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Resumen

Las células de Sertoli proveen soporte estructural y nutricional a las células germinales en
desarrollo, y su numero final —alcanzado durante etapas proliferativas— determina la
capacidad espermatogénica en el individuo adulto. La hormona FSH es clave en este
proceso, ya que estimula la proliferacion de estas células mediante la activacion de la via
mTORCH1, integrando sefales hormonales y metabdlicas en pos de regular el crecimiento
celular. En este contexto, la disponibilidad de nutrientes y la participacion de rutas
metabolicas -especialmente la glucdlisis y la glutamindlisis- cumplen un rol fundamental al
aportar intermediarios necesarios para la sintesis de macromoléculas y la progresion del
ciclo celular.

La tesis demuestra que existe una estrecha relacion entre el metabolismo y la proliferacion
en las células de Sertoli inmaduras, evidenciando que la FSH no solo promueve la division
celular, sino también la activacion de la glucdlisis y la glutamindlisis, necesarias para activar
la via mTORCH1. Este trabajo de tesis contribuye de manera significativa al conocimiento
sobre la fisiologia de la célula de Sertoli inmadura, destacando la importancia de los
mecanismos metabdlicos en el desarrollo testicular temprano. Esta tesis busca extender su
aporte inicial hacia la comprension de los factores y mecanismos moleculares que, en etapas
tempranas de la vida, son esenciales para una funcién reproductiva masculina normal y, por
lo tanto, para la fertilidad futura
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iAnimo, jévenes investigadores!
No os dejéis intimidar por las dificultades que encontraréis al

estudiar una parte tan importante del conocimiento médico.

Enrico Sertoli

Discurso inaugural de la apertura del afio escolar 1872-73
R. Escuela Superior de Medicina Veterinaria de Milan.
Archivo de la Real Escuela Superior de Medicina Veterinaria. 1872.
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Introduccién

ASPECTOS HISTORICOS

Transcurria el aflo 1865 cuando el fisidlogo e histologo Enrico Sertoli publicé un
articulo titulado Dell’esistenza di particolari cellule ramificate nei canalicoli seminiferi del
testicolo umano’. En este trabajo, el investigador —sorprendentemente para la época—
describié de manera detallada la morfologia de las células que llevarian su nombre y, en
base a ello, vaticiné la funcién de las mismas. En sus articulos posteriores, investigd su
posible relacion con el desarrollo del complejo proceso de multiplicacion y diferenciacién
celular conocido como espermatogénesis, proceso que dara origen a las gametas
masculinas. A pesar de la relevancia del descubrimiento de Sertoli, sus estudios no
despertaron interés en la comunidad cientifica de la época, ya que las investigaciones
estaban centradas, en ese entonces, en el estudio del epitelio germinal. No fue hasta
principios de la década de 1950 que las investigaciones volvieron a poner el foco en el
estudio de estas células, las cuales son uno de los pilares en los que se sustenta la
fertilidad masculina.

En la actualidad, es sabido que la espermatogénesis cualitativa vy
cuantitativamente adecuada solamente es posible en presencia de una célula de Sertoli
capaz de brindar un apropiado soporte fisico y nutricional a las células germinales en
desarrollo. De esta forma, el control de la funcionalidad de la célula de Sertoli es
fundamental en el desarrollo del epitelio germinal. Considerando que cada célula de
Sertoli es capaz de sustentar un numero limitado de células germinales, el nimero
alcanzado durante los periodos proliferativos de dicha célula determinara la capacidad
espermatogénica del individuo adulto y, por ende, la funcién reproductiva masculina. En
este contexto, es importante considerar que una menor produccidon de gametas puede

comprometer la fertilidad del adulto.

"Traduccion: “Sobre la existencia de células ramificadas peculiares en los canaliculos seminiferos
del testiculo humano.”
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Si bien ya han pasado ciento sesenta anos desde el descubrimiento de la cellula
ramificata de Enrico Sertoli, y préximamente se habran alcanzado casi veinte mil trabajos
publicados al respecto, aun queda mucho por investigar. Es importante destacar que la
gran mayoria de los estudios se centran en los aspectos fisioldgicos de células de Sertoli
maduras, cuyas caracteristicas distan mucho de aquellas descriptas para la célula de
Sertoli inmadura. Hoy en dia, no solo es poco lo que se sabe sobre la regulacion de la
proliferacion de la célula de Sertoli inmadura, sino que, ademas, se desconoce la
regulacion metabolica en esta etapa del desarrollo y de qué manera ésta podria influir en

la proliferacion.

CARACTERISTICAS DEL TESTICULO

La produccidn de espermatozoides en los mamiferos ocurre en el testiculo, palabra
que tiene su origen en el vocablo latino testis, que significa ‘testigo’. Si bien su derivacion
no es clara, se presume que se debe al hecho de que, bajo la ley de la antigua Roma, solo
los hombres adultos estaban autorizados a atestiguar. Desde épocas ancestrales se sabe
que los testiculos estan relacionados con el desarrollo sexual y el poder reproductivo del
macho. Sin embargo, varios siglos pasaron hasta que se describieron los tubulos
seminiferos en el testiculo.

Histologicamente, se ha demostrado que el testiculo de los mamiferos esta
organizado en dos compartimientos: un compartimiento intersticial y un compartimiento

tubular, como se puede observar en la figura 1.



Introduccién

Células de

Figura 1. Imagen histolégica testicular donde pueden observarse el compartimiento tubular y el
compartimiento intersticial. EL compartimiento tubular se encuentra rodeado por una capa de células
aplanadas de caracteristicas mioides denominadas células peritubulares. En el interior del mismo se
observan células de Sertoli, espermatogonias, espermatocitos y espermatides. En el compartimiento
intersticial se observa una poblacién de células que aparecen en grupos, las células de Leydig. Imagen
tomada de: https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/Testis_Development vy
adaptada digitalmente.

El compartimiento intersticial esta compuesto fundamentalmente por las células
de Leydig, que se presentan generalmente asociadas formando agregados celularesy que
son responsables de la produccién de testosterona. Ademas, se observan fibroblastos,
macroéfagos, linfocitos y mastocitos. Todas las células presentes en este compartimiento
estdn embebidas en una matriz conectiva laxa en la que se observan vasos sanguineos de
variado calibre, nervios y vasos linfaticos (Fawcett y col.,, 1973). Por otro lado, el
compartimiento tubular es un sector avascularizado, rodeado por una capa de células
mioides denominadas peritubulares. Hacia el interior del tubulo seminifero se puede
observar a las células de Sertoli apoyadas sobre una membrana basal en contacto directo
con las células germinales en distintos estadios de maduracion. Las células de Sertoli
presentan como caracteristica particular la capacidad de formar una barrera de
permeabilidad, denominada barrera hemato-testicular (BHT), que separa al tubulo

seminifero en dos compartimientos: uno basal —que contiene espermatogonias y
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espermatocitos meidticos hasta el estadio de preleptotene— y otro adluminal —que
contiene espermatocitos y espermatides en distintos estadios de maduracién—. La
consecuencia directa del establecimiento de la BHT es que las células germinales
presentes en el compartimiento adluminal quedan aisladas de la circulacion sistémica. En
este contexto, estas células pasan a depender 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.

CARACTERISTICAS DE LA CELULA DE SERTOLI

La célula de Sertoli fue bautizada asi por Von Ebner en 1888 en honor a la labor
descriptiva realizada por Enrico Sertoli en su articulo publicado en 1865. En su obra, Sertoli
describia a estas células como se observan en la figura 2: “irregularmente cilindricas o
coénicas con bordes delicados y con nucleos que invariablemente contienen un nucléolo.
El citoplasma es transparente, homogéneo y siempre contiene gotitas finas de grasa. Estas
células estan casi siempre provistas de prolongaciones finas muy transparentes en las que
también se encuentran gotitas de grasa (...). En algunas de estas células se ve una
bifurcacién u otras prolongaciones secundarias. Otras células de este tipo envian mas

prolongaciones que se ramificany a veces envuelven a otras células”.
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Figura 2. Dibujos originales de Enrico Sertoli, que ilustran perfectamente la forma ramificada de

estas células y la funcidn de sostén a la espermatogénesis que élimaginé para ellas. De Sertoli E. Il
Morgagni 1865.
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En este contexto, se puede decir que estas “células ramificadas” que el fisiélogo-
histélogo observo por primera vez al microscopio se condicen con el fenotipo maduro de
las células de Sertoli. Para realizar una descripcion histoldgica de esta célula es necesario
tener en cuenta que la misma sufre grandes cambios madurativos que van de un fenotipo
inmaduro, etapa en la cual es capaz de proliferar; auno maduro, etapa en la cual es incapaz
de proliferar, ha establecido la BHT y ha adquirido la capacidad de mantener a la poblacion
germinal. Por lo tanto, la transicién a un fenotipo maduro es un proceso fundamental para
lograr la adquisicion de las complejas caracteristicas de la célula de un individuo adulto
capaz de sostener la espermatogénesis. En otras palabras, para este tipo celular “la
composicion morfoldgica esta estrechamente relacionada con las manifestaciones
funcionales” (Patriarcay col., 2019).

Pasados los anos, y haciendo uso de microscopios con mayor poder de aumentoy
resolucién, se pudo realizar una descripcidon mas exacta de la célula de Sertoli, que
increiblemente, no distaba mucho de la ya efectuada por Enrico Sertoli. La célula de Sertoli
madura es una célula de tipo columnar que se extiende desde la membrana basal hasta la
luz tubular. Presenta un nucleo grande, mayoritariamente integrado por eucromatina,
ubicado en la regién basal, que exhibe indentaciones y con uno o dos nucléolos
prominentes. En el citoplasma es posible observar ribosomas, mitocondrias pleomorficas
y abundantes gotas de lipidos. También se encuentra un reticulo endoplasmatico y un
aparato de Golgi peri- y supranuclear muy desarrollados, lo que sugiere una alta capacidad
de esta célula para procesary secretar proteinas. Sin embargo, no se detectan granulos de
secrecion, lo que sugiere que las proteinas no son almacenadas dentro de la célula, sino
gque se secretan inmediatamente después de ser sintetizadas (Russell, 1993). Por otro lado,
se encuentran numerosos lisosomasy vacuolas que participan en el proceso de fagocitosis
y digestion de células germinales en degeneracién. Una caracteristica de la célula de

Sertoli a destacar es la distribucion desigual de las organelas en su citoplasma. Este hecho
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probablemente demuestre un funcionamiento sectorizado que esta relacionado con las
necesidades fisiologicas de las distintas células germinales con las que contacta. Otra
caracteristica destacable es la presencia de un citoesqueleto prominente y elaborado,
responsable del sostén y arquitectura particular del epitelio seminifero. Asimismo, es
importante mencionar la existencia de uniones entre células de Sertoli vecinas y entre
células de Sertoli y células germinales asociadas al citoesqueleto (especializaciones
ectoplasmicas apicalesy complejos tubulobulbares), que también participan en la funcion
de sostén (Russell y Malone,1980). Se puede decir que, en el organismo adulto, las células
de Sertoli presentan una de las morfologias mas complejas descriptas en el campo de la
biologia celular.

Utilizando como modelo la rata Sprague-Dawley, este trabajo de tesis se centrara
en el estudio de la célula de Sertoli inmadura, cuyas caracteristicas histologicas difieren
notablemente de aquellas descriptas para la célula de Sertoli madura, en virtud de la
funcién que las células cumplen en este periodo del desarrollo. Debido a su capacidad
proliferativa, el fenotipo inmaduro presenta una forma columnar con una orientacién
irregular con respecto a la membrana basal. Su nucleo es redondo a oval con minimas
indentaciones, de ubicacidn basal y presenta un nucléolo poco aparente. El citoplasma
muestra un aspecto indiferenciado con organelas bastante separadas entre si. Se destacan
mitocondrias angostas y elongadas, poco desarrollo del reticulo endoplasmico, asi como
un escaso aparato de Golgi.

Como se puede evidenciar, las caracteristicas morfoldgicas de la célula de Sertoli
son variables ya que sufren cambios constantes en su estructura tridimensional que se
relacionan con su desarrollo para adquirir las caracteristicas del fenotipo maduro y, por
ende, para poder mantener el transcurso de los estadios de la espermatogénesis. En este
sentido, algunos investigadores consideran que esta célula es uno de los ejemplos mas

bellos de la relacién entre morfologia y funcién que podemos encontrar en la naturaleza.
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En palabras del propio Enrico Sertoli: “La forma adquiere su verdadera importancia cuando
se la reconoce como funcion” (Patriarca y col., 2019).
En la figura 3 se muestra en forma esquematica la morfologia que presenta la célula

de Sertoli de rata inmadura (panel A) y la que adquiere luego de la maduracién (panel B).

Figura 3. Esquema comparativo de la morfologia de la célula de Sertoli en diferentes estadios de
maduracién: A) inmadura, B) madura. Figura obtenida del libro “Sertoli Cell”, Gondos y Berndston
(1993) y modificada digitalmente.

PROLIFERACION DE LAS CELULAS DE SERTOLI

El primer estudio cuantitativo acerca de la proliferacion de células de Sertoli fue
realizado por Clermont y Perey a mediados del siglo XX. Los autores utilizaron cortes
histolégicos de testiculos de rata y realizaron elrecuento de “células de soporte” en mitosis
en los cordones sexualesy en los tubulos seminiferos. Como resultado, observaron un alto
numero de células en proliferacién en el periodo fetal y neonatal, una disminucién
progresiva de las figuras mitéticas con la edad del animal y ausencia de dichas figuras a
partir de los 18 dias de edad de la rata (Clermonty Perey, 1957). Mas de 10 afios después,
Steinberger y Steinberger (1971) determinaron in vitro la incorporacion de [*H]-timidina en

cultivos organotipicos de testiculos aislados de ratas de diferentes edades, confirmando
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que la proliferaciéon de la célula de Sertoli decae con la edad. Utilizando la misma técnica,
Orth (1982) determind en un modelo de rata in vivo que el periodo fetal es el momento de
mayor expansion de la poblacion de células de Sertoli e indicé que, al nacer, la proliferacion
de estas células disminuye de forma constante hasta los 21 dias de edad. Mas
recientemente, Angelopoulou y colaboradores (2008) analizaron el porcentaje de células
de Sertoli en proceso de proliferacion, mediante el analisis de la presencia de dos
marcadores proliferativos: el antigeno Ki-67 y el antigeno nuclear de células proliferantes
(PCNA) en cortes de testiculos de ratas de distintas edades. Es importante destacar que
ambos marcadores se expresan en células que estan atravesando el ciclo celular, mientras
que estan ausentes en las células quiescentes. De esta manera, los autores corroboraron
que las células de Sertoli proliferan durante los periodos fetal y neonatal en las ratas.

En cuanto a la proliferacion de la célula de Sertoli humana, se ha observado que la
primera etapa proliferativa ocurre durante el periodo fetal y neonatal hasta alrededor de los
12-18 meses de vida. Una segunda etapa de proliferacion, separada de la primera por un
periodo de al menos 8 afios, ocurre alinicio de la pubertad entre los 9y los 13 afios de edad
(Sharpeycol., 2003; Reyycol., 2016). Elconjunto de estos estudios ha configurado lavisién
actual que indica que la célula de Sertoli prolifera en los periodos fetal, neonatal y
peripuberaly cesa su proliferacion en la pubertad en la mayoria de las especies. En el caso
especial de los roedores como la rata, el periodo neonatal y peripuberal se solaparian
constituyendo una Unica etapa de proliferacién. De esta forma, alrededor de los 15-18 dias
postnatales en la rata se alcanzaria el numero final de la poblaciéon de células de Sertoli
gue se mantendria estable a lo largo de la vida.

El dogma actual establece que las células de Sertoli se diferencian de manera
terminal cuando los machos alcanzan la pubertad. Sin embargo, cabe destacar que ciertos
estudios han evidenciado que estas células son capaces de dividirse en individuos adultos,

incluidos ratones, hamsteres y humanos (Ahmed y col., 2009; Figueiredo y col., 2016). En
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su conjunto, estos estudios sugieren que, aunque las células de Sertoli pueden proliferar
en la vida adulta, dicho proceso estaria mas relacionado con la preservaciéon de la
poblacién celular frente a posibles dafios que con el hecho de contribuir en si al tamaho
final de la poblacion de células de Sertoli en el individuo adulto. Una vez mas, se vuelve
relevante destacar que las tasas de proliferacidn nunca son tan altas como en las etapas
tempranas, lo que sugiere que el tamano final de la poblacion de células de Sertoli esta
determinado principalmente por las fases tempranas de desarrollo. De alli se desprende la
importancia de estudiar el proceso de proliferacion en células de Sertoli en dicho periodo,
cuando las mismas son inmaduras.

Se ha reportado que existe una correlacién positiva entre el numero de células de
Sertoli presentes en el tubulo seminifero y la capacidad espermatogénica del individuo en
diversas especies, incluida la humana. En este contexto, Orth y colaboradores (1988)
realizaron una administracién intratesticular de citarabina —analogo de la citosina que
inhibe la sintesis de ADN— en las 36 horas posteriores al nacimiento de ratas para suprimir
la proliferaciéon de la célula de Sertoli sin modificar la poblacion germinal. Los
investigadores observaron que los animales que habian sido tratados durante el periodo
neonatal presentaban una reduccién a la mitad del nimero de células de Sertoli
acompanada de una disminuciéon en la misma magnitud de espermatidas redondas a los
60 dias de edad, sugiriendo que cada célula de Sertoli es capaz de sustentar un niumero
limitado de células germinales. Estudios posteriores determinaron que el numero de
células germinales que mantiene cada célula de Sertoli varia entre las especies. Por
ejemplo, se observé que la célula de Sertoli de rata es capaz de mantener 2,4
espermatocitos primarios y alrededor de 8 espermatides de las fases mas tempranas de
maduracién y que envuelve 10 espermatides de las ultimas fases (Wing y Christensen,
1982; Wong y Russell, 1983), lo que permite definir que la célula de Sertoli de rata da

soporte a aproximadamente 20 células germinales. Por otro lado, se demostré que la célula
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de Sertoli humana mantiene alrededor de 1,6 espermatocitos primarios y solo 4
espermatides redondas y un numero similar de espermatides en fase final de maduracién,
lo que muestra que cada célula de Sertoli en el humano sostiene un nudmero
considerablemente menor de células germinales que el observado para otras especies
(Johnson y col., 1984; Sinha Hikim y col., 1985). Por consiguiente, cuanto mayor sea el
numero alcanzado de células de Sertoli durante los periodos proliferativos, mas cantidad
de células germinales podran ser sustentadas para su desarrolloy, por lo tanto, mayor sera

la produccion diaria de espermatozoides.

CARACTERISTICAS GENERALES DEL CICLO CELULAR

La proliferaciéon de la célula de Sertoli durante etapas tempranas del desarrollo
depende de la regulacién de su ciclo celular. Este ciclo consiste en una secuencia de
eventos que se dividen en 2 etapas principales llamadas interfase y mitosis (fase M). A su
vez, la interfase se divide en 3 fases que son: G1, Sy G2. En cada una de las distintas fases
ocurren eventos especificos. Dentro de la interfase, la fase G1 es una etapa de preparacion,
en la que se lleva a cabo la sintesis de proteinas, ARN y membranas, permitiendo el
aumento del tamano celular, lo que se conoce como crecimiento de la célula. De ello se
desprende que la fase G1 es una etapa de alta actividad metabdlica. En la fase S ocurre la
sintesis de ADN, en la que se duplica el material genético. En la fase G2 ocurre otro proceso
de crecimiento celular y preparacién para la siguiente fase, denominada M, donde tendra
lugar la mitosis, que permite la obtencidon de dos células hijas con el mismo ndmero de
cromosomas, la misma informacién genética y el tamafo similar a la célula madre
(Johnson y Walker, 1999; Cuyasy col., 2014).

Es ampliamente conocido que una célula avanza a través del ciclo celular de
manera sumamente regulada, para lo cual debe atravesar distintos mecanismos de

vigilancia llamados “puntos de control”. Uno de ellos es el punto de restriccién o punto R
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que se da durante la transicion de la fase G1 a la fase S. El mismo involucra el censado de
sefales externas, como la presencia de estimulos mitogénicos, como son los factores de
crecimiento u hormonas, asi como también de sefiales internas, como la disponibilidad de
nutrientes. Como es sabido, la disponibilidad de nutrientes es esencial para que una célula
se comprometa a la divisidn celular. En condiciones dptimas —presencia de factores de
crecimiento, fuentes de energia, carbono y nitrogeno— la célula es capaz de afrontar la alta
demanda metabdlica que implica la proliferaciéon. En este punto, es necesario remarcar
que las células con capacidad proliferativa deben adaptar su metabolismo de tal forma que
les permita crecer —aumentar su biomasa— con el objeto de que las dos células hijas
resultantes de la division posean un tamafio similar a la célula madre original
(Agathocleous y Harris, 2013; Cuyasy col., 2014).

Es asi como el punto de restriccidon R, al ser atravesado, compromete a la célula a
cumplir el resto de las etapas sin requerimientos externos, es decir, de manera auténoma.
En el caso de que los estimulos mitogénicos o la disponibilidad de nutrientes sean
insuficientes, las células no podran atravesar dicho punto de restriccion, saldran del ciclo
y entraran en un estado de quiescencia denominado GO. Si, por el contrario, la célula logra
superar el punto R, dara lugar, entonces, a la progresién del ciclo celular. Para tomar este
tipo de decisién, diversos estudios sugieren la existencia de un posible mecanismo
molecular encargado de integrar las senales extracelulares e intracelulares mencionadas
anteriormente, con el fin de generar una respuesta celular acorde al contexto en el que
dicha célula se encuentre. Se presume que este mecanismo se encuentra comandado por
elcomplejo blanco de accién de la rapamicina en mamiferos (MTORC) 1 (Yecies y Manning,
2011; Cuyasycol.,2014). La descripciéon de dicho mecanismo se abordara con més detalle
en secciones posteriores.

Por otro lado, se pueden mencionar otros mecanismos de vigilancia, entre los que

se destacan la evaluacién de dano al ADN en fase G1, el punto de control de G2/M vy la

11



Introduccién

transicion de la metafase a la anafase durante la mitosis. Sin embargo, el ya descripto
punto R es el determinante del compromiso a la divisiéon celular debido a los
requerimientos externos de nutrientes y estimulos hormonales o de factores de
crecimiento necesarios para superarlo. Es asi como, en caso de superar todos los puntos
de control, la célula completara todas las fases del ciclo y se formaran dos células hijas
idénticas.

El estimulo de agentes mitogénicos y la disponibilidad de nutrientes necesarios
para traspasar el punto de restriccion R inducen un aumento en la transcripcién y la
posterior traduccion de factores de transcripcion que promueven la progresién del ciclo
celular, entre los cuales se destaca la proteina codificada por el oncogén de mielomatosis
celular (c-Myc) (Spencer y Groudine, 1990; Liu y Levens, 2006; Wall y col., 2008). Se trata
de un factor de transcripcidon multifuncional perteneciente a la familia de proteinas de
cremallera de leucina/hélice-bucle-hélice con una vida media muy corta (15-30 min)
(Kalkat y col., 2017), capaz de regular una gran variedad de genes implicados en multiples
procesos biolégicos, como el crecimiento, el metabolismo, la proliferacién celular y la
apoptosis (Cole, 1986; Prendergast, 1999; Dang, 2012). La activacion de la transcripcion
por c-Myc depende de la formacion de complejos heterodiméricos de dicho factor con
proteinas MAX. Los heterodimeros c-Myc/MAX se unen a secuencias de ADN llamadas E-
boxes (CACGTG) en las regiones reguladoras de los promotores de sus genes diana y
reclutan coactivadores transcripcionales (Dang, 1999; Eisenman, 2001). Entre dichos
genes diana se encuentran aquellos que codifican para las proteinas ciclinas (Bretones y
col., 2015). En este punto cabe aclarar que distintos estudios de perfiles de expresion
génica en diferentes modelos experimentales han demostrado que la sobreexpresién de c-
Myc, ademas de regular la expresidn de genes involucrados en el control del ciclo celular,
regula genes implicados en la biosintesis de nucleétidos, en la biogénesis de ribosomas, la

replicacion del ADNy el control del ARN (Pernay col., 2012). A su vez, muchos de los genes
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diana de c-Myc estan involucrados en la sintesis de proteinas y el metabolismo energético
(Schmidt, 1999; Liuy col., 2008; Dangy col., 2009; Van Riggeleny col., 2010), sin ser menos
importantes aquellos relacionados a la incorporacion de nutrientes para sostener la gran
demanda metabdlica que implica la divisidon celular (Dang, 1999). Dado que la célula debe
aumentar su tamafo a lo largo del ciclo celular, sintetizando todos los componentes
celulares necesarios, es evidente la importancia de c-Myc en la biologia de una célula en
proliferacion.

En este contexto, es crucial el control celular sobre la abundancia de este factor de
transcripcion, dado que su desregulacion conlleva al desarrollo de neoplasias. Es por este
motivo que los mecanismos moleculares de regulacion de c-Myc estan descriptos
principalmente en células tumorales. Sin embargo, dichos mecanismos también forman
parte de las estrategias desarrolladas por las células normales con capacidad proliferativa
para cumplir con el mismo objetivo. Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, se
puede decir que, para garantizar la regulacion adecuada de los niveles de c-Myc, la célula
lleva adelante distintos mecanismos, desde transcripcionales a modificaciones
postraduccionales, de los cuales algunos se desarrollaran con mayor detalle en secciones
posteriores. Sin embargo, dada la complejidad de dicha regulacion, es posible determinar
que el resultado de la sumatoria de todos los mecanismos regulatorios converge
finalmente en la actividad transcripcional de c-Myc. De ello se desprende la importancia,
no solo de evaluar la expresion, sino también su actividad.

Como fue mencionado anteriormente, entre los genes diana de c-Myc se
encuentran aquellos que codifican para las ciclinas. Estas proteinas interactuan y forman
complejos con las quinasas dependientes de ciclina (CDK), de manera que la ciclina actua
como la subunidad regulatoria necesaria para activar la subunidad catalitica, la CDK, del
heterodimero. De esta manera, cada complejo ciclina-CDK conforma una quinasa de

residuos de serina/treonina, bajo cuyo control se encuentra la progresién del ciclo celular.
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Como su nombre lo indica, la expresidn de las ciclinas dependera de variaciones
ciclicas, contrariamente a lo que ocurre con las CDKs, cuya expresion permanece
relativamente constante a lo largo del ciclo celular (Deshpande y col., 2005; Sanchez y
Dynlacht, 2005). Son las CDKS 1, 2, 4y 6 y las ciclinas de tipo A, B, D y E las que se
identifican como los principales reguladores del ciclo celular. Si bien las ciclinas fueron
nombradas con caracteres alfabéticos segun el orden en que fueron descubiertas, su
participacion en el ciclo de division celular muestra una distribucidon diferente de
actividades. Particularmente, las ciclinas D (D1, D2y D3, codificadas por los genes Ccnd1,
Ccnd2 y Ccnd3, respectivamente) se expresan en la fase G1, de manera que controlan la
entrada al ciclo celulary la progresion a lo largo de esta fase. Las ciclinas D se unen a CDK4
y CDK®6 y las activan. Es asi como el complejo ciclina D-CDK4/6 activado fosforila a la
proteina relacionada al retinoblastoma (pRb) y dicha fosforilacién permite que pRb libere
al factor de transcripcion E2F. De esta manera, el factor E2F liberado favorece la expresion
del siguiente grupo de ciclinas, la ciclina E y la ciclina A. La ciclina E asociada a la CDK2
también promovera la fosforilacion de pRb, de tal forma de incrementar ain mas los niveles
de ciclina A que permitiran el pasaje desde G1 a S. A su vez, el factor E2F estimula la
expresion de genes que codifican proteinas necesarias para la fase S promoviendo, asi, la
progresion del ciclo celular (Dyson, 1998; Nevins, 2001; Bretones y col., 2015).

Como mencionamos anteriormente, una vez que se alcanza la fase S del ciclo
celular el resto de las etapas ocurren en forma autdénoma sin la necesidad de estimulos
externos, de manera tal que, si las condiciones son éptimas y hay nutrientes suficientes,
aquellas hormonas que promuevan la proliferacion celular actuaran regulando los eventos
relacionados alingreso a la fase G1y a la transicion G1-S.

Por otro lado, cabe mencionar que existe otro grupo de proteinas que regulan el
ciclo celular, pero de manera negativa: los inhibidores del ciclo. Se han caracterizado dos

familias de estas proteinas: la familia CIP/KIP, integrada por las proteinas p21°P!, p27¥rty
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p57XP2; y la familia INK4, conformada por los miembros p15™N“P | p16!NK4a 51 8INKie y 1 gINKad,
Mientras que los inhibidores de la familia CIP/KIP se unen a complejos ciclina-CDK e
inhiben su actividad quinasa, los miembros de la familia INK4 se unen a las CDK4 e impiden
su interaccion con las ciclinas. Independientemente del modo de accion, ambos tipos de
inhibidores limitan la fosforilaciéon por las CDKs de la proteina pRb y de esta forma impiden
el pasaje a la fase S (Vidal y Koff, 2000).

La figura 4 muestra esquematicamente las proteinas involucradas en el punto de

restriccion R.
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Figura 4. El esquema muestra en forma simplificada a las proteinas involucradas en el pasaje de la
fase G1 alaSdelciclocelular, en el cual se observa el punto de control R. Imagen obtenida de Poon,
(2016) y posteriormente editada.

Ante lo expuesto en estos parrafos, se desprende un concepto de suma
importancia: la divisién celular es un proceso de alta demanda metabdlica, requiriendo de
la produccion de grandes cantidades de energiay fuentes de carbono para la biosintesis de
nuevas macromoléculas, lo que dara lugar al aumento de biomasa, requerimiento
fundamental para el crecimiento celular. Por lo tanto, no es sorprendente que la progresion
del ciclo celular esté finamente regulada, y la proliferaciéon de la célula de Sertolino es la
excepcion.
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En este contexto, debe existir un mecanismo molecular mediante el cual la célula
coordine el censado de nutrientes —fuentes de carbono, nitrégeno y energia— y las
senales troficas de hormonas o factores de crecimiento que van a inducir la proliferacion
para garantizar el crecimientoy la progresion del ciclo celular. Existe evidencia de que dicho
mecanismo esta gobernado por la activacion del complejo mTORC1. Dado que el proceso
de activacion de mTORC1 es sumamente intricado, los siguientes parrafos solo intentaran
explicar los requerimientos necesarios para converger en la activacion del complejo

proteico y describir algunas de sus importantes acciones bioldgicas.

COMPLEJOS BLANCO DE ACCION DE LA RAPAMICINA EN MAMIFEROS (mTORC)

Como su nombre lo indica, mTORC es un complejo de proteinas asociadas, siendo
su componente catalitico clave la proteina blanco de accién de la rapamicina en
mamiferos (MTOR). mTOR es una serina/treonina quinasa de caracteristicas singulares,
entre las que se destaca su capacidad de unién a la rapamicina, un antibiético macrélido
derivado de Streptomyces hygroscopicus con reconocidas propiedades antiproliferativas.
A su vez, mTOR forma parte de dos asociaciones funcionalmente distintas: mTORC1 y
mTORC2 (Cuyas y col., 2014). Ademas de la subunidad catalitica mTOR, mTORC1 se
encuentra integrado por:

- la proteina asociada a la regulacion de mTOR (Raptor), proteina de andamiaje que
permite el reconocimiento y reclutamiento de los sustratos de mTOR;

- la proteina 8 letal para mamiferos con Sec13 (GBL, también conocida como
mLST8), la cual promueve la actividad mTORC1 al estabilizar la unién mTOR-Raptor;

- el sustrato de Akt rico en prolina de 40 kDa (PRAS40), que inhibe la actividad de
mTORC1 cuando se encuentra unida al complejo proteico;

- la proteina con dominio DEP (Deptor), un inhibidor de la sefializacién mTORC1;
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- el complejo Tit1/Tel2, proteinas de andamiaje reguladoras del ensamblaje y
estabilidad del complejo.

Por su parte, mTORC2 queda estructurado, ademas de la subunidad catalitica
mTOR, GBL, Deptory Tit1/Tel2 —comunes a mTORC1—, por la asociacion de:

- la proteina de andamiaje insensible a la rapamicina (Rictor), necesaria para el
reclutamiento de sustrato y la actividad catalitica del complejo proteico,

- la proteina 1 que interactia con la quinasa Map activada por estrés (mSin1), que
proporciona estabilidad estructural a mTORC2.

- la proteina de unién a Rictor 1y 2 (Protor).

En este punto es relevante aclarar que, a diferencia de mTORC1, mTORC2 es
insensible a la rapamicina debido a la presencia de Rictor en su constitucion. Por lo tanto,
la rapamicina constituye una herramienta muy valiosa para el estudio de las acciones
biolégicas de mTORC1.

En la figura 5 se esquematizan sencillamente las estructuras de ambos complejos

proteicos.

e

- mTORC1

/’

Figura 5. Componentes proteicos de los complejos mTORC1 y mTORC2. mTOR: subunidad
catalitica. Raptor (proteina regulatoria asociada a mTOR) y Rictor (compafero insensible a la
rapamicina de mTOR): proteinas de andamiaje necesarias para el ensamblaje y la unién de sustratos
en el complejo respectivo. GBL: regulador positivo de la actividad de los complejos, que estabiliza
la union mMTOR-Raptor y mTOR-Rictor. DEPTOR y PRAS40: reguladores negativos de la actividad del
respectivo complejo. Tit1/Tel2: reguladoras del ensamblaje y la estabilidad de ambos complejos.
Imagen obtenida de Cuyasy col. (2014) y modificada digitalmente.

En comparacién con mTORC1, la regulacién de la actividad mTORC2 esta poco

establecida. Hasta el momento se ha descripto que la activacion de mTORC2 es a expensas
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de estimulos hormonales o de factores de crecimiento, independientemente de la
ausencia o presencia de nutrientes. Una vez que mTORC2 adquiere actividad, el complejo
fosforila la serina (Ser) 473 presente en el motivo hidrofébico de la proteina quinasa B (PKB,
mas ampliamente conocida como Akt) cooperando asi con el incremento de la actividad
quinasa de esta proteina (Copp y col., 2009).

Aligual que mTORC2, los estimulos mitogénicos dados por hormonas o factores de
crecimiento activan la via mTORC1, pero solo si el estado energético celular es adecuado
y existe disponibilidad de nutrientes. En particular, la activaciéon de mTORC1 ocurre a
expensas de su interaccién con la proteina G monomeérica, Rheb, unida a GTP, la cual se
localiza en la superficie lisosomal. Rheb permanecera unida a GTP siempre y cuando su
actividad GTPasa no sea promovida por el complejo de esclerosis tuberosa (TSC)1-TSC2.
Para que ello no suceda, TSC1-TSC2 debe ser fosforilado por Akt, lo que conduce a la
supresién de su accién potenciadora de la actividad GTPasa (GAP) de proteinas G
monomeéricas. Asimismo, Akt puede promover la sefalizacién de mTORC1 de manera
TSC1-TSC2 independiente a través de la fosforilacidon directa de la subunidad inhibitoria
PRAS40, provocando su disociacion del complejo (Sancak y col., 2007; Thedieck y col.,
2007; Vander Haar y col., 2007). Es asi como la interaccion con Rheb-GTP y la disociacion
de PRAS40 conllevan a la activacion completa del complejo mTORC1 en la superficie del
lisosoma. Una vez activo, mTORC1 fosforilara a la quinasa de la proteina ribosomal S6 de
70 kDa (p70S6K), uno de sus sustratos principales. De esta manera, producto de la
interaccion MTORC1-p70S6K, mTORC1 es fosforilado en el residuo Ser2448 de la
subunidad catalitica mTOR por la p70S6K activada. Por lo tanto, la evaluaciéon de los niveles
de fosforilacion de mTOR en Ser2448 es el reflejo de su actividad (Chiangy Abraham, 2005).

Hasta este punto siempre se remarcé que la activacion de mTORC1 ocurre por
estimulos tréficos/mitogénicos. Sin embargo, si bien se hizo alusién a la necesidad de la

presencia de nutrientes para promover el aumento de actividad del complejo, aun no se ha
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explicado con profundidad este requerimiento. Para poder detallar este aspecto de suma
importancia, se debe recordar que Rheb se encuentra constitutivamente en la superficie
lisosomal, por lo que el complejo mTORC1 debe translocarse a esa localizacién subcelular
para poder interaccionar con Rheb-GTP y, en consecuencia, adquirir actividad. El
reclutamiento de mTORC1 a la superficie lisosomal solo es posible si las proteinas G
monomércias de la superficie lisosomal llamadas Rag —A, B, C o D— se encuentran
asociadas de una manera especifica a los nucledtidos de guanina: el reconocimiento de la
superficie lisosomal por mTORC1 ocurre siy solo si RagA/B esta unida a GTP y RagC/D esta
unida a GDP. En este escenario, surge la necesidad de aclarar que la actividad de las
proteinas activadoras de GTPasa (GAP) especificas de RagC/D depende de la presencia de
nutrientes, mas especificamente de ciertos aminoacidos esenciales y/o sus metabolitos.
Este mecanismo molecular convierte a mTORC1 en un censor de nutrientes intracelular
(Lama-Sherpay col., 2023). En este punto cabe aclarar que ha sido de gran sorpresa para
la comunidad cientifica el hallazgo de varios grupos de investigacién que evidenciaron que
la glutamina (L-gln), a pesar de ser un aminoacido no esencial, juega un rol preponderante
en latranslocacién delmTORC1 a la superficie lisosomal en células de cancer, aspecto que
sera abordado en secciones posteriores.

De estos parrafos se desprende que la presencia conjunta de nutrientes —mas
especificamente aminoacidos y/o sus metabolitos, que aln no se conocen en su
totalidad—y factores mitogénicos es condicién sine qua non para la activacién de mTORC1
en la superficie lisosomal. En la figura 6 que se muestra a continuacion se esquematiza de

forma simplificada la activaciéon completa del complejo mTORC1.
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Ausencia de nuirientes y ausencia de Presencia de nutrientes y presencia

mTORC1 TSC1
inactivo TsC2
Citoplasma Citoplasma
TSC1

Lisosoma Lisosoma

Figura 6. Esquema del proceso de activacion del complejo proteico mTORC1 en la superficie
lisosomal, el cual se da Unicamente ante la presencia conjunta de nutrientes y factores de
crecimiento. ldea tomada de Carrolly col. (2016) y modificada digitalmente.

La mayoria de los estudios que dilucidaron estos intricados mecanismos
moleculares que convergen en la activacion del mTORC1 se han llevado a cabo en lineas
celulares tumorales. En la actualidad, poco se sabe sobre lo que ocurre en células no
neoplasicas que proliferan normalmente.

Una vez activo mTORC1, una de las acciones primarias del complejo es —como se
menciond anteriormente— la fosforilacién de p70S6K en el residuo treonina (Thr389), clave
para la activacion de su accidn quinasa. Cuando p70S6K adquiere actividad, fosforila a la
proteina S6 (Nemenoffy col., 1988; Proud, 1996; Pullen y Thomas, 1997), un componente
de la subunidad 40S de los ribosomas. Como resultado de esta cascada de sefializacién se
ve incrementada la traduccién de aquellos ARN mensajeros (ARNm) que presentan
motivos de oligopirimidina en sus extremos 5’ terminales (5’-TOP). Cabe mencionar que el
ARNm de c-Myc presenta motivos 5’-TOP (Stoneley, 1998), por lo que la activaciéon de
mTORC1 contribuiria a un aumento de la biosintesis proteica del factor de transcripcion.
Por otro lado, mMTORC1 también fosforila a la proteina de unién 1 al factor de iniciacion 4E

(elF4E-BP1), evento que induce la liberacién de elF4E, un factor de inicio de la
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traduccién. Esta disociacidon permite que elF4E se una a elF4G, lo que facilita la formacién
del complejo de iniciacién de la traduccién y, como consecuencia, la traduccion de ARNm
a proteina, siendo este un mecanismo mas que coopera con el aumento de la biosintesis
proteica en la célula, pero siempre favoreciendo la traduccion de aquellos ARNm con 5’-
TOP, como es el caso de c-Myc.

Es por ello que, como resultado de la activacion de la cascada de sefalizacion
mTORC1, en lesiones tumorales se ha evidenciado un incremento de la actividad
transcripcional de c-Myc, desencadenando asi el aumento de la tasa transcripcional de
genes diana del factor, entre los cuales destacan aquellos que codifican para las ciclinas D
(Westy col., 1998; Guertiny Sabatini, 2007; Averousy col., 2008). Debido a que lainduccién
de las ciclinas es fundamental para permitir el avance del ciclo celular, se asume la
relevancia que presenta el complejo mTORC1 en este proceso. Particularmente, las células
de Sertoli inmaduras expresan c-Myc (Lim y Hwang, 1995) y ciertos mitdgenos especificos
de este tipo celular activan la via de sefializacién mTORC1 (Rieray col., 2012). Sin embargo,
hasta el momento de realizar este trabajo de tesis no existian estudios que vincularan estos
dos hechos bioldgicos.

A raiz de lo mencionado en los parrafos anteriores, se puede establecer que la
actividad de mTORC1 debe estar finamente regulada. En este escenario, es relevante
mencionar que la sefial de mTORC1 es apagada por el aumento de la actividad GAP del
complejo TSC1-TSC2 que se traduce en la elevacion de los niveles Rheb-GDP, evento que
ocurre cuando se activa la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) en contextos de
ausencia de estimulos tréficos o privacion energética—aumento de la relacion [AMP]/[ATP]
(Hardie y col., 2016). Por consiguiente, mTORC1 solo se activa cuando los niveles
energéticos intracelulares son adecuados. Es posible plantear, entonces, que ambas
quinasas, mTOR y AMPK, ejercen efectos celulares fundamentales y opuestos en la

regulaciéon del metabolismo y la homeostasis energética celular. Diversos estudios han
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demostrado que estas dos vias de sefalizacién —de naturaleza antagodnica y de gran
implicancia biolégica— juegan un papel fundamental en la regulacién del ciclo celular. En
particular, se ha evidenciado que en células de Sertoli con capacidad proliferativa tanto la
via mTORC1 como la AMPK intervienen activamente en la regulacion de la progresion y
arresto del ciclo celular, respectivamente (Rieray col., 2012).

En la seccion que se desarrollara a continuacion, se describiran aquellos factores
endocrinos, paracrinos y autocrinos de gran relevancia fisiologica, algunos de los cuales
utilizan dichas vias de senalizacién como mecanismos moleculares para regular tanto la

proliferacion de la célula de Sertoli como el cese de la misma.

REGULACION ENDOCRINA, PARACRINA Y AUTOCRINA DE LA PROLIFERACION DE LA
CELULA DE SERTOLI

Como se describié previamente, la célula de Sertoli se divide en determinados
periodos de la vida para luego detener su proliferacion. En este contexto, existen
moduladores endocrinos, paracrinos y autocrinos que estimulan la proliferacién de este
tipo celular, mientras que otros promueven el cese de la misma conforme la célula va
adquiriendo madurez. Esto implica que existe una coordinacién entre estos factores, que
articula hormonas, vias de transduccién de sefales y mecanismos moleculares, para
regular la transicién de la célula de Sertoli de un fenotipo inmaduro a uno maduro, hito
clave para la fertilidad futura.

Teniendo esto en cuenta, en las siguientes secciones se describiran los factores
mas relevantes que estan implicados tanto en la proliferacion como en el cese de la misma,

y los mecanismos moleculares involucrados en dichos procesos.
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Factores que estimulan la proliferacion

En particular, en esta seccién se resumira el conocimiento actual sobre el papel de
la hormona foliculo estimulante (FSH), los factores de crecimiento de la familia de la
insulina (IGFs) y activinas e inhibinas, los cuales poseen una relevancia fisioldgica

destacable en la promocidn de la proliferacién de la célula de Sertoli.

¢ Hormona foliculo estimulante

La FSH es una gonadotrofina sintetizada y secretada por las células gonadotroficas
de la glandula pituitaria anterior, y constituye un regulador central de la funcion
reproductiva en los mamiferos. Esta hormona es uno de los principales agentes que
controlan la funcionalidad de la célula de Sertoli y sus acciones biolégicas son mediadas
por suinteraccion con elreceptor especifico de FSH (FSHR), una proteina de siete dominios
transmembrana que pertenece a la superfamilia del receptor acoplado a proteina G (GPCR)
(Simoniy col., 1997; Heckert y Griswold, 2002). En este contexto, Simoni y colaboradores
(1997) han demostrado que en el testiculo el FSHR se encuentra solamente expresado en
la célula de Sertoli. En consonancia con la presencia de receptores, las acciones de la FSH
pueden demostrarse durante la vida fetal y durante toda la vida posnatal. Sin embargo, la
respuesta fisioldgica a la FSH varia segun el estado de maduracion de las células de Sertoli
(Sharpey col., 2003). La FSH regula la proliferacion de este tipo celular solo durante la vida
fetal y postnatal temprana, mientras que regula la maduracién de la misma después del
cese de la mitosis en la pubertad. En el ano 1976, Griswold y colaboradores llevaron
adelante el primer estudio acerca de la regulacion por FSH de la proliferacién de la célula
de Sertoli. En su trabajo, los autores observaron que el agregado de FSH en cultivos de
células de Sertoli aisladas de animales de 10 dias de edad causaba un incremento en la
incorporacion de [*H]-timidina. Asimismo, Orth (1984) analiz6 la respuesta a FSH de

células de Sertoli fetales. El autor demostrd, tanto in vivo como in vitro, que la FSH actua
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como factor principal en el control de la expansién de la poblacién de células de Sertoli
durante el desarrollo fetal de la rata. En ensayos in vivo observo que tanto la decapitacion
de los fetos in utero al dia 18 de gestacion, por un lado, como el tratamiento de los fetos sin
ser decapitados con un anticuerpo anti-FSH, por el otro, producen una marcada
disminucion en la incorporacion de [*H]-timidina en células de Sertoli. Estos resultados
sugerian que la disminucién en los niveles de FSH conduce a una menor proliferacion de la
célula de Sertoli. Respecto de los ensayos in vitro, el autor realizd cultivos de érganos de
testiculos de fetos intactos o decapitados, con o sin hormona FSH exdgena, y demostro
gue FSH incrementa la incorporacidon de [*H]-timidina en células de Sertoli. La importancia
de la FSH en la regulacion de la proliferacién de las células de Sertoli fue confirmada,
ademas, por un estudio realizado por Almirony Chemes (1988) en el que los investigadores
demostraron que la administracién de ratas inmaduras con altas dosis de propionato de
testosterona —que conduce a una disminuciéon de los niveles de FSH por
retroalimentacion negativa— redujo el indice mitdtico; y que cuando los niveles de FSH se
restauraron mediante la inyecciéon de FSH humana, el indice mitético fue semejante al de
los animales controles. En su conjunto, estos resultados indicaban que FSH es capaz de
regular la proliferacién de la célula de Sertoli durante el periodo fetal y postnatal.

La importancia de la FSH en la regulacion de la proliferacién de células de Sertoli
fue reconfirmada posteriormente por varios estudios. Por un lado, utilizando un modelo de
ratones hipogonadotroficos (hpg) —deficientes en FSHy LH debido a ladelecion del gen de
la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)— el cual evidenciaba que el nimero de
células de Sertoli que se alcanzan en el animal adulto es menor que en los ratones
controles, y que la administracién neonatal de FSH recombinante es capaz de incrementar
la poblacién de células de Sertoli (Singh y Handelsman, 1996). Ademas, Haywood y
colaboradores (2003) demostraron que la expresiéon de FSH humana en ratones hpg

transgénicos también aumenta el numero de células de Sertoli. Asimismo, en un trabajo
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publicado por O’Shaughnessy y colaboradores (2012), los autores demostraron que los
ratones que poseen la delecion o knock-out (KO) del receptor de FSH (FSHRKO) tienen un
menor nimero de células de Sertoli que los animales controles.

Una vez demostrado fehacientemente el rol mitogénico de la FSH en las células de
Sertoli, investigaciones posteriores se centraron en dilucidar los mecanismos moleculares
y las vias de transduccion de senales implicados en la regulaciéon de la proliferacion de
dicho tipo celular desencadenada por la hormona. Es asi como varios estudios in vitro
realizados en cultivos de células de Sertoli aisladas de ratas en el periodo neonatal han
analizado los mecanismos moleculares involucrados en la transicion G1-S del ciclo celular
—el punto de restriccién R—, a través de los cuales la FSH promueve la proliferacién. En el
afo 1995, Lim y Hwang demostraron que la incubacion con FSH induce un aumento del
ARNm del factor de transcripcién c-Myc. Por otro lado, ese mismo afio, Ravnik y
colaboradores (1995) demostraron que las tres ciclinas de tipo D se expresan en el
testiculo. Los autores observaron que las ciclinas D1y D2 se expresan en el compartimento
somatico, especialmente en las células de Sertoli, mientras que la ciclina D3 es mas
abundante en el epitelio germinal. En este contexto, se ha demostrado que FSH incrementa
la expresion de ciclina D1y la actividad transcripcional del factor E2F en células de Sertoli
con capacidad proliferativa, que se refleja en un mayor numero de células en fase S
(Crépieuxy col., 2001). Se demostrd, ademas, que FSH incrementa los niveles de expresién
de c-Myc, asi como también su actividad transcripcional, y que ello conlleva a un aumento
en la expresion de ciclina D2, sin modificar la expresion de ciclina D3 (Gorga y col., 2018).
Estos estudios demuestran que, en células de Sertoli con capacidad proliferativa, FSH es
capaz de incrementar la expresion de las ciclinas D1y D2y del factor de transcripcién c-
Myc, asi como también su actividad transcripcional, promoviendo la transicién G1-S del

ciclo celular. Ahora bien, scuéles son los mecanismos moleculares subyacentes a través
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de los cuales la FSH promueve la expresion de dichos factores para favorecer la
proliferacion de la célula de Sertoli?

Como fue mencionado con anterioridad, las acciones bioldgicas de la
gonadotrofina son mediadas por su interaccidon con su receptor especifico, FSHR,
perteneciente a la superfamilia de receptores GPCR. La unién de dicho receptor con su
ligando lleva a la activacion de la proteina Gas y, en consecuencia, la estimulacién de la
enzima adenilato ciclasa, que cataliza laformacién de adenosina 3’, 5’-monofosfato ciclico
(AMPc) a partir de ATP. El AMPc, actuando como segundo mensajero, se une a las
subunidades regulatorias de la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA), permitiendo
la activacion de las subunidades cataliticas de PKAy de esta forma se transmite la sefal.

Durante mas de 20 anos, se ha aceptado ampliamente que la via candnica
Gs/AMPc/PKA era el unico mecanismo que contribuia a las acciones de la FSH (Means y
Huckins, 1974; Dattatreyamurty y col., 1987). El aumento de la incorporacién de [*H]-
timidina en células de Sertoli inmaduras causado por incubaciones con N6, 2'-O-dibutiril
AMPc (dbAMPc) —analogo lipofilico del AMPc, capaz de atravesar la membrana
plasmatica—fue la primera evidencia de la participacion de las vias dependientes de AMPc
en la regulacién de la proliferacién de células de Sertoli (Orth, 1984). Sin embargo, hoy en
dia, cada vez hay mas evidencia que indica la complejidad asociada con la sefalizacién
celular inducida por FSH. En tal sentido, en células de Sertoliinmaduras aisladas de ratas
se ha demostrado que la FSH activa la via de quinasas activadas por mitégenos (MAPK), en
particular la via dependiente de ERK1/2 (Crépieuxy col., 2001). En dicho trabajo, se observé
un aumento en la fosforilacién y en la translocacidon nuclear de ERK1/2 de manera
dependiente de AMPc y de la activacion de PKA. Asimismo, se observé que la inhibicion de
la via de ERK1/2 en respuesta a FSH conlleva a una disminucién de los niveles de ciclina

D1, de la actividad del factor E2F y del numero de células en fase S. Estos estudios, en
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conjunto, sugieren que la via de ERK1/2 también participa en la regulacion por FSH de la
proliferacion de células de Sertoli.

Por otro lado, en células de Sertoli inmaduras, Riera y colaboradores (2012)
observaron que FSH activa la via de senales que involucra a la enzima fosfatidilinositol 3
quinasa (PI3K) y la posterior activacion de la quinasa Akt. Asimismo, demostraron que la
presencia de un inhibidor especifico de PI3K genera una disminucién en el estimulo por
FSH de la expresién de c-Myc, de la incorporacion de [*H]-timidina y del nimero de células
positivas para laincorporacién de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU), un nucledsido sintético
analogo de la timidina. Siguiendo con sus estudios, los mismos autores también analizaron
la activacion por FSH tanto del complejo mTORC1, asi como también de su sustrato
principal, p70S6K, y evidenciaron que la hormona induce un incremento en los niveles de
fosforilacion tanto del residuo Ser2448 de mTOR como del residuo Thr389 de p70S6K en
células de Sertoli inmaduras. De manera similar, observaron que el estimulo ejercido por
FSH sobre los niveles de fosforilacion de dichas proteinas ensayadas era contrarrestado
por la presencia de un inhibidor especifico de PI3K, lo que sugiere que FSH es capaz de
activar mTORC1 en forma PI3K dependiente. La participacion del mTORC1 en la regulacion
de la proliferacion fue demostrada al observar una disminucioén del estimulo por FSH de la
incorporacion de [*H]-timidina y del nimero de células de Sertoli BrdU positivas en
presencia de rapamicina, el inhibidor especifico de mTORC1 (Riera y col., 2012). No
obstante, el mecanismo molecular subyacente a la activacion de mTORC1 y cédmo este
complejo proteico promueve la proliferacion hasta el momento de este trabajo de tesis no
ha sido evaluado en la célula de Sertoli.

En conjunto, estos resultados sugieren que FSH, ademas de las vias de AMPc/PKA
y ERK1/2, regula la proliferacion a través de la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTORC1. Sin
embargo, muchos de los mecanismos moleculares por los cuales la FSH ejerce sus

acciones bioldgicas aun no han sido esclarecidos completamente. En este contexto, se
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torna relevante el estudio de la regulacién hormonal sobre el metabolismo de la célula de
Sertoli inmadura. De la misma manera, resulta de interés estudiar si el metabolismo, a su
vez, es capaz de influenciar dicha accion hormonal para inducir la proliferacion en este tipo

celular.

e Factores de crecimiento de la familia de la insulina

La familia de factores de crecimiento de la insulina —insulina y factores de
crecimiento similares a la insulina | (IGF-1) y Il (IGF-2)— son pequefos polipéptidos
responsables del control del crecimiento, el metabolismoy las funciones reproductivas en
diversos tipos celulares. IGF-1 y IGF-2 se expresan de forma ubicua, a diferencia de la
insulina, la cual se expresa exclusivamente en las células B de los islotes de Langerhans
del pancreas. Los efectos fisiolégicos de IGF-1 e insulina estan mediados por la activacion
de dos receptores de tirosina quinasa relacionados: el receptor de insulina (InsR) y el
receptor de IGF-1 (IGF-1R). Las funciones de estos péptidos en el testiculo han sido
extensamente estudiadas. Se ha demostrado que células de Sertoli aisladas de testiculos
de embriones y ratones neonatales expresan IGF-1 e IGF-1Ry que el tratamiento con IGF-1
promueve la progresion del ciclo celular y la proliferaciéon (Villalpando y col., 2008). En
cuanto al papel de la insulina, esta hormona también promueve la proliferacién; sin
embargo, dado que se requirid una mayor concentracién de insulina que de IGF-1 para
obtener la respuesta bioldgica, se sugirié que la insulina actud a través de los receptores
de IGF-1 (Saez y col.,, 1988). En relacion con la via de transduccion de sefales
desencadenada por el sistema insulina/IGF-1 en células de Sertoli, es ampliamente
aceptado que activan las vias de sefalizacion de PI3K/Akt y ERK1/2 a través de distintas
isoformas del sustrato del receptor de insulina (IRS), las cuales estan asociadas con la
proliferacion, la diferenciacién, el metabolismo y la supervivencia celular (Villalpando y

col, 2008).
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En la actualidad es sabido que los efectos de la FSH sobre las células de Sertoli
inmaduras pueden estar mediados, al menos en parte, por el IGF-1 (Smith y col.,1990;
Yamamotoy col., 2001; Pitettiy col., 2013), habiendo quedado demostrado que el sistema
insulina/IGF-1 es un componente esencial de la red endocrina y paracrina que regula la
proliferacion de las células de Sertoli, el tamano de los testiculos y la produccién de

esperma en los mamiferos.

e Activinas e inhibinas

Las activinas e inhibinas son péptidos gonadales que pertenecen a la superfamilia
del factor transformante de crecimiento beta (TGF-B) y que cumplen funciones importantes
durante el desarrollo y en la reproduccién. Estos péptidos fueron descubiertos y
denominados en funcién de su capacidad para estimular o inhibir la liberacién de FSH por
los gonadotropos (Franchimont y col., 1979; Ling y col.,, 1986). Las activinas son
homodimeros formados por subunidades B de inhibina, siendo la activina A un dimero de
subunidades BA (BABA) y la activina B un dimero de subunidades BB (BBBB). Por otro lado,
las inhibinas son heterodimeros de una de las subunidades B (BA o BB) con una subunidad
o comun de la inhibina: la inhibina A (aA) y la inhibina B (aB), respectivamente (Masony
col., 1985; Barton y col., 1989).

Toda informacién relacionada con la regulacion de la funcién de la célula de Sertoli
por parte de la activina fue obtenida utilizando activina A. Se ha demostrado que la activina
A es secretada por diversos tipos celulares en el testiculo durante el periodo fetal y
postnatal (Roberts y col., 1989; de Winter y col., 1994; Barakaty col., 2008; Archambeault
y Yao, 2010). Cabe destacar que se ha demostrado que la activina A estd presente en los
testiculos humanos fetales y que la misma aumenta el porcentaje de células de Sertoli
marcadas con Ki-67 de testiculos fetales humanos en cultivo (Anderson y col., 2002;
Archambeault y col., 2011). Con respecto a las acciones de activina A en el periodo

posnatal, se ha observado que este péptido tiene un efecto sinérgico con FSH sobre la
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proliferacion celular (Boitani y col., 1995; Buzzard y col., 2003a). Adicionalmente, se
observé que ratones que poseen una delecion del gen para el receptor de activina
presentan un menor nimero de células de Sertoli (Matzuk y col., 1995). En conjunto, los
estudios sugieren que la activina A estimula la proliferacién de la célula de Sertoli tanto en
el periodo fetal como postnatal. Por otro lado, en lo que respecta a la activina B, existe
evidencia que sugiere que la misma no participa en la proliferacién de las células de Sertoli
ni en el desarrollo testicular (Schrewe y col., 1994).

En cuanto a las inhibinas, se ha demostrado que la inhibina B es la principal
inhibina circulante en machosy que es producida principalmente por las células de Sertoli
en los testiculos (Anawalty col., 1996; Andersony col., 2002; Barakaty col., 2008). Ademas,
un estudio postuld que la inhibina B ejerce una inhibicion de la proliferacion de la célula de
Sertoli (Matzuk y col., 1992). En resumen, se puede decir que la activina A estimula la
proliferacion de células de Sertoli durante el periodo fetal y posnatal, y es el aumento de

los niveles de inhibina B en la pubertad lo que contrarresta los efectos de la activina A.

Factores que promueven el cese de la proliferacion

El cese de la proliferacion de las células de Sertoli se acompafa de un proceso de
maduracién que consiste en cambios profundos que conllevan a la adquisicién de la
capacidad para sustentar el desarrollo de las células germinales. En la siguiente seccién
se resumira el conocimiento actual sobre el papel de los andrégenos, los estrégenos, el
acido retinoico y las hormonas tiroideas, los cuales poseen una relevancia fisioldgica

destacable en el cese de la proliferacién y la maduracién de la célula de Sertoli.
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e Andrégenos

Los andrégenos juegan un papel central en el desarrollo y mantenimiento de los
caracteres sexuales secundarios y, asimismo, en la espermatogénesis. Estas hormonas
ejercen la mayoria de sus efectos mediante acciones gendmicas, que implican la difusién
a través de la membrana plasmatica para unirse al receptor de andrégenos (AR). La
interaccion del esteroide con el AR provoca un cambio conformacional en el receptor, de
manera que el AR unido al ligando se transloca posteriormente al ndcleo, donde interactua
con los elementos de respuesta a los androgenos (ARE) en las regiones promotoras de
genes, reclutando proteinas correguladoras y regulando la transcripcién génica. Estudios
realizados sobre cortes de testiculo utilizando técnicas de inmunohistoquimica e
hibridizacién in situ demostraron que el AR se expresa en células de Sertoli, células de
Leydig y células peritubulares (Sary col., 1990; Shan y col., 1995, 1997), mientras que su
expresion en células germinales hoy en dia sigue siendo controversial ya que los estudios
realizados hasta el momento no arrojaron resultados concluyentes (Bremnery col., 1994;
Vornbergery col., 1994; Zhouy col., 1996; Grootegoed y col., 1977). Respecto a la expresion
del AR a lo largo del desarrollo de las células de Sertoli, se ha observado que el mismo esta
ausente en el periodo fetal, y su nivel de expresidon aumenta de manera progresiva a lo largo
del desarrollo postnatal (Buzek y Sanborn, 1988; Bremnery col., 1994; You y Sar, 1998). En
general, se creia que los andrégenos no desempenaban un papel relevante en la regulacion
de la proliferacion de células de Sertoli en roedores, principalmente porque el AR se
expresa débilmente en las células de Sertoli durante la vida postnatal temprana.
Precisamente, el hecho de que el tratamiento de ratones neonatos con propionato de
testosterona no modificara la expresién de marcadores de proliferacién (c-Myc y PCNA) en
células de Sertoli se interpreté como consecuencia de los bajos niveles de expresién de AR
(Zhouy col., 2005). Sin embargo, Tan y colaboradores (2005) postularon un efecto positivo

de los andrégenos en la proliferacion de la célula de Sertoli. Estos autores trataron a ratas
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neonatas con flutamida, que tiene accién antiandrogénica, y observaron un numero
reducido de células de Sertoli a pesar de la presencia de niveles elevados de FSH. El
estudio realizado en ratones con KO selectivo del AR en células de Sertoli (SCARKO) abrio
nuevas posibilidades para dilucidar el papel que juegan los andrégenos en la regulacion de
la proliferacién. En contraste con lo que se observé en animales tratados con flutamida, el
numero final de células de Sertoli en ratones SCARKO no se vio modificado (Tan y col.,
2005). Los resultados en conjunto indicaban que los andrégenos no regulan en forma
directa la proliferacion de las células de Sertoli y sugerian que podrian ejercer un efecto
proliferativo en forma indirecta. En este contexto, las células peritubulares expresan el AR
a lo largo de la vida fetal y postnatal (You y Sar, 1998; Pelletier y col., 2000). Asimismo, se
ha demostrado que los ratones con KO selectivo del AR en células peritubulares (PTMC-
Ar™) exhiben una disminucién en el peso testiculary en el recuento de espermatozoides, y
aungue no se ha determinado el numero de células de Sertoli en dichos animales, es
razonable pensar que la reducciéon en el nimero de células germinales en este modelo
podria ser una consecuencia de una disminucion en el numero de células de Sertoli (Zhang
y col., 2006). Teniendo en cuenta que existe evidencia de que la activina A producida por
las células peritubulares puede estimular la proliferaciéon de células de Sertoli (Buzzard y
col., 2003a), se propuso que dicho péptido podria ser el factor paracrino involucrado en la
accion indirecta de los andrégenos. El desarrollo de un modelo transgénico que expresa
prematuramente el AR de manera especifica en células de Sertoli permitié demostrar que
los andrégenos inducen la maduracion celular de forma directa. Ademas, una expresion
prematura de AR en las células de Sertoli conlleva la reduccién de la cantidad de células
inmaduras disponibles para la expansion mitética inducida por FSH y deriva en unas pocas
células de Sertoli en la adultez (Hazray col., 2013). De acuerdo con estos descubrimientos,

Buzzard y colaboradores (2003b) habian demostrado con anterioridad que la testosterona
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inhibe la proliferacion de la célula de Sertoli de rata en cultivos primarios a través de la
induccién de los inhibidores del ciclo celular de la familia CIP/KIP, p21©*" y p27%iP1,

En resumen, mientras que los efectos directos de los andrégenos sobre la célula de
Sertoli parecerian estar relacionados con el cese de la proliferacidon y, por ende, con la
maduracion de este tipo celular, los efectos indirectos de estas hormonas esteroideas se

relacionarian con la induccién de la proliferacion a través de la secrecion de activina A.

e Estrogenos

Otras hormonas que desempefan un papel importante en la regulacién del
desarrollo testicular y la espermatogénesis son los estrégenos (Hess y Carnes, 2004;
Carreau y Hess, 2010). EL 17B-estradiol (E2) es el estrégeno predominante y mas activo,
producido a partir de la testosterona por la enzima aromatasa citocromo P45019A1,
codificada por el gen Cyp79a7 (Santen y col., 2009), y presente en las células de Sertoli y
Leydig, espermatocitos y espermatidas (Tsai-Morris y col., 1985; Nitta y col., 1993). Los
estrogenos también ejercen la mayoria de sus efectos mediante acciones genémicas, que
estan mediadas, en este caso, por el receptor nuclear clasico de estréogeno alfa (ERa) y el
receptor de estrégeno beta (ERB). En cuanto a la expresion del receptor en el testiculo,
estudios de hibridacién in situ e inmunohistoquimicos realizados en ratas de todas las
edades sugirieron que ERP estaba presente en los ntcleos de las células de Sertoliy Leydig,
mientras que ERa solo estaba presente en el espacio intersticial (Fisher y col., 1997; Van
Pelty col., 1999). Sin embargo, la presencia de ERa en las células de Sertoli fue evidenciada
anos mas tarde (Lucas y col., 2008). Existe evidencia que sugiere que el tratamiento con
estrégenos reduce el numero de células de Sertoli en roedores durante los periodos
proliferativos (Atanassovay col., 1999). Por otro lado, es sabido que los estrogenos podrian
regular tanto la proliferacién como la maduracion celular dependiendo de la isoforma del
receptor a través de la cual ejercen su efecto. La proliferacion de las células de Sertoli es

modulada a través del ERa, mientras que la salida del ciclo celular y la maduracion
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involucran al ERB. Teniendo en cuenta que la expresion del ERa disminuye mientras que la
del ERB aumenta con la edad de los animales, se postuld que la relacion ERa/ERP es
fisiolégicamente relevante para determinar el final de la proliferacién celulary el inicio de
la diferenciacion celular (Lucas y col., 2014). En cuanto a las vias de sefalizacion
implicadas en la accion del estrégeno en las células de Sertoli, Lucas y colaboradores
(2014) han demostrado que la interaccion de E2 con ERB promueve la salida del ciclo
celular y la maduracidn celular a través de la activacion de CREB de manera dependiente

de PI3K.

e Acido retinoico

Continuando con la descripcién de los factores que regulan el cese de la
proliferacion y la maduracion de las células de Sertoli, se puede mencionar a la vitamina A,
cuya forma biolégicamente activa es el acido retinoico (RA). Durante décadas se ha
reconocido que la sefalizaciéon a través de este factor es esencial para la reproduccién
masculina. Diversos estudios demostraron que la actividad del receptor de RA aumenta
considerablemente en el momento del cese de la proliferacidon de las células de Sertoli,
disminuyendo el estimulo ejercido por FSH y por activina A sobre la proliferacidon de este
tipo celular (Cavazzini y col.,1996; Buzzard y col., 2003b; Nicholls y col., 2013). Se podria

decir, entonces, que el RA participa en el cese de la proliferacion de la célula de Sertoli.

e Hormonas tiroideas
Por ultimo, se puede mencionar a las hormonas tiroideas (TH), la triyodotironina
(T3) y la tetrayodotironina (T4), las cuales son reguladoras criticas del crecimiento, el
desarrollo y el metabolismo en practicamente todos los tejidos. Ha sido demostrado,
mediante diversos estudios in vivo e in vitro, que las hormonas tiroideas participan en la
detencidn de la proliferacién de la célula de Sertoli (De Francay col., 1995). En estudios in

vivo en animales adultos hipotiroideos ha sido reportado un incremento en el nimero de
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células de Sertoliy, en consecuencia, una aumentada produccion diaria de espermay gran
tamafno testicular (Cooke y col., 1991; Cooke y Meisami, 1991). Por otro lado, en estudios
in vitro se observé que T3 inhibia el estimulo por FSH de la incorporacién de [*H]-timidina
en cultivos de células de Sertoli (Cookey col., 1994; Palmeroy col., 1995), y que esto estaba
acompanado por un aumento en la expresion de los inhibidores del ciclo celular (Buzzard
y col., 2003b). Asimismo, ha sido demostrado que el tratamiento con hormonas tiroideas
incremento la expresion de marcadores de maduracion —inhibina B y AR—y disminuyé la
expresion de marcadores de células de Sertoliinmaduras, como la aromatasay lahormona
antimulleriana (AMH) (Cooke y col., 1994; Ulisse y col., 1994; Palmero y col., 1995;
Arambepolay col., 1998).

Respecto de la participacién de las vias de transduccidén de sefales en los efectos
de la hormona tiroidea sobre las células de Sertoli inmaduras, la misma ha sido
escasamente analizada. Dado que una de las funciones bien conocidas de la hormona
tiroidea esta relacionada con el metabolismo energético, se puede proponer que el efecto
de esta hormona sobre la proliferacion de las células de Sertoli podria estar vinculado a la
regulacién metabdlica. En este contexto, —y considerando que se ha demostrado que la
hormona tiroidea activa AMPK en varias lineas celulares (Irrcher y col., 2008; Yamauchi y
col., 2008; Videlay col., 2014) —, se podria plantear la hipdtesis de que la hormona tiroidea
utiliza sensores energéticos celulares como la proteina quinasa AMPK, mencionada con
anterioridad, como mediadora de sus acciones sobre las células de Sertoli inmaduras. En
conjunto, la evidencia indica que las acciones de las hormonas tiroideas son centrales en
la transicion de un fenotipo de células de Sertoliinmaduro a uno funcionalmente maduro.

A lo largo de las secciones desarrolladas hasta este punto, se ha hecho hincapié en
la idea de que la proliferacion celular es un proceso minuciosamente regulado, en el cual
participan tanto hormonas como factores de produccién local. Asimismo, es posible

considerar a este proceso biolégico extremadamente exigente ya que, para satisfacer las
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altas demandas de nutrientes —como glucosa y aminodcidos— necesarias para sostener
las vias biosintéticas que acompanan el crecimiento (aumento de biomasa) y la divisién
celular (aumento del numero de células), las células en proliferacion llevan adelante una
reorganizacion de su metabolismo. En la siguiente seccion se expondran las implicancias
de la reprogramacion metabdlica, donde se destacan dos vias metabdlicas clave para el

sostenimiento de la proliferacion celular: la glucdlisis aerobica y la glutamindlisis.

CARACTERISTICAS METABOLICAS DE LAS CELULAS QUE PROLIFERAN

Mientras que las células maduras que ya no proliferan dependen principalmente de
la fosforilacion oxidativa para generar la energia necesaria para los procesos celulares, las
células en proliferacién sufren cambios metabédlicos para permitir el avance del ciclo
celular. Estos cambios ocurren principalmente en dos vias metabdlicas clave: la glucdlisis
aerdbica y el metabolismo del aminoacido L-gln/glutamindlisis. Pese al creciente interés
en el estudio del metabolismo celular, es importante destacar que actualmente existen
escasos trabajos en la literatura que describan los cambios metabdlicos que ocurren como
consecuencia de la progresién del ciclo celular en células que proliferan fisioldgicamente,
debido a que la mayoria han sido llevados a cabo en células tumorales o lineas
inmortalizadas. Los siguientes parrafos, de forma resumida, nos adentrardn en ciertos
cambios claves del metabolismo que ocurren en las células que entraron en ciclo celular,

centrandose en la glucdlisis aerdbica y el metabolismo de L-gln/glutamindlisis.

Glucdlisis aerdbica. Efecto Warburg

A mediados del siglo XX, el fisiélogo aleman Otto Warburg, al estudiar el
metabolismo de las células tumorales, observd por primera vez que las mismas eran
capaces de oxidar rapidamente glucosa a lactato, incluso en presencia de cantidades

adecuadas de oxigeno, lo que derivé en el fendmeno actualmente conocido como efecto
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Warburg o glucolisis aerébica (Warburg, 1956). Este trabajo fue pionero ya que permitié
develar el fenotipo metabdlico de las células tumorales y senté las bases para estudios
posteriores en el campo de la oncologia y para la formalizaciéon del oncometabolismo
como una subdisciplina de la biologia del cancer. No obstante, a pesar de considerar la
glucolisis aerdbica como un sello distintivo del cancer, el hallazgo de Warburg generd
debate, ademas, sobre el papel de la glucdlisis en la proliferacion celular fisiolégica. Afos
de investigaciones han permitido establecer que, hoy en dia, el efecto Warburg también es
relevante para sustentar las necesidades metabdlicas en las células que proliferan
fisiolégicamente (Vander Heiden y col., 2009; Agathocleous y Harris, 2013). De aqui se
desprenden dos ideas clave: por un lado, que el metabolismo energético celular, ante un
ciclo celular activo, debe ser estrictamente regulado; y, por el otro, que existe una
correlacion muy estrecha entre el flujo glucolitico y la proliferacién. Hasta el momento de
este trabajo de tesis, este Ultimo aspecto en particular no ha sido evaluado en la célula de
Sertoli con capacidad proliferativa.

En lo que respecta a la via glucolitica, es bien sabido que la misma se modula
ralentizando o acelerando ciertos pasos clave de la via. El primero de ellos es la
fosforilacion de la glucosa a glucosa-6-fosfato (Glc-6-P), catalizado por acciéon de la
hexoquinasa (HK). Si bien la actividad enzimatica de la HK puede considerarse como
regulatoria, la misma no es especifica de la glucdlisis dado que la Glc-6-P es un sustrato
comun a mas de una ruta metabdlica. Es por ello que podria considerarse que la actividad
HK no reflejaria de manera completa la actividad de la via glucolitica. Por el contrario, la
actividad de la enzima 6-fosfofructo-1-quinasa (PFK1) es especifica de la glucdlisis y
cataliza el paso limitante de la via, estrictamente controlado. Esta enzima presenta varios
sitios alostéricos intervinientes en la activacion o desactivacion de su accion catalitica.
Entre los efectores alostéricos, la fructosa 2,6-bifosfato (Fru-2,6-P2) es el activador méas

potente de la PFK1 e indudablemente aumenta el flujo glucolitico (Hue y Rider, 1987). En
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este contexto, los niveles celulares de Fru-2,6-P2 dependen enteramente de la actividad de
la enzima bifuncional 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa (PFKFB), que
cataliza tanto la sintesis como la degradacién de Fru-2,6-P2. En mamiferos, se han descrito
cuatro isoformas de PFKFB, PFKFB1-4, que presentan propiedades distintivas, como los
perfiles de expresion tisular, la proporcion de sus actividades quinasa/fosfatasa y su
respuesta a sefales hormonales y de factores de crecimiento (Rider y col., 2004). Entre
ellas se destaca la actividad de la PFKFB3, ya que es la Unica cuya actividad fructosa-2,6-
bisfosfatasa es casi nula, por lo que su solo aumento de expresion correlaciona con un
aumento de los niveles de Fru-2,6-P2y, por lo tanto, del flujo glucolitico (Sakakibaray col.,
1997; Ros y Schulze, 2013). En el testiculo, se ha demostrado la expresion de PFKFB1-3 en
células de Sertoli y de PFKFB4 en células germinales (Gomez y col., 2009; Regueira y col.,
2015).

Si bien PFK1 cataliza un punto clave en el control de la velocidad de la via, la
actividad enzimatica de la piruvato quinasa (PK), responsable de la conversién de
fosfoenolpiruvato en piruvato, también estd comprometida en la regulacidon del flujo
glucolitico. Ademas de las isoformas hepatica (L) y eritrocitaria (R), esta enzima presenta
otras dos isoformas en mamiferos: las isoformas musculares M1y M2 (Juricay col., 1998).
En particular, la actividad de PK en testiculos de rata solo puede atribuirse a PKM2
(Imamura y Tanaka, 1972). Cabe destacar que PKM2 puede encontrarse como dimero, el
cual posee baja afinidad por su sustrato, fosfoenolpiruvato, o como tetramero, el cual
presenta alta afinidad por el mismo (Mazurek, 2010). La relacién dimero/tetrdamero en una
célula esta regulada por los niveles de fructosa-1,6-bisfosfato, ya que el producto de la
reaccion catalizada por PFK1 induce la reasociacién de dos dimeros de PKM2 vy, en
consecuencia, estabiliza la forma tetramérica (Christofk y col., 2008). De esta manera, la

actividad PKM2 correlaciona con un aumento del flujo glucolitico.
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Como se menciono previamente, la glucdlisis aerébica se caracteriza por el hecho
de que la mayoria del piruvato no se destina a la descarboxilacién oxidativa, sino que es
reducido a lactato, reaccién catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH),
incluso en presencia de oxigeno. En este contexto, la LDH se convierte en una enzima clave
del efecto Warburg (Li y Zhang, 2016). Hasta ahora se han descrito seis isoenzimas de la
LDH: 1-5y C4. Estas isoenzimas son tetraméricas, cuyas subunidades estan codificadas
por tres genes diferentes: Ldha, Ldhby Ldhc (Liy col., 1989). La isoenzima LDHC4 es un
homotetramero conformado por cuatro subunidades LDHC que solo presenta expresion en
el testiculo maduro, especificamente en las células germinales y los espermatozoides
(Markert y col., 1975). Las combinaciones de los otros dos productos génicos dan lugar a
cinco isoenzimas LDH homo o heterotetraméricas, LDH1 (B4), LDH2 (A1B3), LDH3 (A2B2),
LDH4 (A3B1) y LDH5 (A4), las cuales presentan patrones de expresidon variables en
diferentes tejidos somaticos, incluyendo las células de Sertoli de rata (Santiemma y col.,
1987) vy, a su vez, ostentan propiedades cinéticas distintivas (Figura 7). Cabe destacar que
LDH1 (B4), también conocida como isoenzima cardiaca, es inhibida por altas
concentraciones de piruvato, mientras que LDH5 (A4), isoenzima muscular, no se inhibe en
esas condiciones (Cahn y col., 1962; Pesce y col., 1964). De esta manera, aquellas
isoenzimas que presentan en su constitucién una mayor proporcion de subunidades LDHA

poseen caracteristicas cinéticas que favorecen la produccién de lactato.
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Figura 7. Isoenzimas LDH. Los productos de expresién de los genes Ldhb y Ldha se combinan para
dar lugar a cinco enzimas distintas, LDH1-5. LDH5 cataliza preferentemente la reduccién de piruvato
en lactato, mientras que LDH1 cataliza preferentemente la oxidacién de lactato en piruvato. LDH2,
LDH3 y LDH4 tienen actividades enzimaticas intermedias. Imagen obtenida de Porporato y
colaboradores (2011) y modificada digitalmente.

Al profundizar en los estudios metabdlicos realizados en células de cancer, los
analisis de patrones de expresion de varios tipos de tumores permitieron aseverar que la
expresion de proteinas implicadas en la via glucolitica estaba incrementada,
destacandose: la isoforma 3 de la PFKFB (PFKFB3), la isoforma PKM2y la subunidad LDHA
(Estévez-Garciay col., 2014). En este punto, cabe aclarar que la expresion de estas enzimas
glucoliticas esta estrechamente controlada para regular el flujo glucolitico segun las
necesidades metabodlicas de la célula. Existe evidencia que sugiere que, en contextos
tumorales, los cambios en el metabolismo celular asociados con la progresién del ciclo
celular son controlados por mTORC1 (Lunt y Vander Heiden, 2011), por ejemplo, a través
de lainduccién de la expresion de genes que codifican para proteinas involucradas en vias
metabdlicas clave (Yecies y Manning, 2011). De esta manera, es posible considerar que las
sefiales que promueven la proliferacion celular también reorganizan la actividad
metabdlica. Curiosamente, se ha demostrado que la expresiéon de muchos de los genes

que codifican para proteinas intervinientes en la glucélisis, conocidos en su conjunto como
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genes glucoliticos, depende de la actividad del factor de transcripciéon c-Myc, entre ellos,
Ldha, Pkm2y Pfkfb3 (Broecker-Preussy col., 2017; Kleszcz y col., 2018; Pangy col., 2024).
Dado que los niveles proteicos de c-Myc dependen de la actividad de mTORC1,
légicamente se plantea la posible existencia de una estrecha relacion entre la actividad de
mTORC1, la actividad transcripcional de c-Myc, y la expresion de genes glucoliticos en
conjunto con aquellos que promueven la progresion del ciclo celular. Por lo tanto, la
activacion de mTORC1 conllevaria a un incremento del flujo glucolitico conjuntamente con
la induccion de la proliferacion. Asimismo, existe evidencia que sugiere que la glucdlisis
podria cooperar con factores de crecimiento u hormonas para modular la via de
sefalizacion de mTORC1 (Otto, 2020). Considerando este escenario bioldgico, se ha
propuesto una regulacion reciproca entre mTORC1 y la glucélisis aerdbica, avalando la
existencia de un fendmeno “glycolysis-mTORC1 crosstalk”. En este contexto, cabe
destacar que en diversos estudios se observo, por un lado, que la inhibicion del mTORC1
conduce a la disminucion del flujo glucolitico (Suny col., 2011; Shiy col., 2018); y, por el
otro, que la inhibicién de la glucdlisis conlleva a la inhibicién de la via mTORC1 vy, en
consecuencia, al arresto del ciclo celular de distintas lineas celulares tumorales y no
tumorales inmortalizadas (Lee y col., 2009; Byun y col., 2019; Orozco y col., 2020). Esto
sugiere que el flujo glucolitico podria estar ejerciendo cierta influencia en la actividad de
mTORC1. No obstante, los mecanismos moleculares que subyacen a este proceso aln no
han sido plenamente dilucidados. En consecuencia, se propone que la actividad de
mTORC1 podria estar controlada no solo por mitégenos, sino también por metabolitos de
la via glucolitica. En este punto cabe destacar que Byun y colaboradores (2019)
propusieron al lactato como potencial modulador de la actividad de mTORC1.

Dado que se ha descrito que las células que proliferan fisiolégicamente presentan
las mismas necesidades metabdlicas que las células tumorales, hipotetizamos que las

células de Sertoli inmaduras posean perfiles metabélicos semejantes. Considerando que
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la proliferacion de la célula de Sertoli es regulada por FSH de manera mTORC1
dependiente, es posible inferir que dicha via podria regular la expresién de aquellas
proteinas implicadas en la via glucolitica. En consecuencia, esto aumentaria el flujo
glucolitico que, a su vez, podria modular la actividad mTORC1 con el objeto de afrontar la
elevada demanda metabdlica inherente al crecimiento celular. Cabe mencionar que
dichos aspectos contindan aun sin ser esclarecidos.

Por otro lado, las caracteristicas metabdlicas del fenotipo maduro de la célula de
Sertoli han sido ampliamente descritas. Es sabido que las células de Sertoli maduras
metabolizan activamente la glucosa a lactato. Numerosos estudios permitieron definir que
el lactato producido por la célula de Sertoli cumple una funcién nutricional fundamental
para el desarrollo de las células germinales (Jutte y col., 1981; Robinson y Fritz,1981;
Grootegoed y col., 1986). En este contexto, es el metabolismo lipidico el que satisface las
demandas energéticas de la propia célula de Sertoli madura (Xiongy col., 2009). Si bien la
regulaciéon del metabolismo energético en células de Sertoli maduras se ha explorado
exhaustivamente, aln no se han evaluado los cambios metabdlicos que ocurren en las
células de Sertoli que aun mantienen su capacidad de proliferacién. En conjunto, hasta el
momento de la escritura de esta tesis aun no se ha investigado si la glucdlisis aerébica esta
regulada por la FSH a través de la via mTORC1 en células de Sertoli inmaduras, asi como
tampoco se ha evaluado la participacion de la glucdlisis en la regulacidon de la proliferacion

de células de Sertoli.

Metabolismo del aminoacido glutamina/glutamindlisis

El hallazgo de Otto Warburg dio lugar a un sinfin de trabajos que han contribuido
significativamente al conocimiento actual sobre las caracteristicas metabélicas de células
proliferantes. Pese a que la mayoria de los estudios han sido llevados a cabo en células de

cancer o lineas inmortalizadas, hoy en dia es ampliamente sabido que el metabolismo de
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las células que ingresan al ciclo celular, tanto normales como tumorales, no solo es
dependiente de glucosa, sino que también puede depender de L-gln (Krebs, 1980;
McKeehan, 1982; Kovacevic y McGivan, 1983; Yoo y col., 2020). Existe evidencia que
establece que el consumo de L-gln en las células con capacidad proliferativa supera con
creces las demandas de cualquier otro aminoacido (Willems y col., 2013; Wang Q y col.,
2014; Wang y col., 2015; Ye y col., 2018). Dado que la tasa de metabolizaciéon de L-gln
supera la capacidad biosintética de la célula, a pesar de ser un aminoacido no esencial, el
mismo se considera condicionalmente esencial en estas circunstancias (Yoo y col.,
2020). De aqui se desprende que la dependencia de la L-gln es considerada un sello
metabodlico distintivo de las células que proliferan, aspecto descrito por primera vez en
células tumorales. Con el correr de los afios y las investigaciones, este fendmeno ha
derivado en lo que se conoce como “adiccion” a la L-gln (Wisey Thompson, 2010). Teniendo
esto en mente, se vuelve fundamental considerar que existe una correlacién muy estrecha
entre la demanda de L-gln y la proliferacién que hasta el momento de este trabajo de tesis
no ha sido estudiada en la célula de Sertoli con capacidad proliferativa.

El aminoacido L-gln es el mas abundante en sangre, alcanzando concentraciones
séricas cercanas a 1 mM. En cuanto a la disponibilidad de L-gln dentro de las células,
ademads de ladegradacion proteica, elaminoacido puede obtenerse mediante i) biosintesis
de novo mediante la accion de la enzima glutamina sintetasa (GS) (Eisenbergy col., 2000),
cuya expresidon es ubicua, pero sus niveles son notables en el higado, el cerebro y el
musculo (Frieg y col., 2021); o ii) su entrada desde el medio extracelular a través de
transportadores especificos de aminoacidos neutros. Se cree que los miembros de la
familia 38 de transportadores de solutos (SLC) son los principales transportadores de L-gln
(Bhutia y Ganapathy, 2016), y es sabido que el miembro A5 de la misma (SLC38A5) se
expresa en el testiculo (Nakanishiy col., 2001). Ademas, las células de Sertoli expresan el

transportador de L-gln mas estudiado, SLC1A5 (Mateus y col., 2018). Es asi que una vez
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dentro de la célula, el aminoacido puede utilizarse como principal fuente de nitrégeno para
las bases de nucledtidos y la biosintesis de proteinas y, ademas, puede secretarse de la
célula a cambio de otros nutrientes, como los aminoéacidos de cadena ramificada. En este
ultimo caso, se ha demostrado que la L-gln promueve el ingreso de aminoacidos
esenciales, principalmente de leucina (L-leu), a través de un transporte bidireccional
mediado por el dimero SLC7A5/SLC3A2. De esta manera, la salida de la L-gln permite el
ingreso de aminoacidos esenciales facilitado por el transportador (Nickliny col., 2009).
Otro destino intracelular de la L-gln es ser metabolizada mediante glutaminolisis
(Yooycol., 2020). Esta via metabdlica convierte la L-gln en un metabolito intermediario del
ciclo de Krebs, el a-cetoglutarato (a-KG). El primer paso —y el limitante de la velocidad—
de la glutamindlisis es la desamidacion de L-gln para obtener glutamato (L-glu), reaccién
catalizada por las isoenzimas glutaminasa (GLS) 1 o GLS2. Ambas enzimas difieren en sus
propiedades cinéticas y perfiles de expresion especificos de tejido: mientras que GLS1 se
expresa de forma ubicua con niveles mas altos en el rinén, GLS2 esta restringida a unos
pocos tejidos, y particularmente se encuentra enriquecida en el higado (Smith y Watford
1990, Curthoys y Watford 1995). En una segunda reaccion, catalizada por la enzima
glutamato deshidrogenasa (GLUD o GDH), el L-glu es desaminado oxidativamente para dar
lugar a a-KG y amoniaco. La GDH esta regulada alostéricamente por varios efectores, entre
ellos el GTP como regulador negativo y la L-leu como activador (Sener y Malaisse, 1980;
Frigerioy col., 2008; Liy col., 2012). De esta manera, el aminoacido esencial L-leu se une a
la enzima GDH y la activa para estimular la desaminacién del L-glu y, por consiguiente, la
produccidn de a-KG. En células que proliferan activamente se ha demostrado que, en la
mitocondria, el a-KG puede tener dos destinos posibles: continuar su oxidacién en el ciclo
de Krebs o ser convertido en isocitrato y luego en citrato para, finalmente, promover la

sintesis de novo de acidos grasos (Durany col., 2012).

44



Introduccién

Existe evidencia que sugiere que las células en proliferacidon exhiben una mayor
expresion de genes que codifican proteinas involucradas en el metabolismo de la L-gln
(Sheny col., 2021). En este contexto, es posible pensar que la expresion de estas enzimas
se encuentra estrechamente controlada segun las necesidades metabodlicas de la célula.
Teniendo en cuenta que se ha descripto que la expresion de los genes que codifican para
proteinas intervinientes en el metabolismo de la L-gln depende de la actividad
transcripcional de c-Myc (Wise y col., 2008; Xiao y col., 2015), y que —como se ha hecho
hincapié en parrafos anteriores— los niveles proteicos de dicho factor de transcripcién
dependen de la actividad mTORC1 (Bautistay col., 2018), seria de esperar que las mismas
senales que regulan positivamente la proliferaciéon, también aumentan la metabolizacién
de la L-gln. Por lo tanto, en este escenario bioldgico, y paralelamente a lo observado para
la glucdlisis aerdbica, no seria ildgico pensar en la existencia de una posible relacién
estrecha entre la actividad de mTORCH1, la actividad transcripcional c-Myc, y la expresion
de genes que codifican proteinas involucradas en el metabolismo de la L-gln, que
promueve la progresion del ciclo celular. De esta manera, juntamente con la induccién de
la proliferacion, la activacion de mTORC1 conllevaria a un incremento de la demanda de L-
gln. Dado que se ha descrito que las células que proliferan fisiolégicamente presentan las
mismas necesidades metabdlicas que las células tumorales, seria de esperar que las
células de Sertoli inmaduras posean perfiles metabdlicos semejantes. Considerando que
la proliferacién de la célula de Sertoli es regulada por FSH de manera mTORC1
dependiente, se podria deducir que dicha via podria regular la expresion de aquellas
proteinas implicadas en el metabolismo de la L-gln y, en consecuencia, incrementar el
requerimiento de dicho aminoacido con el objeto de afrontar la elevada demanda
metabdlica inherente al crecimiento celular. En este punto, cabe mencionar que dichos

aspectos continuan sin ser dilucidados aun.
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Por otro lado, debe considerarse que, pese a que los aminoacidos son la senal
primordial para modular la actividad de mTORC1, son los aminoacidos esenciales —
principalmente L-leu— los que mantienen al complejo proteico activo (Yao y col., 2017).
No obstante, considerando que la disponibilidad celular de aminoacidos esenciales, mas
especificamente de L-leu, depende de su transporte mediado por L-gln, puede inferirse que
es L-gln per se el aminoacido necesario para la completa activacion de mTORC1 (Nickliny
col., 2009). De esta manera, la L-gln podria cooperar en la induccion de la proliferacion a
través de estavia (Yuany col., 2015; Liy Yan, 2019; Hu y col., 2023). En este contexto, se ha
propuesto la existencia de una regulacion reciproca entre mTORC1 y el metabolismo de la
L-gln. Tal es asi, que se ha observado que la inhibicidon de la entrada de L-gln a las células
tumorales o el bloqueo de la actividad de enzimas intervinientes en su metabolizacién —
especificamente la actividad GLS—, conduce a un arresto del ciclo celular como
consecuencia de la disminucidn de la actividad de mTORC1 (Seltzer y col., 2010; Wangy
col., 2010; Leey col., 2014). De esta forma, se propone que la actividad de mTORC1 podria
estar controlada también por la propia L-gln y/o por los metabolitos derivados de su
degradacién. En este contexto, un estudio realizado por Duran y colaboradores (2012)
sugirio al a-KG como un posible modulador de la actividad de mTORC1.

Son pocos los trabajos existentes en la literatura que abordan el estudio del
metabolismo de la L-gln en la célula de Sertoli, y los pocos que existen fueron realizados
en cultivos de células de Sertoli maduras (Kaiser y col., 2005; Matheus y col., 2018). Dado
que la L-gln se torna condicionalmente esencial ante las demandas metabdlicas
incrementadas en células en estado proliferativo, no seria ilégico pensar que durante la
progresion del ciclo celular en la célula de Sertoli aumentaria la demanda de L-gln, lo que
llevaria a la célula a un estado metabdlico “adicto” a dicho aminoéacido. Pese a que el rol
de la L-gln en la regulacién de la proliferaciéon celular ha despertado interés en la ultima

década, hasta el momento de este trabajo de tesis no existen conocimientos sobre la
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regulacion del metabolismo de dicho aminoacido y su relacién con la proliferacién de la
célula de Sertoli. Mas especificamente, alin se desconoce la participacion de laL-glnen la
regulacion de la proliferacion de células de Sertoli mediada por FSH; si la FSH es capaz de
modular el metabolismo de la L-gln; y, a su vez, si el metabolismo de la L-gln coopera con

la FSH en el control de la progresion del ciclo celular en células de Sertoli inmaduras.

Regulacion de la funcion celular por metabolitos

Las secciones anteriores intentaron describir de forma simplificada los cambios
metabolicos y sus respectivas regulaciones que se suceden en una célula con capacidad
proliferativa. Dichos cambios estan acompanados del aumento de intermediarios
metabdlicos/metabolitos producto de las vias metabdlicas mas activas. A lo largo de estas
ultimas décadas, surgié un interrogante debido a evidencias ligadas a la activacion de vias
de sefnalizacién desencadenadas por un mayor flujo metabdlico. El razonamiento légico
condujo a diversos grupos de investigacion a postular ciertos metabolitos como moléculas
reguladoras o segundos mensajeros. Dado que el aumento del flujo glucolitico y la
glutamindlisis conducen a un incremento de los niveles celulares de sus respectivos
productos finales, se consideran al lactato y al a-KG como excelentes candidatos. En esta

seccion se desarrollara este concepto con mayor detalle.

e Lactato
Desde su descubrimiento en 1780 por Carl Wilhelm Scheele, el lactato ha sido
erroneamente considerado como desecho celular o una simple fuente energética. Sin
embargo, evidencias recientes sugieren un papel crucial del hidroxidacido en la biologia
celular (Certo y col.,, 2022). Las células de mamifero tipicamente presentan
concentraciones de lactato entre 1y 3 mM en un estado de reposo, pero pueden elevarse

hasta méas de 15 mM durante el gjercicio fisico e incluso en presencia de una lesién tumoral
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activa, los niveles del hidroxiacido pueden alcanzar concentraciones cercanas a40 mM en
las inmediaciones del tumor (Kes y col., 2020). Tanto la glucosa como el aminoacido L-
alanina son la principal fuente de carbono para la produccion del lactato a través de la
glucodlisis —siendo responsable del 85% del hidroxiacido circulante—y la transaminacion,
respectivamente (Rogatzkiy col., 2015). Particularmente en el testiculo, al lactato se le ha
asignado durante décadas unicamente el rol de principal fuente energética de
espermatocitos y espermatides, permitiendo mantener la viabilidad de estos tipos
celulares, al menos en parte, a expensas de la conservacion de los niveles de ATP. Esto fue
asi hasta que, en 2014, Galardo y colaboradores demostraron que el lactato ejercia
funciones de molécula sefial promoviendo su propia metabolizacién a través del aumento
de especies reactivas del oxigeno en espermatocitos y espermatides. De esta manera, no
seria de extrafiar que en las células de Sertoli cumpla también funciones regulatorias.
Teniendo en mente que las células tumorales presentan un flujo glucolitico incrementado,
y que las células que proliferan fisiolégicamente podrian presentar las mismas
necesidades metabdlicas que las neopldsicas, postulamos que las células de Sertoli
inmaduras metabolizan activamente la glucosa y ello se veria reflejado en niveles de
lactato elevados. Y es aca donde surge el interrogante si el lactato podria ser una de las
moléculas clave que participe en la regulacidon conjunta del metabolismo y la progresién
del ciclo celular. Precisamente, en estos ultimos anos se han presentado evidencias que
permiten afirmar que el lactato induce la proliferacién celular, pero los mecanismos
moleculares no han sido esclarecidos hasta el momento (Lampe y col., 2009; Gristy col.,
2018; Potzsch y col., 2021). Sin embargo, los estudios llevados adelante por Byun y
colaboradores (2019) podrian dar indicios de los mismos ya que demuestran la existencia
de una estrecha cooperacion en la sefializacion entre el lactato y mTORC1.

En consecuencia, y en base a lo expuesto en estos Ultimos parrafos, se desprende

la relevancia que cobra el estudio de la existencia de posibles regulaciones de respuestas
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bioldégicas por lactato en las células de Sertoli ya que el lactato podria estar ejerciendo un
rolregulador al participar de los mecanismos que utiliza la FSH para regular la proliferacion

de la célula de Sertoli inmadura.

e a-cetoglutarato

El a-KG ha sido considerado histdricamente solo un intermediario del ciclo de
Krebs. Sin embargo, evidencias mas recientes sugieren un papel crucial del metabolito en
multiples procesos metabolicos. Varios reportes de la literatura sugieren que el a-KG
participa en la regulacién del metabolismo de los aminoacidos, la modulacién de las vias
de senalizacién y la eliminacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), garantizando asi
la homeostasis celulary la supervivencia en contextos celulares adversos (Liuy col., 2018).
Pese a ser considerado un metabolito principalmente intracelular, diversos estudios han
detectado a-KG en el torrente sanguineo de mamiferos (Rocchiccioli y col., 1984; Martiny
col., 1989; Wagner y col., 2010), determinandose concentraciones séricas de entre 10-40
UM en estado de reposo (Zdzisinska y col., 2017). Curiosamente, se han observado
aumentos fisiologicos de los niveles de a-KG en suero después del ejercicio fisico,
pudiendo llegar a concentraciones de hasta 150 uM en estas circunstancias (Yuan y col.,
2020).

En los ultimos anos, numerosos estudios han analizado la versatilidad del a-KG
como metabolito regulador del metabolismo celular (Zdzisiriska y col., 2017; Wilson y
Matschinsky, 2021; Hansen y Gibson, 2022). En este contexto, diversos estudios sugieren
que el a-KG participa en la proliferacién en distintos tipos celulares (Songy col., 2018; Shi
y col., 2024); sin embargo, los mecanismos moleculares subyacentes a dicho proceso
contintan aun sin ser dilucidados completamente. Existe evidencia que propone una
cooperacion en la sefializacidon entre el a-KG y mTORC1 en contextos de regulacion
metabdlica. Es asi que, si bien se han planteado posibles destinos del a-KG en células que

proliferan activamente, existe evidencia que establece que este metabolito, producto de la
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glutamindlisis, es suficiente para estimular la activacién del complejo proteico mTORC1.
En este contexto, en elano 2012, Durany colaboradores reportaron que en lineas celulares
inmortalizadas la glutamindlisis debia estar activa para que ocurra la translocacién al
lisosoma y la subsiguiente activacién de mTORC1. Curiosamente, los investigadores
sugirieron una fuerte contribucion del a-KG al mecanismo responsable de dicho proceso.
Estos ultimos hallazgos descriptos llevan a plantear el interrogante de si el a-KG podria ser
una de las moléculas clave que participe en la regulacién conjunta del metabolismo y la
progresion del ciclo celular en las células de Sertoli inmaduras.

Dado que, como fue abordado previamente, el consumo de L-gln en las células
proliferantes supera con creces las demandas de cualquier otro aminoacido, se podria
pensar que las células de Sertoli inmaduras posean niveles elevados de a-KG, derivados
de una glutamindlisis activa, capaces de cooperar en el mecanismo de activacion de
mTORC1. En este contexto, se torna relevante el estudio de la existencia de un posible rol
regulatorio del metabolito a-KG en las células de Sertoli, ya que podria estar formando
parte de los mecanismos que utiliza la FSH para regular la proliferacion de la célula de
Sertoli inmadura.

En conjunto, se puede aseverar que el estudio del posible rol de metabolitos
intermediarios de vias metabdlicas —como el lactato y el a-KG— como moléculas sefal
permitird una mejor comprension de los mecanismos moleculares que conducen a una
normal proliferacién de la célula de Sertoli inmadura.

De todo lo expuesto en esta introduccién se desprende que la proliferacion de la
célula de Sertoli inmadura es un proceso que debe ser finamente regulado. Los
mecanismos moleculares que participan en dicha regulacién, asi como la influencia del
metabolismo celular en dicho proceso —mas especificamente, la participaciéon de la
glucolisis y la glutamindlisis en el mismo—, son terreno que no ha sido aun investigado en

profundidad. Este trabajo de tesis buscard aportar, entonces, al conocimiento de la
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fisiologia de la célula de Sertoli que permitira, en el futuro, entender de manera exhaustiva
los aspectos de la fisiopatologia testicular que, hasta el momento, se hallan lejos de

nuestra comprension.
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Objetivos

El objetivo general de la tesis fue estudiar los complejos mecanismos que operan
en el tdbulo seminifero que conducen a una normal proliferacion a través de la

reprogramacion metabdlica de la célula de Sertoli inmadura.

Los objetivos especificos fueron los siguientes:

1. Evaluarlaregulaciéon del metabolismo glucolitico por FSHy la posible participacion
de la glucolisis en los mecanismos moleculares utilizados por la hormona para

inducir la proliferacién de la célula de Sertoli.

2. Evaluar la regulacidon del metabolismo de la glutamina por FSH y la posible
participacion de la glutamindlisis en los mecanismos moleculares utilizados por la

hormona para inducir la proliferacién de la célula de Sertoli.

52



MATERIALES Y METODOS



Materiales y métodos

MATERIALES

Los medios de cultivo de tejidos habituales que contienen L-gln 2.5 mM (DMEM -
D5523-, F12 -N6760-) y sin L-gln (DMEM -D5546-, F12 -N4888-) se adquirieron de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). La FSH ovina (NIH-oFSH-S-16) se obtuvo del Programa
Nacional de Hormonas e Hipdfisis, Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades
Digestivas y Renales, NIADDK (Bethesda, MA, EE. UU.). El inhibidor de PFKFB3, 3-(3-
piridinil)-1-(4-piridinil)-2-propen-1-ona (3P0O), se adquirié de Calbiochem (EMD Millipore
Corporation, Chicago, IL, EE. UU.); y el inhibidor de LDH, el oxamato de sodio (OXA), el
inhibidor de los transportadores de L-gln, y-glutamil-p-nitroanilida (GPNA), y el inhibidor de
GLS, 6-Diazo-5-oxo-L-norleucina (DON), se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EE. UU.). Los anticuerpos y la rapamicina (Rap; inhibidor de mTOR) se adquirieron de Cell
Signaling Technology (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.). Todos los demas
reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich.

Los animales fueron provistos por el Bioterio de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, Argentina. Los animales fueron
manipulados de acuerdo con las recomendaciones del Instituto Nacional de la Salud de
Estados Unidos (NIH). Todos los protocolos en los que se utilizaron animales fueron
aprobados por la Comisién Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio

(CICUAL) del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez (Resolucién N°©2018/001).

53



Materiales y métodos

METODOS

Aislamiento y cultivo de células de Sertoli de ratas de 8 dias de edad

Las células de Sertoli fueron aisladas a partir de testiculos de ratas de 8 dias de
edad. Los animales fueron decapitados y los testiculos fueron extraidos en condiciones de
esterilidad. Todo el procedimiento posterior fue realizado bajo flujo laminar. Para el
aislamiento de células de Sertoli se utilizé la técnica descripta por Riera y colaboradores
(2012). Los testiculos fueron decapsulados y sometidos a un tratamiento enzimatico con
colagenasa 0.03% P/V conteniendo inhibidor de tripsina de soja al 0.003% P/V dejando
actuar hasta la liberacion de las células intersticiales. El medio utilizado fue una mezcla
1:1 de solucidén 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, penicilina 100
Ul/ml, anfotericina B 2.5 pg/mly albumina de suero bovino (BSA) 0.1% P/V. Después de la
dispersion inicial, los tubulos seminiferos fueron sedimentados y el sobrenadante
conteniendo las células intersticiales fue descartado. Los tubulos seminiferos obtenidos
por sedimentacion fueron lavados dos veces con medio, colocados en una placa de Petriy
cortados con una hoja filosa. Los tubulos seminiferos cortados finamente fueron tratados
con una solucién de glicina 1 M, EDTA 2 mM en PBS (solucién reguladora fosfato 0.1 M pH
7.4, NaCl 8 g/, KCl 0.2 g/l) en presencia de 0.03 mg/ml de desoxirribonucleasa por 10
minutos, tratamiento que permite liberar las células peritubulares. Dicho tratamiento fue
detenido por dilucién con 10 volumenes de medio. A continuacion, se realiz6 una
sedimentaciéon de los fragmentos de tubulo seminifero por 15 minutos. Luego de la
sedimentacion, los fragmentos tubulares fueron tratados nuevamente con una solucién de
colagenasa 0.03% P/V conteniendo inhibidor de tripsina de soja 0.003% P/V y
desoxirribonucleasa 0.03% P/V por 10 minutos. La accién de la colagenasa se detuvo por
dilucién y los agregados de células de Sertoli fueron recuperados por centrifugacion a

200xg durante 3 minutos y lavados dos veces con medio. Finalmente, los agregados de
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células de Sertoli fueron resuspendidos en medio completo habitual (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/mly anfotericina B 2.5 pg/ml)
coninsulina 5 pyg/mly sembrados a una densidad de 5 ug ADN/cm?, en placas de cultivo de
6 0 24 pozos o en portaobjetos multicamara de ocho pozos (Permanox) segun corresponda.
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

reemplazo el medio por medio completo sin insulina.

Determinacion de la viabilidad de células de Sertoli de ratas de 8 dias de edad

Las células de Sertoli cultivadas en placas de 24 pozos se lavaron dos veces con
PBS y luego las células se recuperaron por el tratamiento con una solucién de Tripsina
0.05% P/Vy EDTA 0.02% P/V en PBS. La suspension celular se centrifugd a 400xg durante 5
minutos y se recuperd el sedimento celular. Las células fueron resuspendidas en medio
completo y se anadié 0.4% P/V de Azul de Tripan en soluciodn fisiolégica. Las células que
excluyeron el colorante —viables— y las que resultaron tenidas —no viables— fueron
contadas en una camara de Neubauer. Los resultados fueron expresados como porcentaje

(%) del numero de células viables respecto al recuento celular total.

Extraccion de ARN total y sintesis de ADN copia

El ARN total fue extraido de los cultivos de células de Sertoli cultivadas en placas
de 6 pozos utilizando Tri-Reagent (Sigma-Aldrich) de acuerdo con las especificaciones del
proveedor. La cantidad de ARN obtenido en cada muestra fue determinada
espectrofotométricamente a 260 nmy el ARN fue luego utilizado para la técnica de sintesis
de ADN copia (ADNc). ELADNc fue sintetizado a partir de 2 pg de ARN total utilizando 125

ng de cebadores aleatorios, 0.5 mM de la mezcla de dNTPs y 200 Ul de la enzima
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transcriptasa reversa MMLYV (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) en un volumen finalde 20 pl.
Luego de la retrotranscripcion (RT), las muestras fueron diluidas hasta un volumen final de

40 pl.

Analisis de la expresion de genes por RT-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Para cada uno de los genes a analizar se utilizaron 2 plde ADNc de células de Sertoli
de ratas de 8 dias de edad obtenido de la RT que se agregaron a 23 pl de mezcla de reaccion
(dNTPs 0.2 mM, cebadores sentido y antisentido 0.5 yM, GoTaq® DNA polimerasa 1.25 Ul -
Promega, Madison, WI, EE. UU.- y 1X Colorless Golaq® Reaction Buffer -Promega-).
Asimismo, se utilizd ADNc de higado, rinén e intestino delgado de rata como controles
positivos de expresion de los genes a estudiar. El programa de amplificacién utilizado fue:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por
30 segundos seguidos de una hibridizacién a 60°C por 30 segundos y extension a 72°C por
30 segundos, sumado a una etapa de elongacién final a 72°C por 10 minutos. Los
productos de PCR y un marcador de pares de bases (50-pb DNA Ladder, Promega) fueron
separados electroforéticamente en gel de agarosa 1% P/V en solucion reguladora TBE (Tris
0.44 M, acido borico 0.44 My EDTA 10 mM, pH 8) conteniendo 1X SYBR Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) lo que permitio la visualizacién de un Unico fragmento

especifico por gen analizado por transiluminacioén.

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

La RT-gPCR fue realizada utilizando el equipo StepOnePlus Real Time PCR System
(Applied Biosystems, Warrington, RU). La mezcla de reaccion fue preparada usando 12 pl
de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), con una concentracién adecuada
(400-900 nM) de los cebadores sentido y antisentido especificos y 3 pl de la dilucion de

ADNc de cada muestra en un volumen final de reaccién de 15 pl. El programa de
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amplificacién utilizado fue: desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos seguidos de una hibridizacion y extensién 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
fusion. En todos los ensayos se realizaron curvas estandar para confirmar una adecuada
pendiente y eficiencia de amplificacion, utilizando una muestra control. Se utilizé el
meétodo de curva estandar relativa para obtener los resultados que fueron normalizados
con B2-microglobulina como gen control.

Los cebadores sentido y antisentido especificos de cada gen fueron disefados
utilizando el programa Vector NTI; se verificd que los pares de cebadores no formaran
dimeros o estructuras secundarias y se evitaron las secuencias con una alta tasa de
repeticion de bases Cy G en el extremo 3’. Asimismo, se tuvo en cuenta que los fragmentos
amplificados tuvieran un tamafio entre 70 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 verificd 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 disefiadas para cada gen

analizado.
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Gen Numero de entrada | Cebadores
Pfkfb1 NM_012621.4 Sentido: 5'-CCATTACTGAGCCCTTTTCAAG-3'
Antisentido: 5'-TGCTACGGACTTCTTCACTGG-3'
Pfkfb2 NM_01033964.1 Sentido: 5'-GTGGTGGCAGTGTTCAAGAG-3'
Antisentido: 5'-TTCCCCGTCCGTCTTCTATC-3'
Prfkfb3 NM_057135 Sentido: 5'-CACCCTTCCTGTCCTTTGTTC-3'
Antisentido: 5'-GCATCTTCGTTGCTGTATTCG-3'
Pkm2 XM_003751952.2 Sentido: 5'-AGGCTGCCATCTACCACTTG-3'
Antisentido: 5'-CACTGCAGCACTTGAAGGAG-3'
Ldha NM_017025.1 Sentido: 5'-TCATCGTCTCAAACCCAGTG-3'
Antisentido: 5'- ATGAACTCCCAGCCTTTCTC-3'
Ldhb NM_012595.2 Sentido: 5'-TCTCCAGACTCCGAAAATCG-3'
Antisentido: 5'-TTGACGTTTCTCTGCACCAG-3'
c-Myc NM_012603.2 Sentido: 5'-CACCAGCAGCGACTCTGAA-3'
Antisentido: 5'-GACCCTGACTCGGACCTCTT-3'
Ccnd1 NM_171992.4 Sentido: 5'-CTACCGCACAACGCACTTTC-3'
Antisentido: 5'-AAGGGCTTCAATCTGTTCCTG-3'
Ccnd2 NM_022267.1 Sentido: 5'-CTGACCAAGATCACCCACAC-3'
Antisentido: 5'-CTCTTAGACGGAACTGCTGAAG-3'
Slc1a5 NM_175758.3 Sentido: 5'-CTCGGCAAATACATCGTGTG-3'
Antisentido: 5'-GGTTTTTGCGGGTAAAGAGG-3'
Slc38a5 NM_138854.2 Sentido: 5'-GCAGGAACCAAAGATGAACG-3'
Antisentido: 5'-ATGTCTTCCCCTCGAAATCC-3'
Gs NM_017073.3 Sentido: 5'-ACCCGAGTGGAACTTTGATG-3'
Antisentido: 5'-ACTTCGCAGAACACCAGCTT-3'
Gls1 NM_012569.4 Sentido: 5'-GTAGATGGGCAAAGGCATTC-3'
Antisentido: 5'-TTGGCTCCTTCCCAACATAG-3'
Gls2 NM_001270786.1 Sentido: 5'-CAATGCTGGTGCTATTGTGG-3'
Antisentido: 5'-CTGACTGGAATGTGGCATTG-3'
B2m NM_012512.2 Sentido: 5'-CGTGATCTTTCTGGTGCTTG-3'
Antisentido: 5'-GAGGTGGGTGGAACTGAGAC-3'

Tabla 1. Pares de cebadores especificos de rata para el analisis mediante RT-qPCR.
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Determinacion de los niveles de mTOR y p70S6K fosforiladas

Las células de Sertoli cultivadas en placas de 6 pozos fueron levantadas en hielo
con 200 pl de solucidn reguladora hipoténica que contenia Tris 10 mM pH 7.5, NaCl 150
mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X100 1% P/V, NaF 100 mM, NasP.0; 10 mM, Na;VO, 10
mM y cocktail inhibidor de proteasas en concentraciones recomendadas por el fabricante
(cOmplete”, Mini, EDTA-free, Protease inhibitor cocktail tablets, Roche, Mannheim,
Alemania). Los extractos celulares fueron obtenidos por centrifugacion a 1600xg durante
30 minutos a 4°C. Dichos extractos fueron diluidos en una proporcion 3:1 con solucién
reguladora 4x Laemmli (Tris-HCl 0.25 M pH 6.8, SDS 8% P/V, glicerol 40% V/V, B-
mercaptoetanol 8% V/V, azul de bromofenol 0.008% P/V), incubados a 100°C por 5 minutos
y colocados en hielo. Para la separacion de proteinas, 45 pl de cada muestra (60 pg de
proteinas totales) fueron sembrados en un gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. El gel stacking superior estaba formado por acrilamida/bisacrilamida
4.3% T-2.6% Cy el gel resolutivo inferior estaba formado por acrilamida/bisacrilamida 7%
T-2.6% C tanto para mTOR como para p70S6K. La electroforesis fue realizada en solucién
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.). Luego de la corrida electroforética, los geles fueron
equilibrados 10 minutos en solucion de transferencia (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M;
metanol 20% V/V, pH 8.3) y electrotransferidos a membranas de difluoruro de polivinilideno
(PVDF) a 100 V por 1 hora usando una celda Mini Trans-Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.
UU.). Para la deteccidon de cada proteina en particular, las membranas fueron incubadas
por 1 hora a temperatura ambiente con solucién de bloqueo: TBS (Tris 20 mM, NaCl 140
mM, pH 7.4), Tween-20 0.1% P/V, leche en polvo descremada 5% P/V. Luego del bloqueo se
realizaron 3 lavados por 5 minutos con TBS que contenia Tween-20 0.1% P/V (TBS-T). Las
membranas fueron incubadas en agitacién durante toda la noche a 4°C con el primer

anticuerpo en una dilucién 1/2000 para mTOR y 1/1000 para p70S6K en solucién TBS-T
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conteniendo BSA 5% P/V. Se utilizaron anticuerpos comerciales de Cell Signaling
Technology para la deteccion de mTOR fosforilado (P-mTOR), mTOR total (mTOR), p70S6K
fosforilada (P-p70S6K) y p70S6K total (p70S6K), los cuales se detallan a continuacion:
Phospho-mTOR (Ser2448) (D9C2) Antibody #5536; mTOR Antibody (7C10) #3662; Phospho-
p70 S6 Kinase (Thr389) (108D2) Antibody #9234; p70S6 Kinase Antibody #9202.

Luego de la incubacidn, las membranas fueron lavadas 3 veces por 5 minutos con
TBS-T. Las membranas se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con el segundo
anticuerpo anti-lnmunoglobulina de conejo conjugado con peroxidasa (#7074, Cell
Signaling Technology) en una dilucion 1/3000 en TBS-T conteniendo leche descremada 5%
P/V. Finalizada la incubacion, se realizaron 3 lavados por 5 minutos con TBS-T. Finalmente,
las membranas se revelaron por quimioluminiscencia incubando las membranas por 1
minuto en una solucidén que contiene Tris-HCL0.1M pH 8.8, acido cumarico (Sigma-Aldrich,
C9008) 450 pM, luminol (Sigma-Aldrich, A8511) 1.25 mM y H,0, 0.15 volumenes. Las
imagenes autorradiograficas se obtuvieron utilizando el equipo C-DiGit’ Blot Scanner (P/N
3600, Li-Cor INC, Lincoln, NE, EE. UU.). La intensidad de las bandas autorradiograficas fue
estimada por densitometria utilizando el programa NIH Image (Scion Corporation,
Frederick, MD, EE. UU.). Los niveles de mTOR total y p70S6K total fueron utilizados como
control de carga proteica en las distintas calles. Los resultados fueron expresados como
veces de variacion respecto del Basal o de la condicion de incubacion sin L-gln (0 mM L-

gln) de la relacién P-mTOR/MmTOR o P-p70S6K/p70S6K.

Determinacion de los niveles de lactato

La cuantificacion de lactato fue evaluada en el medio condicionado proveniente de
cultivos de células de Sertoli inmaduras cultivadas en placas de 24 pozos. La
determinacion fue realizada utilizando un kit comercial (Sigma-Aldrich) cuya técnica se

basa en la oxidacion de lactato a piruvato por la enzima lactato deshidrogenasa usando -
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NAD* como coenzima. Brevemente, 200 ul de medio de cultivo fueron desproteinizados
mediante el agregado de 400 pl de acido perclérico 8% P/V por 5 minutos en bafio de hielo
y centrifugados a 1600xg por 10 minutos a 4°C. Una alicuota (55 ul) del sobrenadante
recuperado fue depositada sobre 280 pl de solucidn de reaccién compuesta por 2.8 mMde
B-NAD" y 20 Ul/ml de LDH en solucion reguladora de glicina e hidracina (pH 9.2). Las
muestras fueron incubadas por 15 minutos a 37°C en bano con agitacién. Al finalizar la
incubacion, el NADH producido, que es igual a la cantidad de lactato presente en la
muestra, fue evaluado por espectrofotometria determinando la absorbancia a 340 nm.
Asimismo, se determind el contenido de ADN por pozo. Los resultados fueron expresados

como pg de lactato/ug ADN.

Determinacion de ADN

El contenido de ADN fue determinado segun 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 intercala entre las bases de las
moléculas de ADN. Los resultados obtenidos se compararon contra una curva estandar de

ADN de timo de ternera.

Transfeccion y ensayo de gen reportero luciferasa/actividad B-galactosidasa

Las células se sembraron en una placa de 24 pozos, y 48 horas mas tarde se
cotransfectaron con los plasmidos pGL3-E-box (Kiessling y col., 2006) /pMIR-REPORT™
Betagalactosidase Reporter Control Vector (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido)
0 PGL3-Basic (Promega Corporation, Madison, EE.UU.) /pMIR-REPORT™ Betagalactosidase
Reporter Control Vector utilizando Lipofectamina LTX con Plus Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se incubaron

durante 24 horas en presencia del complejo Lipofectamina-plasmidos. Finalizada la
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incubacion, se reemplazé el medio (con o sin L-gln), y se efectuaron los estimulos
correspondientes en conjunto con el agregado de inhibidores. Luego de 24 horas, las
células fueron lisadas por agregado de 40 pl de la solucién comercial Cell Culture Lysis 5X
Reagent (CLR, Promega) diluida 1/5 en agitacién durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La actividad luciferasa fue determinada por medicién de la luz emitida en un
lumindmetro (Junior LB9509, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Alemania) incubando 9
pldellisado celular con 45 pldel reactivo comercial Luciferase Assay Reagent Il (Promega).
Por otro lado, para la determinacion de la actividad B-galactosidasa, la técnica se basa en
la reaccion de hidrélisis del orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG), un analogo
incoloro de la lactosa, por accion de la enzima B-galactosidasa para generar un producto
final de color amairillo, el o-nitrofenol. Para ello, 20 pl del lisado celular fueron incubados
durante 2 horas en estufa a 37°C con 60 pl de mezcla de reaccion (Na,HPO, 15 mM,
NaH,PO, 10 mM, KCl 2.5 mM, MgS0O, 0.25 mM, 2B-mercaptoetanol 12.5 pM y ONPG 3.3
mM). Finalizado el tiempo de incubacidn, se detuvo la reaccién por agregado de 44 pl de
Na,CO; 3M. Al finalizar, el o-nitrofenol producido, proporcional a la actividad enzimatica,
fue evaluado por espectrofotometria determinando la absorbancia a 420 nm. Los
resultados se expresaron como la relacién de la actividad lucirerasa Firefly/actividad (-

galactosidasa en unidades arbitrarias.

Ensayo de incorporacion de BrdU

Las células de Sertoli cultivadas en portaobjetos de ocho camaras (Permanox) se
incubaron con BrdU 10 uM durante las udltimas 24 horas de cultivo. Posteriormente, las
células se lavaron con PBSy se fijaron con metanol: acido acético (3:1) durante 30 minutos
para realizar la inmunocitoquimica. EL ADN se desnaturalizé mediante el tratamiento con
etanol al 70% V/V y NaOH 0.2 M durante 3 minutos, seguido de etanol al 70% V/V y etanol

absoluto frio por 1 minuto cada uno. Luego, la peroxidasa enddégena y los sitios
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inespecificos fueron bloqueados mediante la incubacion por 30 minutos con H,O, al 3% y
conunadiluciéon de suero de caballo 1/50 en PBS, respectivamente. Finalmente, las células
fijadas se incubaron con anticuerpo anti-BrdU (dilucién 1/200, ab136650, Bu20a, Abcam;
Cambridge, Reino Unido) en camara hiumeda a 4°C durante la noche y fueron reveladas de
acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante para el sistema estreptavidina
biotina/peroxidasa de rdbano picante (Vectastain Kit Elite ABC HRP; Vector Labs,
Burlingame, CA, EE. UU.) utilizando 3,3’-diaminobencidina como cromdgeno. Los nucleos
se contrastaron con hematoxilina y las imagenes fueron obtenidas utilizando un
microscopio Nikon Eclipse 50i acoplado a una camara Nikon DS-Fi1 (Japén). Se contaron
alrededor de 5000 células utilizando el software Image J (National Institutes of Health, EE.
UU.). El porcentaje de células de Sertoli BrdU positivas se calculé como (células positivas

para BrdU/células de Sertoli totales) x 100.

Determinacion de Ki-67 mediante inmunofluorescencia

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos preincubados por 2 horas con
bromhidrato de poli-L-lisina 50 pg/ul (P1524, Sigma-Aldrich). Posteriormente, las células
fueron lavadas con PBS y fijadas utilizando metanol durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Luego de 3 lavados con PBS, se permeabilizaron las membranas celulares
durante 10 minutos en cdmara humeda utilizando una soluciéon de PBS-0.25% V/V Triton
X100. Luego de un lavado con PBS, se bloquearon los sitios inespecificos utilizando una
soluciéon de blogueo de 1% P/V BSA en PBS-0.25% V/V Tritén X100 durante 30 minutos. La
incubacion con el anticuerpo primario anti-Ki-67 (dilucién 1/200; ab15580, Abcam,
Cambridge, Reino Unido) se realizé en cdmara humeda a 4°C durante toda la noche. El
anticuerpo primario unido se reconocié mediante un segundo anticuerpo acoplado al
fluorocromo Alexa Fluor 488 (#A21206; Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). Las células se

incubaron durante 1 hora con una solucién de 1% P/V BSA en PBS conteniendo tanto el
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anticuerpo secundario (diluciéon 1/250) como Hoechst para marcar los nucleos. Se utilizé
VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium (H-1000-10, Vector Laboratories, Newark, CA,
EE. UU.) como medio de montaje y se observaron células en un microscopio de
fluorescencia Zeiss Axio Imager 2 Upright Microscope (Gottingen, Alemania). Se realizo el
recuento de 2000 células utilizando el software Image J y el porcentaje de células de Sertoli
Ki-67 positivas se calculé como (células positivas para Ki-67/células de Sertoli totales) x

100.

Andlisis estadistico

Para cada variable se realizé en primera instancia un analisis de homogeneidad de
varianzas (Test de Levene) y de distribucién normal (Test de Shapiro-Wilk). Luego, se realizé
el andlisis estadistico de los datos utilizando andlisis de varianza de una via (ANOVA),
seguido de un test de Tukey-Kramer para la comparacion de multiples grupos.
Probabilidades <0.05 fueron consideradas estadisticamente significativas. Para el analisis,
se utilizo el programa estadistico GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.

uu.)
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DISENO EXPERIMENTAL
Para los estudios realizados en este trabajo de tesis se utiliz6 como modelo
experimental cultivos de células de Sertoli aisladas de ratas Sprague-Dawley de 8 dias de

edad, las cuales son inmaduras y tienen capacidad proliferativa.

Disefo para el estudio de la participacion de la glucdlisis en la regulacion de la

proliferacion por FSH en la célula de Sertoli.

Estudio de la regulacion de la expresion de genes involucrados en la via glucolitica
Las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de edad fueron sembradas en
placas de cultivo de 6 pozos (dia 1). En el dia 3 de cultivo se cambié el medio y en el dia 4
las células fueron mantenidas en condiciones basales o estimuladas con FSH en las
concentraciones indicadas en los pies de figura por distintos tiempos (2, 4 o 6 horas).
Finalizado el periodo de incubacion, se extrajo el ARN total de las células. Para la
determinacién de los niveles de ARNm por RT-gPCR de PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3, PKM2,
LDHA 'y LDHB se realizo la sintesis de ADNc y luego el ensayo de RT-qPCR especifico para
cada gen. Para aquellos genes cuya expresion resultd incrementada por la hormona, se
evalu¢ la participacion de la sefal de transduccién mTORC1 y la glucélisis de la siguiente
forma: en el dia 3 de cultivo se realizé el cambio de medio y las células fueron mantenidas
en condiciones basales o en presencia de Rap, 3PO u OXA en las concentraciones
indicadas en los pies de figura. En el dia 4, las células fueron estimuladas con FSH en
ausencia o presencia de Rap, 3PO y OXA por 4 horas (tiempo de incubacién en el que se
observa el maximo estimulo hormonal sobre la expresidn génica). Finalizado el periodo de
incubacion, se extrajo el ARN total de las células. Para la determinacion de los niveles de
ARNmM por RT-qPCR de PFKFB3 y LDHA se realizd la sintesis de ADNc y luego el ensayo de

RT-gPCR especifico para cada gen.
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Evaluacion de los niveles de lactato como metabolito marcador del flujo glucolitico
Las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de edad fueron sembradas en
placas de cultivo de 24 pozos (dia 1). En el dia 3 de cultivo se cambié el medio y las células
fueron mantenidas en condiciones basales o estimuladas con FSH en ausencia o
presencia de Rap, 3PO u OXA por 24 horas en las concentraciones indicadas en los pies de
figura. Finalizado el periodo de incubacion, se recogio el medio de cultivo condicionado
para la medicién de lactato. Por otro lado, las células adheridas fueron lisadas por

ultrasonido para la determinacién de ADN.

Estudio de los niveles de mTOR y de p70S6K fosforiladas

Las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de edad fueron sembradas en
placas de cultivo de 6 pozos (dia 1). En el dia 3 de cultivo se cambié el medio y las células
fueron mantenidas en condiciones basales o en presencia de Rap, 3PO u OXA en las
concentraciones indicadas en los pies de figura. En el dia 4, las células fueron estimuladas
con FSH en ausencia o presencia de Rap, 3PO y OXA por 1 hora. Para el estudio del efecto
del lactato sobre la via mTORC1, en el dia 3 de cultivo se realizé el cambio de medioy en el
dia 4 las células fueron mantenidas en condiciones basales o en presencia de lactato por
0.5,102horas en laconcentracidon indicada en los pies de figura. Una vez finalizadas todas
las incubaciones, las células fueron lisadas por agregado de una solucién reguladora
hipotdnica y se determinaron los niveles de P-mTOR, mTOR, P-p70S6K y p70S6K por

Western Blot para cada caso.

Estudio de la regulacion de la expresion de c-Myc y ciclinas
Las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de edad fueron sembradas en
placas de cultivo de 6 pozos (dia 1). En el dia 3 de cultivo se cambioé el medio y las células

fueron mantenidas en condiciones basales o en presencia de Rap, 3PO u OXA en las
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concentraciones indicadas en los pies de figura. En el dia 4, las células fueron estimuladas
con FSH en ausencia o presencia de Rap, 3POy OXA por 2 horas para evaluar los niveles de
ARNm de CCND1 o 4 horas para evaluar los niveles de ARNm de c-Myc y CCND2 (dicha
eleccion estuvo basada en estudios previos en los que se observo el maximo estimulo
hormonal sobre la expresion para cada gen). Finalizado el periodo de incubacién, se extrajo
el ARN total de las células y para la determinacién de los niveles de ARNm por RT-qPCR de
c-Myc y ciclinas CCND1y CCND2, se realizé la sintesis de ADNc y luego el ensayo de RT-
gPCR especifico para cada gen. Adicionalmente, para el estudio del efecto del lactato
sobre los niveles de expresion de las ciclinas, en el dia 3 de cultivo se cambié el medioy en
el dia 4 las células fueron mantenidas en condiciones basales o en presencia de lactato
por 0.5, 10 2 horas en la concentracién indicada en los pies de figura. Finalizado el periodo
de incubacidn, se extrajo el ARN total de las células y para la determinacién de los niveles
de ARNm por RT-gPCR de ciclinas CCND1y CCND2, se realizé la sintesis de ADNc y luego

el ensayo de RT-gPCR especifico para cada gen.

Estudio de la regulacién de la actividad transcripcional de c-Myc

Las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de edad fueron sembradas en
placas de cultivo de 24 pozos (dia 1). En el dia 3 de cultivo, luego del cambio de medio por
medio sin penicilina, anfotericina ni insulina, se transfectaron las células con los
plasmidos correspondientes. En el dia 4 de cultivo, las células se mantuvieron en
condiciones basales o fueron estimuladas con FSH en ausencia o presencia de Rap, 3PO u
OXA en las concentraciones indicadas en los pies de figura. En el quinto dia de cultivo se
procesaron las muestras y se determind la actividad transcripcional de c-Myc a partir del

ensayo de gen reportero luciferasa y la actividad B-galactosidasa.
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Estudio de la regulacion de la proliferacion celular

Para evaluar la proliferacion, las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de
edad fueron sembradas sobre cubreobjetos preincubados por 2 horas con bromhidrato de
poli-L-lisina 50 pg/ul o en portaobjetos multicamara de ocho pozos (Permanox) (dia 1). En
el dia 3 de cultivo se cambid el medio y las células fueron mantenidas en condiciones
basales o estimuladas con FSH en ausencia o presencia de Rap, 3PO u OXA por 24 horas
en las concentraciones indicadas en los pies de figura. Para evaluar el efecto del lactato
sobre la proliferacion celular, en el dia 3 de cultivo se cambié el medio y las células fueron
mantenidas en condiciones basales o en presencia de lactato por 24 horas en la
concentracion indicada en los pies de figura. En ambos casos, luego del periodo de
incubacion, se determind la presencia del antigeno Ki-67 por inmunofluorescencia.
Asimismo, para evaluar la incorporacién de BrdU, las células fueron incubadas en
presencia de este andlogo de la timidina en concentracion 10 uM durante las ultimas 24

horas, y se determiné la incorporacién del mismo mediante inmunocitoquimica.
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Diseno para el estudio de la participacion de la glutamindlisis en la regulacion de la

proliferacion por FSH en la célula de Sertoli

Caracterizacion de la expresion de genes que codifican para proteinas claves del
metabolismo de la glutamina

Las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de edad fueron sembradas en
placas de cultivo de 6 pozos (dia 1). En el dia 3 de cultivo se cambié el medio y las células
fueron mantenidas en condiciones basales durante 24 horas. En el dia 4 de cultivo, se
extrajo el ARN total de las células en conjunto con el ARN total de tejidos utilizados como
controles positivos de expresion (higado, rindn e intestino delgado de rata). Para la
caracterizacion de la expresidn de genes que codifican para proteinas clave del
metabolismo de la glutamina se realizd la sintesis de ADNc y se analiz6 la expresion de

SLC38A5, SLC1A5, GS, GLS1y GLS2 por RT-PCR.

Estudio de la regulacion de la expresion de genes involucrados en la glutaminoélisis por
FSH

Las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de edad fueron sembradas en
placas de cultivo de 6 pozos (dia 1). En el dia 3 de cultivo se realizé el cambio de medioy en
el dia 4 las células fueron mantenidas en condiciones basales o estimuladas con FSH por
distintos periodos de tiempo (2, 4 o 6 horas) en la concentracion que se indica en los pies
de figura. Finalizado el periodo de incubacidn, se extrajo el ARN total de las células. Para la
determinacién de los niveles de ARNm por RT-gPCR de SLC38A5, SLC1A5, GS, GLS1y GLS2

se realizé la sintesis de ADNc y luego el ensayo de RT-qPCR especifico para cada gen.
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Estudio la regulacion de los niveles de mTOR y de p70S6K fosforiladas

Las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de edad fueron sembradas en
placas de cultivo de 6 pozos (dia 1). En el dia 3 de cultivo se cambié el medio y en el dia 4
las células fueron mantenidas en condiciones basales o preincubadas por 2 horas con
GPNA o DON en las concentraciones indicadas en los pies de figura. Posteriormente, las
células fueron estimuladas con FSH por 1 hora en ausencia o presencia de GPNA o DON.
Para los estudios realizados en medio de cultivo sin L-gln, en el dia 3 de cultivo se cambid
el medioy en el dia 4 las células fueron privadas de L-gln mediante incubacién en medios
de cultivo sin L-gln durante 2 horas. Posteriormente, las células fueron mantenidas en
ausencia de L-gln o suplementadas con L-gln en ausencia o presencia de FSH durante 1
hora en las concentraciones detalladas en los pies de figura. Para el estudio del efecto del
a-KG sobre la sefial de transduccion mTORC1, en el dia 3 de cultivo se realizé el cambio de
medio y en el dia 4 las células fueron mantenidas en condiciones basales o en presencia
de a-KG por 0.5, 1 0 2 horas en la concentracién que se detalla en los pies de figura. Una
vez finalizadas todas las incubaciones, las células fueron lisadas por agregado de una
solucion reguladora hipoténica y se determinaron los niveles de P-mTOR, mTOR, P-p70S6K

y p70S6K por Western Blot para cada caso.

Estudio de la regulacidon de la expresiéon de c-Myc y ciclinas

Las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de edad fueron sembradas en
placas de cultivo de 6 pozos (dia 1). En el dia 3 de cultivo se cambié el medio y en el dia 4
las células fueron mantenidas en condiciones basales o preincubadas durante 2 horas en
presencia de GPNA o DON en las concentraciones indicadas en los pies de figura.
Posteriormente, las células fueron estimuladas con FSH en ausencia o presencia de GPNA
o DON por 2 horas para evaluar los niveles de ARNm de CCND1 o 4 horas para evaluar los

niveles de ARNm de c-Myc y CCND2 (dicha eleccidon estuvo basada en estudios previos en
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los que se observo el maximo estimulo hormonal sobre la expresidon para cada gen). Para
los estudios realizados en medio de cultivo sin L-gln, en el dia 3 de cultivo se cambié el
medio y en el dia 4 las células fueron privadas de L-gln mediante incubacion en medios de
cultivo sin L-gln durante 2 horas. Posteriormente, las células fueron mantenidas en
ausencia de L-gln o suplementadas con L-gln en ausencia o presencia de FSH durante 2 o
4 horas en las concentraciones detalladas en los pies de figura. Una vez finalizadas todas
las incubaciones, se extrajo el ARN total de las células y para la determinacién de los
niveles de ARNm por RT-gPCR de c-Myc y ciclinas CCND1 y CCND2, se realizo la sintesis

de ADNCcy luego el ensayo de RT-qPCR especifico para cada gen.

Estudio de la regulacion de la actividad transcripcional de c-Myc

Las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de edad fueron sembradas en
placas de cultivo de 24 pozos (dia 1). En el dia 3 de cultivo, luego del cambio de medio por
medio sin penicilina, anfotericina ni insulina, se transfectaron las células con los
plasmidos correspondientes. En el dia 4 de cultivo, las células fueron mantenidas en
condiciones basales o preincubadas durante 2 horas en presencia de GPNA o DON en las
concentraciones indicadas en los pies de figura. Posteriormente, las células fueron
estimuladas con FSH en ausencia o presencia de GPNA o DON por 24 horas. Para los
estudios realizados en medio de cultivo sin L-gln, en el dia 3 de cultivo se cambid el medio
y en el dia 4 las células fueron privadas de L-gln mediante incubacién en medios de cultivo
sin L-gln durante 2 horas. Posteriormente, las células fueron mantenidas en ausencia de L-
gln o suplementadas con L-glnh en ausencia o presencia de FSH durante 24 horas en las
concentraciones detalladas en los pies de figura. Finalizada la incubacion, se lisaron las
células para realizar la determinacion de la actividad transcripcional de c-Myc a partir del

ensayo de gen reportero luciferasa y de la actividad p-galactosidasa.
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Estudio de la regulacion de la proliferacion celular

Para evaluar la proliferacion, las células de Sertoli aisladas de ratas de 8 dias de
edad fueron sembradas sobre cubreobjetos preincubados por 2 horas con bromhidrato de
poli-L-lisina 50 pg/ul o en portaobjetos multicamara de ocho pozos (Permanox) (dia 1). En
el dia 3 de cultivo, se cambié el medio y las células fueron mantenidas en condiciones
basales o preincubadas durante 2 horas en presencia de GPNA o DON en las
concentraciones indicadas en los pies de figura. Posteriormente, las células fueron
estimuladas con FSH en ausencia o presencia de GPNA o DON por 24 horas. Para los
estudios realizados en medio de cultivo sin L-gln, en el dia 3 de cultivo se cambid el medio
y las células fueron privadas de L-gln mediante incubacién en medios de cultivo sin L-gln
durante 2 horas. Posteriormente, las células fueron mantenidas en ausencia de L-gln o
suplementadas con L-glnh en ausencia o presencia de FSH durante 24 horas en las
concentraciones detalladas en los pies de figura. Para el estudio del efecto del a-KG sobre
la proliferacion celular, en el dia 3 de cultivo se realizé el cambio de medio y las células
fueron mantenidas en condiciones basales o en presencia de a-KG por 24 horas en las
concentraciones que se detallan en los pies de figura. Unavez finalizadas las incubaciones,
se determiné la presencia del antigeno Ki-67 por inmunofluorescencia. Asimismo, para
evaluar la incorporacién de BrdU, las células fueron incubadas en presencia de este
analogo de latimidina en concentracion 10 uM durante las ultimas 24 horas, y se determiné

la incorporacién del mismo mediante inmunocitoquimica.
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Resultados

1) PARTICIPACION DE LA GLUCOLISIS EN LA REGULACION DE LA
PROLIFERACION DE LA CELULA DE SERTOLI POR FSH
Como fue mencionado en la introduccién, la proliferacion de la célula de Sertoli
solamente ocurre durante un periodo de tiempo acotado y es fundamental para determinar
la poblacion de células de Sertoli que estara presente en la vida adulta, la cual esta
estrechamente relacionada con la capacidad espermatogénica que tendra el individuo.
Por otro lado, la disponibilidad de nutrientes es esencial para que una célula se
comprometa a la divisidn celular. En condiciones 6ptimas, la célula es capaz de afrontar la
alta demanda metabdlica que implica la proliferacion, ya que adapta su metabolismo de
forma tal de poder aumentar su biomasa con el objeto de que las dos células hijas
resultantes posean un tamano similar a la célula madre original. Entre los cambios
metabolicos asociados a la progresién del ciclo celular se destaca la glucdlisis aerdbica,
también conocida como efecto Warburg, que se caracteriza por la conversidon de glucosa a
lactato incluso en presencia de una adecuada disponibilidad de oxigeno. Por lo tanto, se ha
postulado que existe una correlacion muy estrecha entre el flujo glucolitico y la
proliferaciéon que, hasta el momento de este trabajo de tesis, no habia sido evaluada en la
célula de Sertoli.
El primer objetivo, entonces, fue evaluar la participacion de la glucdlisis en la

regulacién de la proliferacién de la célula de Sertoli por FSH.

REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES QUE CODIFICAN PARA ENZIMAS
GLUCOLITICAS CLAVE POR FSH EN LA CELULA DE SERTOLI INMADURA

Considerando que la hormona FSH es el principal mitégeno de las células de
Sertoli, y dado que la glucdlisis seria importante para sostener las demandas metabdlicas
de la proliferacion, se evalué si dicha hormona podia regular la via glucolitica. Si bien

nuestro laboratorio habia demostrado previamente que la FSH es capaz de aumentar la
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entrada de glucosa y los niveles de lactato en células de Sertoli inmaduras, hasta el
momento de este trabajo no se habian analizado los posibles mecanismos moleculares
involucrados en este fendmeno. Con el fin de evaluar si la regulacion de la glucdlisis por la
FSH podria explicarse por la modulacion de la expresion de enzimas glucoliticas clave de
esta via, se realizaron cultivos primarios de células de Sertoli provenientes de animales de
8 dias de edad —momento en el cual las células son inmaduras y, por ende, conservan la
capacidad de proliferar—. Dichos cultivos fueron mantenidos en condiciones basales o
estimulados con FSH por distintos periodos de tiempo. Finalizadas las incubaciones, se
determinaron los niveles de expresion de las isoformas de fosfofructoquinasa-2/fructosa-
2,6-bisfosfatasa (PFKFB), la isoforma M2 de la piruvato quinasa (PKM2) y las subunidades
de lactato deshidrogenasa (LDH).

La figura 1 muestra los resultados obtenidos para la evaluacién de la expresion
génica de las distintas isoformas de la enzima bifuncional PFKFB, que cataliza tanto la
sintesis como la degradaciéon del principal efector alostérico positivo de la enzima
fosfofructoquinasa-1 (PFK-1), la fructosa-2,6-bisfosfato (Fru-2,6-bisP). Se observa que el
estimulo con FSH no modificé los niveles de ARNm de la isoforma 1 de esta enzima (panel
A), reguld negativamente los niveles de ARNm de la isoforma 2 (panel B) e incrementd
significativamente los niveles de ARNm de la isoforma 3 luego de 2, 4 y 6 horas de
tratamiento (panel C). Dado que la isoforma 3 de la enzima bifuncional no posee actividad
bisfosfatasa y que sus niveles de expresién correlacionan con las concentraciones
intracelulares de Fru-2,6-bisP, se puede especular que el aumento de la expresién de la
PFKFB3 podria ser uno de los mecanismos intervinientes en el incremento del flujo

glucolitico comandado por FSH en células de Sertoli inmaduras.
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Figura 1. Regulacion de los niveles de ARNm de las isoformas de PFKFB por FSH en células de
Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 2, 4 o 6 horas. Finalizado el
periodo de incubacion, se extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm de PFKFB1
(panel A), PFKFB2 (panel B) y PFKFB3 (panel C) mediante la técnica de RT-qPCR. Los resultados se
expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de la relacion ARNm de interés/ARNm de
referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos independientes (X+DE, letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

Otra de las enzimas marcapasos del flujo glucolitico es la piruvato quinasa (PK),
enzima encargada de catalizar la conversion de fosfoenolpiruvato a piruvato. En las células
de Sertoli, la actividad PK es solamente atribuida a la isoforma muscular 2. Por lo tanto,
bajo las mismas condiciones experimentales anteriormente descriptas, se evaluaron
también los niveles de expresion de la isoforma M2 de la enzima PK. En la figura 2 se puede

observar que FSH no modificé los niveles de ARNm para esta enzima.
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Figura 2. Regulacion de los niveles de ARNm de PKM2 por FSH en células de Sertoli inmaduras.
Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 2, 4 o 6 horas. Finalizado el
periodo de incubacion, se extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm de PKM2
mediante la técnica de RT-qPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion respecto al
valor Basal de la relacién ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos
de tres experimentos independientes (X£DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas, p<0.05).

Respecto a la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), si bien no es una enzima
regulatoria de la glucélisis per se, es reconocido que su accion esta ligada al sostenimiento
de un flujo glucolitico continuo a través del mantenimiento de los niveles de NAD®,
producto de la reduccién del piruvato a lactato. Como se mencioné en la introduccioén,
existen distintas isoenzimas LDH formadas por la combinacién de dos subunidades
distintas, las cuales son producto de la expresién de los genes [dha y [dhb. Dependiendo
de las combinaciones de las distintas subunidades, se determinan distintas isoenzimas
tetraméricas con diferentes propiedades cinéticas. Teniendo esto en mente, se evaluaron
los niveles de ARNm de LDHA y LDHB en las células de Sertoli inmaduras en cultivo
incubadas por distintos tiempos en condiciones basales o en presencia de FSH. En la figura
3 se observa que la hormona reguld positivamente los niveles de ARNm de LDHA luego de
2, 4y 6 horas de tratamiento (panel A), mientras que no modificé los niveles de ARNm de

LDHB (panel B). Este resultado, entonces, se encuentra en concordancia con el aumento

del flujo glucolitico promovido por FSH, ya que un incremento en los niveles de expresion
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de LDHA propicia el ensamblaje de tetrameros LDH cuyas propiedades cinéticas favorecen

la conversidn de piruvato a lactato.
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Figura 3. Regulacion de los niveles de ARNm de las subunidades de LDH por FSH en células de
Sertoli inmaduras.
Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 2, 4 o 6 horas. Finalizado el
periodo de incubacion, se extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm de LDHA
(panel A)y LDHB (panel B) mediante la técnica de RT-gPCR. Los resultados se expresan como veces
de variacion respecto al valor Basal de la relacion ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-
Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos independientes (X+DE, letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

En su conjunto, estos resultados indican que la FSH promueve un aumento del flujo

glucolitico en células de Sertoliinmaduras, posiblemente a través de lainduccién de genes

que codifican para las enzimas clave de la glucélisis aerébica: PFKFB3 y LDHA.

Evaluacidn de la participacion de mTORC1 en la regulaciéon de la glucélisis por FSH en
células de Sertoli inmaduras

Como siguiente paso, nos propusimos evaluar las sefales de transduccion
evocadas por la FSH que podrian participar en la regulacion de la glucélisis aerdbica que,
hasta el momento de realizar este trabajo de tesis, aun no habian sido esclarecidas.
Sabiendo que la via de transduccion de sefiales mTORC1 es fundamental para el control
metabdlico en células que proliferan, y que la misma es una via utilizada por la FSH para

activar el ciclo celular en células de Sertoli, se analizé si la hormona podria utilizar esta
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misma via de sefalizacion para modular la glucdlisis. Como herramienta se utilizé un
inhibidor farmacolégico de mTORC1, rapamicina (Rap). En primer lugar, se evalud el efecto
delinhibidor sobre la viabilidad celular mediante el método de exclusion del colorante azul
tripan. La rapamicina en concentracion 1 nM no modifico la viabilidad de las células de
Sertoliinmaduras en incubaciones de 24 horas (Basal: 95.3+2.0%, Rap 1 nM:94.2+0.8% de
células viables, expresado como mediaxDE, n=3, ns vs Basal). Por lo tanto, la
concentracion de 1 nM fue la elegida para llevar a cabo el resto de los experimentos.
Posteriormente, se evalué por Western Blot la efectividad de Rap, para lo cual se
determinaron los niveles de fosforilacion de mTOR (P-mTOR) y de su sustrato p70S6K (P-
p70S6K) en cultivos de células de Sertoliinmaduras mantenidas en condiciones basales o
estimuladas con FSH en ausencia o en presencia delinhibidor. Se utilizé un anticuerpo que
reconoce especificamente a la subunidad mTOR fosforilada en el residuo de serina 2448
(P-mTOR) y un anticuerpo que reconoce especificamente a p70S6K fosforilada en el residuo
de treonina 389 (P-p70S6K), sitios que, al estar fosforilados, indican activaciéon de las
quinasas.
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Figura 4. Efecto de la rapamicina sobre los niveles de fosforilacion de mTOR y su sustrato,
p70S6K, estimulados por FSH en células de Sertoliinmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (B) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 1 hora en ausencia o presencia
de Rap 1 nM. Los extractos celulares fueron utilizados para el anélisis mediante Western Blot de P-
mMTOR y mTOR (panel A) y P-p70S6K y p70S6K (panel B). Los numeros debajo de cada calle indican
las veces de variacidon con respecto al basal (B) de la relacion P-mTOR/mTOR (panel A) y P-p70S6K/p-
70S6K (panel B).
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En la figura 4 se observa que Rap inhibid la accion de FSH sobre los niveles de
fosforilacidn de ambas proteinas ensayadas (paneles Ay B). De esta manera se comprobd
que Rap, a la concentracion utilizada, era efectiva para inhibir la activacion de mTORC1 en
nuestro modelo experimental.

Se continuaron los estudios para evaluar la participacion de mTORC1 en la
regulacion de la glucdlisis por FSH en células de Sertoli inmaduras. Para ello, los cultivos
fueron mantenidos en condiciones basales o estimulados con FSH en ausencia o
presencial de Rap. Una vez finalizadas las incubaciones, se analizaron parametros
indicadores de la actividad de la via glucolitica: los niveles de lactato y los niveles de
expresion de PFKFB3y LDHA. En lafigura 5 se observa que, en células de Sertoliinmaduras,
FSH aumenté los niveles de lactato y que el tratamiento con Rap inhibid el efecto de la

hormona sobre el mismo.
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Figura 5. Efecto de Rap sobre los niveles de lactato estimulados por FSH.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad se mantuvieron en
condiciones basales (Basal) o se estimularon con FSH 100 ng/ml durante 24 horas en presencia o
ausencia de Rap 1 nM. Finalizado el periodo de incubacién, se determinaron los niveles de lactato
en el medio condicionado. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan

como X*DE de un experimento representativo de tres realizados (letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

Respecto de la expresién de genes regulados positivamente por la hormona FSH
que codifican enzimas clave de la glucoélisis, en la figura 6 se observa que FSH fue incapaz

de aumentar los niveles de ARNm de PFKFB3 en presencia de Rap (panel A), y que Rap
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también inhibid, al menos en parte, el efecto estimulatorio de FSH sobre la expresién de

LDHA (panel B).
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Figura 6. Efecto de Rap sobre los niveles de ARNm de PFKFB3 y LDHA estimulados por FSH.
Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad se mantuvieron en
condiciones basales (Basal) o se estimularon con FSH 100 ng/ml durante 4 horas en ausencia o
presenciade Rap 1 nM. Finalizado el periodo de incubacion, se extrajo el ARN totaly se determinaron
los niveles de ARNm de PFKFB3 (panel A) y LDHA (panel B) mediante la técnica de RT-gPCR. Los
resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de la relacion ARNm de
interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).

Estos resultados sugieren que FSH regula la glucdlisis y la proliferacion (Rieray col.,

2012) utilizando la misma sefal de transduccién, mTORC1.

Evaluacidén de la participacion de mTORC1 en los mecanismos involucrados en la
regulacion de la proliferacion de la célula de Sertoli por FSH

Como fue mencionado en la introduccién, se ha descripto que la FSH utiliza
diversos mecanismos moleculares que conducen a la progresion del ciclo celular en
células de Sertoli inmaduras. Uno de los mecanismos mejor descriptos es el incremento
de los niveles de ARNm de c-Myec. Es por ello que se continud este estudio analizando si la
FSH es capaz de ejercer su accién regulatoria sobre los niveles de ARNm de c-Myc y su
actividad transcripcional a través de la via mTORC1. Para tal fin, las células de Sertoli

inmaduras fueron cultivadas en condiciones basales o estimuladas con FSH en ausencia
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o presencia de Rap. La figura 7 muestra que FSH aumentd los niveles de ARNm de c-Myc, y
que Rap fue incapaz de inhibir dicho efecto (panel A). Sin embargo, al evaluar la actividad
transcripcional de c-Myc por ensayo de gen reportero, se observo que el efecto de la FSH
sobre la actividad transcripcional de c-Myc fue inhibido por Rap.

Estos resultados sugieren que la FSH promueve la actividad del factor de

transcripcion c-Myc a través de la via mTORC1.
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Figura 7. Efecto de Rap sobre los niveles de ARNm y la actividad transcripcional de c-Myc
estimulados por FSH.

Cultivos de células de Sertoli fueron mantenidos en condiciones basales (Basal) o estimulados con
FSH 100 ng/ml durante 4 horas en ausencia o presencia de Rap 1 nM. Finalizado el periodo de
incubacién, se extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm de c-Myc mediante la
técnica de RT-qPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de
la relacion ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres
experimentos independientes (X*DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas, p<0.05) (panel A). Las células de Sertoli cotransfectadas transitoriamente con el
plasmido pGL3-Ebox o pGL3-Basic en combinaciéon con el plasmido comercial pMIR-REPORT™ B-
gal Control se mantuvieron en condiciones basales (Basal) o se estimularon con FSH 100 ng/ml
durante 24 horas en ausencia o presencia de Rap 1 nM. Las incubaciones se realizaron por triplicado
y los resultados se expresan como unidades de luz relativas para la actividad de la luciferasa (luc.)
de luciérnaga normalizada a la actividad B-galactosidasay representan la XxDE de un experimento
representativo de tres realizados (letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas, p<0.05) (panel B).

Considerando que c-Myc regula la expresién de varias ciclinas como mecanismo
de accidén para promover la progresién del ciclo celular, y que mTORC1 esta involucrado en

la regulacién de la actividad de este factor de transcripcion, en el siguiente set de
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experimentos se evalué la participacion de mTORC1 en la regulacion de la expresion de las
ciclinas inducidas por la FSH. Para tal fin, cultivos de células de Sertoli fueron mantenidos
en condiciones basales o estimulados con FSH en ausencia o presencia de Rap. En la figura
8 observamos que FSH fue incapaz de inducir los niveles de ARNm de la ciclina (CCN) D1y
CCND2 en presencia de Rap (paneles Ay B).
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Figura 8. Efecto de Rap sobre los niveles de ARNm de CCND1y CCND2 estimulados por FSH.
Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad se mantuvieron en
condiciones basales o se estimularon con FSH 100 ng/ml durante 2 (panel A) o 4 (panel B) horas en
ausencia o presencia de Rap 1 nM. Finalizado el periodo de incubacidn, se extrajo el ARN totaly se
determinaron los niveles de ARNm de CCND1 (panel A) y CCND2 (panel B) mediante la técnica de
RT-gPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de la relacion
ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).
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En su conjunto, estos resultados sugieren que la via mTORC1 podria considerarse
como parte de los mecanismos moleculares utilizados por la FSH para modular la

progresion del ciclo celular en las células de Sertoli.

EFECTO DE LA INHIBICION DE LA GLUCOLISIS SOBRE LA FUNCIONALIDAD DE LA
CELULA DE SERTOLI INMADURA

En la dltima década se ha puesto de manifiesto la relevancia del metabolismo
glucolitico como modulador de la proliferacién al evidenciarse la regulacion ejercida por la

via metabdlica sobre la actividad de mTORC1 en varios tipos celulares. Para analizar si la
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glucdlisis presentaba a su vez un papel modulador en las células de Sertoli inmaduras, se
utilizaron inhibidores de las enzimas clave de la via glucolitica como herramienta
experimental para evaluar la participacion de la via metabdlica en la activacion de la sefial
de transduccion mTORC1 y la proliferacién celular promovida por FSH. Especificamente se
utilizo:

1. Un inhibidor especifico de la enzima bifuncional PFKFB3, el 3-(3-piridinil)-1-(4-
piridinil)-2-propen-1-ona (3PO). Si bien este inhibidor es altamente especifico y
selectivo, se ha demostrado que su utilizacidn conduce a un desbalance energético
alreducir los niveles de ATP intracelulares

2. Uninhibidor de la enzima LDH, oxamato (OXA). Dado que la enzima LDH cataliza la
ultima reaccion de la glucdlisis aerdbica, la inhibicion de su actividad no genera

modificaciones en los niveles de ATP intracelulares.
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Fru-6-fosfato

H,0 Pi PFK1

Fru-1,6-bisfosfato

DHAP —+ Gli-3-fosfato

C ADP
ATP

C ADP
ATP
Lactato Piruvato

NAD* NADH

Figura 9. Esquema que ilustra de forma simplificada la via glucolitica y las enzimas que inhibe cada
una de las drogas utilizadas.

En la figura 9 se indican los blancos de accién de ambos inhibidores

farmacoldgicos de la glucdlisis empleados.
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Las siguientes secciones estaran enfocadas en la descripcion de los resultados

obtenidos en las incubaciones con cada uno de los inhibidores mencionados.

Efecto de la inhibicién de PFKFB3 sobre la activacion de la via mTORC1 por FSH en
células de Sertoli inmaduras

En primera instancia, se evalud la viabilidad de las células de Sertoli en cultivo en
presencia de 3PO 30 uMy se observo que dicho inhibidor no modificé la viabilidad celular
en incubaciones de 24 horas (Basal: 94.8+1.6%, 3PO 30 uM: 93.6+2.6% de células viables,
expresado como media=DE, n=3, ns vs Basal). Por lo tanto, la concentracion de 30 uM fue
la elegida para llevar a cabo el resto de los experimentos. Luego, se prosiguid a evaluar el
efecto del 3PO 30 pM sobre los niveles de lactato como parametro indicativo del flujo
glucolitico, de manera de evaluar la efectividad del inhibidor como herramienta
experimental. Como era de esperar, en la figura 10 podemos observar que 3PO impidio el

efecto de la FSH sobre los niveles de lactato.
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Figura 10. Efecto de 3PO sobre los niveles de lactato estimulados por FSH.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad se mantuvieron en
condiciones basales (Basal) o se estimularon con FSH 100 ng/ml durante 24 horas en presencia o
ausenciade 3PO 30 uM. Finalizado el periodo de incubacién, se determinaron los niveles de lactato
en el medio condicionado. Las incubaciones se realizaron por triplicadoy los resultados se expresan
como X*DE de un experimento representativo de tres realizados (letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).
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Habiendo comprobado la efectividad del inhibidor, se procedié a evaluar su efecto
sobre la actividad de mTORC1. Para cumplir con dicho propdsito, cultivos de células de
Sertoli fueron mantenidos en condiciones basales o estimulados con FSH en ausencia o
presencia de 3PO. Finalizadas las incubaciones, se determinaron los niveles de P-mTOR y
de su sustrato fosforilado, p70S6K, por Western Blot. En la figura 11 se observa que 3PO

inhibio el estimulo de FSH sobre los niveles de P-mTOR y P-p70S6K (paneles Ay B).
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Figura 11. Efecto de 3PO sobre los niveles de fosforilacion de mTOR y su sustrato, p70S6K,
estimulados por FSH en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (B) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 1 hora en ausencia o presencia
de 3PO 30 uM. Los extractos celulares fueron utilizados para el analisis mediante Western Blot de P-
mMTOR y mTOR (panel A) y P-p70S6K y p70S6K (panel B). En el panel superior (autorradiografias) se
muestra un experimento representativo de tres realizados. En el panel inferior (graficos de barras),
los resultados se muestran como veces de variacion con respecto al basal (B) de la relacién P-
mMTOR/MTOR (panel A) y P-p70S6K/p-70S6K (panel B) de tres experimentos independientes (X+DE;
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

Estos resultados sugieren que la FSH requeriria del metabolismo glucolitico para

activar la via mTORC1.
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Efecto de la inhibicion de PFKFB3 sobre la proliferacion de la célula de Sertoli
estimulada por FSH

Sabiendo que mTORC1 esta involucrado en laregulacidon por FSH de la proliferacion
de células de Sertoli, y habiendo evidenciado que la inhibicion de la actividad de PFKFB3
se traduce en una menor actividad de la via mTORC1, se desprende el interrogante si la
glucdlisis participa en la regulaciéon por FSH de la progresion del ciclo celular. Para poder
resolver esta incognita, cultivos primarios de células de Sertoli fueron mantenidos en
condiciones basales o estimulados con FSH en ausencia o presencia del inhibidor 3PO.
Finalizadas las incubaciones, se determinaron: la actividad transcripcional de c-Myc, los

niveles de ARNm de c-Myc, los de CCND1 y CCND2 y se evalud la proliferaciéon celular.
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Figura 12. Efecto de 3PO sobre los niveles de ARNm y la actividad transcripcional de c-Myc
estimulados por FSH.

Cultivos de células de Sertoli fueron mantenidos en condiciones basales (Basal) o estimulados con
FSH 100 ng/ml durante 4 horas en ausencia o presencia de 3PO 30 uM. Finalizado el periodo de
incubacidn, se extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm de c-Myc mediante la
técnica de RT-qPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de
la relacion ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres
experimentos independientes (X*DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas, p<0.05) (panel A). Las células de Sertoli cotransfectadas transitoriamente con el
plasmido pGL3-Ebox o pGL3-Basic en combinaciéon con el plasmido comercial pMIR-REPORT™ B-
gal Control fueron mantenidas en condiciones basales (Basal) o estimuladas con FSH 100 ng/ml
durante 24 horas en ausencia o presencia de 3PO 30 pM. Las incubaciones se realizaron por
triplicado y los resultados se expresan como unidades de luz relativas para la actividad de la
luciferasa (luc.) de luciérnaga normalizada a la actividad B-galactosidasa y representan la X+DE de
un experimento representativo de tres realizados (letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas, p<0.05) (panel B).
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La figura 12 muestra que FSH incremento los niveles de ARNm de c-Myc y que la
presencia de 3PO no alter6 el efecto hormonal (panel A). Sin embargo, 3PO fue capaz de
inhibir el estimulo de FSH sobre la actividad transcripcional de c-Myc (panel B), similar a lo
observado en las incubaciones con Rap.

En lo que respecta a las ciclinas, en la figura 13 se observa que FSH aumenté los
niveles de expresion del ARNm de las mismas y que en presencia del inhibidor la hormona

fue incapaz de estimular sus niveles de expresion.
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Figura 13. Efecto de 3PO sobre los niveles de ARNm de CCND1y CCND2 estimulados por FSH.
Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad se mantuvieron en
condiciones basales o se estimularon con FSH 100 ng/ml durante 2 (panel A) o 4 (panel B) horas en
ausencia o presencia de 3P0 30 pM. Finalizado el periodo de incubacidn, se extrajo el ARN totaly se
determinaron los niveles de ARNm de CCND1 (panel A) y CCND2 (panel B) mediante la técnica de
RT-gPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de la relacién
ARNmM de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).

A continuacién, se analizé el efecto de lainhibicién de PFKFB3 sobre la proliferacion

celular evaluando la incorporacién de BrdU y los niveles de antigeno Ki-67 en las células de

Sertoli. La figura 14 muestra los resultados obtenidos para la incorporacién de BrdU. Se

observa que FSH incrementé el porcentaje de células que incorporaron dicho analogo de

timidina y que la presencia de 3PO inhibio el estimulo ejercido por la hormona.
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Figura 14. Efecto de 3PO sobre la incorporacion de BrdU estimulada por FSH en células de
Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron incubados en
presencia de BrdU y mantenidos en condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml
durante 24 horas en ausencia o presencia de 3PO 30 uM. Finalizada la incubacidn, se procedi6 a la
deteccion de BrdU por inmunocitoquimica. En el panel izquierdo (microfotografias) se muestra un
experimento representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 30 um. En el panel derecho
(grafico de barras), los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para BrdU
(nucleos marrones) con respecto al total de células (ndcleos marrones + nucleos azules), obtenidos
de cuatro experimentos independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas, p<0.05).

Los resultados obtenidos para la deteccion de los niveles de antigeno Ki-67 se
muestran en la figura 15. Se observé que FSH promovié un incremento en el nimero de
células de Sertoli que expresan Ki-67 y que la presencia de 3PO inhibié dicho estimulo

hormonal.
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Figura 15. Efecto de 3PO sobre los niveles de antigeno Ki-67 estimulados por FSH en células de
Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 24 horas en ausencia o
presencia de 3PO 30 pM. Finalizada la incubacion, se procedi6 a la deteccién del antigeno Ki-67 por
inmunofluorescencia. En el panel superior (microfotografias) se muestra un experimento
representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 20 um. En el panel inferior (grafico de barras),
los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para Ki-67 (verde) con respecto al
total de células (azul), obtenidos de cuatro experimentos independientes (X+DE, letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

Estos resultados sugieren que la glucdlisis podria considerarse parte de los
mecanismos moleculares utilizados por la FSH para modular la proliferacién en las células

de Sertoli.
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Efecto de la inhibicion de LDH sobre la activacion de la via mTORC1 por FSH en células
de Sertoli inmaduras

Con el objeto de reforzar la hipdtesis de que la glucélisis es parte de la sefalizacion
que evoca FSH para regular la proliferacion de las células de Sertoli, se procedié a impedir
el flujo glucolitico a partir de la utilizacion de un analogo del piruvato, el oxamato (OXA),
inhibidor de la actividad de la ultima enzima de la glucdlisis aerébica, la LDH.

En principio, se evalud laviabilidad celular en presencia de OXA5 mMy se observé
que dicho inhibidor no modifica la viabilidad de las células de Sertoli en incubaciones de
24 horas (Basal: 96.4+1.3%, OXA 5 mM: 95.2+3.5% de células viables, expresado como
mediaxDE, n = 3, ns vs Basal). Por lo tanto, la concentracién de 5 mM fue la elegida para
llevar a cabo el resto de los experimentos.

De manera similar a los analisis efectuados con 3P0, en primera instancia se
evaluo la efectividad de OXA 5 mM en su capacidad para inhibir el flujo glucolitico,
utilizando como marcador el lactato. La figura 16 muestra que FSH fue incapaz de

incrementar los niveles de lactato en presencia de OXA en el medio condicionado.
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Figura 16. Efecto de OXA sobre los niveles de lactato estimulados por FSH.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad se mantuvieron en
condiciones basales (Basal) o se estimularon con FSH 100 ng/ml durante 24 horas en presencia o
ausencia de OXA 5 mM. Finalizado el periodo de incubacién, se determinaron los niveles de lactato
en el medio condicionado. Lasincubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan
como X*DE de un experimento representativo de tres realizados (letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).
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Luego, se procedidé a evaluar el efecto del inhibidor de la enzima LDH sobre la
activacion de la via de sefalizacion mTORC1. En la figura 17 se muestran los resultados
obtenidos para la determinacion de los niveles de P-mTOR y P-p70S6K, estimulados por
FSH en presencia de OXA. Se observa que OXA inhibid tanto el estimulo de FSH sobre los

niveles de P-mTOR (panel A) como sobre los niveles de P-p70S6K (panel B).
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Figura 17. Efecto de OXA sobre los niveles de fosforilacion de mTOR y su sustrato, p70S6K,
estimulados por FSH en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (B) o estimulados con FSH 100 ng/ml en ausencia o presencia de OXA 5 mM
durante 1 hora. Los extractos celulares fueron utilizados para el analisis mediante Western Blot de
P-mTORy mTOR (panel A) y P-p70S6K y p70S6K (panel B). En el panel superior (autorradiografias) se
muestra un experimento representativo de tres realizados. En el panel inferior (graficos de barras),
los resultados se muestran como veces de variacion con respecto al basal (B) de la relacion P-
mMTOR/MTOR (panel A) y P-p70S6K/p-70S6K (panel B) de tres experimentos independientes (X+DE;
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

En su conjunto, estos resultados refuerzan el concepto delineado con los hallazgos
experimentales en incubaciones con 3PO de que la FSH requiere un metabolismo

glucolitico aerdbico para activar la via mTORC1.
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Efecto de lainhibicion de LDH sobre la proliferacion de la célula de Sertoli estimulada
por FSH

Habiendo evidenciado que la inhibicidn de la actividad de LDH se traduce en una
menor actividad de la via mTORC1, se continud el estudio analizando el efecto del OXA
sobre la regulacion de la proliferacion de la célula de Sertoli por FSH. Se llevaron adelante
cultivos primarios de células de Sertoli, los cuales fueron mantenidos en condiciones
basales o estimulados con FSH en ausencia o presencia del inhibidor OXA. Terminadas las
incubaciones, se determinaron la actividad transcripcional de c-Myc, los niveles de ARNm

de c-Myc, CCND1y CCND2y se evalué la proliferacion celular.
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Figura 18. Efecto de OXA sobre los niveles de ARNm y la actividad transcripcional de c-Myc
estimulados por FSH.

Cultivos de células de Sertoli fueron mantenidos en condiciones basales (Basal) o estimulados con
FSH 100 ng/ml durante 4 horas en ausencia o presencia de OXA 5 mM. Finalizado el periodo de
incubacion, se extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm de c-Myc mediante la
técnica de RT-gqPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de
la relacion ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres
experimentos independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas, p<0.05) (panel A). Las células de Sertoli cotransfectadas transitoriamente con el
plasmido pGL3-Ebox o pGL3-Basic en combinacién con el plasmido comercial pMIR-REPORT™ B-
gal Control fueron mantenidas en condiciones basales (Basal) o estimuladas con FSH 100 ng/ml
durante 24 horas en ausencia o presencia de OXA 5mM. Las incubaciones se realizaron por
triplicado y los resultados se expresan como unidades de luz relativas para la actividad de la
luciferasa (luc.) de luciérnaga normalizada a la actividad B-galactosidasa y representan la X+DE de
un experimento representativo de tres realizados (letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas, p<0.05) (panel B).
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La figura 18 muestra que la presencia de OXA no alter¢ el efecto hormonal sobre los
niveles de ARNm de c-Myc (panel A). Sin embargo, se observé que la presencia de OXA fue
capaz de bloguear el incremento producido por FSH sobre la actividad transcripcional de
c-Myc (panel B).

En la figura 19 se muestran los resultados obtenidos para el analisis de los niveles
de ARNm de las ciclinas. Se puede observar que FSH aumento los niveles de expresion del
ARNm tanto de la CCND1 (panel A) como de la CCND2 (panel B) y que en presencia de OXA

la hormona fue incapaz de estimular los niveles de expresion de las mismas.
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Figura 19. Efecto de OXA sobre los niveles de ARNm de CCND1y CCND2 estimulados por FSH.
Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad se mantuvieron en
condiciones basales o se estimularon con FSH 100 ng/ml durante 2 (panel A) o 4 (panel B) horas en
ausencia o presencia de OXA 5 mM. Finalizado el periodo de incubacién, se extrajo el ARN totaly se
determinaron los niveles de ARNm de CCND1 (panel A) y CCND2 (panel B) mediante la técnica de
RT-gPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de la relacién
ARNmM de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).

De manera similar a los andlisis efectuados con 3PO, para estudiar el efecto de la
inhibiciéon de la actividad LDH sobre la proliferacion celular, se procedié a evaluar la
incorporaciéon de BrdU y los niveles de antigeno Ki-67 en las células de Sertoli. La figura 20

muestra que FSH incremento el porcentaje de células BrdU positivas y que la presencia de

OXA inhibid significativamente el estimulo ejercido por la hormona.
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Figura 20. Efecto de OXA sobre la incorporaciéon de BrdU estimulada por FSH en células de
Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron incubados en
presencia de BrdU y mantenidos en condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml
durante 24 horas en ausencia o presencia de OXA 5 mM. Finalizada la incubacién, se procedié a la
deteccion de BrdU por inmunocitoquimica. En el panel izquierdo (microfotografias) se muestra un
experimento representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 30 pm. En el panel derecho
(graéfico de barras), los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para BrdU
(nucleos marrones) con respecto al total de células (nucleos marrones + nucleos azules), obtenidos
de cuatro experimentos independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas, p<0.05).

Los resultados obtenidos para la deteccion de los niveles de antigeno Ki-67 se
muestran en la figura 21. Se observa que FSH promovié un incremento significativo del
numero de células de Sertoli que expresan Ki-67 y que la presencia de OXA inhibié dicho

estimulo hormonal.
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Figura 21. Efecto de OXA sobre la expresion del antigeno Ki-67 estimulada por FSH en células
de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 24 horas en ausencia o
presencia de OXA 5 mM. Finalizada la incubacidn, se procedi6 a la deteccion del antigeno Ki-67 por
inmunofluorescencia. En el panel superior (microfotografias) se muestra un experimento
representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 20 um. En el panel inferior (grafico de barras),
los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para Ki-67 (verde) con respecto al
total de células (azul), obtenidos de cuatro experimentos independientes (X+DE, letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

Una vez mas, estos resultados refuerzan la idea de que la glucdlisis podria
considerarse como parte de los mecanismos moleculares utilizados por la FSH para

modular la proliferacién en las células de Sertoli.
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Participacion de la glucolisis en la regulacion de la expresion de PFKFB3 y LDHA por
FSH en células de Sertoli inmaduras

Dado que mTORC1 esta involucrado en la regulacion de la expresién de PFKFB3 y
LDHA por FSH, y la inhibicién de la glucdlisis se traduce en una menor actividad de la via
mTORCH1, se prosiguid a indagar sobre la participacion de la glucdlisis en la induccién de la
expresion de PFKFB3 y LDHA por FSH. Para ello, cultivos de células de Sertoli fueron
incubados en condiciones basales o estimulados con FSH en ausencia o presencia de 3PO
u OXA. En la figura 22 se muestran los resultados obtenidos para el analisis de los niveles

de expresion de PFKFB3 (panel A) y LDHA (panel B).
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Figura 22. Efecto de 3PO y OXA sobre los niveles de ARNm de PFKFB3 y LDHA estimulados con
FSH en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 4 horas en ausencia o
presencia de 3PO 30 uM u OXA 5 mM. Finalizado el periodo de incubacién, se extrajo el ARN totaly
se determinaron los niveles de ARNm de PFKFB3 (panel A) y LDHA (panel B) mediante la técnica de
RT-gPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de la relacién
ARNmM de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p< 0.05).

Se observé que tanto 3PO como OXA bloquearon el efecto de FSH sobre los niveles
de ARNm de la enzima bifuncional PFKFB3. Ademas, se puede observar que 3PO y OXA

inhibieron, al menos en parte, los niveles de ARNm de LDHA estimulados por FSH.
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Estos resultados sugieren que la glucdlisis aerébica coopera con FSH para inducir

la expresion de PFKFB3 y LDHA.

PARTICIPACION DEL LACTATO EN LA REGULACION DE LA PROLIFERACION DE LA
CELULA DE SERTOLI

En este trabajo de tesis se ha demostrado la necesidad de un alto flujo glucolitico
en las células de Sertoli inmaduras para mantener la tasa de proliferaciéon. Sin embargo,
aun se desconocen los mecanismos moleculares subyacentes a este proceso en las
células de Sertoli que proliferan. Dadas las evidencias existentes sobre las acciones del
lactato como molécula sefal, cabia preguntarse si el hidroxiacido era la conexidn entre la

glucdlisis y la proliferacion.

Regulacion de la via mTORC1 en células de Sertoli inmaduras por lactato

Teniendo presente aquellos estudios que indican que el lactato podria actuar como
una molécula senalizacion multifuncional ejerciendo variadas acciones biolégicas en
distintos tipos celulares, en primera instancia, se evalu6 si el hidroxiacido seria capaz de
regular la via de senalizacion de mTORC1. Para ello, se utilizaron cultivos de células de
Sertoli, los cuales fueron mantenidos en condiciones basales o en presencia de lactato (20
mM) durante distintos periodos de tiempo. Finalizadas las incubaciones, se analizaron los
niveles de fosforilacién de mTOR y de su sustrato, p70S6K, por Western Blot. La figura 23
muestra que el lactato incrementd los niveles de fosforilacion de ambas proteinas

ensayadas luego de 1y 2 horas de tratamiento (paneles Ay B).
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Figura 23. Efecto del lactato sobre los niveles de fosforilacion de mTOR y su sustrato, p70S6K,
en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (B) o en presencia de lactato (Lac) 20 mM durante 0.5, 1 0 2 horas. Los extractos
celulares fueron utilizados para el analisis mediante Western Blot de P-mTOR y mTOR (panel A) y P-
p70S6K y p70S6K (panel B). En el panel superior (autorradiografias) se muestra un experimento
representativo de tres realizados. En el panelinferior (graficos de barras), los resultados se muestran
como veces de variacién con respecto al basal (B) de la relacion P-mTOR/mTOR (panel A) y P-
p70S6K/p-70S6K (panel B) de tres experimentos independientes (X+DE; letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

Estos resultados sugieren que el lactato activa la via de sefalizacion mTORC1 en

células de Sertoli que proliferan.

Regulacion de la proliferacion de la célula de Sertoli por lactato

Continuando los estudios sobre el posible rol regulatorio que podria ejercer el
lactato como molécula sefalizadora en el modelo experimental en cuestidon, y tras
observar que el hidroxiacido increment¢ la actividad de lavia mTORC1, se buscé corroborar

si dicho metabolito conlleva a un aumento de la proliferacion celular. Para tal fin, células

98



Resultados

de Sertoli fueron cultivadas en condiciones basales o en presencia de lactato (20 mM)
durante distintos periodos de tiempo. Una vez finalizadas las incubaciones, se analizaron
los siguientes parametros proliferativos: los niveles de expresion de CCND1y CCND2, la
incorporacién de BrdU y los niveles de antigeno Ki-67 en las células de Sertoli.

Los resultados correspondientes al andlisis de los niveles de expresién de las
ciclinas se pueden observar en la figura 24. El lactato incrementé los niveles de expresion
de CCND2 (panel B) significativamente luego de 4 horas de tratamiento, mientras que no

modificé los niveles de expresion correspondientes a CCND1 (panel A).
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Figura 24. Efecto del lactato sobre los niveles de ARNm de CCND1 y CCND2 en células de
Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (B) o en presencia de lactato (Lac) 20 mM durante 2 o 4 horas. Finalizado el
periodo de incubacién, se extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm de CCND1
(panel A) y CCND2 (panel B) mediante la técnica de RT-qPCR. Los resultados se expresan como
veces de variacion respecto al valor Basal de la relacién ARNm de interés/ARNm de referencia (f2-
Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos independientes (X+DE, letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

En lo que respecta al analisis de la incorporacion de BrdU, en la figura 25 se observa
que el lactato aumenté significativamente el nimero de células que incorporaron el

analogo de la timidina.
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Figura 25. Efecto del lactato sobre la incorporaciéon de BrdU en células de Sertoli inmaduras.
Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron incubados en
presencia de BrdU y mantenidos en condiciones basales (B) o en presencia de lactato (Lac) 20 mM
durante 24 horas. Finalizada la incubacion, se procedié a la deteccién de BrdU por
inmunocitoquimica. En el panel superior (microfotografias) se muestra un experimento
representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 30 pm. En el panel inferior (grafico de barras),
los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para BrdU (nidcleos marrones) con
respecto al total de células (nucleos marrones + nucleos azules), obtenidos de cuatro experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).

Los resultados obtenidos para la deteccion de los niveles de antigeno Ki-67 se
muestran en la figura 26. Se observa que el lactato promovié un incremento significativo

del nimero de células de Sertoli que expresan Ki-67.
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Figura 26. Efecto del lactato sobre la expresion del antigeno Ki-67 en células de Sertoli
inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (B) o en presencia de lactato (Lac) 20 mM durante 24 horas. Finalizada la
incubacién, se procedié a la deteccion del antigeno Ki-67 por inmunofluorescencia. En el panel
izquierdo (microfotografias) se muestra un experimento representativo de cuatro realizados. Barra
de escala: 20 um. En el panel derecho (grafico de barras), los resultados se expresan como
porcentaje de células positivas para Ki-67 (verde) con respecto al total de células (azul), obtenidos
de cuatro experimentos independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas, p<0.05).

Estos resultados sugieren que el lactato regula positivamente la proliferacién de
células de Sertoli. Ademas, se postula que el hidroxidcido podria ser el metabolito
mediador en la contribucion de la glucdlisis en la regulacion de la proliferacién de células
de Sertoli por FSH.

En resumen, los resultados obtenidos en esta primera parte del trabajo de tesis
muestran que en las células de Sertoli inmaduras la FSH regula simultaneamente la
proliferacidon celular y la glucdlisis de una manera dependiente de mTORC1. Ademas, la
glucdlisis parece cooperar con la FSH en la estimulacion tanto de la proliferacion como del
metabolismo glucolitico a través del control ejercido sobre la actividad de la via de
seAalizacion de mTORC1, postulando al lactato como un posible metabolito mediador en

esta contribucion. Por lo tanto, se puede plantear la existencia de una retroalimentacion

positiva entre la via de senalizacion de mTORC1 y la glucdlisis bajo estimulacién con FSH,
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constituyendo asi un circulo virtuoso involucrado en la regulacion de la proliferacidn de las

células de Sertoli (figura 27).
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Figura 27. Esquema de los mecanismos implicados en la cooperacién entre la glucdlisis y la
regulacion de la proliferacién de células de Sertoli por la FSH a través de la via de sefializacion
mTORC1. La FSH regula positivamente la glucdlisis y la proliferacion de forma mTORC1 dependiente,
induciendo la expresiéon de Ccnd1, Ccnd2, Ldha y Pfkfb3 mediante una mayor actividad
transcripcional de c-Myc (via verde). Simultaneamente, el mayor flujo glucolitico promovido por la
FSH deriva en altos niveles de lactato. Este metabolito podria contribuir a la activacién de la via de
sefalizacion mMTORC1 en el mecanismo de accién de FSH, sefal de transduccién involucrada en la
regulacion positiva de la expresién de PFKFB3, LDHA, CCND1 y CCND2 a través de c-Myc (via
violeta).
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2) PARTICIPACION DE LA GLUTAMINOLISIS EN LA REGULACION DE LA
PROLIFERACION POR FSH EN LA CELULA DE SERTOLI

Como se ha mencionado anteriormente, se puede decir que en términos
bioenergéticos la proliferacion celular es un proceso bioldgico extremadamente exigente
ya que, para satisfacer las altas demandas de sustratos —como glucosa y aminoacidos—
necesarias para sostener las vias biosintéticas que acompafan el crecimiento y la divisidn
celular, las células en proliferacién alteran su metabolismo. En este contexto de
reorganizacion metabdlica, no solo se destaca la glucodlisis aerdbica, sino que también es
importante senalar la relevancia que adquiere el metabolismo del aminoacido L-glutamina
(L-gln). Existe evidencia que establece que el consumo de L-gln en las células que
proliferan supera con creces las demandas de cualquier otro aminoacido. Dado que la tasa
de metabolizacion de L-gln supera la capacidad biosintética de la célula, a pesar de ser un
aminoacido no esencial, el mismo se considera condicionalmente esencial en estas
circunstancias.

Aunque la mayoria de los estudios que relacionan la proliferacion celular con el
incremento de la demanda de L-gln se han llevado a cabo en células tumorales, se ha
demostrado que esta es una caracteristica presente también en algunos tipos de células
normales que proliferan. Si bien por todo lo descrito anteriormente, el estudio del rol del
metabolismo de L-gln como parte de los cambios metabdlicos asociados a la progresién
del ciclo celular ha despertado interés en la ultima década, hasta el momento de este
trabajo de tesis su papel en las células de Sertoli inmaduras aun no habia sido evaluado.
Es por ello que el segundo objetivo propuesto fue evaluar la participacién del metabolismo
de L-gln en la regulacion de la proliferacién de la célula de Sertoli por FSH, principal

mitdgeno de este tipo celular.
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Caracterizacion de la expresion de genes que codifican para proteinas clave del
metabolismo de la glutamina en la célula de Sertoli inmadura

Si se hace referencia al metabolismo de la L-gln, es necesario tener presente las
principales proteinas que intervienen y que son claves para la disponibilidad de dicho
aminoacido en las células. Como fue especificado en la introduccioén, L-gln puede ser
obtenida por biosintesis de novo mediante la accidon de la enzima GS o por su entrada
desde el medio extracelular a través de transportadores especificos, como son el SLC38A5
y el SLC1A5. Una vez dentro de la célula, el aminoacido puede ser utilizado en distintos
procesos, siendo uno de ellos la metabolizacién a través de la glutamindlisis. Esta via
metabolica convierte a L-gln en un metabolito intermediario del ciclo de Krebs, el a-KG,
proceso en el cual participan las isoenzimas GLS1 o GLS2, que catalizan el paso limitante
de la velocidad de la glutamindlisis.

En primer lugar, y considerando el objetivo propuesto para este segundo capitulo
del trabajo de tesis, se caracterizd, entonces, la expresion de genes que codifican para las
proteinas clave implicadas en el metabolismo de dicho aminoacido mencionadas
anteriormente. Para tal fin, se utiliz6 ADNc de células de Sertoli inmaduras y ADNc de

tejidos de rata con alta expresion de los genes de interés como controles positivos.

NTC ID CS NTC ID CS

NTC H CS

NTC R CS NTC H CS

Figura 28. Caracterizacion de la expresion de SLC38A5, SLC1A5, GS, GLS1y GLS2 en células de
Sertoli inmaduras.

EL ARN total de intestino delgado (ID), higado (H), rifidn (R) o células de Sertoli inmaduras (CS) de
rata fue extraido y se obtuvo el ADNc por retrotranscripcion. La expresién se analizé6 mediante RT-
PCR. Los productos de la amplificacién fueron separados por electroforesis en gel de agarosa y se
visualizaron por tincién del gel con bromuro de etidio. NTC: blanco.
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Utilizando dicho material para el analisis de expresion por RT-PCR, se observé que
en células de Sertoli inmaduras se expresan: SLC38A5, SLC1A5, GS, GSL1 y GLS2. Estos

resultados se visualizan en la figura 28 que se muestra a continuacion.

REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES QUE CODIFICAN PARA PROTEINAS CLAVE
DEL METABOLISMO DE LA GLUTAMINA POR FSH EN LA CELULA DE SERTOLI INMADURA

Una vez comprobada la expresion de genes que codifican para proteinas clave del
metabolismo de L-gln, se procedid a evaluar si dicha expresion estaba regulada por FSH.
Para tal fin, cultivos primarios de células de Sertoli provenientes de animales de 8 dias de
edad fueron mantenidos en condiciones basales o estimulados con FSH durante distintos
periodos de tiempo. Finalizadas las incubaciones, se determinaron los niveles de expresién

de: SLC38A5, SLC1A5, GSy las isoformas GSL1y GLS2.
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Figura 29. Regulacién de los niveles de ARNm de SLC38A5 y SLC1A5 por FSH en células de
Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante
2, 4 o0 6 horas. Finalizado el periodo de incubacién, se extrajo el ARN total y se determinaron los
niveles de ARNm de SLC38A5 (panel A) y SLC1A5 (panel B) mediante la técnica de RT-gPCR. Los
resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de la relacion ARNm de
interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).
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En la figura 29 se muestran los resultados obtenidos para la determinacién de los
niveles de expresion de SLC38A5y SLC1A5. Se observa que FSH no modifico los niveles de
expresion de los principales transportadores de L-gln.

En lo que respecta al analisis de los niveles de expresion de la enzima GS, en la
figura 30 se puede observar que FSH reguldé negativamente los niveles de ARNm de esta

enzima luego de 2 y 4 horas de tratamiento.
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Figura 30. Regulacion de los niveles de ARNm de GS por FSH en células de Sertoli inmaduras.
Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante
2, 4 o0 6 horas. Finalizado el periodo de incubacion, se extrajo el ARN total y se determinaron los
niveles de ARNm de GS mediante la técnica de RT-qPCR. Los resultados se expresan como veces de
variacion respecto al valor Basal de la relacion ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-
Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos independientes (X+DE, letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

En tanto que para las distintas isoformas de la enzima GLS, en la figura 31 se puede
observar que FSH no modificé los niveles de ARNm de la isoforma 1, mientras que
incremento los niveles de expresién de la isoforma 2, alcanzandose el maximo estimulo a
las 4 horas de tratamiento.

En su conjunto, estos resultados sugieren que, ademas de la proliferacién, la FSH
podria regular el metabolismo de L-gln al inhibir la expresién de GS e inducir la de GLS2,

escenario compatible con un mayor consumo de L-gln en un contexto proliferativo.
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Figura 31. Regulacion de los niveles de ARNm de las isoformas de GLS por FSH en células de
Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales (Basal) o estimulados con FSH 100 ng/ml durante
2, 4 o 6 horas. Finalizado el periodo de incubacién, se extrajo el ARN total y se determinaron los
niveles de ARNm de GLS1 (panel A) y GLS2 (panel B) mediante la técnica de RT-qPCR. Los
resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor Basal de la relacion ARNm de
interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).

PARTICIPACION DEL AMINOACIDO GLUTAMINA EN LA REGULACION DE LA
PROLIFERACION DE LA CELULA DE SERTOLI

Para continuar con el estudio, se evalu6 si L-gln se comporta como un modulador
de la accion mitogénica de la FSH. De esta manera, y considerando los mecanismos
mediante los cuales una célula puede disponer de L-gln, se disenaron dos estrategias
experimentales que conducen a la privacion de este aminoacido:

1) incubaciones de células de Sertoli inmaduras en medio de cultivo habitual que
contienen L-gln (2.5 mM) en ausencia o presencia de y-glutamil-p-nitroanilida (GPNA),
inhibidor del transporte de L-gln, combinado con estimulacién con FSH;

2) incubaciones de células de Sertoli inmaduras en medios de cultivo sin L-gln
seguidas de suplementacién con L-gln y estimulacién con FSH.

En primer lugar, se evalud el efecto sobre la viabilidad celular y se observé que ni el

medio de cultivo sin L-gln ni la presencia de GPNA 1 mM en el medio de cultivo habitual
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modificaron la viabilidad de las células de Sertoli tras incubaciones de 24 horas
(incubacion en medio de cultivo habitual: 94.8+1.6%, GPNA 1 mM: 93.5+3.0%, L-gln 0 mM:
96.2+2.3% de células viables, expresado como mediaxDE, n =3, nsvs incubacién en medio
de cultivo habitual). Por lo tanto, el medio sin L-gln y el GPNA en concentraciéon 1 mM se
siguieron utilizando para llevar a cabo el resto de los experimentos.

Las siguientes secciones estaran enfocadas en la descripcién del conjunto de los
resultados obtenidos en los experimentos realizados para ambas estrategias

experimentales planteadas.

Efecto de la privacion de glutamina sobre la activaciéon de la via mTORC1 por FSH en
células de Sertoli inmaduras

Sabiendo que lavia mTORC1 es uno de los mecanismos moleculares utilizados por
la FSH para modular la progresion del ciclo celular en las células de Sertoliy considerando
que se planted que el metabolismo de L-gln podria actuar como modulador de la
proliferacion a través de modificaciones que ejerceria sobre el mecanismo de activacién
de mTORCH1, se decidié evaluar si L-gln contribuye con la hormona FSH para activar la via
de senalizacion mTORC1.

Por lo tanto, se evalué la actividad de la via de sefializacion mTORC1 analizando los
niveles de P-mTORy P-p70S6K para cada herramienta experimental planteada. La figura 32
muestra que GPNA inhibio tanto el estimulo de FSH sobre los niveles de P-mTOR (panel A)

como sobre los niveles de P-p70S6K (panel B).
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Figura 32. Efecto de GPNA sobre los niveles de fosforilacion de mTOR y su sustrato, p70S6kK,
estimulados por FSH en células de Sertoliinmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 1 hora
en ausencia o presencia de GPNA 1 mM. Los extractos celulares fueron utilizados para el analisis
mediante Western Blot de P-mTOR y mTOR (panel A) y P-p70S6K y p70S6K (panel B). En el panel
superior (autorradiografias) se muestra un experimento representativo de tres realizados. En el panel
inferior (graficos de barras), los resultados se muestran como veces de variacion con respecto al
basal (B) de la relacion P-mTOR/mTOR (panel A) y P-p70S6K/p-70S6K (panel B) de tres experimentos
independientes (X+DE; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).

En cuanto al efecto de la ausencia de L-gln en la activacién de la via de sefalizacién
mTORCH1, en la figura 33 se puede observar que FSH solo fue capaz de incrementar los
niveles de P-mTOR (panel A) y P-p70S6K (panel B) cuando el estimulo hormonal se realizé
en presencia de L-gln.

En su conjunto, estos resultados sugieren que la activaciéon de mTORC1 solo ocurre

bajo la presencia coordinada de L-gln y el estimulo de FSH.
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Figura 33. Efecto de la incubaciéon en medio sin L-gln sobre los niveles de fosforilacion de mTOR
y su sustrato, p70S6K, estimulados por FSH en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad se privaron de L-gln
mediante incubacién en medios de cultivo sin L-gln durante 2 horas y luego se suplementaron con
L-gln 2.5 mM o vehiculo (0 mM) en ausencia o presencia de estimulacién con FSH 100 ng/ml durante
1 hora. Los extractos celulares fueron utilizados para el analisis mediante Western Blot de P-mTOR
y mTOR (panel A) y P-p70S6Ky p70S6K (panel B). En el panel superior (autorradiografias) se muestra
un experimento representativo de tres realizados. En el panel inferior (graficos de barras), los
resultados se muestran como veces de variacion con respecto a L-gln 0 mM de la relacion P-
mMTOR/MTOR (panel A) y P-p70S6K/p-70S6K (panel B) de tres experimentos independientes (X+DE;
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

Efecto de la privacion de glutamina sobre la proliferacion de la célula de Sertoli
estimulada por FSH

Se continué el estudio analizando el efecto de la privacién de L-gln sobre la
regulacioén de la proliferacién de la célula de Sertoli por FSH. Luego de incubar a las células
en las condiciones experimentales anteriormente planteadas, se evaluaron diferentes
parametros proliferativos: la actividad transcripcional de c-Myc, los niveles de ARNm de c-
Myc, CCND1y CCND2y, por ultimo, la incorporacion de BrdU y los niveles de antigeno Ki-

67 para cada estrategia experimental propuesta.
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La figura 34 muestra los resultados obtenidos para el analisis de los niveles de
expresion de c-Myc y la actividad transcripcional de este factor bajo la inhibicién
farmacoldgica de los transportadores de L-gln con GPNA. Se observa que, mientras que
GPNA no afecto el estimulo de FSH sobre los niveles de ARNm de c-Myc (panel A), el

inhibidor bloqued la accion hormonal sobre la actividad transcripcional de dicho factor

(panel B).
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Figura 34. Efecto de GPNA sobre los niveles de ARNm y la actividad transcripcional de c-Myc
estimulados por FSH.

Cultivos de células de Sertoli fueron mantenidos en medio de cultivo habitual en condiciones
basales o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 4 horas en ausencia o presencia de GPNA 1 mM.
Finalizado el periodo de incubacién, se extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm
de c-Myc mediante la técnica de RT-qPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion
respecto al valor Basalde larelacion ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M)
obtenidos de tres experimentos independientes (X*DE, letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas, p<0.05) (panel A). Las células de Sertoli cotransfectadas
transitoriamente con el pldsmido pGL3-Ebox o pGL3-Basic en combinaciéon con el plasmido
comercial pMIR-REPORT™ B-gal Control fueron mantenidas en medio de cultivo habitual en
condiciones basales o estimuladas con FSH 100 ng/ml durante 24 horas en ausencia o presencia de
GPNA 1 mM. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como
unidades de luz relativas para la actividad de la luciferasa (luc.) de luciérnaga normalizada a la
actividad B-galactosidasay representan la XDE de un experimento representativo de tres realizados
(letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05) (panel B).

Los resultados obtenidos para el andlisis de los efectos de la incubaciéon en medio
sin L-gln sobre los niveles de ARNm del factor de transcripcién c-Myc y su actividad se

muestran en la figura 35. Se observé que la ausencia de L-gln no afecté el estimulo de FSH
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sobre los niveles de ARNm de c-Myc (panel A). Sin embargo, la hormona fue incapaz de

incrementar la actividad del factor transcripcional en ausencia del aminoacido (panel B).
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Figura 35. Efecto de la incubacion en medio sin L-gln sobre los niveles de ARNm y la actividad
transcripcional de c-Myc estimulados por FSH.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron privados de L-
gln mediante incubacién en medios de cultivo sin L-gln durante 2 horas y luego se suplementaron
con L-gln 2.5 mM o vehiculo (0 mM) en ausencia o presencia de estimulacién con FSH 100 ng/ml
durante 4 horas. Finalizado el periodo de incubacién, se extrajo el ARN total y se determinaron los
niveles de ARNm de c-Myc mediante la técnica de RT-qPCR. Los resultados se expresan como veces
de variacion respecto al valor de 0 mM de L-gln de la relacion ARNm de interés/ARNm de referencia
(B2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres experimentos independientes (XxDE, letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05) (panel A). Las células de Sertoli
aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad cotransfectadas transitoriamente con el plasmido
pGL3-Ebox o pGL3-Basic en combinacion con el plasmido comercial pMIR-REPORT™ B-gal Control
se privaron de L-gln mediante incubaciéon en medios de cultivo sin L-gln durante 2 horas y luego se
suplementaron con L-gln 2.5 mM o vehiculo (0 mM) en ausencia o presencia de estimulacién con
FSH 100 ng/ml durante 24 horas. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se
expresan como unidades de luz relativas para la actividad de la luciferasa (luc.) de luciérnaga
normalizada a la actividad B-galactosidasay representan la XxDE de un experimento representativo
de tres realizados (letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05)
(panel B).

En la figura 36 se muestran los resultados obtenidos para el analisis de los niveles
de ARNm de las ciclinas luego de estimular las células con FSH en ausencia o presencia
de GPNA. Se puede observar que la presencia del inhibidor impidié el estimulo de FSH

sobre los niveles de ARNm tanto de la CCND1 (panel A) como de la CCND2 (panel B).
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Figura 36. Efecto de GPNA sobre los niveles de ARNm de CCND1y CCND2 estimulados por FSH
en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 2 (panel
A) 0 4 horas (panel B) en ausencia o presencia de GPNA 1 mM. Finalizado el periodo de incubacion,
se extrajo el ARN totaly se determinaron los niveles de ARNm de CCND1 (panel A)y CCND2 (panel
B) mediante la técnica de RT-qPCR. Los resultados se expresan como veces de variacidn respecto
al valor Basal de la relacion ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -p2M-)
obtenidos de tres experimentos independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas, p<0.05).
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Figura 37. Efecto de la incubacion en medio sin L-gln sobre los niveles de ARNm de CCND1y
CCND2 estimulados por FSH en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron privados de L-gln

mediante incubacién en medios de cultivo sin L-gln durante 2 horas y luego se suplementaron con

L-gln (2.5 mM final) o vehiculo (0 mM) en ausencia o presencia de estimulacién con FSH (100 ng/ml)

durante 2 (panel A) o 4 horas (panel B). Finalizado el periodo de incubacidn, se extrajo el ARN total

y se determinaron los niveles de ARNm de CCND1 (panel A)y CCND2 (panel B) mediante la técnica

de RT-gPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion respecto al valor de 0 mM de L-gln

de la relacion ARNm de interés/ARNm de referencia (2-Microglobulina -B2M-) obtenidos de tres

experimentos independientes (X*DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas, p<0.05).
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Respecto del analisis de los niveles de expresion de las ciclinas para la segunda
estrategia experimental ensayada, la figura 37 muestra que FSH fue capaz de inducir la
expresion tanto de los niveles de ARNm de CCND1 (panel A) como de CCND2 (panel B) solo
en presencia del aminoacido L-gln.

A continuacién, se muestran los resultados correspondientes al analisis de la
incorporacion de BrdU para ambas estrategias experimentales propuestas. En la figura 38
se observa que elinhibidor GPNA bloqueé la accién de FSH sobre el porcentaje de células

que incorporaron BrdU.
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Figura 38. Efecto de GPNA sobre la incorporacion de BrdU estimulada por FSH en células de
Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 24
horas en ausencia o presencia de GPNA 1 mM. Finalizada la incubacidn, se procedio a la deteccidn
de BrdU porinmunocitoquimica. En el panelizquierdo (microfotografias) se muestra un experimento
representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 30 um. En el panel derecho (grafico de barras),
los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para BrdU (ntucleos marrones) con
respecto al total de células (nucleos marrones + nucleos azules), obtenidos de cuatro experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).

Para la privacién de L-gln por incubaciones en medios de cultivo sin el aminoécido,
se puede observar que la hormona no pudo incrementar el porcentaje de células que

incorporaron BrdU en ausencia del aminoacido, como se contempla en la figura 39.

114



Resultados

0 mM L-gln 2.5mM L-gln
" v TN * 199 b
[ g @
s 2 =
- e - ; = 10 a a
o o
»”* P . 51 a
| '\, & E
= s 6 ‘__1 _. )‘ a 5=
1]
E
=
» , O o-
e e x o
» - {(‘é {(‘® 'c}(‘ ,Q\(\
9 Q A1 A4 N\
7 & S
1 - o o
f,’»

Figura 39. Efecto de laincubacion en medio sin L-gln sobre laincorporacion de BrdU estimulada
por FSH en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron privados de L-
gln mediante incubacion en medios de cultivo sin L-gln durante 2 horas y luego se suplementaron
con L-gln 2.5 mM o vehiculo (0 mM) en ausencia o presencia de estimulacién con FSH 100 ng/ml
durante 24 horas. Finalizada la incubacion, se procedié a la deteccién de BrdU por
inmunocitoquimica. En el panel izquierdo (microfotografias) se muestra un experimento
representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 30 um. En el panel derecho (grafico de barras),
los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para BrdU (nucleos marrones) con
respecto al total de células (nucleos marrones + nucleos azules), obtenidos de cuatro experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).

Finalmente, en las figuras 40 y 41 se muestran los resultados obtenidos para la
deteccidon de los niveles de antigeno Ki-67. Se evidencia, en concordancia con
observaciones anteriores, que FSH fue incapaz de promover un incremento del nimero de
células de Sertoli que expresan Ki-67 en presencia del inhibidor GPNA (figura 40). Asi
mismo, se puede observar que FSH fue incapaz de promover un incremento del nimero de
células de Sertoli que expresan el antigeno en ausencia de L-gln (figura 41).

Se puede decir, entonces, que tras la implementacién de estas dos estrategias

experimentales se ha demostrado que la presencia de L-gln seria un requisito esencial para

el efecto mitogénico de la hormona FSH en las células de Sertoli inmaduras.
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Figura 40. Efecto de GPNA sobre la expresion del antigeno Ki-67 estimulada por FSH en células
de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 24
horas en ausencia o presencia de GPNA 1 mM. Finalizada la incubacidn, se procedi6 a la deteccion
del antigeno Ki-67 por inmunofluorescencia. En el panel superior (microfotografias) se muestra un
experimento representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 20 pym. En el panelinferior (grafico
de barras), los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para Ki-67 (verde) con
respecto al total de células (azul), obtenidos de cuatro experimentos independientes (XxDE, letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).
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Figura 41. Efecto de la incubaciéon en medio sin L-gln sobre la expresion del antigeno Ki-67
estimulada por FSH en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron privados de L-
gln mediante incubacion en medios de cultivo sin L-gln durante 2 horas y luego se suplementaron
con L-gln 2.5 mM o vehiculo (0 mM) en ausencia o presencia de estimulacién con FSH 100 ng/ml
durante 24 horas. Finalizada la incubacidn, se procedio a la deteccién del antigeno Ki-67 por
inmunofluorescencia. En el panel superior (microfotografias) se muestra un experimento
representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 20 um. En el panel inferior (grafico de barras),
los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para Ki-67 (verde) con respecto al
total de células (azul), obtenidos de cuatro experimentos independientes (X+DE, letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

PARTICIPACION DE LA GLUTAMINOLISIS EN LA REGULACION DE LA PROLIFERACION
DE LA CELULA DE SERTOLI
Dados los resultados obtenidos en los que se muestran, por un lado, que FSH

incrementa la expresion de GLSy, por otro, que la privacién de L-gln bloquea el estimulo de
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FSH sobre la proliferacion, nos propusimos evaluar si algun metabolito derivado de la

glutamindlisis podria ser el mediador de dicho efecto.

Efecto de la inhibicidn de la glutamindlisis sobre la activacion de la via mTORC1 por
FSH en células de Sertoli inmaduras

Con el fin de evaluar el rol que juega la glutamindlisis en la regulacion de la
proliferacion de células de Sertoli por FSH, se empled un inhibidor farmacoldgico de la
actividad GLS, 6-Diazo-5-oxo-L-norleucina (DON). Se realizaron cultivos primarios de
células de Sertoli, los cuales fueron mantenidos en condiciones basales o estimulados con
FSH en ausencia o presencia de DON 500 uM. En primera instancia, se analizé el efecto de
DON sobre la viabilidad celular y se observd que la presencia del inhibidor a la
concentraciéon utilizada no modificé la viabilidad de las células de Sertoli después de
incubaciones de 24 horas (93.6+1.2%, DON 500 pM: 93.5%£3,0% de células viables,
expresado como media=DE, n = 3, ns vs basal). Por lo tanto, la concentracién de 500 uM
fue la elegida para llevar a cabo el resto de los experimentos.

A continuacién, se llevaron a cabo experimentos para explorar si el metabolismo de
L-gln esta involucrado en la activacién de mTORC1 por FSH. En la figura 42 se muestran los
resultados obtenidos para el andlisis de los niveles de fosforilacién de mTOR y su sustrato,
p70S6K, en condiciones de inhibicion de la actividad de GLS con DON. Se observa que DON
fue capaz de inhibir la estimulaciéon de FSH sobre los niveles de P-mTOR (panel A) y los de
P-p70S6K (panel B). Estos resultados sugieren que FSH requiere un metabolismo activo de

L-gln para activar la via mTORC1 en células de Sertoli en proliferacion.
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Figura 42. Efecto de DON sobre los niveles de fosforilacion de mTOR y su sustrato, p70S6kK,
estimulados por FSH en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 1 hora
en ausencia o presencia de DON 500 pM. Los extractos celulares fueron utilizados para el analisis
mediante Western Blot de P-mTOR y mTOR (panel A) y P-p70S6K y p70S6K (panel B). En el panel
superior (autorradiografias) se muestra un experimento representativo de tres. En el panel inferior
(graficos de barras), los resultados se muestran como veces de variacion con respecto al basal (B)
de la relacion P-mTOR/mTOR (panel A) y P-p70S6K/p-70S6K (panel B) de tres experimentos
independientes (X+DE; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).

Efecto de la inhibicidn de la glutamindlisis sobre la proliferacion de la célula de Sertoli
estimulada por FSH

El siguiente grupo de experimentos se llevo a cabo para evaluar el efecto de DON
sobre la proliferacién de la célula de Sertoli, con el objetivo de dilucidar si la inhibicién de
la proliferacion observada en resultados anteriores en condiciones de privacion de L-gln
podria ser consecuencia de la ausencia de un metabolito derivado de la metabolizacion de
la L-gln. Para tal fin, las células de Sertoli inmaduras fueron cultivadas en condiciones
basales o estimuladas con FSH en ausencia o presencia de DON, vy, finalizadas las

incubaciones, se procedioé a evaluar los siguientes parametros proliferativos: los niveles de
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ARNm del factor de transcripcién c-Myc y su actividad transcripcional, los niveles de
expresion de CCND1 y CCND2, la incorporacion de BrdU y, por ultimo, los niveles de
antigeno Ki-67.

La figura 43 muestra que el efecto de la FSH sobre la actividad transcripcional de c-
Myc fue inhibido por DON (panel B). Sin embargo, el inhibidor no fue capaz de bloquear la

accion de la FSH sobre los niveles de expresion de ARNm de c-Myc (panel A).
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Figura 43. Efecto de DON sobre los niveles de ARNm y la actividad transcripcional de c-Myc
estimulados por FSH.

Cultivos de células de Sertoli fueron mantenidos en medio de cultivo habitual en condiciones
basales o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 4 horas en ausencia o presencia de DON 500 pM.
Finalizado el periodo de incubacién, se extrajo el ARN total y se determinaron los niveles de ARNm
de c-Myc mediante la técnica de RT-qPCR. Los resultados se expresan como veces de variacion
respecto al valor Basalde larelacion ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -B2M)
obtenidos de tres experimentos independientes (X*DE, letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas, p<0.05) (panel A). Las células de Sertoli cotransfectadas
transitoriamente con el pldasmido pGL3-Ebox o pGL3-Basic en combinaciéon con el plasmido
comercial pMIR-REPORT™ B-gal Control fueron mantenidas en medio de cultivo habitual en
condiciones basales o estimuladas con FSH 100 ng/ml durante 24 horas en ausencia o presencia de
DON 500 pM. Las incubaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como
unidades de luz relativas para la actividad de la luciferasa (luc.) de luciérnaga normalizada a la
actividad B-galactosidasay representan la XxDE de un experimento representativo de tres realizados
(letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05) (panel B).

En lo que respecta al analisis de la expresiéon de las ciclinas, en la figura 44 se
observa que la presencia de DON inhibié el estimulo hormonal de la FSH tanto sobre los

niveles de ARNm de CCND1 (panel A) como de CCND2 (panel B).
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Figura 44. Efecto de DON sobre los niveles de ARNm de CCND1y CCND2 estimulados por FSH
en células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales o estimulados con FSH 100 ng/mldurante 2 (panel
A) o0 4 horas (panel B) en ausencia o presencia de DON 500 puM. Finalizado el periodo de incubacion,
se extrajo el ARN totaly se determinaron los niveles de ARNm de CCND1 (panel A)y CCND2 (panel
B) mediante la técnica de RT-qPCR. Los resultados se expresan como veces de variacidn respecto
al valor Basal de la relacion ARNm de interés/ARNm de referencia (B2-Microglobulina -p2M-)
obtenidos de tres experimentos independientes (X*DE, letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas, p<0.05).

Los resultados correspondientes al analisis de la incorporaciéon de BrdU se
muestran en la figura 45. Como se puede observar en la misma, FSH no pudo promover la
incorporacion de BrdU en células de Sertoli inmaduras cuando se inhibié la actividad de

GLS.
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Figura 45. Efecto de DON sobre la incorporacion de BrdU estimulada por FSH en células de
Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 24
horas en ausencia o presencia de DON 500 pM. Finalizada la incubacion, se procedié a la deteccién
de BrdU porinmunocitoquimica. En el panelizquierdo (microfotografias) se muestra un experimento
representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 30 um. En el panel derecho (grafico de barras),
los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para BrdU (nucleos marrones) con
respecto al total de células (nucleos marrones + nucleos azules), obtenidos de cuatro experimentos
independientes (X+DE, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0.05).

La figura 46 muestra los resultados obtenidos para la deteccion de los niveles de
antigeno Ki-67. Se evidencia que FSH fue incapaz de promover un incremento del nimero

de células de Sertoli que expresan Ki-67 en presencia del inhibidor DON.
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Figura 46. Efecto de DON sobre la expresion del antigeno Ki-67 estimulada por FSH en células
de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
medio de cultivo habitual en condiciones basales o estimulados con FSH 100 ng/ml durante 24
horas en ausencia o presencia de DON 500 uM. Finalizada la incubacidn, se procedié a la deteccion
del antigeno Ki-67 por inmunofluorescencia. En el panel superior (microfotografias) se muestra un
experimento representativo de cuatro realizados. Barra de escala: 20 um. En el panelinferior (grafico
de barras), los resultados se expresan como porcentaje de células positivas para Ki-67 (verde) con
respecto al total de células (azul), obtenidos de cuatro experimentos independientes (XxDE, letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas, p<0.05).

En su conjunto, este set de resultados destaca la relevancia de la actividad de GLS
en laregulacion de la progresion del ciclo celular y la proliferaciéon de células de Sertoli por
la FSH. En otras palabras, se podria suponer que la glutamindlisis presenta un rol

destacado en la accidn mitogénica de la hormona FSH sobre las células de Sertoli.
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PARTICIPACION DEL a-CETOGLUTARATO EN LA REGULACION DE LA PROLIFERACION
DE LA CELULA DE SERTOLI

Habiendo demostrado que en las células de Sertoliinmaduras la glutamindlisis es
necesaria para que la FSH ejerza su efecto mitogénico, se continué evaluando el posible

mecanismo molecular subyacente.

Regulacion de la via mTORC1 en células de Sertoli inmaduras por a-cetoglutarato
Teniendo presente que el a-KG —producto final de la glutamindlisis— contribuye a
la activacion de mTORC1 en otros tipos celulares, se evalu6 si el cetoacido seria capaz de
regular la via de senalizacion de mTORC1 en células de Sertoli inmaduras. Para ello,
cultivos de células de Sertoli fueron mantenidos en condiciones basales o en presencia de
a-KG 200 pM durante distintos periodos de tiempo. Finalizadas las incubaciones, se
analizaron los niveles de P-mTOR y P-p70S6K. Los resultados preliminares obtenidos se
muestran en la figura 47, en la cual se observa que el a-KG tenderia a incrementar los

niveles de fosforilacién de ambas proteinas ensayadas (paneles Ay B).

A B
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Figura 47. Efecto del a-KG sobre los niveles de fosforilacion de mTOR y su sustrato, p70S6K, en
células de Sertoli inmaduras.

Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (B) o en presencia de a-cetoglutarato (a-KG) 200 pM durante 0.5, 1 0 2 horas.
Los extractos celulares fueron utilizados para el analisis mediante Western Blot de P-mTOR y mTOR
(panel A) y P-p70S6K y p70S6K (panel B). Los numeros debajo de cada calle indican las veces de
variacion con respecto al basal (B) de la relacién P-mTOR/mTOR (panel A) y P-p70S6K/p-70S6K
(panel B).
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Estos resultados darian indicios de que el a-KG podria estar cooperando en la

activacion de la via de sefalizacion mTORC1 en células de Sertoli que proliferan.

Regulacion de la proliferacién de la célula de Sertoli por a-cetoglutarato

Para continuar los estudios sobre el rol que desempena el producto final de la
glutamindlisis sobre la regulacion de la proliferacion, cultivos de células de Sertoli fueron
mantenidos en condiciones basales o en presencia de a-KG 200 uM durante 24 horasy se
analizd la incorporacion de BrdU y los niveles de antigeno Ki-67 en las células de Sertoli
inmaduras.

Los resultados preliminares correspondientes al analisis de dichos parametros
proliferativos se pueden observar en las figuras 48 y 49. En lo que respecta al analisis de la
incorporacién de la BrdU, se observd que el a-KG seria capaz de aumentar los niveles de
incorporacién de dicho analogo (Basal: 6.05%; a-KG: 8.66% de células BrdU positivas)
(figura 48). Por otro lado, a partir del analisis de la marcacion del antigeno Ki-67, se observo
que el a-KG seria capaz de incrementar el nimero de células de Sertoli positivas para dicho

antigeno (Basal: 5.10%; a-KG: 7.14% de células Ki-67 positivas) (figura 49).

Figura 48. Efecto del a-KG sobre la incorporacion de BrdU en células de Sertoli inmaduras.
Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron incubados en
presencia de BrdU y mantenidos en condiciones basales (Basal) o en presencia de a-cetoglutarato
(a-KG) 200 pM durante 24 horas. Finalizada la incubacion, se procedio a la deteccién de BrdU por
inmunocitoquimica. Se muestran las microfotografias obtenidas (el color marrén de los nucleos
indica reaccion positiva para BrdU). Barra de escala: 30 pm.
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Figura 49. Efecto del a-KG sobre la expresion del antigeno Ki-67 en células de Sertoliinmaduras.
Cultivos de células de Sertoli aisladas de testiculos de rata de 8 dias de edad fueron mantenidos en
condiciones basales (Basal) o en presencia de a-cetoglutarato (a-KG) 200 pyM durante 24 horas.
Finalizada la incubacidn, se procedié a la deteccion del antigeno Ki-67 por inmunofluorescencia. Se
muestran las microfotografias obtenidas (el color verde indica inmunorreactividad para Ki-67). Barra
de escala: 20 pm.

Estos resultados dan indicio de que el a-KG podria participar en la regulacion de la
proliferacion de células de Sertoli. En otras palabras, el cetoacido podria ser el metabolito
mediador de la contribucién de la glutamindlisis a la regulacién de la proliferacién de
células de Sertoli por FSH. Sin embargo, mas estudios serdn necesarios para corroborar
esta hipoétesis.

En conjunto, los resultados aqui presentados sugieren que la L-gln y/o sus
metabolitos derivados de la glutamindlisis, en particular el a-KG, podrian cooperar con la
FSH para regular la proliferacion de células de Sertoli mediante la activacion de mTORC1.
Ademas, dado que la FSH regula positivamente la glutamindlisis, el control hormonal de
esta via metabdlica podria formar parte de la compleja red de sefalizacidon que

desencadena la FSH para modular la progresion del ciclo celular, asegurando asi la

proliferacion de este tipo celular (figura 50).
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Figura 50. Esquema de la cooperacién entre el metabolismo de la L-gln y la regulacién de la
proliferacién de células de Sertoli mediada por la FSH a través de la via de sefializacion mTORC1. La
FSH regula positivamente la proliferacién de forma dependiente de mTORC1, induciendo la
expresion de Ccnd1y Ccnd2 mediante una mayor actividad transcripcional de c-Myc (via verde).
Simultaneamente, la FSH promueve la metabolizacién del aminoacido en cuestién al inducir la
expresion del gen Gls2y reprimir la del gen Gs. Un mayor metabolismo de la L-gln promovido por la
FSH podria cooperar con esta hormona en la activacion de la via de sefializacion mTORC1, al menos
en parte, a través del metabolito a-KG, producto de la glutamindlisis (via rosa).
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Las células de Sertoli representan una de las células mas complejas del organismo,
no solo por su estructura ramificada, sino también por su capacidad de crear un entorno
Unico que permite el desarrollo de las células germinales. De aqui se desprende la
expresion "células nodrizas", ampliamente utilizada para referirse a este tipo celular. Las
células de Sertoli crean un revestimiento completo dentro de las paredes tubulares que
envuelven las células espermatogénicas. A su vez, este tipo celular, en virtud de la
formacion de uniones estrechas entre células vecinas, constituye el componente principal
de la barrera hemato-testicular (BHT). Por otro lado, existe una fuerte correlacién entre el
numero total de células de Sertoli y la produccion diaria de espermatozoides en varias
especies (Johnsony col., 1984; Berndtson y col., 1987; Griswold, 1995), la cual se explica
porque cada célula de Sertoli es capaz de mantener un nimero limitado de células
germinales (Orth, 1984). Mas recientemente, se ha demostrado que el ndmero final de
células de Leydig también depende de la poblaciéon de células de Sertoli presente en el
adulto (Rebourcet y col., 2017). Por lo tanto, el desarrollo adecuado de la poblacién de
células de Sertoli, en cuanto a su numero y funcionalidad, determinara la capacidad
espermatogénica del individuo.

Solo las células de Sertoli inmaduras proliferan y, aunque existen diferencias entre
especies en cuanto a los periodos predominantes de actividad mitética, se acepta
generalmente que la proliferacion se detiene en la pubertad en la mayoria de las especies
(Sharpey col., 2003). Por lo tanto, la regulacion de la proliferacion de las células de Sertoli
—que determina el numero final de este tipo celular— y el cese de la proliferacion
concomitante con la maduracién -que establece una funcién celular adecuada-
constituyen la base de la funcién testicular adultay ocurren en lavida fetaly en las primeras
etapas de la vida posnatal. De aqui se desprende la importancia de descifrar los factores
que regulan la proliferacién de las células de Sertoli, asi como también los mecanismos

involucrados en dicho proceso. Es bien sabido que la proliferacién de este tipo celular se
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encuentra fundamentalmente bajo el control de FSH. Si bien durante afos se ha
simplificado la explicacién del mecanismo molecular por el cual FSH ejerce sus acciones
biolégicas a través de la via de sefializacion AMPc/PKA, dicha hormona induce la activacion
de diversas vias, las cuales modulan la gran diversidad de efectos bioldgicos controlados
por la gonadotrofina. En consecuencia, y debido a la intrincada red de sefalizacion que
genera, algunos de los mecanismos moleculares involucrados en la regulacion de la
proliferacion de las células de Sertoli por FSH aun se desconocen. No obstante, se ha
demostrado que la FSH regula positivamente la proliferacion de células de Sertoli
activando las vias dependientes de cAMP/PKA/ERK1/2 (Griswold y col., 1975; Orth, 1984;
Crépieux y col., 2001) y PIBK/Akt/mTORC1 (Riera y col., 2012) y aumentando la actividad
transcripcional de c-Myc, los factores inducidos por hipoxia (HIF) y la expresién de CCND1
y CCND2 (Gorgay col., 2018).

A lo largo de la introduccidon se ha hecho hincapié en el concepto de que en
términos bioenergéticos la proliferacién celular es un proceso bioldgico extremadamente
exigente ya que, para satisfacer las altas demandas de nutrientes —como glucosa y
aminoacidos— necesarias para sostener las vias biosintéticas que acompanan el
crecimiento (aumento de biomasa) y la divisién celular (aumento del niumero de células),
las células en proliferacion llevan adelante una reorganizacién de su metabolismo. Entre
los cambios metabdlicos asociados a la progresion del ciclo celular se destacan la
glucdlisis aerdbica y el metabolismo de la glutamina.

En este contexto, el presente trabajo de tesis tuvo como objetivo general ahondar
en el estudio de los mecanismos moleculares utilizados por FSH para regular la
proliferacion en la célula de Sertoli, y a su vez evaluar coémo el metabolismo influencia la
accion hormonal para regular el ciclo celular. En particular, pretendié analizar, por un lado,

la regulaciéon de la glucdlisis y la glutamindlisis por la hormona tréfica y, por otro, la
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participacion de dichas vias metabdlicas en la regulacidon por FSH de la proliferacion de la
célula de Sertoli.

El primer conjunto de experimentos fue disefado para estudiar la regulacion
hormonal de la glucélisis en la célula de Sertoliinmaduray a su vez la participacion de esta
via metabodlica en la regulacién de la proliferacidon por FSH. Cabe mencionar que nuestro
laboratorio estuvo abocado durante décadas al estudio de la regulaciéon hormonal de la
produccidon de lactato —producto final de la glucodlisis— en células de Sertoli maduras,
debido a que el hidroxiacido es la fuente energética principal de las células germinales que
han transpuesto la BHT (Rieray col., 2001; Galardo y col., 2007; Rieray col., 2007; Galardo
y col., 2010; Regueiray col., 2014; Regueiray col., 2015; Galardo y col., 2017; Gorgay col.,
2017). Sin embargo, hasta el momento de iniciar el desarrollo de este proyecto, eran
escasos los estudios metabdlicos en células de Sertoli inmaduras. Los primeros estudios
metabdlicos llevados a cabo en nuestro laboratorio en células de Sertoli inmaduras
arrojaron resultados llamativos: la hormona FSH incrementd la capacidad de entrada de
glucosa a la célula, indujo la expresion del transportador de glucosa GLUT1y aumenté los
niveles de lactato (Galardo y col., 2008). Este hallazgo, que representaba un aumento del
flujo glucolitico bajo estimulo hormonal, desperté la curiosidad en nuestro grupo debido a
que en el testiculo de ratas de 8 dias de edad la BHT aun no esta establecida, por lo que no
existen células germinales aisladas de la circulacidon sistémica que requieran lactato.
Considerando que las células de Sertoli inmaduras proliferan —a diferencia de aquellas
que poseen fenotipo maduro— fue a partir de este momento que surgio el interrogante si el
metabolismo glucolitico no estaria relacionado con la progresion del ciclo celular.
Precisamente, el premio nobel Otto Warburg describié el comportamiento metabdlico de
células tumorales que presentan una alta tasa proliferativa: las células tumorales
presentan un mayor consumo de glucosa en comparaciéon con células normales que no

proliferan, y en lugar de oxidar completamente el azlcar a través del ciclo de Krebs/cadena

130



Discusion

respiratoria mitocondrial y producir ATP por fosforilacién oxidativa, el piruvato es reducido
a lactato independientemente de la presencia de oxigeno (Warburg y col., 1927). Este
fendmeno metabdlico hoy en dia es conocido como glucélisis aerdbica o, en honor de su
descubridor, efecto Warburg (término propuesto por Efraim Racker en 1972). En este punto
cabe destacar que, si bien se afirma que la glucdlisis aerébica es una propiedad distintiva
de las células tumorales, los cambios metabdlicos necesarios para mantener la
proliferaciéon no son exclusivos de la malignidad, ya que también ocurren en las células
normales (Agathocleous y Harris, 2013). En este contexto, no seria ilégico pensar en la
existencia de una regulacion hormonal simultanea de la proliferacion celular y de las vias
metabolicas necesarias para sostener dicho proceso que converja en una misma senal de
transduccidn. En este sentido, ya teniendo evidencias que la FSH es capaz de regular la
glucdlisis en células de Sertoliinmaduras (aumento de los niveles de lactato extracelulary
entrada de glucosa a la célula bajo influencia hormonal, parametros que se destacan para
monitorear el flujo glucolitico —TeSlaa y Teitell, 2014—), en este trabajo de tesis, el estudio
de la regulacién hormonal del flujo glucolitico se profundizé evaluando la regulacion de la
expresion de enzimas clave de la glucdlisis. Mas precisamente, se analizd la expresién de
las isoenzimas PFKFB, PKM2 y las subunidades de LDH, responsables de controlar la tasa
de flujo glucolitico.

Con respecto a la PFKFB, sus isoenzimas poseen ciertas diferencias en cuanto a la
relacién de sus actividades enzimaticas quinasa/fosfatasa (Rider y col., 2004): mientras
que PFKFB1 y PFKFB2 presentan actividades quinasa y fosfatasa similares, PFKFB3 posee
una actividad quinasa mucho mas elevada que la de fosfatasa, por lo gue en su presencia
se favorece la formaciéon de Fru-2,6-P2, efector alostérico positivo de PFK1 (Sakakibara y
col., 1997; Ros y Schulze, 2013). En este contexto, se ha demostrado que la regulacién
positiva de la expresion de PFKFB3 se traduce en un incremento en el flujo glucolitico

evidenciado por mayores niveles de lactato en diferentes tipos de células (Marsin y col.,
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2002; Atsumi y col., 2005; Ando y col., 2010). Asimismo, la regulacién positiva simultanea
de la proliferacion celulary la expresion de PFKFB3 ha sido ampliamente documentada (Xu
y col., 2014; Wangy col., 2020; LiJy col., 2022), hecho que refuerza la relevancia de PFKFB3
en el mantenimiento del alto flujo glucolitico en células proliferativas. En el testiculo, se ha
demostrado la expresion de PFKFB1-3 en células de Sertoliy PFKFB4 en células germinales
(Gomez y col., 2009; Regueira y col., 2015), ademas de la regulacién de la expresion de
PFKFB1 y PFKFB3 por FSH en células de Sertoli con fenotipo maduro, las cuales no
proliferan (Regueiray col., 2015). Los resultados presentados en esta tesis muestran que la
FSH solo regula positivamente la expresidon de laisoforma PFKFB3 en células de Sertoli que
proliferan. Estos hallazgos en células de Sertoliinmaduras podrian ser compatibles con un
flujo glucolitico elevado sumado a una proliferacion regulada positivamente bajo el
estimulo de la hormona FSH.

Con relacién a la actividad de PK, vale la pena mencionar que el aumento de
expresion de PKM2 conduce al efecto Warburg en células proliferativas (embriogénesis y
en células tumorales) y que ha sido demostrado que su expresidon se encuentra bajo el
control de la actividad de la via mTORC1/HIF1 (Sun y col., 2011; Dong y col., 2016). Sin
embargo, los resultados presentados en esta tesis muestran que la FSH no modifica los
niveles de ARNm de PKM2 en células de Sertoli inmaduras. Teniendo en cuenta que en
células de Sertoli inmaduras el aumento en la actividad transcripcional de HIF por FSH es
Unicamente atribuible a HIF2, pero no a HIF1 (Gorga y col., 2018), es tentador especular
que la regulacioén de la expresidon de PKM2 por FSH en células de Sertoli dependeria de la
capacidad de dicha hormona para incrementar la actividad de HIF1, lo que solo ocurre en
el fenotipo maduro de este tipo celular (Galardoy col., 2017). Igualmente, esta isoforma de
PK presenta caracteristicas muy destacables que fueron demostradas en células
tumorales, no solo relacionadas con la regulacion de la glucdlisis, sino en cuanto a la

regulacioén de la proliferacién celular. En este sentido, como tetrdmero presenta actividad
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enzimatica catalizando la conversiéon de fosfoenlopiruvato y ADP en piruvato y ATP, pero
como dimero actia como proteina quinasa o coactivador transcripcional dentro del nucleo
promoviendo la progresion del ciclo celular (Gaoy col., 2012). La transicion de tetramero a
dimero depende de modificaciones postraduccionales de PKM2: la fosforilacién,
acetilacion y oxidacion en residuos Tyr105, Lys305 y Cys358, respectivamente, estabilizan
la estructura dimérica (Prakasam y col., 2018). Por lo tanto, no se le puede restar
importancia a PKM2 por el solo hecho de que su expresidon no sea inducida por FSH en
células de Sertoli inmaduras, ya que su sola presencia en la célula podria representar una
ventaja en el ingreso al ciclo celular. Asimismo, dado que PKM2 presenta como efector
alostérico positivo al metabolito Fru-1,6-P2, producto de la PFK1, podriamos especular que
como consecuencia de la induccion de Pfkfb3 la actividad de PKM2 estaria aumentada en
células de Sertoli inmaduras bajo estimulo hormonal.

Con respecto a la LDH, la misma es una enzima clave del efecto Warburg (Li y
Zhang, 2016). Mas especificamente, laisoenzima LDHS5, que consta de cuatro subunidades
LDHA, tiene propiedades cinéticas unicas que favorecen la conversion de piruvato en
lactato (Cahnycol., 1962; Pescey col., 1964). La existencia de una correlacion significativa
entre la expresion de LDHA y la proliferaciéon celular ha sido ampliamente reconocida
(DeBerardinis y col., 2008). En células de Sertoli inmaduras observamos que la FSH
promueve la expresion de LDHA, sin modificar los niveles de ARNm de LDHB. Por otro lado,
cabe sefialar que en células de Sertoli maduras la FSH también estimula la expresion de
LDHA, lo que lleva a un aumento de las isoenzimas LDH4 y LDH5, en detrimento de los
niveles de LDH1 y LDH2 (Riera y col., 2001). No obstante, en dichas células con fenotipo
maduro, el propodsito biologico de la FSH de favorecer la glucodlisis aerdbica no esta
relacionado con la proliferacién, sino con la produccién de sustratos energéticos para las
células germinales aisladas de la circulacién sistémica. En conjunto, estos hallazgos

sugieren que la FSH, concomitantemente con la regulacién positiva de la proliferacion de
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células de Sertoli, favorece la expresion de genes que codifican enzimas clave -PFKFB3 y
LDHA- que comandan el flujo glucolitico en células de Sertoli inmaduras.

Como fue abordado en la introduccion, entre las sefiales de transduccion
implicadas en la estimulacién de la proliferacion de las células de Sertoli, mMTORC1 se ha
destacado como coordinador de sefiales locales —relacionadas con el metabolismo
celular— y de senales sistémicas —desencadenadas por estimulos mitogénicos como
factores de crecimiento u hormonas— (Cuyas y col., 2014). Dado que la FSH promueve la
proliferacion de las células de Sertoli mediante la activacidon de la via mTORC1, nos
preguntamos si la FSH, ademas de la proliferacién, podria regular la glucdlisis a través de
la misma senal de transduccidn. Se evalud, entonces, la participacion de la via mTORC1 en
la regulacion de la glucolisis a través de los niveles de lactato, la expresién de PFKFB3 y
LDHA por la FSH. Considerando que la principal via de produccién de lactato depende de
la glucdlisis (Li X y col., 2022), la determinacion de los niveles de este hidroxiacido
constituye un excelente biomarcador para estimar las tasas de actividad de dicha via. En
este contexto, como resultado del tratamiento con rapamicina —inhibidor de mTORC1—
en cultivos de células de Sertoliinmaduras se observo que FSH era incapaz de incrementar
los niveles de lactatoy los niveles de expresién de PFKFB3; mientras que la inhibicidon sobre
los niveles de expresion de LDHA fue parcial. Con este ultimo resultado se podria inferir la
participacion de vias de senalizacion adicionales en la regulaciéon de este gen. Teniendo en
cuenta lo discutido hasta este punto, se podria proponer la participacion de mTORC1 en la
regulacién de la glucdlisis por la FSH en las células de Sertoli con capacidad proliferativa.
Por lo tanto, en la célula de Sertoli inmadura, FSH estaria regulando tanto la proliferacion
como la glucdlisis utilizando la misma via de sefializacion, mTORC1. De hecho, esta lltima
idea ha sido reforzada a lo largo de los afios, ya que se ha caracterizado detalladamente la
participacion de la via PIBK/Akt/mTORC1 en la regulacién de la glucélisis en otros tipos

celulares (Szwed y col., 2021). Ademas, existe evidencia que sugiere que, a lo largo de la
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via glucolitica, mTORC1 controla directa o indirectamente la expresién de enzimas
glucoliticas mediante la regulacién de la abundancia celular de factores de transcripcion
especificos como c-Myc o HIF1 (Treins y col., 2002; Mahauad-Fernandez y col., 2022). Sin
embargo, estudios previos de nuestro laboratorio descartan la participacion de HIF1 en la
regulacion de la funcionalidad de células de Sertoliinmaduras por FSH, ya que la actividad
transcripcional de HIF solo puede ser atribuida a HIF2 (Gorga y col., 2018). Vale la pena
aclarar que, si bien HIF1 y HIF2 poseen caracteristicas estructurales similares, lo que
posibilita el reconocimiento de la misma secuencia consenso en los promotores de genes,
existen genes que Unicamente son regulados por una Unica isoforma, y precisamente los
genes que codifican para las enzimas glucoliticas solo responden a HIF1 (Kierans y Taylor,
2021).

Ha sido reportado que la FSH emplea diversos mecanismos moleculares para
inducir la progresion del ciclo celular en células de Sertoli inmaduras, entre los cuales se
destaca el aumento en los niveles de ARNm de c-Myc (Lim y Hwang, 1995). Es por ello que
la determinacion de los niveles de expresidon de dicho factor de transcripciéon o de su
actividad constituye un buen parametro de la progresién del ciclo celular. Previamente,
nuestro laboratorio ha demostrado que FSH incrementa la expresién de c-Myc de forma
PI3K/Akt dependiente (Riera y col., 2012), y considerando que en otros tipos celulares
mTORC1 estd muy involucrado en la regulacidn de la actividad transcripcional de c-Myc,
nos propusimos analizar con mayor profundidad el mecanismo molecular utilizado por la
hormona para regular c-Myc. Los resultados presentados en esta tesis permiten afirmar
que, sibien mTORC1 no esta involucrado en la regulacién de los niveles de ARNm de c-Myc
por FSH, la via de sefializacién participa en la regulacién de la actividad transcripcional del
mismo. Este hallazgo se puede explicar por el hecho de que la via mTORC1 controla los
niveles de este factor de transcripcidon a través de la regulaciéon de la traducciéon o la

prevencién de la degradacidén de la proteina c-Myc, pero no a través de la regulacion de la
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transcripcion del gen c-Myc. Tal como se expuso en la introduccioén, la via mTORC1
promueve la traduccion del ARNm de c-Myc ya que este presenta una secuencia 5’-TOP
(Stoneley, 1998). Sumado a ello, de forma redundante, mTORC1 utiliza otro mecanismo
para favorecer la abundancia celular de este factor de transcripcién mediado por la
regulacion de la localizacion subcelular de la enzima glucégeno sintasa quinasa 3f3
(GSK3B). Esta quinasa regula los niveles proteicos de c-Myc al traslocarse al nucleo para
fosforilarlo y promover su degradacion proteosomal dependiente de ubiquitina (Gregory y
col., 2003). En un trabajo publicado por Bautista y colaboradores (2018), los autores
propusieron que es mTORC1 el complejo proteico capaz de regular la localizacién
subcelular de GSK3By, por ende, la abundancia celular de c-Myc. Los autores demostraron
que la inhibicion de mTORC1 en cultivos de epitelio pigmentario de retina promueve la
localizacion nuclear de GSK3B, dando como resultado una reduccion de los niveles
proteicos de c-Myc debido a su degradacion. Por el contrario, observaron que en células
cultivadas en suero —condicién en la que mTORC1 estad activo— GSK3B y c-Myc se
compartimentan por separado dentro del citoplasma y el nucleo, respectivamente, de
manera que los niveles del factor de transcripcidon se mantienen inalterados. En definitiva,
los resultados presentados en este trabajo de tesis incorporan un eslabon mas al
mecanismo molecular utilizado por FSH para regular la actividad transcripcional c-Myc: a
mTORC1. Asimismo, se ha demostrado la regulacion de la expresidn de ciclinas por c-Myc
(Bretones y col., 2015). En este sentido, observamos que FSH es incapaz de incrementar
los niveles de ARNm de CCND1 y CCND2 si la actividad de mTORC1 vy, por lo tanto, la
actividad de c-Myc estan inhibidas en células de Sertoli inmaduras. En conjunto, estos
resultados refuerzan la idea de que la hormona FSH regula la progresion del ciclo celular a
través de la modulacion de la via mTORC1 en células de Sertoli inmaduras.

Por otro lado, ademas de la participacion de mTORC1 en las redes de sefializacion

desencadenadas por hormonas y factores de crecimiento, el complejo macromolecular
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también actlia como un sensor de nutrientes cuya propia actividad depende de la
presencia de metabolitos especificos (Benjamin y Hall, 2019; Otto, 2020). El mecanismo
molecular por el cual mMTORC1 es capaz de censar los nutrientes aln es desconocido. Sin
embargo, este tema ha despertado elinterés de la comunidad cientifica en los ultimos afios
y se han hecho avances significativos en este campo. Precisamente, se demostré que el
flujo glucolitico es capaz de controlar la actividad de mTORC1 a través de la acumulacién
de intermediarios de la ruta metabdlica (Lee y col., 2009; Byun y col., 2019; Orozco y col.,
2020). Considerando que en las células de Sertoli inmaduras la FSH regula positivamente
la glucolisis de una manera dependiente de mTORC1, se presenté el interrogante de si la
glucdlisis puede estar modulando, a su vez, la actividad de dicha via de senalizacion. Para
corroborar esta hipdtesis en el presente trabajo de tesis se hizo uso de distintas estrategias.
En una primera instancia, se utilizé un inhibidor especifico de la PFKFB3, el 3PO. Habiendo
evaluado la efectividad del inhibidor como herramienta experimental —a partir de la
determinacion de lactato—, se observé que la inhibicion de la glucdlisis impidié que la FSH
activara el complejo mTORC1. También se evaluaron las consecuencias de la inhibicidon de
la glucélisis por 3PO sobre la regulacion de la proliferacion de la célula de Sertoli por FSH.
Considerando el mecanismo descripto en parrafos anteriores, podriamos pensar que
como consecuencia de la menor actividad de la via mTORC1 en respuesta a un flujo
glucolitico disminuido, FSH pierda su capacidad mitogénica en las células de Sertoli.
Efectivamente, los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con 3PO no solo
impidio el efecto estimulatorio de la FSH sobre la actividad transcripcional del factor de
transcripcién c-Myc, sino que ademas bloqued el estimulo hormonal sobre los niveles de
expresion de las ciclinas, la incorporacion de BrdU y la marcacion del antigeno Ki-67. Estos
hallazgos concuerdan con los presentados por Pangy colaboradores (2015) y Steifensand
y colaboradores (2021): el inhibidor glucolitico 2-desoxi-D-glucosa (2DG) suprime la

proliferacion celular mediante la disminucidn de c-Myc en células de linforma no Hodgkiny
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lineas celulares de cancer de mama; sin embargo, en sus trabajos no se evaluaron las vias
de sefalizacién implicadas. Asimismo, ha sido demostrado que la sobreexpresion de miR-
26b, un ARN corto no codificante que inhibe especificamente la expresion
postranscripcional de PFKFB3, induce la inhibicidn de la via glucolitica y la detencién del
ciclo celular en G0/G1 mediante la disminucion de la expresion de CCND1 en células de
osteosarcoma (Du y col., 2015). En cuanto a CCND2, se ha demostrado que la expresion
de la ciclina depende de la glucdlisis y la consiguiente entrada de calcio en las células
pancreaticas quiescentes (Salpetery col., 2011).

De la primera estrategia experimental llevada a cabo se deprende la idea de que la
glucdlisis podria considerarse como parte de los mecanismos moleculares utilizados por
la FSH para regular la proliferaciéon en las células de Sertoli a través de la via de
transducciéon mTORC1. No obstante, debe tenerse en cuenta que, si bien el 3PO es un
inhibidor altamente especifico y selectivo, se ha demostrado que su utilizacién conduce a
un desbalance energético al reducir los niveles de ATP intracelulares (Conradiy col., 2017).
Como fue desarrollado en la introduccidn, en contextos de privacidon energética—aumento
de la relacion [AMP]/[ATP]— en células de Sertoli con capacidad proliferativa, la via AMPK
interviene activamente en el arresto del ciclo celular (Riera y col., 2012; Rindone y col.,
2018). De aqui se desprende que los resultados obtenidos de la utilizacién del 3PO podrian
deberse, al menos en parte, a la activacion de la AMPK. Para descartar dicha posibilidad,
se utilizé otro inhibidor que no modifica los niveles intracelulares de ATP: el oxamato (OXA),
inhibidor de la enzima LDH. Dado que esta enzima cataliza la ultima reaccién de la
glucolisis aerdbica, es sabido que la inhibicién de su actividad no conduce a un desbalance
energético (Li y col., 2013; Miskimins y col., 2014; El-Sisi y col., 2017). Los resultados
obtenidos de la utilizacién de OXA refuerzan el concepto delineado con los hallazgos
experimentales en incubaciones con 3PO: la inhibicién de la glucdlisis impidié la

activacion del complejo mTORC1, asi como también el efecto estimulatorio de la FSH
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sobre los parametros proliferativos anteriormente mencionados. Nuestros hallazgos
concuerdan con aquellos obtenidos por distintos grupos de trabajo que han demostrado
que el tratamiento de distintas lineas celulares tumorales con 2DG inhibe la senalizacion
de mTORC1 (Jiangy col., 2008; Zhaoy col., 2019). De forma similar, se ha demostrado que
la inhibicion de LDHA induce la detencion del ciclo celular en la fase GO/G1 en células de
glioma (Diy col., 2018) y que OXA induce una detencion significativa también en la fase
G0/G1 del ciclo celular acompanada de una disminucién de la proteina CCND1 en células
de cancer de pulmon (Yang y col., 2014). Por otro lado, y en cuanto a la glucdlisis, cabe
aclarar que mientras exista un flujo activo habra disponibilidad de sustrato para la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Interesantemente, Lee y colaboradores
(2009) observaron que cuando fibroblastos embrionarios de raton TSC1 -/- eran incubados
en ausencia de glucosa o en presencia de 2DG, la enzima GAPDH, por falta de su propio
sustrato, se asociaba a Rheb. De esta forma, la interaccion Rheb/mTORC1 se veia
impedida, lo que conducia, en consecuencia, a la inhibicion de la sefial de transduccion
de forma AMPK independiente. Ahora bien, si este fuese el mecanismo que operase en las
células de Sertoli inmaduras, no se habria observado en nuestros resultados inhibicién de
la actividad de mTORC1 en incubaciones con OXA, ya que el bloqueo de la actividad de
LDH no interfiere en la disponibilidad del sustrato de GAPDH. Por lo tanto, el mecanismo
mediante el cual la glucdlisis cooperaria con la FSH para activar mTORC1 al impedir la
asociacion Rheb/GAPDH no prevaleceria en las células de Sertoli para promover la
proliferacion celular.

Como puede observarse, pese al hecho de que los inhibidores utilizados como
herramientas para inhibir la glucdlisis presentan efectos distintos en cuanto al balance
energético, los resultados obtenidos con cada uno de ellos fueron similares para todas las
variables analizadas, por lo que postulamos que los efectos observados son

independientes del balance energético. De esta manera, podriamos especular que las
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inhibiciones observadas no son la resultante de una disminucién en los niveles de ATP
intracelulares y, en consecuencia, de la activacidon de la enzima AMPK.

Ademas de la cooperacion de la glucélisis en la regulacion de la proliferacién por la
FSH, también evaluamos la participacidon de la via metabdlica en la modulacién de la
expresion de las enzimas clave de la glucolisis por la hormona. De esta manera,
observamos que la inhibicién de la via glucolitica suprime, al menos en parte, el efecto de
la hormona sobre los niveles de expresion de PFKFB3 y LDHA. En este contexto, nuestros
resultados concuerdan con los obtenidos por Xiaoting Hu y colaboradores (2020), quienes
demostraron que lainhibicién de la glucélisis bloquea la regulacion positiva de la expresion
de PFKFB3y la actividad de LDH por lipopolisacarido en fibroblastos pulmonares. Teniendo
en cuenta que la FSH aumenta la expresion de PFKFB3 y LDHA a través de la via mTORC1,
estos ultimos resultados pueden explicarse por la menor actividad de dicha via causada
por la inhibicion de la glucdlisis. Al indagar en el posible mecanismo subyacente a este
hallazgo, debemos considerar que, como se menciond anteriormente, la via mTORC1
participa en la modulacién de la actividad de distintos factores de transcripcién, entre ellos
c-Myc y HIF1 (Hosoi y col., 1998; Land y Tee, 2007; Bautista y col., 2018). Si bien los
promotores de los genes Pfkfb3y Ldha presentan sitios de elemento de respuesta a ambos
factores de transcripcién (Semenza y col., 1996; Shimy col., 1997; Navarro-Sabaté y col.,
2001; Obach y col., 2004), ha sido discutido previamente que en células de Sertoli
inmaduras el aumento en la actividad transcripcional de HIF por FSH es unicamente
atribuible a HIF2, pero no a HIF1. Por lo tanto, es posible especular que la glucdlisis podria
cooperar con la FSH para inducir la expresion de PFKFB3 y LDHA a través de la modulacién
de la sefial mMTORC1/c-Myc. Esta hipétesis no solo esta respaldada por el hecho de que
existe evidencia de que la inhibicién de PFKFB3 o LDHA conduce a la inhibicidn de la
actividad de c-Myc en diferentes lineas celulares (Shim y col., 1997; Cargill y col., 2021),

sino que, ademas, se condice con lo observado en nuestros resultados: en las células de
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Sertoli inmaduras la actividad transcripcional de c-Myc estimulada por FSH se ve inhibida
tras la inhibicién de la glucdlisis tanto con 3PO como con OXA. Es por todo esto que
podemos decir que la disminucion observada de la expresiéon de PFKFB3 y LDHA
estimuladas por FSH podria deberse a una modulacién negativa de la sefial mTORC1/c-
Myc. Dado que la inhibicidn del efecto de FSH por rapamicina, 3PO u OXA sobre los niveles
de expresion de LDHA es parcial, se puede postular que en la induccidon hormonal del gen
Ldha participe, ademas, un factor de transcripcion cuya activacion sea independiente de
mTORC1. Precisamente, el gen Ldha presenta secuencias consenso denominadas
elementos de respuesta al AMPc (CRE) en su promotor (Shorty col., 1994), y la activacién
de la proteina de unidn a sitios CRE (CREB) por FSH en células de Sertoli depende de PKA
(Walkery col., 1995). Es posible asumir, entonces, que la expresion de este gen en células
de Sertoliinmaduras podria estar regulada no solo por lavia mTORC1/c-Myc, sino, ademas,
por la via PKA/CREB.

Mediante dos inhibidores farmacoldgicos que difieren en sus blancos de accion se
ha corroborado, entonces, que la glucdlisis forma parte de los mecanismos moleculares
utilizados por la FSH para modular la proliferacion en las células de Sertoli. Los resultados
obtenidos en esta parte del trabajo de tesis suman evidencia que respalda la existencia de
una estrecha interconexién entre el metabolismo y la progresiéon del ciclo celular en células
normales en proliferaciéon. Por lo tanto, el efecto Warburg no deberia ser considerado
unicamente como una caracteristica distintiva del cancer. Entender co6mo estos eventos
ocurren en sincronia cooperara en la comprension de la compleja red que opera en la
regulacién de la proliferacién celular.

Por otro lado, de estos hallazgos se podria inferir que, en células de Sertoli
inmaduras, la activacion de mTORC1 requiere no solo sefales externas (estimulo de FSH)
sino también sefales locales determinadas por la concentraciéon de metabolitos derivados

de las rutas metabdlicas, en este caso, de la glucdlisis. Es sabido que, en el microambiente
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celular, las fluctuaciones de nutrientes son inevitables, condicién a la cual las células
deben adaptar rapidamente su metabolismo segun sus necesidades. Curiosamente, ha
sido reportado que, ante un flujo glucolitico aumentado, no solo existe una acumulacion
de lactato, sino que, ademas, se da la acumulacién de otros metabolitos intermediarios de
la glucdlisis, entre los cuales se destaca la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) (Zhang y col.,
2024). De estos hallazgos se desprende que mTORC1 tendria la capacidad de censar
ambos metabolitos; de hecho, existe evidencia que respalda su participacion en la
activacion del complejo proteico.

En lo que respecta a la DHAP, aunque la evidencia aun es limitada, cada vez son
mas las investigaciones en torno al rol regulatorio de este metabolito. En este contexto,
Orozco y colaboradores (2020) han demostrado en células HEK-293T que la sintesis de
DHAP a partir de dihidroxiacetona es suficiente para activar mTORC1, incluso en ausencia
de glucosa. Por su parte, Zhang y colaboradores (2024) evidenciaron que en podocitos
afectados por nefropatia diabética, la activacién de mTORC1 —como respuesta a niveles
elevados de DHAP—induce estrés oxidativo y conduce a las células a piroptosis, una forma
inflamatoria de muerte celular. No obstante, los resultados presentados en este trabajo de
tesis no sugieren la participacion de DHAP como metabolito intermediario en el
mecanismo de activacién de mTORC1. Esto es asi ya que el tratamiento con OXA —cuya
utilizacién ha sido demostrada que inhibe la actividad de mTORC1— no impediria la
acumulacion de DHAP. De esta manera, si DHAP estuviera implicada directamente en la
activacion de mTORC1, cabria esperar que el tratamiento con el inhibidor especifico de
LDH no afectara ni la actividad del complejo proteico ni los pardametros proliferativos
dependientes de su activacion, escenario biolégico que no se condice con lo observado
para dichos resultados. Por lo tanto, cabria preguntarse qué metabolito deja de acumularse
tanto por accién de 3PO como de OXA. Analizando la via glucolitica, el lactato resulta un

excelente candidato.
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En lo que respecta al lactato, ha quedado en evidencia que el hidroxidcido —pese
a ser descrito como un producto final indeseado de la glucdlisis durante siglos— actua
como molécula sefal en distintos tipos celulares, y las células del testiculo no son la
excepcion. En el 2014, nuestro laboratorio demostré que, luego de ingresar a las células
germinales, el lactato es oxidado a piruvato con el consiguiente aumento de NADH,
sustrato de la isoforma 4 de la NADPH oxidasa (NOX4). Las especies reactivas de oxigeno
(ROS), producto de la actividad de NOX4, actuan como segundos mensajeros que regulan
las vias de transduccidn de senales y la expresion génica en dicho tipo celular, resultando
en el aumento de la expresidon de genes que codifican para proteinas que intervienen en la
propia metabolizacién del lactato, como son el transportador de monocarboxilatos (MCT)
2y LDHC (Galardoy col., 2014). Asimismo, en lineas celulares tumorales se evidencio que
el lactato activa mTORC1 al interrumpir la interaccion TSC2-Rheb (Byun y col., 2019).
Teniendo estos hallazgos en mente y considerando que, en células de Sertoli con
capacidad proliferativa, los niveles del hidroxidcido se encuentran elevados como
consecuencia de un incremento del flujo glucolitico (Galardo y col., 2008), es tentador
especular que el lactato podria estar ejerciendo un rol regulatorio como molécula sefial en
el fenotipo inmaduro de este tipo celular. Mas especificamente, hipotetizamos que el
aumento del flujo glucolitico, dado por el estimulo hormonal de FSH, conduciria a mayores
niveles de lactato, el cual estaria actuando como metabolito mediador que coopera en el
intricado mecanismo de activacion de la sefial de transduccién mTORC1 promoviendo, asi,
la progresion del ciclo celular. Cuando contrastamos esta hipétesis, pudimos observar que
la presencia del lactato activa la via mTORC1, incrementa los niveles de expresion de la
ciclina CCND2 y estimula la proliferacion celular. Estos resultados se condicen con los
observados por Byun y colaboradores (2019), quienes demostraron que la activacién de
mTORC1 dada por lactato resulta en un incremento de la proliferacion celular de

fibroblastos embrionarios de ratén. Asimismo, existe evidencia de que el lactato induce
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hipertrofia muscular en ratones a través de mTORC1 (Shiraiy col., 2022). En otras palabras,
el censado del nutriente glucosa por mTORC1 pareceria depender de la entrada del azucar
al flujo glucolitico y su conversién final a lactato.

En su conjunto, las evidencias experimentales obtenidas en este trabajo de tesis
permiten proponer una accion intracrina del lactato al colaborar en el mecanismo de
accion de FSH para activar mTORC1. No obstante, a partir de nuestros resultados no
podemos descartar que el lactato ejerza sus acciones a través de otros mecanismos, como
la lactilacion, un nuevo tipo de modificacién postraduccional (Zhang y col., 2019; Hu J y
col., 2020; Certo y col., 2022). En este contexto, cabe mencionar que Jin y colaboradores
(2023) demostraron que la ciclina E2 debe permanecer lactilada para que el ciclo celular
proceda en células de hepatocarcinoma. Por lo tanto, dado que las células de Sertoli
inmaduras poseen un metabolismo glucolitico inducido por FSH y que el sustrato para la
lactilacion se origina por glucdlisis, no es ilogico pensar que la modificacidon covalente de
proteinas por lactato también podria ser un mecanismo molecular interviniente en la
regulaciéon hormonal de este tipo celular. Por otro lado, considerando que el lactato
producido puede ser liberado al espacio extracelular a través del transportadorde
monocarboxilato 4 (MCT4), el mismo podria estar ejerciendo acciones regulatorias como
ligando de proteinas transmembrana con funcién receptora, como se ha observado en
diversos tipos celulares (Liuy col., 2009; Ohnoy col., 2018, 2023). Actualmente, es sabido
que el lactato posee un receptor acoplado a proteina G (GPCR), el GPR81. Este receptor
fue descubierto en 2001 y, aflos mas tarde, se demostrd su afinidad por el lactato como
ligando endégeno (Hu J y col., 2020). GPR81 se expresa principalmente en adipocitos de
grasa blanca o parda y presenta baja expresion en otros tejidos (Ge y col., 2008); sin
embargo, se desconoce si las células de Sertoli expresan este receptor. En este escenario
bioldgico y con los resultados obtenidos de este trabajo de tesis, no es posible descartar

acciones autocrinas desencadenadas a partir de la interacciéon del metabolito con su
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respectivo receptor luego de ser secretado al medio extracelular. Por estas razones, el
término “lacthormona”, adoptado por primera vez por el investigador George Brooks en el
afo 2009, y no muy bienvenido por la comunidad cientifica, presenta en estos tiempos

mayores sustentos a nivel molecular.

En resumen, los resultados obtenidos sobre la participacion de la glucdlisis en la
regulacidn de la proliferacion por FSH en la célula de Sertoli indican que la hormona regula
simultaneamente la proliferacidon celular y la glucolisis de forma dependiente de mTORC1
en células de Sertoli inmaduras. Ademas, la glucdlisis parece cooperar con la FSH para
estimular tanto la proliferacion como el metabolismo glucolitico mediante el control que
ejerce sobre la actividad de la via de senalizacion de mTORC1, siendo el lactato un posible
metabolito mediador en esta contribucién. Por lo tanto, se propone la existencia de una
retroalimentacion positiva entre la sefal de transduccion mTORC1 y la glucdlisis bajo
estimulacion con FSH, lo que constituye un circulo virtuoso en la regulacion de la

proliferacidon de células de Sertoli.

Por lo descripto en este trabajo de tesis, ha quedado de manifiesto la existencia de
una estrecha correlacion entre el metabolismo y la progresion del ciclo celular. Partiendo
de la observacion fundamental de Warburg sobre la glucélisis aerébica, histéricamente las
investigaciones se han centrado en el estudio del metabolismo de la glucosa con el objetivo
de desarrollar terapias contra el cancer. Sin embargo, a partir de la década de 1950, la
comunidad cientifica reconocié la importancia de la L-gln como nutriente tumoral
(DeBerardinis y Cheng, 2010). Como fue descrito en la introduccién, en contextos
proliferativos la L-gln es considerada condicionalmente esencial ya que su demanda
supera con creces la capacidad biosintética celular (Zhangy col., 2017). En este contexto,
se ha demostrado que la dependencia de L-gln en células que proliferan es tan alta que, a
pesar de ser un aminoacido no esencial, la inhibicién de SLC1A5 -transportador de L-gln-
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impide la progresién de melanomas, cancer de prdstata y estomago (Wang Qy col., 2014,
2015; Luycol., 2017). Pese a que la mayoria de los estudios que relacionan la proliferacion
con el aumento de la demanda de L-gln se han realizado en células tumorales (Wise y
Thompson, 2010), se ha demostrado que esta caracteristica también esta presente en
algunos tipos de células normales que proliferan, como los linfocitos T al ser estimulados
por antigenos y las células madre esqueléticas (Yuy col., 2019; Shyery col., 2020). Por lo
tanto, teniendo en cuenta esta evidencia, postulamos que, de manera similar a la
glucdlisis, el metabolismo de la L-gln estaria desempefando un papel preponderante en la
regulacioén de la proliferacion de la célula de Sertoli. Cabe mencionar que el metabolismo
de aminoacidos en cultivos de células de Sertoli aisladas de ratas de 16 a 18 dias de edad
fue analizado por Kaisery colaboradores (2005); sin embargo, poco es lo que se sabe sobre
la regulacién del metabolismo de la L-gln en el fenotipo inmaduro de este tipo celular. De
esta manera, el segundo set de experimentos fue disefiado para estudiar la regulacién
hormonal del metabolismo de la L-gln y, asimismo, su participacion en la regulacién de la
proliferaciéon por FSH de la célula de Sertoli inmadura.

En primer lugar, evaluamos la expresion de los genes que codifican para las
proteinas clave implicadas en el metabolismo de la L-gln: Slc7a5, Slc38a5, Gls1, Gls2y Gs;
y corroboramos que los mismos se expresan en células de Sertoli inmaduras de rata.
Luego, se analizé el nivel de expresion para cada uno de estos genes bajo estimulacion con
FSH y observamos que la hormona no modifica los niveles de expresidon de los
transportadores de L-gln, SLC38A5 y SLC1A5. Sin embargo, no se puede afirmar con
certeza que la FSH noregule el transporte de L-gln. Precisamente, en enterocitos humanos,
sibien el factor de crecimiento epidérmico (EGF) no modifica los niveles totales de proteina
SLC1A5, dicho factor puede aumentar los transportadores de L-gln presentes en la
membrana plasmatica, favoreciendo la entrada celular de aminoacidos (Avissar y col.,

2008). Estos hallazgos sugieren la posible existencia de un mecanismo de translocacién
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para los transportadores de L-gln, mecanismo que no se descarta que exista en las células
de Sertoliinmaduras.

En cuanto al gen Gs —que codifica la enzima responsable de la biosintesis de novo
de la L-gln—, nuestros resultados muestran que la FSH regula negativamente su expresion
en células de Sertoli inmaduras. Este resultado resultd sorpresivo debido a que se
contraponia al concepto de lo elemental que resulta la L-gln en un contexto proliferativo.
Aun mas curioso fue el hecho de que la hormona tiroidea T3 —hormona que promueve la
maduracion de la célula de Sertoli y detiene su proliferacion— aumentaba la expresién del
gen Gs (datos no mostrados). Si bien no encontrabamos una respuesta que diese
explicacién a la disminucion de la expresion del gen que codifica para la enzima clave de la
sintesis de novo de L-gln en un escenario bioldgico de alta demanda del aminoécido, si
existian evidencias a nivel molecular que permitian especular sobre la ocurrencia de este
fendmeno. Van der Vos y colaboradores (2012) han demostrado que la expresion del gen
Gs depende de FOXO3y FOX04, factores de transcripcidon que se excluyen del nucleoyy, por
lo tanto, se inactivan al ser fosforilados por Akt. Dado que la FSH desencadena la activacién
de la via de sefnalizacion PI3K/Akt en células de Sertoli inmaduras, no seria ilégico pensar
que los niveles mas bajos de ARNm de GS como resultado de la estimulacién hormonal se
deban a la inactivaciéon de FOXO por Akt.

En lo que respecta a los genes Gls —que codifican las isoenzimas responsables de
catalizar el paso limitante de la via metabdlica de la glutamindlisis—, hemos observado
que, si bien la FSH no modifica la expresién de GLS1, la hormona aumenta los niveles de
expresion de GLS2 en células de Sertoli inmaduras. Por otro lado, se observé que T3 no
modifica la expresién de ninguno de estos dos genes (datos no mostrados). Este resultado,
en cierta forma, acercaba posiciones hacia el aumento de la demanda de L-gln ante un
estimulo mitogénico: su degradacién (glutamindlisis) pareceria estar mas activa a

expensas de una mayor expresidon de GLS2. Precisamente, numerosos estudios indican
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que la glutamindlisis aumenta en diversas células tumorales, pero por sobreexpresion de
GLS1, que resulta de suma importancia para la progresion del ciclo celular (Huangy col.,
2014; Pany col., 2015; Vidulay col., 2023; Suny col., 2025). Sin embargo, el papel de GLS2
es controvertido: en ciertas células de cancer, exhibe una funcién supresora de tumores,
mientras que en otras contribuye a aumentar la proliferacion (Katty col., 2017; Buczkowska
y Szeliga, 2023). No obstante, en células normales que proliferan, como los linfocitos T
activados, las altas tasas de proliferacion se acompafian de un aumento en la expresion de
GLS2, pero no de GLS1 (Wangy col., 2011; Eleftheriadis y col., 2016). En este punto surge
el interrogante de cdmo es posible que se active la degradacién de un aminoacido
condicionalmente esencial en un escenario de crecimiento celular. Si bien siempre se
consider6 a la glutamindlisis como una via catabdlica, existen reportes que demuestran
que esta via metabdlica puede ser también anabdlica. Estudios realizados por
cromatografia gaseosa/espectrometria de masa de impacto electrénico permitieron
evidenciar que la L-gln se comporta como fuente de carbono para la biosintesis de acidos
grasos que conforman los fosfolipidos de membrana (Metallo y col., 2011; Mullen y col.,
2011; Kimy col., 2017). En células que proliferan activamente se ha demostrado que en la
mitocondria el a-KG derivado de la glutamindlisis puede tener dos destinos posibles:
continuar su oxidacién en el ciclo de Krebs o ser convertido en isocitrato. Si bien
clasicamente la reaccidon del ciclo de Krebs catalizada por la enzima isocitrato
deshidrogenasa (IDH) es considerada irreversible en sentido isocitrato a a-KG, se debe
tener en cuenta que existen tres isoformas de dicha enzima: IDH1 (citoplasmatica), IDH2
(mitocondrial) e IDH3 (mitocondrial, ciclo de Krebs) y que IDH1 e IDH2, contrario a IDHS,
catalizan la carboxilacion reductiva de a-KG a isocitrato (Bell y Baron, 1968). El isocitrato
se puede convertir en citrato, molécula clave en la sintesis de acidos grasos, ya que
ademads de aportar el acetil-CoA citoplasmatico requerido como sustrato, es activador

alostérico de la acetil-CoA carboxilasa, enzima que cataliza el paso limitante de la sintesis

148



Discusion

de novo de acidos grasos. Las células de Sertoli inmaduras expresan las tres isoformas de
IDH (datos no mostrados). Por lo tanto, se podria especular que en células de Sertoli
inmaduras, la glutamindlisis se comportaria como una via anabdlica ante estimulos
proliferativos.

Por otro lado, con respecto a los factores de transcripcidon que podrian participar en
la regulacion de la expresion de las isoformas de GLS, existe evidencia que sugiere que la
expresion de GLS1 depende del factor de transcripcion c-Myc (Tambay y col., 2021); sin
embargo, las células de Sertoli no muestran induccion de Gls7 bajo el estimulo de FSH.
Ademas, un estudio ha evidenciado que la induccion de un gen particular que presenta
secuencias E-box en su promotor depende no solo del propio ¢c-Myc, sino también del
entorno transcripcional local: secuencias flanqueantes, el estado de metilacion de los
sitios E-box en un tipo celular en particular y la existencia de proteinas que podrian
competir por la misma secuencia especifica (Grandori y col., 2000). En este contexto, y
aungue nuestros resultados también muestran que la FSH incrementa la actividad de c-
Myc, es importante considerar que dicho aumento no necesariamente podria traducirse en
una induccidon de todos aquellos genes que presentan secuencias E-box en sus
promotores. Por otro lado, en lo que respecta a la regulacién de la expresién del gen Gls2,
existe evidencia que sugiere que la misma no depende de c-Myc, sino de n-Myc y GATA3
(Xiaoycol., 2015; Lukeyy col., 2019). Hasta el momento, no existen registros de que la FSH
regule la actividad transcripcional de n-Myc o GATAS3 en células de Sertoli de rata, por lo
que seran necesarios mas estudios para dilucidar el mecanismo que la FSH utiliza para
inducir Gls2.

Considerando que la FSH regula negativamente la expresién de GSy positivamente
la de GLS2 en células de Sertoli inmaduras, y dado que la sintesis de novo de L-gln y la
glutamindlisis se consideran vias metabdlicas antagoénicas, es posible inferir que la

regulaciéon observada por la hormona en células de Sertoli inmaduras son el reflejo de los
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mecanismos que operan para evitar un ciclo futil (Kovacevic y McGivan, 1983). En
consecuencia, por la manera en que se estructura la regulacidon del metabolismo del
aminoacido en células de Sertoli inmaduras, se sugiere una dependencia de la L-gln
exogena. Por lo tanto, la célula de Sertoli inmadura constituiria un ejemplo mas de que la
“adiccion” a la L-gln podria ser considerada una caracteristica metabdlica, no solo de
células tumorales sino también de células normales con capacidad proliferativa. Estos
resultados sugieren que en este tipo celular la FSH no solo regula la proliferacion, sino,
ademas, el metabolismo de la L-gln al disminuir la expresion de GS y aumentar la de GLS2,
escenario biolégico consistente con un aumento en el consumo del aminoacido en un
contexto proliferativo.

Se continuo el estudio ahondando en el papel de la L-gln en la acciéon mitogénica
de la FSH evaluando si el aminoacido se comporta como un modulador de dicha accién.
Para ello—y considerando los mecanismos mediante los cuales una célula puede disponer
de L-gln—, utilizamos dos estrategias experimentales distintas que conducen a la privacion
de este aminoacido: incubaciones en medios de cultivo habituales (L-gln 2.5 mM) en
presencia de un inhibidor farmacolégico de los transportadores de L-gln, GPNA; e
incubaciones en medios de cultivo sin L-gln. Lamentablemente, no existen informes
precisos sobre los niveles testiculares de L-gln. Solo se han realizado unos pocos estudios
en testiculos de equinos y carneros, pero los datos de concentracion corresponden a la
mezcla de L-gln con otros aminoacidos y no a la concentracidon de L-gln pura (Setchell y
col., 1967; Cordeiro Manso Filhoy col., 2013).

En primera instancia, evaluamos la capacidad de la FSH de activar la via mTORC1
en las condiciones experimentales mencionadas anteriormente, considerando que dicha
via es uno de los mecanismos moleculares utilizados por la FSH para modular la progresion
del ciclo celular en las células de Sertoli y que, ademas, existen claras evidencias que el

metabolismo de L-gln podria ser parte de los mecanismos moleculares que explican la
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acciéon de mTORC1 como sensor de nutrientes (Durany col., 2012; Cheny col., 2021). Los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis muestran que la FSH es incapaz de
incrementar los niveles de P-mTORC1 y P-p70S6K en condiciones de privacion de L-gln,
hecho que confirma que la actividad de mTORC1 depende tanto de la estimulacion
hormonal como de la presencia del aminodacido L-gln en células de Sertoli inmaduras. Si
bien no es una novedad que mTORC1 es el sensor indiscutible de aminoacidos en la célula,
los mecanismos moleculares por los cuales realiza esta funcion se han comenzado a
estudiar en los ultimos afos. El grupo cientifico liderado por el Dr. Sabatini ha descrito
detalladamente la complejidad bioldgica involucrada en el mantenimiento de la actividad
de mTORC1 por aminoacidos esenciales, mas especificamente por L-leu: brevemente, el
aminoacido L-leu suprime la actividad de la GAP de la proteina G monomérica RagA/B
(Chantranupongy col., 2016; Saxtony col., 2016). Considerando que la entrada de L-leu en
las células solo es posible mediante un intercambio con L-gln a través del transportador
dimérico SLC7A5/SLC3A2, también se postuld que L-gln es relevante para la regulacion de
la actividad de mTORC1 (Nickliny col., 2009).

Teniendo en cuenta estos resultados, y con lo discutido hasta este punto,
esperariamos que, como consecuencia de la incapacidad de la FSH para activar mTORC1
en condiciones de ausencia de L-gln, se vea impedida la proliferacion. Es por ello que nos
propusimos evaluar los parametros proliferativos bajo condiciones de privacién del
aminoacido. Al analizar la actividad transcripcional de c-Myc para ambas estrategias
ensayadas, observamos que, si bien la privacién de L-gln no afecta los niveles de ARNm del
factor de transcripcién estimulados por FSH, la ausencia de dicho aminoacido bloquea la
accion de la FSH sobre la actividad transcripcional de dicho factor, andlogamente a lo que
se observa en incubaciones con rapamicina. Resultados similares fueron observados en la
linea celular humana, INA-6, en la cual la ausencia de L-gln en el medio de cultivo provoca

un aumento de la degradacidén de la proteina c-Myc, sin modificar la transcripcién génica
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(Effenbergery col., 2017). Los resultados obtenidos apuntan, huevamente, a la existencia
de una regulacion a nivel proteico de c-Myc de forma mTORC1 dependiente. En resumidas
palabras, como la L-gln es necesaria para mantener la actividad de mTORC1, en ausencia
del aminoacido, FSH pierde la capacidad de aumentar la actividad transcripcional de c-
Myc en células de Sertoliinmaduras.

Como fue mencionado con anterioridad, dado que c-Myc es uno de los factores
transcripcionales mejor conocidos responsables de la expresion de las ciclinas (Bretones
y col., 2015), se analizaron también los niveles de expresion de CCND1 y CCND2 vy, en
concordancia con los hallazgos para la actividad transcripcional de c-Myc, observamos
que la FSH es incapaz de inducir la expresion de CCND1 y CCND2 en aquellas
incubaciones donde el estimulo hormonal se combina con medios de cultivo sin L-gln o
con GPNA. Resultados similares fueron reportados por Liy colaboradores (2023), donde la
expresion de CCND1 estimulada por arsénico fue inhibida por GPNA en células
uroepiteliales.

Por ultimo, evaluamos la incorporaciéon de BrdU y la marcacion del antigeno Ki-67
en células estimuladas con FSH en ausencia de L-gln, como respuesta biolégica final. Los
resultados presentados demuestran que la FSH es incapaz de inducir la proliferaciéon en
ausencia del aminoacido, evidenciado por una menor incorporacion de BrdU y una
disminuciéon en la marcacion de Ki-67 en aquellas incubaciones donde el estimulo
hormonal se combina con medios de cultivo sin L-gln o con GPNA. En este contexto, se ha
observado que la ausencia de L-gln impide el aumento del nimero de células progenitoras
cardiacas y que su proliferacién ocurre de manera dependiente de la concentracién de L-
gln (Salabei y col., 2015). Asimismo, ha sido demostrado que L-gln promueve la
proliferacion de células de cancer de ovario a través de la via mTORC1 (Yuany col., 2015).

En conjunto, y a partir de la implementacidon de dos estrategias experimentales

diferentes, evidenciamos que la presencia de L-gln seria unrequisito esencial para el efecto
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mitogénico de la FSH en las células de Sertoli inmaduras. En este contexto, proponemos
que no solo la glucdlisis sino también el metabolismo de la L-gln forma parte de los
mecanismos moleculares utilizados por la FSH para modular la progresién del ciclo celular
y la proliferacion en las células de Sertoli a través de la via mTORC1.

En este punto es importante destacar que, si bien observamos que la falta de L-gln
impidié el estimulo de FSH sobre la incorporacidon de BrdU y la marcacién de Ki-67 en
células de Sertoli inmaduras, no podemos descartar el hecho de que el efecto bioldgico
observado resulte de la falta de un metabolito derivado de la glutaminélisis, mas que de la
ausencia de L-gln per se. Considerando los resultados obtenidos con respecto a la
regulaciéon de la expresion de genes que codifican proteinas involucradas en el
metabolismo de L-gln por FSH en células de Sertoli inmaduras, puede deducirse que la
actividad de GLS podria ser relevante para la progresiéon del ciclo celular. Por lo tanto,
hipotetizamos que la glutamindlisis estaria cumpliendo un rol preponderante en la
regulacién de la proliferacion de la célula de Sertoli por FSH. Para corroborar esta hipotesis,
se efectuaron incubaciones con DON y se evalud, en primer lugar, el efecto de la inhibicion
de GLS sobre la activaciéon de mTORC1 mediada por FSH. De esta manera, evidenciamos
que la FSH es incapaz de activar la via de senalizacion de mTORC1 cuando se inhibe la
glutamindlisis. Si se bloquea la capacidad de FSH de activar mTORC1 al estar inhibida la
glutamindlisis, ¢qué ocurre con la proliferacion celular si se impide la glutaminélisis? En
este contexto, se evaluaron parametros proliferativos bajo la inhibicién de la actividad GLS
y se observd que los resultados obtenidos estan en consonancia con lo observado para la
ausencia de L-gln: la FSH no puede promover la actividad transcripcional de ¢c-Myc ni la
induccion de Ccnd1y Ccnd2, asi como tampoco es capaz de incrementar laincorporacién
de BrdU ni la marcacidn de Ki-67 en células de Sertoli inmaduras cuando se inhibe la
actividad de GLS. A la luz de este escenario, podria asumirse que la glutamindlisis es

relevante para que la FSH ejerza su accidén mitogénica en este tipo celular. En este contexto,
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varios autores han demostrado que la progresion del ciclo celular depende del flujo
glutaminolitico: el silenciamiento de Gis7 por ARN de interferencia pequefio redujo
notablemente las células positivas para Ki-67 en células madre neurales (Wang Y y col.,
2014), el tratamiento con DON de células de cancer pancreatico resistentes a la
quimioterapia convencional redujo significativamente la proliferacion celular (Chen y col.,
2017),y el compuesto 968 (inhibidor selectivo de GLS2) suprime el crecimiento del cancer
de mama de subtipo luminal (Lukey y col., 2019). Asimismo, se ha demostrado que los
inhibidores de GLS perjudican el desarrollo de embriones porcinos debido al bloqueo de la
via mTORC1 (Chen y col., 2021). En el ano 2012, Duran y colaboradores, basados en
evidencias experimentales, propusieron un posible mecanismo molecular que vincula la
glutamindlisis con la progresion del ciclo celular mediada por mTORC1. Estos autores
demostraron que el a-KG —producto de la glutamindlisis— es, al menos en parte,
responsable de la translocacion de mTORCH1 a la superficie de los lisosomas, debido a que
el metabolito promueve el intercambio de GDP por GTP en la proteina RagA/B. Se debe
considerar que la translocacion de mTORC1 a la superficie lisosomal es indispensable para
que la interaccion mMTORC1/Rheb sea fisicamente posible.

A partir de los resultados presentados, podemos suponer que la L-gln y/o sus
metabolitos derivados de la glutaminélisis podrian cooperar con la FSH para regular la
proliferacion de células de Sertoli mediante la activacién de mTORC1. Por otro lado,
considerando que la inhibicion de la actividad GLS conllevaria a la disminuciéon de los
niveles de a-KG como producto final de la glutamindlisis, nos propusimos evaluar el
posible papel regulador de este metabolito como mediador de los efectos mitogénicos de
la FSH en células de Sertoli inmaduras. En primer lugar, se analizaron parametros
proliferativos de células de Sertoli incubadas en presencia de a-KG y se observé que dicho
tratamiento condujo a un incremento en la incorporacién de BrdU y en la marcacién de Ki-

67. Para ahondar en el estudio de los mecanismos subyacentes a la respuesta bioldgica
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observada, se evaluaron los niveles de fosforilacion de mTORC1y p70S6K luego de incubar
células de Sertoliinmaduras con a-KG. Si bien son resultados preliminares, los mismos son
prometedores: se observd un incremento en los niveles de P-mTORy P-p70S6K, indicativos
de la activacion de la via de transduccion. De confirmarse estos resultados, a-KG seria
propuesto como mediador de la cooperacion que ejerce la glutaminélisis sobre el efecto
mitogénico de la FSH en células de Sertoli. Curiosamente, Yuan y colaboradores (2020),
describieron que, tanto in vivo como in vitro, a-KG induce hipertrofia muscular a través de
su interaccion con el receptor de membrana 1 de 2-oxoglutarato (OXGR1), perteneciente a
la superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Hasta este momento, no se han
reportado datos en la literatura sobre la expresion del receptor OXGR1 en células de Sertoli.
Si bien el a-KG podria estar participando en la regulacidn de la proliferacion de las células
de Sertoli inmaduras, el mecanismo molecular por el cual ejerce sus efectos no ha sido
definido aun. Los resultados preliminares presentados en esta tesis no permiten asegurar,
por el momento, efectos intracrinos (participacién directa sobre el mecanismo de
activacion de mTORC1) o descartar efectos autocrinos (a través de su salida al medio
extracelular por el transportador SLC13A3 y su posterior interaccidon con el receptor de
membrana OXGR1). Por lo tanto, mas estudios seran necesarios para corroborar los
posibles mecanismos mediante los cuales este metabolito podria estar participando del
mecanismo gatillado por la FSH para regular la proliferacién en células de Sertoli

inmaduras.

En conjunto, los resultados aqui presentados como parte del segundo objetivo
especifico de este trabajo de tesis sugieren que la L-gln y/o sus metabolitos derivados de la
glutamindlisis, en particular el a-KG, podrian cooperar con la FSH para regular la
proliferaciéon de células de Sertoli mediante la activacion de mTORC1. Ademas, dado que
la FSH regula positivamente la glutamindlisis mediante la induccidon del gen Gls2, el control

hormonal de esta via metabdlica podria formar parte de la compleja red de senalizacion
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gue desencadena la FSH para modular la progresion del ciclo celular, asegurando asi la
proliferacidon de este tipo celular. Por lo tanto, se puede concluir que la glutamindlisis es

necesaria para la proliferacion de la célula de Sertoli inducida por la FSH.
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Conclusiones

Este trabajo de tesis demuestra que, en la célula de Sertoli inmadura, existe una
estrecha relacion entre la proliferaciéon y el metabolismo celular —mas especificamente,
la glucdlisis y el metabolismo del aminoacido L-gln— necesaria para lograr el adecuado
desarrollo de este tipo celular, que condiciona la capacidad espermatogénica del individuo
adulto. En este contexto, hemos demostrado que la FSH promueve, ademas de la
proliferacion, la glucdlisis y la glutamindlisis; y que estas vias metabdlicas son necesarias
para la activacion de la senal de transduccion del mTORC1. Precisamente, mTORC1 es la
senal a través de la cual la FSH ejerce su efecto mitogénico sobre la célula de Sertoli. Los
resultados presentados en esta tesis refuerzan aun mas la existencia de una estrecha
relacién entre la regulacion metaboélicay la proliferacién, al demostrar que los metabolitos
derivados de la glucdlisis y la glutamindlisis —especificamente el lactato y el a-KG—
participan en el mecanismo de accién hormonal para regular la proliferacién celular a
través de la activacion de mTORC1.

Para finalizar, podemos decir que este trabajo de tesis contribuye de manera
significativa al conocimiento sobre la fisiologia de la célula de Sertoli inmadura, fenotipo
poco explorado alin pese a su relevancia en el desarrollo testicular. Restringido a un unico
capitulo de dos libros de referencia sobre este tipo celular, el estudio de la célula de Sertoli
inmadura se vuelve menester para comprender en profundidad los mecanismos que
suceden en el tubulo seminifero que conllevan a un adecuado numero de células de
Sertoli. Lo que es innegable es el hecho de que tanto la regulacién de la proliferacién como
el metabolismo de la célula de Sertoli son procesos clave cuyo control es critico para
garantizar una espermatogénesis normal. Retomando el legado de Enrico Sertoli, quien
describié por primera vez esta célula en el siglo XIX, esta tesis busca extender su aporte
inicial hacia la comprension de los factores y mecanismos moleculares que, en etapas
tempranas de la vida, son esenciales para una funcién reproductiva masculina normaly,

por lo tanto, para la fertilidad futura.
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