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INTRODUCCION

Introduccion

El testiculo de los mamiferos es un érgano complejo encargado de dos funciones
esenciales para la conservacion de la especie: la sintesis y secrecion de testosterona y la
produccion de un nuamero suficiente de espermatozoides. Estd compuesto por dos
compartimientos que estan relacionados estructural y funcionalmente: el compartimiento
intersticial y el compartimiento tubular. En el compartimiento intersticial o inter-tubular se
encuentran células de Leydig —responsables de la produccion de andrégenos—,
fibroblastos, macréfagos, linfocitos y mastocitos embebidos en una matriz conectiva laxa
en la que ademas se observa la presencia de vasos sanguineos de variado calibre,
nervios y vasos linfaticos (Fawcett y col., 1973). El compartimiento tubular es un sector
avascularizado del testiculo y esta rodeado por una capa de células mioides denominadas
peritubulares. Continuando hacia el interior del tubulo seminifero se halla la membrana
basal y apoyadas sobre la misma se encuentran las células de Sertoli.

La existencia de una barrera hemato-testicular divide al compartimiento tubular o
tubulo seminifero en un compartimiento basal, conteniendo espermatogonias y
espermatocitos meioticos hasta el estadio de preleptotene, y uno adluminal, que contiene
espermatocitos y esperméatides en distintos estadios de maduracion. Como consecuencia
del establecimiento de 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 el aporte de nutrientes, factores de crecimiento y asimismo para la
eliminacion de productos de desecho. Este hecho determina la importancia fundamental

de la célula de Sertoli en el desarrollo de una espermatogénesis normal.
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CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LA CELULA DE SERTOLI

La descripcion histolégica de estas células se remonta al afio 1865 cuando Enrico
Sertoli puntualizé la existencia en el tabulo seminifero de una célula con caracteristicas
particulares que luego llevaria su nombre. La denomind “cellula ramificata” y describié un
extenso citoplasma que se extendia entre las células germinales en desarrollo y la
presencia de gotas lipidicas caracteristicas (Sertoli, 1865).

La célula de Sertoli posee una arquitectura columnar y se extiende desde la
membrana basal hasta la luz tubular. Presenta numerosas prolongaciones laterales y
apicales que le otorgan un aspecto arbéreo y que dan albergue a las células
espermatogénicas, conformando asi un epitelio cilindrico simple peculiar. Esta célula
posee un extenso citoplasma y un nucleo con ubicacion basal, muchas veces indentado,
eucromatico y con uno o dos nucléolos prominentes. En el citoplasma se observa un
reticulo endoplasmatico y un aparato de Golgi peri- y supranuclear muy desarrollados, lo
gue sugiere una alta capacidad de esta célula para procesar y secretar proteinas. La
ausencia de granulos de secrecién en el citoplasma sugiere que las proteinas no son
almacenadas dentro de la célula sino que se secretan inmediatamente luego de su
sintesis. Cabe mencionar que estudios de microscopia electronica demuestran una
distribucién desigual de las organelas en el citoplasma. Estas observaciones
probablemente reflejen un funcionamiento regional de la célula de Sertoli que estaria
relacionado con necesidades particulares de las células germinales con las que contacta.

Existen otras caracteristicas morfolégicas de la célula de Sertoli que también se
relacionan con su funcionalidad (Figura 1). Entre dichas caracteristicas merecen
mencionarse la presencia de: 1) un citoesqueleto elaborado que permite el sostén de las
células germinales, 2) los complejos de especializacion ectoplasmica apical y tubulobulbar

formados por filamentos de actina y cisternas del reticulo endoplasmatico que también se
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asocian con la funcion de sostén, 3) numerosos lisosomas y vacuolas que participan en el
proceso de fagocitosis y digestion de células germinales en degeneracién y de cuerpos
residuales y 4) las uniones especializadas entre células de Sertoli vecinas que participan

en la formacién de la barrera hemato-testicular.

Especializaciones ectoplasmicas
y Complejos tubulobulbares

. Espermatide termprana

Espermatide tardia Espermatocito primario

Microtubulo

Granulos de Glucogeno
Aparato de Golgi

Espermatogonia
Gotas de lipidos IR

li\ X 4 : . : & v ' ;
Barrera hemato-testicular —:] LJ 3 AN L ‘" M
R B L I L - [ I

FIGURA 1. El esquema ilustra la ultraestructura de una célula de Sertoli. Se destacan: Apartato de Golgi,
Microtibulos, Nucleo, 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: Esperméatide 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 células de Sertoli ejercen funciones esenciales sobre el mantenimiento de las
células germinales que estan relacionadas, entre otros aspectos, con que estas células: 1)
proveen soporte estructural; 2) crean una barrera de permeabilidad selectiva; 3) participan
en el movimiento de las células germinales; 4) poseen actividad fagocitica y 5) tienen una

gran actividad secretoria mediante la cual proporcionan nutrientes y factores regulatorios

3
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a las células germinales en desarrollo. Puede concluirse que la célula de Sertoli ejerce
multiples funciones especializadas que realiza en forma simultanea con el objeto de
mantener a las células germinales en desarrollo. En los siguientes parrafos se

comentardn brevemente algunos de estos aspectos.

1) Soporte estructural

Una caracteristica destacada de la célula de Sertoli es su citoesqueleto prominente
que es uno de los més sofisticados de los descriptos en distintos tipos celulares (Vogl y
col., 2008). Los filamentos de actina, los filamentos intermedios y los microtibulos tienen
una distribucion caracteristica que cambia con los ciclos del epitelio seminifero. Cada uno
de estos componentes estd concentrado o relacionado a uniones intercelulares.
Numerosos estudios morfolégicos mostraron que dicho citoesqueleto es responsable: a)
del mantenimiento de la forma celular, b) de la ubicacion y transporte de las organelas en
el citoplasma, c) de la formacién y estabilizacion de sitios en la membrana en el contacto
célula-célula y célula-matriz extracelular, d) del posicionamiento, anclaje y movimiento de
las distintas células germinales y e) de la liberacion de las espermétides maduras en la

espermiacion.

2) Barrera de permeabilidad selectiva
El establecimiento de la barrera hemato-testicular determina una division del
epitelio seminifero en compartimientos separados no solo desde el punto de vista fisico
sino también fisiologico. En este contexto, la composicion en iones, aminoacidos,
proteinas, hidratos de carbono, lipidos y vitaminas del fluido tubular difiere
considerablemente de la del plasma sanguineo y constituye el medio adecuado para el
desarrollo de la espermatogénesis. Este fluido tubular es generado por las células de

Sertoli, las cuales secretan eficientemente productos necesarios para la diferenciacion de
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las células germinales. La barrera hemato-testicular crea ademas una barrera
inmunolégica ya que previene la entrada de inmunoglobulinas vy linfocitos al
compartimiento adluminal. Este dltimo hecho asegura que el sistema inmune del
organismo no reconozca antigenos presentes en la superficie de las células germinales
haploides.

Otra caracteristica particular de la barrera hemato-testicular es que la misma posee
una naturaleza dindmica ya que debe abrirse periédicamente para permitir el pasaje de
los espermatocitos preleptoténicos/leptoténicos desde el compartimiento basal hacia el
compartimiento adluminal. Este proceso de transposicion requiere que las uniones

celulares se desarmen y se vuelvan a armar (Lui y col., 2003).

3) Movimiento de células germinales

Las células germinales carecen de la arquitectura caracteristica de células que
migran como la que poseen los fibroblastos, por lo que el movimiento de las mismas hacia
la luz tubular que acompafa el proceso de diferenciacion es activamente controlado por
las células de Sertoli (Russell, 1977). Cabe destacar que en el movimiento de las células
germinales estan involucrados tres procesos diferentes: 1) la transposicién, que
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 una

espermatide madura a la luz tubular.

4) Actividad fagocitica
En cuanto a la capacidad fagocitica las células de Sertoli tienen un comportamiento
semejante a los macrofagos. Los cuerpos residuales liberados por las espermatides

durante la espermiacion y las células germinales apoptéticas que degeneran durante la
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espermatogénesis son fagocitados por la célula de Sertoli (Kerr y de Kretser, 1974;
Shiratsuchi y col., 1999). Esta funcién fagocitica es esencial para el mantenimiento de la
integridad del epitelio seminifero que de otra forma se colmaria de células en
degeneracion y cuerpos residuales. Otra particularidad de la fagocitosis en las células de
Sertoli es que la misma resulta en la formacion de numerosas gotas lipidicas, que son
caracteristicas de estas células, las que proveen sustratos energéticos -como los acidos

grasos- para la produccion de ATP (Xiong y col., 2009).

5) Provision de nutrientes y factores regulatorios

El microentorno que propicia el desarrollo de la espermatogénesis es generado por
la célula de Sertoli y a su vez es mantenido por la presencia de la barrera hemato-
testicular. La célula de Sertoli secreta una gran variedad y cantidad de sustancias -iones,
aminoacidos, proteinas, vitaminas- tanto al compartimiento basal como al adluminal.

Entre las proteinas producidas por las células de Sertoli se han identificado algunas
idénticas y otras similares a las proteinas presentes en el plasma, asi como también
muchas proteinas especificas del testiculo (Wright y col., 1981). Cada una de estas
proteinas cumple funciones muy diversas tales como proteinas de transporte, proteasas,
inhibidores de proteasas, glucoproteinas de la matriz extracelular, hormonas, factores de
crecimiento, etc. (Griswold, 1988).

Con respecto a las proteinas de transporte, la proteina fijadora de andrégenos
(ABP) fue una de las primeras proteinas en ser identificadas como producto de secrecion
de la célula de Sertoli (Sanborn y col., 1975). Se postula que la funcion de la ABP en el
testiculo estaria relacionada a su capacidad de regular los niveles de androgeno libre. Por
otra parte, la alta capacidad de la ABP para transportar androgenos en la luz tubular y su
pasaje a la luz epididimaria sugiere que esta proteina es esencial para el aporte de

androgenos al tejido epididimario.
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Otra de las proteinas de transporte producidas por la célula de Sertoli, importante
desde el punto de vista fisiologico, es la transferrina. Esta proteina, con capacidad de unir
hierro es secretada hacia el compartimiento adluminal (Skinner y Griswold, 1980). Las
células germinales presentes en dicho compartimiento incorporan la transferrina y utilizan
el hierro para la sintesis de diversas hemoproteinas (Sylvester y Griswold, 1994).

Por otro lado, la célula de Sertoli secreta proteinas con actividad de proteasas y de
inhibidores de proteasas. La secrecion de este tipo de proteinas ha sido relacionada con
los procesos de reestructuracion o remodelacion del tdbulo seminifero que ocurren
durante el proceso de transposicion y de espermiacion (Mruk y Cheng, 2004).

Si bien la mayoria de las proteinas secretadas por la célula de Sertoli tienen
efectos dentro de la gonada existen otras, tales como la hormona anti mulleriana (AMH) y
las inhibinas, que son secretadas a la circulacion sistémica y actian como mediadores
enddcrinos en otros tejidos.

Ademas de proteinas, la célula de Sertoli secreta al medio extracelular sustancias
nutritivas que van a ser utilizadas por las células germinales que se encuentran mas alla
de la barrera hemato-testicular. Entre ellas el lactato ha sido una de las méas estudiadas, y

se tratard con mayor detalle en los siguientes parrafos.

5.1) Produccién de lactato y mecanismos bioquimicos involucrados.

La primera evidencia de que el lactato es un factor indispensable para la supervivencia
de las células germinales proviene de estudios en donde se observo que espermatocitos
paquiténicos y espermatides redondas en cultivo incubados con lactato presentaban una
mayor incorporacion de uridina o de leucina marcadas con tritio que aquellos incubados
en presencia de glucosa (Jutte y col., 1981). Ademas, los autores observaron que la
ausencia de lactato producia una disminucion en la sintesis de ARN y de proteinas y que

las células germinales perdian su vitalidad. Por otro lado, Robinson y Fritz (1981)



INTRODUCCION

evaluaron los productos provenientes de la metabolizacién de glucosa, marcada con **C,
por cultivos de células de Sertoli aisladas a partir de testiculos de ratas de 20 dias de
edad. La mayor proporcion de la marca estaba presente en los aniones, cuyo maximo
exponente era el lactato, mientras que sélo una pequefia cantidad aparecia en el CO; y
menos aun en el glucdégeno y los lipidos. Asimismo, Grootegoed y colaboradores (1986)
estudiaron la utilizacién de piruvato marcado por la célula de Sertoli y observaron que sélo
un bajo porcentaje del metabolito era oxidado completamente a CO, mientras que la
mayor parte era convertida a lactato. Teniendo en cuenta estos estudios, se concluyé que
la glucosa es rapidamente metabolizada por la célula de Sertoli a lactato y que solamente
un pequefio porcentaje del producto de la glucdlisis es oxidado a traves del ciclo de
Krebs.

El camino metabdlico que lleva a la produccién de lactato a partir de glucosa y su
exportaciéon de la célula involucra la regulacion de un gran numero de procesos entre los
gue se encuentran: a) la incorporacion de glucosa a la célula mediada por transportadores
de glucosa (GLUTSs), b) la regulacién de enzimas claves para el flujo glucolitico como la
fosfofrutoquinasa-1 (PFK-1) y la piruvato quinasa (PK), c) la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH), que cataliza la conversion de piruvato a lactato, d) la regulacién
del complejo piruvato deshidrogenasa (PDC) y e) la exportacion del lactato a través de
transportadores de monocarboxilatos (MCTs). En numerosos estudios se ha observado
gue aquellas hormonas que incrementan la produccion de lactato regulan uno o varios de
los mecanismos mencionados para contribuir al aumento de la produccion del hidroxiacido
(Riera y col., 2001; Riera y col., 2002; Riera y col., 2003; Galardo y col., 2008; Regueira y

col., 2015)
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REGULACION HORMONAL DE LA CELULA DE SERTOLI

Las gonadotrofinas hipofisarias LH y FSH son los principales agentes regulatorios
de la célula de Sertoli. Dicha regulacién se ejerce en forma directa (FSH) o en forma
indirecta (LH) a través de los andrégenos secretados por la célula de Leydig. Ademas,
una gran variedad de péptidos producidos en la gonada es capaz de regular el

funcionamiento de la célula de Sertoli.

Regulacion por FSH y andrégenos

La FSH es la hormona principal en la regulacién de las funciones de la célula de
Sertoli. Las acciones biolégicas de la FSH comienzan luego de la interaccién con su
receptor especifico en la membrana plasméatica. Cabe mencionar que en el testiculo,
dichos receptores estan presentes solamente en la célula de Sertoli (Simoni y col., 1997).

Durante el periodo fetal, neonatal y prepuberal, la FSH estimula la proliferacion de
las células de Sertoli. Este proceso de proliferacion en el cual participa la FSH 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 numero limitado de células germinales, la eficiencia del periodo
proliferativo determinard la capacidad espermatogénica de un individuo adulto (Orth,
1982; 1984).

La FSH también desempefia un papel muy importante en la regulacién del proceso
de diferenciacion terminal de la célula de Sertoli que ocurre cuando la misma ha cesado
en su proliferacién. Dicho proceso de diferenciacion coincide temporalmente con el inicio
de la primera divisién mei6tica e involucra la adquisicion por parte de la célula de Sertoli
de las capacidades necesarias para mantener el desarrollo de la espermatogénesis. En
cultivos de células de Sertoli se ha observado que FSH regula la produccion de lactato y

diversos mecanismos involucrados en dicha produccion (Riera y col., 2001). Asimismo la

9
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hormona es capaz de regular la produccion de diversas proteinas tales como: proteina
ligadora de andrégenos (ABP) (Fritz y col., 1976; Louis y Fritz, 1979), transferrina (Skinner
y Griswold, 1982), activador del plasmindgeno (Lacroix y Fritz, 1982), inhibina (Toebosch y
col., 1989), hormona anti Milleriana (AMH) (Kuroda y col., 1990), factores de crecimiento
(Naville y col., 1990; Mullaney y Skinner, 1992; Gnessi y col., 1997; Tadokoro y col.,
2002), y factores de transcripcion tales como Dmrt, C/EBP y GATA-1 (Grgnning y col.,
1999; Chen y Heckert, 2001; Zhang y col., 2002).

Por otro lado, los andrégenos juegan un papel central en el desarrollo y
mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios y asimismo en la
espermatogénesis. Las primeras evidencias de su rol en la espermatogénesis provienen
de estudios realizados en animales adultos hipofisectomizados donde se observo que la
administracion de testosterona era capaz de mantener la espermatogénesis cuando se
administraba inmediatamente luego de la hipofisectomia. Estudios de inmunohistoquimica
y de hibridizacién in situ realizados sobre cortes de testiculo adulto demostraron que el
receptor de andrégenos se expresa en las células de Sertoli, en las células de Leydig y en
las células peritubulares, por lo que la acciébn androgénica sobre la espermatogénesis es
indirecta a través de la célula de Sertoli. En esta Ultima célula la expresion del receptor de
andrégenos aumenta con el desarrollo sexual (Rey y col., 2009). En la rata, la expresién
del receptor de androgenos se detecta a partir de los 20 dias de edad y aumenta hasta

alcanzar un maximo en la vida adulta.

Regulacion paracrina/autocrina

Una gran variedad de péptidos que se producen localmente en el testiculo regulan
la funcionalidad de la célula de Sertoli. Entre ellos cabe mencionar a: 1) factores de
crecimiento tales como EGF, PDGF, TGFa y B, NGF, bFGF e IGFs, 2) citoquinas tales

como IL-1, IL-6 y TNFa, 3) neuropéptidos tales como GHRH, péptido activador de la
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adenilatociclasa pituitaria (PACAP), sustancia P y Bendorfina y 4) péptidos vasoactivos
tales como como endotelina-1 y factor natriurético atrial. Una extensa revision de los sitios
de produccion y de las acciones de estos péptidos en la génada ha sido realizada por
Gnessi y colaboradores (1997). Ademas de factores peptidicos se observé que la
funcionalidad de la célula de Sertoli también puede ser regulada por mediadores de
distinta naturaleza quimica como nucleotidos/nucleésidos (Meroni y col., 1998; Galardo y
col., 2010), prostaglandinas (Matzkin y col., 2012), vitamina D (Zanatta y col., 2011), 4cido
retinoico (Livera y col.,, 2002), endocanabinoides (Grimaldi y col., 2013), etc. Estos
mediadores intratesticulares producen el ajuste fino de la funcionalidad de la célula de

Sertoli.

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 estd destinada fundamentalmente a la produccion de lactato. Ademas, se ha
demostrado que la célula de Sertoli aislada se adapta a condiciones extremas de
privacion de glucosa con mantenimiento de su viabilidad y de la produccion de lactato
(Riera y col., 2009). Surge entonces el interrogante acerca de cual es la fuente de energia
utilizada por 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 cetonicos por lo que

estos autores sugirieron que los acidos grasos constituyen una fuente energética para
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sostener su metabolismo.

Como ya se mencion0, la actividad fagocitica de la célula de Sertoli es fundamental
para mantener la integridad del tdbulo 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 espermiacion. Wang y colaboradores
(2006) demostraron, en células de Sertoli en cultivo, una correlacion entre la formacion de
gotas lipidicas y la fagocitosis de células germinales apoptoéticas. Estos autores sugirieron
que el reciclado del contenido lipidico, proveniente de los cuerpos residuales y de las
células germinales apoptéticas, seria la manera mas simple de solventar la demanda de
acidos grasos de la célula de Sertoli. Mas 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 apoptoticas, ademas de aumentar el nimero de gotas de lipidos,
aumenta los niveles de ATP en las células de Sertoli. Adicionalmente, observaron en estos
mismos cocultivos que la inhibicién de la oxidacién de acidos 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 apoptéticas y de cuerpos residuales— constituyen el principal sustrato
energético para las células de Sertoli”.

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 grasos estaria principalmente destinada a la obtencion de ATP para cubrir las
propias demandas energéticas de la célula de Sertoli. En este contexto, la sintesis de

triacilglicéridos (TAGs) y su almacenamiento en gotas de lipidos seria un mecanismo
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fundamental para la homeostasis energética del tabulo seminifero, reservando energia

facilmente disponible para el funcionamiento adecuado de la célula de Sertoli.

METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos son fundamentales para diversos procesos celulares y, como es
conocido, constituyen la principal fuente energética para algunos tejidos. Dichos
compuestos pueden ser almacenados como lipidos simples (TAGS) o incorporados en
lipidos complejos que pueden jugar un rol estructural como principal componente de las
membranas biologicas o formar parte de cascadas de sefiales de transduccion
especificas (Meldrum y col., 1991). Asimismo, los &cidos grasos fuera de la célula pueden
desencadenar respuestas bioldgicas a través de la uniéon a receptores en la membrana
plasmética (Hara y col., 2014) o alternativamente dentro de la célula pueden actuar
modificando la transcripcion génica al unirse a factores de transcripcion ligando
dependientes (Neels y Grimaldi, 2014). Por otro lado, un exceso de &cidos grasos dentro
de la célula puede ejercer efectos nocivos y provocar un severo dafio celular,
fundamentalmente debido a sus propiedades hidrofébicas (Katz y Messineo, 1981;
Corpeleijn y col., 2008; Wang y col., 2009). Es por esta razon, que el metabolismo de los
acidos grasos debe ser finamente regulado con el objeto de mantener los niveles
intracelulares adecuados. Dicho metabolismo incluye por un lado, la incorporacion de los
acidos grasos a lipidos simples y complejos que seran almacenados en las gotas de
lipidos y por otro lado, la degradacion de los mismos con la consiguiente obtencion de
energia para la célula. En los siguientes parrafos se resumen muy brevemente las etapas

esenciales para la sintesis de TAGs y la formacion de gotas lipidicas.
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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 circulacion sanguinea unidos a albdamina.
Si bien debido a su hidrofobicidad estos acidos grasos pueden ingresar a la célula por
difusion simple a través de la membrana plasmatica, hoy se sabe que la mayor parte del
ingreso de los 4cidos grasos al interior celular es mediado por transporte facilitado. Se
han descripto varios tipos de proteinas de membrana que facilitan la entrada de los
mismos entre los cuales se encuentra la proteina transmembrana CD36, proteina
translocasa de acidos grasos (FAT/CD36). Es una glicoproteina de 88 kDa, perteneciente
a la familia de receptores scavengers de clase B (Silverstein y Febbraio, 2009; Glatz y
col., 2010; Degrace-Passilly y Besnard, 2012; Kazantzis y Stahl, 2012). Se ha demostrado
la presencia de FAT/CD36 en la célula de Sertoli y se ha postulado, ademas de su
conocido rol como transportador, su participacion en la fagocitosis de células germinales

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

2) Activacion de 4cidos grasos

Una vez dentro de la célula, los acidos grasos deben ser activados para su
posterior utilizacion, independientemente de la via metabdlica a la que seran destinados.
La activacion se lleva a cabo por una familia de Acil-CoA sintetasas que esterifican el
acido graso con la coenzima A (CoA) formando el acil-CoA correspondiente, reaccion que
es irreversible y consume dos moléculas de ATP. El acil-CoA resultante se une a las
proteinas que unen acil-CoAs (ACBP) o a las proteinas de union de acidos grasos
citoplasmaticas (FABPc), proteinas que ademas de unir acidos grasos, también tienen
capacidad de unir el acido graso activado (Storch y Corsico, 2008). Este proceso permite

a la célula un medio eficiente para el rapido metabolismo de los acidos grasos que se
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captan y contribuye a disminuir la concentracion intracelular de acidos grasos libres lo

cual favorece su transporte (Kazantzis y Stahl, 2012).

3) Sintesis de TAGs

La sintesis de TAGs juega un papel fundamental en multiples procesos biolégicos
celulares tales como absorcion intestinal de grasas, almacenamiento energético,
secrecion de lipidos en la leche materna, atenuacion de la lipotoxicidad generada por
acidos grasos libres y sefiales de transduccion. La sintesis de novo de TAGs en la
mayoria de los tejidos consiste en la acilacion sucesiva del esqueleto de glicerol-3-fosfato
en sus tres &tomos de carbono. La primera acilacion, en el carbono 1 es catalizada por la
enzima glicerol-fosfato-acil-transferasa (GPAT) y resulta en la formacion de &cido
lisofosfatidico. Existen cuatro isoformas de GPAT que se expresan diferencialmente en
distintos tejidos. La expresion de las mismas aumenta considerablemente en situaciones
que requieren la sintesis de TAGs como en animales alimentados con dietas ricas en
hidratos de carbono luego del ayuno o en la diferenciacion de fibroblastos a adipocitos
(Wendel y col., 2009). Son claves en la regulacién del inicio de la sintesis de TAGs. En
particular, GPAT1 y GPAT2 se localizan en la membrana mitocondrial y compiten con la
enzima carnitina palmitoil-transferasa 1 (CPT1) por los acil-CoAs que seran destinados a
la sintesis de lipidos o a la B-oxidaciébn mitocondrial respectivamente. La segunda
acilacion es catalizada por la enzima acil-glicerol-fosfato-aciltransferasa (AGPAT),
generandose acido fosfatidico. Luego una fosfatasa especifica del acido fosfatidico
(PAP/lipin) elimina el fosfato dando como producto al diacilglicerol (Coleman y Mashek,
2011). Finalmente, la enzima diacilglicerol-acil-transferasa (DGAT) es la encargada de
catalizar la tercera acilacion del diacilglicerol para dar como resultado los TAGs. Existen
dos isoformas de DGAT (DGAT1 y DGAT2). A pesar de catalizar la misma reaccion, las

isoformas de DGAT se distinguen por sus propiedades cataliticas, regulacion fisiolégica y
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fenotipos que resultan de los animales transgénicos nulos (KO). Ambas enzimas se
encuentran localizadas en el reticulo endoplasmatico y su expresion es alta en tejidos que

se especializan en la sintesis de TAGs (Shi y Cheng, 2009).

4) Formacion de gotas lipidicas

Los TAGs son los encargados de almacenar eficientemente los &cidos grasos en el
interior celular cuando la oferta de los mismos supera su demanda. Su almacenamiento
se produce en organelas denominadas gotas lipidicas. Si bien tradicionalmente las gotas
lipidicas fueron consideradas simplemente como un compartimiento intracelular destinado
al almacenamiento lipidico, en la actualidad se postula que juegan un rol fundamental en
la homeostasis lipidica celular. Son organelas sorprendentemente complejas. Estan
formadas por un centro de lipidos neutros, principalmente TAGs, rodeado de una
monocapa de fosfolipidos y proteinas asociadas especificas que varian de acuerdo a las
distintas condiciones metabdlicas y los distintos tipos celulares (Ducharme y Bickel, 2008).

La formacion de gotas lipidicas es un proceso sincronizado, gradual y progresivo
gue se origina en el reticulo endoplasmético y que se desencadena por la presencia de
acidos grasos. Se inicia con la llegada de los &cidos grasos, su activacion y la sintesis de
TAGs en el reticulo endoplasmatico (Takeuchi y Reue, 2009). Se genera un nucleo de
TAGs que se expande progresivamente. Cuando este nucleo de TAGs crece se acomoda
entre las dos hojas de la bicapa de lipidos de la membrana del reticulo, formando un
glébulo. La curvatura de la membrana resultante es estabilizada por lipidos especificos y
recluta proteinas del reticulo endoplasmatico que estabilizan el globulo y marcan el inicio
de la biogénesis de la gota lipidica. La transicion del glébulo a gota lipidica ocurre
rapidamente con la sintesis de nuevos lipidos neutros catalizada por las distintas enzimas
gue se localizan en las cercanias y forman complejos proteicos en el sitio de ensamblaje.

También se generan fosfolipidos que favorecen el remodelado de la membrana y reclutan
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proteinas especificas. Las gotas lipidicas nacientes se expanden reclutando nuevos
glébulos de TAGs que se generan en el resto de la superficie del reticulo endoplasmatico.
Nuevos fosfolipidos se generan en las zonas vecinas para soportar la expansion de la
gota lipidica a la cual se anclan distintas proteinas estructurales que favorecen su
estabilidad, impidiendo el acceso de las lipasas a los sitios de nucleacion. Asi la gota de
lipido naciente se expande progresivamente y se mueve hacia regiones centrales de la
célula para formar la gota de lipido madura (Wilfling y col., 2014).

El descubrimiento de la familia de las proteinas perilipinas (PLINS) ha sido un gran
progreso en el estudio del rol de las gotas lipidicas en la homeostasis lipidica celular
(Bickel y col., 2009). Existen 5 perilipinas (PLIN1-5) que se clasifican en dos grupos de
acuerdo a su estabilidad en ausencia de gotas lipidicas: a) las PLIN 1 y 2 que estan
siempre unidas a las gotas lipidicas y se degradan en ausencia de las mismas y b) las
PLIN 3, 4 y 5 que pueden estar unidas a las gotas lipidicas o libres en el citoplasma.
Presentan una distribucion tejido especifica. Se conoce que PLIN1 y PLIN4 son
expresadas principalmente en adipocitos, mientras que PLIN2 y PLIN3 son ubicuas
siendo PLIN2 la forma predominante en higado. Por otro lado, PLIN5 se expresa
principalmente en corazon, musculo esquelético e higado en ayuno. Al momento del inicio
de este trabajo, solo se ha demostrado la presencia de PLIN2 en la célula de Sertoli
(Okumura, 2011).

Se ha demostrado que la célula de Sertoli presenta numerosas gotas lipidicas y
gue luego de la fagocitosis de células germinales apoptoticas y de cuerpos residuales se
incrementa el nimero y tamafio de las mismas (Wang y col., 2006). Teniendo en cuenta
estas observaciones y considerando que las células de Sertoli utilizan a los acidos grasos
como principal fuente energética, el almacenamiento de TAGs en gotas lipidicas resulta
esencial para asegurar la disponibilidad de acidos grasos necesaria para mantener el

metabolismo energético de la célula de Sertoli.
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En este contexto, el estudio de la expresion y regulacibn de FAT/CD36 -
transportador de acidos grasos-, de las GPATs y DGATs -enzimas que participan en la
formacion de TAGs-, y de las PLINs -proteinas que regulan la formacion, estabilidad y
acceso de lipasas a las gotas lipidicas-, resulta muy interesante para un conocimiento

mas completo de la fisiologia de la célula de Sertoli.

REGULACION DEL METABOLISMO LIPIDICO POR RECEPTORES ACTIVADOS POR

PROLIFERADORES DE PEROXISOMAS (PPAR)

La regulacién del metabolismo lipidico es fundamental para asegurar un correcto
balance energético. Entre los factores de transcripcién que regulan la expresion de genes
relacionados con el metabolismo lipidico se encuentran los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (peroxisome proliferator activated receptors, PPARS).
Dichos receptores son ligando dependiente y pertenecen a la superfamilia de receptores
nucleares que heterodimerizan con el receptor de retinoides RXR. Si bien los PPARs
fueron inicialmente relacionados con la proliferacién de peroxisomas y de alli su nombre,
se descubrié mas tarde que juegan un papel esencial tanto en el catabolismo como en el
anabolismo de &cidos grasos. Existen tres isoformas de PPARs, PPARa, PPARB/S y
PPARy que se encuentran codificadas por tres genes distintos, localizados en
cromosomas diferentes (Neels y Grimaldi, 2014).

Aunque los ligandos endogenos 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 acidos 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
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especificos del PPARa (Devchand y col., 1996; Fu y col.,, 2003; Chakravarthy y col.,
2009), derivados del &cido 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
(PGI,) derivada de la reaccion catalizada por la ciclo-oxigenasa 2, son ligandos
especificos del PPARB/® (Coleman y col., 2007; Naruhn y col., 2010; Riahi y col., 2010),
mientras que la prostaglandina J, (PGJ;) es un potente activador del PPARYy (Fajas y col.,
2001).

En ausencia de ligando el heterodimero PPAR:RXR se encuentra unido al ADN en
los elementos de respuesta a PPARs (PPRE) 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 interacciéon 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
liberacion 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 1a del
PPARy (PGC1a), entre otros. Estos co-activadores permiten el reclutamiento de la
magquinaria de transcripcion y de esta manera regulan la expresion génica (Wang y col.,
2003; Lim y col., 2004; Guan y col., 2005).

Las tres isoformas de PPARs presentan una distribucion tejido especifica, o que
hace predecir funciones definidas para cada una de ellas. EI PPARa, expresado
mayoritariamente en higado, musculos esquelético y cardiaco, es capaz de regular genes
relacionados con la oxidacion de &cidos grasos tales como CPT1 y las acil-CoA

deshidrogenasas de cadena larga y media (LCAD y MCAD, respectivamente) (Gulick y
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col., 1994; Mandard y col., 2004). Por lo tanto, se lo considera uno de los factores de
transcripcion relacionados con procesos catabdlicos. EI PPARB/® es de expresién ubicua
y es considerado el PPAR mas versatil de los tres en cuanto a su funcion. Los primeros
estudios sobre el PPAR[B/® mostraron la capacidad del receptor para regular la utilizacion
de &cidos grasos como fuente de energia (Muoio y col., 2002) aumentando la expresion
de genes relacionados con el transporte y metabolismo de &cidos grasos tales como
FAT/CD36, FABP (proteina de unién a los &cidos grasos), acil-CoA sintetasa, CPT1,
MCAD (Neels y Grimaldi, 2014). Estudios mas recientes, ubican al PPAR (/5 en el eje de
la regulacién metabdlica, ya que regula distintos caminos dependiendo del tejido y del
estado metabdlico del organismo (Lee y col., 2006; Burkart y col., 2007).

Por ultimo, el PPARy se expresa predominantemente en tejido adiposo y en
sistema inmune. Existen dos variantes, el PPARy1 y el PPARy2 las cuales se originan
apartir de dos sitios distintos de iniciacion de la transcripcion del mismo gen (Fajas y col.,
1997). Originalmente se lo describi6 como el factor de transcripciébn que dirige la
diferenciacion de adipocitos (Tontonoz y col., 1995; Lowell, 1999). Mas adelante se
demostr6 que regula vias que participan en el control de la entrada, transporte,
almacenamiento y disponibilidad de lipidos (Walczak y Tontonoz, 2002) y es en general el
PPAR que ha sido relacionado con los procesos anabolicos (Lehrke y Lazar, 2005). En la
actualidad, ademéas de su acreditado rol en la diferenciacion del adipocito y en el
metabolismo lipidico, el PPARy también es reconocido por su rol crucial para controlar la
compleja red de genes involucrados en la homeostasis de la glucosa y la sensibilizacién a
la insulina (Nielsen y col., 2008; Ahmadian y col., 2013). En este contexto cabe mencionar
que agonistas PPARy como las glitazonas han sido ampliamente utilizadas para el
tratamiento de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (Spiegelman, 1998; Picard y Auwerx,

2002).
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Particularmente poco se conoce acerca de la regulacion por activaciéon de PPARs
en células de Sertoli. Recientemente se ha demostrado que la activacion de PPARa y
PPARB/d aumenta la oxidacion de acidos grasos y la expresion de genes vinculados con
el transporte y metabolismo de los mismos como el FAT/CD36, CPT1, LCAD y MCAD.
Ademas se ha observado que sdlo la activacion del PPARB/d aumenta la produccién de
lactato como consecuencia de un aumento en la disponibilidad de piruvato. En este
contexto se demostré6 que la activacion de PPARB/d aumenta los niveles de PDC
fosforilado y la expresion de PDK1 y PDK4, enzimas encargadas de dicha modificacion
(Regueira y col., 2014). Con respecto al PPARy, se ha observado que su expresion
aumenta con la edad del animal, siendo méxima a los 20 dias de edad (Thomas y col.,
2011). ElI mismo trabajo utilizando microarreglos muestra que la sobreexpresién de PPARy
regula la expresion de miles de genes. Un grupo importante de los mismos fueron
categorizados en procesos bioldgicos relacionados a vias metabdlicas de lipidos e
hidratos de carbono lo que sugiere un rol importante del PPARy en la regulacion del
metabolismo energético de la célula de Sertoli. Sin embargo, la posible participacion de la
activacion de PPARy en la regulacion de la expresion de genes que participan
especificamente en el transporte de acidos grasos, en la sintesis de TAGs y en la
formacion de gotas lipidicas asi como también en la produccion de lactato, metabolito

esencial para las células germinales, no ha sido aun estudiada en la célula de Sertoli.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

De lo expuesto en la introduccion, se desprende que el estudio de nuevos
mecanismos moleculares que participan en la sintesis de TAGs y formacién de gotas
lipidicas asi como aquellos que controlan la produccion de lactato, contribuird al
entendimiento de la regulacién del metabolismo energético de la célula de Sertoli,
fundamental para un normal desarrollo de la espermatogénesis.

Por ello, nos hemos planteado la siguiente hipétesis y respectivos objetivos:

Hipotesis

La activacion del PPARYy participa en el mantenimiento de un adecuado equilibrio
energético en la célula de Sertoli regulando mecanismos moleculares involucrados en el
metabolismo lipidico como la sintesis de TAGs y formacion de gotas lipidicas y en el

metabolismo de hidratos de carbono como la produccion de lactato.

Objetivo General

Estudiar la participacion del PPARy en los mecanismos que operan en el tubulo
seminifero para un adecuado metabolismo energético. Este objetivo se encuadra dentro
de un objetivo mayor del Laboratorio de Biologia Celular Gonadal del Centro de
Investigaciones Endocrinolégicas, Dr César Bergada, que es elucidar los mecanismos
moleculares involucrados en el funcionamiento de las células del tubulo seminifero que

conducen a una espermatogénesis normal.

Objetivos Especificos
v Estudiar la regulacion por activacion de PPARYy de los mecanismos moleculares
gue participan en la sintesis de TAGs y formacion de gotas lipidicas en la célula
de Sertoli.
v Estudiar la regulacion por activacion de PPARy de los mecanismos moleculares

involucrados en la produccion de lactato por las células de Sertoli.
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Materiales y Métodos

-MATERIALES

La Rosiglitazona, activador farmacolégico de PPARy, fue provista por Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU). El compuesto radioactivo 2-[1,2-*H]-desoxi-D-glucosa (2-
DOG marcada con tritio) fue obtenido en New England Nuclear Co. (Boston, MA, EE.UU.).
El anticuerpo anti-Fosfo-Piruvato Deshidrogenasa-Ela (Ser293) (p-PDC) fue adquirido en
Novus Biologicals (Littleton, CO, EE.UU.), el anti-B-tubulina en Sigma-Aldrich (T8328, St.
Louis, MO, EE.UU.), y los anticuerpos secundarios anti-lnmunoglobulina de conejo y de
ratdbn conjugados con peroxidasa en Cell Signaling Technology (Boston, MA, EE.UU.). Los
cebadores para la determinacion de ARNm por RT-PCR cuantitativa fueron adquiridos en
Eurofines MWG Operon (Huntsville, AL, EE.UU.). Los medios de cultivo utilizados y todos
los demas reactivos y drogas fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).
Las ratas de 20 dias de edad fueron provistas por el bioterio del Instituto de Biologia y
Medicina Experimental (IByME) (Buenos Aires, Argentina) y fueron sacrificadas por asfixia
con CO; siguiendo los procedimientos del National Institute of Health (NIH) Guide for Care
and Use of Laboratory Animals.

Los plasmidos utilizados fueron, pGL3-Basic/pRL-TK (Promega Corporation,
Madison, EE.UU.) y pGL3PPREx3TK-LUC gentilmente cedido por el Dr. Evans (La Jolla,

CA, EE.UU.) (Forman y col., 1995).

-METODOS

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 extraidos en condiciones de esterilidad. Todo el

procedimiento posterior fue realizado bajo flujo laminar, en solucion salina balanceada de
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Hank’s (HBSS, pH 7,4). Para el aislamiento de células de Sertoli se utiliz6 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 accion de la colagenasa fue detenida por dilucién 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 tabulos seminiferos cortados finamente fueron tratados con una solucion 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 desoxirribonucleasa por 10 minutos, tratamiento que permite
eliminar las células peritubulares. Dicho tratamiento fue detenido por dilucion con 10
volumenes de HBSS. Los fragmentos de tubulos 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 dilucion 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 y 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 pg/ml, vitamina E 5 pg/ml, hidrocortisona 4 ng/ml, penicilina 100 Ul/ml,
anfotericina B 2,5 ug/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 pocillos, en frascos de 25 cm? o en
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portaobjetos multicAmara de 8 pocillos a una densidad de 5 pg ADN/cm?. Las células
fueron cultivadas en estufa humidificada a 34 °C en atmdsfera de CO, 5%:aire 95%. Las
células se dejaron adherir por 48 horas en las condiciones descriptas y luego se

reemplazé el medio por medio completo.

Extraccién 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 pocillos segun la técnica
desarrollada por Chomczynski y Sacchi (1987) 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
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, 05 mM de Ila mezcla de dNTPs
(desoxirribonucleodtidos trifosfato) y la enzima transcriptasa reversa MMLV (Moloney
Murine Leukemia Virus) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) en un volumen final de 20 pl.

Luego de la retrotranscripcion, las muestras fueron diluidas hasta un volumen final de 40

Ml.

Determinacion de los niveles de ARNm por RT-PCR cuantitativa (RT-gPCR): La
cuantificacion por RT-qPCR fue realizada utilizando el equipo StepOne Real Time PCR
System (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido). La mezcla de reaccion fue
preparada usando 10 pl de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems),
cebadores sentido y antisentido especificos en concentraciones 400 6 900 nM segun el
gen analizado, 3 ul de la dilucion de ADNc de cada muestra en un volumen final de
reaccion de 20 pl. El programa de amplificacion utilizado fue: desnaturalizacion inicial a

95°C por 10 minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos seguidos de
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una hibridizacion y extension a 60°C 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 disociacién. Los datos fueron normalizados con
hipoxantina fosforibosil transferasa 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 estdndar relativa para obtener los
resultados que fueron expresados como veces de variacion respecto del basal.

Los cebadores sentido y antisentido especificos de cada gen fueron disefiados
utilizando el programa Vector NTI; se verifico6 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 tamafio 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 verifico su especificidad
utilizando el programa NCBI-PrimerBLAST y la amplificacion de un Unico producto a
través de la técnica de RT-PCR. En la Tabla 1 se muestran las secuencias de los

cebadores disefiados para cada gen analizado.

Caracterizacion de la expresion de las isoformas de GPATs y PLINs por RT-PCR:
Para la evaluacion de la expresion de las distintas isoformas de GPATs y PLINs, las
monocapas de células de Sertoli obtenidas luego de 96 horas de cultivo fueron tratadas
por 2 minutos con buffer Tris 20 mM, pH 7,4 (tratamiento hipotonico) y posteriormente
lavadas con medio de cultivo (Schteingart y col., 1989). A continuacion, se realizé una
evaluacion microscoépica de las mismas donde se puede observar que el tratamiento
hipoténico permite la obtencion de una monocapa de células de Sertoli libres de células

germinales (Figura 1). Adicionalmente se evaluo la presencia de LDH C (isoforma de LDH
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solo presente en células germinales) por RT-PCR en los extractos celulares. La Figura 2
muestra que no se detecta LDH C en las preparaciones de células de Sertoli luego del
tratamiento hipotdénico. Estas preparaciones de monocapas de células de Sertoli libres de

células germinales fueron utilizadas para realizar los estudios correspondientes.

Figura 1. Microfotografia en contraste de fase de la monocapa de células de Sertoli después del
tratamiento hipoténico. Microfotografia de la monocapa de células de Sertoli tomada al dia 5 de cultivo
(X100).

T C5 CG B

LDH C-

Figura 2. Expresion de LDH C. Se realiz6 un analisis por RT-PCR de la expresion de LDH C. Se utilizo
ADNCc proveniente de testiculo (T), de células de Sertoli luego de tratamiento hipotdnico (CS) y de células
germinales (CG) aisladas de ratas de 31 dias de edad. Blanco de reaccion (Bl).

El ARN total fue extraido de la monocapa de células de Sertoli como se describio
anteriormente y a partir del ADNc obtenido, se realiz6 una PCR utilizando los cebadores
especificos para cada gen que se indican en la Tabla 1.

La mezcla de reaccion para la PCR incluia 2 pl de ADNc, 0,5 ul de dNTPs 10 mM,
1 pl de cebadores sentido 10 uM, 1 yl de cebadores antisentido 10 yM, 5 ul de 5x
Colorless GoTaq Reaction Buffer, 15,25 pl de H,O libre de nucleasas, y 0,25 ul de la
enzima GoTaq ADN Polimerasa (5 U/ul) (Promega, Madison, WI, EE.UU.).

El programa de amplificacion utilizado fue: desnaturalizacion inicial a 95°C por 2
minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 45 segundos, hibridizaciéon a 60°C por
45 segundos y extension a 72°C por 1 minuto/kb, seguido por un ciclo de extension final a

72°C durante 5 minutos.
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Los productos de PCR y un marcador de pares de bases (50bp ladder plus,
Dongsheng Biotech, Guangdong, China) fueron separados electroforéticamente en un gel
de agarosa 1,5% P/V conteniendo bromuro de etidio (0,15 ug/ml, Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE.UU.). El producto de PCR se visualizd como una uUnica banda del tamafio

esperado. Se realizaron controles negativos y positivos de amplificacion.

Cebadores

Sentido: 5-ACCAGGCCACATAGAAAGCA-3’
FAT/CD36

Antisentido: 5’-CACCAATAACGGCTCCAGTAA-3’

Sentido: 5-TGCCCAATTCATCAGAATAC-3’
GPAT1

Antisentido: 5’-TGGGATACTGGGGTTGAAAA-3’

Sentido: 5-GAAGTCCAACCCTCAAATGC-3’
GPAT2

Antisentido: 5-TCTTCATCCCAAAGCCTGAG-3’

Sentido: 5-TGGTGAAAACCTTGGAGTGG-3
GPAT3

Antisentido: 5-GCTGGGCTTTTGAGAACTGAC-3’

Sentido: 5-CGTGGGCTACCTTGAGAATG-3’
GPAT4

Antisentido: 5’-ATGATTCCGTTGGTGTAGGG-3’

Sentido: 5-TTCATCTTTGCTCCTACTTTGTG-3’
DGAT1

Antisentido: 5-GTGAAAAAGAGCATCTCAAG-3’

Sentido: 5’-GATCTGGGATTCTGCTTTGC-3’
PLIN1

Antisentido: 5-CTGGAGCACATTCTCCTGTTC-3

Sentido: 5-TCTGAACCAGCCAACATCTG-3’
PLIN2

Antisentido: 5’-CACCACCCCTGAGACTGTG-3’

Sentido: 5-TAGCCTGATGGAATCTGTGAAAC-3’
PLIN3

Antisentido: 5-GCTTAGATGGGTCCTTTTC-3’

Sentido: 5-TCAAAAGGCAAGACCCTGAG-3’
PLIN4

Antisentido: 5-TACATCCTTTGTGGAGCACTTAG-3’

Sentido: 5-ATTTCCTGCCCATGACTGA-3’
PLIN5S

Antisentido: 5’- ACGCACAAAGTAGCCCTG-3
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Sentido:5-GGAGTGTCGGTTTAGGTTGC-3’
GLUT1

Antisentido:5’-GCTGTGAAACGGAGAATGGA-3’

Sentido: 5-TGCTGGAAGAAGCGTATCAG-3’
GLUT2

Antisentido: 5-TGAGTGTGGTTGGAGCAATC-3’

Sentido: 5-CACCCTTCCTGTCCTTTGTTC-3
PFKFB3

Antisentido: 5-GCATCTTCGTTGCTGTATTCG-3’

Sentido: 5-AGGCTGCCATCTACCACTTG-3
PKM2

Antisentido: 5-CACTGCAGCACTTGAAGGAG-3

Sentido: 5-TCATCGTCTCAAACCCAGTG-3’
LDHA

Antisentido: 5-ATGAACTCCCAGCCTTTCTC-3’

Sentido: 5-AGTTCTTTGCTGACCTGCTG-3’
HPRT1

Antisentido: 5-TTTATGTCCCCCGTTGACTG-3

Tabla 1. Secuencias de cebadores sentido y antisentido especificos para cada gen estudiado en este
trabajo.

Determinacion por Western Blot de los niveles de p-PDC: Las monocapas celulares
cultivadas en placas de 6 pocillos 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, cdctel de inhibidores de proteasas
(Sigma-Aldrich) 1% V/V, NaF 1 mM, EGTA 1 mM, 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 -70°C hasta su utilizacion.

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 100°C y luego colocados inmediatamente en hielo. A

continuacion, se sembraron 45 ul de las muestras en un gel de poliacrilamida en
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condiciones desnaturalizantes. El gel concentrador superior estd formado por
acrilamida/bisacrilamida 4,3% y el gel separador inferior estd 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 Trans-Blot (Bio-Rad, Hercules, CA,
EE.UU.).

Para la deteccion de las proteinas, las membranas fueron incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente con solucién 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 4°C con el anticuerpo primario anti-p-PDC Novus
Biologicals (Littleton, CO, EE.UU) en una diluciéon 1/4000 en TBS-T con BSA 5% P/V; o
con anti-B-tubulina de Sigma-Aldrich (T8328, St. Louis, MO, EE.UU.) en una dilucién
1/1000 en TBS-T con leche en polvo descremada 5% P/V.

Finalizada la incubacion con el primer anticuerpo, las membranas fueron lavadas 3
veces por 5 minutos cada vez con TBS-T y posteriormente incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente con un anticuerpo secundario anti-lnmunoglobulina de conejo
conjugado con peroxidasa (Cell Signaling Technology, Boston, MA, EE.UU.) en una
dilucion 1/4000 en TBS-T con leche descremada 5% P/V, para detectar p-PDC, o con un
anticuerpo secundario anti-lnmunoglobulina de ratdon conjugado con peroxidada (Cell
Signaling Technology, Boston, MA, EE.UU.) en una dilucion 1/2000 en TBS-T con leche

descremada 5% P/V, para detectar B-tubulina. Al finalizar la incubacion, las membranas
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fueron lavadas 3 veces por 5 minutos cada vez con TBS-T, y fueron reveladas por
guimioluminiscencia utilizando los reactivos del kit comercial de Cell Signaling Technology
(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 B-tubulina fueron utilizados como
control de carga proteica en las distintas calles. Los resultados fueron expresados como

veces de variacion respecto del basal de la relacion p-PDC/B-tubulina.

Determinacion del contenido de TAGs: Las células de Sertoli provenientes de cultivos
realizados en frascos de 25 cm? fueron obtenidas por tratamiento de las monocapas
celulares con una solucién de Tripsina 0,05% P/V — EDTA 0,02% P/V en PBS durante 2
minutos. Al finalizar la incubacion se agreg6 un volumen adecuado de Inhibidor de tripsina
de soja en PBS para obtener una concentracion final de 0,04%. Las células recuperadas
por centrifugacion a 800xg durante 5 minutos se resuspendieron en PBS a un volumen
final de 100 pl y se homogeneizaron por disrupcion con ultrasonido (Ultrasonic Cell
Disruptor & Homogenizer SONIFIER™ 150). El contenido de TAGs en los
homogeneizados celulares fue determinado utilizando un kit comercial TG Color de
Wiener Lab (Rosario, Argentina). Brevemente, 10 ul de homogeneizado fueron mezclados
con 1 ml de solucién conteniendo buffer Good (pH 6,8), clorofenol, lipoprotein lipasa,
glicerol kinasa, glicerol fosfato oxidasa, peroxidasa, adenosina trifosfato y 4-
aminofenazona. La reaccion se dejo desarrollar por 5 minutos a 37°C en un bafio con
agitacion y luego se determino la absorbancia a 505 nm. Los resultados se expresaron

como pg TAGs/ug ADN.

Determinacion de gotas lipidicas: Se utilizO la técnica descripta por Wang y

colaboradores (2006) levemente modificada. Las monocapas celulares sembradas en
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portaobjetos multicAmara de 8 pocillos (Lab-Tek, Naperville, IL, USA) fueron fijadas en
formaldehido 10% por 40 minutos. Luego de un lavado con PBS se tifieron con una
solucion de Oil Red O (ORO, Sigma) (solucion saturada de ORO en isopropanol:agua 3:2)
por 30 minutos. Luego se lavaron con alcohol 70% por 5 segundos para eliminar la tincion
inespecifica. Finalmente, las monocapas fueron lavadas con agua, teflidas con
hematoxilina por 5 minutos y montadas en glicerol:PBS (9:1) para su posterior observacion

microscopica.

Determinacion del consumo de glucosa: El consumo de glucosa fue evaluado en el
medio de cultivo proveniente de monocapas de células de Sertoli cultivadas en placas de
24 pocillos en medio libre de rojo fenol utilizando el kit comercial glicemia enzimatica de
Wiener Lab (Rosario, Argentina). Brevemente, 10 yl de medio fueron mezclados con 1 ml
de solucion conteniendo glucosa oxidasa, peroxidasa, 4-aminofenazona, buffer fosfato pH
7,0 y 4-hidroxibenzoato. La reaccién se dej6é desarrollar por 5 minutos a 37°C en un bafio
con agitacion y luego se determiné la absorbancia a 505 nm. Los resultados se expresaron

como pg glucosa consumida/pug ADN.

Ensayo de incorporacién de 2-desoxi-D-glucosa (2-DOG): El ensayo de incorporacion
de 2-DOG a la célula fue realizado sobre monocapas de células de Sertoli cultivadas en
placas de 24 pocillos como se describié en Riera y colaboradores (2001). Las células
fueron lavadas dos veces a temperatura ambiente con PBS que contenia CaCl, 1 mM y
MgCl, 1 mM (PBS Ca®" y Mg?"). Las monocapas se incubaron con [*H]-2-desoxi-D-glucosa
(2-DOG marcada con tritio) 1 pCi/ml (25,7 Ci/mmol) en PBS Ca** y Mg?* por 30 minutos a
34°C. La incorporacion inespecifica se determind en incubaciones paralelas realizadas en
presencia de un exceso (x10000) de 2-DOG no marcada. Finalizada la incubacion, las

células fueron lavadas dos veces con PBS Ca*" y Mg?" frio y recogidas en una solucién de

32



MATERIALES Y METODOS

desoxicolato de sodio 0,4% P/V en hidroxido de sodio 0,5 M. Se agrego liquido centellante
(Optiphase Hisafe 3, Perkin Elmer Inc., Waltham, MA, EE.UU.) y se determiné la
radioactividad incorporada en un contador de centelleo liquido (Rack Beta Liquid
Scintillation Counter, Pharmacia, Wallac OY, Finlandia). Las incubaciones fueron realizadas
por triplicado. Cultivos paralelos mantenidos en las mismas condiciones experimentales
fueron utilizados para la determinaciéon de ADN. Los resultados se expresaron como

dpm/pg ADN.

Determinacion de la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH): La actividad de LDH
fue evaluada en monocapas de células de Sertoli cultivadas en placas de 24 pocillos. Las
monocapas previamente lavadas con PBS fueron lisadas por ultrasonido (Ultrasonic Cell
Disruptor & Homogenizer SONIFIER™ 150). Se tomaron alicuotas para la determinacion
de ADN vy el lisado celular remanente fue centrifugado a 15800xg por 10 minutos. El
sobrenadante obtenido fue utilizado para determinar la actividad de LDH.

La actividad de LDH se determind con un kit comercial (Randox Laboratories,
Crumlin, Reino Unido) que utiliza un método espectrofotométrico con piruvato como
sustrato de la enzima y NADH como coenzima. La concentracion de NADH se evalué por
determinacién de la absorbancia a 340 nm. Los resultados se expresan como mUl/ug

ADN.

Determinacion de lactato: La cuantificacion de lactato fue evaluada en el medio de
cultivo proveniente de monocapas de ceélulas de Sertoli cultivadas en placas de 24 pocillos
utilizando un kit comercial (826-UV, Sigma-Aldrich) cuya técnica estd basada en la
conversion de lactato a piruvato por la enzima LDH usando B-nicotinamida adenina
dinucleotido oxidado (B-NAD') como coenzima. En primer lugar, el medio de cultivo fue

desproteinizado por tratamiento con acido perclorico 8% P/V por 5 minutos en hielo y
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luego centrifugado a 1600xg por 10 minutos. El sobrenadante obtenido fue utilizado para
la determinacion de lactato. Brevemente, 55 ul de sobrenadante fueron mezclados con
280 pl de solucion de reaccion que contenia coenzima B-NAD™ 2,8 mM y enzima LDH 20
Ul/ml disueltas en solucion reguladora de glicina e hidracina (pH 9,2). La reaccién se dejé
desarrollar por 15 minutos a 37°C en un bafio con agitacién y la cantidad de pB-
nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH) producido, que es igual a la cantidad
de lactato presente en la muestra, se determiné como el aumento en la absorbancia a 340

nm. Los resultados se expresaron en ug lactato/ug ADN.

Transfeccion y ensayo de gen reportero luciferasa: Células de Sertoli sembradas en
placas de cultivo de 24 pocillos fueron cotransfectadas con los plasmidos
PGL3PPREX3TK-LUC o0 pGL3-Basic/pRL-TK usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante. Finalizado el tiempo de
incubacion las monocapas de células de Sertoli previamente lavadas con PBS fueron
expuestas a una solucion de lisis. Los extractos celulares obtenidos fueron incubados en
presencia de los sustratos especificos de las enzimas luciferasa Firefly y luciferasa Renilla
(Dual-Luciferase Reporter System, Promega Corporation), y la actividad luciferasa fue
determinada en un luminémetro (Junior LB9509, Berthold Technologies, BadWildbad,
Alemania). Los resultados se expresan como la relacion de la actividad luciferasa

Firefly/luciferasa Renilla en unidades arbitrarias.

Determinacion de la viabilidad celular: La viabilidad celular fue evaluada por un método
colorimétrico que utiliza como reactivo al compuesto de tetrazolio, MTS (3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-yl]-5-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio). La actividad de las enzimas mitocondriales
permite la reduccion del MTS al compuesto soluble MTS-formazan. La cantidad de MTS-

formazan formada es directamente proporcional al nimero de células vivas. Para las
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determinaciones se utiliz6 un kit comercial (Cell Titer 96 Aqueous non-Radiactive Cell
Proliferation Assay, Promega, Madison, WI, EE.UU.). El reactivo de MTS fue agregado a
las placas de cultivo de 96 pocillos por 2 horas a 34 C en estufa gaseada. Luego se ley6

la absorbancia a 492 nm para determinar la cantidad de MTS-formazan formado.

Determinacion de ADN: Se utilizé la técnica fluorométrica descripta por Labarca y Paigen
(1980). Este método se basa en el aumento de fluorescencia que se produce cuando el
bisbenzimidazol (Hoesch 33258) se une a las moléculas de ADN. Los resultados

obtenidos se compararon contra una curva estandar de ADN de timo de ternera.

Analisis estadistico: El estudio estadistico de los resultados se realizo utilizando analisis
de varianza de una via (ANOVA), seguido por test de Tukey-Kramer para la comparacién
de mudltiples grupos. Probabilidades <0,05 fueron consideradas estadisticamente
significativas. Se utiliz6 para el andlisis el programa estadistico GraphPad InStat

(GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.UU.).

-DISENO EXPERIMENTAL

Se utiliz6 como modelo experimental cultivos de células de Sertoli aisladas de
animales de 20 dias. En la rata a esta edad ya se ha formado la barrera hemato-testicular,
las células de Sertoli no tienen capacidad mitogénica, se encuentran en proceso de

diferenciacion terminal y se considera que son capaces de sostener la espermatogeénesis.

Validacion de RSG como herramienta para evaluar la activacion de PPARy en
células de Sertoli
Para analizar la participacion de la activacion de PPARy en la regulacién de la

funcionalidad de la célula de Sertoli se utilizo la rosiglitazona (RSG), activador
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farmacoldgico del mencionado PPAR ampliamente utilizado para dilucidar el rol fisioldgico
del factor de transcripcion en distintos tipos celulares. Antes de comenzar los estudios se
evalué el efecto de RSG sobre la viabilidad celular y la capacidad para aumentar la
actividad transcripcional de los PPARs utilizando un plasmido que contiene sitios PPRE.

Para evaluar la viabilidad celular, las células de Sertoli fueron incubadas con RSG 1
MM y 10 pM durante 48 horas y finalizados los tratamientos se realiz6 el ensayo de
viabilidad sobre la monocapa celular.

Para evaluar la actividad transcripcional de PPARs, las células de Sertoli fueron
cotransfectadas con los plasmidos pGL3PPREXx3TK-LUC/pRL-TK o pGL3-Basic/pRL-TK
en proporcion 9:1. Luego de 24 horas el medio de cultivo fue reemplazado y las células se
mantuvieron en condiciones basales o incubadas con RSG 10 puM por 24 horas.
Finalizado el tiempo de incubacién las monocapas de células de Sertoli previamente
lavadas con PBS fueron expuestas a una solucion de lisis. Los extractos celulares
obtenidos fueron utilizados para la determinacion de la actividad luciferasa Firefly y

luciferasa Renilla.

1) Estudio de la regulacion por activacion de PPARy de los mecanismos
moleculares que participan en la sintesis de TAGs y formacion de gotas lipidicas

en la célula de Sertoli

a) Caracterizacion de la expresion de isoformas de GPATs y PLINs en células de Sertoli.

Se aislaron y cultivaron células de Sertoli de ratas de 20 dias de edad. Luego de 96 horas
de cultivo se realiz6 el tratamiento hipotonico, se extrajo ARN total y se analizo la
expresion por RT-PCR de las distintas isoformas de GPATs y PLINs utilizando cebadores

especificos para cada isoforma. Se utilizaron como controles positivos de expresion ADNc
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de higado para GPAT1-4; de rifidn para GPAT4 y de musculo esquelético y de testiculo

para PLIN1-5.

b) Regulacion de la expresion de FAT/CD36, GPATs, DGAT1 y PLINs por RSG

Cultivos de células de Sertoli de ratas de 20 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales o incubados por 24 6 48 horas con RSG 1 y 10 pM. Una vez
finalizadas las incubaciones se extrajo el ARN total, se sintetizO el ADNc y se

determinaron los niveles de ARNm por RT-gPCR.

c) Regulacion del contenido de TAGs y gotas lipidicas por RSG

Cultivos de células de Sertoli de ratas de 20 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales o incubados por 48 horas con RSG 10 pM. Una vez finalizado el
tratamiento se analiz6 en la monocapa celular el contenido de TAGs mediante una técnica

colorimétrica y la presencia de gotas lipidicas mediante la tincion con Oil Red O.

2) Estudio de la regulaciéon por activacion de PPARy de los mecanismos

moleculares involucrados en la produccién de lactato por las células de Sertoli

a) Regulacion del consumo de glucosa, de la produccion de lactato, de la incorporaciéon de
glucosay de la actividad de LDH.

Células de Sertoli fueron mantenidas en condiciones basales o incubadas por 48 horas
con RSG 1y 10 pM. Finalizado el periodo de incubacion, se recogié el medio de cultivo
para la determinacion del consumo de glucosa y de la produccion de lactato. Las
monocapas celulares se destinaron para realizar el ensayo de incorporacion de 2-DOG

marcada con tritio, la medicion de la actividad de LDH y la medicion de ADN.
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b) Regulacion de la expresion de GLUT1, GLUT2, PFKFB3, PKM2 y LDH A por RSG

Cultivos de células de Sertoli de 20 dias de edad fueron mantenidos en condiciones
basales o incubados por 24 6 48 horas con RSG 1 y 10 pM. Una vez finalizados los
tratamientos se extrajo el ARN total, se sintetizd el ADNc y se determinaron los niveles de

ARNmM por RT-gPCR.

c) Regulacion del estado de fosforilacion del PDC por RSG

Cultivos de células de Sertoli de 20 dias de edad fueron mantenidos en condiciones
basales o incubadas por 48 horas con RSG 1 y 10 uM. Una vez finalizada la incubacion,
las células fueron expuestas a una solucion reguladora de lisis y se determinaron los

niveles de p-PDC y B-tubulina por Western Blot.

A continuacion se muestra un esquema general del disefio experimental que fue

utilizado para realizar este trabajo, indicando las actividades realizadas dia por dia.

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
| Dial | I Dia2 | I Dia3 | | Diad | | Dia5 |
[ 1 [ 1 [ 1 [ 1 [ 1
Aislamiento de CS de
ratas de 20 dias de edad. *Cambio de medio  *Tratamiento por *Obtencién de
*Transfecciones 24 hs. con RSG muestras

*Tratamiento por
48 hs. con RSG
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Resultados

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. La glucosa esta destinada a producir lactato para el mantenimiento de las
células germinales, mientras que los acidos grasos estan principalmente destinados a la
obtencion de ATP para cubrir las demandas energéticas propias de la célula de Sertoli. En
este contexto metabdlico, el estudio de mecanismos involucrados en el almacenamiento
de &cidos grasos, tales como la sintesis de TAGs y la formacién de gotas lipidicas, y en la
produccion de lactato, resulta de sumo interés para comprender en profundidad cémo se
regula el metabolismo energético en las células de Sertoli. Los factores de transcripcion de
la familia de los PPARs han sido intimamente relacionados con el metabolismo de lipidos e
hidratos de carbono en distintos tejidos. En nuestro laboratorio hemos demostrado la
participacion de PPARa y PPARB/® en la regulacién del metabolismo energético de la
célula de Sertoli. Sin embargo, el rol del PPARy aun no ha sido evaluado.

En esta tesina se utilizé como modelo experimental cultivos de células de Sertoli
aisladas de ratas de 20 dias de edad. A esta edad, las células de Sertoli han dejado de
dividirse, han formado la barrera hemato-testicular y han iniciado un proceso de
diferenciacion terminal. Por otro lado, en el tubulo seminifero las espermatogonias han
entrado en meiosis y se observan los primeros espermatocitos meioticos.

Para analizar la participacion de PPARYy en la regulacion de la funcionalidad de la
célula de Sertoli se utilizo rosiglitazona (RSG), activador farmacologico del mencionado
PPAR ampliamente utilizado para dilucidar el rol fisiologico del factor de transcripcion en
distintos tipos celulares. Inicialmente, se evalu6 la viabilidad de las células de Sertoli luego
de 48 horas de incubacién con 1y 10 yM de RSG. En ningun caso el tratamiento modificd

la viabilidad celular (Tablal).
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Absorbancia 492 nm.

Basal 0,409 + 0,028
RSG 1 uM 0,400 £ 0,034
RSG 10 uM 0,366 + 0,051

TABLA 1. Efecto de RSG sobre la viabilidad celular. Las células fueron mantenidas en condiciones
basales o incubadas con RSG 1 uM y 10 uM durante 48 hs. Finalizada la incubacion se realizé el
ensayo de viabilidad celular. Los resultados representan la X+DS de incubaciones realizadas por
sextuplicado de un experimento representativo de tres.

Para validar la utilizacion de dicha droga en nuestro modelo experimental, se
evaluo a continuacion el efecto de RSG sobre la actividad transcripcional de PPARs. Para
ello, cultivos de células de Sertoli, previamente cotransfectados con 1) un pladsmido que
contiene el ADNc de la luciferasa-firefly bajo el control de un promotor minimo de Timidina
Kinasa (TK) seguido de una zona enhancer que posee tres copias de la secuencia del
elemento de respuesta a PPARs (PPRE) y el plasmido pRL-TK o 2) el plasmido vacio y el
plasmido pRL-TK, fueron mantenidos en condiciones basales o incubados con RSG (10
MM) por 24 horas. Finalizada la incubacion se determiné la actividad de la enzima
luciferasa-firefly que fue normalizada por la actividad de la enzima luciferasa-renilla
codificada por el plasmido pRL-TK. La Figura 1 muestra que la RSG aumenta la actividad
luciferasa, indicando que la RSG es capaz de aumentar la actividad transcripcional de
PPARSs. Por lo tanto, la RSG resulta una herramienta valida para analizar los efectos de la

activacion de PPARYy en la regulacion de la funcionalidad de la célula de Sertoli.
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FIGURA 1. Actividad luciferasa. Las células cotransfectadas con los plasmidos pGL3PPREx3TK-LUC o
pGL3-Basic/pRL-TK fueron mantenidas en condiciones basales o estimuladas por 24 hs. en ausencia o
presencia de RSG 10 puM. En todos los casos las células permanecieron en cultivo hasta el dia 5 y las
incubaciones se realizaron por triplicado. Los extractos celulares obtenidos fueron utilizados para determinar
la actividad luciferasa. Los resultados se expresan como la relacion de la actividad luciferasa
Firefly/luciferasa Renilla en unidades arbitrarias (X£DS) de un experimento representativo de tres. Distintas
letras indican diferencias significativas; p<0,05.

Regulacién por activacion de PPARy de los mecanismos moleculares que
participan en la sintesis de TAGs y en la formacion de gotas lipidicas en la célula de

Sertoli.

Evaluamos la participaciéon de la activacion del PPARy en los mecanismos
involucrados en la sintesis de TAGs y en la formacion de gotas lipidicas. Para ello, los
cultivos de células de Sertoli fueron incubados por 24 y 48 horas con dosis variables de
RSG (1 y 10 uM) y se evalud la expresion de los genes FAT/CD36, GPATs, DGAT1 y

PLINSs.
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+ Regulacién de la expresion del transportador de acidos grasos FAT/CD36 por
activacion de PPARy

Como se menciond en la introduccion, al inicio de este trabajo de tesis se

conocia la expresion de FAT/CD36 en células de Sertoli. Nos propusimos evaluar si

dicha expresion se regulaba por activacion de PPARy. La Figura 2a muestra los

resultados obtenidos luego de la incubacion con RSG 10 uM por 24 y 48 horas,

mientras que la Figura 2b muestra los resultados obtenidos luego de la incubacién por

48 horas con RSG 1 y 10 uM. Se observo que el tratamiento con RSG 1 y 10 uM

aumenta la expresion de FAT/CD36 luego de 48 horas de incubacion.
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FIGURA 2. Efecto de RSG sobre la expresién de FAT/CD36. Las células de Sertoli fueron
mantenidas en condiciones basales o incubadas (a) con RSG 10 uM por 24 6 48 hs. o (b) con RSG 1
UM 6 10 uM por 48 hs. Se determinaron los niveles de ARNm de FAT/CD36 y de HPRT1 por RT-gPCR.
Los resultados se expresaron como veces de variacion con respecto al Basal de la relacion de las
cantidades relativas de FAT/CD36/HPRT1 de tres experimentos independientes (X+DS) (*p<0,05;
**n<0,01 vs Basal).
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Caracterizacion de la expresion de las isoformas de GPAT en células de Sertoli

Dado que la expresion de las isoformas de la enzima glicerol-fosfato-acil-
transferasa (GPAT1-GPAT4) no habia sido evaluada hasta el momento en célula de
Sertoli, se procedid a caracterizar la expresion de las mismas en este tipo celular. Se
realiz6 un analisis de RT-PCR utilizando cebadores especificos para cada isoforma en
particular. La Figura 3 muestra que las cuatro isoformas de GPAT se expresan en

células de Sertoli.

H  C5 (G Bl H Cs CG B
GFATI__ I3P-'EI‘TE-_
H CS__ CG B H R C5 CG B

FIGURA 3. Caracterizacion de la expresion de las isoformas de GPAT. Se realizé un andlisis por
RT-PCR de la expresion de las isoformas de GPAT. Se utilizd6 ADNc proveniente de células de Sertoli
(CS) aisladas de ratas de 20 dias de edad y de células germinales (CG) aisladas de ratas de 31 dias
de edad. ADNc de higado (H) y de rifién (R) se utilizaron como controles positivos. Blanco de reaccién

(BI).

Regulacion de la expresion de las isoformas de GPATSs por activacion de PPARy

Una vez caracterizada la expresion de las isoformas de GPAT en la célula de
Sertoli, nos propusimos evaluar si su expresion es regulada por activacién de PPARYy.
La Figura 4 muestra los resultados obtenidos luego de incubar a las células de Sertoli
con RSG 1 pM 6 10 uM durante 24 0 48 horas. Se observo un aumento significativo
en los niveles de ARNm de GPAT1 luego de 24 y 48 horas de tratamiento con RSG
10 pM. No se observaron variaciones para ninguna de las demas isoformas

estudiadas.
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FIGURA 4. Efecto de RSG sobre la expresion de GPATSs. Las células de Sertoli fueron mantenidas
en condiciones basales o incubadas (a, c, e, g) con RSG 10 uM por 24 6 48 hs. o (b, d, f, h) con RSG
1 uM 6 10 uM durante 48 hs. Se determinaron por RT-qPCR los niveles de ARNm de GPAT1, GPAT2,
GPAT3, GPAT4 y de HPRTL1. Los resultados se expresaron como veces de variacion con respecto al
Basal de la relacion de las cantidades relativas de GPAT/HPRT1 de tres experimentos independientes
(X£DS) (*p<0,05; **p<0,01 vs Basal).

44



K/
£ %4

RESULTADOS

Regulacion de la expresion de DGAT1 por activacion de PPARy

Con respecto a la expresion de las isoformas de la enzima diacilglicerol-acil-

transferasa (DGAT1 y DGATZ2), enzimas encargadas del ultimo paso en la sintesis de

triglicéridos, se habia demostrado que las células de Sertoli expresaban DGAT1 pero no

DGAT2 (Oresti y col., 2013). Nos propusimos evaluar si su expresion es regulada por

activacion de PPARYy. La Figura 6 muestra los resultados obtenidos luego de incubar a las

células de Sertoli con RSG 1 uM 6 10 uM durante 24 6 48 horas. No se observaron

variaciones en la regulacion de la expresion de DGAT1 en ninguna de las condiciones

estudiadas.
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FIGURA 6. Efecto de RSG sobre la expresion de DGATL. Las células de Sertoli fueron mantenidas
en condiciones basales o incubadas (a) con RSG 10 uM por 24 6 48 hs. o (b) con RSG 1 uyM 6 10 pM
durante 48 hs. Se determinaron por RT-gPCR los niveles de ARNm de DGAT1 y de HPRT1. Los
resultados se expresaron como veces de variacion con respecto al Basal de la relacién de las
cantidades relativas de DGAT1/HPRTL1 de tres experimentos independientes (XxDS).

Regulacion del contenido de TAGs por activacion de PPARy

Considerando que la RSG aumenta la expresion de genes relacionados con la
sintesis de TAGs, decidimos evaluar si el tratamiento con la droga aumenta el
contenido de TAGs en la monocapa de células de Sertoli. En la Figura 7 puede
observarse que el tratamiento por 48 horas con RSG 10 uM aumenta el contenido de

TAGs en la monocapa celular.
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FIGURA 7. Efecto de RSG sobre el contenido de TAGs. Las células de Sertoli fueron mantenidas en
condiciones basales, o incubadas con RSG 10 pM durante 48 hs. Las incubaciones se realizaron por
triplicado y finalizado el periodo de incubacién se cuantificaron los TAGs en la monocapa celular. Los
resultados se expresan como veces de variacion con respecto al basal de la relacion pg TAG/ug ADN.
El gréfico muestra la X+DS de tres experimentos independientes (*p<0,05 vs Basal).

Caracterizacion de la expresion de las isoformas de PLIN en células de Sertoli

Al momento de iniciarse este trabajo sélo se habia demostrado la expresion de
PLIN2 en células de Sertoli (Oresti y col., 2013). Por lo tanto se decidi6é caracterizar la
expresion de las PLINs en este tipo celular. Se realiz6 un analisis de RT-PCR
utilizando cebadores especificos para cada PLIN en particular. La Figura 8 muestra

gue las células de Sertoli ademas de PLIN2, expresan PLIN 1, 3y 4.

Bl T G G M B M T €5 CG Bl M T CS CG
Bl M T €S CG M CG CS T BI
PLINA- PLINS-

FIGURA 8. Caracterizacion de la expresion de las isoformas de PLIN. Se realizd un andlisis por RT-
PCR de la expresién de las isoformas de PLIN (1-5). Se utilizaron ADNc provenientes de células de
Sertoli (CS) aisladas de ratas de 20 dias de edad, de células germinales (CG) aisladas de ratas de 31
dias de edad, y de testiculos (T) de rata adulta. ADNc de musculo esquelético (M) se utilizé como
control positivo. Blanco de reaccién (BI).
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* Regulacién de la expresion de las isoformas de PLIN por activacion de PPARy

Una vez caracterizadas las PLINs que se expresan en la célula de Sertoli, nos
propusimos evaluar si su expresion es regulada por activacion de PPARy. La Figura 9
muestra los resultados obtenidos luego de incubar a las células de Sertoli con RSG 1
UM 6 10 uM durante 24 6 48 horas. Se observo un aumento significativo en los niveles
de ARNm de PLIN1 luego de 24 y 48 horas de tratamiento con RSG 10 pM.
Asimismo, se observo un aumento de la expresion de PLIN2 y PLIN3 luego de 24 y 48
horas de incubacibn con RSG 10 pM, efecto que también se observé con el
tratamiento por 48 horas con la dosis de 1 uM. Con respecto a la expresion de PLIN4,
no se observaron modificaciones en los niveles de expresion en ninguna de las

condiciones experimentales estudiadas.
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FIGURA 9. Efecto de RSG sobre la expresion de PLINs. Las células de Sertoli fueron mantenidas en
condiciones basales o incubadas (a, c, e, g, i) con RSG 10 pM por 24 6 48 hs. o (b, d, f, h, j) con RSG
1 uM 6 10 pM durante 48 hs. Se determinaron por RT-gPCR los niveles de ARNm de PLIN1, PLIN2,
PLIN3 y PLIN4 y de HPRT1. Los resultados se expresaron como veces de variacion con respecto al
Basal de la relacion de las cantidades relativas de PLIN/HPRT1 de tres experimentos independientes
(X£DS) (*p<0,05; **p<0,01 vs Basal).
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* Regulacion del contenido de gotas lipidicas por activacion de PPARy
Considerando que la RSG aumenta el contenido de TAGs y la expresion de
genes relacionados con la formacion de gotas lipidicas, decidimos evaluar su efecto
sobre el contenido de gotas lipidicas en la monocapa celular. En la Figura 10 puede
observarse que el tratamiento por 48 horas con RSG 10 pM aumenta la cantidad de

gotas lipidicas en la monocapa de células de Sertoli.

T
Basal

L ]
N° de Gotas Lipidicas/Célula

e
o

FIGURA 10. Efecto de RSG sobre el contenido de gotas lipidicas. Las células de Sertoli fueron
mantenidas en condiciones basales o incubadas con RSG 10 uM durante 48 hs. (a) y (b) Las
fotografias muestran imagenes representativas de las monocapas de células de Sertoli luego de la
tincién con una solucién saturada de Oil Red O. (c) Cuantificacion de gotas lipidicas, contando las
gotas presentes en al menos 100 células por campo en 3 campos independientes para cada condicion
experimental. Los resultados se expresan como nimero de gotas lipidicas/célula (X£DS) de un
experimento representativo de tres (*p<0,05 vs Basal).

En su conjunto, los resultados obtenidos en esta primera parte del trabajo indican
que la activacion de PPARYy regula la expresion de distintos genes que promueven el
almacenamiento de acidos grasos como TAGs aumentando la acumulacion de los mismos
en gotas de lipidos. Este proceso resulta de gran importancia en una célula que utiliza los

acidos grasos como principal fuente energética, como lo hace la célula de Sertoli.
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Regulacioén por activacion de PPARy de los mecanismos moleculares involucrados

en la produccién de lactato por las células de Sertoli.

Como se mencion6 en la introduccién, la produccion de lactato por la célula de

Sertoli es fundamental para proveer de energia a las células germinales en desarrollo v,

por otro lado, la activacion de PPARYy regula la expresién de genes relacionados con el

metabolismo de los hidratos de carbono en distintos tipos celulares. Consecuentemente,

nuestro segundo objetivo fue evaluar si la activacion de PPARYy participa también en la

regulacion de distintos mecanismos moleculares involucrados en la produccion de lactato

en la célula de Sertoli.

K/
L4

Regulacion del consumo de glucosa por activacion de PPARy

Dado que se ha demostrado que la activacién de PPARYy regula el metabolismo
de hidratos de carbono en distintos tipos celulares, inicialmente evaluamos si RSG
modula el consumo de glucosa por la célula de Sertoli. La Figura 11 muestra que el
tratamiento por 48 horas con RSG 10 puM produjo un aumento en el consumo de

glucosa en las células de Sertoli.
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FIGURA 11. Efecto de RSG sobre el consumo de glucosa. Las células de Sertoli fueron mantenidas
en condiciones basales o incubadas con RSG 1 uM 6 10 pM durante 48 hs. Las incubaciones se
realizaron por triplicado y finalizado el periodo de incubacién se determiné el consumo de glucosa. Los
resultados se expresan como veces de variacion con respecto al basal de la relacion pug glucosa
consumida/pug ADN (X+DS; n = 3; ***p<0,001 vs Basal).
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+ Regulaciéon de la entrada de glucosa y expresion de GLUT1 y GLUT2 por activacion
de PPARy

El primer paso en la metabolizacion de la glucosa es su entrada a la célula la

cual es mediada por transporte facilitado a través de los transportadores de glucosa

(GLUTs). Evaluamos si la activacion de PPARy regula la incorporacion del

monosacarido. La Figura 12 muestra que el tratamiento con RSG 10 pM por 48 horas

aumenta la incorporacién de glucosa a la célula.

15001

WD

RSG 48 hs.

Incorporacion de 2-DOG
(dpm/pg ADN)

FIGURA 12. Efecto de RSG sobre la incorporacion de glucosa. Las células fueron mantenidas en
condiciones basales o incubadas con RSG 1 6 10 puM durante 48 hs. Finalizado el periodo de
incubacion se realiz6 el ensayo de incorporacién de 2-DOG sobre la monocapa celular. Las
incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como dpm/ug ADN (X+DS) de un
experimento representativo de tres (***p<0,001 vs Basal).

Evaluamos a continuacién la regulacion por activacion de PPARy de la
expresion de los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT2 que podrian estar
involucrados en el aumento de la incorporacién de glucosa observado. Los niveles de
ARNmMm de GLUT1 no fueron modificados en ninguna de las condiciones
experimentales analizadas (Figura 13a y b). Por otro lado, las Figuras 13c y d
muestran que la dosis de RSG 10 uM incrementa la expresion de GLUT2 tanto a las

24 como a las 48 horas.
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FIGURA 13. Efecto de RSG sobre la expresion de GLUT1 y GLUT2. Las células de Sertoli fueron
mantenidas en condiciones basales o incubadas (a, ¢) con RSG 10 uM por 24 6 48 hs. o (b, d) con
RSG 1 uM 6 10 pM durante 48 hs. Se determinaron mediante RT-gPCR los niveles de ARNm de
GLUT1, GLUT2 y de HPRT1. Los resultados se expresaron como veces de variacién con respecto al
Basal de la relacién de las cantidades relativas de GLUT/HPRT1 de tres experimentos independientes
(X£DS) (*p<0,05; **p<0,01 vs Basal).

Regulacion de la expresion de PFKFB3 y PKMZ2 por activacion de PPARy

El flujo glucolitico puede ser regulado por la expresion de distintas enzimas que
participan en la via glucolitica. La PFKFB y la PK son enzimas claves en la regulacion
de esta via. Se analizaron los niveles de expresion de PFKFB3 y PKM2, isoformas de

ambas enzimas que presentan sitio PPRE y que son de alta expresion testicular.

La Figura 14 muestra que no se observaron variaciones significativas en los
niveles de expresion de PFKFB3 luego del tratamiento de las células con RSG con

ninguna de las dosis ni tiempos analizados.
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FIGURA 14. Efecto de RSG sobre la expresién de PFKFB3. Las células de Sertoli fueron mantenidas
en condiciones basales o incubadas (a) con RSG 10 uM por 24 6 48 hs. o (b) con RSG 1 uM 6 10 uM
durante 48 hs. Se determinaron los niveles de ARNm de la enzima PFKFB3 y de HPRT1 por RT-qPCR.
Los resultados se expresaron como veces de variacion con respecto al Basal de la relacion de las
cantidades relativas de PFKFB3/HPRT1 de tres experimentos independientes (X+DS).

La Figura 15 muestra que tampoco se observaron variaciones significativas en
los niveles de expresion de PKM2 luego del tratamiento de las células con RSG con

ninguna de las dosis ni tiempos estudiados.
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FIGURA 15. Efecto de RSG sobre la expresién de PKM2. Las células de Sertoli fueron mantenidas
en condiciones basales o incubadas (a) con RSG 10 uM por 24 6 48 hs. o (b) con RSG 1 pM 6 10 uM
durante 48 hs. Se determinaron los niveles de ARNm de la enzima PKM2 y de HPRT1 por RT-qPCR.
Los resultados se expresaron como veces de variacion con respecto al Basal de la relacion de las
cantidades relativas de PKM2/HPRT1 de tres experimentos independientes (X+DS).
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+ Regulacién de los niveles de p-PDC por activacion de PPARy

El complejo piruvato deshidrogenasa (PDC) cataliza la conversion irreversible
de piruvato en acetil-CoA, por lo que su actividad determinara de forma indirecta los
niveles de piruvato disponibles para ser convertidos a lactato. La actividad del PDC es
regulada por fosforilacion, se encuentra inactivo cuando esté fosforilado. Por lo tanto,
un aumento en los niveles de PDC fosforilado (p-PDC) correlaciona con una mayor
disponibilidad de piruvato. Analizamos entonces la regulacion de los niveles de p-PDC
por activacion de PPARYy. La Figura 16 muestra que los tratamientos con RSG 1 pM y

10 uM por 48 horas no modificaron los niveles de p-PDC en la célula de Sertoli.
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FIGURA 16. Efecto de RSG sobre los niveles de p-PDC. Las células de Sertoli fueron mantenidas en
condiciones basales o incubadas con RSG 1 uM 6 10 uM durante 48 hs. Finalizada la incubacion se
obtuvieron extractos celulares que fueron utilizados para determinar los niveles de proteinas p-PDC y
B-tubulina por Western Blot. (a) Se muestra un experimento representativo de tres realizados. (b) En el
gréfico de barras, los resultados se expresan como veces de variacién con respecto del Basal de la
relacion p-PDC/B-tubulina de tres experimentos independientes (XDS).
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+ Regulacién de la actividad de LDH y de la expresion de LDH A por activacion de
PPARYy
Finalmente, la conversion de piruvato a lactato es catalizada por la enzima
LDH. Se ha demostrado que un aumento en la expresion de la subunidad A de la LDH
correlaciona con un aumento en la produccion de lactato en la célula de Sertoli.
Analizamos entonces la posible regulacion de este Ultimo paso en la produccion de
lactato por activacion de PPARYy. La Tabla 2 muestra que la actividad de LDH no se
modificé con el tratamiento con RSG 10 pM por 48 horas. Asimismo, la Figura 17
muestra que no se observaron variaciones significativas en los niveles de expresion
de la subunidad A de LDH luego del tratamiento de las células con RSG con ninguna

de las dosis ni tiempos estudiados.

Actividad LDH
(mUl/ug ADN)

Basal 22,53 +0,6
RSG 1 uM 22,48 +0,4
RSG 10 uM 22,52 +0,7

Tabla 2. Efecto de RSG sobre la actividad de LDH. Las células de Sertoli fueron mantenidas en
condiciones basales o incubadas con RSG 1 pM 6 10 uM durante 48 hs. Las incubaciones se
realizaron por triplicado y finalizado el periodo de incubacion se determiné la actividad de LDH en la
monocapa celular. Los resultados se expresan como muUl/ug ADN (X+DS) de un experimento
representativo de tres.
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FIGURA 17. Efecto de RSG sobre la expresion de LDHA. Las células de Sertoli fueron mantenidas
en condiciones basales o incubadas (a) con RSG 10 uM por 24 ¢ 48 hs. o (b) con RSG 1 uM 6 10 uM
durante 48 hs. Se determinaron por RT-gPCR los niveles de ARNm de la subunidad A de la enzima
LDH y de HPRT1. Los resultados se expresaron como veces de variacidon con respecto al Basal de la
relacién de las cantidades relativas de LDHA/HPRTL1 de tres experimentos independientes (X+DS).

K/

* Regulacion de la produccion de lactato por activacion de PPARy

Considerando que RSG regula mecanismos involucrados en la produccion de
lactato, decidimos evaluar si la activacion de PPARy conducia a un aumento en los
niveles del hidroxiacido. La Figura 18 muestra que el tratamiento por 48 horas con

RSG 10 puM produjo un aumento en la produccién de lactato en las células de Sertoli.
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(ng lactato/ug ADN)

44
0 T T
Basal 1uM
RSG 48 hs.

FIGURA 18. Efecto de RSG sobre la produccion de lactato. Las células de Sertoli fueron
mantenidas en condiciones basales o incubadas con RSG 1 uyM é 10 uM durante 48 hs. Las
incubaciones se realizaron por triplicado. Finalizada la incubacién se determind el lactato producido en
el medio condicionado. Los resultados se expresan como ug lactato/ug ADN (X+DS) de un experimento
representativo de tres (***p<0,001 vs Basal).
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En su conjunto, los resultados obtenidos en esta segunda parte del trabajo indican

que la activacion de PPARYy regula la produccion de lactato aumentando la entrada de

glucosa a la célula y la expresion de GLUT2. Dada la importancia del lactato como

nutriente para las células germinales en desarrollo, la regulaciéon por PPARy de este

proceso resultaria fundamental para el normal desarrollo de la espermatogénesis.
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Figura 19. Esquema del modelo propuesto para los mecanismos moleculares involucrados en la
regulacion por PPARy del metabolismo energético de la célula de Sertoli. La activacion del PPARy
promueve la transcripcion de FAT/CD36, GPAT1 y PLIN1-3, produciendo un aumento en el contenido de
TAGs y gotas lipidicas (camino metabdlico representado en rosa). Simultdneamente, la activacion de PPARy
aumenta la expresion de GLUT2 y la entrada de glucosa a la célula, resultando en un aumento en la
produccion de lactato (camino metabdlico representado en azul). Gotas de lipidos (GL)
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Discusion

La espermatogénesis solamente es posible en presencia de una célula de Sertoli
capaz de brindar el adecuado soporte fisico y nutricional a las células germinales en
desarrollo. Como se menciond en la introduccion, el metabolismo energético en el tabulo
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 (Boussouar y Benahmed, 2004) y los
acidos grasos constituyen el principal sustrato energético para satisfacer los
requerimientos de la propia célula de Sertoli. Al respecto, Xiong y colaboradores (2009)
demostraron que en células de Sertoli en cultivo la inhibicion de la oxidacion de acidos
grasos disminuye los niveles de ATP intracelulares, reforzando trabajos anteriores de Jutte
y colaboradores (1985) que habian demostrado que el palmitato puede ser oxidado a CO»
y cuerpos cetdnicos. En este contexto metabdlico, el estudio de mecanismos involucrados
en el almacenamiento de acidos grasos, tales como la sintesis de TAGs y la formacién de
gotas lipidicas, asi como de aquellos que participan en la produccién de lactato, resulta de
sumo interés para comprender en profundidad como se regula el metabolismo energético
en las células de Sertoli. El entendimiento de dicho metabolismo aportara informacion
para comprender trastornos de la fertilidad masculina que no han podido ser aclarados
hasta el momento.

Como se menciond en la introduccion, los factores de transcripcién de la familia de
los PPARSs estan relacionados con la regulacién del metabolismo lipidico en distintos tipos
celulares. En particular en la célula de Sertoli, se ha demostrado la presencia de las tres
isoformas de PPARs. Ademéas se demostré que la sobreexpresion de PPARYy regula la
expresion de un grupo importante de genes relacionados a vias metabdlicas de lipidos e

hidratos de carbono (Thomas y col., 2011). Estas evidencias sugieren un rol importante
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del PPARYy en la regulacién del metabolismo energético de la célula de Sertoli. El objetivo
de este trabajo fue analizar si la activacién del PPARYy participa en el mantenimiento de un
adecuado metabolismo energético de la célula de Sertoli regulando mecanismos
moleculares involucrados en la sintesis de TAGs y su almacenamiento en gotas lipidicas y
en la produccién de lactato.

En los dltimos afios se han disefiado multiples moléculas capaces de activar a las
distintas isoformas de PPARSs. Los ligandos sintéticos mas conocidos capaces de activar
a PPARy pertenecen a la familia de las glitazonas, drogas utilizadas para el tratamiento
de la Diabetes Mellitus tipo 2. Entre ellas se encuentran rosiglitazona, pioglitazona,
troglitazona y GW7845. Estas drogas ademas de ser utilizadas en el tratamiento de
diversas patologias han sido muy utiles para esclarecer el papel de PPARy en el
metabolismo de distintos tipos celulares (Jeninga y col., 2009; Bonofiglio y col., 2013;
Haakonsson y col.,, 2013; Astakhova y col., 2015). En este trabajo utilizamos la
rosiglitazona (RSG) en dosis 1 y 10 uM, dosis que han sido ampliamente utilizadas en la
literatura mencionada. En nuestro modelo experimental, la RSG no modificé la viabilidad
celular y aumento la actividad transcripcional de PPARs, hechos que nos permitieron
utilizarla como herramienta para evaluar la participacion de PPARy en el metabolismo
energético de la célula de Sertoli.

El primer objetivo de este trabajo fue analizar la regulacion por activacion de
PPARy de mecanismos que participan en el metabolismo lipidico de la célula de Sertoli,
en particular aquellos mecanismos involucrados en la sintesis de TAGs y en la formacion
de gotas lipidicas. Como se menciono en la introduccion, la entrada de acidos grasos a la
célula es mediada en parte por el transportador de acidos grasos FAT/CD36. Dado que
los acidos grasos constituyen la base para la sintesis de TAGs, analizamos en primer
lugar si la activacion de PPARy aumentaba la expresion de FAT/CD36. Las células de

Sertoli incubadas con el agonista PPARy presentaron un aumento en la expresion de
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FAT/CD36. Numerosos trabajos han observado un aumento en la expresién de FAT/CD36
por agonistas PPARy en otros tejidos. En este sentido, Motojima y colaboradores (1998)
demostraron que la activacion de PPARy en adipocito aumenta la expresion del
transportador. Asimismo, Teboul y colaboradores (2001) demostraron que el promotor de
FAT/CD36 tiene dos sitios PPRE, hallazgo que explica molecularmente el aumento de la
expresion de FAT/CD36 por activacidon de PPARYy durante la diferenciacion del adipocito.
De esta forma, el aumento de la expresion de FAT/CD36 en la célula de Sertoli como
consecuencia de la activacion de PPARYy se explicaria por una accién directa sobre los
sitios PPRE en el promotor del gen. Esta regulacion positiva en la expresion de FAT/CD36
también se observo cuando las células de Sertoli fueron tratadas con agonistas PPARa y
PPARB/® (Regueira y col., 2014). 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 que son removidas por fagocitosis durante el
proceso de espermiacion, por lo que 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 &cidos grasos a la célula vy, al
mismo tiempo, contribuira a la fagocitosis de cuerpos residuales que constituyen
posiblemente una fuente adicional de acidos grasos para esta célula. Una vez dentro de la
célula, estos acidos grasos serian activados a sus acil-CoAs correspondientes para iniciar
la sintesis de TAGs.

El primer paso en la sintesis de TAGs es la esterificacion del acil-CoA con el
glicerol fosfato para dar acido lisofosfatidico, reaccion es catalizada por la enzima glicerol
3-fosfato aciltransferasa (GPAT). La sintesis de acido lisofosfatidico es el primer paso en
la sintesis de todos los glicerolipidos. Existen cuatro isoformas de GPATs (GPATI1-

GPAT4), todas capaces de iniciar la sintesis de TAGs. Si bien se habia demostrado la
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expresion de GPAT2, GPAT3 y GPAT4 en distintas células testiculares, al momento de
iniciar el presente trabajo no se conocian las isoformas de GPAT presentes
especificamente en la célula de Sertoli. Con respecto a la GPAT2, se ha demostrado que
Su expresion es muy abundante en testiculo, unas 50 veces mas que en tejidos
lipogénicos. Sin embargo, se encontro principalmente localizada en espermatocitos y se le
atribuy6é un rol antiapoptético en las células germinales (Cattaneo y col., 2012). Esta
isoforma esta principalmente encargada de la esterificacion de acido araquiddnico, acido
graso para el cual se ha demostrado un efecto apoptético sobre las células germinales.
De esta manera la esterificacion del &acido araquidonico protegeria a las células
germinales del efecto apotético del mismo. Con respecto a GPAT3, su expresion ha sido
demostrada en testiculo, sin analizar especificamente su distribucién celular (Cao y col.,
2006). Con respecto a GPAT4, se ha demostrado mediante técnicas de RT-gPCR que su
expresion aumenta en el testiculo con la edad del animal, efecto que se atribuye a la
presencia de células germinales postmeiéticas. Sin embargo, es posible detectar GPAT4
desde la primera semana de vida, cuando la meiosis aun no ha comenzado, lo que
indicaria que también se expresaria en células de Sertoli (Qiu y col., 2009). En este
trabajo, utilizando la técnica de RT-PCR, observamos que las cuatro isoformas de GPATSs
se expresan en células de Sertoli. Considerando que la expresién de GPAT2 y de GPAT4
es muy alta en células germinales, cabria la posibilidad de que la presencia observada en
células de Sertoli se deba a una pequeiia contaminacion del cultivo celular con la
poblacién germinal. Cabe sefalar que las monocapas de células de Sertoli utilizadas para
estos ensayos recibieron previamente un tratamiento hipotonico con el objeto de eliminar
las escasas células germinales contaminantes y que, ademas, no se observd expresion
de LDHC -isoenzima de LDH presente solo en células germinales haploides (Markert y
col., 1975)- en las mencionadas preparaciones celulares. Estas observaciones descartan

la posible contaminacion de los cultivos de células de Sertoli con células germinales y
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ratifica que existe expresion de GPAT2 y GPAT4 en células de Sertoli. Se ha propuesto a
la reaccion catalizada por las GPATs como el paso limitante en la sintesis de
glicerolipidos regulando el flujo de &cidos grasos hacia la via sintética. En el proceso de
formacion de gotas lipidicas es necesaria una coordinada sintesis de glicerolipidos a
saber: fosfolipidos que aseguren la formacién de la monocapa lipidica que las recubre y
TAGs que formaran el centro de las mismas. Se ha postulado que una coordinacion de la
actividad de las distintas GPATSs seria fundamental para la sintesis de fosfolipidos y TAGs
(Takeuchi y Reue, 2009). Sin embargo el rol especifico de cada GPAT en la sintesis de
TAGs y fosfolipidos no ha sido estudiado en detalle. De todos modos cabe especular que
la presencia de las cuatro isoformas de GPATs en células de Sertoli proveeran de la
bateria lipidica necesaria para la formacion de gotas de lipidos fundamentales para su
metabolismo energético.

Con respecto a la regulacion de la expresion de las distintas isoformas de GPATS,
se ha demostrado que GPAT1, de localizacién mitocondrial, presenta maxima actividad en
células que tienen alta capacidad en sintesis de TAGs, tales como adipocitos y
hepatocitos, y la misma es modulada consistentemente con la sintesis de TAGs de dichas
células. En este contexto, se ha observado que su actividad disminuye luego de 48 horas
de ayuno y que se recupera cuando los animales ayunados son tratados con sacarosa
(Lewin y col., 2001). Asimismo se ha observado que la insulina aumenta la expresion de
GPAT1 en higado (Gonzalez-Baro y col., 2007). GPAT2 también es de localizacion
mitocondrial pero si bien es capaz de iniciar la sintesis de TAGs, no reemplaza a GPAT1
en su funcion ni es regulada por ayuno/saciedad, al menos en el higado (Wendel y col.,
2009). GPAT3 y GPAT4 se localizan en el reticulo endoplasmatico. La expresion de
GPAT3 aumenta durante la diferenciacion del adipocito y se ha observado que en
animales obesos, su expresion aumenta por tratamiento con RSG (Cao y col., 2006).

También se ha observado que el tratamiento de ratas con RSG por 7 dias aumenta la
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expresion y actividad de GPAT1 y GPAT3 en depdsitos de grasa visceral y subcutanea
(Festuccia y col., 2009a). En cambio, en grasa parda s6lo aumenta la expresion de
GPAT3 (Festuccia y col., 2009b). GPAT4 es muy abundante en tejidos lipogénicos en
particular en la glandula mamaria, donde juega un rol fundamental en la sintesis de lipidos
de la leche (Beigneux y col., 2006). Una vez caracterizadas las isoformas de GPAT
presentes en la célula de Sertoli, decidimos analizar si existe regulacion de la expresion
de las mismas por activacion de PPARYy. En este contexto observamos que el tratamiento
con RSG aumentd Gnicamente la expresion de GPAT1. Cabe recordar que GPAT1 ha
sido relacionada intimamente con la sintesis de TAGs. Como se mencion6 GPAT1 se
encuentra en la membrana mitocondrial externa y juega un papel fundamental en el
destino de los acil-CoAs de la célula (Lewin y col., 2004). Curiosamente en la misma
localizacion subcelular también se encuentra la carnitina palmitoil-transferasa 1 (CPT1),
enzima encargada de la entrada del acil-CoA a la mitocondria para su posterior oxidacion.
Se ha postulado que en la membrana mitocondrial GPAT1 y CPT1 compiten por los acil-
CoAs y definen su destino a vias sintéticas o degradativas (Hammond y col., 2005). En la
célula de Sertoli, un aumento en la expresion de GPATL1 por activacion de PPARYy podria
contribuir a una mayor utilizacién de acidos grasos para la sintesis de lipidos que llevaria
a una mayor formacién de gotas lipidicas.

El paso final en la sintesis de TAGs es la esterificacion del tercer acil-CoA al
diacilglicerol. Esta reaccion es catalizada por la enzima diacilglicerol-acil-transferasa
(DGAT) de la cual existen dos isoformas DGAT1 y DGAT2 (Shi y Cheng, 2009). Ambas
enzimas se encuentran localizadas en el reticulo endoplasmatico. Su expresion es alta en
tejidos que se especializan en la sintesis de TAGs. Si bien ambas enzimas catalizan la
misma reaccion, se distinguen funcionalmente por sus diferencias en las propiedades
cataliticas y su regulacion fisiologica. Este hecho se pone en evidencia en los fenotipos

diferentes de los ratones KO para cada una de ellas. El animal KO para DGAT1 presenta
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una disminucién del tejido adiposo y resistencia a desarrollar obesidad inducida por la
dieta que va acompafiada por un aumento en el gasto energético (Chen y col., 2003). Por
el contrario, el KO para DGAT2 presenta muerte neonatal y anormalidades en la
formacion de la piel. Este fenotipo letal no puede ser compensado por DGATL, lo que
indica el rol diferencial de cada DGAT en la sintesis endégena de TAGs y sugiere la
presencia de distintos pool de TAGs (Stone y col., 2004). DGAT1 se expresa altamente en
intestino delgado, tejido adiposo, glandulas mamarias, testiculos, timo, musculo
esquelético, bazo, corazén y piel (Cases y col., 1998), mientras que la mayor expresion de
ARNmM de DGAT2 se observa en higado, tejido adiposo, glandulas mamarias, testiculos,
leucocitos periféricos y corazon (Cases y col., 2001). Particularmente se ha estudiado la
expresion de ambas DGATSs en testiculo. Dicha expresion varia con el desarrollo testicular
y con el tipo celular. En células de Sertoli de raton se ha observado que sélo se expresa
DGAT1, siendo DGAT2 altamente expresada en células germinales (Oresti y col., 2013).
Con respecto a la regulacion de la expresion de DGATs, se conoce que la
expresion de DGAT1 aumenta con la diferenciacion del adipocito (Cases y col., 1998). En
este contexto, se ha observado que ratas tratadas por 7 dias con RSG presentan mayores
niveles de ARNm de DGAT1 y DGAT2 en la grasa subcutanea (Festuccia y col., 2009a).
Por otro lado, en la grasa visceral y grasa parda el mismo tratamiento sélo aumenta la
expresion de DGAT1 (Festuccia y col., 2009a; Festuccia y col., 2009b). Otros autores
muestran que en tejido adiposo de humanos y ratones tratados con RSG también
aumenta la expresion de DGAT1 (Ranganathan y col., 2006). Estos antecedentes
bibliograficos sugieren que la expresion de DGATs podria estar regulada por activacion de
PPARYy. Curiosamente, al evaluar la regulacion de la expresion de DGAT1 por activacion
de PPARYy, observamos que el tratamiento con RSG no modificé los niveles de ARNm de
dicha enzima. Estos resultados indican que en célula de Sertoli, la expresion de DGAT1

no depende de la activacion de PPARy. Los mecanismos que regulan su expresion adn
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no se han analizado en células de Sertoli aunque se podria especular que las hormonas
que favorecen el trofismo celular, como la FSH, podrian participar en esta regulacion.

Finalmente decidimos evaluar el efecto de la activacion de PPARy sobre el
contenido de TAGs en la monocapa de células de Sertoli. Los resultados obtenidos
muestran que el tratamiento con RSG aumenta los niveles de TAGs. El aumento
producido por la RSG de la expresion del transportador de acidos grasos FAT/CD36 y de
la GPAT1, enzima encargada de iniciar la sintesis de TAGs, podria explicar estos
hallazgos sugiriendo un rol importante de la activacion de PPARYy en la sintesis de lipidos
en la célula de Sertoli, que podria conducir a una mayor formacién de gotas de lipidos.

El proceso de formacion de gotas lipidicas comprende la accién coordinada de una
serie de proteinas cuyo estudio constituye un campo muy fértil en la actualidad. La familia
de las perilipinas (PLINS) ha sido intimamente relacionada con la formacion y estabilidad
de las gotas lipidicas. Existen cinco isoformas de PLINs. Todas comparten la habilidad de
unirse a gotas lipidicas, ya sea de manera constitutiva o en respuesta a estimulos
metabdlicos especificos. Cuando se localizan en la superficie de las gotas lipidicas
pueden interactuar con la maquinaria celular necesaria para la biogénesis de las mismas
o pueden regular el acceso de otras proteinas encargadas de la degradacién de los TAGs
presentes en su interior (Wolins y col., 2006). Las distintas PLINs difieren en tamafo,
expresion en los distintos tejidos, afinidad por las gotas lipidicas, estabilidad en el
citoplasma y regulacion transcripcional. Ademas difieren en su preferencia por el
secuestro de TAGs o ésteres de colesterol en la gota lipidica, lo que enfatiza mas aun la
diversidad de funciones de las PLINs (Hsieh y col., 2012). PLIN1 es un marcador de la
diferenciacion del adipocito y presenta preferencias por el almacenamiento de TAGs. Los
ratones KO para PLIN1 son fértiles y, si bien comen con normalidad, son delgados y
presentan una disminucion del tejido adiposo y resistencia a la obesidad inducida por la

dieta (Martinez-Botas y col., 2000). PLIN2 es de expresion ubicua pero predominante en
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hepatocitos donde cumpliria la misma funcién que PLIN1 en adipocito. Los animales KO
para PLIN2 presentan una funcion del tejido adiposo normal, sin embargo tienen poca
acumulacion de TAGs en higado y son resistentes a la esteatosis hepética inducida por la
dieta grasa (Chang y col., 2006). Las gotas de lipidos en estos animales son pocas y
pequefias. Se ha descripto un rol de PLIN2 en la formacién de gotas lipidicas ya que su
expresion aumenta cuando las células reciben sobrecarga de acidos grasos (Grasselli y
col., 2010). PLIN3 es una proteina ubicua que es estable en el citoplasma y se asocia a la
superficie de la gota lipidica naciente, organizando asi el empaquetamiento de TAGs
recién sintetizados para maximizar el almacenamiento de energia en el caso de exceso
de nutrientes (Wolins y col.,, 2001). PLIN4 se expresa principalmente en tejidos
especializados en el almacenamiento de lipidos. Es de localizacién citoplasmética y se
transloca a la superficie de las gotas lipidicas cuando las células tienen una sobrecarga
de &cidos grasos (Wolins y col., 2003). PLIN5 se expresa en tejidos que presentan altos
niveles de oxidaciéon de &cidos grasos como el corazén, el musculo esquelético y el
higado en ayuno. Se relocaliza en las gotas lipidicas en el higado en ayuno y su
expresion es estimulada por activacion de PPARB/d (Bindesball y col., 2013). En su
conjunto, las PLINs organizan la formacién y la estabilidad de las gotas de lipidos.

Hasta el momento de comenzar este trabajo, en la célula de Sertoli sélo se habia
estudiado la presencia de PLIN2. En este trabajo, utilizando la técnica de RT-PCR,
observamos que salvo PLIN5, el resto de las PLINs se expresan en células de Sertoli.
Como se menciono, las distintas PLINs son utilizadas para distintos eventos en la
formacion de gotas lipidicas, proceso que ha sido estudiado en detalle en el adipocito.
Cuando comienza la sintesis de TAGs en el reticulo endoplasmatico, PLIN3 y PLIN4
comienzan a localizarse en las gotas lipidicas nacientes. Luego de un tiempo se empieza
a detectar PLIN2 en la superficie que posteriormente es reemplazada por PLIN1 en la

gota lipidica madura. Asi, la formaciéon de la gota lipidica se presenta como una
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maduracion ordenada a partir de una gota naciente con cambios progresivos en las
proteinas que cubren su superficie a medida que crece hasta formar una gota lipidica
madura (Wolins y col., 2006). La célula de Sertoli presenta numerosas gotas lipidicas que
sirven de reserva de acidos grasos, principal fuente energética de este tipo celular. En
este sentido es logico especular que la célula de Sertoli presente una amplia variedad de
PLINs que le permita formar eficientemente gotas lipidicas que almacenen TAGs, con el
objeto de disponer de acidos grasos para satisfacer sus requerimientos energéticos
cuando sea necesario.

Con respecto a la regulacién de la expresion de PLINs por activacion de PPARYy,
dicha regulacion ha sido demostrada en diversos tipos celulares. La expresién de PLIN1
en adipocitos depende de PPARy (Arimura y col., 2004). Asimismo, se ha observado que
la expresion de PLIN1 aumenta en la grasa subcutanea, pero no en la visceral ni en
musculo, luego del tratamiento con RSG de ratas diabéticas (Kim y col., 2007). Estos
hallazgos intentan explicar la redistribucion de la grasa y el efecto sensibilizante a la
insulina de la RSG. Se ha observado que la expresion de PLIN2, PLIN4 y PLIN5 también
depende de la activacién de PPARs (Bickel y col., 2009). Se ha localizado un sitio PPRE
en los genes que codifican para PLIN1, 2, 4 y 5. Por el contrario, la expresién de PLIN3 no
seria regulada directamente por PPARs ya que no posee un sitio PPRE en su promotor.

Habiendo caracterizado las PLINs presentes en la célula de Sertoli, evaluamos a
continuacion su posible regulacion por activacion de PPARy. Nuestros resultados indican
gue la expresion de PLIN1, PLIN2 y PLIN3 es estimulada por RSG. En el contexto de la
regulacion de la expresion de PLINs, estudios en testiculos sometidos a hipertermia
mostraron que la expresion de PLIN2 y PLIN3 aumenta durante la injuria,
coincidentemente con el aumento de las gotas de lipidos en células de Sertoli (Liu y col.,
2012). Los autores especulan que esas gotas lipidicas provienen de la fagocitosis de las

células germinales que han entrado en apoptosis por el aumento en la temperatura y le
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atribuyen un rol importante en el almacenamiento de energia para la recuperaciéon luego
de la injuria. Nuestros resultados indican que en la célula de Sertoli, la activacion de
PPARy también seria un mecanismo que aumenta la expresion de diversas PLINs que
podrian estar participando en la formacion de las gotas de lipidos. La regulaciéon de la
expresion de PLINs por activacion de PPARy seria un mecanismo fisiolégico de la célula
de Sertoli para el almacenamiento de energia para cubrir las demandas energéticas de su
propio metabolismo.

Finalmente, decidimos analizar si la regulacion de diversos genes implicados en la
formacion de gotas lipidicas por activacion de PPARy culmina verdaderamente en la
formacion de gotas de lipidos. Para ello, se evalué su presencia en las monocapas de
células de Sertoli luego del tratamiento con RSG. El andlisis microscopico demostré que
la activacion de PPARy aumenta el contenido de gotas de lipidos en la célula de Sertoli.
Este contenido se correlaciona ademas con el aumento en la concentracion de TAGs en
las monocapas celulares. El aumento del almacenamiento de lipidos por activacion de
PPARy ha sido observado en otros tipos celulares tales como adipocitos, musculo
esquelético y cardiomiocitos. En adipocitos, esta regulacion es fundamental para evitar la
formacion de grasa ectépica en otros tejidos, la cual correlaciona con una resistencia a la
insulina (Chao y col., 2000). En musculo, las gotas lipidicas son esenciales como fuente
de sustratos energéticos durante el ejercicio (Walther y Farese, 2012). En corazén, se ha
postulado que el aumento de gotas lipidicas estimulado por activacion de PPARYy protege
a la célula cardiaca de la lipotoxicidad (Bosma y col., 2014). Como se menciono en la
introduccion, se ha demostrado que la célula de Sertoli contiene abundantes gotas
lipidicas. Ademas, se ha observado que las mismas varian con los estadios de la
espermatogénesis, siendo maximas en los estadios post espermiacion, cuando se
produce la fagocitosis de los cuerpos residuales (Kerr y De Kretser, 1975). Estas

variaciones se correlacionan con un aumento en los niveles de ATP por lo que se ha
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postulado que estas gotas lipidicas son fuente de &cidos grasos para obtener energia
(Xiong y col., 2009). Asimismo, se ha visto que las gotas lipidicas de la célula de Sertoli
varian con el entorno hormonal (Ghosh y col., 1992). Todas estas evidencias permiten
especular un rol fundamental de las gotas lipidicas en el funcionamiento testicular. En
particular en la célula de Sertoli, la regulaciébn de la formacion de gotas lipidicas por
activacion de PPARYy patrticiparia en el mantenimiento del equilibrio energético del tabulo
seminifero.

Como consecuencia del establecimiento de la barrera hemato-testicular, la célula
de Sertoli crea el microambiente 6ptimo para el desarrollo de las células germinales que
se encuentran en el compartimiento adluminal del tubo seminifero. Una de las funciones
mas importantes que cumple la célula de Sertoli para el mantenimiento de las células
germinales es la provision de nutrientes entre los que se encuentra el lactato. Cabe
recordar que la célula de Sertoli metaboliza activamente la glucosa siendo la mayoria de
este azUcar convertido a lactato y no oxidado via el ciclo de Krebs (Robinson y Fritz,
1981). Por otra parte se sabe, por experimentos realizados in vivo e in vitro, que las
células germinales utilizan lactato como fuente energética (Jutte y col., 1981; Courtens y
Ploen, 1999). Estas observaciones llevaron a establecer el concepto de que uno de los
papeles preponderantes de la célula de Sertoli es la produccion de lactato (Boussouar y
Benahmed, 2004). Considerando que esta funcién nutricional es fundamental para la
espermatogénesis y que la activacion de PPARy es capaz de regular distintos
mecanismos relacionados con el metabolismo de los hidratos de carbono en distintos
tejidos (Nielsen y col., 2008; Ahmadian y col., 2013), en la segunda parte de este trabajo
nos propusimos evaluar la regulacion por activacion de PPARy de mecanismos que
participan en el metabolismo glucolitico de la célula de Sertoli, en particular aquellos
mecanismos involucrados en la produccion de lactato.

Inicialmente evaluamos si la activacion de PPARYy regulaba el consumo de glucosa

69



DISCUSION

en la célula de Sertoli. Observamos que el tratamiento con RSG aumento6 el consumo de
glucosa, resultados que sugieren que el PPARYy esta involucrado en el metabolismo de los
hidratos de carbono en las células de Sertoli. Como se mencioné en la introduccion, en
nuestro laboratorio hemos analizado un conjunto de mecanismos moleculares utilizados
por FSH, citoquinas y factores de crecimiento que participan en la regulacion de la
produccién de lactato, metabolito final de la via glucolitica en la célula de Sertoli (Riera y
col., 2001; Riera y col., 2002; Riera y col., 2003; Galardo y col., 2008; Regueira y col.,
2015). Entre ellos se encuentran: 1) la entrada de glucosa a la célula y la expresion de
GLUTL, 2) la expresion de enzimas claves del flujo glucolitico, 3) la actividad del complejo
piruvato deshidrogenasa (PDC) y la expresion de PDKs y PDPs que controlan la
disponibilidad de piruvato y 4) la actividad LDH y los niveles de ARNm de LDH A que
participan finalmente en la conversion de piruvato a lactato. Decidimos analizar entonces
si alguno de los mecanismos conocidos del metabolismo de los hidratos de carbono de la
célula de Sertoli podia estar regulado por activacion de PPARYy.

Con respecto a la entrada de glucosa a la célula, se ha observado que la activacion
del PPARy aumenta la entrada de glucosa en distintos tipos celulares, mecanismo que
contribuye al efecto antidiabético de la RSG. Asi, se demostr6 que la activacion
farmacolégica de PPARy aumenta la entrada de glucosa en tejido adiposo debido a un
aumento en la expresion de GLUT4 (Armoni y col., 2003), efecto que también se observa
en ceélulas beta del pancreas por aumento en la expresion de GLUT2 (Kim y col., 2000).
En este trabajo observamos que el tratamiento con RSG aumento la incorporacion de 2-
DOG a la célula de Sertoli. La célula de Sertoli expresa GLUT1-4 y GLUT8 (Carosa y col.,
2005; Angulo y col.,, 2008; Galardo y col., 2008). Estudios acerca de la regulacion
hormonal de la entrada de glucosa a la célula de Sertoli mostraron una correlacion entre
el aumento en la incorporacion del azucar y la expresion de GLUT1 (Galardo y col., 2007;

2008; 2010). Sin embargo en este trabajo no pudimos observar un aumento en la
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expresion de GLUTL1 en células de Sertoli tratadas con RSG. Considerando que el gen
que codifica para GLUT2 tiene sitio PPRE (Im y col.,, 2005), decidimos evaluar si la
activacion de PPARy aumentaba la expresion del transportador. Observamos que RSG
aumentod la expresion de GLUT2, lo que explicaria al menos en parte, el aumento en la
incorporacion de glucosa observado. Este aumento en la incorporacion de glucosa
contribuiria a una mayor disponibilidad de sustrato inicial para la via glucolitica.

En relacion a las enzimas que participan en la regulacién del flujo glucolitico, se
conoce que la PFK1l y la PK juegan un rol esencial. La primera reaccion que
verdaderamente compromete a la glucosa a su degradacién por la via glucolitica es la
catalizada por la enzima fosfofructokinasa 1 (PFK1). Esta enzima esta sujeta a una
compleja regulacion alostérica. Su actividad varia de acuerdo al estado energético celular:
el ATP actla como efector alostérico negativo, mientras que el AMP aumenta la actividad
enzimética. El efector alostérico positivo mas potente de PFK1 es la fructosa-2,6-
bisfosfato (F2,6BP), cuyos niveles celulares correlacionan fuertemente con el flujo
glucolitico (Hue y Rider, 1987). Los niveles de F2,6BP dependen de la actividad de
enzimas que catalizan su sintesis y degradacion, las PFKFBs de la cual se conocen
cuatro isoformas (Rider y col., 2004; Mor y col., 2011). En particular, las células de Sertoli
de rata expresan PFKFB1, PFKFB2 y PFKFB3 (Regueira y col., 2015). El gen que codifica
para la PFKFB3 tiene un sitio PPRE y se ha demostrado que en una linea celular de
adipocitos su expresion es estimulada por el tratamiento con agonistas farmacologicos de
PPARYy (Atsumi y col., 2005). Ademas se ha observado que la regulacion de la expresion
de PFKFB3 patrticipa en el efecto antidiabético de las tiazolidonas (Guo y col., 2010).
Evaluamos entonces si la activacion de PPARy regulaba la expresion de PFKFBS3,
isoforma que posee baja actividad fructosa-2,6-bisfosfatasa y cuyos niveles de expresion
correlacionaban con el flujo glucolitico. En células de Sertoli, no observamos regulacion

de la expresion de esta enzima por activacion de PPARYy. Sin embargo, conociendo que la
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actividad de PFKFBs puede ser regulada por mecanismos distintos a la induccién génica,
no se puede descartar una regulacién de la actividad de PFKFB3 por activacion de
PPARYy en células de Sertoli.

Por otro lado, la regulacién de PK es otro de los mecanismos moleculares que
controla el flujo glucolitico. Si bien se han descripto cuatro isoformas de la enzima, la
actividad PK presente en testiculos de rata es atribuible sélo a PKM2 (Imamura y Tanaka,
1972). Cabe mencionar que esta isoforma se encuentra asociada a LDH y otras enzimas
de la via glucolitica conformando el complejo enzimético glucolitico (Mazurek y col.,
2002). Este hecho favorece que el piruvato, producto de la reaccion catalizada por la
PKM2, sea en su mayoria convertido a lactato. Se ha observado que PKM2 presenta un
sitio PPRE en su promotor y que la activacion de PPARy aumenta su expresion en células
gue tienen una via glucolitica muy activa (Panasyuk y col.,, 2012). Por esta razén,
decidimos evaluar la posible regulacion de su expresién por activacion de PPARy en
células de Sertoli. En nuestras condiciones experimentales, no hemos observado un
aumento en la expresion de PKM2 en respuesta al tratamiento con RSG. El hecho de no
observar variaciones en la expresién de genes glucoliticos, como PFKFB3 y PKM2, por el
tratamiento con RSG, no explica el aumento del consumo de glucosa observado en las
mismas condiciones experimentales. En general, el consumo de glucosa puede ser
debido a un aumento en la sintesis de glucégeno, un aumento en la via de las pentosas o
un aumento en el flujo glucolitico. Teniendo en cuenta que el flujo glucolitico es regulado
por disponibilidad de sustrato asi como también por modificaciones en las actividades
enzimaticas que no involucran la expresion génica, es posible especular que en el estado
metabdlico que resulta de la activacion de PPARYy en la célula de Sertoli, se pondrian en
juego mecanismos distintos a la induccion/represion de las enzimas glucoliticas que
producen un aumento del consumo de glucosa y que podrian conducir a un incremento de

la produccion de lactato.
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El piruvato obtenido de la glucdlisis puede tener diferentes destinos, uno de los
cuales es su entrada al ciclo de Krebs controlada por la actividad del complejo enzimatico
piruvato deshidrogenasa (PDC). La actividad del PDC es regulada por modificacion
covalente. La fosforilacion del mismo es la encargada de suprimir su actividad. Por
consiguiente, existe la posibilidad de que una mayor proporcién de complejo fosforilado, y
por lo tanto inactivo, se traduzca en una mayor disponibilidad de piruvato para ser
derivado hacia otro destino, por ejemplo, ser reducido a lactato por accion de la enzima
LDH. En el presente trabajo, observamos que tratamiento con RSG no modificé el estado
de fosforilacion del PDC. Curiosamente, en células de Sertoli, se habia observado una
correlacién entre el aumento de la produccién de lactato y el estado de fosforilacion del
PDC por activacion de PPARB/d (Regueira y col., 2014). Respuestas diferenciales a la
activacion de los distintos PPARs se han observado en muchos casos. En este contexto,
se observd que la activacion de PPARa y de PPARy regula la expresién de distintos
grupos de genes lipoliticos y glucoliticos en células de tejido adiposo humano (Ribet y
col., 2010). Estos efectos se pueden atribuir, entre otras causas, a una distinta afinidad de
cada receptor por los PPRE, a un distinto contexto metabdlico celular y/o al reclutamiento
de distintos co-activadores (Ribet y col., 2010). En las células de Sertoli, la activacion de
PPARYy, a diferencia de la activacion de PPARPB/®, no regularia la actividad del PDC
evaluada por su estado de fosforilacion.

La conversion de piruvato a lactato esta catalizada por la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH). Se conocen seis isoenzimas que estan formadas por distinta
composicion de tres subunidades. La LDH 5, que esta formada por cuatro subunidades
LDH A, presenta caracteristicas cinéticas que favorecen la conversion de piruvato a
lactato (Cahn y col., 1962; Pesce y col., 1964). En células de Sertoli, el aumento de la
produccion de lactato en respuesta a hormonas correlaciona con un incremento en la

actividad LDH que es acompafiado por un aumento en los niveles de ARNm de LDH A
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(Nehar y col., 1997; Riera y col., 2001). Analizamos si este ultimo paso de la glucdlisis era
regulado por activacién de PPARYy. El tratamiento con RSG, no modificé ni la actividad de
LDH ni la expresién de LDH A. En este caso, al igual que lo observado para la activacion
de PPARa y PPAR/, este proceso no parece estar regulado por activacion de PPARs en
la célula de Sertoli.

Como se sefal6 en la introduccién, la produccion de lactato, metabolito final de la
via glucolitica en células de Sertoli, es regulada tanto por hormonas como por un conjunto
de factores producidos localmente en el testiculo. En este contexto cabe mencionar que
se observd que dicha produccion es estimulada por FSH (Mita y col., 1982), hormonas
tiroideas (Palmero y col., 1995), prolactina (Scarabelli y col., 2003), factores de produccién
local tales como IGF-I, EGF, bFGF e interleuquina 13 (Borland y col., 1984; Mallea y col.,
1986; Oonk y col., 1989; Schteingart y col., 1999; Riera y col., 2001) y adenosina (Galardo
y col.,, 2010). Mas recientemente, hemos demostrado en nuestro laboratorio que la
activacion de PPARp/d, ademas de regular la oxidacién de acidos grasos, estimula la
produccién del lactato en células de Sertoli (Regueira y col., 2014). Consecuentemente
decidimos analizar si la activaciéon de PPARy conducia a un aumento en la produccién del
mencionado hidroxiacido. Observamos que el tratamiento con RSG aumenta la
produccién de lactato por la célula de Sertoli. Este aumento por activacion de PPARy
puede ser explicado, al menos en parte, por la regulacion de diversos mecanismos que
resultan en un aumento en la disponibilidad de glucosa entre los que se encuentran un
aumento en la entrada de glucosa a la célula y en la expresion de GLUT2. Dada la
importancia del lactato como nutriente para las células germinales en desarrollo, la
regulacion de este proceso resulta fundamental para una espermatogénesis normal.

En su conjunto, los resultados presentados en este trabajo indican que el PPARy
ocuparia un rol central en el metabolismo energético del tubulo seminifero. De esta

manera, una situacion fisioldgica que resulte en la activacion del PPARy promoveria un
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aumento en la sintesis de TAGs y su acumulacién en las gotas lipidicas, asegurando una
adecuada provision de energia para la célula de Sertoli, y simultaneamente induciria un
aumento en la produccion de lactato, metabolito indispensable como fuente energética

para las células germinales.

Enrico Sertoli (1865) realiza una descripcion detallada de la célula que llevaria su
nombre. Ciento cincuenta afios mas tarde nadie duda de la importancia fisioldgica de
estas células en el normal desarrollo de la espermatogénesis, sin embargo muchos de los
mecanismos moleculares que operan para su adecuado funcionamiento son audn
desconocidos. Este trabajo intenta ser un aporte mas hacia la comprension de los
complejos mecanismos que intervienen en la regulacion del metabolismo energético de la
célula de Sertoli, fundamental para el adecuado desarrollo de las células germinales y, por

lo tanto, de una espermatogénesis normal.
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Conclusiones

Los resultados presentados en esta tesina demuestran que el PPARYy participa en
el mantenimiento de un adecuado equilibrio energético en la célula de Sertoli.

Por un lado, se demostrd que la activacion de PPARy promueve el almacenamiento
de acidos grasos como TAGs y la acumulaciéon de los mismos en gotas de lipidos
regulando la expresion de distintos genes tales como FAT/CD36, GPAT1, PLIN1, PLIN2 y
PLIN3. Este almacenamiento de TAGs seria de gran importancia en la célula de Sertoli,
gue utiliza los acidos grasos como principal fuente energeética.

Por otro lado, se demostrd que la activacion de PPARy aumenta la produccién de
lactato regulando la entrada de glucosa a la célula y la expresiéon de GLUT2. Dada la
importancia del lactato como nutriente para las células germinales, la regulacion por
PPARy de este proceso resultaria elemental para el mantenimiento de las células
germinales en desarrollo.

La informacion obtenida constituye un aporte al conocimiento de los mecanismos
fisiol6gicos que podrian contribuir a la regulaciéon del metabolismo energético en el tubulo

seminifero, fundamental para una espermatogénesis normal.
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