fisioldgicos que podrian conducir a la

activacién de los PPARs en el tubulo seminifero.

lll.  Determinar si existe regulacion hormonal de la oxidacion de acidos grasos

y evaluar la participacion de los PPARs en dicha regulacion y en la

produccion de lactato.
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MATERIALES

Los activadores farmacolégicos de PPARs, WY14643 y GWO0742, el antagonista de
PPAR /6, GSK3787, y el acido palmitico libre de albumina de suero bovino (BSA) fueron
provistos por Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EE.UU). El bFGF humano recombinante
fue provisto por Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). La FSH ovina (NIH-oFSH-S-16) se obtuvo
del National Hormone and Pituitary Program, NIADDK (Bethesda, MA, EE.UU.). El
anticuerpo anti-Phospho-Piruvate Dehidrogenase-Ela (Ser293) (P-PDC) fue adquirido de
Novus Biologicals (Littleton, CO, EE.UU.) y el anticuerpo anti-Akt total (T-Akt) fue adquirido
de Cell Signaling Technology, Inc. (Denvers, MA, EE.UU.). Los cebadores para la
determinacion de ARNm por PCR cuantitativa fueron adquiridos de Eurofines MWG Operon
(Huntsville, AL, EE.UU.). La sonda para la deteccion de ARNm de la subunidad A de LDH
(LDH A) fue gentilmente cedida por el Dr. Jugman (Northwestern University Medical School,
Chicago, IL, EE.UU.). Los compuestos radiactivos [2,6-°H]-2-deoxi-D-glucosa (2-DOG),
desoxi-5’ citidina trifosfato marcada con *P en el grupo fosfato a (a-**P dCTP) y [9,10-
3H(N)]-4cido palmitico fueron provisto por New England Nuclear Co. (Boston, MA, EE.UU.).
Los medios de cultivo y todos los demas reactivos fueron adquiridos de Sigma Chemical Co.
(St Louis, MO, EE.UU). Los animales fueron provistos por el bioterio del Instituto de Biologia
y Medicina Experimental (Buenos Aires, Argentina). Los animales fueron manipulados de

acuerdo a las recomendaciones del Instituto Nacional de la Salud de Estados Unidos (NIH).

METODOS

1) Aislamiento y cultivo de células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron aisladas de testiculos de ratas Sprague-Dawley de 20

dias de edad. Los animales fueron sacrificados por asfixia con CO,. Los testiculos fueron
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extraidos en condiciones de esterilidad. Todo el procedimiento posterior fue realizado bajo
flujo laminar, en solucién salina balanceada de Hank’s (HBSS, pH 7,4). Para el aislamiento
de células de Sertoli se utilizé la técnica descripta por Meroni y colaboradores (2002). Los
testiculos fueron decapsulados y sometidos a un tratamiento enzimatico con colagenasa 1
mg/ml en presencia de inhibidor de tripsina de soja 0,006% P/V en HBSS por 5 minutos a
temperatura ambiente para liberar las células intersticiales. La accién de la colagenasa fue
detenida por diluciéon con 4 volimenes de HBSS. Los tubulos seminiferos obtenidos por
sedimentacion fueron lavados dos veces con HBSS, colocados en una placa de Petri y
cortados con una hoja filosa. Los tubulos seminiferos cortados finamente fueron tratados
con una solucién de glicina 1 M - EDTA 2 mM en PBS (buffer fosfato 0,1 M pH 7,4, NaCl 8
g/l, KCI 0,2 g/l) en presencia de 0,03 mg/ml de deoxirribonucleasa por 10 minutos,
tratamiento que permite eliminar las células peritubulares. Dicho tratamiento fue detenido
por dilucién con 10 volimenes de HBSS. Los fragmentos de tdbulos seminiferos obtenidos
luego de una sedimentacion por 30 minutos fueron tratados nuevamente con colagenasa e
inhibidor de tripsina de soja en las mismas concentraciones utilizadas anteriormente. La
accion de la colagenasa se detuvo por dilucién y los agregados de células de Sertoli fueron
recuperados por centrifugacion a 200xg durante 3 minutos y lavados dos veces con HBSS.
Los agregados de células de Sertoli fueron purificados por sedimentacion durante 10
minutos. Los agregados de células de Sertoli fueron resuspendidos en medio quimicamente
definido compuesto por una mezcla 1:1 de solucién nutritiva de Ham F12 y medio de Eagle
modificado por Dulbecco (F12:DMEM) suplementado con Hepes 20 mM, bicarbonato de
sodio 1,2 mg/ml, transferrina 10 yg/ml, vitamina E 5 ug/ml, hidrocortisona 4 ng/ml, penicilina
100 Ul/ml, anfotericina B 2,5 yg/ml (medio completo) e insulina 5 pg/ml. Los agregados de
células de Sertoli fueron filtrados por malla fina (Sefar Nylon Mesh Lab Pak, 50 Microns
Square Opening) y se recolectaron por centrifugacion a 200xg durante 3 minutos.
Finalmente los agregados de células de Sertoli fueron resuspendidos en medio completo
con insulina y sembrados en placas de cultivo de 6, 24 y 96 pozos a una densidad de 5 ug

ADN/cm?. Las células fueron cultivadas en estufa humidificada a 34 C en atmésfera de CO »
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5%:aire 95%. Las células se dejaron adherir por 48 horas en las condiciones descriptas y

luego se reemplaz6 el medio por medio completo.

2) Aislamiento de células germinales y preparacion de células germinales apoptoticas

Las células germinales fueron aisladas a partir de testiculos de ratas Sprague-
Dawley de 30 dias de edad, de acuerdo a la técnica previamente descripta por Schteingart y
colaboradores (1989). Los animales fueron sacrificados por asfixia con CO,. Los testiculos
fueron extraidos en condiciones de esterilidad. Todo el procedimiento posterior fue realizado
bajo flujo laminar, en solucién salina balanceada de Hank’s (HBSS, pH 7,4). Los testiculos
fueron decapsulados y sometidos a un tratamiento enzimatico con colagenasa 1 mg/ml en
presencia de inhibidor de tripsina de soja 0,006% P/V en HBSS por 5 minutos a temperatura
ambiente. La accion de la colagenasa fue detenida por dilucién con 4 volumenes de HBSS.
Los tabulos seminiferos obtenidos por sedimentacién fueron lavados dos veces con HBSS,
colocados en una placa de Petri y cortados con una hoja filosa. Posteriormente los tabulos
seminiferos cortados finamente fueron sometidos a un tratamiento con colagenasa 0,5
mg/ml, inhibidor de tripsina de soja 0,003% P/V y desoxirribonucleasa 0,003% P/V en HBSS
por 15 minutos. La accion de la colagenasa fue detenida por dilucién y los agregados
grandes de células de Sertoli fueron eliminados por sedimentacion por 5 minutos. El
sobrenadante resultante, conteniendo las células germinales y agregados muy pequefios de
células de Sertoli, fue depositado sobre un volumen adecuado de solucién de BSA 2% P/V
en HSSB para obtener una concentracion final de BSA 0,2% P/V. Los agregados muy
pequefios de células de Sertoli fueron eliminados por sedimentacion por 10 minutos. Las
células germinales presentes en el sobrenadante fueron colectadas por centrifugacion a
400xg por 3 minutos a 4C y lavadas dos veces con HBSS conteniendo BSA 0,2% P/V y
desoxirribonucleasa 0.003% P/V. Las células germinales colectadas por centrifugacion
fueron resuspendidas en un volumen adecuado de medio F12:DMEM y sembradas sobre un

gradiente de densidad discontinuo de Percoll de 4 capas (20%, 25%, 32%, 37%). El
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gradiente fue centrifugado a 800xg por 30 minutos a 4C. La células presentes en las
interfaces 32-37% y 25-32% fueron recolectadas y lavadas con medio F12:DMEM para
remover el Percoll. La células germinales colectadas por centrifugacion fueron
resuspendidas en un volumen adecuado de medio completo con insulina y sembradas a una
densidad de 4x10° células/cm? en frascos de cultivo e incubadas en estufa humidificada por
18 horas a 34C en atmosfera CO , 5%:aire 95%. Durante este periodo de incubacion las
escasas células de Sertoli contaminantes se adhieren al plastico mientras que las células
germinales permanecen en suspension. Las células germinales fueron colectadas por
remocion suave del medio y posterior centrifugacion a 400xg por 5 minutos a 4C. Las
células germinales purificadas fueron resuspendidas en un volumen adecuado de medio
completo y sembradas en placas de 6 pozos a una densidad de 5x10°/cm? e incubadas en
estufa humidificada a 34T en atmadsfera CO , 5%:aire 95% durante 48 horas, periodo en el
cual se produce la apoptosis espontanea de las mismas (Xiong y col., 2009). Finalizado el
periodo de incubacion las células germinales apoptéticas (CGA) fueron recogidas por
centrifugacion a 400xg por 5 minutos y resuspendidas en un volumen adecuado de medio
completo. Como control de viabilidad de las células germinales obtenidas, se realizd un
analisis de las mismas antes y después de la apoptosis espontanea mediante la tincion con
Naranja de Acridina/Bromuro de Etidio 4 ug/ml (1:1). El naranja de acridina se intercala entre
las bases de ADN de las células viables dando un color verde, mientras que el bromuro de
etidio se intercala entre las bases de ADN en las células no viables dando un color
amarillo/naranja. La figura 1 muestra una microfotografia de células germinales antes (figura

1A) y después (figura 1B) de la apoptosis espontanea.
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A CG vivas B CGA

Figura 1. Apoptosis espontanea de células germinales en cultivo

Se realiz6 la tincién de naranja de acridina y bromuro de etidio. (A) células germinales (CG vivas)
inmediatamente luego de ser aisladas y purificadas (B) células germinales luego de 48 horas de
cultivo, periodo en el cual realizan la apoptosis espontanea (CGA), (X100).

3) Cocultivos de células de Sertoli con células germinales apoptoéticas

Para realizar cocultivos de células de Sertoli con CGA se utilizaron monocapas de
células de Sertoli luego de 48 horas de cultivo sobre las cuales fueron depositadas las CGA
en una relacion 1x10°CGA/1x10°%élulas de Sertoli (1:1). Los cocultivos fueron incubados en
estufa humidificada a 34T en atmosfera de CO , 5%:aire 95% por 24 6 48 horas. Finalizado
el periodo de cocultivo, las CGA fueron removidas por aspiracion y todas las monocapas de
células de Sertoli fueron tratadas por 2 minutos con buffer Tris 20 mM, pH 7,4 (tratamiento
hipoténico) y posteriormente lavadas con medio de cultivo (Schteingart y col., 1989). A
continuacion, se realiz6 una evaluacién microscopica de las mismas. La figura 2 muestra
una monocapa de células de Sertoli en condiciones basales (figura 2A) y una monocapa de
células de Sertoli cocultivada con CGA (figura 2B) —ambas monocapas recibieron
tratamiento hipotonico. Se puede observar que el tratamiento hipotonico permite la
obtencion de una monocapa de células de Sertoli libres de CGA. Las monocapas de células

de Sertoli libres de CGA fueron utilizadas para realizar los estudios correspondientes.
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Figura 2. Microfotografias en contraste de fase de la monocapa de células de Sertoli antes y
después del cocultivo con CGA

(A) Microfotografia de la monocapa de células de Sertoli tomada al dia 5 de cultivo en condiciones
basales. (B) microfotografia de la monocapa de células de Sertoli tomada al dia 5 de cultivo luego de
48 horas de cocultivo con CGA (X100).

4) Extraccion de ARN total y sintesis de ADN copia

El ARN total fue extraido de las monocapas de células de Sertoli cultivadas en placas
de 6 pozos utilizando Tri-Reagent (Sigma-Aldrich) de acuerdo a las especificaciones del
proveedor. La cantidad de ARN obtenido en cada muestra fue determinado
espectrofotométricamente a 260 nm y luego utilizado para la técnica de Northern blot o la
sintesis de ADN copia (ADNCc).

El ADNc fue sintetizado a partir de 2 ug de ARN total utilizando 125 ng de cebadores
aleatorios random primers, 0,5 mM de la mezcla de dNTPs y la enzima transcriptasa reversa
MMLV (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) en un volumen final de 20 ul. Luego de la

retrotranscripcion, las muestras fueron diluidas hasta un volumen final de 40 pl.

5) Determinacion de los niveles de ARNm por PCR cuantitativa (RT-qPCR)

La RT-gPCR fue realizada utilizando el equipo Step One Real Time PCR System
(Applied Biosystems, Warrington, RU). La mezcla de reaccién fue preparada usando 12,5 ul
de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 400 nM de los cebadores sentido y
antisentido especificos, 4 ul de la dilucion de ADNc de cada muestra en un volumen final de
reaccion de 25 pl. El programa de amplificacion utilizado fue: desnaturalizacion inicial a 95T

por 10 minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion a 95C por 15 segundos seguidos de una
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hibridizacion y extensién a 60C por 1 minuto. La fluorescencia fue medida al final de cada
ciclo. Luego de la amplificacion, la especificidad del producto de PCR obtenido fue
determinada mediante una curva de fusién. Los datos fueron normalizados con f-actina o
hipoxantina fosforibosiltransferasa 1 (HPRT1). En todos los ensayos se realizaron curvas
estandar para confirmar una adecuada pendiente y eficiencia de amplificacion, utilizando
una muestra control. Se utiliz6 el método de curva estandar relativa para obtener los
resultados que fueron expresados como veces de estimulo respecto del basal.

Los cebadores sentido y antisentido especificos de cada gen fueron disefiados
utilizando el programa Vector NTI; se verific6 que los pares de cebadores no formaran
dimeros o estructuras secundarias y se evitaron las secuencias con una alta tasa de
repeticion de bases C y G en el extremo 3'. Asimismo, se tuvo en cuenta que los fragmentos
amplificados tuvieran un tamafo entre 75 y 150 pares de bases, que estuviesen formados
por regiones de mas de un exén y que no formasen estructuras secundarias. Una vez
seleccionados los pares de cebadores se verific6 su especificidad utilizando el programa
NCBI-PrimerBLAST y la amplificacién de un Gnico producto a través de la técnica de RT-
PCR. En la Tabla 1 se muestran las secuencias de los cebadores disefiadas para cada gen

analizado.
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Tabla1. Cebadores especificos utilizados en RT-qPCR

Cebadores

sentido: 5"-ACCAGGCCACATAGAAAGCA-3’

FAT/CD36
antisentido: 5-CACCAATAACGGCTCCAGTAA-3’
LCAD sentido: 5-AAAGGTCTGGGAGTGATTGG-3"
antisentido: 5"-CCATTCTCCACCAAAAAGAGG-3’
MCAD sentido: 5-CGAGCACAACACACAAAACC-3’
antisentido: 5"-TTCCTCTCTGGCAAACTTCC-3’
GLUT1 sentido 5'-GGAGTGTCGGTTTAGGTTGC-3"
antisentido 5'-GCTGTGAAACGGAGAATGGA-3’
MCT4 sentido 5’-TGTGGTGAACCGCTTTGG-3'
antisentido 5'-CAGACCCAAGCCAGTGATG-3’
PDK1 sentido 5"-TCCAGGGAGACCTAAAGCTG-3’
antisentido 5-CGTGGTTGGTTCTGTAATGC-3’
PDK2 sentido 5-GACCCAGTCTCCAACCAGAAC-3’
antisentido 5'-GGGATCAATGCTGCCAATGTG-3’
PDK3 sentido 5-GTCGCCGCTCTCTATCAAAC-3’
antisentido 5'-AGCCAGTCGCACAGGAAG-3’
PDK4 sentido 5-CGAAGATGCCTTTGAGTGTG-3
antisentido 5-TGGTGAAGGTGTGAAGGAAC-3’
PDP1 sentido 5-ACAGGAGAATGTGTGTGTGTCC-3"
antisentido 5'-TGGCATCAGAGAACAGTGGTAG-3’
PDP2 sentido 5-AGAGGATTCGCCCAGTGTC-3’
antisentido 5"-AAGTGGAGGTGGAGTGTTTTTC-3’
B-ACTINA sentido: 5-TGGCACCACACTTTCTACAAT-3’
antisentido 5'-GGTACGACCAGAGGCATACA-3’
HPRT1 sentido 5"-AGTTCTTTGCTGACCTGCTG-3’

antisentido 5-TTTATGTCCCCCGTTGACTG-3’

Secuencias de cebadores sentido y antisentido especificos para cada gen utilizados en la técnica de

RT-gPCR.
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6) Determinacion de los niveles de ARNm por Northern Blot

Para la separacion de los ARN por electroforesis, se sembraron 10 ug de ARN total
en geles de agarosa 1%-formaldehido 10% P/V. La corrida electroforética se realizé en
buffer MOPS (MOPS 250 mM, acetato de sodio 10 mM, EDTA 50 mM, pH 7,0) por 4 horas a
80 Volts. Una vez finalizada la corrida, los ARN fueron transferidos por capilaridad con buffer
10x SSC (NaCl 1,5 M, citrato de Sodio 0,15 M, pH 7,4) a membranas de nylon (Hybond-N,
Amersham Pharmacia Biotech, Buenos Aires, Argentina) durante toda la noche y fijados por
luz ultravioleta (Stratalinker, Startagene Cloning Systems, La Jolla, CA, EE.UU.).

Las sondas de ADNc fueron marcadas con [a-**P]deoxi-CTP (New England Nuclear
Co) utilizando un kit comercial Random-primed labeling kit (Prime-a-Gene Labeling System,
Promega Corporation, Madison, EE.UU.). Las sondas de ADNc utlizadas fueron las
siguientes: para CPT1 (isoforma L), una sonda de 785b previamente obtenida mediante la
técnica de RT-PCR con cebadores especificos (sentido: 5-CACGAAGCCCTCAAACAGAT-
3’y antisentido: 5’-AATGTGCGACGATACAGCAG-3), para LDH A, un inserto del 3'UTR 0,4
kb de rata, Pst I-Bgl Il (cedido por el Dr. Jungmann, Chicago, IL, EE.UU.) y para el 18S, un
oligonucledtido de secuencia especifica. La membranas fueron previamente prehibridizadas
por 3 horas a 42T en solucién de hibridizacion (formamida desionizada 50% V/V, NaCl 0,75
M, Na,HPO4/NaH,PO, 20 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, solucién de Denhart 5x, dextran sulfato
10% P/V, SDS 0,5% P/V y ADN de esperma de salmoén 100 ug/ml). La hibridizacién de la
sonda se realiz6 toda la noche en la misma solucidn de hibridizacién a 42<C. Finalmente, las
membranas fueron lavadas utilizando soluciones con astringencia diferencial dependiendo
de la sonda. Los protocolos de lavado utilizados fueron los siguientes:

Para la sonda de CPT1:

-2 lavados por 10 minutos a temperatura ambiente con 2x SSC-SDS 0,1% P/V
-2 lavados por 15 minutos a 55T con 1x SSC-SDS 0,1% P/V

-1 lavado por 5 minutos a temperatura ambiente con 2x SSC

Para la sonda de LDH A:

-2 lavados por 20 minutos a temperatura ambiente con 2x SSC-SDS 0,5% P/V
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-2 lavados por 30 minutos a 65T con 1x SSC-SDS 0,1% P/V

-1 lavado por 5 minutos a temperatura ambiente con 2x SSC

Para la sonda de 18S:

-2 lavados por 15 minutos a temperatura ambiente con 2x SSC-SDS 0,5% P/V
-2 lavados por 15 minutos a 65T con 1x SSC-SDS 0,1% P/V

-1 lavado por 30 minutos a 55C con 0,1x SSC-SDS 0,1% P/V

-1 lavado por 5 minutos a temperatura ambiente con 2x SSC

Posteriormente, cada membrana fue expuesta a peliculas radiograficas Amersham
HyperfilmTM ECL (Ge Healthcare Limited, Buckinghamshire, RU) a -70C durante periodos
variables de tiempo segun la sonda (CPT1: 5 dias; LDH A: 1 dia; 18S: 1 hora).

Las autorradiografias obtenidas fueron escaneadas y la intensidad de las bandas fue
estimada por densitometria utilizando el programa NIH Image (Scion Corporation, Frederick,
MD, EE.UU.). Los niveles de 18S fueron utilizados como control de siembra de las distintas
calles. Se calculo la relacion entre los niveles de los ARNm y el 18S para cada condicién
experimental y los resultados fueron expresados como veces de estimulo con respecto al

basal.

7) Determinacion de los niveles de PDC fosforilado

Las monocapas celulares cultivadas en placas de 6 pozos fueron lavadas con PBS
(buffer fosfato 0,1 M, pH 7,4) y posteriormente levantadas por accion mecanica con 200 ul
de buffer de lisis [PBS conteniendo fluoruro de fenilmetil sulfonilo 2 mM, coctel de
inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) 1% V/V, NaF 1 mM, EGTA 1mM, EDTA 1 mM y
acido okadaico 50 nM] sobre bafio de hielo. Las suspensiones celulares fueron
homogenizadas por ultrasonido (Ultrasonic Cell Disruptor & Homogenizer SONIFIER™ 150,
Branson Ultrasonics corporation, Danbury, CT, EE.UU.) y almacenadas a -70C hasta su

utilizacion.
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Para la separacion de proteinas por electroforesis, los extractos celulares fueron
diluidos en una proporcion 3:1 con buffer 4x Laemmli (Tris-HCI 0,25 M pH 6,8, SDS 8% P/V,
glicerol 40% V/V, 2B-mercaptoetanol 8% V/V, azul de bromofenol 0,008% P/V), incubados
por 5 minutos a 100C y luego colocados inmediatamente en hielo. Las muestras fueron
sembradas en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. El gel
concentrador superior estd formado por acrilamida/bisacrilamida 4,3% y el gel separador
inferior esta formado por acrilamida/bisacrilamida 10%. La electroforesis fue llevada a cabo
en buffer de corrida (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1% P/V, pH 8,3) en una celda Mini
Protean 3 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) durante 30 minutos a 100 V seguidos de 30
minutos a 200 V. Finalizada la corrida electroforética los geles de poliacrilamida fueron
equilibrados durante 10 minutos en buffer de transferencia (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M,
metanol 20% V/V, pH 8,3) y posteriormente electrotransferidos a membranas de difluoruro
de polivinilideno (PVDF) a 100 V durante 1 hora en una celda Mini Protean 3 (Bio-Rad). Para
la deteccion de las proteinas, las membranas fueron incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente con solucion de bloqueo [buffer TBS (Tris 20 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4) Tween-
20 0,1% P/V, leche en polvo descremada 5% P/V]. Posteriormente, fueron lavadas 3 veces
por 5 minutos cada vez con TBS, Tween-20 0,1% P/V (TBS-T) e incubadas durante toda la
noche a 4T con el anticuerpo primario en una dilucién 1/1000 en TBS-T, BSA 5% P/V. Los
anticuerpos utilizados fueron: Phospho-Piruvate Dehidrogenase-Ela (Ser293) (P-PDC)
Novus Biologicals (Littleton, CO, EE.UU) y Total-Akt (T-Akt) Cell Signhaling Technology
(Boston, MA, EE.UU.).

Finalizada la incubacién con el primer anticuerpo, las membranas fueron lavadas 3
veces por 5 minutos cada vez con TBS-T y posteriormente incubadas con el anticuerpo
secundario anti-lInmunoglobulina de conejo conjugado con peroxidasa (Cell Signaling
Technology, Boston, MA, EE.UU.) en una dilucién 1/2000 en TBS-T con leche descremada
5% P/V por 1 hora a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacién, las membranas fueron
lavadas 3 veces por 5 minutos cada vez con TBS-T y fueron reveladas por

quimioluminiscencia utilizando los reactivos comerciales de Cell Signaling Technology
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(Boston, MA, EE.UU.). Las autorradiografias fueron escaneadas y la intensidad de las
bandas fue estimada por densitometria utilizando el programa NIH Image (Scion
Corporation, Frederick, MD, EE.UU.). Los niveles de T-Akt fueron utilizados como control de
carga proteica en las distintas calles. Los resultados fueron expresados como veces de

estimulo de la relacion P-PDC/T-Akt con respecto al basal.

8) Ensayo de oxidacion de acidos grasos

La oxidacién de Acidos grasos fue evaluada determinando la liberacion de *H,O al
medio de cultivo a partir de palmitato marcado isotopicamente con [°H]. Las monocapas de
células de Sertoli cultivadas en placas de 24 pozos fueron incubadas en estufa a 34T
humidificada en atmoésfera de 5%C0O,:95%aire durante 4 horas en medio completo (500 pl)
conteniendo 1% P/V BSA libre de &cidos grasos, 2 pCi/ml de [9,10(n)-H] &cido palmitico, 10
MM &cido palmitico y 0,25 mM L-carnitina. La radioactividad inespecifica se obtuvo
incubando la misma mezcla de reaccién en un pozo sin células. Al finalizar la incubacion, el
medio fue recogido y desproteinizado mediante el agregado de un volumen igual de &cido
tricloroacético 10% P/V durante 30 minutos en bafo de hielo. Posteriormente, las muestras
fueron centrifugadas a 13000xg durante 5 minutos a 4C. Los sobrenadantes fueron
recuperados y tratados con cinco volimenes de una mezcla de Metanol:Cloroformo (2:1) y
con dos volumenes de una solucién de KCI 2M:HCI 2M. Luego de una agitacién vigorosa por
1 minuto las fases fueron separadas por centrifugacion a 3000xg por 5 minutos a 4<C. La
fase acuosa fue recuperada y una alicuota adecuada de la misma fue depositada en un vial
conteniendo Optiphase Hisafe 3 (Perking Elmer, Inc. Waltham, MA, EE.UU.). Se determiné
la radioactividad en un contador de centelleo liquido (Wallac Rack-beta 1214; Pharmacia,
Uppsala, Suecia). Los resultados fueron expresados como picomoles acido palmitico

oxidado/hora/ug de ADN (pmol AG ox/h/ ug ADN).
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9) Ensayo de incorporacion de 2-deoxi-glucosa

El ensayo de incorporacién de 2-deoxi-glucosa (2-DOG) a la célula fue realizado
sobre monocapas de células de Sertoli cultivadas en placas de 24 pozos. Para ello, las
monocapas celulares fueron lavadas dos veces con PBS conteniendo Ca®* y Mg* (PBS
Ca?'y Mg®": PBS, CaCl, 1 mM y MgCl, 1mM). Posteriormente, fueron incubadas con 1
uCi/ml [2,6-*H]-2-deoxi-D-glucosa (25,7 Ci/mmol) en PBS Ca®'y Mg?* por 30 minutos a 34C
en estufa humidificada en atmosfera de 5%C0,:95%aire. La incorporacion inespecifica se
determind en incubaciones realizadas en las mismas condiciones en presencia de 2-deoxi-
D-glucosa no marcada en exceso (x10000). Finalizada la incubacién, las monocapas
celulares fueron lavadas 2 veces con PSB Ca?'y Mg* frio y lisadas con una solucion de
deoxicolato de sodio 0,4% P/V en hidroxido de sodio 0,5 M. Los lisados celulares se
depositaron sobre un vial conteniendo Optiphase Hisafe 3 (Perking Elmer, Inc.) y la
radioactividad fue determinada en un contador de centelleo liquido (Wallac Rack-beta 1214).

Los resultados fueron expresados como dpm/ug de ADN.

10) Determinacion de los niveles de lactato

La cuantificacion de lactato fue evaluada en el medio de cultivo proveniente de
monocapas de células de Sertoli cultivadas en placas de 24 pozos. La determinacion fue
realizada utilizando un kit comercial (Sigma-Aldrich) cuya técnica se basa en la oxidacion de
lactato a piruvato por la enzima LDH usando B-NAD* como coenzima. Brevemente, 200
de medio de cultivo fueron desproteinizados mediante el agregado de 400 ul de acido
perclérico 8% P/V por 5 minutos en bafio de hielo y centrifugados a 1600xg por 10 minutos a
4. Una alicuota (55 pl) del sobrenadante recuperado fue depositada sobre 280 ul de
solucién de reaccion compuesta por 2,8 mM de B-NAD* y 20 Ul/ml de LDH en buffer glicina
e hidracina (pH 9,2). Las muestras fueron incubadas por 15 minutos a 37C en bafio con
agitacion. Al finalizar la incubacion el NADH producido fue evaluado por espectrofotometria

a 340 nm. Los resultados fueron expresados como ug de lactato/ug ADN.
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11) Determinacion de la actividad de lactato deshidrogenasa

La actividad de LDH fue evaluada en monocapas de células de Sertoli cultivadas en
placas de 24 pozos. Se determiné utilizando un kit comercial que se basa en un método
espectrofotométrico que usa piruvato como sustrato de la enzima y NADH como coenzima.
La velocidad de desaparicién del NADH se evalu6 por disminucion de la absorbancia a 340
nm. Las monocapas celulares fueron lavadas con solucion fisiolégica (NaCl 0,9% P/V) y
homogeneizadas por ultrasonido (Ultrasonic Cell Disruptor & Homogenizer SONIFIER™
150). ElI homogeneizado fue centrifugado a 15.800xg por 10 minutos a 4C y una alicuota
adecuada del sobrenadante obtenido fue utilizada para determinar la actividad de LDH. Los

resultados fueron expresados como mUl/ug ADN.

12) Determinacion de la viabilidad celular

La viabilidad celular fue evaluada en monocapas de células de Sertoli cultivadas en
placas de 96 pozos utilizando un kit comercial (CellTiter 96 Agueous non-Radiactive Cell
Proliferation Assay, Promega, Madison, WI, EE.UU.). El método se basa en la reduccion de
un compuesto de tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolio, sal interna; MTS] en presencia de un agente acoplante de electrones
(metosulfato de fenazina; PMS) a una sal soluble de MTS-formazan por accién de las
deshidrogenasas mitocondriales. La cantidad de MTS-formazan formado es directamente
proporcional al numero de células viables. Las monocapas de células de Sertoli fueron
incubadas en presencia de la mezcla de reactivos segun el protocolo del proveedor durante
2 horas a 34T en estufa humidificada en atmoésfera de 5%CO ,:95%aire. Finalizado el
periodo de incubacioén el nivel de MTS-formazan producido fue determinado a 490 nm en un

lector de placas MultiSkan EX (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EE.UU.).
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13) Determinacion de ADN y proteinas

El contenido de ADN fue determinado segun la técnica fluorométrica descripta por
Labarca y Paigen (1980). La determinacién de proteinas se realiz6 segun la técnica

descripta por Lowry y colaboradores (1951) utilizando una curva estandar de BSA.

14) Analisis estadistico

El estudio estadistico de los resultados fue realizado por andlisis de varianza de una
via (ANOVA), seguido por test de Tukey-Kramer para la comparacion de multiples grupos.
Las probabilidades <0.05 fueron consideradas estadisticamente significativas. Los datos
experimentales fueron analizados utilizando el programa estadistico GraphPad InStat

version 3.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.).
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DISENO EXPERIMENTAL

1) Estudio de la regulacién del metabolismo de acidos grasos y de la expresion de
genes relacionados

1.a) Oxidacion de acidos grasos

Para evaluar la oxidacion de acidos grasos, las monocapas de células de Sertoli
fueron mantenidas en condiciones basales o tratadas con WY14643 (WY, 10 uM) —
activador farmacolégico de PPAR a—, GW0742 (GW, 5 yM) —activador farmacoldgico de
PPAR /86—, FSH (100 ng/ml) o bFGF (30ng/ml). Para evaluar la accion del acido palmitico,
las células fueron mantenidas en condiciones controles (1% BSA) o tratadas con acido
palmitico (500 uM-1% BSA). En todos los casos las incubaciones se realizaron por 24 y 48
horas. Para evaluar la participacion de PPAR B/® en las regulaciones observadas, se
realizaron cultivos paralelos de monocapas de células de Sertoli que fueron incubadas con
FSH (100 ng/ml), bFGF (30 ng/ml) o acido palmitico (500 uM-1% BSA) por 48 horas en

ausencia y presencia de GSK3787 —antagonista de PPAR B/6— (GSK, 20 uM).

1.b) Expresion de genes relacionados con el transporte y metabolismo de acidos grasos

Las monocapas de células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales o
tratadas con WY14643 (WY, 1 y 10 yM) —activador farmacolégico de PPAR a— o de
GWO0742 (GW, 1 y 5 yM) —activador farmacolégico de PPAR B/6—, FSH (100 ng/ml) o
bFGF (30ng/ml). Para evaluar la acciéon del &cido palmitico, las células fueron mantenidas
en condiciones controles (1% BSA) o tratadas con acido palmitico (500 uM-1% BSA). En
todos los casos las incubaciones se realizaron por 24 y 48 horas. Al finalizar el periodo de
incubacién las monocapas celulares fueron procesadas como se describié anteriormente
para analizar la expresion de FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD. Cultivos paralelos fueron

realizados para evaluar la participacion de PPAR /8 en las regulaciones observadas. Para
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ello las monocapas de células de Sertoli fueron incubadas con FSH (100 ng/ml), bFGF
(30ng/ml) o acido palmitico (500 uM-1% BSA) por 48 horas en ausencia y presencia de
GSK3787 —antagonista de PPAR [B/6— (GSK, 20 uM). Luego de las incubaciones, las
células fueron procesadas como se describi6 anteriormente para analizar la expresion de
FAT/CD36, CPT1y LCAD.

Por otro lado, para evaluar los efectos de las células germinales apoptéticas (CGA), las
monocapas de células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales o cocultivadas
con CGA por 24 y 48 horas. Luego de las incubaciones se realizé el tratamiento hipoténico y
las monocapas de células de Sertoli fueron procesadas como se describié anteriormente
para analizar la expresion de FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD. Cocultivos paralelos fueron
realizados para evaluar la participacion de PPAR B/d en este tipo de regulacion. Las
monocapas de células de Sertoli fueron cocultivadas con CGA por 48 horas en ausencia y
presencia de GSK3787 —antagonista de PPAR B/6— (GSK, 20 uM). Luego de las
incubaciones se realizé el tratamiento hipotonico y las monocapas de células de Sertoli
fueron procesadas como se describié anteriormente para analizar la expresion de

FAT/CD36, CPT1y LCAD.

2) Estudio de la participacion de los PPARs en la regulacion de la produccion de
lactato y de los mecanismos moleculares involucrados

2.a) Produccion de lactato

Los niveles de lactato fueron determinados en los medios condicionados obtenidos al
finalizar el periodo de cultivo en cada condicion experimental descripta a continuacion:

1) Las monocapas de células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales o
tratadas con WY14643 (WY, 1y 10 uM) —activador farmacologico de PPAR a—, GW0742
(GW, 1 y 5 yM) —activador farmacolégico de PPAR B/&—, BSA 1% (control), &cido
palmitico (500 uM-1% BSA), FSH (100 ng/ml), bFGF (30ng/ml) o cocultivadas con CGA por

48 horas.
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2) Para evaluar la participacion de las PDKs en la regulacion por PPARSs, las
monocapas de células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales o tratadas con
WY 10 uM o GW 5 yM en ausencia y presencia de dicloroacetato, inhibidor de las PDKs
(DCA, 10 mM), por 48 horas.

3) Con el objeto de evaluar la participacién de PPAR B/d en la regulacion de la
produccion de lactato, las monocapas de células de Sertoli fueron incubadas en
condiciones basales o tratadas con FSH (100 ng/ml), bFGF (30 ng/ml), BSA 1% (control),
acido palmitico (500 uM-1% BSA) o cocultivadas con CGA por 48 horas en ausencia y

presencia de GSK3787 —antagonista de PPAR (/6— (GSK, 20 pM).

2.b) Mecanismos moleculares involucrados en la produccion de lactato

2.b.1) Incorporacion de glucosa y expresion de GLUT1

Las monocapas de células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales o
tratadas con dosis variables de WY14643 —activador farmacologico de PPAR a— (WY, 1y
10 uM) o de GWO0742 —activador farmacolégico de PPAR B/6— (GW, 1 y 5 uM) por 48
horas. Al finalizar el periodo de incubacién, las células fueron utilizadas para realizar el
ensayo de incorporacion de glucosa a la célula. Cultivos paralelos fueron mantenidos en
condiciones basales o tratados con WY14643 (WY, 10 uM) o GW0742 (GW, 5 uyM) por 24 y
48 horas. Luego de las incubaciones, las células fueron procesadas como se describid

anteriormente para analizar la expresion de GLUTL1.

2.b.2) Actividad de LDH y expresion de LDH A

Las monocapas de células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales o
tratadas con WY14643 (WY, 10 uM) o de GW0742 (GW, 5 uM) por 48 horas. Al finalizar el
periodo de incubacion las células fueron utilizadas para la determinacién de la actividad de

LDH. Cultivos paralelos fueron tratados con WY14643 (WY, 10 uM) o de GWO0742 (GW, 5
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MM) por 24 y 48 horas. Luego de las incubaciones, las células fueron procesadas como se

describi6 anteriormente para analizar la expresién de LDH A.

2.b.3) Expresion de MCT4

Las monocapas de células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales o
estimuladas con WY14643 (WY, 10 uM) o con GW0742 (GW, 5 uM) por 24 y 48 horas. Al
finalizar el periodo de incubacion las células fueron procesadas para analizar la expresion

del transportador de monocarboxilatos MCT4 como se describié anteriormente.

2.b.4) Regulacion del Complejo Piruvato Deshidrogenasa

i. Niveles de PDC fosforilado

Las monocapas de células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales o
tratadas con WY14643 (WY, 10 yM) o con GW0742 (GW, 5 pM) por 24 y 48 horas o
estimuladas con bFGF (30 ng/ml) por 48 horas.

Para evaluar la participacién de las PDKs las monocapas de células de Sertoli fueron
mantenidas en condiciones basales o tratadas con WY14643 (WY, 10 yM) o con GW0742
(GW, 5 yM) en ausencia y presencia de un inhibidor de PDKs, dicloroacetato (DCA, 10 mM)
por 48 horas.

Para evaluar la participacion de PPAR B/® las monocapas de células de Sertoli
fueron mantenidas en condiciones basales o estimuladas con bFGF (30 ng/ml) en ausencia
y presencia de GSK3787 —antagonista de PPAR (/06— (GSK, 20 uM) por 48 horas.

Al finalizar el periodo de incubacién de cada condicién experimental, las células

fueron procesadas para determinar los niveles de P-PDC como se describié previamente.
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ii. Expresion de PDKs y PDPs

Las monocapas de células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales o
tratadas con WY14643 (WY, 10 uM) o con GW0742 (GW, 5 uM) por 24 y 48 horas. Al
finalizar el periodo de incubacion las células fueron procesadas para determinar los niveles

de expresion de PDKs y PDPs como se describio previamente.
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RESULTADOS

I. PARTICIPACION DE LOS PPARs EN EL METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS Y EN
LA PRODUCCION DE LACTATO EN LA CELULA DE SERTOLI

Como se menciond en la introduccion, la célula de Sertoli posee una alta demanda
metabdlica, ya que debe cubrir las necesidades energéticas propias asi como también
aquellas de las células germinales en desarrollo. Se planteé como hipotesis la existencia de
una regulacién coordinada entre ambos procesos metabodlicos con la posible participacion
de PPARs.

Se sabe que la célula de Sertoli expresa los genes involucrados en la oxidacién de
acidos grasos y los factores de transcripcion PPAR a y PPAR B/d. Sin embargo, la relacion
entre estos ultimos factores de transcripcion y la oxidacion de acidos grasos en la célula de
Sertoli no ha sido explorada aun. Por otro lado, se ha observado que ciertos PPARs también
pueden estar involucrados en la regulacion del metabolismo de hidratos de carbono.
Teniendo en cuenta que la célula de Sertoli debe satisfacer las necesidades energéticas
cambiantes de la poblaciéon germinal circundante y que presenta una regulacion fina de la
produccion de lactato, una relacion entre la activaciéon de los PPARs y la produccién de
lactato en la célula de Sertoli podria estar presente.

Nuestro primer objetivo fue evaluar, por un lado, la participacion de la activacion del
PPAR a y del PPAR (/8 en la regulacion de la oxidaciéon de &cidos grasos y en la expresién
de los genes involucrados en su transporte y metabolismo tales como FAT/CD36, CPT1,
MCAD y LCAD. Por otro lado, evaluar si la activaciéon de PPAR a y de PPAR B/ participa
ademas en la regulaciéon de la produccién de lactato y en los mecanismos moleculares
involucrados en ella.

Para evaluar los efectos de la activacion del PPAR a y PPAR (/6 se utilizaron como
activadores farmacoldgicos el WY14643 (WY) y el GW0742 (GW), respectivamente. Estas
drogas han sido ampliamente utilizadas en la literatura para demostrar las respuestas

biol6gicas que resultan de la activacion de los PPARs.
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Se utiliz6 como modelo experimental cultivo primario de células de Sertoli aisladas de
ratas de 20 dias de edad. Los cultivos fueron incubados por 24 y 48 horas con dosis
variables de WY (1y 10 uM) y GW (1 y 5 uM). Se evalué la viabilidad de las células luego de
48 horas de incubacion con 10 uM de WY o con 5 yM de GW. En ningun caso el tratamiento
modificé la viabilidad celular (dato no mostrado). En las proximas secciones se muestran los
resultados obtenidos tanto en la regulacion del metabolismo de &cidos grasos como en la

regulacion de la produccion de lactato por activacién de PPARs.

1) Regulacién de la oxidacién de acidos grasos por activacion de PPAR a y PPAR B/5

La tabla | muestra los resultados obtenidos para la oxidacion de acidos grasos en
células de Sertoli tratadas por 24 y 48 horas con WY 10 pM. Puede observarse que el
tratamiento por 48 horas produjo un aumento estadisticamente significativo en la capacidad

de la célula de Sertoli de oxidar &cidos grasos.

Tabla I. Regulacion de la oxidacion de acidos grasos por WY en células de Sertoli

BASAL WY 10uM 24h WY 10uM 48h

pmol AG ox/h/ugADN 2,610,1 3,0+0,2 3,510,2*

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con WY 10 pM
por 24 6 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Luego del
periodo de incubacion se realizo el ensayo de oxidacion de acidos grasos sobre la monocapa celular.
Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como XtDS de los
picomoles de acido graso oxidado por hora y por ygADN (pmol AG ox/h/ugADN). Se muestra un
experimento representativo de tres (*p<0.05 vs BASAL).

De igual manera, la tabla || muestra los resultados obtenidos para la oxidacion de
acidos grasos en células de Sertoli tratadas por 24 y 48 horas con GW 5 uM. Puede
observarse que el tratamiento por 48 horas con el activador de PPAR /& produjo un
aumento estadisticamente significativo en la capacidad de la célula de Sertoli de oxidar

acidos grasos.
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Tabla Il. Regulacion de la oxidacion de acidos grasos por GW en células de Sertoli

BASAL GW 5uM 24h GW 5uM 48h

pmol AG ox/h/ugADN 2,4+0,1 2,3+0,3 3,4+0,1*

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con GW 5 uyM
por 24 6 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Luego del
periodo de incubacion se realizo el ensayo de oxidacion de acidos grasos sobre la monocapa celular.
Las incubaciones se realizaron por ftriplicado y los resultados se expresan como X+DS de los
picomoles de &cido graso oxidado por hora y por ugADN (pmol AG ox/h/ugADN). Se muestra un
experimento representativo de tres (*p<0.05 vs BASAL).

2) Regulacion de la expresion de genes relacionados con el transporte y metabolismo

de acidos grasos por activacion de PPAR a

Luego de observar que la activacion de PPAR a aumentaba la capacidad de la
célula de Sertoli de oxidar acidos grasos, se disenaron experimentos para analizar la

regulacidn de la expresién de genes que podria ser responsable de dicho aumento.

2.a) Regulacion de la expresion de FAT/CD36

La figura 1 muestra los resultados obtenidos para la expresiéon de FAT/CD36 en
cultivos de células de Sertoli incubadas con WY 10 uM por 24 y 48 horas (figura 1A) y WY 1
y 10 uM por 48 horas (figura 1B). Se observd que los niveles de ARNm de FAT/CD36

aumentan luego de 48 horas de tratamiento con WY 10 uM.

2.b) Regulacion de la expresion de CPT1

La figura 2 muestra los resultados obtenidos para la expresion de CPT1 en
condiciones basales y luego de la activacion de PPAR a. Se observé que el tratamiento por

24 horas con WY 10 uM aumenta los niveles de ARNm de CPT1 (figura 2A y 2B).
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* %

FAT/CD36/ACTINA
(veces de estimulo)
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WY 10uM WY 48h

Figura 1. Regulacion de la expresion de FAT/CD36 por WY en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con: (A) WY 10
MM por 24 6 48 horas; (B) WY 1 6 10 uM por 48 horas. En todos los casos las células permanecieron
en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total, se realiz6 la
sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de FAT/CD36 mediante la técnica de RT-
gPCR, utilizando Actina como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo

respecto al BASAL de la relacion FAT/CD36/Actina de tres experimentos independientes (X+DS)
(**p<0.01 vs BASAL).
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Figura 2. Regulacion de la expresion de CPT1 por WY en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con: (A) WY 10
MM por 24 6 48 horas; (B) WY 1 6 10 uM por 24 horas. En todos los casos las células permanecieron
en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se extrajo el ARN total y se determinaron
los niveles de ARNm de CPT1 mediante la técnica de Northern Blot, utilizando el ARNr 18S como gen
de carga. En la autorradiografia se muestra un experimento representativo de tres. En el gréafico de
barras, los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al BASAL de la relacién
CPT1/18S de tres experimentos independientes (XxDS) (**p<0.01 vs BASAL).
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2.c) Regulacion de la expresion de LCAD y MCAD

La figura 3 muestra los resultados obtenidos para la expresién de LCAD luego de la
activacion de PPAR a. En la figura 3A se observa que los niveles de ARNm de LCAD
aumentan luego de 24 y 48 horas de tratamiento con WY 10 yM. La figura 3B muestra que
ambas dosis de WY, 1 y 10 uyM, aumentan la expresion de LCAD luego de 24 horas de
incubacion.

La figura 4 muestra los resultados obtenidos para la expresion de MCAD luego de la
activaciéon de PPAR a. En la figura 4A se observa que los niveles de ARNm de MCAD
aumentan luego de 24 y 48 horas de tratamiento con WY 10 uM. Por otro lado, la figura 4B
muestra que sélo la dosis de WY 10 uM aumenta los niveles de ARNm de MCAD luego de

24 horas de incubacién.
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Figura 3. Regulacion de la expresion de LCAD por WY en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con: (A) WY 10
MM por 24 6 48 horas; (B) WY 1 6 10 uM por 24 horas. En todos los casos las células permanecieron
en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total, se realiz6 la
sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de LCAD mediante la técnica de RT-gPCR,
utilizando Actina como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al
BASAL de la relacién LCAD/Actina de tres experimentos independientes (X+DS) (*p<0.05 vs BASAL).
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Figura 4. Regulacion de la expresion de MCAD por WY en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con: (A) WY 10
MM por 24 6 48 horas; (B) WY 1 6 10 uM por 24 horas. En todos los casos las células permanecieron
en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total, se realiz6 la
sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de MCAD mediante la técnica de RT-gPCR,
utilizando Actina como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al
BASAL de la relacion MCAD/Actina de tres experimentos independientes (XxDS) (*p<0.05, **p<0.01
vs BASAL).

En resumen, la activacién de PPAR a con WY aumenta la expresion de FAT/CD36,
CTP1, LCAD y MCAD lo que podria explicar el aumento observado en la oxidaciéon de

acidos grasos.

3) Regulacion de la expresion de genes relacionados con el transporte y metabolismo
de acidos grasos por activacion de PPAR /3

El resultado presentado en la tabla Il (pagina 60) muestra que la activacién de PPAR
B/d, al igual que la activacion de PPAR a, aumenta la capacidad de la célula de Sertoli de
oxidar acidos grasos. Los siguientes experimentos fueron destinados a analizar la expresién

de genes que podrian ser responsables del incremento en la capacidad oxidativa observada.

3.a) Regulacion de la expresion de FAT/CD36

La figura 5 muestra los resultados obtenidos para la expresiéon de FAT/CD36 en

cultivos de células de Sertoli incubadas con GW 5 pM por 24 y 48 horas (figura 5A) y con
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GW 1y 5 uM por 48 horas (figura 5B). Se observé que los niveles de ARNm de FAT/CD36

se encuentran aumentados luego de 48 horas de tratamiento con GW 5 uM.
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Figura 5. Regulacion de la expresion de FAT/CD36 por GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con: (A) GW 5
MM por 24 6 48 horas; (B) GW 1 6 5 uM por 48 horas. En todos los casos las células permanecieron
en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total, se realizé la
sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de FAT/CD36 mediante la técnica de RT-
gPCR utilizando Actina como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo

respecto al BASAL de la relacion FAT/CD36/Actina de tres experimentos independientes (XxDS)
(*p<0.05 vs BASAL).

3.b) Regulacion de la expresion de CPT1

La figura 6 muestra los resultados obtenidos para la expresion de CPT1 en
condiciones basales y luego de la activacién de PPAR /6. Se observé que el tratamiento
por 24 y 48 horas con GW 5 pM aumenta los niveles de ARNm de CPT1 (figura 6A).
Asimismo, se observo que el tratamiento por 48 horas tanto con 1 yM como con 5 uyM de

GW aumenta los niveles de ARNm de CPT1 (figura 6B).

64



RESULTADOS

GW 5pM GW 48h

BASAL 24h  48h BASAL 1uM  5uM

CPT1 | s - -

-
155 | |- -

* k%

CPT1

)
J
L
J
*
*
*
*
*
*

w
1
w
1

-
1

e
1

CPT1/18S
(veces de estimulo)
N
CPT1/18S
(veces de estimulo)
N

o
o

Figura 6. Regulacion de la expresion de CPT1 por GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con: (A) GW 5
MM por 24 6 48 horas; (B) GW 1 6 5 uM por 48 horas. En todos los casos las células permanecieron
en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se extrajo el ARN total y se determinaron
los niveles de ARNm de CPT1 mediante la técnica de Northern Blot, utilizando el ARNr 18S como gen
de carga. En la autorradiografia se muestra un experimento representativo de tres. En el grafico de
barras, los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al BASAL de la relacién
CPT1/18S de tres experimentos independientes (X+DS) (**p<0.01, ***p<0.001 vs BASAL).

3.c) Regulacion de la expresion de LCAD y MCAD

Se evaluaron a continuacién los niveles de ARNm de LCAD y MCAD luego de la
activacion de PPAR /0. La figura 7A muestra que el GW 5 uM aumenta los niveles de
ARNm de LCAD en los dos tiempos estudiados. En la figura 7B se observa que ambas dosis
analizadas de GW aumentan la expresion de LCAD luego de 24 horas de tratamiento.

En cuanto a los niveles de ARNm de MCAD, la figura 8A muestra que luego del
tratamiento con GW 5 uM por 24 y 48 horas se produce un aumento de la expresion de
dicho mensajero. En la figura 8B se observa que en incubaciones por 24 horas la dosis de 5

MM de GW provoca un aumento en los niveles de MCAD.
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Figura 7. Regulacion de la expresion de LCAD por GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con: (A) GW 5
MM por 24 6 48 horas; (B) GW 1 6 5 uM por 24 horas. En todos los casos las células permanecieron
en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total, se realizé la
sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de LCAD mediante la técnica de RT-gPCR
utilizando Actina como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al
BASAL de la relaciéon LCAD/Actina de tres experimentos independientes (X+DS) (*p<0.05, **p<0.01
vs BASAL).

A B
31 3-
° Q)
< 3 < 3
Z E o] * = E 2+
5% * 5% *
28 — T 2% —
g3 a3
o 8 11 o @ 11 —
=3 =3
2 2
T T T 0 T T T
BASAL 24h 48h BASAL 1uM 5uM
GW5uM GW 24h

Figura 8. Regulacion de la expresion de MCAD por GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con: (A) GW 5
MM por 24 6 48 horas; (B) GW 1 6 5 uM por 24 horas. En todos los casos las células permanecieron
en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total, se realizé la
sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de MCAD mediante la técnica de RT-gPCR
utilizando Actina como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al
BASAL de la relacion MCAD/Actina de tres experimentos independientes (X+DS) (*p<0.05 vs
BASAL).

En resumen, la activacién de PPAR /6 con GW, al igual que la activacion de PPAR
a por WY, aumenta la expresién de FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD lo que podria explicar

el aumento observado en la oxidacion de acidos grasos.
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4) Regulacion de la produccion de lactato por activacion de PPAR a y PPAR /8

Como se describié en la introduccion, la produccién de lactato por la célula de Sertoli
es fundamental para proveer de energia a las células germinales en desarrollo. El siguiente
grupo de experimentos fue realizado con el objetivo de analizar si la activacién de PPAR a o
de PPAR /5, ademas de regular la oxidacion de acidos grasos, regulaba la produccion de
lactato en la célula de Sertoli. Para cumplir con este objetivo cultivos de células de Sertoli
fueron incubados con WY (1 y 10 uM) y GW (1 y 5 uM) por 48 horas y se determinaron los
niveles de lactato presentes en el medio condicionado.

La figura 9 muestra los resultados obtenidos para la produccion de lactato luego de la
activacién de PPAR a y de PPAR [3/8. La activacién de PPAR a no modifico la produccion de
lactato en ninguna de las dosis evaluadas (figura 9A). Por otro lado, en la figura 9B se

observa que la activacién de PPAR (/5 produjo un aumento en la produccién de lactato.
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Figura 9. Regulacion de la produccion de lactato por WY y GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas por 48 horas
con: (A) WY 16 10 uM; (B) GW 1 6 5 pM. En todos los casos las células permanecieron en cultivo
hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se determiné el lactato producido en el medio
condicionado. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como
microgramos de lactato por ygADN (XtDS). Se muestra un experimento representativo de tres
realizados (***p<0.001 vs BASAL).
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5) Regulacion de mecanismos moleculares relacionados con la produccion de lactato
por activacion de PPAR a y PPAR B/6

El resultado observado en la figura 9 nos condujo a tratar de discernir cuales podian ser los
mecanismos moleculares que estaban participando en la accion diferencial de la activacion
de ambos PPARs sobre la produccion de lactato. Se ha demostrado previamente que la
regulacion de diversos mecanismos bioquimicos puede participar en las variaciones en la
produccion de lactato. Entre ellos cabe mencionar, la entrada de glucosa a la célula y la
expresion de GLUT1, la conversion de piruvato a lactato catalizada por la enzima LDH, la
exportacion del lactato al medio extracelular mediada por MCT4 y la regulacién del PDC,
complejo que cataliza la descarboxilacién del piruvato, por un mecanismo que involucra su
fosforilacion. En nuestro laboratorio se ha demostrado que dichos mecanismos son
finamente regulados por hormonas y factores de produccion local en el testiculo (Riera y
col.,, 2001; 2002; Galardo y col., 2008; Regueira y col., 2015). El siguiente grupo de
experimentos fue disefado para evaluar si la regulaciéon diferencial de alguno de estos
mecanismos moleculares podria explicar la diferente respuesta observada en la produccion

de lactato por activacion de PPAR a y PPAR 3/0.

5.a) Regulacion de la entrada de glucosa a la célula

La figura 10 muestra que los tratamientos con 1y 10 uM de WY por 48 horas (figura
10A) y los tratamientos con 1 y 5 uyM de GW por 48 horas (figura 10B) no modifican la
incorporacion de glucosa a la célula. De manera similar, en las figuras 11A y 11B se observa
que los tratamientos por 24 y 48 horas con WY (10uM) o GW (5uM) no modifican la

expresion del transportador de glucosa, GLUT1.
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Figura 10. Regulacion de la incorporacion de 2-DOG por WY y GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas por 48 horas
con: (A) WY 16 10 uM; (B) GW 1 6 5 pM. En todos los casos las células permanecieron en cultivo
hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se realizd el ensayo de incorporacion de 2-DOG
sobre la monocapa celular. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan
como desintegraciones por minuto por uggADN (X£DS). Se muestra un experimento representativo de
tres realizados.
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Figura 11. Regulacion de la expresion de GLUT1 por WY y GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas por 24 6 48
horas con: (A) WY 10 uM; (B) GW 5 uM. En todos los casos las células permanecieron en cultivo
hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se extrajo el ARN total, se realiz6 la sintesis de
ADNCc y se midi6 el nivel de expresién de GLUT1 mediante la técnica de RT-qPCR utilizando Actina
como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al BASAL de la
relacion GLUT1/Actina de tres experimentos independientes (X+DS).

69



RESULTADOS

5.b) Regulacion de la conversion de piruvato a lactato catalizada por LDH

La tabla Ill muestra que ninguno de los dos agonistas modifica la actividad de LDH.
Asimismo, en la figura 12 puede observarse que los tratamientos por 24 y 48 horas con WY

(10uM) o GW (5uM) tampoco modifican la expresion de LDH A.

5.c¢) Regulacion de la expresion de MCT4

Las figuras 13A y 13B muestran que ni el tratamiento con WY (10 uM) ni con GW (5
MM) modifican la expresion del transportador de monocarboxilatos MCT4 en los tiempos

analizados.

Tabla lll. Regulacion de la actividad de LDH por WY y GW en células de Sertoli

mUl/ug ADN
BASAL 22,9+1,8
WY 10uM 48h 25,240,1
GW 5uM 48h 22,2+0,1

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con WY 10 uM o
GW 5 pM por 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Luego
del periodo de incubacion se determiné la actividad de LDH en la monocapa celular. Las
incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como miliunidades
internacionales por ygADN (X£DS). Se muestra un experimento representativo de tres.
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Figura 12. Regulacion de la expresion de LDH A por WY y GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas por 24 6 48
horas con: (A) WY 10 uM; (B) GW 5 uM. En todos los casos las células permanecieron en cultivo
hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se extrajo el ARN total y se determinaron los
niveles de ARNm de LDH A mediante la técnica de Northern Blot, utilizando el ARNr 18S como gen
de carga. En la autorradiografia se muestra un experimento representativo de tres. En el gréafico de
barras, los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al BASAL de la relacion LDH
A/18S de tres experimentos independientes (XxDS).
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Figura 13. Regulacion de la expresion de MCT4 por WY y GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas por 24 6 48
horas con: (A) WY 10 uM; (B) GW 5 uM. En todos los casos las células permanecieron en cultivo
hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se extrajo el ARN total, se realizd la sintesis de
ADNCc y se determinaron los niveles de ARNm de MCT4 mediante la técnica de RT-qPCR utilizando
Actina como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al BASAL de
la relacién MCT4/Actina de tres experimentos independientes (XtDS).
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5.d) Regulacion del complejo PDC

El siguiente grupo de experimentos fue destinado a analizar si un aumento en la
disponibilidad de piruvato —sustrato de la enzima LDH— podia ser responsable del efecto

diferencial observado con la activacion de PPAR a y PPAR /8 en la produccion de lactato.

i. Regulacion de los niveles de PDC fosforilado

Como se mencioné en la introducciéon, el PDC es regulado por fosforilacién y su
estado fosforilado (P-PDC) es el estado inactivo del mismo. Como consecuencia, todos
aquellos mecanismos que aumenten los niveles de PDC fosforilado disminuiran la entrada
de piruvato al ciclo de Krebs, aumentaran la disponibilidad de sustrato para la LDH y por
consiguiente aumentaran la produccion de lactato.

La figura 14A muestra que el tratamiento con 10 uM de WY por 24 6 48 horas,
agonista que no modifica la produccion de lactato, tampoco modifica los niveles de P-PDC.
Por otro lado, la figura 14B muestra que el tratamiento con 5 yM de GW por 48 horas,
tratamiento que observamos que aumenta los niveles de lactato, resulta en un incremento

en los niveles de P-PDC.
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Figura 14. Regulacion de los niveles de P-PDC por WY y GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas por 24 6 48
horas con: (A) WY 10 uM; (B) GW 5 puM. En todos los casos las células permanecieron en cultivo
hasta el dia 5. Los extractos celulares fueron utilizados para el andlisis de Western Blot para P-PDC y
T-Akt. En la autorradiografia se muestra un experimento representativo de tres. En el grafico de
barras, los resultados se expresan como veces de estimulo con respecto al BASAL de la relacion P-
PDC/T-Akt de tres experimentos independientes (X+DS) (*p<0.05 vs BASAL).

ii. Participacion de las PDKs en la produccion de lactato

Los niveles de PDC fosforilado son regulados por una familia de cuatro quinasas —las
piruvato deshidrogenasa quinasas (PDK1-4)— y por una familia de dos fosfatasas —las
piruvato deshidrogenasa fosfatasas (PDP1-2).

Para evaluar la participacion de las PDKs en la regulacion del estado de fosforilacion
del PDC y de la produccion de lactato se realizaron incubaciones con WY 10 uM o GW 5
MM, en ausencia o presencia del inhibidor de las PDKs, dicloroacetato (DCA), por 48 horas.
La figura 15A muestra que el tratamiento con WY en presencia de DCA en el medio de
incubacién disminuye los niveles de P-PDC. De manera similar, la figura 15C muestra que la
presencia del inhibidor disminuye la produccién de lactato por debajo de la produccion basal.
Por otro lado, en la figura 15B se observa que la presencia de DCA disminuye los niveles de

P-PDC estimulados por GW a niveles semejantes al basal y en la figura 15D se observa que
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el DCA reduce, al menos en parte, la produccion de lactato estimulada por activacién del

PPAR p/5.
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Figura 15. Efecto de DCA en la regulacion de los niveles de P-PDC y en la produccion de
lactato por WY y GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas por 48 horas
con (A, C) WY 10 uM o (B, D) GW 5 pM, en ausencia y presencia de DCA 10mM. En todos los casos
las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5. (A, B) Los extractos celulares fueron utilizados
para el analisis de Western Blot para P-PDC y T-Akt. Los niumeros debajo de la autorradiografia
indican los resultados obtenidos luego del analisis densitométrico y se expresan los resultados como
veces de estimulo con respecto al BASAL de la relacion P-PDC/T-Akt. Se muestra un experimento
representativo de tres. (C, D) Se determind el lactato producido en el medio condicionado. Las
incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como microgramos de lactato
por ugADN (X+DS), de un experimento representativo de tres. Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).
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iii. Regulacion de la expresion de PDKs

Habiendo demostrado que la accion diferencial de la activacion farmacolégica de
ambos PPARs sobre la produccién de lactato podia explicarse, al menos en parte, por una
regulacion diferencial de los niveles de P-PDC en la cual estaria involucrada la actividad de
PDKs, decidimos analizar los niveles de expresién de PDKs en condiciones experimentales
de activacion de PPAR a y PPAR (/6.

La figura 16 muestra que el tratamiento con WY 10 pM por 24 y 48 horas aumenta
los niveles de ARNm de PDK2 y PDK4 (figura 16C y 16G, respectivamente) mientras que
los niveles de PDK3 se ven aumentados Unicamente luego de 24 horas de tratamiento
(figura 16E). No se observaron modificaciones en los niveles de expresion de PDK1 (figura
16A).

En cuanto a la activacién de PPAR B/d, se observé que el tratamiento GW 5 pM
aumenta los niveles de ARNm de PDK1 a los dos tiempos analizados (figura 16B) mientras
que los niveles de ARNm de PDK4 aumentan luego de 48 horas de incubacion (figura 16H).
No se observd modificacién en los niveles de ARNm de PDK2 y PDKS en los tratamientos

con GW (figura 16D y 16F, respectivamente).
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Figura 16. Regulacion de la expresion de PDK1-4 por WY y GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas por 24 6 48
horas con: WY 10 uM (A, C, E, G) o con GW 5 uM (B, D, F, H). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total,
se realiz6 la sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de PDK1-4 mediante la técnica
de RT-gPCR utilizando Actina como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo
respecto al BASAL de la relacién PDKs/Actina de tres experimentos independientes (X£DS) (*p<0.05,
**p<0.01 vs BASAL).
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iv. Regulacion de la expresion de PDPs

Considerando que no pudimos demostrar, a nivel de la expresion de PDKs, una
diferencia clara que explique la regulaciéon diferencial sobre los niveles de P-PDC por
activacion de ambos factores de transcripcién y teniendo en cuenta que el nivel de
fosforilacion del PDC también es regulado por fosfatasas —las piruvato deshidrogenasa
fosfatasas (PDP1-2)— decidimos analizar la expresion de estas enzimas. Al respecto, se
observé que WY (10 uM) aumenta los niveles de ARNm de PDP1 luego de 48 horas de
tratamiento (figura 17A) mientras que no modifica la expresion de PDP2 (figura 17C). Por
otro lado, se observé que el tratamiento con GW (5 uM) no modifica los niveles de expresién
de ninguna de las dos PDPs (figura 17B y 17D), poniendo en evidencia una regulacién

diferencial a este nivel.
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Figura 17. Regulacion de la expresion de PDP1-2 por WY y GW en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas por 24 6 48
horas con: WY 10 uM (A, C) o con GW 5 pM (B, D). En todos los casos las células permanecieron en
cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se extrajo el ARN total, se realizé la sintesis
de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de PDP1-2 mediante la técnica de RT-gPCR
utilizando Actina como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al
BASAL de la relacién PDPs/Actina de tres experimentos independientes (X+DS) (*p<0.05 vs BASAL).
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En resumen, se demostré una regulacién diferencial en la produccién de lactato por
activacion farmacolégica de PPAR a y PPAR /6 que podria explicarse por un aumento en

los niveles de P-PDC relacionados con una regulacion diferencial a nivel de PDPs.

La figura 18 resume los resultados obtenidos en esta primera parte del trabajo de
tesis. En la misma se demostro que, la activacion del PPAR a y del PPAR B/5 regula la
expresion de genes relacionados con el transporte y metabolismo de acidos grasos, como
son el FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD, que se traduce en un aumento de la capacidad de
la célula de Sertoli para oxidar acidos grasos (camino metabdlico representado en violeta).
Por otro lado, se demostré que sdlo la activacion de PPAR /5 aumenta la produccion de
lactato y que dicho efecto esta asociado a la regulacion del estado de fosforilacion del PDC

(camino metabdlico representado en azul).
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Figura 18. Esquema del modelo propuesto para los mecanismos moleculares involucrados en
el metabolismo de acidos grasos y la produccion de lactato en la célula de Sertoli por PPAR a
y PPAR B3/5 en la célula de Sertoli

La activacion del PPAR a y PPAR B/d promueve la transcripcion de FAT/CD36, CPT1, LCAD y
MCAD, produciendo un aumento en la capacidad de la célula de oxidar acidos grasos (camino
metabolico representado en violeta). Por otro lado, la activacion del PPAR /3 pero no de PPAR a,
provoca un aumento en la produccion de lactato que se puede explicar por la regulacion diferencial de
la expresion de PDKs y PDPs que conducen a un aumento en los niveles de P-PDC (camino
metabdlico representado en azul).
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Il. ANALISIS DE LOS POSIBLES MECANISMOS FISIOLOGICOS QUE CONDUCEN A LA
ACTIVACION DE LOS PPARs EN LA CELULA DE SERTOLI

Como se menciond en la introduccion, los acidos grasos y sus derivados pueden
actuar como ligandos fisiol6gicos de los PPARs. En la primera parte de esta tesis
demostramos que la activaciéon farmacoldgica de PPAR a y de PPAR B/d regula el
metabolismo de &cidos grasos. En la gran mayoria de los estudios donde se demostré la
participacién de PPARs en la regulacion de la expresidn génica se han utilizado activadores
farmacologicos. Los mecanismos que activan fisiol6gicamente a estos receptores son poco
conocidos y su investigaciéon en cada situacion particular representa un gran desafio.

Se sabe que las células de Sertoli son capaces de fagocitar células germinales
apoptéticas (CGA) y que los productos de la fagocitosis forman las gotas lipidicas que son
caracteristicas en este tipo celular (Shiratsuchi y col., 1999; Wang y col., 2006). Asimismo,
Xiong y colaboradores (2009) demostraron que el cocultivo de células de Sertoli con CGA
aumenta la cantidad de gotas lipidicas, la oxidacién de acidos grasos y consiguientemente
los niveles de ATP en las células de Sertoli. La relacion entre estos ultimos sucesos con la
expresion de genes relacionados con la oxidacion de acidos grasos ha sido poco estudiada
en la célula de Sertoli. Por otro lado, se desconoce si existe una participacion de PPARs en
la regulacion por CGA del metabolismo de acidos grasos.

Basados en las observaciones previas postulamos que los acidos grasos
provenientes de las abundantes gotas lipidicas podrian actuar simultdneamente como
sustratos energéticos para la produccién de ATP y como ligandos de PPARs regulando asi
la funcionalidad de la célula de Sertoli. Para demostrar esta hipo6tesis analizamos si existia
regulacién de la expresion génica en respuesta a CGA y a posibles ligandos fisiolégicos
tales como los acidos grasos. Por otro lado evaluamos si en dicha regulacion participaba la

activacién de PPARs.
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1) Regulacion de la expresion de genes relacionados con el transporte y metabolismo
de acidos grasos por CGA

Se utilizo el procedimiento descripto por Xiong y colaboradores (2009) para generar
CGA a partir de espermatocitos y espermatides. Las células de Sertoli fueron cocultivadas
con CGA (en una relacion nimero de células de Sertoli a CGA 1:1) por 24 y 48 horas. Luego
de las incubaciones, la monocapa de células de Sertoli fue utilizada para analizar la
regulacion de la expresion de genes relacionados con el metabolismo energético en este

tipo celular.

1.a) Regulacion de la expresion de FAT/CD36

La figura 19 muestra que el cocultivo por 48 horas con CGA produjo un aumento en

los niveles de ARNm de FAT/CD36 en las células de Sertoli.
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Figura 19. Regulacion de la expresion de FAT/CD36 por CGA en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o cocultivadas con CGA
(1:1) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5.
Finalizado el periodo de incubacién se realiz6 el tratamiento hipotdnico, la extraccién del ARN total, la
sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de FAT/CD36 mediante la técnica de RT-
gPCR utilizando HPRT1 como gen control. Los resultados se expresan como veces de estimulo
respecto al BASAL de la relacién FAT/CD36/HPRT1 de tres experimentos independientes (X+DS)
(*p<0.05 vs BASAL).
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1.b) Regulacion de la expresion de CPT1

La figura 20 muestra que los niveles de ARNm de CPT1 en las células de Sertoli

también aumentaron luego de 48 horas de cocultivo con CGA.
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Figura 20. Regulacion de la expresion de CPT1 por CGA en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o cocultivadas con CGA
(1:1) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5.
Finalizado el periodo de incubacién se realizé el tratamiento hipoténico, se extrajo el ARN total y se
determinaron los niveles de ARNm de CPT1 mediante la técnica de Northern Blot, utilizando el ARNr
18S como gen de carga. En la autorradiografia se muestra un experimento representativo de tres. En
el grafico de barras, los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al BASAL de la
relacion CPT1/18S de tres experimentos independientes (X+DS) (*p<0.05 vs BASAL).

1.c) Regulacion de la expresion de LCAD y MCAD
La figura 21A muestra que el cocultivo de células de Sertoli con CGA por 48 horas
aumenté los niveles de ARNm de LCAD, en forma semejante a lo observado para los genes

analizados con anterioridad. Por otro lado, en la figura 21B se observa que el cocultivo con

CGA no modifico los niveles de ARNm de MCAD en ninguno de los tiempos analizados.
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Figura 21. Regulacion de la expresion de LCAD y MCAD por CGA en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o cocultivadas con CGA
(1:1) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5.
Finalizado el periodo de incubacion se realizé el tratamiento hipoténico, la extraccién del ARN total, la
sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de (A) LCAD o (B) MCAD, mediante la
técnica de RT-gPCR utilizando HPRT1 como gen control. Los resultados se expresan como veces de
estimulo respecto al BASAL de la relacion LCAD/HPRT1 o MCAD/HPRT1 de tres experimentos
independientes (XxDS) (*p<0.05 vs BASAL).

2) Participacion de PPAR B/d en la regulacion de la expresion de genes relacionados
con el transporte y metabolismo de acidos grasos por CGA

Teniendo en cuenta que el cocultivo con CGA moduld la expresién de genes en
forma semejante a lo observado con la activacion farmacolégica de PPARs, nos propusimos
evaluar la participacion de dichos receptores en los efectos observados en los cocultivos. Se
seleccion6 en particular el PPAR /6 debido a que el mismo regula de manera simultanea el
metabolismo de acidos grasos y la produccion de lactato, procesos esenciales en el
metabolismo energético del tubulo seminifero.

Para estudiar la participacion del PPAR /0, los cocultivos de células de Sertoli con
CGA fueron realizados en presencia de un antagonista especifico del PPAR /6, GSK3787
(GSK, 20 pM). Se observo que la presencia de GSK (20 uM) por 48 horas en los cultivos no
modifica la viabilidad de las células de Sertoli ni la expresién basal de los genes FAT/CD36,

CPT1 y LCAD (resultados no mostrados).
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2.a) Participacion de PPAR B/5 en la expresion de FAT/CD36

La figura 22 muestra que el antagonista del PPAR /5 disminuye parcialmente los

niveles de ARNm de FAT/CD36 estimulados por el cocultivo con CGA durante 48 horas.
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Figura 22. Efecto de GSK en la regulacion de la expresion de FAT/CD36 por CGA en células de
Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o cocultivadas con CGA
(1:1) por 48 horas en ausencia y presencia de GSK (20 uM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se realiz6 el tratamiento
hipotonico, la extraccién del ARN total, la sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm
de FAT/CD36 mediante la técnica de RT-qPCR utilizando HPRT1 como gen control. Los resultados
se expresan como veces de estimulo respecto al BASAL de la relacion FAT/CD36/HPRT1 de tres
experimentos independientes (XtDS) (letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.05).

2.b) Participacion de PPAR /6 en la expresion de CPT1

Con respecto a la expresion de CPT1, en la figura 23 se muestran los resultados
obtenidos en el cocultivo de células de Sertoli con CGA en ausencia o presencia de GSK.
Se observo que la presencia de GSK disminuye los niveles de ARNm de CPT1 estimulados

por el cocultivo con CGA.

2.c) Participacion de PPAR B/6 en la expresion de LCAD

De manera similar a lo observado para la expresion de los otros genes, en la figura
24 se observa que la presencia de GSK inhibi6 la expresion de LCAD promovida por el

cocultivo con las CGA.
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Figura 23. Efecto de GSK en la regulacion de la expresion de CPT1 por CGA en células de
Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o cocultivadas con CGA
(1:1) por 48 horas en ausencia y presencia de GSK (20 pM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se realizé el tratamiento
hipotonico, se extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm de CPT1 mediante la
técnica de Northern Blot, utilizando el ARNr 18S como gen de carga. En la autorradiografia se
muestra un experimento representativo de tres. En el grafico de barras, los resultados se expresan
como veces de estimulo respecto al BASAL de la relacion CPT1/18S de tres experimentos
independientes (XxDS) (letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.05).
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Figura 24. Efecto de GSK en la regulaciéon de la expresion de LCAD por CGA en células de
Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o cocultivadas con CGA
(1:1) por 48 horas en ausencia y presencia de GSK (20 yM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se realizé el tratamiento
hipotonico, la extraccién del ARN total, la sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm
de LCAD mediante la técnica de RT-gPCR utilizando HPRT1 como gen control. Los resultados se
expresan como veces de estimulo respecto al BASAL de la relacion LCAD/HPRT1 de tres
experimentos independientes (X£DS) (letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.05).
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En resumen se observd que las CGA, ademas de aumentar la oxidacion de acidos
grasos como demostraron Xiong y colaboradores (2009), regulan la expresién de
FAT/CD36, CPT1 y LCAD. Adicionalmente se demostré que en dicha regulacién participa, al

menos en parte, la activacion del PPAR [3/8.

3) Regulacion de la oxidacion de acidos grasos y de la expresion de genes
relacionados con su transporte y metabolismo por acido palmitico

Se ha demostrado que el acido palmitico —acido graso saturado, 16:0— es el acido
graso mayoritario en células de Sertoli (Hurtado de Catalfo y Gomez Dumm, 2005) y en
células germinales y cuerpos residuales (Oresti y col., 2013). Por otro lado, se conoce que el
acido palmitico en varios tejidos es capaz de estimular la expresion de genes blanco que
contienen sitios PPRE en su promotor (van der Lee y col., 2000; Yang y col., 2007). Luego
de haber observado que las CGA aumentan la expresién de genes relacionados con el
transporte y metabolismo de los acidos grasos y sabiendo que las CGA constituyen una
fuente de acidos grasos, decidimos analizar si un &cido graso tal como el acido palmitico
podia regular la funcionalidad de la célula de Sertoli. Para tal fin, los cultivos de células de
Sertoli fueron incubados por 24 y 48 horas con &cido palmitico (500 yM en 1% BSA)
evaluandose luego del tratamiento, la oxidacion de &cidos grasos y la expresion de los

genes relacionados con el transporte y metabolismo de acidos grasos.

3.a) Regulacion de la oxidacion de acidos grasos

En la tabla IV se muestra que el tratamiento con acido palmitico por 24 y 48 horas

aumenté la capacidad de la célula de Sertoli de oxidar acidos grasos.
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Tabla IV. Regulacion de la oxidacion de acidos grasos por acido palmitico en células de Sertoli

CONTROL AC. PALMITICO 24h AC. PALMITICO 48h

pmol AG ox/h/ugADN 3,1 10,2 4,6 +0,3** 5,7 +0,4***

Las células de Sertoli fueron mantenidas en medio completo con 1% BSA (CONTROL) o tratadas con
acido palmitico (500 uM-1%BSA) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en
cultivo hasta el dia 5. Luego del periodo de incubacion se realiz6é el ensayo de oxidacion de acidos
grasos sobre la monocapa celular. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se
expresan como XxDS de los picomoles de acido graso oxidado por hora y por ugADN (pmol AG
ox/h/ugADN). Se muestra un experimento representativo de tres realizados (**p<0.01, ***p<0,001 vs
CONTROL).

3.b) Regulacion de la expresion de FAT/CD36

La figura 25 muestra los resultados obtenidos para la expresién de FAT/CD36 luego
del tratamiento por 24 y 48 horas con acido palmitico. Se observd que el acido palmitico

disminuye los niveles de ARNm de FAT/CD36 luego de 48 horas de tratamiento.

3.c) Regulacion de la expresion de CPT1

La figura 26 muestra que el acido palmitico aumenta la expresion de CPT1 luego de

48 horas de incubacion.
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Figura 25. Regulacion de la expresion de FAT/CD36 por acido palmitico en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en medio completo con 1% BSA (CONTROL) o incubadas
con acido palmitico (500 pM-1%BSA) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se extrajo el ARN total,
se realizé la sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de FAT/CD36 mediante la
técnica de RT-gPCR utilizando HPRT1 como gen control. Los resultados se expresan como veces de
estimulo respecto al CONTROL de la relacion FAT/CD36/HPRT1 de tres experimentos
independientes (X£DS) (*p<0.05 vs CONTROL).
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Figura 26. Regulacion de la expresion de CPT1 por acido palmitico en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en medio completo con 1% BSA (CONTROL) o incubadas
con acido palmitico (500 pM-1%BSA) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total y
se determinaron los niveles de ARNm de CPT1 mediante la técnica de Northern Blot, utilizando el
ARNr 18S como gen de carga. En la autorradiografia se muestra un experimento representativo de
tres. En el gréfico de barras, los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al
CONTROL de la relacién CPT1/18S de tres experimentos independientes (X+DS) (*p<0.05 vs
CONTROL).

3.d) Regulacion de la expresion de LCAD y MCAD

Al analizar la expresion de LCAD y MCAD, se observé que el tratamiento con &cido
palmitico por 24 horas aumenta la expresién de LCAD (figura 27A), mientras que los niveles

de ARNm de MCAD no se modifican en ninguno de los tiempos estudiados (figura 27B).
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Figura 27. Regulacion de la expresion de LCAD y MCAD por acido palmitico en células de
Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en medio completo con 1% BSA (CONTROL) o incubadas
con acido palmitico (500 pM-1%BSA) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se extrajo el ARN total,
se realiz6 la sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de (A) LCAD o (B) MCAD,
mediante la técnica de RT-qPCR utilizando HPRT1 como gen control. Los resultados se expresan
como veces de estimulo respecto al CONTROL de la relacion LCAD/HPRT1 o MCAD/HPRT1 de tres
experimentos independientes (X+DS) (**p<0.01 vs CONTROL).

4) Participacion del PPAR B/3 en la regulacion de la oxidacion de acidos y de la
expresion de genes relacionados con su transporte y metabolismo por acido
palmitico

El siguiente conjunto de experimentos fue disefiado con el objeto de analizar si la
activacion del PPAR B/d estaba involucrada en la regulacion por acido palmitico de la
oxidacion de acidos grasos y de la expresion de FAT/CD36, CPT1 y LCAD. Para tal fin, los
cultivos de células de Sertoli fueron estimulados con &cido palmitico en ausencia o
presencia del antagonista del PPAR B/d (GSK) y se evaluaron las respuestas

correspondientes.

4.a) Participacion de PPAR /6 en la oxidacion de acidos grasos

En la tabla V se muestran los resultados obtenidos para la oxidacién de acidos
grasos luego del tratamiento con &cido palmitico en ausencia o presencia de GSK. Se
observd que GSK disminuye parcialmente el estimulo que produce el acido palmitico sobre

la oxidacién de acidos grasos.
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Tabla V. Efecto de GSK en la regulacion de la oxidacion de acidos grasos por acido palmitico
en células de Sertoli

CONTROL GSK  AC.PALMITICO AC.PALMITICO+GSK

pmol AG ox/h/ugADN 3,1 +0,2° 3,410,2° 5,7 +0,3° 4,8 +0,3¢

Las células de Sertoli fueron mantenidas en medio completo con 1% BSA (CONTROL) o tratadas con
acido palmitico (500 uM-1%BSA) por 48 horas en ausencia o presencia de GSK (20 uM). En todos los
casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Luego del periodo de incubacion se realizé
el ensayo de oxidacion de &cidos grasos sobre la monocapa celular. Los resultados se expresan
como X+DS de los picomoles de &cido graso oxidado por hora y por uggADN (pmol AG ox/h/ugADN)
se muestra un experimento representativo de tres realizados (letras diferentes indican diferencias
significativas, p<0.05).

4.b) Participacion de PPAR B/& en la expresion de FAT/CD36

En la figura 28 se muestran los resultados obtenidos para los niveles de ARNm de
FAT/CD36 luego del tratamiento con acido palmitico por 48 horas en ausencia o presencia
de GSK. Se observé que la disminucion en los niveles de ARNm de FAT/CD36 inducida por

acido palmitico no se modifica en presencia de GSK.

4.c) Participacion de PPAR (/6 en la expresion de CPT1

La figura 29 muestra que la presencia de GSK inhibe el estimulo que produce el

acido palmitico sobre los niveles de ARNm de CPT1.

4.d) Participacion de PPAR B/& en la expresion de LCAD

Finalmente, en la figura 30 se muestra que la presencia de GSK inhibe el estimulo

que produce el acido palmitico sobre los niveles de ARNm de LCAD.
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Figura 28. Efecto de GSK en la regulacion de la expresion de FAT/CD36 por acido palmitico en
células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en medio completo con 1% BSA (CONTROL) o tratadas con
acido palmitico (500 uM-1%BSA) por 48 horas en ausencia o presencia de GSK (20 uM). En todos los
casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se
extrajo el ARN total, se realizé la sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de
FAT/CD36 mediante la técnica de RT-gPCR utilizando HPRT1 como gen control. Los resultados se
expresan como veces de estimulo respecto al CONTROL de la relacion FAT/CD36/HPRT1 de tres
experimentos independientes (XtDS) (letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.05).
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Figura 29. Efecto de GSK en la regulacion de la expresion de CPT1 por acido palmitico en
células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en medio completo con 1% BSA (CONTROL) o tratadas con
acido palmitico (500 uM-1%BSA) por 48 horas en ausencia o presencia de GSK (20 uM). En todos los
casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se
extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm de CPT1 mediante la técnica de Northern
Blot, utilizando el ARNr 18S como gen de carga. En la autorradiografia se muestra un experimento
representativo de tres. En el gréfico de barras, los resultados se expresan como veces de estimulo
respecto al CONTROL de la relacion CPT1/18S de tres experimentos independientes (XtDS) (Letras
diferentes indican diferencias significativas, p<0.05).
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Figura 30. Efecto de GSK en la expresion de LCAD por acido palmitico en células de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en medio completo con 1% BSA (CONTROL) o tratadas con
acido palmitico (500 uM-1%BSA) por 24 horas en ausencia o presencia de GSK (20 uM). En todos los
casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se
extrajo el ARN total, se realizé la sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de LCAD
mediante la técnica de RT-qPCR utilizando HPRT1 como gen control. Los resultados se expresan
como veces de estimulo respecto al CONTROL de la relacion LCAD/HPRT1 de tres experimentos
independientes (X+DS) (letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.05).

En resumen, este conjunto de resultados demuestra que el &cido palmitico aumenta
la oxidacion de acidos grasos. Adicionalmente, demuestran que el acido graso regula
negativamente la expresion de FAT/CD36 y positivamente la expresiéon de CTP1 y LCAD.
En la regulacion ejercida por el acido palmitico sobre la oxidacién de &cidos grasos y la
expresion de CTP1 y de LCAD estaria involucrada, al menos en parte, la activacién de

PPAR B/5.

5) Regulacion de la produccion de lactato por CGA y acido palmitico. Participacion de
PPAR B/5

Habiamos observado previamente que la activacion farmacolégica de PPAR B/d
regula simultdneamente la oxidacion de acidos grasos y la produccién de lactato. En las
secciones inmediatamente anteriores se demostré un rol para dicho receptor en la
regulacion ejercida por CGA y por acido palmitico sobre la oxidacién de acidos grasos. El
conjunto de estas observaciones nos hizo pensar que las CGA y el &cido palmitico, no
solamente podrian estar regulando la oxidacién de acidos grasos sino también la produccion

de lactato. Para responder a este interrogante, células de Sertoli en cultivo fueron
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cocultivadas con CGA o tratadas con acido palmitico y se determiné el lactato producido en
el medio condicionado. Se observé que el cocultivo con CGA tiene un efecto estimulatorio
sobre la produccion de lactato y que dicho estimulo no se modifica en presencia de GSK
(figura 31A). Por otro lado, se observd que el tratamiento con acido palmitico no modifica la

produccion de lactato (figura 31B).
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Figura 31. Regulacion de la produccion de lactato por CGA y acido palmitico en células de
Sertoli. Efecto de GSK

Las células de Sertoli fueron mantenidas (A) en condiciones basales (BASAL) o cocultivadas con
CGA por 48 horas en ausencia o presencia de GSK (20 uM); (B) en medio completo con 1% BSA
(CONTROL) o incubadas con acido palmitico (500 uM-1%BSA) por 48 horas en ausencia o presencia
de GSK (20 uM). En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el
periodo de incubacién se determiné el lactato producido en el medio condicionado. Las incubaciones
se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como microgramos de lactato por ugADN
(X+DS), de un experimento representativo de tres, (letras diferentes indican diferencias significativas,
p<0.05).

Los resultados obtenidos en esta segunda parte del trabajo de tesis demuestran que
las CGA regulan la expresion de genes implicados en el transporte y metabolismo de los
acidos grasos mediante la activacion de PPAR (/5. Asimismo, sugieren que los acidos
grasos que podrian provenir de la hidrdlisis de las gotas de lipidos —generadas por la
fagocitosis de CGA—- o del exterior de la célula, actuarian como ligandos de PPAR B/d6
regulando la expresion de genes involucrados en su propio metabolismo lo que aumentaria
la capacidad de la célula de Sertoli para oxidarlos (figura 32). Los resultados observados

con respecto a la produccion de lactato se consideran en detalle en la discusion y no estan

mostrados en el presente esquema.
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Figura 32. Esquema del modelo propuesto para los mecanismos fisiologicos de activacion de
PPAR B/5 en la célula de Sertoli

La célula de Sertoli fagocita las CGA provocando un aumento el contenido de gotas de lipidos, estas
ultimas son fuente de acidos grasos capaces de activar al PPAR [3/d y regular la expresion de genes
involucrados en el metabolismo de los mismos. Por otro lado, el acido palmitico, acido graso de
mayor abundancia en la célula de Sertoli, es capaz de activar el PPAR B/ y regular la expresién
génica y la oxidacion de los acidos grasos en este tipo celular.
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lll. REGULACION HORMONAL DE LA OXIDACION DE ACIDOS GRASOS. POSIBLE
PARTICIPACION DE PPAR /5 EN DICHA REGULACION Y EN LA PRODUCCION DE
LACTATO

Los receptores para la hormona hipofisaria FSH en el macho estan presentes
unicamente en la célula de Sertoli y dicha hormona es la ordenadora por excelencia de la
funcionalidad de esta célula. Por otro lado, el factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGF), uno de los factores proteicos de produccién local, es considerado uno de los
mensajeros paracrinos provenientes de las células germinales y sus acciones han sido
interpretadas como representantes de la comunicacién germinal-Sertoli. Se ha demostrado
que ambas hormonas son capaces de regular la produccién de lactato y varios de los
procesos involucrados en dicha produccién en la célula de Sertoli (Riera y col., 2001; 2002).
Dado que el metabolismo de los acidos grasos resulta fundamental para mantener los
niveles energéticos de la célula de Sertoli, es pertinente pensar que el mismo también esta
regulado hormonalmente. En esta ultima seccion de resultados se analiza la posible
regulacidn hormonal de la oxidacion de &cidos grasos y de la expresion de genes
relacionados con el transporte y metabolismo de los mismos. Asimismo, se analiza la
posible participacién del PPAR (/& en la regulacién hormonal del metabolismo de acidos

grasos y de la produccion de lactato.

1) Regulacion de la oxidacion de acidos grasos por FSH y bFGF

Las tablas VI y VII respectivamente muestran los resultados obtenidos en cuanto a la
oxidacion de acidos grasos en cultivos de células de Sertoli estimulados con FSH (100
ng/ml) y bFGF (30 ng/ml) por 24 y 48 horas. Se observé que el tratamiento por 48 horas con
FSH disminuye la oxidacion de acidos grasos. Por otro lado, se observd que el tratamiento

por 48 horas con bFGF provoca un incremento en la oxidacion de acidos grasos.

95



RESULTADOS

Tabla VI. Regulacion de la oxidacion de acidos grasos por FSH en células de Sertoli

BASAL FSH 24h FSH 48h

pmol AG ox/h/ugADN 3,3 10,2 3,0%0,1 2,3+0,1***

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con FSH (100
ng/ml) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5.
Luego del periodo de incubacién se realiz6 el ensayo de oxidacién de &cidos grasos sobre la
monocapa celular. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como
X+DS de los picomoles de acido graso oxidado por hora y por ygADN (pmol AG ox/h/ugADN). Se
muestra un experimento representativo de tres realizados (***p<0.001 vs BASAL).

Tabla VII. Regulacion de la oxidacion de acidos grasos por bFGF en células de Sertoli

BASAL bFGF 24h bFGF 48h

pmol AG ox/h/ugADN 3,3 £0,2 2,8+0,2 4,0£0,1**

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con bFGF (30
ng/ml) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5.
Luego del periodo de incubacién se realiz6 el ensayo de oxidacion de acidos grasos sobre la
monocapa celular. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como
XxDS de los picomoles de acido graso oxidado por hora y por ygADN (pmol AG ox/h/ugADN). Se
muestra un experimento representativo de tres realizados (**p<0.01 vs BASAL).

2) Regulacion de la expresion de genes relacionados con el transporte y metabolismo
de acidos grasos por FSH y bFGF

En base a los resultados obtenidos anteriormente se decidid6 analizar los
mecanismos moleculares que podrian ser responsables de la regulacién por FSH y bFGF
observada. Con tal objetivo, analizamos si FSH y bFGF regulaban la expresion de genes

relacionados con el transporte y el metabolismo de acidos grasos.

2.a) Regulacion de la expresion de FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD por FSH

En la figura 33 se muestran los resultados obtenidos para los niveles de ARNm de
FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD luego del tratamiento de las células con FSH. Se observé
que FSH estimula la expresién de FAT/CD36 y CPT1 en ambos tiempos estudiados (figura
33A y 33C, respectivamente) y no modifica los niveles de LCAD ni MCAD (figura 33B y 33D,

respectivamente).
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Figura 33. Regulacion de la expresion de FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD por FSH en células
de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o estimuladas con FSH
(100 ng/ml) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5.
Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total. Se realiz6 la sintesis de ADNc y se
determinaron mediante la técnica de RT-qPCR los niveles de ARNm de FAT/CD36 (A), LCAD (B) y
MCAD (D) utilizando HPRT1 como gen de carga. Los resultados se expresan como veces de
estimulo respecto al BASAL de la relacion FAT/CD36/HPRT1, LCAD/HPRT1 o MCAD/HPRT1 de tres
experimentos independientes (XxDS), (***p<0.001 vs BASAL). (C) Se determinaron los niveles de
ARNm de CPT1 mediante la técnica de Northern Blot, utilizando el ARNr 18S como gen de carga. En
la autorradiografia se muestra un experimento representativo de tres. En el grafico de barras, los
resultados se expresan como veces de estimulo respecto al BASAL de la relacion CPT1/18S de tres
experimentos independientes (X£DS) (*p<0.05, ***p<0.001 vs BASAL).

2.b) Regulacion de la expresion de FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD por bFGF

En la figura 34 se muestran los resultados obtenidos para los niveles de ARNm de

FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD luego del tratamiento de las células con bFGF. Se
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observd que bFGF estimula la expresion de CPT1 en ambos tiempos estudiados (figura
34C) mientras que no modifica los niveles de FAT/CD36, LCAD y MCAD (figura 34A, 34B y

34D, respectivamente).
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Figura 34. Regulacion de la expresion de FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD por bFGF en células
de Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o estimuladas con bFGF
(30 ng/ml) por 24 6 48 horas. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5.
Finalizado el periodo de incubacion se extrajo el ARN total. Se realiz6 la sintesis de ADNc y se
determinaron mediante la técnica de RT-qPCR los niveles de ARNm de FAT/CD36 (A), LCAD (B) y
MCAD (D) utilizando HPRT1 como gen de carga. Los resultados se expresan como veces de
estimulo respecto al BASAL de la relacion FAT/CD36/HPRT1, LCAD/HPRT1 o MCAD/HPRT1 de tres
experimentos independientes (X+DS). (C) Se determinaron los niveles de ARNm de CPT1 mediante
la técnica de Northern Blot, utilizando el ARNr 18S como gen de carga. En la autorradiografia se
muestra un experimento representativo de tres. En el grafico de barras, los resultados se expresan
como veces de estimulo respecto al BASAL de la relacion CPT1/18S de tres experimentos
independientes (XtDS) (***p<0.001 vs BASAL).
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En resumen, el conjunto de este grupo de resultados muestra que la FSH inhibe la
oxidacion de &cidos grasos mientras que al mismo tiempo aumenta la expresion de
FAT/CD36 y de CPT1. Por otro lado, los resultados muestran que bFGF aumenta la
oxidacion de acidos grasos y que dicho aumento estd acomparado por un incremento en la

expresion de CPT1.

3) Participacion de PPAR B/3 en la regulacion del metabolismo de acidos grasos y en
la produccion de lactato por FSH

En los puntos 1 y 2 de esta tercera seccién se mostré que FSH regula negativamente
la oxidacion de acidos grasos mientras que estimula la expresion de FAT/CD36 y CPT1. El
siguiente grupo de experimentos evalla la participacidn de PPAR [B/® en los efectos
observados. Asimismo, la posible participacion de PPAR (/6 en el ya bien conocido aumento
de la produccion de lactato que es producido por FSH.

Para cumplir con este objetivo, cultivos de células de Sertoli fueron incubados con

FSH en ausencia o presencia del antagonista de PPAR /8, GSK.

3.a) Participacion de PPAR B/56 en la oxidacion de acidos grasos y en la expresion de
FAT/CD36 y de CPT1

La tabla VIII muestra que la inhibicion ejercida por FSH sobre la oxidacién de acidos

grasos no se modifica en presencia del antagonista de PPAR /6.
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Tabla VIIl. Efecto de GSK en la regulacion de la oxidacion de acidos grasos por FSH en células
de Sertoli

BASAL GSK FSH 48h FSH48h+GSK

pmolAGox/h/ugADN 3,1+0,1° 3,4+0,2° 2,310,1° 2,6+0,2°

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con FSH (100
ng/ml) por 48 horas en ausencia o presencia de GSK (20 pyM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Luego del periodo de incubacién se realizd el ensayo de
oxidacién de &cidos grasos sobre la monocapa celular. Las incubaciones se realizaron por triplicado y
los resultados se expresan como X+DS de los picomoles de &cido graso oxidado por hora y por
MgADN (pmol AG Ox/h/ugADN). Se muestra un experimento representativo de tres realizados (letras
diferentes indican diferencias significativas, p<0.01).

Adicionalmente, la figura 35 muestra que la presencia de GSK no modifica los niveles
de ARNm de FAT/CD36 que se alcanzan por el estimulo con FSH. Del mismo modo, en la
figura 36 se muestran los resultados obtenidos para los niveles de ARNm de CPT1 luego del
estimulo con FSH por 24 horas en ausencia o presencia de GSK. Se observo que el
aumento ejercido por FSH sobre los niveles de ARNm de CPT1 no se modifica en presencia

del antagonista de PPAR (/0.

FAT/CD36/HPRT1
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BASAL  GSK GSK

FSH 48h

Figura 35. Efecto de GSK en la regulacion de la expresion de FAT/CD36 por FSH en células de
Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con FSH (100
ng/ml) por 48 horas en ausencia o presencia de GSK (20 yM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se extrajo el ARN total,
se realizé la sintesis de ADNc y se determinaron los niveles de ARNm de FAT/CD36 mediante la
técnica de RT-qPCR utilizando HPRT1 como gen de carga. Los resultados se expresan como veces
de estimulo respecto al BASAL de la relacién FAT/CD36/HPRT1 de tres experimentos independientes
(X£DS) (letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.001).

100



RESULTADOS

FSH 24h
BASAL GSK +GSK
CPT1 - - -

185 | @ik R e -

w
)

N
N
(o

-
1

CPT1/18S
(veces de estimulo)

0

Figura 36. Efecto de GSK en la regulacion de la expresion de CPT1 por FSH en células de
Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con FSH (100
ng/ml) por 24 horas en ausencia o presencia de GSK (20 uM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total y
se determinaron los niveles de ARNm de CPT1 mediante la técnica de Northern Blot, utilizando el
ARNr 18S como gen de carga. En la autorradiografia se muestra un experimento representativo de
tres. En el grafico de barras, los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al BASAL
de la relacion CPT1/18S de tres experimentos independientes (X+DS) (letras diferentes indican
diferencias significativas, p<0.001).

3.b) Participacion de PPAR B/& en la produccion de lactato

Si bien se sabe que FSH estimula la produccion de lactato y se conocen diversas
sefales de transduccion involucradas, se desconoce si el PPAR (/& —PPAR cuya activacion
aumenta la produccion de lactato— participa en el mecanismo de accién utilizado por la
hormona. La figura 37 muestra que la presencia de GSK no modifica el estimulo por FSH de

la produccién de lactato.
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Figura 37. Efecto de GSK en la regulacion de la produccion de lactato por FSH en células de
Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o incubadas por 48 horas
con FSH (100 ng/ml) en ausencia o presencia de GSK (20 uM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se determind el lactato
producido en el medio condicionado. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se
expresan como microgramos de lactato por PUgADN (X+DS). Se muestra un experimento
representativo de tres realizados, (letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.001).

4) Participacion de PPAR B/d en la regulacion del metabolismo de acidos grasos y en
la produccion de lactato por bFGF

En los puntos 1 y 2 de esta tercera seccidon de resultados se demostr6é que el bFGF
aumenta la oxidacion de acidos grasos y que dicho aumento estd acomparnado por un
incremento en la expresion de CPT1. El siguiente y Gltimo grupo de experimentos estuvieron
disefiados para analizar la participacion de PPAR /6 en la regulacién de la oxidacion de
acidos grasos y en la expresion de CPT1. Asimismo, la posible participacién de PPAR /6
en el ya bien conocido aumento de la produccién de lactato que es producido por bFGF.

Para cumplir con este objetivo, cultivos de células de Sertoli fueron incubados con

bFGF en ausencia o presencia del antagonista de PPAR /6, GSK.

4.a) Participacion de PPAR (/5 en la oxidacion de acidos grasos y en la expresion de CPT1

La tabla IX muestra que el aumento por bFGF de la oxidacion de acidos grasos

disminuye en presencia del antagonista del PPAR /5.
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Tabla IX. Efecto de GSK en la regulacion de la oxidacién de acidos grasos por bFGF en células
de Sertoli

BASAL GSK bFGF 48h bFGF48h+GSK

pmol AG ox/h/ugADN 3,1+0,1° 3,4+0,2° 4,210,2° 3,4+0,2°

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con bFGF (30
ng/ml) por 48 horas en ausencia o presencia de GSK (20 uM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Luego del periodo de incubacion se realiz6 el ensayo de
oxidacién de &cidos grasos sobre la monocapa celular. Las incubaciones se realizaron por triplicado y
los resultados se expresan como X+DS de los picomoles de &cido graso oxidado por hora y por
MgADN (pmol AG ox/h/ugADN). Se muestra un experimento representativo de tres realizados (letras
diferentes indican diferencias significativas, p<0.001).

Del mismo modo, la figura 38 muestra que la presencia de GSK disminuye el efecto

de bFGF sobre los niveles de ARNm de CPT1.
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Figura 38. Efecto de GSK en la regulacion de la expresion de CPT1 por bFGF en células de
Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas con bFGF (30
ng/ml) por 48 horas en ausencia o presencia de GSK (20 uyM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacién se extrajo el ARN total y
se determinaron los niveles de ARNm de CPT1 mediante la técnica de Northern Blot, utilizando el
ARNr 18S como gen de carga. En la autorradiografia se muestra un experimento representativo de
tres. En el grafico de barras, los resultados se expresan como veces de estimulo respecto al BASAL
de la relacion CPT1/18S de tres experimentos independientes (X+DS) (letras diferentes indican
diferencias significativas, p<0.001).
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4.b) Participacion de PPAR B/& en la produccion de lactato

Como se mencion6 en la introduccion, el bFGF estimula la produccion de lactato a
través de la regulacién de varios mecanismos moleculares (Riera y col.,, 2002). Se
desconocia hasta el momento si en dicha regulacion de la produccion de lactato por bFGF
participaba el PPAR B/5.

La figura 39 muestra que la presencia del antagonista del PPAR /& disminuye

parcialmente el estimulo ejercido por bFGF en la produccién de lactato.
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Figura 39. Efecto de GSK en la regulacion de la produccion de lactato por bFGF en células de
Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o incubadas por 48 horas
con bFGF (30 ng/ml) en ausencia y presencia de GSK (20 uM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Finalizado el periodo de incubacion se determiné el lactato
producido en el medio condicionado. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se
expresan como microgramos de lactato por UgADN (X+DS). Se muestra un experimento
representativo de tres realizados, (letras diferentes indican diferencias significativas, p<0.05).

4.c) Regulacion de los niveles de PDC fosforilado. Participacion de PPAR (/8.

En la primera seccion de resultados de esta tesis se demostré que la activacion
farmacologica de PPAR /6 aumenta la produccion de lactato y que dicho incremento puede
ser explicado por un aumento en los niveles de PDC fosforilado, que llevara a una mayor
disponibilidad de piruvato para su conversién a lactato. En el punto anterior (4.b) se acaba
de demostrar que el factor de transcripcion PPAR /8 participa en la regulacion por bFGF de

la produccion de lactato. Por lo tanto, el Gltimo experimento estuvo destinado a analizar si el
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bFGF regulaba los niveles de P-PDC y si existia participacién de PPAR B/& en dicha
regulacion.
La figura 40 muestra que bFGF aumenta los niveles de P-PDC y que dicho

incremento disminuye, al menos en parte, en presencia del antagonista del PPAR {3/3.
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Figura 40. Efecto de GSK en la regulacion de los niveles de P-PDC por bFGF en células de
Sertoli

Las células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales (BASAL) o tratadas por 48 horas
con bFGF (30 ng/ml) en ausencia o presencia de GSK (20 uM). En todos los casos las células
permanecieron en cultivo hasta el dia 5. Los extractos celulares fueron utilizados para el analisis de
Western Blot para P-PDC y T-Akt. Los nimeros debajo de la autorradiografia indican los resultados
obtenidos luego del andlisis densitométrico y se expresan los resultados como veces de estimulo con
respecto al BASAL de la relacién P-PDC/T-Akt. Se muestra un experimento representativo de tres.

En resumen, los resultados demuestran que en el mecanismo de accién de bFGF,

pero no en el de FSH, participa la activacién del factor de transcripcién PPAR {3/8.

Los resultados obtenidos en esta tercera parte del trabajo de tesis sugieren que el
metabolismo de los acidos grasos en la célula de Sertoli es regulado hormonalmente de
manera diferencial. Se observé que FSH inhibe la oxidacion de acidos grasos, mientras que
aumenta la expresion de FAT/CD36 y CPT1 sin participacion de la activacion de PPAR (/6.
Por otro lado, se observo que el bFGF aumenta la oxidacion de acidos grasos, la expresion
de CPT1 y la produccion de lactato en forma dependiente, al menos en parte, de la
activacion de PPAR B/5. En su conjunto, estos resultados revelan la existencia de una
regulacion hormonal de mecanismos moleculares que es muy compleja y que creemos

contribuye al ajuste fino de la funcionalidad de la célula de Sertoli (figura 41).
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Figura 41. Esquema del modelo propuesto para los mecanismos moleculares involucrados en
el metabolismo de acidos grasos y la produccion de lactato regulados por FSH y bFGF en la
célula de Sertoli.

En la célula de Sertoli el estimulo hormonal con FSH regula la expresion de genes relacionados con
el transporte de acidos grasos y la produccién de lactato sin participaciéon de la activacion de PPAR
/6. Por el otro lado, el estimulo con bFGF regula la expresion de CPT1, la oxidacion de acidos
grasos Yy la produccién de lactato con participacién de la activacion de PPAR (/6.
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DISCUSION

Una espermatogénesis exitosa es la base de la fertilidad masculina y sin lugar a
dudas las células de Sertoli juegan un rol esencial en la misma. La célula de Sertoli no sélo
es primordial en el mantenimiento posicional de las células germinales, sino que también
aporta los nutrientes que hacen posible el normal desarrollo de estas ultimas células
(Russell, 1993). Es por esta razdn que se hace necesario comprender en profundidad cémo
se regula el metabolismo energético en las células de Sertoli. El entendimiento de dicho
metabolismo en cuanto a los sustratos preferidos, los metabolitos producidos y los
mecanismos de adaptacion a diferentes condiciones constituyen un punto de partida para
comprender trastornos de la fertilidad masculina que no han podido ser aclarados hasta el
momento sobre la base de los conocimientos existentes.

La espermatogénesis es un proceso sumamente complejo en el cual se pueden
diferenciar cuatro etapas, a) la etapa mitética o proliferativa, b) la etapa meiética, c) la
espermiogénesis y d) la espermiacion. Todas las etapas de la espermatogénesis poseen
regulacion por FSH y andrégenos en forma variable. Sin embargo, ninguna de las células de
la linea germinal posee receptores para dichas hormonas. Los investigadores en el tema
estan de acuerdo con que las células de Sertoli, el Unico componente somético del tubulo
seminifero, son las principales células blanco de la acciéon de FSH y andrégenos. Aun asi,
los mecanismos y la extensién de dicha regulacién hormonal, a pesar de las numerosas
investigaciones realizadas, no han sido todavia aclarados en forma definitiva. Los estudios
morfolégicos e histoquimicos demuestran ademas, que la funcién de la célula de Sertoli
varia a través del ciclo del epitelio seminifero dependiendo de los estadios de la
espermatogénesis, es decir varia de acuerdo al complemento de células germinales
asociado (Parvinen, 1982). Por lo tanto, se ha llegado a la conclusibn que una
espermatogénesis normal requiere un continuo y estrecho diadlogo entre las células

germinales y la célula de Sertoli y ademas que, el metabolismo de esta célula debe ser
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estrictamente regulado para satisfacer los requerimientos energéticos propios y al mismo
tiempo aquellos del complemento cambiante de células germinales en desarrollo.

El objetivo general de este trabajo de tesis fue tratar de dilucidar aspectos del
metabolismo energético del tubulo seminifero que no habian sido analizados aun en la
célula de Sertoli. En particular, estudiar nuevos mecanismos esenciales en la obtencion de
energia para las células de Sertoli y las células germinales en desarrollo tales como la
oxidacion de acidos grasos y la produccién de lactato, respectivamente.

El metabolismo energético en el tubulo seminifero tiene caracteristicas que le son
propias. El lactato, producido a partir del metabolismo de la glucosa en las células de Sertoli,
es el metabolito energético mas importante para espermatocitos y espermatides (Jutte y col.,
1981). Como consecuencia de lo antedicho, se postul6 que los requerimientos energéticos
de la célula de Sertoli no podian ser alcanzados en su totalidad por el metabolismo de la
mencionada aldohexosa y que la oxidacion de los acidos grasos satisfacia tales
requerimientos. Reforzando esta hipotesis, Jutte y colaboradores (1985) demostraron que el
palmitato puede ser oxidado a CO: y cuerpos cetonicos y postularon que la célula de Sertoli
utiliza acidos grasos como su principal fuente energética. Curiosamente y desde entonces,
el metabolismo de los acidos grasos en la célula de Sertoli no ha sido extensamente
estudiado.

Hasta el momento en que se inici6 este trabajo de tesis, se sabia que la célula de
Sertoli posee el sistema enzimatico completo de oxidacion de acidos grasos en la
mitocondria: las acil-CoA deshidrogenasas de cadena muy larga (VLCAD), larga (LCAD),
media (MCAD) vy corta (SCAD), la enoil-CoA hidratasa, la L-3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa y la B-cetotiolasa (Fukasawa y col., 2010). Asimismo, se habia demostrado
la existencia de proteinas transportadoras de acidos grasos en la membrana plasmatica,
como el FAT/CD36 (Gillot y col., 2005) y la presencia de la enzima que participa en la
translocacion de acil-CoAs a la mitocondria, la carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1)

(Adams y col., 1998). Sin embargo, los estudios mencionados no analizaron la regulacion de
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la expresion de estas proteinas y su posible relacion con la oxidaciéon de acidos grasos en la
célula de Sertoli.

Como se mencion6 en la introduccion, algunos de los miembros de los factores de
transcripcién de la familia de los PPARs estan relacionados con la regulacion de la oxidacion
de acidos grasos en distintos tipos celulares. En particular en la célula de Sertoli, se habia
demostrado la presencia de PPAR a y PPAR B/6 (Braissant y col., 1996). Sin embargo, no
existian hasta el momento del presente trabajo estudios que hubieran analizado la posible
relacion entre la activacion de PPAR a o PPAR /3 y el metabolismo de &cidos grasos en la
célula de Sertoli. Es por ello que en la primera parte de este trabajo de tesis decidimos
investigar esta posible relacion.

En los ultimos anos se han disefiado multiples moléculas capaces de activar a las
distintas isoformas de PPARSs. Los ligandos sintéticos mas conocidos capaces de activar el
PPAR y pertenecen a la familia de las glitazonas, drogas utilizadas para el tratamiento de la
Diabetes Mellitus tipo 2. Entre ellas se encuentran la rosiglitazona, pioglitazona, troglitazona
y GW7845. En cuanto a la activacion farmacoldgica de PPAR a, los fibratos son los ligandos
sintéticos mas ampliamente utilizados. Esta familia de compuestos se utiliza en la clinica
para el tratamiento de las dislipidemias, entre ellos se encuentran el clofibrato, fenofibrato,
gemfibrozilo y WY14643. Por ultimo, los ligandos farmacolégicos del PPAR B/6 son la
carbaprostaglandina e iloprost -analogos sintéticos de la prostaglandina > o prostaciclina-,
GW501516, L-165041 y GW0742, entre otros. Estas drogas ademas de ser utilizadas en el
tratamiento de diversas patologias han sido muy utiles para esclarecer en los distintos
tejidos el papel de los PPARs en el metabolismo celular (Li y col., 2013; Kim y col., 2013;
Festuccia y col.,, 2008; Kersten y Wahli, 2000; Desvergne y col., 2004; Bensinger y
Tontonoz, 2008).

El aumento en la oxidacién de acidos grasos por activacion farmacologica de los
PPARs ha sido observado en diversos tipos celulares tales como en las fibras del musculo
esquelético (Dressel y col., 2003) y la linea celular hepatica HepG2 (Minnich y col., 2001).

Adicionalmente, se ha observado que la activacion de los PPARs esta acompafnada por un
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aumento en la expresién de genes implicados en el transporte y catabolismo de &cidos
grasos. Estas observaciones fueron realizadas utilizando diferentes tejidos tales como
musculo esquelético (Finck y col., 2005), musculo cardiaco (Burkart y col., 2007), tejido
adiposo (Ribet y col., 2010) e higado (Sanderson y col., 2009). Se sabe que algunos de los
genes vinculados con el transporte, activacién, uniéon y oxidacion de &acidos grasos
presentan en su regién promotora sitios de respuesta a los PPARs (PPRE), lo que explicaria
el aumento en la oxidaciéon de acidos grasos observada (Gulick y col., 1994; Teboul y col.,
2001; Mandard y col., 2004). En el presente trabajo de tesis utilizando los activadores
farmacologicos WY14643 y GWO0742 (WY, GW) se demostr6 que en células de Sertoli la
activacion de PPAR a y PPAR (/8 respectivamente aumenta la oxidacion de acidos grasos.
Se decidid6 por lo tanto analizar si bajo las mismas condiciones experimentales se
modificaba la expresion de genes involucrados en el transporte y metabolismo de acidos
grasos que permitiera explicar el aumento en la oxidacion de acidos grasos observado en
este tipo celular.

Como se mencioné en la introduccion, el transporte facilitado de &cidos grasos es
mediado por proteinas integrales de membrana entre las que se encuentra el FAT/CD36
(Bonen y col., 2004; Holloway y col.,, 2008). La importancia de esta proteina en el
metabolismo de acidos grasos y de lipoproteinas ha sido demostrada utilizando ratones
knock-out (KO) para la misma (Febbraio y col., 1999; 2002). Con relacion a la regulacion de
la expresion de FAT/CD36 en células de Sertoli pudimos demostrar que la activacion
farmacologica de PPAR a y PPAR /6 aumenta los niveles de ARNm del transportador. Un
aumento en la expresion de FAT/CD36 por ligandos de PPARs habia sido observado en
otros tejidos. En este sentido, Motojima y colaboradores (1998) demostraron que la
activacion de PPAR a en higado y de PPAR y en adipocito aumenta la expresién del
transportador. Estos investigadores no hallaron sitios PPRE en el promotor del gen vy
sugirieron que la regulacién de la expresién de FAT/CD36 por activacion de PPARs se
ejercia en forma indirecta (Sato y col., 2002). En forma simultdnea, Teboul y colaboradores

(2001), quienes analizaron cuidadosamente el promotor de FAT/CD36, demostraron
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concluyentemente que el mismo tiene dos sitios PPRE cuya activacion es responsable del
aumento de su expresién durante la diferenciacion del adipocito. Desde entonces es
ampliamente aceptado que el promotor del gen de FAT/CD36 presenta sitios de regulacion
por PPARs. De esta forma, el aumento de la expresion de FAT/CD36 en la célula de Sertoli
como consecuencia de la activacion de PPAR a y PPAR B/& probablemente pueda
explicarse por una accion directa sobre los sitios PPRE en el promotor del gen. Cabe
mencionar que se ha detectado la presencia de FAT/CD36 en células de Sertoli en contacto
con los cuerpos residuales —porciones citoplasmaticas de la espermétide elongada
removidas en el proceso de espermiacion— fagocitados durante el proceso de espermiacion
y se ha postulado que, ademas de transportar acidos grasos, esta proteina posee un rol en
el proceso de fagocitosis (Gillot y col., 2005). Por lo tanto es posible especular que en
células de Sertoli, un aumento en la expresion del transportador resultara en un aumento de
la entrada de acidos grasos a la célula y, al mismo tiempo, contribuira a la fagocitosis de
cuerpos residuales que constituyen posiblemente una fuente adicional de acidos grasos
para esta célula.

La obtencién de energia a partir de la oxidacion de acidos grasos se produce en la
mitocondria. La CPT1, proteina responsable de la entrada de acidos grasos a la matriz
mitocondrial y las deshidrogenasas LCAD y MCAD son esenciales en dicho proceso de
oxidacion. La relacion entre la expresion de CPT1, LCAD y MCAD vy la activacion de PPARs
habia sido demostrada en varios tipos celulares tales como cardiomiocitos (Brandt y col.,
1998; Gilde y col., 2003), adipocitos (Wang y col., 2003), células de musculo esquelético
(Kramer y col., 2007) y la linea celular hepatica HepG2 (Gulick y col., 1994). Estos
antecedentes nos llevaron a analizar si la activacion de PPAR a y PPAR B/ en células de
Sertoli, ademas de regular la expresion de FAT/CD36, regulaba la expresidén de estos genes
implicados directamente en el metabolismo de acidos grasos. Al respecto, observamos que
los tratamientos con WY y GW aumentan la expresion de CPT1, LCAD y MCAD, genes que
poseen en su region promotora elementos de respuesta PPRE (Mandard y col., 2004). Este
aumento en la expresién génica podria contribuir al aumento en la oxidacion de &cidos
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grasos observado. En su conjunto los resultados presentados sugieren que los PPARs
juegan un rol relevante en la regulacion de la oxidacién de acidos grasos en la célula de
Sertoli.

Curiosamente, ratones deficientes en PPAR a son viables, fértiles, sanos y carecen
de cualquier defecto observable a simple vista (Lee y col., 1995). Por otro lado, ratones
deficientes en PPAR /8 poseen una alta frecuencia de letalidad embrionica (mayor al 90%),
sugiriendo un rol importante de este factor de transcripcién en el proceso de implantacion.
Los escasos ratones PPAR B/ -/- sobrevivientes, son sanos y fértiles (Peters y col., 2000;
Barak y col., 2002). Si bien estas observaciones sugeririan que PPAR a y PPAR {3/8 no son
de importancia para la fertilidad masculina, es importante tener en cuenta que estos factores
de transcripcién poseen funciones redundantes (Muoio y col., 2002). Puede presumirse que
la redundancia en su funcién asegura la transcripcién de genes implicados en procesos
bioldgicos esenciales para el mantenimiento de la funcionalidad de la célula de Sertoli y por
lo tanto de la espermatogénesis.

Como se indico en la introduccidn, se habia observado que los PPARs, ademas de
tener una participacion en el metabolismo lipidico, estaban implicados en la regulacién del
metabolismo de los hidratos de carbono (Lee y col., 2006). En la célula de Sertoli, la glucosa
es metabolizada a lactato que es secretado al compartimiento adluminal constituyendo la
fuente energética de espermatocitos y espermatides, mientras que no es esencial como
sustrato energético de esta célula (Riera y col.,, 2009). Se pensé entonces que el
metabolismo de los acidos grasos y de la glucosa en células de Sertoli debian estar de
alguna manera relacionados y que los PPARs eran buenos candidatos para establecer dicha
conexion. Por consiguiente, se decidié analizar si existia participacién de PPAR a y PPAR
B/ en la regulacién de la produccién de lactato en la célula de Sertoli. Observamos que, a
diferencia de lo que ocurre con la oxidacion de acidos grasos, la activacién farmacologica de
PPAR a y PPAR (/6 regula de manera diferencial la produccién de dicho hidroxiacido. Los
resultados obtenidos muestran que la activacion de PPAR B/8, pero no la activacion de

PPAR a, aumenta los niveles de lactato producidos por la célula de Sertoli. De esta manera,
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la situacion fisiolégica que resulte en una activacion del PPAR (/6 traeria como
consecuencia un aumento en la oxidacion de acidos grasos, asegurando niveles energéticos
adecuados en la célula de Sertoli, y simultaneamente un aumento en la produccién de
lactato que es indispensable como fuente energética para las células germinales.

Resulta dificil comprender cuédles son los mecanismos por los cuales los PPARs
ejercen acciones diferenciales. Al respecto se ha observado que todos los PPARs se unen
al ADN en los mismos elementos de respuesta. Sin embargo, se ha demostrado que la
activacion de cada uno de ellos genera respuestas bioldgicas diversas en distintos tejidos y
en distintos estados metabdlicos del organismo. Por ejemplo, en el higado en estado de
saciedad la regulacion de la expresidon génica por activacion de ambos PPARs es muy
semejante. Sin embargo, el PPAR a parece ser el mas importante para la adaptacién al
ayuno (Sanderson y col., 2010; Leone y col., 1999). Los animales KO para uno u otro
receptor han sido Utiles para dilucidar el rol de ambos factores de transcripcién en cada
tejido en particular. Por ejemplo, el KO de PPAR a presenta acumulacién anormal de lipidos
en higado y corazon, con una disminucion de las enzimas de la oxidacion de acidos grasos
que no puede ser compensada por la activacion de PPAR B/d (Djouadi y col., 1999). No
obstante, en el musculo la ausencia de PPAR a es suplida por la activacién de PPAR /®
que favorece la expresion de los genes de la oxidacién de acidos grasos (Muoio y col.,
2002). Respecto al KO de PPAR B/, se ha observado una disminucion de tejido adiposo
que no esta presente en el KO especifico de tejido adiposo, que reflejaria funciones del
factor de transcripcion en el metabolismo lipidico sistémico (Barak y col., 2002). Por otro
lado, el KO de PPAR [/d presenta altos niveles de glucemia, acompanados por disminucion
del flujo glucolitico, disminucién de la via de las pentosas y del metabolismo de fructosa y
manosa en el higado, por lo cual se ha postulado un rol fundamental de este PPAR en el
metabolismo de los hidratos de carbono (Lee y col., 2006; de Lange y col., 2008; Sanderson
y col.,, 2010). Apoyando esta ultima hipétesis, estudios de sobreexpresion de PPARs
realizados en tejido cardiaco demostraron que el PPAR (/6 regula la entrada de glucosa a la

célula, la expresién del transportador de glucosa 4 y de la enzima 6-fosfofructo-quinasa 1
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(FFK1), eventos que no son regulados por la activacién farmacologica de PPAR a (Burkart y
col., 2007). En su conjunto, estas observaciones indican que la activacion de cada PPAR
puede desencadenar distintos procesos metabdlicos dependiendo del tejido analizado. En
este contexto los resultados obtenidos en la célula de Sertoli, en los que se demuestra que
s6lo la activacién de PPAR (/56 aumenta simultdneamente la oxidacion de acidos grasos y la
produccion de lactato, son consistentes con que el PPAR /8 ejerce un papel esencial en la
integracion del metabolismo energético en el tubulo seminifero.

La siguiente pregunta que intentamos responder fue cuales eran los mecanismos
moleculares responsables de la respuesta biol6gica diferencial observada frente a la
activacion de PPAR a y PPAR B/d en cuanto a la produccién de lactato en la célula de
Sertoli. Se han descripto diversos procesos y mecanismos moleculares, tales como la
incorporacién de glucosa, los niveles de ARNm de GLUT1, la actividad de la enzima LDH,
los niveles de ARNm de LDH A y de MCT4, cuya modulacién es responsable de la
regulacién hormonal de la produccién de lactato en la célula de Sertoli (Nehar y col., 1997,
1998; Riera y col., 2001, 2002; Galardo, 2009). Se decidié entonces analizar si existia una
regulaciéon diferencial de estos mecanismos moleculares que pudiera explicar la diferente
respuesta a la activacion de ambos PPARs. Los resultados que obtuvimos demostraron que
la activacién farmacoldgica tanto de PPAR a como de PPAR /5 no resulta en la regulacion
de ninguno de los mecanismos moleculares mencionados y por lo tanto no permite explicar
la regulacion diferencial de la produccion de lactato.

Como se menciond en la introduccion, un mecanismo que también puede estar
involucrado en la regulacién de la produccidén de lactato lo constituye la regulacién de la
disponibilidad de piruvato —sustrato de la enzima LDH. Una de las formas por las cuales se
obtendria un incremento en los niveles de piruvato es su menor conversion en acetil-CoA,
efecto que se logra por inhibicién del complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa (PDC).
Al respecto, observamos un aumento en los niveles de PDC fosforilado, que se asocia con
una inhibicién de su actividad, en respuesta a la activacion de PPAR /5. Dicho aumento no
se observa en respuesta a la activacion de PPAR a y por lo tanto es posible postular que no
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aumenta la disponibilidad de piruvato en esta ultima condicién experimental. La regulacién
de la actividad de PDC como mecanismo para aumentar la disponibilidad de piruvato ha sido
observada en otros tipos celulares. En este sentido, Newington y colaboradores (2011)
demostraron que células neuronales resistentes al péptido 3-amiloide producen una mayor
cantidad de lactato que estd acompafado por un aumento en los niveles de PDC fosforilado.
Existen ademas evidencias de que los altos niveles en la produccién de lactato observado
en células tumorales y en astrocitos pueden ser explicados por los elevados niveles del
estado de fosforilacion de PDC (Lu y col., 2008; McFate y col., 2008; Halim y col., 2010).
Cabe mencionar que estas ultimas células producen lactato para nutrir a las neuronas y
establecen una cooperacién metabdlica astrocito-neurona similar a la presente en la dupla
Sertoli-germinal.

Habiendo encontrado que los niveles de fosforilacion del PDC podian explicar la
regulacién diferencial observada en la produccion de lactato por activacion de PPARs,
investigamos cuales eran los mecanismos participantes rio arriba de la regulacién del
complejo. Como se menciond en la introduccidn, la regulacion de los niveles de fosforilacién
del PDC se logra a través de la regulacion de la expresién de quinasas y fosfatasas del
PDC, PDKs y PDPs. Las PDKs fosforilan y suprimen la actividad del PDC, mientras que las
PDPs lo desfosforilan e incrementan la actividad del complejo. Se han identificado cuatro
isoformas de PDKs (PDK1-PDK4) y dos de PDPs (PDP1 y PDP2) que se expresan
diferencialmente en los distintos tejidos (Holness y Sugden, 2003; Patel y Korotchkina,
2001). El complejo PDC posee tres sitios de fosforilacién para PDKs [Ser-293 (sitio 1); Ser-
300 (sitio 2); Ser-232 (sitio 3)], las cuatro quinasas son capaces de fosforilar los sitios 1y 2,
mientras que solo la PDK1 es capaz de fosforilar también el sitio 3. La fosforilacion de
cualquiera de los tres sitios lleva a la inhibicibn completa de la actividad del PDC
(Korotchkina y Patel, 1995; Korotchkina y Patel, 2001). En cuanto a las fosfatasas, las dos
isoformas son capaces de desfosforilar indistintamente los tres sitios y se ha postulado que
la reactivacion del complejo es mas lenta si los tres sitios se encuentran fosforilados

(Karpova y col., 2003). El conjunto de estas observaciones ha llevado a la postulacion que
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aquellas células que expresan las cuatro isoformas de PDK pueden tener los tres sitios de
PDC fosforilados y al mismo tiempo mantener mayor proporcién del mismo en estado
inactivo (Korotchkina y Patel, 2001; Karpova y col., 2003; Rardin y col., 2009). Apoyando
esta Ultima hip6tesis, se ha observado que los astrocitos expresan las cuatro isoformas de
PDKs y ademas que el complejo PDC esta menos activo en comparacion con el de las
neuronas que expresan unicamente PDK2 y PDK4 (Halim y col., 2010). Teniendo en cuenta
que las cuatro isoformas de PDKs estan presentes en células de Sertoli es posible especular
que, al igual que en astrocitos, su regulacién por fosforilacién constituye un mecanismo
fisiologicamente importante relacionado con la produccion de lactato. En base a esta
hipbtesis se decidié a continuacidén explorar la participacion de las PDKs en la regulacion de
los niveles de P-PDC y en la produccion de lactato utilizando un inhibidor de PDKs
(dicloroacetato, DCA). Se observo que en presencia del inhibidor tanto al activar al PPAR a
como al PPAR /& disminuyen los niveles de P-PDC y la produccion de lactato. Estos
resultados permitieron llegar a la conclusién que las PDKs participan en la modulacion del
PDC y por lo tanto en la regulacién de la disponibilidad de piruvato en la célula de Sertoli.

A continuacién analizamos la posible regulacion de la expresién de las distintas
isoformas de PDKs en respuesta a la activacion de los PPARs. Se observé que la activacion
de PPAR a incrementa los niveles de PDK2, PDK3 y PDK4, mientras que la activacién de
PPAR B/6 incrementa selectivamente los niveles de PDK1 y PDK4. Estos resultados,
conjuntamente con los obtenidos con DCA, si bien apoyan la idea de que las PDKs son
importantes fisiolégicamente en la regulacién de PDC, no explicarian fehacientemente la
respuesta diferencial observada en cuanto a la produccién de lactato por activacién de
PPAR a y PPAR B/6. Como es sabido, el estado de fosforilacién de PDC es el resultado de
un balance entre la accién de las PDKs que lo fosforilan y las PDPs que lo desfosforilan.
Consecuentemente se decidié evaluar si existia regulacion de la expresiéon de PDPs luego
de la activacion de PPAR a y de PPAR B/8. Se observo que la activacion de PPAR a
provoca un incremento en los niveles de PDP1. Estos resultados indican que la activacion

de PPAR a regula tanto la expresion de quinasas como de fosfatasas de PDC —enzimas que
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ejercen efectos contrapuestos— lo que permitiria explicar la no modificaciéon de los niveles de
P-PDC en respuesta a la activacion de este factor de transcripcion.

A diferencia de lo observado con la activacion del PPAR a, se observé que la
activacion de PPAR /6 no regula la expresion de las PDPs. Ademas, es importante notar
que la activacion de PPAR B/8 incrementa la expresion de PDK1 —quinasa que fosforila los
tres sitos del PDC. Puede postularse que la convergencia de una mayor expresién de PDK1
sin alteracion de los niveles de PDPs es responsable del aumento en los niveles de P-PDC y
por lo tanto del aumento en la produccién de lactato observado al activar PPAR /6.

En su conjunto, los datos obtenidos ponen en evidencia que la regulacion de la
expresion de las PDKs y PDPs constituye un mecanismo utilizado para regular el destino del
piruvato en las células de Sertoli. En otros tejidos también se ha observado una regulacién
diferencial de la expresibn de PDKs y PDPs en distintas condiciones fisiolégicas. Por
ejemplo, se ha demostrado que ratas mantenidas en condiciones de ayuno presentan un
aumento en la expresion de PDK2 en higado, rifién y glandula mamaria, un incremento en la
expresion de PDK4 en corazén, musculo esquelético, higado, rifidn y glandula mamaria y
una disminucién en la expresion de PDP2 en corazén y rifién (Wu y col., 1998; 2000; Huang
y col., 2003). Adicionalmente, se ha demostrado que en condiciones de ayuno, el
incremento en la expresién de PDKs acompanado por una disminucién en las PDPs lleva a
la inhibicion de PDC en el higado, hecho que incrementa la disponibilidad de piruvato para la
gluconeogénesis (Wu y col., 2000; Jeong y col., 2012). Por el contrario, se ha demostrado
que el tratamiento con insulina disminuye los niveles de ARNm de PDK2 y PDK4 e
incrementa los niveles de PDP1 y PDP2 en distintos tipos celulares, favoreciendo de esta
forma la activacion de PDC lo que permitiria la entrada del piruvato al ciclo de Krebs para su
oxidacion (Abbot y col., 2005; Huang y col., 2002; Wang y col., 2009).

Con respecto al mecanismo por el cual los PPARs regulan la expresién de PDKs se
ha demostrado que PDK2, PDK3 y PDK4 presentan sitios PPRE en sus promotores a los
cuales podrian unirse los PPARs (Degenhardt y col., 2007). Es muy probable que estos
sitios PPRE medien el aumento de la transcripcion de PDK2, PDK3 y PDK4 por activacion
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de PPARs en las células de Sertoli. Curiosamente la PDK1, que es la quinasa que fosforila
los tres sitios del PDC (Korotchkina y Patel, 2001) y presenta una regulacién por PPAR B/d
en células de Sertoli, no posee sitios PPRE en su region promotora (Degenhardt y col.,
2007). Al respecto cabe mencionar que si bien la accién transcripcional clasica de los
PPARs es a través de la unién al sitio de respuesta PPRE presente en el promotor del gen,
se sabe que estos factores de transcripcion también pueden regular la expresién génica de
manera indirecta (Vanden Heuvel, 1999). En cuanto a las PDPs, no se conoce la estructura
de la region promotora de las mismas, asi como tampoco se conocen los factores de
transcripcién especificos que regulan su expresion.

En resumen, esta primera parte del trabajo de tesis muestra que la activacién
farmacologica de PPAR a y PPAR (/3 en células de Sertoli estimula la oxidacion de acidos
grasos y la expresion de genes vinculados con el transporte y metabolismo de los mismos.
Adicionalmente, muestra que la activacion de PPAR a y PPAR [(/& provoca efectos
diferentes en la regulacién de la produccion de lactato. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos se postula que en la célula de Sertoli, la activacion de PPAR a esta dirigida a
promover el autoabastecimiento energético, mientras que la activacién de PPAR B/d esta
direccionada a abastecer de manera simultanea la provision de sustratos energéticos a la
propia célula de Sertoli y a las células germinales que la rodean. Un esquema que resume
los resultados observados en esta primera seccidén de la tesis ha sido presentado en la

figura 18 de resultados en la pagina 79.

Los hallazgos obtenidos acerca de la regulacién del metabolismo energético de la
célula de Sertoli por activacion de PPAR a y PPAR (/5 nos llevaron a pensar cuéles podrian
ser los mecanismos fisioldégicos participantes en la activacion de estos factores de
transcripcidn en este tipo celular.

Hasta el momento, no estan claramente definidos los mecanismos fisiolégicos que
participan en la activacion de los PPARs en los distintos tejidos. La mayoria de los autores

coinciden en que los acidos grasos y sus derivados pueden actuar en forma general como
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ligandos de los PPARs (Forman y col., 1997; Xu y col., 1999; Bensinger y Tontonoz, 2008).
En la introduccién se hizo mencién a la actividad fagocitica muy importante que poseen las
células de Sertoli y al hecho que la misma es esencial para el mantenimiento de la
integridad del tubulo seminifero. Adicionalmente se mencion6 que los cuerpos residuales y
las células germinales apoptéticas al ser fagocitados y degradados, aumentan la cantidad de
gotas lipidicas en las células de Sertoli (Kerr y col., 1984; Ueno y Mori 1990; Sasso-Cerri y
col., 2001; Wang y col., 2006). Al respecto, Xiong y colaboradores (2009) postularon que
dicho aumento en el contenido de gotas lipidicas en la célula de Sertoli aporta acidos grasos
para ser utilizados como fuente energética. Este conjunto de observaciones nos llevo a
plantear como hipétesis que las células germinales apoptéticas aportando acidos grasos o
derivados eran capaces de regular la oxidacion de acidos grasos a través de la activacién de
los PPARSs en la célula de Sertoli. Para poner a prueba la hipétesis planteada evaluamos los
efectos de las células germinales apoptéticas sobre la expresion de genes relacionados con
el transporte y metabolismo de &cidos grasos en las células de Sertoli. Se observo que las
células germinales apoptoéticas aumentan los niveles de ARNm del FAT/CD36. Como se
menciond en la introduccion, el receptor de tipo scavenger FAT/CD36, ademas de ser un
transportador de acidos grasos, esta implicado en la fagocitosis de cuerpos residuales y de
células germinales apoptéticas (Kawasaki y col., 2002; Gillot y col., 2005). Por lo tanto, es
posible pensar que probablemente el aumento en los niveles de ARNm de FAT/CD36 se
traduzca en un aumento en la cantidad del transportador en la membrana plasmatica que,
ademas de permitir la entrada de acidos grasos a la célula, favorezca la fagocitosis de los
cuerpos residuales y de las células germinales apoptoticas. Las células germinales
apoptéticas no solamente aumentaron los niveles de expresion de FAT/CD36 sino que
también aumentaron los niveles de expresion de CPT1 y de LCAD. Nuestros resultados con
respecto a la expresion de LCAD estan en concordancia con los presentados por Xiong y
colaboradores (2009). Estos ultimos autores también observaron que las células germinales
apoptéticas, ademas de provocar un aumento en la cantidad de gotas lipidicas, promueven

un aumento en la expresion de LCAD. Por otro lado, dichos autores no observaron
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regulacion en la expresion de CPT1. Esta discrepancia entre los resultados obtenidos en el
presente trabajo y los obtenidos por Xiong y colaboradores podria deberse a la utilizacién de
condiciones experimentales ligeramente diferentes. Mientras que Xiong y colaboradores
utilizaron cultivos de células de Sertoli de ratdén y evaluaron los efectos del cocultivo sobre la
expresion génica unicamente luego de 24 horas, en el presente trabajo se utilizaron cultivos
de células de Sertoli de rata y la observacion de los efectos producidos por las células
germinales apoptéticas se realizé luego de un periodo de 24 y 48 horas de cocultivo. Con
respecto al aumento en la expresiéon de CPT1 y LCAD observado es dable pensar que tal
aumento conducira a un incremento en la capacidad de transporte de los acidos grasos al
interior de la mitocondria, a una mayor degradacioén de los mismos a través del proceso de
B-oxidacion y, por lo tanto, a una mayor produccién de ATP en la célula de Sertoli tal como
ha sido descripta previamente (Xiong y col., 2009).

Habiendo demostrado que las células germinales apoptéticas aumentaban la
expresion de genes relacionados con la oxidacién de acidos grasos se decidié analizar la
posible participacion de PPARs en el fendmeno observado. En la primera parte de esta tesis
postulamos que la activacion farmacolégica de PPAR B/d en particular tiene un rol esencial
en el metabolismo energético del tubulo seminifero, ya que participa simultaneamente en el
metabolismo lipidico y en el de hidratos de carbono. Por consiguiente, decidimos estudiar
especificamente la posible participacién de la activacion de PPAR /6 en la modulacién de la
expresion génica inducida por las células germinales apoptéticas en las células de Sertoli.
Para lograr tal objetivo, evaluamos la expresion génica en células de Sertoli cocultivadas
con células germinales apoptéticas en ausencia o presencia de un antagonista especifico de
PPAR B/d. Nuestros resultados mostraron que la presencia del antagonista no permite que
las células germinales apoptéticas aumenten la expresion de FAT/CD36, CPT1 y LCAD.
Estos resultados pusieron en evidencia que el factor de transcripcion PPAR (/6 participa en
la regulacion de la expresion génica que ejercen las células germinales apoptéticas sobre

las células de Sertoli.
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores cabe plantearse cudl podria ser la
fuente de los ligandos enddgenos de PPAR (/0 presentes en la célula de Sertoli que
resultan de la fagocitosis de las células germinales apoptéticas. Al respecto, diversas
observaciones apoyan la hipo6tesis que los productos de la hidrélisis de las gotas lipidicas
constituyen ligandos end6genos capaces de activar a los PPARs. En este sentido, Mottillo y
colaboradores (2012) demostraron que la degradacién de las gotas de lipidos en la grasa
parda brinda ligandos que activan especificamente al PPAR a y al PPAR /6. Ademas
dichos autores demostraron que la activaciéon puede correlacionarse con la expresion de
genes tales como LCAD y MCAD. Asimismo, se obtuvieron evidencias acerca del rol de las
gotas lipidicas y su hidrdlisis para obtener ligandos endogenos de los PPARs evaluando
ratones KO de la lipasa de triglicéridos de adipocitos (ATGL), enzima que cataliza el paso
limitante de la degradacién de triglicéridos. Mas precisamente, se demostrd6 que los
cardiomiocitos presentan una disminucién en la expresién de genes vinculados con el
metabolismo lipidico tales como LCAD, MCAD, CPT1 y que esta disminucién es revertida en
presencia de un agonista farmacoldgico de PPAR a en estos ratones KO (Haemmerle y col.,
2011). Cabe mencionar que se ha demostrado la presencia de ATGL en el testiculo
(Zimmermann y col., 2004; Haemmerle y col., 2006). En base a los antecedentes de la
literatura y los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se postula que la hidrélisis de
las gotas de lipidos presentes en las células de Sertoli genera ligandos enddégenos de PPAR
B/d, cuya activacion seria finalmente la responsable de la regulacion de la expresiéon génica
observada en esta célula.

Como es sabido, entre los productos de la hidrélisis de triglicéridos presentes en las
gotas lipidicas se encuentran los acidos grasos, moléculas que han sido propuestas como
ligandos de PPARs. Se decidié entonces analizar si un acido graso producia efectos
similares a los observados en el cocultivo con células germinales apoptoéticas. Se utilizo el
acido palimitico —acido graso saturado— debido a que este acido graso es el que se
encuentra en mayor abundancia tanto en células de Sertoli (Hurtado de Catalfo y Gémez
Dumm, 2005) como en células germinales y cuerpos residuales (Oresti y col., 2013). Se
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demostré que el tratamiento de las células de Sertoli con acido palmitico aumenta la
oxidacion de acidos grasos. Asimismo, se analizd en qué medida dicho aumento podia ser
explicado por una regulaciéon en la expresion de genes tales como FAT/CD36, CPT1 y
LCAD, cuya expresion se ve aumentada en los cocultivos con células germinales
apoptoticas. Se observé que el tratamiento con &cido palmitico aumenta la expresion de
CPT1 y LCAD. Estos resultados estan en concordancia con observaciones realizadas en
otros sistemas. Por ejemplo, se ha observado en células de musculo cardiaco que la
expresion de CPT1 y LCAD aumenta en incubaciones con acidos grasos de cadena larga
(Brandt y col., 1998; van der Lee y col., 2000). Por otro lado y a diferencia de lo que ocurre
con el cocultivo con células germinales apoptéticas, se observd que el tratamiento con acido
palmitico promueve una disminucion en los niveles de ARNm de FAT/CD36. Esta regulacién
negativa observada fue inesperada, sin embargo la exploracion exhaustiva de la literatura
permitié interpretar las posibles causas del resultado obtenido. Se ha observado que
algunos metabolitos energéticos regulan de forma variable la expresion de los genes
relacionados con su propio transporte. Algunos ejemplos de dicha regulacion variable se
mencionan en las proximas lineas. En células germinales se demostr6 que el lactato,
metabolito energético principal para este tipo celular, aumenta la expresion de su propio
transportador (Galardo y col., 2014). Un fenémeno similar ocurre en células del colon, en las
que se observé que el butirato -metabolito energético principal para este tipo celular-
también aumenta la expresién de su propio transportador (Cuff y col., 2002). Por otro lado,
se ha observado una correlacion negativa entre la expresion del transportador de glucosa y
los niveles de glucemia en las células B del pancreas (Thorens y col., 1990). En forma
semejante y mas recientemente se ha observado que la hiperglucemia crénica en ratas
diabéticas disminuye los niveles de ARNm de los transportadores de glucosa GLUT1 y
GLUT3 en cerebro. Se ha postulado que dicha disminucion podria ser una respuesta
adaptativa del organismo para evitar la entrada excesiva de glucosa y asi prevenir el dafno
celular que la misma genera (Hou y col., 2007). Con respecto a la regulacién de la expresién
de FAT/CD36 por acidos grasos, algunos estudios han mostrado que los acidos grasos de
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cadena larga o sus derivados no metabolizables provocan un aumento en la expresién de
FAT/CD36 lo que resultaria en una mayor entrada y posterior utilizacion o almacenamiento
de los mismos (van der Lee y col., 2000; Yang y col.,, 2007). Contrariamente y en
concordancia con nuestros resultados, se ha demostrado recientemente que
concentraciones crecientes de acido palmitico promueven una disminucion dosis
dependiente en la expresiéon de FAT/CD36 en células intestinales (Xie y col., 2012). Como
se menciond en la introduccidon, un exceso de acidos grasos en el interior celular puede
provocar efectos nocivos y generar dano celular fundamentalmente debido a las
caracteristicas hidrofébicas de dichas moléculas. Es de destacar que el exceso de acidos
grasos en el interior celular ha sido implicado en el desarrollo de algunas patologias tales
como la Diabetes Mellitus tipo 2 y la falla cardiaca y que precisamente se ha propuesto
como tratamiento de estas patologias a la inhibicién farmacolégica del FAT/CD36 (Glatz,
2015). Ademas, se observé que el tratamiento con inhibidores del FAT/CD36 en ratones
disminuye la ateroesclerosis y los niveles de glucosa y de triglicéridos en sangre (Geloen y
col.,, 2012). De todo lo expuesto, se sugiere que la disminucion en la expresion de
FAT/CD36 en la célula de Sertoli en incubaciones con acido palmitico podria entenderse
como un fenémeno de citoproteccion ante el exceso de &cidos grasos circundantes.

Dado que habiamos visto que en la regulacion de la expresién génica producida por
el cocultivo con células germinales apoptéticas participaba el PPAR /6 y que el acido
palmitico regulaba de forma semejante el metabolismo de acidos grasos, decidimos evaluar
si en dicha regulacién participaba el PPAR B/5. Se demostré6 que en presencia del
antagonista de PPAR B/® se produce una disminucién en la oxidacién de &cidos grasos en
las células de Sertoli estimuladas con acido palmitico. Asimismo, se demostré6 que dicha
disminucion estd acomparnada por una menor expresién de ARNm de CPT1 y de LCAD. En
su conjunto, estos resultados permiten sugerir que en la célula de Sertoli los acidos grasos
son capaces de regular su propio metabolismo por un mecanismo que involucra la

regulacién de la expresién génica a través de la activacion de PPAR (/0.
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Es importante mencionar que los PPARs presentan afinidades diferentes por
distintos acidos grasos y sus derivados. Se ha postulado que el PPAR a es el PPAR mas
versatil de los tres, ya que es capaz de unir tanto acidos grasos de cadena larga saturados e
insaturados como sus acil-CoA derivados. EI PPAR (/0 se asocia a los mismos acidos
grasos y derivados pero con menor afinidad que el PPAR a. Finalmente, el PPAR y es el
que presenta un perfil mas estricto en cuanto al tipo de acidos grasos que une. En particular,
este Ultimo PPAR posee una gran afinidad por &acidos grasos poliinsaturados y en menor
medida por acidos grasos monoinsaturados (Neels y Grimaldi, 2014; Grygiel-Gorniak, 2014).
Considerando que los efectos del acido palmitico en células de Sertoli son sélo parcialmente
inhibidos por el antagonista de PPAR B/ y que el PPAR a y el PPAR [/d tienen la
capacidad de unir este acido graso, no se puede descartar la participacion simultanea de
PPAR a en la regulaciéon del metabolismo lipidico por acido palmitico en la célula de Sertoli.

La concentracion de acido palmitico utilizada en este trabajo de tesis (500 pM)
resulta elevada teniendo en cuenta las constantes de afinidad de los PPARs por los acidos
grasos (1 a 10 yM). Sin embargo, tal concentracidn es requerida y fue seleccionada sobre la
base de estudios de otros autores quienes para activar eficientemente a los PPARs
utilizaron concentraciones de hasta 1000 uM de &cidos grasos (Brandt y col., 1998; van del
Lee y col., 2000; Yang y col., 2007). El requerimiento de altas concentraciones de acidos
grasos con el objeto de observar efectos biol6gicos puso en duda durante varios anos que
los acidos grasos actuaran como ligandos fisiologicos de los PPARs. Se considera en la
actualidad que la necesidad de usar altas concentraciones de acidos grasos o sus derivados
en incubaciones cronicas es debida a su rapida metabolizacidén en la célula. En tal sentido,
se ha observado que moléculas de &acidos grasos no metabolizables como el 2-
bromopalmitato (Yang y col., 2007), acidos grasos con sustitucion tidlica o metilados (Larsen
y col., 2005) o eicosanoides estabilizados como la carbaprostaciclina (cPGlz) (Lim y col.,
1999) producen las mismas respuestas biolégicas en concentraciones mucho mas bajas.

Como ya se sefald, la decisidon de estudiar al PPAR B/d en particular se debié al
hecho que este factor de transcripcion posee la invalorable propiedad de participar
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simultdneamente en la regulacién del metabolismo de los acidos grasos y de los hidratos de
carbono. La regulacion simultdnea de ambos metabolismos tendria consecuencias
sumamente beneficiosas en el tubulo seminifero. Al respecto, en la primera seccién de
resultados de esta tesis se demostré que la activacion farmacologica de PPAR /6, ademas
de regular el metabolismo de &cidos grasos, regula la produccién de lactato y se concluy6
que la activacion de este factor de transcripcion simultdneamente brindaba sustratos
energéticos a las células de Sertoli y a las germinales. Nos preguntamos entonces si era
posible que en las células de Sertoli, tanto el cocultivo con células germinales apoptéticas
como el tratamiento con acido palmitico regularan, ademas de la oxidacion de &acidos
grasos, la produccion de lactato. Adicionalmente si existiera tal regulacion, cual era la
participacién de PPAR /0.

Los resultados obtenidos demostraron que el cocultivo con células germinales
apoptéticas provoca un aumento de la produccion de lactato. Sin embargo, contrariamente a
lo esperado, observamos que la presencia del antagonista de PPAR /0 en los cocultivos
con células germinales apoptéticas no modificaba los niveles de lactato producidos por la
célula de Sertoli. Se requeriran estudios adicionales para comprender cuales podrian ser los
mecanismos involucrados en el aumento en la produccién de lactato en forma independiente
de la activacion de PPAR (/6 en los cocultivos con células germinales apoptoticas.

En cuanto al tratamiento con acido palmitico que actuaria como ligando de PPAR (/6
se esperaba una regulacion positiva de la produccién de lactato. Sin embargo, no se
observd aumento en la produccién de lactato en las incubaciones con acido palmitico. Este
ultimo resultado nos hizo pensar que el tratamiento con dicho &cido graso podria estar
ejerciendo efectos per se sobre el flujo glucolitico, independientemente de su accién como
ligando de PPAR (/8. La revision de la bibliografia al respecto aporté algunas posibles
explicaciones para el resultado obtenido. A comienzos de la década del ‘60 surgieron los
primeros estudios que evaluaron la actividad de diversas enzimas glucoliticas bajo
diferentes situaciones metabdlicas. En ese entonces se habia observado que durante el

ayuno, momento en el cual se observa un aumento de &cidos grasos en sangre, se
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favorecen los procesos gluconeogénicos y se inhiben los glucoliticos, hecho que llevéd a
pensar que los acidos grasos serian los responsables de la inhibicion del flujo glucolitico.
Estudios pioneros de Randle y colaboradores (1963) plantearon que la disminucion en el
flujo glucolitico se debia fundamentalmente a la inhibicién de la enzima FFK1. Cincuenta
afnos mas tarde se ha podido demostrar la existencia de una regulacion directa de los acidos
grasos sobre la mencionada enzima. Al respecto, se demostrd concluyentemente que los
acil-CoAs de cadena larga provocan una inhibicion de la actividad de la enzima FFK1. Mas
precisamente, se observd que el palmitoil-CoA actia como el regulador alostérico negativo
mas potente de la actividad de FFK1. Ademas, se demostré la especificidad de tal efecto ya
que si se incrementa o disminuye el numero de carbonos o si se introducen insaturaciones
la inhibicibn es menor (Jenkins y col., 2011). Por lo tanto si bien esperabamos una
regulacién positiva de la produccién de lactato por parte del acido palmitico en las células de
Sertoli —acido graso propuesto como ligando de PPAR B/0—, el conjunto de las evidencias
presentadas por otros autores hacen pensar que el tratamiento con acido palmitico en los
cultivos de células de Sertoli, ademas de su accién como ligando, generaria altos niveles de
palmitoil-CoA provocando una regulacion negativa sobre el flujo glucolitico. Dicha situacion
experimental podria enmascarar los efectos del acido palmitico como agonista de PPAR [3/d.
Estudios adicionales utilizando como agonistas derivados no metabolizables del acido
palmitico contribuirian al esclarecimiento de la hip6tesis planteada.

En resumen, en esta segunda parte del trabajo de tesis se demostr6é que las células
germinales apoptoticas regulan la expresion de genes vinculados con el transporte y
metabolismo de &cidos grasos. Por otro lado, que el acido palmitico —&cido graso
mayoritario en células de Sertoli- regula la expresion génica de forma semejante.
Adicionalmente se demostrd que tanto en las acciones de las células germinales apoptéticas
como del acido palmitico participa la activacién del PPAR B/8. Se postula que el efecto de
las células germinales apoptéticas es debido a la fagocitosis de las mismas, seguida de la

acumulacién de gotas lipidicas que al ser hidrolizadas generan ligandos de PPARs. Un
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esquema que resume los resultados observados en esta segunda seccion de la tesis ha sido

presentado en la figura 32 de resultados en la pagina 94.

El estudio de la regulacién hormonal de la funcionalidad en la célula de Sertoli ha
sido el objetivo de nuestro laboratorio en los ultimos veinte anos. Al respecto, se ha
demostrado que existe regulacién por FSH, bFGF, IL-18 e IGF1 de distintos procesos
fundamentales para la célula de Sertoli tales como, la actividad de y-GTP, la produccion de
estradiol, lactato, transferrina y cuerpos ceténicos (Schteingart y col., 1999; Riera y col.,
2001, 2002, 2003, 2007, 2011; Meroni y col., 1998, 2000, 2002; 2004; Galardo y col., 2008,
2013). El aspecto més estudiado ha sido la regulacion hormonal de la produccién de lactato
debido a la importancia fisiolégica de este metabolito de la glucosa, ya que el mismo
constituye la principal fuente energética de espermatocitos meibticos y espermétides y es
esencial para el desarrollo de la espermatogénesis (Jutte y col., 1983; Courtens y Pléen,
1999). Por otro lado la oxidacion de acidos grasos, que constituye una fuente energética
para la célula de Sertoli, es muy probable que también esté estrictamente regulada por
hormonas y por factores de produccién local en el testiculo. Curiosamente, muy pocos
estudios han abordado el analisis de la regulacién hormonal del metabolismo lipidico en la
gonada masculina.

En la ultima seccién de esta tesis se ha analizado la posible regulacién hormonal de
algunos mecanismos involucrados en la oxidacion de &cidos grasos en la célula de Sertoli.
Se estudiaron por un lado los efectos de FSH, hormona hipofisaria que regula la
funcionalidad de la célula de Sertoli, y por el otro del factor de crecimiento bFGF, factor de
crecimiento de produccion local que ha sido utilizado como paradigma de la comunicacion
germinal-Sertoli.

En primer lugar, nuestros resultados mostraron que el estimulo con FSH disminuye la
oxidacion de acidos grasos en la célula de Sertoli. Este resultado es consistente con el
hecho de que la FSH estimula procesos anabdlicos en la célula de Sertoli. Particularmente,

se ha demostrado que FSH estimula la incorporacion de acetato a triacilglicéridos y
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fosfolipidos, lo que indica su participacién en la sintesis de acidos grasos y su posterior
incorporacién a lipidos en células de Sertoli (Guma y col.,, 1997). Simultdneamente, se
observo que la hormona tréfica regula positivamente la expresion de FAT/CD36. Es posible
postular que dicho incremento en los niveles de expresion de FAT/CD36 favorece la entrada
y disponibilidad de acidos grasos para su posterior metabolizacién. Con respecto a la
regulacion de la expresion de genes relacionados directamente con la oxidacién de acidos
grasos se observé que FSH estimula la expresion de CPT1, enzima que constituye el paso
limitante en la degradacion de acidos grasos en la mitocondria. Esta regulacién positiva,
tanto de FAT/CD36 como de CPT1, probablemente reflejan el efecto trofico que esta
hormona ejerce sobre la célula de Sertoli. Es dable pensar que esta regulacién es esencial
para la sintesis de lipidos fundamentales para el mantenimiento de la espermatogénesis y
adicionalmente, para la obtencion de energia a partir de la oxidacién de &cidos grasos en
respuesta a estimulos adecuados para la célula de Sertoli.

Con respecto a la regulacion del metabolismo energético en respuesta al factor de
crecimiento bFGF, se ha observado en el presente trabajo que dicho factor aumenta la
oxidacion de acidos grasos en las células de Sertoli. En concordancia con dicha regulacion,
se observd un aumento en la expresion de CPT1. Es posible pensar que dicho aumento se
traducira finalmente en un aumento en la entrada de acidos grasos a la mitocondria para su
oxidacion. Cabe resaltar que el bFGF es un factor producido por las células germinales y
que su accion en la célula de Sertoli resultaria beneficioso para ambos tipos celulares, ya
que aumenta la oxidacién de acidos grasos y simultaneamente la produccion de lactato,
fuentes energéticas de células de Sertoli y germinales, respectivamente.

Nuestras observaciones son consistentes con que FSH y bFGF regulan el
metabolismo lipidico en cultivos de células de Sertoli y es posible avizorar un significado
fisiologico para estas observaciones. En los roedores, las asociaciones celulares
caracteristicas que se presentan a lo largo del tubo seminifero definen catorce estadios (I a
XIV) de la espermatogénesis. Cabe mencionar que en los distintos estadios de la
espermatogénesis, la célula de Sertoli varia no so6lo morfolégicamente sino también
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funcionalmente. Se ha demostrado que la unién de FSH a su receptor, la produccién de
AMPc y asimismo la expresion del receptor de FSH son minimas durante los estadios de
pre-espermiacién y espermiacion (estadios VI a VIII) (Kangasniemi y col., 1990a, 1990b;
Heckert y Griswold, 1991). Por otro lado, también se han observado variaciones en la
expresion del bFGF en los diferentes estadios de la espermatogénesis. La mayor produccién
de bFGF se ha observado en aquellos espermatocitos que estan presentes en los estadios
cercanos al estadio VIII donde ocurre la espermiacion (VI a IX) (Mayerhofer y col., 1991). Es
de hacer notar que los cuerpos residuales aparecen precisamente en el momento de la
espermiacion y su fagocitosis se observa en el estadio IX de la espermatogénesis (Morales
y col., 1986). Coincidentemente, es en los estadios VIIl y IX donde se ha observado un
aumento en la cantidad de ATP presente en la célula de Sertoli (Xiong y col., 2009). Este
escenario permite postular que el aumento de los niveles energéticos en la célula de Sertoli
in vivo se correlaciona con una disminucién en la respuesta a FSH, un aumento en la
produccion de bFGF por los espermatocitos y con la fagocitosis de los cuerpos residuales
que constituyen una fuente de acidos grasos para su oxidacion. Completando este cuadro
de situacion fisiolégica, cabe mencionar que en los estadios cercanos a la espermiacién
ocurre ademas el remodelamiento de la barrera hemato-testicular y que tanto espermiacién
como remodelamiento de la barrera son procesos que poseen un elevado requerimiento
energeético.

Las hormonas y los factores de crecimiento actuan a través de sus respectivos
receptores de membrana activando senales de transduccién y regulando, en Ultima
instancia, la expresidén génica a través de la activacion de distintos factores de transcripcién
entre los que pueden encontrarse los PPARs (Vanden Heuvel, 1999; Diradourian y col.,
2005; Moreno y col., 2010). Como se demostrd en la primera parte de este trabajo de tesis,
solo la activacién del PPAR /8 regula de manera simultanea la oxidacion de acidos grasos
y la produccion de lactato. Se plante6 como hipétesis que en el mecanismo de accién
utilizado por FSH y por bFGF para regular el metabolismo de &cidos grasos y la produccion

de lactato en la célula de Sertoli estuviera involucrada la activacion de PPAR B/86. Una vez
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mas y para contrastar esta hipétesis utilizamos como estrategia las incubaciones con un
antagonista especifico de PPAR (/6 en combinacion con los tratamientos hormonales.

Se demostrd que el antagonista de PPAR (/6 no modifica ninguno de los efectos
obtenidos para FSH, y consecuentemente puede concluirse que no existe participacion del
factor de transcripcion PPAR (/0 en el mecanismo de accién utilizado por FSH para regular
las respuestas bioldgicas consideradas en este trabajo de tesis. Por otro lado, se demostr6
que PPAR B/d participa en el mecanismo de accion utilizado por bFGF para regular la
oxidacion de acidos grasos y los niveles de ARNm de CPT1. Considerando que la regién
promotora de CPT1 posee sitio PPRE es posible postular que el bFGF luego de la unién a
su receptor y de la activaciéon de vias de transduccion en la célula de Sertoli regula, al
menos en parte, la expresion CPT1 y el metabolismo de acidos grasos a través de la
activacion de PPAR (/0.

Desde hace varios afos se conoce que los PPARs son fosfoproteinas y que su
actividad transcripcional es regulada por quinasas y fosfatasas. Entre las modificaciones que
se producen en la actividad de los PPARs por su estado de fosforilacién se encuentran la
afinidad por el ligando, la unién al ADN, el reclutamiento de co-activadores/co-represores y
su degradacién por proteasoma. Se ha demostrado que las proteinas quinasas activadas
por mitégenos —p44/p42-MAPK y p38-MAPK-, la proteina quinasa dependiente de AMPc, la
proteina quinasa dependiente de calcio, la proteina quinasa activada por AMP vy la
glucégeno sintasa quinasa 3 son capaces de regular la actividad de los PPARs de manera
dependiente o independiente de ligando. Asimismo se ha demostrado que los efectos de la
fosforilacion sobre los PPARs dependen del subtipo y del contexto celular (Diradourian y
col., 2005). El hecho que FSH y bFGF activen distintas vias de transduccion de sefales en
la célula de Sertoli (Riera y col., 2003; Gloaguen y col., 2011) podria explicar la participacion
diferencial de PPAR B/d observada en el mecanismo de accién de bFGF. Otros posibles
mecanismos que podrian explicar la participacién de PPAR B/d en el mecanismo de accién
de bFGF serian la generacién de ligandos intracelulares especificos y/o la modulacién en la
expresion del PPAR.
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Como ya se menciond, resultados de nuestro laboratorio demostraron que bFGF
estimula la producciéon de lactato regulando la incorporacién de glucosa a la célula, la
actividad de LDH, la expresion de GLUT1 y de LDH A en la célula de Sertoli (Riera y col.,
2002; 2003). Adicionalmente, en la primera seccion de este trabajo de tesis se demostrd que
la activacion de PPAR B/d regula la produccion de lactato en forma independiente a los
mecanismos recién mencionados y dependiente de la regulacion del estado de fosforilacion
de PDC. Recientemente en nuestro laboratorio hemos demostrado que bFGF es capaz de
estimular la expresion de las cuatro isoformas de PDKs y por consiguiente de provocar un
aumento en los niveles de P-PDC, lo que conduce a un aumento en la disponibilidad de
piruvato para ser convertido a lactato (Regueira y col., 2015). En el presente trabajo de tesis
al evaluar la produccién de lactato estimulada por bFGF en presencia del antagonista de
PPAR B/8, se observé una inhibicion parcial de dicho estimulo que es acompafnado por una
disminucién de los niveles de P-PDC. El conjunto de los resultados hace pensar que en el
mecanismo de accion utilizado por bFGF para regular la produccién de lactato participa, al
menos en parte, la activacion de PPAR B/ y la subsiguiente regulacidén de la expresién de
PDKs en particular de PDK1 y PDK4 —PDKs reguladas por activacién farmacol6gica de
PPAR B/6 en células de Sertoli. Experimentos que analicen la regulacion de la expresion de
PDK1 y PDK4 por bFGF en presencia del antagonista de PPAR /3 seran necesarios para
confirmar esta ultima hipétesis.

En resumen, los resultados de esta tercera parte del trabajo de tesis muestran que
FSH y bFGF regulan de manera diferencial la oxidacién de acidos grasos en la célula de
Sertoli. FSH inhibe la oxidacion de &cidos grasos y simultdneamente estimula la expresion
de FAT/CD36, CPT1 y la produccién de lactato sin participacion de la activacion de PPAR
B/d. Por otro lado, bFGF aumenta la oxidacion de acidos grasos, la expresion de CPT1 y la
produccion de lactato; efectos que serian mediados, al menos en parte, por la activacion de
PPAR B/6. Un esquema que resume los resultados observados en esta tercera seccion de la

tesis ha sido presentado en la figura 41 de resultados en la pagina 106.
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Debido a la complejidad y al dinamismo de los procesos bioquimicos que ocurren en
el tdbulo seminifero muchos mas estudios experimentales seran necesarios para
comprender en profundidad como se producen las adaptaciones metabdlicas que ocurren en
las células de Sertoli para mantener un adecuado equilibrio energético. De lo que no cabe
duda es que la regulacion del metabolismo de esta célula es un proceso clave cuyo control

es critico para garantizar una espermatogénesis normal.
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CONCLUSIONES

Este trabajo de tesis demuestra que el tubulo seminifero posee una estricta
regulacion del metabolismo energético. Se demostré que la activacion farmacoldgica de
PPAR a y PPAR B/5 en células de Sertoli estimula la oxidacion de &acidos grasos y la
expresion de genes involucrados en el transporte y metabolismo de los mismos.
Adicionalmente, que la activaciéon de PPAR a y PPAR B/d provoca efectos diferentes en la
regulacion de la produccion de lactato. Estos resultados nos permiten especular que, en la
célula de Sertoli la activacion de PPAR a esta dirigida a promover el autoabastecimiento
energeético, mientras que la activacion de PPAR B/6 esta direccionada a abastecer de
manera simultanea la provision de sustratos energéticos a la propia célula de Sertoli y a las

células germinales que la rodean.

Asimismo se analizaron posibles mecanismos fisiolégicos que podrian ser
responsables de la activacion de los PPARs en la célula de Sertoli. Se demostré que las
células germinales apoptdticas regulan la expresion de genes vinculados con el transporte y
metabolismo de acidos grasos. Por otro lado, que el acido palmitico —acido graso
mayoritario en células de Sertoli- regula la expresion génica de forma semejante.
Adicionalmente se demostro que tanto en las acciones de las células germinales apoptdticas
como del acido palmitico participa la activacion del PPAR (/6. Estas observaciones nos
permiten postular que los acidos grasos, que probablemente provienen de la degradacion de
los triglicéridos de las gotas de lipidos generadas por la fagocitosis de células germinales
apoptdticas o del medio extracelular, actuan como ligandos del factor de transcripcion PPAR
B/ regulando la oxidacién de acidos grasos y la expresion de genes relacionados con su

propio transporte y metabolismo.

Por dltimo, demostramos que las hormonas FSH y bFGF regulan de manera
diferencial la oxidacion de acidos grasos en la célula de Sertoli. FSH inhibe la oxidacion de
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acidos grasos y simultaneamente estimula la produccion de lactato sin participacion de la
activacion de PPAR B/5. Por otro lado, bFGF aumenta la oxidacion de acidos grasos, la

expresion génica y la produccién de lactato de manera PPAR (/5 dependiente.

En su conjunto, estos resultados revelan la existencia de una regulacion compleja de
mecanismos moleculares que participan en el metabolismo de acidos grasos y en la
produccion de lactato en células de Sertoli. La informacion obtenida constituye un aporte al
conocimiento de los mecanismos fisioldgicos que podrian contribuir a la regulacion del

metabolismo energético en el tubulo seminifero, fundamental para una espermatogénesis

normal.
Lic. Mariana Regueira Dra. Silvina B. Meroni Dra. Maria F. Riera
Doctorando Director Director Asistente
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