BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]_E’LOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Regulacidn de la esteroidogénesis y
la espermiaciéon en Rhinella
arenarum (Amphibia, Anura)

Czuchlej, Silvia Cristina

2018

Este documento forma parte de las colecciones digitales de la Biblioteca Central Dr. Luis
Federico Leloir, disponible en bibliotecadigital.exactas.uba.ar. Su utilizacion debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the digital collection of the Central Library Dr. Luis Federico Leloir,
available in bibliotecadigital.exactas.uba.ar. It should be used accompanied by the
corresponding citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Czuchlej, Silvia Cristina. (2018). Regulacion de la esteroidogénesis y la espermiacién en
Rhinella arenarum (Amphibia, Anura). Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad
de Buenos Aires. https://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n6515_Czuchlej

Citatipo Chicago:

Czuchlej, Silvia Cristina. "Regulacion de la esteroidogénesis y la espermiacion en Rhinella
arenarum (Amphibia, Anura)". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 2018. https://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n6515_Czuchlej

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: bibliotecadigital.exactas.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



https://bibliotecadigital.exactas.uba.ar
https://bibliotecadigital.exactas.uba.ar
https://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n6515_Czuchlej
https://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n6515_Czuchlej
mailto:bibliotecadigital.exactas.uba.ar

2TOE B

o u.raa;
0 RagUlias N
~ o

A . S
F  CERGASELACIAS 2,
= Y HATURALES w

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental

Regulacion de la esteroidogénesis y la espermiacion
en Rhinella arenarum (Amphibia, Anura)

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de
Buenos Aires en el area de Ciencias Biologicas

Lic. Silvia Cristina Czuchlej

Directora de Tesis: Dra. Nora R. Ceballos

Consejera de Estudios: Dra. Nora R. Ceballos

Lugar de trabajo: Laboratorio de Endocrinologia Comparada,
Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental, FCEN, UBA,
Buenos Aires, Argentina.

Buenos Aires, 11 de diciembre de 2018.



Resumen Tesis Doctoral 5.C. Czuchlgj

Regulacion de la esteroidogénesis y la espermiacion en

Rhinella arenarum (Amphibia, Anura).

En los anfibios estudiados, tanto la esteroidogénesis como la espermiacion pueden ser
estimuladas por las distintas gonadotrofinas: la hormona luteinizante (LH), Ia
gonadotrofina coriénica humana (hCG) y la hormona foliculoestimulante (FSH). En
Rhinella arenarum, la accidn de hCG sobre la espermiacién no requiere de la
biosintesis de esteroides aunque para la regulacion de ambos procesos se requeriria
la activacién de la proteina quinasa A (FKA). Uno de los objetivos de esta tesis fue
estudiar la participacién de la PKA y de la proteina quinasa C (PKC) en la accién de
las gonadotrofinas sobre la proteina StAR (Steroidogenic Acute Regulator protein),
considerada en mamiferos el paso limitante y hormonalmente regulable de la
esteroidogénesis, y sobre el proceso de espermiacion. Para el estudio de la regulacion
de la esteroidogénesis, primero se llevé a cabo la caracterizacion melecular del ADN
copia (ADNc) de StAR. Los resuitados obtenidos mostraron no solo un alto porcentaje
de similitud de la secuencia de StAR con la proteina de otros vertebrados sino también
la conservacién de los ..o consenso para ... fo_ rilacidon por A scriptos en
mamiferos. Esto Ultimo resulté consistente con el aumento de la expresion del ARN
mensajero ante los estimulos de hCG o de activaderes de PKA, aumentos que no se
ohservaron en la expresion de la proteina. Ademas, dado que en esta especie los
glucocorticoides disminuyen la sintesis de andrégenos, procedimos al analisis del
efecto de los mismos sobre la proteina StAR y sobre la produccion de esteroides. No
se observaron variaciones en la expresion basal de la proteina ni en la estimuiada por'
hCG, luego del tratamiento con distintas dosis de corticosterona o dexametasona. Esto
permite inferir que la disminucién de la sintesis de andrégenos por efecto de los
glucocorticoides no esta relacionada con la proteina StAR. Para el estudio de la
espermiacion, proceso dependiente de gonadotrofinas, se analizaron tanto la funcién
no candnica de la bomba Na'/K' como la activacion de las vias de PKA y PKC. Los
resultades obtenidos refuerzan la propuesta de la participacion de la forma no
canénica de la bomba Na*/K™ y del rol de PKA en el proceso de espermiacién pero no
de PKC. Por ofra parte, sélo la activacion de PKA afectd significativamente la
produccion de testosterona, confirmando que la esteroidogénesis y la espermiacién se

regulan por distintos mecanismos.

Palabras clave: sapo, testiculo, esteroidogénesis, espermiacitn, StAR, gonadotrofinas.
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Introduccion

Los anfibios

Los anfibios son los Unicos vertebrados actuales que, en su mayoria, transcurren una
parte de su ciclo de vida en el agua y otra en la tierra. Este doble habitat se expresa en
su nombre, “anfibios”, vocablo proveniente del latin del que se usa habituaimente el
plural neutro amphibia para referirse al grupo gue representa a estos animales. De
manera general denominamos anfibios a los individuos gue habitan los ambientes
terrestres y acuaticos, en mayor o menor medida, segun el estadio de desarrollo y |a

especie a la cual pertenezcan.

Por su origen evolutivo se.los considera uno de los grupos de descendientes de los
primeros tetrapodos devonianos. Estos ultimos evolucionaren a partir de un grupo
primitivo de peces con aletas Iobuladas, las cuales habrian dado origen a las
extremidades. Se calcula que esto ocurrié entre los periodos Devdnico y Carbonifero de

la era Paleozoica (Maddison y Schulz, 2007).

Los anfibios son y

esta expuesto, segun las especies y su distribucion, a las oscilaciones mas amplias de
temperatura, tanto estacionales como diarias. Ademas, este grupo se incluye en la
categoria de los mas amenazados, con un 31,62% de las especies en algun tipo de
riesgo (IJUCN, 2017, http://iwww.iucnredlist.org) y entre los factores que mas
contribuyen se encuentra, entre otros, la contaminacion producto de la actividad
humana {(Relyea y Mills, 2001; Blaustein y col., 2003; Zikov y col., 2017).

Los anfibios actuales se retinen en el grupoe Lissamphibia que se dividen en tres
clados, Anura (sapos, ranas y escuerzos), Caudata (salamandras) y Gymmophiona
(cecilias). La base de datos de “The AmphibiaWeb” incluye en la actualidad 7.932
especies (10 de septiembre, 2018), de las cuales 7.007 pertenecen al orden Anura,
716 al orden Caudata y 209 al orden Gymnophiona (https://amphibiaweb.org/

taxonomy/index.html).
Los anuros

Como se mencioné en ei parrafo anterior, los anfibios anuros incluyen a las ranas, los
escuerzos y a los sapos. Estas agrupaciones no estan definidas por una clasificacion
taxonomica pero hacen referencia a los tres grandes grupos eco-morfoldgicos que se
distribuyen en una numerosa cantidad de habitats y alcanzan una distribucion

geografica casi cosmopolita (Vitt y Caldwell, 2009). Constituyen el grupo mas
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sus extremidades anteriores por debajo de las extremidades anteriores de la hembra,
proceso denominado "amplexo”. Durante este procese ocurren cambios hormonales
gue llevan a que a medida gue la hembra libera los oocitos el macho descarga de
manera coordinada el fluido seminal, produciéndose la fecundacién (Vu y Trudeau,
2016). Todo lo mencionade implica la preduccion de una gran cantidad de gametas
por parte de ambos sexos como también que [a liberacion de las mismas sea un
proceso sincronico y altamente regulado, lo cual requiere una delicada coordinacién
entre varias sefales fisiologicas, conductuales y ambientales que dependen de Ias
interacciones subyacentes entre los sistemas endécrine y nervioso (Vu y Trudeau,
2018).

Requlacion de la reproduccién

La repreduccién es regulada principalmente por el eje hipotalamo-hipéfisis-gonadal, en
el cual interactian componentes del sistema nervioso central (hipotalamo) y del
sistema endocrino, este Ultimo compuesto por una glandula principal (hipdfisis) y
glandulas periféricas (testiculos y ovarios). El sistema nervioso central censa las

1 “n 7 ir” mo como del e rior (fotoperiodo,
temperatura, etc.}, las que son integradas por neuronas hipotalamicas que, a su vez,
liberan factores de liberacion o de inhibicién que reguian la funcién de la hipdéfisis. Hay
dos hormonas hipofisarias gonadotréficas que cumplen un rol fundamental en la
regulacion de la funcién reproductiva, LH y FSH. Ambas gonadotrofinas LH y FSH son
reguladas, entre otros, por un neuropéptido hipotalamico, GnRH. En las génadas, las
gonadotrofinas regulan tanto la produccion de gametas (ovocitos o espermafozoides)
como la sintesis de las hormonas sexuales (andrégenos, estrégenos, progestagenos).
Por uitimo, las hormonas sexuales tienen diversas funcicnes, entre ellas, regulan su
propia secrecion por medio de mecanismos de retroalimentacion positiva y negativa,

tanto a nivel hipofisario como hipotalamico.

La estructura de las gonadotrofinas y su papel en |a regulacién de la funcién testicular
han sido muy estudiades en mamiferos. Sin embargo, en anfibics los trabajos son muy
escasos. Casi todos ellos se realizaron en Lithobates catesbeianus (Hanacka y col,,
1984; Takada e Ishii, 1984; Takahashi y Hanaoka, 1985; Hayashi y col., 1992a, b},
aungue su estructura fue estudiada también en nuestro laboratorio y en el modelo
experimental de esta tesis, R. arenarum (Volonteri y col., 2013). También se
describieron dos gonadotrofinas diferentes, como LH y FSH de mamiferos, en
Lithobates pipiens, Bufo japonicus, Rana dybowskii, Pelophylax nigromaculata,

Xenopus laevis, Pelophylax esculentus y, como unico urodelo, Cynops pyrrhogaster
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{(toh y col., 1990; Itoh e Ishii, 1990; Pinelli y cal., 1996; Kim y col., 1998; Huang y col.,
2001; Saito y col., 2002; Komoike e Ishii, 2003; Zhang vy col., 2007).

En anfibios, tal como ocurre en mamiferos, las gonadotrofinas regulan el
funcionamiento gonadal y de ellas dependen los procesos que llevan a una
reproduccion exitosa. Sin embargo, en la actualidad persisten muchas dudas acerca
de las funciones gue llevan adelante LH y FSH y, sobre todo, si sus receptores poseen
la alta especificidad que tienen en mamiferos (Muoller y Licht, 1980; lTakada y col,,
1986; Yamanouchi e Ishii, 1990). En el anuro L. calfesbeianus, pese a que los
receptores parecen no tener tanta especificidad, LH aumenta significativamente la
concentracion plasmatica de andrégenos mientras que FSH no tiene casi efecto
{(Muller, 1977). Otro ejemplo es el del urodelo C. pyrrhogaster, en el cual FSH es
fundamental para estimular el pasaje de espermatogonias a espermatocitos primarios
en tanto que LH tiene un efecto muy débil (Abé y Ji, 1994). Ademas, FSH también

actla para preparar las células para el inicio de la meicsis (Yazawa y col., 2002).

En R. arenarum dos respuestas testiculares come la espermiacion y la
estercidogenesis pueden ser evocadas por ambas gonadotrofinas, LH y FSH, con
mayor ¢ menor potencia en una determinada condicién experimental, y ademas, por
hCG (Pozzi y Ceballos, 2000; Canosa y Ceballos, 20023, b; Canosa y col., 2003, Pozzi
y col., 2006; Volonteri y Ceballos, 2010).

El testiculo.

En anfibios, los testiculos son estructuras pares, alargadas o redondeadas, gue se
localizan a lo largo de la cara ventral del rifidn. Habitualmente son amarillos y varian
en la intensidad del coler, en el volumen y en la vascularizacion dependiende de la
edad de los animales asi como del estado nutricional v el momento del ciclo
reproductivo. El aspecto general del testiculo de R. arenarum se cbserva en la figura
1.
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Cuerpo graso
]

L I
Organo de Bidder Testiculo

Figura 1: Aspecto general del testiculo de R. arenarum.

Como en todos los vertebrados, la estructura del testiculo se puede dividir en dos
compartimentos, el intersticial, compuesto por tejido conectivo, vasos sanguineos y
células de Leydig productoras de hormeonas sexuales esterocideas, y el germinal, donde
ocurre la espermatogénesis, compuesto por los l6bulos seminiferos que contienen
células germinales o espermatogonias, asociadas a células de Serioli (Pudney, 1998).
En los vertebrados anamniotas, dentro de los que se encuentran los anfibios, la unidad
fi - vla ate sesele

una espermatogonia es rodeada por las proyecciones cifoplasmaticas de células de
Sertoli (Wake, 1969; Lofts, 1974; Dueliman y Trueb 1994; Pudney, 1995).

Espermatogénesis

La espermatogenesis comienza cuando se forma el cisto, Io que ocurre cuande una
espermatogonia primaria se asocia con la célula de Sertoli. A partir de ese momento,
las espermatogonias se dividen mitéticamente y originan grupos isogénicos de
espermatogonias secundarias que contindan rodeadas por las prolongaciones
citoplasmaticas de las células de Sertoli. La organizacién cistica lleva a que las células
germinales dentro del cisto se encuentren en |la misma etapa de desarrollo aunque
esto no ocurre entre los distintos cistos, que pueden estar en estadios diferentes, Casi
al final de la espermatogénesis, y cuando comienzan a formarse fas espermatidas
elongadas, se produce la ruptura de la pared del cisto y las espermétidas elongadas y
los espermatozoides adquieren la estructura de “matas de espermatozoides” (Figura
2).
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vertebrados mamiferos o no-mamiferos. En el primer caso, la espermiacion se refiere
a los procesos que conducen a la separacion de los espermatozoides de la célula de
Sertoli (Pudney, 1998). En el caso de los anamniotas, como por ejemplo los anfibios,
la espermiacion puede dividirse en dos etapas, la primera es la ruptura de la pared del
cisto y la segunda es la separacion de los espermatozoides de la célula de Sertoli. La
relacion temporal entre los dos sucesos difiere seglin se trate de urodelos o anuros.
En los primeros la liberacion de los espermatozoides ocurre al mismo tiempo gque la
ruptura de la pared del cistc en tanto que en lps anuros, la liberacion de los
espermatozoides es un suceso tempeoralmente posterior a dicha ruptura, como
consecuencia pueden observarse espermatozoides anclados a las células de Sertoli

por periodos prolongados como se mostrara en la figura 2 (Fudney, 1598).

Como se menciond, en los anuros la espermiacién comienza con la ruptura de la
pared del cisto, un evento abompaﬁado pbf cambios importantes en la citologia de las
células de Sertoli, y finaliza cuando fos espermatozoides son liberados a la luz del
I6bule seminifero y de ahi por el conducto de Wolff o uréter se liberan al exterior (De
Robertis y col., 1945; Burgos y Vitale-Calpe, 1967).

En R. arenarum la espermiacion ocurre como consecuencia del apareamiento en la
epoca reproductiva o bien como respuesta a una dosis de LH o hCG y puede ser
inducida in vitro per hCG (Pozzi y Ceballos, 2000). Por otra parte, en esta especie la
espermiacion no estd mediada por la sintesis de estercides en las células de Leydig
(Pozzi y Ceballos, 2000) y puede ser evocada con mayor potencia por FSH que por LH
en determinada condicion experimental (Pozzi y cel., 2006). Esto significa gue no
existiria un factor de naturaleza esteroidea sintetizado por la célula de Leydig que
medie la espermiacion estimulada por gonadotrofinas. Resultades similares se
describieron en L. catesbeianus y Leptodactylus ocelfatus (Rosemblit y col., 2006). En
el bufénido Bufo faponicus, se produce un aumento de la concentracion plasmatica de
LH y FSH como consecuencia del amplexo (Ishii e ltoh, 1992). Asi, la liberacién de los
espermatozoides que se produce como consecuencia del amplexo seria consecuencia

del aumento de la concentracion de LH, de FSH o de ambas.

Volonteri y col. (2010) mostraron, en experimentos in vitro, que hCG estimula la
espermiacion en R. arenarum por medio de |la activacion de la PKA y que PKC no
estaria implicada en esa via, aungue la activacién de dicha guinasa disminuye la

espermiacion estimulada por la gonadofrofina. Ademas, propusieron que dicha

activacién regularfa la actividad de la Na'/K'ATPasa (NKA) implicada en la

espermiacion. Los estudios realizados scbre la NKA se hasaron en investigaciones
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realizadas por Russo y Burgos (1969), las cuales sugerian que et tratamiento con hCG
provocaba una disminucion de la actividad de la NKA y, como consecuencia, un
aumento neto de la concentracion intracelular de Na' y una disminucion de la
concentracion de K™ en la célula de Sertoli. Este incremento podria desencadenar el
aumento del tamafio de la célula Sertoli, debide a la concemitante entrada de agua en
la misma, y su posterior ruptura, liberando a los espermatozoides hacia el lumen
lobular. Como resultado de sus trabajos Volonteri y col. (2010) sugirieron que para
determinar el rol de la NKA se requieren mas experimentos dado gue el mecanismo
por el cual este complejo de proteinas induce la liberacién de espermatozoides parece
ser diferente de |a actividad de bombeo clasica. Por ello, y para avanzar en el estudio
del rol de la NKA en el proceso de espermiacion se necesita profundizar en el

conocimiente con el que se cuenta sobre [a NKA.

La Na*/K* ATPasa

La NKA es una estructura compleja de membrana que cumple distintas funciones en
diversos procesos bioldgicos. Se la conoce principalmente como bomba Na*/K* o
bomba de Na', y en su funcién utiliza ATP para transportar 3 iones de Na' fuera de las
celulas y 2 iones de K' al interior, en contra de sus respectivos gradientes de
concentracion. La NKA esta compuesta por tres subunidades, a, § y una tercera, v,
gue estabiliza la estructura y pertenece a la familia FXYD. Hay cuatro isoformas de la
subunidad a (ai, a2, a3 y a4) y tres de la subunidad B (1, B2 y B3} (Lingrel y
Kuntzweiler, 1994; Malik y col. 1996). Las subunidades FXYD agregan diversidad

adicional ya que hay siete isoformas de tales proteinas (Clausen y col., 2017).

Las evidencias acumuladas durante muchos afos permitieron describir otra funcion de
la NKA, llamada funcion no canodnica. En dicha funcion se desempefia como
transductor de sefiales (Pierre y Xie, 2006), lo cual representa una funcion separada

de su funcién de transportador de iones a través de la membrana plasmatica.

Distintos trabajos mostraron que hay un pool de NKAs que reside y transmite sefiales
desde las caveolas, microdominios de la membrana plasmatica enriquecidos en
colestercl, glicoesfingolipidos y esfingomielina, que concentran varios receptores,
proteinas quinasas, fosfatasas y proteinas de andamiaje (Liu y col., 2002; Razani y
col.,, 2002). Las caveolinas son proteinas caracteristicas de las caveolas y una
subpoblacion de la NKA co-localiza especificamente con una de sus isoformas, la
caveolina 1, proteina que se fosferila en tirosina de una manera dependiente de la
activacién de Scr (Liu y col., 2002; Liu y col., 2003; Wang y col., 2004). La proteina Src

s una guinasa de tirosina que no es una proteina receptora (Haas y col., 2002). La
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subunidad a1 de la subpoblacion de la NKA localizada en las caveolas forma un

complejo funcional con Src (Tian y col., 20086).

Todas las isoformas de la subunidad a son proteinas transmembrana responsables de
las propiedades cataliticas y de transporte de la NKA, asi como también de
proporcionar sitios de union para cationes, ATP y esteroides cardioténices (CTS). La
subunidad § es responsable de la maduracion y la insercién de la subunidad a de la
NKA en la membrana plasmatica (Geering, 1991, Beguin y col., 1998; Hasler y col.,
1998). Una caracteristica importante de la NKA, a diferencia de otras ATPasas, es su
capacidad de unir CTS como la ouabaina (inhibidor del transporte de iones de NKA).
La naturaleza altamente conservada del sitio de unién a ouabaina de las Na*/K*
ATPasas en distintas especies sugiere que este juega un papel significativo (Lingrel,
2010). En general, los CTS ejercen sus efectos inhibiendo a la NKA, elevando [a
concentracion de Na' intracelular y, a su vez, aumentando la concentracion de Ca?*
intracelular a través del intercambio Na*-Ca?" (Blaustein, 1993). Hace ya varios afos
gue las evidencias acumuladas permitieron describir que la unién de CTS a la NKA
también se relacicna con la funcién de sefializacién anteriermente mencionada. La
mayor parte de lo que se sabe sobre los mecanismos de sefializacion se centra en los
estudios de la isoforma al. Algunos estudios in vitro sugieren que la unién de
ouabaina a la subunidad o de la NKA provocar la activacién de Src asociada a la
bomba. Es importante sefialar que el efecto de ouabaina sobre Src no depende de ia
inhibicion de la actividad de transporte. Esto es, la inhibicion sola no evoca la
respuesta dado que el vanadato, un inhibidor de la actividad de ATPasa, carece de
efecto sobre Src cuando se utiliza en una concentracien que inhibe completamente el

transporte de iones (Tian y col., 2008).

La interaccion de ouabaina con el complejo NKA/Src levaria a la transactivacion del
EGFR que, a su vez, activaria varias vias de sefalizacion {(Haas y col., 2002; Yuan y
col., 2005). Entre estas vias se puede mencionar la activacién de la fosfolipasa C, que
lleva a la produccion de DAG e IP3, que a su vez pueden, respectivamente, activar
varias isoformas de PKC y regular a corto plazo la concentracién intracelular de Ca?*
(Haas y col. 2002; Yuan y col. 2005). Las isoformas de la PKC que pueden ser
activadas por DAG vy calcio sen las conocidas come cenvencionales, PKCa, PKCRI,
PKCRIl y PKCy, que poseen los dominios C1 y C2 a los que pueden unirse,
respectivamente, ambos reguladores. Sin embargo, la familia que agrupa a las PKC es
mas amplia y esta compuesta ademas por las PKC noveles, PKC3, PKCg, PKCn vy
PKC8, que requieren solo la unién de DAG ya que ¢ :cen del dominio C2 y las PKC

atipicas, PKCs, PKCi1y PKCZ, que no son activadas ni por DAG ni  r calcio. Ademas,

9
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todas las isoformas tienen un dominio de pseudosubstrato que puede ser utilizado
como blanco de inhibidores de PKC (Fleming y Storz, 2017).

|La sensibilidad de la NKA a ta ouabaina depende no sélo de la subunidad a que se
exprese sino también de la especie. Hace tiempo se describié que dos especies de
anfibios anuros, R. marina y L. pipiens difieren en la sensibilidad a los CTS (Liu vy
Bentley, 1971). Las diferencias entre las especies mencionadas se reflejaron en la
capacidad del esteroide de inhibir in vitro el fransporte de Na* a traves del epitelio
vesical de cada especie. R. marina, un bufénido, fue menos sensible al inhibidor que 1.
pipiens, un ranido, probablemente debido a las diferencias en la sensibilidad de la NKA
presente en la vejiga de cada especie (Morris y col., 1997). Se especulé que esta
diferencia en la sensibilidad esta relacionada con la presencia de compuestos
endogenos similares a los esteroides cardioténicos que son secretados por las
glandulas parotoidas en los bufonidos. Los valores de las constantes de inhibicion por
ouabaina para los distintos tejidos de sapo son, vejiga 100 uM, piel, 1,6 mM, corazon,
100 uM vy rifion 35 pM, varios érdenes de magnitud mayores que los valores de Ki para
la inhibicion de la NKA de otras especies, que son menores a 1 yM (Morris y col.,
).
Ademas, Volonteri y col. (2010) mostraron que la NKA presente en el testiculo de R.
arenarum es sensible a tratamientos con ouabaina en concentraciones iguales o
mayores a 100 pM, lo cual genera una marcada disminucién de la espermiacion

estimulada por hCG.

Por otra parte, en dicho trabajo ninguno de los tratamientos realizados afectd la
esteroidogénesis estimulada por hCG por lo que se permitieron suponer que la

espermiacion y la esteroidogénesis estarian reguladas por diferentes mecanismos.

Los esteroides testiculares.

Las células de Leydig de los vertebrados tienen caracteristicas estructurales
conservadas aungue difieren en varios aspectos de |la esteroidogénesis. De hecho, los
productos finales de la sintesis de esteroides son diferentes. En los mamiferos, la
testosterona es el andrégeno testicular mas importante {Hall, 1994), mientras que en
anfibios el predominante es la 5¢-DHT {Wada y cotb., 1976; Muller, 1977, Antila y
Saure, 1978; Callard y col., 1978; Kime y Hews, 1978; Moore y col,, 1993; Canosa y
col., 1998). Sin embargo, R. arenarum, como en otros anfibios, también sintetiza
derivados reducidos de progesterona (Canosa y col, 1998). la produccion de
esteroides de 21 atomos de carbono fue descripta ademas en R marina, .

catesbeianus (Kime y Hews, 1978) y P. nigromaculata (Kobayashi y col., 1993). A lo
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largo del afo, R. arenarum exhibe un cambio importante en la capacidad
esteroidogénica. Los andrégenos son el principal producto testicular solo en el periedo
no reproductivo. En la época reproductiva (fines de septiembre-mediados de
diciembre), la sintesis de androgenos disminuye significativamente y aumenta la
sintesis de progesterona y sus derivados 3a/5a reducides (Cancsa y col., 2003). Esta
reduccion en la produccion de andrégenos, inducida por FSH, es debida a una
disminucién en la actividad de la enzima Cyp450c¢17 (Canosa y Ceballos, 2002a;

Fernandez Solari y col., 2002).

El aumento en la produccién de derivados reducidos de progesterona durante el
periodo reproductive no se asocia con la espermiacion dade que, como mencionamos
anteriormente, en el sapo las hormonas esteroideas no estan involucradas en la
induccién de la espermiacion por hCG (Pozzi y Ceballos, 2000; Volonteri y Ceballos,
2010).

Debido a todo lo expuesto se puede concluir que R. arenarum presenta un patrén
reproductivo disociado de andrégenos ya que los niveles plasmaticos de estos tambien
disminr--2n durante la época de apareamiento (Canosa y Ceballos, 2002b; Denari y
Ceballos, 2005). La figura 3 muestra el perfil estacional de la concentracién plasmatica
de testosterona (tomado de Denari y Ceballos, 2005). Las variaciones anuales de
testosterona observadas en dicha figura y en los niveles plasmaticos de
corticosterona, el glucocorticoide de los anfibios (ver mas adelante) permitieron

identificar las siguientes etapas en el ciclo reproductivo anual de R. arenarum:

1) etapa reproductiva, que abarca los meses entre septiembre y diciembre;
caracterizado por una baja concentracién plasmatica de andrégenos y valores
elevados de corlicosterona.

2) etapa post reproductiva, que abarca los meses entre enero y abril y se
caracteriza por tener una elevada produccion de testosterona y una moderada
de corticosterona

3) etapa pre reproductiva, entre los meses de mayo y agosto, caracterizada por

un importante incremento de |a concentracion plasmatica de testosterona y una

disminucién de corticosterona.

El analisis de [a concentracion plasmatica de testosterona en funcién del periodo
reproductivo mostrd que el valor minimo de testosterona en sangre se encuentra en la
etapa reproductiva y el maximo en el periocdo pre reproductivo (Denari y Ceballos,
2005).

11
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Figura 3: Perfil anual de la concentracion plasmatica de corticosterona total (), corticostercna
libre (&) y testosterona total {4). Los resultados se expresan como el promedio + EE. El
nimero de animales vario entre 5 y 8, dependiendo del mes. (Tomado de Denari y Ceballos,
2005)

En el testiculo, la transformacion de los esteroides de 21 atomos de carbono, como

pregnenolona, en androgenos es catalizada por el Cyp450c¢17.

La proteina StAR vy su rol en la esteroidogénesis.

Como ocurre en todos los tejidos esteroidogénicos, el primer pasc en la sintesis de
esteroides es la transformacion de colesterol en pregnenclona catalizada por la
enzima Cyp450sce, que se localiza en la membrana interna mitocondrial y es parte del
sistema que corta la cadena lateral de colesterol (Farkash y col., 1986). En general el
colesterol, de naturaleza no polar, se encuentra en las distintas membranas celulares,
estabilizandolas, y en las células que sintetizan esteroides en gotas lipidicas en el
citoplasma celular. Si bien las mitocondrias tienen, como todas las organelas, un pool
de colesterol en sus membranas, no todo es utilizado para la sintesis de esteroides.
Para ello, el precursor debe ser transportado a la membrana interna mitocondrial
donde se encuentra la enzima que cataliza el comienzo de la sintesis de los
esteroides. Se determind que este envio es un praceso asistido, es decir, que requiere
de un transportador de colesterol. Ademas, este proceso requiere la sintesis de novo
de proteinas y es considerado el paso limitante y hormonalmente regulable de la
sintesis de esteroides (Haynes y col., 1959; Karaboyas y Koritz; 1965; Jefcoate y col.,

1986, 1987). El descubrimiento y la caracterizacion de la proteina involucrada en dicho
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paso fue el objetivo de varies laborateorios y durante muchos afios surgieron distintas
proteinas candidatas para ser el regulador agude de la estercidogénesis. Estos
candidatos incluyeron la proteina transporiadora de esteroles 2 (SCP2) (Vahouny vy
col., 1987), el polipéptido activador de esteroidogénesis (Pedersen y Brownie, 1983,
1987), el receptor de periférico benzodiazepina/proteina translocadora (PBR/TSPO)
{Gavish y col., 1999) y {a proteina reguladora aguda de la esteroidogénesis, StAR, por
sus siglas en inglés (Clark y col., 1994) y todos fueron candidatos a ser la proteina
responsable de la regulacién aguda de la transferencia de colestero!l a la membrana

interna mitocondrial {Para una revision ver Stocco y col. 2017).

En mamiferos, el paso mencionado estd ampliamente estudiado y se considera que
StAR posee Ias caracteristicas necesarias para cumplir con el rol del regulador agudo
(Stocco y Sodeman, 1991; Clark y col,, 1994). Ademas, la idea de que la proteina
StAR cumple un papel indispensable en la esteroidogénesis proviene principalmente
de las observaciones de gue las mutaciones en el gen SIAR en humanos resultan en
la inhabilidad casi completa de esos individuos para sintetizar estercides y del hecho
de que los ratones StAR nulf tienen esencialmente el mismo fenotipo que se ve en la
patologia humana Hiperplasia Suprarrenal Congénita Lipoide (CLAH) {(Lin y col., 1995;
Caron y col., 1997). Una revisién reciente proporciona un resumen de las mutaciones

en StAR que se habian descubierto hasta ese momento (Miller, 2016).

En la regulacidon de la biosintesis de los esteroides tambien se mostié que se
requieren eventos dependientes de la fosforilacion por proteinas quinasas. La principal
quinasa reguladora de este proceso, entre los vertebrados estudiados, es la PKA. Sin
embargo, se documentaron muchas otras vias independientes de AMPc La
participacion de otras quinasas tales como la PKC, proteinas quinasas dependientes
de calcio-calmodulina y proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs), y
factores tales como metabolitos de acido araquidénico, factores de crecimiento, i6n
cloruro, entre otros, también se describieron y sus funciones pueden ser distintas
sequn la via esteroidogénica o la especie que se estudie {Cooke, 1989; Stocco y col.,
2005).

StAR es una proteina cuyo precursor tiene un peso molecular de 37 kDa y la proteina
madura de 30 kDa. En la secuencia de StAR de humanos y murinos se identificaron
dos sitios separados de fosforilacion por PKA, serina 56/57 y serina 194/195. Cuando
se mutan estos sitios disminuye la funcionalidad de StAR y la esteroidogénesis solo

cuando el sitio afectado es serina 194/195. {Arakane y col., 1987).
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Los trabajos de StAR en vertebrados no mamiferos son escasos y dispersos en cuanto
a la metodologia de estudio, pero en aquellos donde se realiza la caracterizacion
muestran que StAR parece estar fuertemente conservada entre los vertebrados.
Dentro de los trabajos en vertebrados no mamiteros podemos citar trabajos en peces
{Kusakabe y col., 2002; Kusakabe y col., 2009; Evans y Nunez, 2010), aves (Bauer y
col., 2000; Johnson y col., 2002} y anfibios (Bauer y col., 2000; Maruo y col., 2008; Kim
y col., 2009; Paden y col., 2010; Santillo y col. 2017).

El 6rgano de Bidder

Como ya se mencionara, una de las caracteristicas de la familia Bufonidae es [a
presencia, en el extremo anterior de cada testiculo, del érgano de Bidder (OB)
{Lamotte y col., 1973), que es par y similar a un ovario inmaduro con oocitos en
estadios previtelogénfcos y vitelogénicos tempranos (Scaia y 60I., 2011). Exhibe una
gran variabilidad en cuanto a su tamafo, entre individuos y, también, a lo largo del afio

{Scaiay col., 2011).

Los esteroides del drgano de Bidder

Sl bien la funcién del organo de Bidder no es muy clara, en nuestro laboratorio se
encontrdé que en R. arenarum dicho drgano es esteroidogénico y expresa las enzimas
Cyp450scc, 3-HSD/I, CypP450:17 y aromatasa (Scaia y col., 2011). Ademas, sintetiza
estradiol como uno de sus productos finales, siendo uno de los principales sitios de
produccion de estrégenos en los machos de esta especie (Scaia y col., 2013), que no
expresa aromatasa en el testiculo (Canosa y col., 1998). Por otro lado, |a castracion de
machos de la especie Dutlaphrynus melanostictus provoca un aumento del nimero de
foliculos y del peso del organo de Bidder durante la etapa reproductiva {Ghosh y col.,
1990), aunque si se remueve la hipéfisis junto con los testiculos los parametros
mencionados disminuyen y este efecto es revertido por la administracion de la
hormona luteinizante (LH), sugiriendo la acciéon de LH en la regutacién del desairollo
del 6érgano de Bidder. Por su parte, Pancak-Roessler y Norris (1991) demostraron que
en Anaxyrus woodhousii la administracién de hCG aumenta la sintesis de estradiol por
el OB, y el desarrollo de un rudimento de oviducto, sugiriendo que el OB posee

receptores para gonadotrofinas.

Ademas de androgenos y derivados de progesterona, en individuos post metamérficos
de algunas especies de la familia Ranidae, entre ellas P. esculentus, se han registrado
altos niveles de estradiol plasmatico, que a diferencia de R. arenarum se sintetiza en el

testiculo {(Fasano y col., 1989; Polzonetti-Magni y col., 1984). En R. arenarum también
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se midié estradiol en circulacién aungue no se sintetiza en el testiculo sino en el
organo de Bidder, tal como se mencionara en parrafos anteriores (Scaia y col., 2011;
2013).

La figura 4 muestra las variaciones anuales en la concentracién plasmatica de
estradiol. Scaia y col. (2013) observaron que el perfil anual de dicha hormona es
contrario al de testosterona, encontrandose los maximos valores en los meses de
primavera verano y los minimos durante el invierno. Los autores concluyen que la
minima concentracion de estradiol plasmatico se encuentra en el periodo pre
reproductivo mientras gque en los periodos reproductive y post reproductive no hay

diferencias significativas (Figura 4).
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Figura 4: Variaciones anuales de los niveles plasmaticos de estradiol (Ez) y testosterona (T). El
nimero de animales capturados en cada mes se indica entre paréntesis. Los valores de
estradiol estan expresados como pg de hormona por ml de plasma, mientras que los valores de
testosterona estan expresados como ng de hormena per ml de plasma. Cada punto de ta curva
representa el promedio £ EE {Tomado de Scaia y col., 2013).

Una de las preguntas gue surgié de esos estudios fue cual es el rol fisiologico de las
variaciones estacionales en la concentracion plasmatica de estradiol. Scaia y col.
{2018} propusieron que el aumento en los niveles de estradiol en el periodo post-
reproductive podria inducir la apoptosis de los cistos que avanzaron en su desarrollo

pero que no fueron espermiados sin afectar la proliferacién espermatogonial.
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La glandula adrenal/interrenal

En los mamiferos, las glandulas adrenales son estructuras compactas localizadas en
el polo anterior del rifién y estan compuestas por dos tejidos glandulares funcional y
embriologicamente no relacionados. La medula, que constituye la parie central de la
glandula, deriva de las celulas de la cresta neural de origen neuroectodérmico
mientras gue la corteza, que es la capa mas externa, deriva del tejidoe mesodérmico.
La medula adrenal estda formada por ceélulas cromafines que producen las
catecolaminas adrenalina y noradrenalina mientras que la corteza adrenat corresponde
a la parte esteroidogeénica de la glandula (Chester-Jones, 1957). A su vez, la corteza
se divide en capas morfolégica y funcionalmente diferenciadas. La zona glomerulosa,
la mas externa de todas, sintetiza aldosterona, la zona intermedia denominada
fasciculata produce GC y la zona reticularis, que estd en contacto con la médula,

secreta GC y hormonas sexuales.

En anfibios anuros en general (Chester-Jones, 1957) y en K. arenarum en particular
{Fustinoni y Porto, 1938), las glandulas interrenales son equivalentes, funcionalmente, a

1ales de mamiferos. Las interrenales tienen aspecto acintado, son de
color amarillo intenso y estan localizadas en la cara ventral de los rifiones mesonéfricos.
La glandula esta constituida peor trabéculas celulares que invaden el tejido renal en toda
su longitud. Los estudios de ultraestructura microscopica realizados en R arenarum
muestran que los cordones estan formados por dos tipos celulares diferenciados,‘ las
células corticales y las células cromafines (Piezzi y Burgos, 1968; Regueira y col,
2013a). El tipo cortical es el mas abundante y es el que puede ser comparado con las
celulas corticales de la glandula de los mamiferos. Por ofra parte, la glandula interrenai
de anfibios no presenta ningun tipo de zonacion morfolégica evidente, a diferencia de lo
que ocurre con la glandula de los mamiferos. Estudios de nuestro laboratorio mostraron
que la glandula interrenal de R. arenarum esta formada por células esteroidogénicas
con distinta capacidad para sintetizar corticosterona. Los distintos tipos celulares
tienen una regionalizacion especifica en la glandula, tal que las células que producen
menor cantidad de corticosterona se ubican en la zona mas interna de la glandula y su
namero disminuye hacia la parte posterior de la misma (Regueira y col., 2013a). Al
igual que lo que ocurre en L. cafesheianus (Varma, 1977) se desconoce si las células
que sintetizan menor cantidad de corticosterona son celulas con menor grado de

actividad biosintética o si son productoras de aldosterona.

l_os esteroides adrenales

En los mamiferos, el cortisol y la corticosterona sen hormonas esteroideas que tienen
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(Dong y col., 2004; Hu y col., 2008},

En animales silvestres también se observan variaciones en las concentraciones de
GCs. Factores ambientales, estatus social y perturbaciones fisicas como la
persecucion por parte de un predador pueden arriesgar su propia supervivencia, asi
como también su reproduccion (Meore y Jessop, 2003). A pesar de esto, la respuesta
al estrés tambien ayuda al animal a protegerse de los estimulos nocivos que encuentra

a su alrededor.

Numerosos estudios demostraron que en los anfibios las concentraciones de GC basal
e inducidas por estrés varian a lo largo del afio {(Remero, 2002}. En dicho grupo, la
concentracion de GC es mayor en |a época de apareamiento que en otros momentes
del afo, aumento que no se observa en mamiferos (Romero, 2002; Denari y Ceballos,
2005; Dickens y Romero, 2013; Madelaire y Gomes, 2016; Narayan y col., 2016). Por
otra parte, un aumento de GC tiene efectos agudos sobre aspectos reproductivos,

entre ellos el comportamiento {Leary y Crocker-Buta, 2018)

El fotoperiodo es uno de los factores exégenos mas importantes en la regulacion de la
re A , a5 ro T e n

importantes ya que la actividad metabolica depende de |a temperatura de su cuerpo y
ésta a su vez depende de la ambiental (Paniagua y col., 1990). De hecho, el principal
factor externo que regula el cicle reproductivo en anfibios y en reptiles parece ser la

temperatura ambiente (Paniagua y col., 1990).

En los ultimos afos, se llevaron a cabo muchos estudios acerca de la variacion anual
en la concentracion plasmética de GC. Si se tienen en cuenta los anfibios, es claro que
en la mayoria de las especies estudiadas los niveles plasmaticos de GC, tanto basales
como inducidos por estrés, varian a lo largo del afic. En los anfibios, a diferencia de lo
gque ocurre en mamiferos, es posible distinguir un clare aumento de |a concentracién
basal de GC en fa época reproductiva. En el caso de las variacicnes estacionales de
los niveles de estrés no hay un patrén clare o no se cuenta con suficientes trabajos
como para concluir al respecto. Por otra parte, tampoco se conoce hasta el momento
el modo en que se regula estacionalmente la secrecién de GC (fotoperiodo,
temperatura, disponibilidad de alimento) ni el valor adaptativo que tendrian estas

fluctuaciones {(Romero, 2002; Breuner y col., 2008).

El receptor de glucocorticoides

LLos GC modulan una gran variedad de procesos fisiolégicos y comportamentales

mediante la interaccién con por lo menos tres sitios de unién diferentes. Los GC
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pueden unirse a receptores de membrana plasmatica en diversas especies (Orchinik y
col., 1991; Borski, 2000; Evans y col., 2000, Gasser y Orchinik, 2000; Orchinik y col ,
2000; Breuner y Orchinik, 2009; Evanson vy col,, 2010; Jiang y col., 2014} o pueden
hacerlo a receptores intracelulares. En los mamiferos se han identificado dos
receptores citosdlicos para los esteroides adrenales, el receptor tipo | MR y el tipo |l o
GR (Veldhuis y col., 1982; de Kloet y col., 1993). I MR y el GR son miembros de una
familia de receptores de estervides que se caracteriza por poseer una alta homologia
de secuencia dentro de los dominios de unién al esteroide y al ADN, y actian como
factores de transcripcion ligando-dependiente regulando la expresion de genes
especificos (McEwen y col., 1986; Evans, 1988). El receptor de tipo | 0 MR une
aldosterona y glucocorticoides con una alta y similar afinidad (Veldhuis y col., 1982;
Beaumont y Fanestil, 1983; Krozowski y Funder, 1983; Arriza y col., 1987; Funder y
col., 1988; Rupprecht y col., 1993). El receptor de tipo Il o GR, posee una afinidad
menor por los GC que el de tipe | pero posee especificidad por estas hormonas y no

une aldosterona (Veldhuis y col., 1982).

Dentro de los anamniotas, en X. laevis se clond un receptor con alta similitud de

secuencia con el MR de rata y humano _stkos y col.,, .___, _.. embargo, no esta

claro si los niveles fisioldgicos de expresion del mismo son tales como para que resulte
funcional. Ademas, el efecto mineralocorticoideo de aldosterona y corticosterona sobre
el transporte de Na* en las células del rifidon parece estar mediado por el receptor tipo
fl ya que el flujo ibnico se bloguea con la administracion de RU486 mientras que no
ocurre con un antagonista del receptor tipo | de mamiferos {Schmidt y col., 1993). Por
otra parte, en la trucha Oncorhynchus mykiss se cloné el MR y no se detectd
aldosterona en plasma, por lo que cortisol seria el esteroide que se une a este
receptor (Colombe y col.,, 2000). lLos autores especulan que evolutivamente podria
haber surgido en primer lugar la funcién mineralocorticoidea mediada por este receptor

y luego aldosterona como mineralocorticoide.

En el caso de R. arenarum, la funcién mineralocorticoidea parece ser ejercida solo por
aldosterona (Ceballos y col., 1983; Pozzi y col,, 2002); permitiendo especular con la
existencia de dos receptores funcionalmente distintos como ocurre en los mamiferos.
En el testiculo de esta especie se detectd la presencia del receptor tipo |l pero no del
tipo 1, sugiriendo que al igual que en mamiferos los GC podrian modular/regular la
funcién testicular {Denari y Ceballos, 2006). Por otra parte, se describieron receptores
intracelulares en otros anfibios y en diversos organos y tejidos como higado, rifién y
piel (Lange and Hanke, 1988; Lange y col., 1989; Orchinik y col., 2000; Denari and
Ceballos, 2006; Regueira y col., 2013b).
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La enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa

La enzima 11p-HSD cataliza la interconversién de GC actives (cortisol, corticostercna)
en sus formas inactivas (cortisona, 11-dehidrocorticosterona). A pesar de estar
presente en varios tejidos, fue su expresion en rifdn la que le confirid su rol clasico,
siendo éste el de otorgar especificidad al MR renal. Al inactivar rapidamente los GC, la
11B-HSD impide la union de los mismos al MR, permitiendo la unién de aldosterona a
su receptor (Edwards y col., 1988; Funder y col., 1988; Funder, 1989). Por ctra parte,
como los GC una vez oxidados tampoco pueden unirse al GR, esta enzima puede
modular el accesc de los GC a su propio receptor mediante el control de los niveles
intracelulares de GC capaces de unirse al mismo (Seckl y Brown, 1994, Sheppard,
1998; Seckl y Walker, 2001). Entonces, ta 11pB-HSD determina la concentracion de GC
fisiologicamente activos en el interior de la célula regulande, de este modo, el acceso
de los GC a MR y GR in vivo (Monder y White, 1993). En ofras palabras, la accion de
los GC y de aldosterona en un determinado tejido no depende solamente de la

presencia de GR y MR sino también de la expresion de la enzima 118-HSD.

¢ 3 tla am 5. la 11B-
HSD1 se localiza en el reticulo endoplasmico liso (REL) y su cofactor es el NADP{H)
{Monder y White, 1993). La afinidad de esta isoforma por cortisol y corticosterona esta
en el rango micromolar (Agarwal y col., 1989; Monder y col., 1991) y, por otra parte, es
relativamente insensible a la inhibicion por acido glicirretinico (Monder y col., 1991,
Monder y col,, 1994a; Yang y Yu, 1994). La 11p3-HSD2 se localiza también en el REL
(Brown y col., 1993), es NAD"-dependiente, y su afinidad por cortisol y corticostercna
esta en el orden del nanomolar (Mercer y Krosowski, 1992). Esta isoforma funciona
esencialmente como una 11p-deshidrogenasa unidireccional (Agarwal y col., 1994,
Albiston y col., 1994; Naray-Fejes-Toth y Fejes-Toth, 1995; Zhou y col., 1995). Por otra
parte, estd sujeta a una fuerte inhibicién por producte final y por acido glicirretinico
{Rusvai y Naray-Fejes-Toth, 1993; Yang y Yu, 1994),

En cuanto a los anfibios, en la vejiga urinaria de K. marina se detecto la actividad
de una isoforma de la 11p-HSD con caracteristicas similares a la 113-HSD2 descripta
en el rifidn de los mamiferes. La misma pesee una clara preferencia por NAD* comao
cofactor, tiene una afinidad por corticosterona en el rango nanomolar y presenta una
actividad de deshidrogenasa unidireccional (Brem y col., 1991, 1993). Asimismo, se
inhibe por carbenoxeolona, lo cual provoca en dicho tejido un aumento en el transporte
transepitelial de Na' inducido per GC (Brem y col., 1989). Por otra parte, también se

describi¢ actividad de esta enzima en el testiculo de R. arenarum {Denari y Ceballos,
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2005), con caracteristicas similares a la enzima tipo |l de mamiferos. En esia especie
también se estudiaron las variaciones estacionales en la actividad enzimatica. l.os
resultados mostraron que el Km de la enzima, en el alrededor de les 200 nM, es
constante durante el afio pero la actividad aumenta durante el periodo post-
reproductivo. Dado que los valores plasmaticos de corticosterona basal durante los
tres periodos reproductivos son cercanos al Km de la enzima 11p3-HSD, esta enzima
podria jugar un rol fundamental en la inactivacién de los GCs circulantes disminuyendo
el efecto de la corticosterona en el testiculo. La observacion de que existen
variaciones estacionales de la actividad enzimatica sugiere que la expresion de esta
enzima esta regulada por factores gue también fluctuan estacionalmente y que

modularian el rol de la 113-HSD en el testiculo.

Ademds, en R. arenarum, al igual-que en mamiferos, la enzima co-localiza con el
receptor en las células de Leydig (Schultz y col., 1993; Denari y Ceballos, 2006), que
son el blanco principal de los GC en el festiculo (Statker y col., 1989). En los
mamiferos, los GC inhiben la produccion de festosterona en estas células (Cumming y
col., 1983; Cooke y col.,, 1992; Monder y col., 1994c; Hardy y Ganjam, 1997). Esta
inhibicién es mediada por el GR (Bambino y Hsueh, 1981; Monder y col., 1994a) y es
independiente de los niveles circulantes de LH (Gao y col., 1996; Gao y col., 2002). En
las células de Leydig, altas concentraciones de GC suprimen la produccién de
testosterona mediante la inhibicion de la expresion de enzimas esteroidogénicas
{(Welsh y col.,, 1982; Hales y Payne, 1989; Payne y Sha, 1991; Qrr y col, 1994).
Ademas, inhiben la expresion del receptor de LH {Bambino y Hsueh, 1981) y estimuian
la apoptosis de las células de Leydig inmaduras y maduras {Gao y col.,, 2002). Sin
embargo, se sugiere que dentro de cierto rango de concentraciones la enzima 11[-
HSD protege al testiculo del efecto negativo que ejercen los GC (Phillips y col., 1989;
Gao y col., 1996). En rata, el testiculo es uno de los tejidos que presenta mayor
actividad de 11p-HSD, asociada exclusivamente con las célutas de Leydig (Phillips y
col., 1989; Monder y col., 1994b). De modo que el papel testicular de la enzima seria
regular la produccion de testosterona mediante el ajuste de la concentracion
intracelular de GC. Fsta hipotesis esta avalada por el heche que la inhibicion de la
actividad de la 11p-HSD en las células de Leydig potencia la supresion causada por
corticosterona sobre la sintesis de testosterona (Monder y col., 1994a, 1994b) y que
las células de Leydig adultas expresan 11B-HSD con actividad oxidativa (Phillips y col.,
1989; Monder y col., 1994b).

A partir de todo lo expuesto, se pone de manifiesto que no es posible extrapolar los
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Objetivos e Hipotesis

A partir de los antecedentes mencionados para los vertebrados en general, y R.
arenarum en particular, surge el objetivo general de esta tesis que es caracterizar y
evaluar el rol de distintos factores que intervienen en la reguiacion de la

esteroidogeénesis y la espermiacién.

La hipotesis general de trabajo es que en los machos de R. arenarum la espermiacion

y la sintesis de estercides son procesos regulados independientemente.

Para llevar a cabo el objetivo principal Ia tesis esfa organizada en tres partes:

Capituto |

Objetivo general

Estudiar la regulacion de la espermiacion y la esteroidogénesis en cuanto a la

participacion de la NKA y la activacion de PKA.

Obijetivos especificos:

E d A I ‘..

Analizar la interaccion entre la PKC y un inhibidor de 1a NKA como la ocuabaina en
la regulacion de la espermiacion estimulada por hCG.

Estudiar la participacion de PKA en la via de sefializacion estimulada por FSH, en
fa espermiacion vy en la esteroidogénesis.
Las hipbtesis de trabajo vinculadas a estos objetivos que se ponen a prueba en este
capitulo son:

La espermiacion estimulada por hCG invoiucra la accién no canonica de la NKA.

La accion inhibitoria de ocuabaina sobre la espermiacion involucra la activacion de
PKC.

El mecanismo de accion de FSH para estimular la espermmiacion y la

esteroidogénesis es similar al de hCG.

Capitulo [l

Objetivo general

Profundizar los estudios de la regulacién de la esterocidogénesis testicular.

Objetivos especificos:
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Analizar el efecto de los glucocorticoides sobre la sintesis de andrdgenos vy la

expresion de la proteina StAR.

Estudiar la participacion de la enzima 11p-hidroxiesteroide deshidrogenasa en ia

modulacion del efecto glucocorticoideo.

Analizar el efecto de estimuladores de |a esteroidogénesis sobre la expresion de la

proteina StAR y la sintesis de andrégenos.

Las hipdtesis de trabajo vinculadas a estos objetivos que se ponen a prueba en este

capitulo son:

Los glucocorticoides disminuyen la sintesis de andrégenos al inhibir la expresién

de la proteina StAR.
La enzima 113-HSD inhibe |la accién de los glucocorticoides.

Tanto hCG como 8-Br-AMPc estimulan la sintesis de andrégenos al aumentar la

expresion de la proteina StAR.

Capitulo Il

Obijetivo general

Caracterizar la estructura molecular y estudiar la regulacién del ARN mensajero de la

proteina StAR de testicule.

Objetivos especificos

Caracterizar la secuencia completa de la proteina StAR.

Evaluar las relaciones filogenegticas a partir de las secuencias aminoacidicas de la
proteina StAR y la magnitud del componente filogenético en la variabilidad de la

secuencia.

Evaluar el efecto del tratamiento con hCG y 8-Br-AMPc sobre la expresion del
ARNmM de StAR.
Las hipdtesis de trabajo vinculadas a estos objetivos que se ponen a prueba en este
capitulo son:

La secuencia de la proteina StAR en R. arenarum esta altamente conservada en

comparacion con las de otros vertebrados.

Tanto hCG como 8-Br-AMPc estimulan la expresidn del ARNm de StAR.
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Apéndice. Soluciones y Buffers

1) Agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC): agua destilada, 0,1% v/v DEPC.

2} Medio de cultivo L-15 esteril (de Leibovitz, Sigma-Aldrich, EEUU) con el agregado
de 10 mM Hepes, antibidticos (100 Ul/ml de penicilina, 0,1 mg/ml! de estreptomicina),
antimicético (0,25 mg/ml de anfotericina B) y glucosa 60mM, pH 7,4. Para tratamientos
de 24 horas el medioc fue suplementado con 10% de suero fetal bovino. Este dltimo fue
previamente inactivado a 55°C durante una hora y ftratado con una mezcla de

carbon:dextrano (2%:0,2%, p/v) para eliminar los esteroides.

3) Medio Krebs Ringer Glucosa Hepes (KRGH): NaCl 0,9% p/v, KCI 1,15% plv, CaCl;
1,22% piv, KHzPO4 2,11% piv, MgS0O4 heptahidratado 3,8% p/v, glucosa 5,4% plv,
Hepes 0,026 M. pH=7 4.

4) Buffer de homogenizacion. 0,25 M sacarosa, 10 mM Tris-HCI, 0,4 mM, B-
mercaptoetanol, 0,1 mM EDTA, pH 7,4

5) Buffer de revelado: 1,25 mM luminol, 0,198 mM &cido cumarico, 0,038% viv

peroxido de hidrogeno (100 volimenes) en 100 mM de buffer Tris-HCI, pH 8,0.

8) Buffer de siembra: 40 mM Tris-HCI, 2% p/v dodecilsulfato sodico, 4% viv glicerol,
0,001% p/v azul de bromofenol, 2 mM B-mercaptoetanol, pH 6,8.

7) Buffer fosfato: NazHPQ4 81 mM, NaH:PO4 19 mM, pH: 7.4,

8) Buffer fosfato salino (PBS): buffer fosfato 10mM, NaCl 140 mM, pH: 7.4
9} Buffer RIA: PBS, 0,1% gelatina, 20 mM EDTA, 0,1% azida so6dica, pH 7.4.
10)Buffer TAE; Tris-Cl 0,04 M, EDTA 0,01 M; pH= 8.

11)PBS-T: Buffer fosfato salino 10 mM, tween 20 0,5 % viv.
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Abreviaturas

11p-HSD: 11p3-hidroxiesteroide deshidrogenasa
3p-HSD/; 33-hidroxiesteroide deshidrogenasalisomerasa
50-DHT: Sa-dihidrotestosterona

8-Br-AMPc: 8-Bromo adenosina 37,5 -monofosfato ciclico
ACTH: adrenccorticotrofina

AG: acido glicirretinico

Bi: bisindolimaleimida

BLAST: del inglés, Basic Local Alignment Search Tool
BLOSUM (BI.Ocks of Amino Acid SUbstitution Matrix
CLAH: Congenital Lipoid Adrenal Hyperplasia (HACL)
CRH: hermena liberadora de ACTH

CT: del inglés, cycle threshold

Cyp450scc: citocromo P450 colesterol desmolasa

CypP450.47 = Citocromo P450, 17-hidroxilasa, 17-20 liasa.

i G r

DEPC: dietilpirocarbonato

EGFR: del inglés, Epidermal Growth Factor Receptor
ExPASy: del inglés, Expert Protein Analysis System
FSH: hormona foliculo estimulante

FSHrh: FSH recombinante humana

GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
GC: glucocorticoides

GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas

GR: Receptor de Glucocorticoides o fipo 2

Tesis Doctoral $.C. Czuchlej

H&9: dihidrocloruro de N-[2-(p-Bromocinamilaminoetil]-5-isoquinolinasulfonamida

hCG: gonadotrofina coridnica hunana
HRP: del ingles, horseradish peroxidase

IP3: inositol trifosfato

IUCN: Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza

LH: hormona luteinizante

LHrh: LH recombinante humana

MEGA: del inglés, Molecular Evolutionary Genetics Analysis

MR: Receptor de Mineralocorticoides o tipo 1

MUSCLE: MUltiple Sequence Comparison by Log-Expectation
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Abreviaturas

MV: maxima verosimilitud

NCBI: National Center for Biotechnology Information

NKA: Na'/K'ATPasa

ORF Finder: del inglés, Open Reading Frame Finder
ORFs: marcos de lectura abiertos

PCR: Reaccion en cadena de la ADN polimerasa
PI3K: fosfatidil inositol 3 quinasa

PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina quinasa C

PMA: forbol-12-miristato-13-acetato

PostR: periodo post reproductivo

PreR: periodo pre reproductivo

PVDF; fluoruro de polivinilideno

RACE: del inglés, Rapid Amplification of cDNA Ends
RIA: radicinmunoanalisis

RT-PCT:

S -PAGE ) con de s¢
SIAS {Sequence ldentity And Similarity)

Src: del inglés, Stored Response Chain

StAR: del inglés Steroidogenic Acute Regulatory
STP: staurosporina

Tm: temperatura de fusion
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Especies de anfibios v sindnimos.

Lo que se conoce acerca de la diversidad de los anfibios cambia permanentemente
debido a que dia a dia se realizan nuevas descripciones y revisiones. Hay especies gue
desaparecen y otras nuevas que son descriptas. Ademas, el parentesco entre las
especies esta en revision permanente y de alli surge gue los nombres que se le otorgan a
cada una de ellas sean variables. En esta tesis se utiliza la nomenclatura mas
actualizada, sugerida por Frost (2011, Amphibian Species of the World 5.5, an Online
Reference, AMNH), por lo que a continuacion se mencionan los sinénimos mas conocidos

de las especies incluidas en ella:

Anaxyrus woodhousil = Bufo woodhousii
Duttaphrynus melanostictus = Bufo melanostictus
Glandirana rugosa = Rana rugosa

Lithobates cateshefanus = Rana catesbeiana
Lith Pt o

Lithobates sylvaticus = Rana selvatica
Pelophylax esculentus = Rana esculenta
Pelophylax nigromacufata = Rana nigromaculata
Pelophylax perezi = Rana perezi

Pelophylax ridibundus = Rana ridibunda
Rhinella arenarum = Bufo arenarum

Rhinella marina = Bufo marinus

Silurana tropicalis = Xenopus tropicalis
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Capitulo 1. Regulacién de la espermiacion y de la sintesis

de esteroides

En nuestro labeoratoric se ha demostrado en R arenarum el papel de las
gonadetrofinas LH y FSH recombinantes humanas (FSHrh y LHrh) y de hCG en la
induccion de la espermiacion y la estimulacion de la esteroidogénesis. Sin embargo,
los mecanismos por los cuales estas genadotrofinas inducen eslos proceso son poco
conocidos, aunque se sabe que el efectc de hCG sobre la espermiacion es
independiente de la sintesis de estercides (Pozzi y Ceballos, 2000). Posteriormente,
se propuso gue en la aclivacion de la espermiacién estan involucradas la NKA y la
PKA (Volonteri y col, 2010), lo que no parece ocurrir con la esteroidogenesis
estimulada en las mismas condiciones. Con el fin de aceptar o rechazar la hipétesis de
que hCG actlia a través de mecanismos de accion diferentes para la espermiacion vy la
esteroidogéenesis, se plantearon diversos disefios experimentales para estudiar la
funcion no candnica de la NKA. Ademas, FSHrh tiene un efecto bifasico sobre la
espermiacion a diferencia de lo que ocurre con hCG cuya curva dosis respuesta es
mon..sica ,. Jzzi y col., ,. . Jmando como base la propuesta de que las dic... tas
gonadotrofinas actian sobre distintos tipos celulares, Leydig y Sertoli (Pozzi y col,,
2001), se estudio la participacion de la PKA en la espermiacién y la sintesis de

esteroides estimulados por dicha gonadotrofina.

Materiales y Métodos

Animales

Para todos los experimentos se emplearon sapos machos adultos (170 £ 15 g) de la
especie R. arenarum, recolectados a lo largo de todo el afio en |a provincia de Buenos
Aires. La madurez sexual de los individuos se corrobord observando el tamafio y las
caracteristicas tipicas de los machos adultos tales como el canto y la presencia del
callo nupcial. Los animales de mantuvieron en el Biolerio de Animales No
Tradicionales de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de
Buenos Aires, cuyo entorno tiene vegetacién y libre acceso al agua, en condiciones
naturales de luz y temperatura,. Los animales podian alimentarse de los insectos
presentes en el habitat vy se complementd la alimentacidn con grillos y zofobas
(Zophobas morio) (Hadfield y col., 2006). El dia previo a cada experimento los
animales a utilizar se trasladaron al laboratorio, donde se los acondicioné en un cubil a
temperatura ambiente y libre acceso al agua. La mayoria de los ensayos de esta tesis

se realizd durante los periodos pre reproductivo (PreR, mayo a agosto), reproductivo
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{Ovan) en distintas concentraciones (0,1; 1 y 10 pM). En el esquema experimental que
se muestra a continuacion se detallan los tratamientos por pocillo, donde en cada fila
se distribuyen fragmentos elegidos al azar de uno de los testiculos, lo que garantiza
que cada testiculo tenga sus propios controles de la espermiacion. Estos son, el
control negativo representado por la espermiacion sin estimufar (KRGH) y el control
positive representado por la espermiacion estimutada por gonadotrofina (KRGH + hCG
20 Uh. Si los valores de los controles no difieren significativamente entre un testiculo y
otro, podemos suponer que los valores del resto de los tratamientos pueden ser
comparables de la misma manera. Asi, en uno de los testiculos se observa el efecto
de distintas concentraciones de ortovanadato sobre la espermiacion sin estimuiar y en

el otro testiculo se observa dicho efecto pero sobre la espermiacion estimulada.

Testiculo 1

1 ml KRGH + 1 ml KRGH + 1 ml KRGH + 1ml KRGH +
Quab 0,1 mM OVan 0,1 uM OVan 1 pMm Ovan 10 pM

Testiculo 2

1 ml KRGH + 1 ml KRGH + 1 ml KRGH + 1 ml KRGH +
20UIhCG + 20 Ul hCG + 20 UL hCG + 20 UL hCG +
Quab 0,1 mM OVan 0,1 pM OVan 1 pM Ovan 10 M

Rol de la PKC en la activacion de la funcién no canénica de la NKA

Con el objetive de analizar la participacién de la PKC en la accion inhibitoria que
ouabaina tiene sobre la espermiacién, se realizaron tratamientos con hCG en dosis
constante, con ouabaina, con y sin dos inhibidores de PKC, Bi (100nM) y STP (1 nM) y
con un activador de PKC, PMA (10 pM). Nuevamente, en el esquema experimental
gue se muestra a continuacion se detallan los tratamientos por pocillo, donde en cada
fila se distribuyen fragmentos elegidos al azar de cada uno de los testiculos. En este

caso ambos testiculos representan réplicas de cada tratamiento.
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Esquema de los tratamientos con Biy PMA:

Testiculo 1
1 ml KRGH + 1 mlKRGH + Y / 1 Ml KRGH + 1 ml KRGH +
20 UIhCG + 20 U) hCG + 20 UEhCG + 20 UIhCG +
Quab 0.1 mM Bi 100 nM Ouab 0.1 mM 1 ppan 10 M
+Bi 100 nM
Testiculo 2

1 ml KRGH +
20Ul hCG +
Ouab 0,1 mM
+Bi 100 nM

1ml KRGH +
20 Ul hCG +
PMA 10 uM

1 ml KRGH + 1 ml KRGH +
20 UIRCG + 20 JIhCG +
Ouab 0,1 mM Bi 100 nM

Esquema de los tratamientos con STP y PMA:

Testicule 1
/—\ . 1 mi KRGH + Fmigeee e\ FAMKRGH N /e
1 ml KRGH 20 UL hCG + 20 Ul + 20l 20 Ul hCG +
20 UGG Quab 0,1 mM STP 1 nM Ouap u,7 ma PMA 10 pM
+5TP 1 oM
Testiculo 2

1 ml KRGH + 1mIKRGH +Y / TMIKRGH+ /0 eriH +
20 UGG + 20Ul hCG + é%:t: gc1G *M 20UIRCE +
Quab 0,1 mM STP1aM A1 m PMA 10

ua m 1n T STE 1M 10 uM

Rol de la PKA en la espermiacion y la esteroidogénesis estimuladas por FSHrh

Con el objetivo de estudiar si la PKA esta invelucrada en la via de sefializacion
estimulada por FSHrh, tanto en la espermiacion como en la esteroidogénesis, los
fragmentos de testiculo obtenidos como se detallé anteriormente fueron incubados en
1 ml de KRGH en presencia y ausencia de 7,5 Ul de FSHrh {Pozzi y col., 20086), con
distintas concentraciones de H89, inhibidor de la PKA (0,01; 0,10; 1 uM}. Para poder
realizar comparaciones con el efecto provocado poer hCG, dos fragmentos de cada
testiculo se incubaron con 20 Ul de hCG uno de ellos y con 20 Ul de hCG mas 0,1 pM
de H89 el otro. Fl esquema que se muestra a continuacién detalla los tratamientos
realizados. En cada fila se distribuyen fragmentos elegidos al azar de cada uno de los
testiculos. Como en el esquema ya utilizado para los inhibidores de PKC, los testiculos

son réplicas de cada tratamiento.
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Esquema de los tratamientos con FSHrh y H89:

Testiculo 1
1 miKRGH + 1 mlKRGH + 1 il KRGH + 1 ml KRGH +
20 UL hCG + 7,5 UL FSHrh + |{ 7.5 U FSHrh 7.5 Ul FSHr
H29.0,1 pM HB9 0.0 pM +HB9 0,1 uM +HBS 1 pM
Testiculo 2

1 m KRGH + 1 mlKRGH + 1 ml KRGH +
75 LI FSHh +1 7.5 UIFSHrh 7.5 Ul FSHrh

H8S 0,01 pM +HB9 0,1 uM +Hag 1 pM

1 ml KRGH +
20 UT hGG +
H89 0,1 pM

En todos los experimentos las placas se incubaron durante 2 horas a 28°C, en un

bafo con temperatura controlada y con agitacion.

Cuantificacion de la espermiacion

Transcurrido el tiempe de tratamiento se retiraron cuidadosamente los fragmentos de
nm incubacion. De cada medio se separ¢ una alicuota de 100 pl para
realizar la cuantificacion de espermatozoides y el resto se guardo a -20°C para la

posterior medicion de androgenos.

El recuento de los espermatozoides liberados al medio de incubacion se realizd
utiizando una camara de Neubauer que consiste en un portachjetos con una
cuadricula de dimensiones conocidas, en donde se puede contar el nimero de células
por unidad de area. Antes de la cuantificacion, y con el fin de inmovilizar los
espermatozoides, a los 100 pl de medio se les adicionaron 5 pl de etanol. El conteo de
los espermatozoides se realizd con un microscopio de campo clare utilizando el
objetivo de 40X. En caso que fuera necesario se realizaron distintas dilucicnes del
medio con el fin de facilitar el contec de espermatozoides. EI numero de

espermatozoides por mililitro se calculd en base a la siguiente formula:

N = n x inversa del factor de dilucién x (1/factar velumen)
Siendo:

N = numero de espermatozoides por ml

n = nimero de espermatozoides contados

Factor volumen = 1x10* ml x nimero de cuadrantes contados.
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Cuantificacion de androgenos mediante radicinmunoanatlisis

La produccion de andrégenos en los medios de cultivo obtenidos en los distintos
experimentos fue analizada por RIA. Para ello, se utilizdé el marcador radioactivo
[1,2,6,7-"H]testosterona (70 Cifmmol; Perkin-Elmer, EE.UU) y un anticuerpo policlonal
anti-testosterona preparade en oveja (Universidad de Colorado, Colorado, EE. UU.).
Este ultimo se empled en una dilucion final de 1:125.000 y posee una reaccion
cruzada de 35% con Sa-dihidrotestosterona. Los coeficientes de variacion intra e inter
ensayos fueron, respectivamente, 7,6% y 9,4%. La curva de calibracién abarctd un
rango de concentraciones entre 31,25 y 4000 pg/ml y se obtuvo incubando en buffer
RIA (ver Soluciones y Buffers) una cantidad constante de testosterona-*H y de
anticuerpo, y concentraciones crecientes de testosterona radioinerte. La reaccién se
llevé a cabo en un volumen final de 0,5 ml durante 20-22 hs a 4°C. Para separar la
hormona unida de |a libre se utilizd el método de carbon:dextrano (3,5:0,05 % p/v). La
radioactividad total se determino incubando testosterona-*H en ausencia de anticuerpo
y sin separar la hormona libre de la unida. La unién inespecifica se determint en
ausencia del anticuerpo. El unido maximo se calculé con testosterona-*H y anticuerpo,
en ausencia de hormona radioinerte. Estos parametros y todos los puntos de la curva
se realizaron por triplicado. Las mediciones de las muestras se realizaron por
duplicado. L uego de la separacién de la hormona unida y la libre, la radicactividad de
cada muestra se determino utilizando 1,5 ml de liquido de centelleo OptiPhase-Hi safe
3 (Wallac Co., Finlandia) y el equipo Wallac 1409 DSA (Wallac Co., Finlandia.). Dado
que el anticuerpo tiene una reaccion cruzada del 35% con Se-dihidrotestosterona, los

resultados se expresaron como la concentracion de androgenos (pg/ml de medio).

Analisis estadistico

L os resultados se expresaron como medias * el error estandar (EE), y se analizaron y
compararon mediante ANOVA seguida de la prueba de comparaciones miltiples de
Tukey para detectar diferencias significativas entre los tratamientos (Steel y Torrie,
1980). Tanto para la cantidad de espermatozoides como para la produccidén de
andrégenos los datos se analizaron utilizando un disefio de ANOVA generalizado de
blogues al azar. Para los tratamientos con orftovanadato, con una Unica observacion
por bloque, para los tratamientos con inhibidores de PKC, con mas de una
observacién por tratamiento dentro de cada blogue, En todos los casos, cada sapo fue
considerado como un bloque. Los analisis estadisticos se realizaron con el programa
STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc., OK, EE. UU.). Las diferencias se consideraron

significativas con p <0.05. Antes del analisis estadistico, los datos fueron probados
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para normalidad y homocedasticidad por medio de Lilliefors y la prueba de Bartlett,
respectivamente. Los valores de la cantidad de espermatozoides fueron transformados
aplicando el log:o{x} para corregir la normalidad. LLos datos de la produccion de

androgenos no se transformaron ya que satisfacian los supuestos del ANOVA.

Resultados y Discusion

Los resultados presentados en la figura 5 muestran que con ninguna de las dosis de
ortovanadato de sodio utilizadas, la inhibicion del transporte de iones modifico la
espermiacion con respecto al control sin tratar con el inhibidor, tanto para [a respuesta
basal como para la estimulada. Estos resultados son similares a los obtenidos por
Volonteri v col. (2010), quienes bloquearon el transporte de iones utilizando un
inhibidor de canales de Na*. En dicho trabajo, se mostré que ta activacion de la bomba
NKA se encontraba involucrada en el proceso de espermiacién estimulado por hCG.
En primer lugar, se utitizd cuabaina como inhibidor de la NKA vy los resultados
mostraron que la espermiacién estimulada por hCG disminufa, a diferencia de lo
propuesto originalmente por Russo y Burgos (1969}, quienes habfan sugerido que el

¢ 177 sobrelae ermiacion involucraba la inhibicién de la bomba celular. En
cambio, los resultados obtenidos por Volonteri y col. (2010) parecian indicar que la
inhibicién del trasporte de iones era lo que disminuia la espermiacion. Para verificar si
ese era el caso, se bloquearon los transportadores de Na* sensibles a amilorida, lo
que tampoco modificd ni la espermiacion basal ni la estimulada por hCG. Esos
resultados hicieron pensar que quizas no era el transporte de iones lo gue se
encontraba involucrado en dicho proceso. Los resultados obtenidos con ortovanadato
de sodio contribuyen a sostener esta Ultima idea y a reenfocar la funcion de la NKA

involucrada en la espermiacion.
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utilizé hCG y ouabaina mas inhibidores de PKC {(Bi 6 STP) con el objeto de determinar

si estos timos revertian el efecto de ouabaina sobre la espermiacion inducida.

Los resultados obtenidos utilizande ambos inhibideres son coincidentes y muestran
gue la inhihicion de la PKC no revierte el efecto inhibitorio de ouabaina sobre la
espermiacion estimulada por hCG (Figura 6 A y B). Si ouabaina actuara estimulando la
via de la PKC para bloquear la espermiacion, entonces su efecto se veria inhibido ante

la presencia de Bi o STP, lo que no ccurre en nuestras condiciones experimentales.
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Hasta aca se puede plantear que la espermiacion inducida por hCG en R. arenarum
no involucraria el transporte de iones por la NKA y que el proceso estaria regulado de
alguna manera por la funcion no candnica de la enzima dado que la accién de
ouabaina disminuye la espermiacion inducida por hCG. El tratamiento con
ortovanadato, un inhibidor la actividad ATPasica, no tiene efecto sobre dicho proceso y
se sabe que el uso del mismo no afecta la actividad de Src (Tian y col.,, 2006). Como
se mencionara en la introduccién, el sitic de union de cuabaina a la NKA estd muy
conservado entre las distintas especies, lo cual sugiere que juega un papel
significativo en el mecanismo de accion (Lingrel, 2010). Es decir, este sific podria tener

un ligando endégeno que cumpla importantes funciones fisiologicas.

Por otro lado, se describié que muchos miembros de |la familia Bufonidae secretan por
las glanduias parotoidas compuestos esteroideos, de tipo glucosido cardiaco, que se
denominan bufadiendlidos. En un trabajo de Perera Cérdova y col. (2016) se muestra
como esta sustancia, y otras similares, inhiben la actividad de la bomba en una
preparacion de rinén de origen humano. Laursen y col. (2015) analizaron, por
cristalografia de rayos X, la estructura del complejo constituido por NKA de rifion de
porcine y bufalina, y su apariencia es estructuralmente similar a la de los complejos
formados por NKA y ouabaina. Estos hallazgos sugirieron un mecanismo similar para
la inhibicion de NKA por bufadiendlidos, lo que permitiria sostener la hipotesis de la
existencia de un ligando enddgeno semejante a ouabaina en anfibios. Por otra parie,
varios frabajos focalizados en el estudio de la funcién de sefalizacion de NKA
mostraron que dosis bajas de ouabaina, que no llegaban a afectar el transporte de
iones a traves de la bomba, lograban activar una via de sefalizacion (Aizman y col.,
2001; Dmitrieva y Doris, 2003; Contreras y col., 2004; Saunders y Scheiner-Babis,
2004).

Es importante recordar lo que se mencicnara en la Introeduccion, esto es que en los
meses de enero y febrero se reinicia la espermatogénesis y que es posible encontrar
la estructura de “matas de espermatozoides” que no se liberan de las células de
Sertohi. Por otra parte, también es importante considerar que la espermiacion de esos
espermatozoides puede inducirse /n vitro por hCG a lo largo de tedo el afo (Pozzi y
col., 2000). ;Puede la NKA tener algun rol en la inhibicion de la espermiacion a lo

largo del afio, antes que se produzca el amplexo?

Los resultados mostrados en distintos trabajos, sumados a los presentados en esta
tesis, permiten proponer que un putativo ligando endogeno para la NKA del testiculo

de R. arenarum podria estar evitando, mediante [a activacion de vias de sefalizacién
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asociadas a la funcion no canonica de la bomba, el desprendimiento de los
espermatozoides ya maduros de las células de Sertoli sin alterar la relacion de iones
Na*/K* de la ceélula. Ademas, que durante el amplexo el aumento de las gonadotrofinas

podria blogquear la mencionada inhibicion.

En esta tesis, no se pudo demostrar que la PKC estuviese involucrada en la via de
sefializacion activada por ouabaina {(Figura 6 A y B), por lo que se podrian pensar por
lo menos en dos alternativas. Obviamente, una de ellas es que ouabaina esté
activando una via de sefalizacién que no incluya a PKC. Por otro lado, que la isoforma
de PKC que expresa el testiculo del sapo no sea inhibida ni por Bi ni por STF, a pesar
de ser inhibidores de amplio espectro. Esto ultime permitiria explicar los resultados
obienidos con PMA, activador de PKC, gque muestran inhibicién de ia espermiacion

estimulada por hCG.

Algunos trabajos, enfocados a estudiar la regulacion de la actividad de la NKA
plantean que la bomba puede ser regulada por AMPc, via 1a activacion de PKA vy la
subsecuente fosforilacion de la subunidad «, lo que resulta en la endocitosis de las
hombas localizadas en las caveolas (Meister y col., 1889; Bertorello y col., 1991; Cuiy
Xie, 2017). Por otra parte, Volonteri y col. (2010) propusieron que la accién de hCG
sobre la espermiacion esta mediada por la activacion de PKA, que actuaria sobre Ia
actividad de la bomba. Esto podria sugerir que la accion de hCG genera una

disminucién de la NKA de las caveolas, anulando la inhibicion de la espermiacion.

Rol de FSHrh en la regulacién de la espermiacion.

Pozzi y col. (2001) informaron que el tratamiento con FSHrh de células de Sertoli
induce un aumento de AMPc. Por otra parte, dicha gonadotrofina puede estimular
tanto la espermiacion como la esteroidogénesis (Pozzi y col., 2006), aunque la curva
dosis respuesta indica que FSHrh tiene un efecto bifasico sobre la espermiacion a
diferencia de lo que ocurre con hCG, cuya curva dosis respuesta es monofasica. Estos
antecedentes sugirieron que es probable que ambas gonadotrofinas usen distintos
mecanismos. Para analizar esto, se estudié el efecto de la inhibicién de la PKA scbre

ta espermiacion y la esteroidogénesis estimulada por FSHrh.

Los resultados obtenidos cuando se analiza la espermiacion inducida por FSHrh, en
presencia 0 ausencia de un inhibidor de la PKA, muestran que la espermiacion puede
estimutarse con FSHrh y su efecto no difiere significativamente del de hCG. Ademas,
todas las concentraciones utilizadas de H89 generan una disminucién de la

espermiacion estimulada por FSHrh tal como ocurre con hCG (Figura 7).
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Estos resultados ratifican que en R. arenarum ambos procesos, esteroidogenesis y

espermiacion, son regulados de manera independiente.

En conclusion, se confirma que NKA esta implicada en el proceso de espermiacion
estimulado por hCG, aunqgue en su funcién no canonica. En cambio, ninguna de sus
dos funciones, la de transporte de iones ¢ la de receptor para la activacion de vias de
sefializacion, esta involucrada en la sintesis de andrégenos estimulada por hCG.
Ademas, en la espermiacion estimulada por ambas genadotrofinas, hCG y FSHrh, se
activa la via de la PKA. En cambio, H89 no afecta la sintesis de andréogenos aunque,
paraddjicamente, trabajos antericres del Ilaboratorio describieron que la
esteroidogénesis puede ser estimulada por tratamientos con 8-Br-AMPc¢ (Volonteri MC,

Tesis de Licenciatura 2009).

Varios trabajos que estudiaron la regulacion de la esteroidogénesis mostraron que
existen diferentes vias por las que se puede activar la sintesis de esteroides (para
revisiones ver Stocco y col., 2005; Socco y col., 2017), por lo que una posibilidad a
tener en cuenta es que la activacion de la PKA con 8-Br-AMPc podria corresponder a
algun paso de una via distinta a la estimulada por las gonadotrofinas utilizadas. No hay
demasiados estudios en |a literatura con respecto a anfibios. Por ejemplo, Di Fiore y
col. (2016) proponen que el d-aspartato es un regulador importante de la sintesis de
estercides testiculares en P. esculenfus y que podria actuar utilizando diversos

mecanismos, entre ellos la activaciéon de adenilato ciclasa (Di Fiore y col., 2014).

En R areparum, GnRH también posee receptores en el testiculo y regula la
esteroidogénesis pero su efecto a corto y largo plaze es inhibitorio (Canosa y col.,
2002).

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos permiten proponer que hCG tiene dos
mecanismos de accion diferentes, uno involucrando a la NKA, responsable de la

espermiacion y otro, independiente de la bomba, responsable de la esteroidogénesis.
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Capitulo 2. Regulacién de la esteroidogénesis testicular

En el capitulo 1 de esta tesis se determiné que distintos tratamientos que tienen efecto
en la espermiacidon no modifican la sintesis de andrdgenos, por lo que se decidio
profundizar los estudios en la regulacién de la esteroidogénesis testicular. Para esto,
se plantearon experimentos para analizar el efecio de los GC sobre |a sintesis de

andrégenos y sobre la expresion de la proteina StAR.

Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron sapos machos adultos de la especie R. arenarum. Los animales fueron

recolectados, mantenidos y alimentados como se describié en el Capitulo 1.

Obtencion de material biolégico

Para la obtencion de los testiculos, los animales se anestesiaron y procesaron como

se describio en el Capitulo 1.

! I8 se 3 di y S€ ( en
medio de cultivo L-15 estéril (Canosa y Ceballos, 2002) (ver Soluciones y Buffers) y se
separaron de los cuerpos grasos, el mesorquic y los organos de Bidder. Ambos
testiculos de cada animal utilizado pesaron entre 190 y 220 mg. Desde este paso en
adelante se trabajo en condiciones de esterilidad. El tejido se cortd en fragmentos de
aproximadamente 2 mm de grosor gue pesaban 20 £ 3 mg. Los extremos de los
testiculos no se incluyeron en los tratamientos. Ademas, se extrajeron ambos rifiones
con sus respectivas glandulas interrenales. Ambos érganos se separaron rapidamente
bajo lupa en una placa de Petri con medio KRGH. Se realizd un lavado exhaustivo de

las interrenales con el mismo medio con el objeto de eliminar los restos de sangre.

Papel de los glucocorticoides en la requlacion de la sintesis de andrégenos

Efecto de corticosterona scbre la secrecion basal y estimulada de andrégenos

Los fragmentos de cada testiculo se transfirieron al azar a placas de cultivo multipocillo
que contenian el medio de cultivo L-15 con y sin distintas concentraciones de
corticosterona, el glucocorticoide natural de |la especie en estudio (Cebalos y col.,
1983). Las concentraciones de corticosterona utilizadas estuvieron en el orden de los
valores fisioldgicos determinados en el plasma de K. arenarum, 15 nM y 150 nM, que
corresponden a los valores plasmaticos de corticosterona de los perfodos no

reproductivo (PreR + PostR) y reproductivo, respectivamente (Denari y Ceballos,
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Testiculo 1
1 ml L-15+ 1 miL-15 +
;{lrJ[:BL;‘lﬁ(: M CORT15 nM+ 1mlL-15 + CORT150 nM +
6GA1E Kfl RU486 10 pM CORT150 nM RUJ486 10 M
H 6 GA 1.5 uM 6GA 1,5 1M
Testiculo 2

1 ml L-15+
CORT150 nM+
RU486 10 pM
6 GA 1,5 UM

1 mi L5 +
CORT15 nM +
RU4BE 10 pi
6 GA 1,5 UM

1mLias 1miL15 +

CORT150 nM

RU486 10 pM
0 GA 1,5 M

Después de 24 horas a 28°C en
estufa se descarta el medio y se

o reemplaza. .
lo reemp Con el nuevo medio se

incuban 2 horas a 28°C en
bafio térmico con agitacidn.

Testiculo 1

1 ml KREBS 1 ml KREBS 1 ml KREBS 1 ml KREBS 1 ml KREBS 1+ ml KREBS
& KRERS + 0 KREBS + 6 KREBS + 6 KREBS + o KREBS + d KREBS +

20 Ul hCG 20 Ul hCG 20 Ul hCG 20Ul hCG 20 Ul hCG 20Ul hCG

Testiculo 2

1 ml KREBS 1 ml KREBS 1 mi KREBS 1 ml KREBS 1 ml KREBS 1 ml KREBS
0 KREBS + 6 KREBS + 6 KREBS + 6 KREBS + 6 KREBS + 6 KREBS +

20U hCG 20 Ul hCG 20 Ul hCG 20 Ui hCG 20 Ul hCG 20 Ui hCG

Rol de la proteina StAR en |la regulacion de la sintesis de androgenos

Experimentos preliminares

Con el objetivo de fijar las condiciones experimentales adecuadas se llevaron a cabo
experimentos preliminares meodificando el tiempo de tratamiento. Para ello, 6
fragmentos de testiculo, cbtenidos como ya se mencionara, se distribuyeron al azar en
una placa multipocillo que contenia 1 ml de medio de cultivo L-15 por pocillo. Estos
fragmentos conformaron el grupo confrol. Con el otro testiculo de procedio de la
misma manera solo que cada pocillo contenia 1 ml de medio L-15 mas 40 Ul de hCG.
Estos fragmentos conformaron el grupo tratado. Todos los fragmentos se incubaron a
28°C por distintos tiempos, 30, 60, 120, 180 y 240 minutos. En cada unos de estos

tiempos se detuveo el tratamiento y cada medio de cultivo se guardé a -20°C para la
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determinacitn de androgenos. Los fragmentos de tejido se homogeneizaron en buffer

de homogeinizacion (ver Soluciones y Buffers) para ser analizados por Western blot.

Efecto de estimuladores de 1a esteroidogénesis sobre |la proteina StAR

Para analizar el efecto de estimuladores de la estercidogénesis sobre la expresion de
StAR vy la sintesis de andrégenos, se disend un protocolo experimental utilizando hCG.
Para evitar que la cantidad de proteinas fuera un factor limitante en las
determinaciones, cada uno de los fratamientos se realizd sobre 2 fragmentos de
testiculo elegidos al azar, uno de cada testiculo, de manera que ambos organos
estuvieran representados en cada uno de elles. Los fragmentos testiculares se
cultivaron en medio L-15 durante 4 horas a 28°C, sin hCG o con distintas

concentracicnes de la gonadotrofina, 5, 20 vy 40 Ul/ml.

De la misma manera se procedié cuando se analizo el efecto de 8-Br-AMPc, conacido
activador de PKA. Los tratamientos fueron sin 8-Br-AMPc o con 0,1, 0,5 0 1 mM del

analogo de AMPc.

Tanto en los tratamientos realizados con hCG como en aguellos con 8-Br-AMPc, al
fini...zar la incubacion se guardaron los mec..sa __ . para la poste..or cuant..._acion
de androgenos. Los fragmentos testiculares se frataron como se detaila en la seccion

“Procesamiento de los fragmentos testiculares tratados in vifro”.

Rol de los glucocorticoides en la requlacion de la proteina StAR

Para analizar el efecto de corticosterona en la regulacion de StAR, cada testiculo se
cortd en seis fragmentos descartando los extremos. Dos fragmentos de cada testiculo
se distribuyeron al azar en pocillos de placas multipocillo que contenian 2 ml de medio
de cultivo L-15 sin (contral) y con distintas concentraciones de corticosterona (15 y 150

nM). Cada tratamiento se realizd por duplicado.

Las placas se incubaron durante 24 horas a 28°C. Pasado este tiempo, se retiré el
medio y, para cada tratamiento, a uno de los duplicados se lo reemplazé con 2 ml de
KRGH mientras gue al otro duplicado por 2 mi de KRGH mas 20 Ui de hCG. Luego, la
placa se incubd a 28°C con agitacion durante 2 horas. Terminada la incubacién, se
guardaron los medios a -20°C para la posterior cuantificacion de la produccion de
andrégenos. Los fragmentos testiculares se tratarcn como se detalla en la seccion

“Procesamiento de los fragmentos testiculares incubados in vifro”™.

Obtencidn de fracciones subcelulares

Dado que StAR es una proteina que se sintetiza como un precursor de 37 kDa en el

citosol, se importa a las mitocondrias y se procesa a su forma madura de 30 kDa (King
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Esquema del fraccionamiento subcelular llevado a cabo.

Homogenato

Centrifugar (C!) 400 xg 10 min

/\

I Debris Sobrenadante —> Alicucta

C! 800 xg 20 min

/I\;

Nucleo | Sobrenadante —> Alicuocta

C! 15000 xg 20 min

/\

Pellet Sobrenadante
Mitocondnas Post-mitocondrial

Validacion del anticuerpo anti StAR

Para cuantificar 1a proteina StAR de R. arenarum mediante la técnica de Western blot
fue necesario realizar varios ensayos de validacion de! anticuerpo a utilizar, dado que
en el laboratorio no hay trabajos previos sobre la proteina mencionada y no se
encuentran disponibles anticuerpos comerciales anti-StAR de anfibios. El anticuerpo
seleccionado, en base al trabajo de Burrone y col. {2012}, es el anticuerpo policlenal
anti StAR de H. sapiens hecho en conejo (Santa Cruz Biotechnology, EE.UU). En
dicho trabajo se utilizé el mencionado anticuerpe para realizar inmunohistoquimica en
testiculos del anuro P. esculentus. El antigeno contra ei que se generd el anticuerpo es
la secuencia completa de la proleina de origen humano que posee 285 amincacidos
(30 kDa). El alineamiento de esta secuencia con la secuencia de la proteina StAR de
ratén (control positivo) mostrd una identidad aproximada del 87% y con las secuencias
de la proteina StAR de distintos anfibios mostrd, aproximadamente, un 60% de
identidad amincacidica (Figura 11). En dicha figura se puede apreciar claramente que
la secuencia de ratén es mucho mas parecida que la de los anfibios a [a secuencia de

H. sapiens. Sin embargo, el porcentaje de identidad que se obtuvo en la alineacién de
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las secuencias, que incluyen a los anfibios, permitid suponer que entre los multiples

epitopes que reconoce el anticuerpo algunos de ellos se encuentre presente en la

proteina StAR de R. arenarum.
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Figura 11: Alineamiento de la secuencia aminoacidica completa de la proteing StAR de H.
sapiens con las secuencias de Mus muscufus (NP 035615.2),control positivo del anticuerpo, y
X faevis (NP 001167502.1), L. catesbefanus (ACJ53927.1), Glandirana rugosa (BAH09112.1),
todas las secuencias de StAR de anfibios disponibles en la base de datos on fine. Los cédigos
dentro de los paréntesis corresponden al numero de acceso de la secuencia a la base de
datos. Los astericos (*) debajo de las alineciones indican conservacion del aminoacido.

Tal como se mencionara, para cerroborar la identidad de la bandas se utilizaron como

controles positives las fracciones subcelulares de glandulas adrenales de ratdn, segun

lo aconseja la hoja de datos del anticuerpo. Las validaciones se realizaron utilizando

distintas fracciones subcelulares de glandulas interrenales y testiculos de K. arenarum.

Mediciones por VWestern blot

La preparacion de las muestras para su medicion por Western blot consistid en tomar

una determinada cantidad de proteinas correspondiente a cada 1ccién subcelular y

adicionarle buffer de siembra (ver Soluciones y Buffers), hervirlas durante cinco
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El analisis de estos resultados permite concluir que, tal como se podia inferir de los
resultados del alinemiento mostrados en la figura 11, el anticuerpo dirigido contra la
proteina de H. sapfens también reconoce a la proteina de R. arenarum. Al comparar la
banda obtenida a partir de adrenal de ratén con las reveladas a partir de interrenal y
testiculo de sapo podemos observar mayor intensidad de la banda en ratén con menor
cantidad de proteinas (10 ug). Esto se debe a que que la secuencia aminoacidica de
ratén es mucho mas parecida a la de humanes que las secuencias de los anfibios. En
el caso de la interrenal de sapo podemos ver que se obtiene una banda mas iniensa
que para el testiculo y esto estaria asociado con la mayor cantidad de células
esteroidogénicas presentes en este tejido en relacion a las células totales (Regueira y
col., 2013a). Con esto corroboramos la importancia de haber incluido a la glandula
interrenal para el ajuste de las condiciones en se debian hacer las determinaciones

por Western hlot y Ia validacién del anticuerpo.

Tratamientos in vitro de fragmentos festiculares

En trabajos previos del laberatorio, asi come en el Capitulo 1 de esta tesis, se mostro
que 2 horas es un tiempo adecuado de tratamiento con hCG para obtener diferencias
significativas en la produccién de andrdgenos con respecto al control sin hCG (Canosa
y Ceballos, 2002a). Ademas, se observé que a partir de las 8 horas de tratamiento la
sintesis de androgenos se mantenia constante. Por ofra parte, también se habia
demosltrado que tratamientos por 2 horas con distintas dosis de hCG {(de 2,5 a 100
Ui/ml), saturaban la respuesta en la sintesis de andrégencs con 10 Ui/mi de la

gonadotrofina (Pozzi y col., 2006).

Con estos antecedentes, se decidid realizar curvas de tiempo para determinar la
produccién de andrégenos in vifro estimulada por 40 Ul/ml de hCG. Decidimos utilizar
esta concentracion de hCG, por encima de la que produce una estimufacion maxima,
para que la gonadotrofina no sea un factor limitante en los experimentos. lLos
resultados de la sintesis de androgenos estimulada por 40 Ul/ml en funcién del tiempo
muestran que a las 2, 3 y 4 horas la produccion estimulada de andrégenos es
significativamente mayor que la produccion basal en esos mismos tiempos de

tratamiento (Figura 17).
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concordancia con nuestro razonamiento, los resultados de los primeros trabajos
realizados en células tumorales de Leydig, MA-10, por Stocco y Sodeman en el afio
1991, detallan que después de 1 hora de estimulacion hormonal las proteinas
mitocondriales de 30 y 32 kDa se encuentran en un nivel muy alto y se mantienen

durante 4 horas.

Un afio después del clonado y caracterizacion de StAR, Clark y col. (1995) mostraron
que el tratamiento de las células MA-10 con AMPc imitaba los efectos de Ia
gonadotrofina LH, tanto sobre la produccién de esteroides como sobre |a sintesis de
StAR. Los autores observaron que a las 2 horas aumentaba notablemente el ARNm y
los niveles maximos se detectaban entre las 4 y las 6 horas después del inicio del
tratamiento. Ademas, la expresidn de StAR se detectaba también después de 2 horas
de tratamiento con AMPc en tanto que los valores maximos de expresion se
observaban a las 8 horas. Afios mas adelante, un trabajo de Manna y col. (2004)
mostrd fa respuesta al estimule de hCG en la expresion del ARNm de StAR en células
de Leydig de raton (mLTC-1). En este trabajo se observd que a partir de la hora se
median valores significativamente diferentes del ARNm, alcanzando su maxima

expresion a las 4 horas.

Mucho mas dificil fue tratar de encontrar criterios comunes en cuanto a los tiempos de
tratamiento cuando se paso de analizar los resultados de los estudios en lineas
celulares a tratamientos in vitro e in vivo en vertebrados, mamiferos o no mamiferos.
Dentro de los vertebrados no mamiferos, muchos de los trabajos apuntan a estudiar el
efecto del estrés o del tratamiento con ACTH sobre la expresion del mensajero de
StAR en la glandula interrenal. Li y col. (2003) observaron gue inyecciones de ACTH
en anguila permitian ver cambios en las expresion del mensajero de StAR a partir de la
hora y media, y el maximo de expresion a las 4 horas y media post inyeccion. Entre los
trabajos que buscaron medir la expresion de StAR en gonadas se encuentra el de
Nunez y Evans (2007). En dicho trabajo se realizaron tratamientos con hCG in vifro en
testiculos del actinopterigio Micropogonias undulatus y se midié la expresion de StAR
a las 6 y las 24 horas post inicio del tratamiento. Por otra parte, en Clarias gariepinus
se obtuvieron aumentos significatives en la expresion del ARNm de StAR en foliculos
ovdricos, en estudios in vitro e in vivo, entre las 2 y las 4 horas (Sreenivasulu y col.,
2009).

Con estas referencias y teniendo en cuenta el aumento significative en la sintesis de
andrégenos en R. arenarum entre las 2 y 4 horas, se decidié realizar los tratamientos

durante 2 y 4 horas para garantizar una estimulacion adecuada.
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sintesis de la proteina se hayan realizado en lineas de células estercidogénicas y que
otros trabajos realizados in vivo e in vitro midan |la expresion del ARNm de StAR,

refuerza la opcion planteada.

Ofra posibilidad es qgue el movimienio de colesterol necesario para la sintesis de
esteroides se realice con otra proteina trasportadora, que comparta dominios de unién

al colesterol, como ocurre con |a proteina MLNG64 (Watari y col., 1997).

Una tercera posibilidad es que en el testiculo del sapo ocurra algo semejante a lo que
pasa en la placenta humana, en la cual el transporte de colesterol a la membrana
interna mitocondrial no es el sitio de regulacion mas imporante debido a que las
mitocondrias placentarias poseen una concentracién de colesterol cercana a la
saturacion (Tuckey, 2005). Debido a esto, no existe en la placenta regulacion aguda
de la sintesis de esteroides. Si bien parece poco prohable que el funcionamiento
placentario se asemeje al del testiculo de R. arenarum, no es la primera vez que se
encuentran semejanzas. Por ejemplo, al igual que en la placenta humana el testiculo
de sapo tiene la enzima 3BHSD/ en dos localizaciones, mitocondria y reticulo

endoplasmico (Pozziy col., 1997).

Ante la poca informacién acerca de la proteina StAR de anfibios y con el objetivo de
determinar si los resultados obtenidos se debian a problemas de sensibilidad se
decidioé realizar la caracterizacidon molecular de StAR asi como la expresion de su

mensajero en el testiculo de R, arenarum.
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Capitulo 3. Analisis molecular de la proteina StAR

En el Capitulo 2 de esta tesis se describic que los GC no afectan significativamente la
sintesis de la proteina StAR, aungue lo mas sorprendente fue encontrar que ni hCG ni
8-Br-AMPc estimulan su produccién. Como consecuencia, la caracterizacién molecular
de la proteina StAR fue necesaria debido no sélo a la poca informacion que existe en
anfibios y a la necesidad de contar a futuro con anticuerpos confiables sino también
para determinar si la falta de efecto de la gonadotrofina y 8-Br-AMPc era debida a
problemas de sensibilidad. Para ello, fue necesario obtener la secuencia completa de
la proteina lo que, de manera adicional, permitio realizar estudios filogenéticos que
llevaron a esclarecer un poco mas las distancias filogenéticas y la divergencia de esta

proteina a lo largo de 1a evolucion de los distintos grupos de vertebrados.

Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron sapos machos adultos de la especie R. arenarum recolectados a lo largo
de todo el afio en la provincia de Buenos Aires Los animales fueron mantenidos y

alimentados como se describit en el Capitulo 1.

Obtencién del materiai bioldgico

Para la obtencién de los testiculos y las glandulas interrenales, los animales se
anestesiaron y procesaron como se describié en el Capitulo 1. Ademas, para los
estudios de especificidad de expresion del ARN mensajero (ARNm) de StAR se

aislaron otras estructuras come érgano de Bidder, cerebro, piel, rifidn y corazon.

Secuenciacidon del mensajero de StAR

Para la caracterizacion molecular de la proteina StAR sec decidié trabajar en primer
lugar cen las glandulas interrenales dado que las mismas, como ya se mencionara,
tienen una muy alta proporcién de células estercidegénicas (Regueira y col,, 2013a)
en comparacion con el testiculo, en el que dichas celulas quedan reducidas al tejido
interlobular {Pudney, 1998; Pozzi y Ceballos, 2000). Cen el fin de obtener [a secuencia

del ARNm de la proteina StAR se procedié como se detalla a continuacién.

Extraccicn y cuantificacion del ARN fotal

El area de trabajo y el material a utilizar para la extraccién del ARN total se traté con
RNAsa ZAP (Sigma, EE.UU). Siempre se utilizaron guantes y todo el material era libre
de ARNasas y ADNasas.
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El ARN total de las glandulas interrenales se extrajo utilizando el método de Tiocianato
de Guanidinio-Fenol-Cloroformo (TRlzol Reagent, Life Technologies, EE.UU). Para
ello se pesaron las glandulas interrenales y se las homogeneizé con TRIzol (1 ml por
50-100 mg de tejido) utilizando un homogenizador PRO 200 (Pro Scientific, EE.UU). El
homogenato se incubd durante cinco minutos a temperatura ambiente y se agregaron
0,2 mi de cloroformo. Luego de mezclarlo vigorosamente se centrifugé a 12000 xg
durante 15 minutos. La fase acuosa que contiene el ARN total se separé en un tubo
Eppendorf, se precipité utilizande 0,5 ml de isopropanol y se descarto el sobrenadante.
El precipitado se lavo con alcohol 70° preparado con agua DEPC (ver Soluciones y
Buffers). Luego, el ARN total se resuspendid en agua DEPC, incubandolo durante 10

minutos a 55°C. Al finalizar, se lo guardé a -80°C hasta su utilizacion.

La integridad del ARN se constatd luego de una electroforesis en gel de agarosa 1%
en buffer TAE (ver Soluciones y Buffers), durante 15 minutos a 100 V. El ARN se
visualizé mediante irradiacion con luz ultravioleta en un equipo Fujifilm Luminiscent
Image, utilizando SYBR® green (Life Technologies, EE.UU) para la tincion del ARN en
el gel. La visualizacion de las dos bandas de ARN ribosomal correspondientes a las
dos subunidades del ribosoma se establecid como condicion optima del estado del
ARN. Luego de esto se cuantificd el ARN total por fluorescencia utilizando un
fluoréometro Qubit (Invitrogen, EE.UU).

Transcripcion reversa (RT)

Luego de la extraccion, y previo a la transcripcién reversa, todas las muestras se pre-
trataron con ADNasa | libre de ARNasas con el fin de eliminar la posible contaminacion
con ADN gendmico. Para ello, el ARN total a utilizar se traté con ADNasa RQ1
(Promega, EE.UU) durante 30 minutos a 37°C. La reaccion se detuvo incubando a

65°C durante 10 minutos con 1 pl de solucién detenedora de ADNasa (Promega).

Para obtener el ADN copia (ADNc), del ARN total se tomaron 2 pug al que se le
agregaron 0,5 yg del primer olige (dT) de secuencia 5-TTT TTT TTT TTT TTT-3
(Biodynamics, EE.UU), en un volumen final de 10 pl. Esta preparacion se incubé a
70°C por 5 minutos, se enfrié en hielo durante 5 minutos, después de lo cual se le
agregaron 5 pl de buffer de transcripcion para la enzima trans ptasa revesa AMVY
(Promega, EE.UU), 0,25 ul de una mezcla de dNTPs {25 mM cada uno), 40 U de
inhibidor de ARNasa (Roche, Alemania), 30 U de la enzima AMV y agua DEPC hasta
completar un velumen de 25 pyl. La preparacién se incubo a 48°C durante 45 minutos
en un equipo termociclador PCR Sprint (Thermo Scientific, EE.UU} y, posteriormente,

a 95°C durante 5 minutos para inactivar la transcriptasa reversa.
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PCR (Reaccion en cadena de la ADN polimerasa) degenerada de StAR

Una vez obtenido el ADNc total, se realizé una PCR degenerada para obtener un
fragmento internc de la secuencia del ARNm de StAR, especifico para R. arenarum.
Para elflo se utilizaron primers oblenidos a parlir de secuencias de ARNm de StAR de
otras especies. Los primers degenerados utilizados en esta tesis se obtuvieron de un

trabajo publicado, realizado en L. catesbeianus (Seung-Chang y col., 2009).
Secuencias de primers degenerados utilizados:

Forward StAR 5-CCT GCMACHTTC AARYTS TG -3°

Reverse StAR 5- ACA AMT CCC YTC TGY TCV GGC AT -3

Cédigo IUB: A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina, T: Timidina; R = AG, Y =CT, M =
AC,S=GC,B=CGT, H=ACT, V= ACG.

La mezcla de reaccion de la PCR consistio en: 1,5 mM MgCls; 0,2 mM de cada dNTP;
1 UM de cada primer degenerado (forward y reverse), 1,25 U de ADN polimerasa
GoTaq (Promega, EE.UU}, la mitad del ADNc obtenido de la RT-PCR y agua miliQ

l.as condiciones para la PCR fueren:
« 1 ciclo de 5 minutos a 94°C,

» 35 ciclos de 30 segundos a 94°C (desnaturalizacion); 30 segundos a 58°C,

(hibridacion); 30 segundos a 72°C {extension),
» 1 ciclo de 5 minutos a 72°C.

El producto de la PCR degenerada se separd por electroforesis preparativa en gel de
agarosa 2% en buffer TAE, durante 25 minutos a 120 V. Como resultado, se obtuvo un
fragmento amplificado de aproximadamente 600 pares de bases (pb) que luego de la
electroforesis se recortd y separé del resto del gel. Este fragmento se purifico,
extrayéndoles los restos de agarosa, utilizando el kit Accuprep (Bioneer, Republica de
Corea). El kit consta de una celumna de union a ADN vy distinfos buffers de union, de
lavado y de elusion, que se utilizaron segun consta en el protocolo propuesto por el
fabricante. Posteriormente, se cuantificé el ADNc por fluorescencia. La secuenciacion
se realizd en el Servicio de Secuenciacion y Genofipificacion de ADN, Unidad de
Biotecnologia, INTA, Castelar, Buenos Aires, Argentina. l.a secuencia obtenida se
compard contra secuencias gque se encuenfran en una base de datos on line,
utilizando el programa BILAST {Basic Local Alignment Search Tool) (Zhang y col,

2000). El algoritmo del programa encuentra las secuencias de la base de datos que
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tienen mayor parecido a la secuencia ingresada. Ef resultado mostré que la secuencia
obtenida en la secuenciacion del producto de la PCR degenerada alineaba con
fragmentos del ARNm de la proteina StAR de otras especies, con un alte grado de
identidad con secuencias de anfibios, lo cual permitio inferir que la secuencia parcial
obtenida hasta ese momento podria corresponder a la del ARNm de StAR de R,
arenarum. A partir de esto, se confeccionaron primers especificos. Para disefar estos
primers se ulilizé el programa DNAMAN (Huang vy Zhang, 2003), teniendo en cuenta
que no existiera complementariedad de bases ni intra ni inter primers y que las
temperaturas de fusidn fueran similares. Estos primers se utilizaron para obtener la
secuencia nucleotidica completa del ARNm de StAR por medio de la técnica de
amplificacion de los extremos 5 y 3, denominada 5 y 3' RACE, por sus siglas en
inglés (Rapid Amplification of cDNA Ends).

Amplificacidén de los extremos 3’y &'

Para realizar la amplificacion de los extremos 3' y 5 de ARNm se utilizé el kit
GeneRacer (Invitrogen, EE.UU). Esta tecnica se basa en adicionar a cada extremo del
ARNm de secuencia desconocida un oligonucledtido conocido que sirva de primer.
Cada una de las secuencias adicionadas tendra como par, para la reaccion de
amplificacion, los primers especificos de StAR (ver Resultados y Discusion.),
disefiados a partir de la secuencia interna del mensajero obtenida de la PCR

degenerada.

Los ARN que pesean una modificacién post-traduccional en el extremo 5° pedran
incorporar el oligonucledtide de secuencia conocida. La maodificacion en dicho extremo
se denomina capuchén o CAP en ingles, y consiste en un nucleétido de guanosina
modificado, la 7-metilguanosina trifosfato, adicionado al extremo &' de los transcriptos
primarios para su correcta identificacién por el ribosoma. Primero, mediante la enzima
fosfatasa intestinal de ternero, se remueven los fosfatos del exiremo 5 de los ARNs
que no posean capuchon. En un segundo paso, la enzima pirofosfatasa acida de
tabaco remueve 2 de los 3 fosfatos del CAP, dejando un fosfato libre sclamente en los
ARNm maduros que posetan CAF. Finalmente, con la enzima ARN ligasa se liga al

extremo 5 de estos mensajeres el oligonucledtido de secuencia conocida:
5-CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA-3'

Luego de dichos tratamientos se realiza una transcripcion reversa para obtener ADNc,
para lo cual se utiliza el primer olige (dT) provisto por el kit de secuencia que se detalla

a continuacion:
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5-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)18-3

Estas secuencias son a las que se uniran los primers que trae el Kit, que se agregan
junto con los primers especificos disefiados para R. arenarum durante las PCRs
3'RACE y 5'RACE. En la figura 24 se muestra un esquema de la amplificacion de los

extremos 3°y 5 por medio de la técnica RACE.
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Las condiciones para las PCRs fueron:
s 1 ciclo de 5 minutos a 94°C,
» 5iclos de: 30 segundos a 94°C; 40 segundos a 74°C,
« 5 ciclos de:30 segundos a 94°C; 40 segundos a 72°C,
= 25 ciclos de:30 segundos a 94°C,; 30 segundos a 68°C;40 segundos a 70°C,
e 1 ciclode 5 minutos a 70°C.

Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en gel preparativo de
agarosa 2% con buffer TAE, se purificaron tal como se describié en parrafos anteriores
y las muestras se enviaron ai servicio del INTA para su secuenciacion. Una vez
ohtenidos los resultados de la secuenciacién y corroberadas las alineaciones con
secuencias de ARNm de la proteina StAR de otras especies por medio del programa
BLAST, se realizé el ensamblado de las mismas. Para ello se utilizé el programa CAP3
Sequence Assembly Program (Huang y Madan, 1999), hasta obfener una unica

secuencia consenso.

Analisis de la secuencia nucleotidica

En la secuencia nucleotidica obtenida se buscaron los marcos de lectura abiertos
{ORFs) y se predijo la secuencia de aminoacidos de StAR de R. arenarum mediante el
programa ORF Finder {(Open Reading Frame Finder) de la NCBI (National Center for
Biotechnology Information}. Las secuencias aminoacidicas traducidas para cada
marco de lectura se compararon contra secuencias que se encuentran en una base de
datos on line con el programa BLAST vy se eligié aquella secuencia que compartia un
alto grado de identidad con la proteina StAR de especies emparentadas, descartando
los marcos de lectura que producian polipéptides pequefios. La caracterizacion y el
analisis de la secuencia aminoacidica de la proteina se realizo utifizando las distintas
herramientas de los programas BLAST y ExPASy (Expert Protein Analysis System)

Bicinformatics Resource Portal (Artimo y col., 2012).

Obtencidn del ARNm de StAR utilizande ARN de testiculo.

Dado que la proporcién de células esteroidogénicas del testiculo es muy baja, para
ohtener el ARNm de StAR a partir de los testiculos de R. arenarum se utilizé el kit
GenElute™ mRNA (Sigma-Aldrich, EE.UU) que permite aislar ARNm a partir del ARN
total. La extraccion y cuantificacion del ARN total a partir de los testiculos se realizo tal
como se describio en parrafos anteriores para la extraccion de ARN total de

interrenales. Luego, a 500 ug de ARN total se le adicicnargn 250 pl de seolucion de
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union 2X y 15 pl de perlas oligo(dT) en un volumen final de 250 pl. Esta preparacion se
tncubo durante 3 minutos a 70°C y por 10 minutos a temperatura ambiente, después
de lo cual se centrifugd por 2 minutos a 16000 xg y se descarté el sobrenadante
dejando 50 1 para no perturbar el pellet. El mismo se resuspendié con 500 pl de
solucion de lavado y se trasfirid al ensamble columna (filtro)/tubo de coleccion. Se
realizé una centrifugacion de 2 minutos a 16000 xg y se descartd lo eluido colectado
en el tubo. A la columna se le agregaron 500 pl de selucion de lavado y se reiterd el
centrifugado. Luego, se transfirio la columpa a un tubo de coleccidn limpio y se
adicionaron 50 pl de solucion de elusién Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, Luego de una
incubacién de 5 minutos a 70°C se centrifugd durante 1 minuto y se realizdé una
segunda elusion. El ARNm presente en el eluido se guardo a -80°C hasta su
utilizacion.

Todo el procedimiento que llevd a la secuenciacion 'y posterior procesamiento de [as
secuencias obtenidas se realizé como fuera descripte, incluso las PCRs con primers

especificos y la Tm correspondiente (ver Resuitados y Discusion).

Alineamiento multiple de secuencias

Los alineamientos multiples de las secuencias se realizaron utilizando los dos métodos
que se encuentran en e! programa MEGA 6.0 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis; Tamura y col., 2013). Uno de éstos es el método de alineamiento progresivo
Clustal Omega, muy utilizado en servidores web publicamente accesibles. El otro de
los métodos es el MUSCLE {(MUltiple Sequence Comparison by Log-Expectation, o
alineamiento multipie de secuencias por log-esperanza), clasificado como iterativo. La
representacion visual del alineamiento multiple se utilizara para observar mutacicnes

puntuales y para evaluar la conservacion de dominios proteicos.

Analisis filogenético

Para realizar los estudios filogenéticos, se generarcn arboles filogenéticos de StAR
utilizando los alineamientos multiples de las secuencias de la proteina, mencionados
en el parrafo anterior. Los arboles se construyeron por el método de maxima
verosimilitud (MV) utilizando el programa MEGA 6.0. El metode de MV es un método
estadistico basado en modelos de evolucidon molecular, donde se toma en cuenta el
conocimientc que a priori se tiene acerca de los caracteres, especialmente cuando son
caracteres moleculares (Pefa, 2011). Los modelos de evolucion son muy importantes,
ya que se necesitan para calcular las probabilidades en el método de MV. En el caso
de proteinas normalmente se utilizan matrices empiricas gue indican la frecuencia de

las distintas sustituciones entre aminocacidos. Para este trabajo se, utilizé el modelo
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NNNNNNNNNTCTCGTACATGAC GGG TCTCAGGAGAACGGCTGCAGTAGCTCTITC
ACATGAACTGGAAAAGTTGGCTCTAGTTGGACCAGGACCCAGTCAATGGATAAATC
AAGTGAGAAGAAGAAGCTCGCTACTGAGTTCCAGACTTGATGAGAAACCCTACAAT
GAAGTTGAGATGTCTTACCTCAAGCAGGGAGAAGAAGCCCTAAAGAAGTCAATGAA
CATCCTGGAAGAACAAGATGGATGGAAAGTGGAAATTGTGGCGGAAAATGGAGAT
AAAGTTCTCAGTAAAGTCCTCCCGGACATCGGAAAGGTCTTTAAGCTTGAAGCCG
TGGTGGAGAAGCCATTCGATAGTGTCTATGGAGAGCTGGTGGACAATATGGAGAA
TATGGGAGAATGGAATCCAACTGTGAAAGAAATTAAGATTCTCCAGAAGATTGGAA
AGGACACAGTAATAACACACGAGAAGGCGGCAGAAACTCCTGGGAATATTATAGG
ACCTCGGGATTTCGTGAGTGTGAGATGCAGCAAGAGGAGAGGCTCCACCTGTATT
CTTGCCGGAATGTCAACAAGATTTANTGGAATGCCCGANCANANNGNATTTNTANN
NNATGCCNGANCAGAAGGGGATTTTGTATGCCTGANCNNNNGGGATTTGTANN

Figura 25. Fragmento interno del ARNm de StAR de R. areparum cbtenido mediante la
secuenciacion de un fragmento de ADN copia (ADNc) obtenido a partir de una PCR
degenerada utilizando primers degenerados (ver Materiales y Métodos) El fragmento con
fondo gris es el que se utilizo para el disefo del primer 3'RACE vy el fragmento en negritas
subrayado se utilizé para el 5'RACE.

Nombre Secuencia

StAR-3° RACE GCAAGCCGTGGTGGAGAAGCCATTGGATA
StAR-3'RACE nested GCCATTGGATAGTGTCTATGGAGAGCTG
SIAR-5'RACE CCACCACGGCTTCAAGCTTAAAGACCTT
StAR-5'RACE nested CCGATGTCCGGGAGGACTTTACTGAGAA
GeneRacer™ 5" Primer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA
GeneRacer™ 5° Primer nested GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA
GeneRacer™ 37 Primer GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG
GeneRacer™ 3 Primer nested CGCTACGTAACGGCATGACAGTG

Tabla 1: Secuencias de todos los primers especificos utilizados en la secuenciacién del ARNm
de StAR utilizando la técnica RACE 3'-5". Caodigo FUB: A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T:
Timidinag,;
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Luego de varios intentos modificando condiciones de temperatura y/o concentracidn
de primers en las PCRs, se obtuvo un fragmento correspondiente al extremo 5° del
mensajero, no asi para el extremo 3°. Para este Ultimo se obtenian “chorreados” que
podian deberse a que el primer GeneRacer 3" y también el GeneRacer 3" nested
estuvieran uniéndose a mas de un sitio del ADNc. A partir de las secuencias obtenidas
con la PCR degenerada y la PCR 5 RACE se construyd una secuencia consenso
parcial del ARNm de StAR. Luego de realizar la alineacion de la misma con otras
secuencias de ARNm de StAR de anfibios, se disefiaron nuevos primers. Aquellos con

los cuales se lograron amplificar fragmentos de ADNc se detaltan en Tabla 2.

Nombre Secuencia

Fw StAR-57(b) {Tm 70° C} CGAGGACACTGAGGACACTGACATGG
Rv StAR-5°(b) (Tm 70° C) GTGAAAGAGCTACTGCAGCCGTICTCE
Rv StAR-3'(a) (Tm 67°C) GATGTTTGGCAAAATCCACTTGTGTC
Fw SIAR-3"(a) (Tm 66°C) CGGAAAGGTCTTTAAGCTTGAAGCC
Rv StAR-3'(b) (Tm 59°C) CAAGTTTTTATTAATGGCACCAATAC
Fw StAR-3°(b) (Tm 60°C) GGATACGTAAGGGCAGAGAATG

Tabla 2: Primers utilizados para la secuenciacion del ARNm de StAR en R. arenarum. Se
disefarcn a partir de alineaciones de la secuencia parcial obtenida ceon ofras secuencias
presentes en el GenBank de ARNm de StAR de L. catesbeianus (FJ428615.1), Lithobates
sylvaticus (JX512958.1) y G. rugosa (AB372217.1}. Tm: Temperatura de fusion.

Cada una de las secuencias parciales obtenidas utiizando los distintos primers fue
buscada y alineada ceon otras secuencias de la base de datos on fine utilizando el
programa BLAST. Todos los fragmentos obtenidos que resultaron con un alto
porcentaje de identidad con otros fragmentos de secuencias de ARNm de distintas
especies (Figura 26) se ensamblaron utlizando el programa CAP3 Sequence
Assembly Program, como se menciona en Materiales y Métodos, hasta obtener la
secuencia codificante del ARNm de StAR. Se disefiaron ofros primers a partir de la
secuencia obtenida (Figura 27), alineada nuevamente con otras secuencias de ARNm
de la proteina de distintas especies. Se realizaron PCRs en distintas condiciones con
el objetivo de lograr la secuenciacion del mensajerc hasta la cola de poliadenilacién.
l.amentablemente, con el ARN obtenido no se obtuvieron resultados positivos. Una

dificultad importante para el disefio de los primers en las secciones no codificantes de
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los mensajeros es la alta variabilidad en dichas secciones entre los mensajeros de las

distintas especies, aun entre las secuencias de distintos anfibios.

La secuencia resultante se analizé con el programa ORF Finder teniendo en cuenta
todos los marces de lectura posible. Se encontraron seis marcos de lectura abiertos. El
analisis de alineamiento local (BLAST) de las secuencias proteicas correspondientes a
los distintos ORFs revelé que cinco de ellas no mostraban identidad significativa con
las secuencias presentes en la hase de datos utilizada, dado que se trataba de
oligopéptidos de corta longitud. La secuencia restante se alined con secuencias de
otras especies presentes en la base de datos onfine GenBank con altos porcentajes de
identidad (Tabla 3). Estos porcentajes son calculados e informados por programa
BLAST luego de la busqueda y alineacidén de la secuencia ingresada y nos permitieron
asumir que fa secuencia obtenida para R. arenarum corresponderia a la proteina
StAR. Para verificar esto se continuo el analisis de la secuencia por medio de distintas

herramientas.
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>1ra secuencia
NNNNNNNNNTCTCGTACATGACGGGTCTCAGGAGAACGGCTGCAGTAGCTCTTTCAC
ATGAACTGGAAAAGTTGGCTCTAGTTGGACCAGGACCCAGTCAATGGATAAATCAAGT
GAGAAGAAGAAGCTCGCTACTGAGTTCCAGACTTGATGAGAAACCCTACAATGAAGTT
GAGATGTCTTACCTCAAGCAGGGAGAAGAAGCCCTAAAGAAGTCAATGAACATCCTGG
AAGAACAAGATGGATGGAAAGTGGAAATTGTGGCGGAAAATGGAGATAAAGTTCTCAG
TAAAGTCCTCCCGGACATCGGAAAGGTCTTITAAGCTTGAAGCCGTGGTGGAGAAGCC
ATTGGATAGTGTCTATGGAGAGCTGGTGGACAATATGGAGAATATGGGAGAATGGAAT
CCAACTGTGAAAGAAATTAAGATTCTCCAGAAGATTGGAAAGGACACAGTAATAACAC
ACGAGAAGGCGGCAGAAACTCCTGGGAATATTATAGGACCTCGGGATTTCGTGAGTG
TGAGATGCAGCAAGAGGAGAGGCTCCACCTGTATICTTGCCGGAATGTCAACAAGATT
TANTGGAATGC CCGANCANANNGNATTTNTANNNNATGCCNGANCAGAAGGGGATTIT
GTATGCCTGANCNNNNGGGATTTGTAN
>2da secuencia
ANNNNANANATANNNNNAGNNNNNNNNNNNNNNNTNNNNNNNNANNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNCNCNNNNNNANNNNNNNNANANNNNNNNNNTNNNNNNNTTNNNCN
CCNCANGNGTATATCAAGCTTACAAAACCTCATCTGCTACAGACTCCAGAGAATAGAG
AGTAATTTCCCCTAGAGAGACCGGCAACCTAATTCTTCTGTGAGCTATGTTGCCTGCC
ACCTTCAAACTCTGTGCTGGGATATCATACAGACATCTTCGTAACATGACGGGTCTCA
GGAGAACGGCTGCAGTAGCTCTTTCACATGAACTGGAAAAGTTGGCTCTAGTTGGACC
AGGACCCAGTCAATGGATAAATCAAGTGAGAAGAAGAAGCTCGCTACTGAGTTCCAGA
CTTGATGAGAAACCCTACAATGAAGTTGAGATGTCTTACCTCAAGCAGGGAGAAGAAG
CCCTAAAGAAGTCAATGAACATCCTGGAAGAACAAGATGGATGGAAAGTGGAAATTGT
GGCGGAAAATGGAGATAAAGTTCTCAGTAAATCTCCNNNNN

C
NNNNNTCGANGACNNNGANGACNNTGACATGGANNGNAGGANNANAANAGTACATAG
ATATACACAGAGCAAAGACTCCAGTCTACNTTCATAGCTGGCAATACAGAGGACCTGA
CCACCCATAGACTTCCAACAGAAGTGGACTTTGGGAATTTTGACCACCAACTGACTAT
CAAGCTTAGAAAACCTCATCTGCTACAGACTCCAGAGAATAGAGAGTAATTTCCCCTA
GAGAGACCGGCAACCTAATTCTTCTGTGAGCTATGTTGCCTGCCACCTTCAAACTCTG
TGCTGGGATATCATACAGACATCTTCGTAACATGACGGGTCTCNNGAGANNNGNTGC
NNTNNNTNTT
>4ta secuencia
TCGGAAAGGTCTTTAAGCTTGAAGCCGTGGTGGAGAAGCCATTGGATAGTGTCTATGG
AGAGCTGGTGGACAATATGGAGAATATGGGAGAATGGAATCCAACTGTGAAAGAAATT
AAGATTCTCCAGAAGATTGGAAAGGACACAGTAATAACACACGAGAAGGCGGCAGAA
ACTCCTGGGAATATTATAGGACCTCGGGATTTCGTGAGTGTGAGATGCAGCAAGAGG
AGAGGCTCCACCTGTATTCTTGCCGGAATGTCAACAAGATTTAGTGGAATGCCGGAAC
AGAAAGGATACGTAAGGGCAGAGAATGGTCCAACATGTATGGTACTTCACCCAGTACT
TGAAGACCCCTCAAAAACCAAACTAACCTGGCTTCTTAGCATTGACTTAAAGGGCTGEG
CTGCCAAAGTCTATCATAAACCAANNTTNNNN
>5ta secuencia
NNNNTGANTACGTNAAGGGCAGAGAATGGTCCAACATGTATGGTACTTCACCCAGTAC
TTGAAGACCCCTCAAAAACCAAACTAACCTGGCTTCTTAGCATTGACTTAAAGGGCTG
GCTGCCAAAGTCTATCATAAACCAAGTGTTGTCCCAGACGCAAGTGGATTTTGCTAAA
CATCTACGTAACAGGGTCGCTATGTCCACTGCCAGCCTGTCACTCTGCTAACCGTTCA
CCCTCATCATCATCACACCCTTCCTGGTGATCCTTTITGACAACACCACAAGGCCAAGC
CAGGTTGTTGCAGAGACCCGTAAACGAAAGGGTCTTAAAGAGGGTGTTCCAGCCTTG
GATAACTACCTTGACAAGCTGTGAGCTCTGTTICATGTGTTCTGAATCATCTGATGGACT
TGACAACTTTAACTAGATTITTICTATGGCCCATCACAAGCGGTACAATTTAAAATAGCCTG
TAAGTGGGAGTATAGAGTATGCTTGAATCATTAAGAACACCACTGTCCTCACAGCATG
AAATATCAGCCAATGTATNNGTGNCCATAAATTAAAAAACTTTGANNNNN

Figura 26 Secuencias parciales del ARNm de StAR de R. arenarum obtenidas mediante la
secuenciacion de fragmentos de ADN copia (ADNc) resultantes de PCRs realizadas con los
primers detallados en la Tabla 2 (secuencias 3ra a 5ta). La primera secuencia corresponde al
resultado de |a PCR degenerada (Figura 25) y la segunda secuencia es el resuitado de la
RACE 5"
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Especie N° GenBank Clase/Orden % Id
Potamotrygon hystrix AASB4370 Chondrichthyes/Mylicbatiformes 62
Lafimeria chalumnae XP00B000418 SarcopterygiifCoelacanthimorpha 78
Acipenser trasmontanus ACI23577 Actinopterygii/Acipenseriformes 77
Anguilla australis AGC29941 ActinopterygiifAnguiliformes 76
Anguifla japdnica BACB6210 Actinopterygii/Anguiliformes 76
Cyprinus carpio ACD37725 Actinopterygii/Cypriniformes 72
Danio rerio NP571738 ActinopterygiilCypriniformes 69
Micropogonia undulatus AB(G34343 Actinopterygii/Perciformes 71
Oncorhynchus mykiss NP001117674 Actinopterygii/Salmoniformes 70
Gadus morhua AAPA4112 Actinopterygii/Gadiformes 68
Sparus aurata ABV25959 Actinopterygii/Perciforme 73
Oreochromis njloticus XP003445653 Actinopterygii/Perciforme 75
Xenopus laevis NPC01167502 Amphibia/Anura 87
Siurana tropicalis XP0029832770 Amphibta/Anura a8
Rhinella arenarum AMD33476 Amphibia/Anura 100
Nanorana parkeri XP018422163 Amphibia/Anura g2
Lithobates cafesbeianus ACJ53927 Amphibia/Anura 91
Glandirana rugosa BAH09112 Amphibia/Anura 91
Pogona vitliceps XP020641819 Sauropsida/Sguamata 75
Crocodylus porosus XP019401652 Sauropsida/Crocodylia 78
Gallus gallus NPg90017 Aves/Galliformes 77
Taeniopygia guttata NP001070154 Aves/Passeriformes 77
Patagioenas fasclata OPJ83898 Aves/Columbiformes 77
Amazona aestiva KQKB82357 Aves/Psittaciformes 75
Homo sapiens NPG00340 Mammalia/Primates 70
Macaca mulata EHHZ28420 Mammalia/Primates 69
Mus musculis NP035615 Mammalia/Rodentia 66
Raftus norvergicus NP113746 Mammalia/Rodentia 66
Cannis lupus familiaris NP0OG1031011 Mammalia/Carnivora 68
Sus scrofa NP998929 Mammalia/Articdactyla 67
Bos taurus NP776614 Mammalia/Artiodactyla 65
Ovis aries NP001009243 Mammalia/Artiodactyla 64

Tabla 3. Nombre cientifico, clase y orden de las especies utilizadas para el analisis filogenético.
En las otras dos columnas se detallan el nUmero de acceso a [a base de datos online GenBank
y el porcentaje de identidad (%Id) de la secuencta de R.arenaruwmn con el resto de las
secuencia, obtenido con el programa BLAST. Entre los peces se utilizaron: una especie de pez
cartilaginoso, once especies de peces oseos de las cuales una pertenece a la clase
Sarcopterygii (peces con aletas lobuladas) y el resto a la clase Actinopterygii (peces con aletas
radiadas). Los anfibios encontrados pertenecen Unicamente del orden Anura.
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Analisis de las secuencia nucleotidica v aminoacidica.

El ADNc obtenido a partir del ARNm de interrenal de sapo tiene 1350 pb y posee una
region 5 no codificante de 176 pb y una reqgidn 3'no codificante de 316 pb (Figura 27).
La regidon 3'no codificante no incluye la cola de poliadenilacion del ARNm. El
fragmento codificante se corresponde con una proteina de 285 aminoacidos. H
andlisis por métodos computacionales de la secuencia aminoacidica obtenida muestra
distintas caracteristicas de la proteina que nos permiten asociar nuestra secuencia a la
proteina StAR. Entre estas, se identificaron dos secuencias consenso para la
fosforilacion catalizada por la PKA, una serinaftreonina quinasa, sombreadas en gris
en la figura 27. La primera de las secuencias estaria entre las posiciones 53-56 o 54-
57, dado que la secuencia consenso para la fosforilacion por la quinasa es R-R-X-S/T.
L.a segunda secuencia se encuentra entre los aminoacidos 192-195. Ambas
secuencias consenso, en posiciones similares, fueron descriptas para StAR de
algunos mamiferos, como se muestra mas adelante (Arakane y col, 1997). La
identificacion de los sitios se logrd utilizando la herramienta computacional NetPhos
3.1 que permite predecir sitios de fosforilacién de 17 quinasas (Blom y col., 2014). En
este programa, aguellos sitios serina (S) o treonina (T) ubicados en una determinada
secuencia y con una alta probabilidad de fosforilacion tienen un puntaje asignado
cercano a uno. El aminoacido serina en la posicion 56 (5-56) tiene un puntaje de 0,84,
el 5-57 de 0,86 y el 8-195 de 0,9 para la fosforilacion por PKA, siendo este ultimo el

puntaje mayor de todos los sitios y quinasas predichos.

Por otra parte, utilizando la base de datos de dominios conservados del NCBI
(Marchler-Bauer y col., 2015), también se encontrd que en el extremo C-terminal de la
secuencia analizada esta presente el dominio START _STARD 1-like, cuyo registro en
dicha base de datos es cd08905. kEste dominio pertenece a la superfamilia de
proteinas SRPBCC que une ligandos hidrofébicos come el colesterol, por ejemplo
{Ponting y Aravind, 1999}

Como se detallé en la Introduccién, una caracteristica diferencial de la proteina StAR,
dentro de las familias de proteinas con dominio START de mamiferos, es la presencia
de |la secuencia correspendiente al peptido de direccionamiento mitocondrial (Clark,
2012). El portal de recursos bioinformaticos ExPASY contiene diversos programas que
permiten caracterizar péptidos. Mediante el programa MitoProt Il — v1.10 (Claros y
Vincens, 1996), que permite predecir qué proleinas son exportadas a la mitocondria,
se determind con una probabilidad de 0,9627 que el péptide analizado contiene en el

extrermo N-terminal el dominio de direccionamiento mitocondrial.
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Otro de los datos utilizados para la caracterizacién del peptido obtenido es el peso
molecular. Para obtenerlo se utilizé el programa ProtParam (Gasteiger y col., 2005)
que predijo un pesc molecular de 31815,98 g/mol (31,82 kDa) para el péptido
completo. Este peso molecular es muy cercano al detallado en el trabajo donde se
realiza por primera vez la caracterizacion de StAR. En dicho trabajo se describe un
fragmento de lectura abierto de 852 pb el cual codifica para una proteina de 284

aminoacidos con una masa molecular calculada de 31,6 kD (Clark y col., 1994).

£l andlisis de las secuencias nucleotidica y aminoacidica permitié relacionarlas con las
secuencias correspondientes a la proteina StAR de otras especies detalladas en la
tabla 3. Las secuencias se registraron en el GenBank bajo los ndmeros de acceso KT
719384, para el ARNm y AMD 33476 para la proteina.. La figura 27 muestra las

secuencias tanto del ARNm como de la proteina de R, arenarum.
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5’ -ttcatagctggcaatacagaggacctgaccaccea
tagacttccaacagaagtggactttgggaattttgaccaccaactgactatcaagcttac
aaaacctcatctgctacagactccagagaatagagagtaatttcccctagagagaccggc
aacctaattcttctgigagctatgttgectgecaccttcaaactctgtgetgggatatca

i L P A T ¢ K L C A G I S 13
tacagacatcttcgtaacatgacgggtetcaggagaacggctgcagtagctetttcacat
Y R H L R NMTGLIR®RTAA AV AL S5 H 33
gaactyggaaaagttggclctagttggaccaggacccagtcaatggataaatcaagtgaga
E L E KL ALV GUPGUP S QW I NQVR 53
agaagaagctcgctactgagttccagacttgatgagaaaccctacaatgaagttgagatg
R RS S L L S S RLUDEIEKUPYNEVEM 73
tcttacctcaagecagggagaagaagecctaaagaagtcaatgaacatcctggaagaacaa
S YL K QG EEALIKIKSMNTIULEE Q@ 93
gatggatggaaagtggaaattgtggcggaaaatggagataaagttctcagtaaagtcctc
D G W KV E I V A ENGUDIKV L S K V L 113
ccggacatcggaaaggtctttaagettgaagccgtggtggagaagecattggatagtgtc
P DI G KV F KLEAVVEI KWPLUDSV 133
Tatggagagctggtggacaatatggagaatatgggagaatggaatccaactgtgaaagaa
Y G E LV D NMEM NMGTEWNPTV K E 153
att to a it 8 __acac _t ‘aacaca ~ _ lag ia
I K I L Q K I 6 KD TV I TWHEIKAAE 173
actcctgggaatattataggacctogggatttecgtgagtgtgagatgcagcaagaggaga
T P G NI I G PRDF V S V RCS KRR 193
ggctecacctgtattettgecggaatgtcaacaagatttagtggaatgccggaacagaaa
G 5 T CILAGMSTWRFSGGMPE ¢ K 213
ggatacgtaagggcagagaatggtccaacatgtatggtacttcacccagtacttgaagac
G Y VRAENGPTOCCMVLMHUPV L ED 233
ccctcaaaaaccaaactaacctggetitcttagecattgacttaaagggctggetgecaaag
P S K TKULTMWULUL S I DLIKIGWIL P K 253
tctatcataaaccaagtgttgtcccagacgcaagtggattttgctaaacatctacgtaac
S I T NQ V L S QT QVDFAIKUHTLRN 273
agggtcgctatgtccactgecagectgtecactotgetaaccgttcaccctcatecateatc
RV A MSTASIL S L C - 285

acacccttcctggtgatccttttgacaacaccacaaggccaagecaggttgttgcagaga
cccgtaaacgaaaggglcttaaagagggtgticcagecttggataactaccttgacaage
tgtgagctctgttcatgtgttctgaatcatctgatggacttgacaactttaactagattt
tctatggeccatcacaagggtacaatttaaaatagcctgtaagtgggagtatagagtatg

cttgaatcattaagaacaccactgtceclicacagcatgaaatatcagecaatgtat-37

Figura 27: Secuencia nucleotidica {en letra mindscula) y aminoacidica (en letra maytscula) de
la proteina StAR de R. arenarum. Los nlmercs a la derecha de la secuencia representan la
cantidad de aminoacidos. En la secuencia nucleotidica se marcan subrayados el coddn de
iniciacion de la transcripcion y el codon STOP. Los primeros 26 aminoacidos en el extremo N-
terminal corresponden al péptido sefal mitccondrial. En gris se resaltan las secuencias
consenso para la fosforilacién por PKA
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Verificacion de secuencia del ARNm de StAR utilizando ARN de testiculo.

Una vez obtenida y analizada la secuencia del ARNm utilizando el ARN total obtenido
de la glandula interrenal se disefiaron nuevos primers especificos para el mensajero
de StAR con la intencion de obtener distintos fragmentos utilizando ARN del testiculo.
Se probaron distintos primers utilizando al ARN total del testiculo sin resultados
relevantes. Se plantearon entonces dos posibilidades: 1) que la baja proporcion de
células esteroidogénicas en el testiculo hiciera dificil obtener |la cantidad de ARNm
necesaria para la determinacion; 2) que las células esteroidogénicas del testiculo no
expresaran StAR pero si alguna otra proteina de transporte de colesterol, como la

proteina descripta en la placenta humana, la MLNGB4 (Tuckey, 2005).

Con el objeto de comprobar la primera posibilidad se utilizé un método que permitiera
aislar el ARNm total en lugar del ARN total, tal como se describe en Materiales y
Métodos. EI ARNm total obtenido fue cuantificado y retrotranscripto a ADNc a partir de
la tecnica RT-PCR. Con ese ADNc se realizaron distintas PCRs utilizando los primers,
detallados en |a Tabla 4, que fueron disefiados sobre la secuencia del ARNm de StAR
obtenida de interrenal de R. arenarum. Luego de la purificacion del producto de cada
PCR y la secuenciacién de todos ellos se obtuvieron las secuencias que se detallan en
la Figura 28. Estos fragmentos se buscaron, analizaron y procesaron de la misma
forma utilizada para los resultados de la secuenciacién obtenidos a partir de la

glandula interrenal de R. arenarum.

Nombre Secuencia
StARFwPCR1 TGCTACAGACTCCAGAGAATAGA
StARRvPCR1 TCTCCCTGCTTGAGGTAAGA
StARFwPCR2 GGGAGAAGAAGCCCTAAAGAAG
StARRvPCR2 GATGATGAGGGTGAACGGTTAG
StARFwWPCR3 CAGGACCCAGTCAATGGA M\AA
StARRVPCR3 CCGCCTTCTCGTGTGTTATTA

Tabla 4: Secuencias de todos los primers especificos utilizados en la secuenciacion del ARNmM
de StAR a partir de ARNm total testiculo de R. arenanum. Cédigo IUB: A: Adenina; C: Citosina;
G: Guanina; T: Timidina.
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>secuencia 1 testiculo
TGCTACAGACTCCAGAGAATAGAGAGTAATTTCCCCTAGAGAGACCGGCAACCT
AATTCTTCTGTGAGCTATGTTIGCCTGCCACCTTCAAACTCTGTGCTGGGATATC
ATACAGACATCTICGTAACATGACGGGTCTCAGGAGAACGGCTGCAGTAGCTC
TTTCACATGAACTGGAAAAGTTGGCTCTAGTTGGACCAGGACCCAGTCAATGGA
TAAATCAAGTGAGAAGAAGAAGCTCGCTACTGAGTTICCAGACTTGATGAGAAAC
CCTACAATGAAGTTGAGATGTCTTACCTCAAGCAGGGAGAANA
>secuencia 2 testiculo
CCCTAAAGAAGTCAATGAACATCCTGGAAGAACAAGATGGATGGAAAGTGGAAA
TTGTGGCGGAAAATGGAGATAAAGTTCTCAGTAAAGTCCTCCCGGACATCGGAA
AGGTCTTTAAGCTTGAAGCCGTGGTGGAGAAGCCATTGGATAGTGTCTATGGA
GAGCTGGTGGACAATATGGAGAATATGGGAGAATGGAATCCAACTGTGAAAGA
AATTAAGATTCTCCAGAAGATTGGAAAGGACACAGTAATAACACACGAGAAGGC
GGCAGAAACTCCCGGGAATATTATAGGACCTCGGGATITCGTGAGTGTGAGAT
GCAGCAAGAGGAGAGGCTCCACCTGTATTCTIGCCGGAATGTCAACAAGATTTA
GTGGAATGCCGGAACAGAAAGGATACGTAAGGGCAGAGAATGGTCCAACATGT
ATGGTACTICACCCAGTACTTGAAGACCCCTCAAAAACCAAACTAACCTGGCTT
CTTAGCATTGACTTAAAGGGCTGGCTGCCAAAGTCTATCATAAACCAAGTGTTG
TCCCAGACGCAAGTGGATTTTGCTAAACATCTACGTAACAGGGTCGCTATGTCC
ACTGNNNNNCTGTCACTCTGC
>secuencia 3 testiculo
GACCCCANTCAATGGATAAATCAAGTGAGAAGAAGAAGCTCGCTACTGAGTTCC
AGACTTGATGAGAAACCCTACAATGAAGTTGAGATGTCTTACCTCAAGCAGGGA
GAAGAAGCCCTAAAGAAGTCAATGAACATCCTGGAAGAACAAGATGGATGGAA
AGTGGAAATTGTGGC GGAAAATGGAGATAAAGTTCTCAGTAAAGTCCTCCCGGA
O IT Tt : T
1CTATGGAGAGCTGG | GGACAATAIGGAGAA TATLLLGALAA | LGAA T LLAAL I
GTGAAAGAAATTAANATTCTCCANAANATNG .. ..

Figura 28: Secuencias parciales del ARNm de StAR de R arenarumn obtenidas
mediante la secuenciacion de fragmentos de ADN copia (ADNc) resultantes de PCRs
realizadas con los primers detallados en la Tabla 4,
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Luego del ensamblado de las secuencias parciales ufilizando el programa CAP3
Sequence Assembly, la secuencia resultante coincidio en un 100% con la secuencia
obtenida a partir del tejido interrenal {datos no mostrados). Esto nos permitio aceptar lo
gue se planteé sobre la posibilidad de que la baja proporcion de celulas
esteroidogénicas en el testicuto hiciera dificil obtener la cantidad de ARNm necesana
para la determinacién. También nos permitid ajustar las tecnicas de trabajo para

realizar las determinaciones posteriores.

Comparacion de la secuencia aminoacidica de R. arenarum con secuencias de

otros vertebrados.

Con los objetivos de evaluar si la secuencia de la proteina StAR es adecuada para la
realizacién de reconstrucciones filogenéticas, y de conocer el grado de divergencia
gue ha sufrido la proteina a lo largo de la evolucién, se comparo la estructura primaria
obtenida para R. arenarum con la de la proteina StAR de distintas especies. Para ello,
se traté de abarcar la mayor cantidad de grupos, dentro de lo posible, teniendo en
cuenta la existencia de las secuencias en la hase de datos utilizada. [as especies
seleccionadas y el nimero de acceso a la secuencia en la base de datos GenBank se
detallaron en la tabla 3. Para los peces cartilaginosos se encontré sélo una especie
mientras que para los peces 0seos se seleccionaron once especies de actinopterigios
y la Unica especie encontrada de sarcopterigios. Para anfibios se utilizaron todas las
especies presentes en la base de datos, cinco especies en total, todas
correspondientes al orden Anura. No se incluyé en el analisis a L. sylvaticus debido a
que su secuencia esta incompleta. También, se utilizaron especies de aves (3),
reptiles {2) y mamiferos (6). Las especies cuyo nimero de acceso a la base de datos
comienzan con XP corresponden a secuencias de StAR que fueron deducidas

computacionalmente de sus genomas enteramente secuenciados.

Paré realizar la comparacion de todas las secuencias fue necesaric hacer un
alineamiento global multisecuencial. Este alineamiento se realizé con dos programas
desarrollados para diche propésito, el Clustal Omega y el MUSCLE. Ambos forman
parte de las herramientas del programa MEGA 6.0 que se utilizé para el analisis

filogenético.

La mayoria de los algoritmos de alineamiento pueden aplicarse tanto a secuencias de
aminoacidos como a secuencias de nucledtidos. Sin embargo, las protelnas estan mas
conservadas gue los ARNm dado que en muchos casos cambios de un solo nucledtido
en un codon no madifican el aminoacido resultante. Por esto, en esta tesis se utilizaron

las secuencias aminoacidicas para todos los analisis.
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En la figura 29 se detalla el resultado del alineamiento realizado con el programa
Clustal Omega de las 32 secuencias amincacidicas de la proteina StAR mencionadas
en la tabla 3. La primera de las secuencias de [a figura 29 corresponde a R. arenarum
y para el resto de las especies solamente se indican los aminoacidos que difieren de
dicha secuencia. Los numeros a la derecha corresponden a la cantidad parcial de
aminoacidos de cada secuencia y, en la ultima heja, se tiene el nimero total de
aminoacidos de la secuencia correspondiente a cada especie. Los guicnes {~) indican
deleciones, “ausencia de aminoacido” o gaps que el algoritmo del pregrama utilizado
para la alineacion agregé al realizar la misma. Se muestra soélo el alineamiento
realizado con el programa Clustal Omega debido a que aporta mayer cantidad de
datos gue la alineacién realizada con el pregrama MUSCLE en cuanto a la cantidad de
aminoacidos conservados o sustituidos de manera conservativa o semiconservativa.
En las alineaciones realizadas con ambos programas se observo gue 87 aminoacidos
estan conservados, indicades en la figura 29 con un asteriscos (*). Con el programa
Clustal Omega también se obtuve que 72 aminoacidos se sustituyeron con otros cuyos
residuos tienen propiedades quimicas similares, denominadas sustituciones
ct e 3 - figu ¢ S s {1y 258

semiconservativas, indicadas con un punto (.}. La alineacion obtenida con MUSCLE no
properciond esta udltima informacién pero se deduce del analisis de similitud realizado
mas adelante que los numeros de sustituciones conservativas y semiconservativas
varian levemente. Dichas variaciones se deben a los distintos nameres y posiciones
de gaps que insertan los programas. Sin embargo, esto si afecta el analisis

filogenético v se discutira oportunamente.
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Capitulo 3 Tesis Doctoral S.C. Czuchlej

de union a lipidos. Entre las 32 secuencias de especies utilizadas en la alineacién, de
esos 44 amino&acidos, 25 estan conservados (56,8%) y 11 reemplazados con

sustituciones conservativas (25%).

La funcion de StAR en la sintesis de esteroides se estudio ampliamente en humanos
cuando se descubrio que mutaciones en el gen de la mencionada proteina son la
causa de la enfermedad potencialmente letal conocida como hiperplasia suprarrenal
congénita lipoide (Congenital Lipoid Adrenal Hyperplasia, CLAH), una afeccién
caracterizada por una incapacidad casi completa del recién nacido de sintetizar
esteroides y la acumulacion de gotas lipidicas en el citoplasma de las células
esteroidogénicas. El defecto en la sintesis de esteroides en la CLAH es causado por fa
falla en el transporle de colesterol a la membrana interna de las mitocondrnias, lo que
demuestra el papel esencial de StAR en dicho transporte. Ademas, los ratones StAR
nufl muestran un fenotipo que es esencialmente idéntico a la patologia humana
(Stocco, 2002). Las mutaciones en el gen de StAR que en humanos resultan en CLAH
fueron informadas en diversos estudios. Los residuos aminoacidicos donde ocurren las
mutaciones mencionadas son E169, R182, R193, D203A, Q212, R217, A218V, M225,
W250, Q258, L275P (Bose y col., 2000; _occo, .., ... LY
L157P, L260P (Flick y col., 2005). En R arenarum, los aminoacidos cuyas

L enyc
mutaciones causan CLAH en humanos, son idénticos a la forma normal de StAR
humana o sustituidos conservativa (L275Y) y semiconservativamente (D203S). Estas
posiciones se indican en la figura 29 con el numero de aminoacido correspondiente en

la parte superior de la alineacion.

Cuando se quiere evaiuar la calidad de un alineamiento son muy importantes las
definiciones de identidad y similitud. La identidad es la suma de residuos idénticos en
posiciones equivalentes en dos secuencias alineadas. Se supone gue estos residuos
formaban parte de una secuencia ancestral de la que descienden ambas secuencias y
que durante la evolucion han permanecido invariables. La similitud es la suma de
puntuaciones correspondientes a residuos en posiciones equivalentes en dos
secuencias alineadas, dichas puntuaciones suelen estar tabuladas e incluir
penalizaciones para insercicnes y deleciones (tambien llamados gaps). Las tablas de
puntuaciones de sustitucion de un residuoc por otro se denominan matrices de
sustitucién (Alvaro, 2014). En particular, la que se utilizé en este trabajo se denomina
BLOSUM (BLOcks of Amino Acid SUbstitution Matrix), creada a partir de datos que
caracterizan a mas de 500 grupos de proteinas relacionadas (Henikoff y Henikoff,
1992).
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Para evaluar la calidad del alineamiento obtenido se utilizé la herramienta
computacional SIAS (Sequence Identity And Similarity) usando la matriz de sustitucion
BLOSUMS2 que agrupa a las proteinas con identidad mayor o igual al 62%. El

resultado obtenido se detalla en la tabla 5.
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Especie Identidad  Similitud Identidad  Similitud

Clustal Clustal MUSCLE  MUSCLE

Rhinella arenarum 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%
Nanorana parkeri 92,60% 95,42% 92,60% 95,07%
Lithobates catesbeianus 91,54% 94,36% 91,54% 94,01%
Glandirana rugosa 91,19% 94.01% 91,19% 93,66%
Sifurana tropicalis 87,36% 91,92% 87,36% 91,92%
Xenopus laevis 87,36% 91,92% 87,36% 91,92%
Fatagicenas fasciata monilis 76,51% 85,76% 76,86% 86,47%
L atimeria chalumnae 76,49% 82 80% 77,54% 84,21%
Acipenser trasmontanus 76,07% 84,64% 76,78% 85,35%
Gallus gallus 75,44% 84,69% 75,80% 85,05%
Crocodylus porosus 75,43% 84,56% 76,14% 85,26%
Taeniopygia guitata 74,55% 83,74% 74,91% 84,09%
Pogona vitticeps 74,38% 82,10% 74,73% 82,45%
Anguilla australis 74,03% 82,45% 74,03% 82,80%
Amazona aestiva 73.85% 81,62% 73,85% 81,62%
Anguiila japénica 73,68% 82,45% 73,68% 82,80%
Oreochromis niloticus 72,28% 78,94% 72,28% 78,59%
Sparus aurata 70,52% 77.54% 70,87% 78,24%
Homo sapiens 70,17% 77.19% 70,17% 77,19%
Cyprinus carpio 69,82% 76,49% 70,52% 76,84%
Oncorhynchus mykiss 69,47% 78.59% 69,82% 78,58%
Micropogonia undulatus 69,12% 76,84% 69,82% 77,89%
Macaca mulata 68,77% 75,43% 688,77% 75,43%
Cannis lupus familiaris 68,07% 78.,24% 68,07% 78,24%
Gadus morhua 67,36% 76,84% 67,36% 77,19%
Sus scrofa 67,36% 76,84% 67,36% 76,84%
Danio rerio 66,31% 74,73% 67,01% 75,08%
Mus musculus 66,19% 75,00% 66,19% 75,00%
Rattus norvergicus 65,84% 75,35% 65,84% 75,35%
Bos taurus 64,56% 74,73% 64,56% 74,73%
Ovis aries 64,21% 75,43% 64,21% 75,43%
Potamotrygon hystrix 61,61% 71,83% 61,26% 71,47%

Tabla 5: Porcentajes de identidad y similaridad de |las secuencias aminoacidicas de StAR
de distintas especies de vertebrados comparadas con la secuencia obtenida para R.
arenarum, mediante el andlisis de alineamiento realizado con los programas Clustal y
MUSCLE.
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Los resultados en cuanto a identidad y similitud calculados sobre las alineaciones
realizadas con los distintos programas, que utilizan algoritmos diferentes, permiten
suponer que la calidad del alineamiento de |la secuencia de StAR de R. arenarum con
cada una de las secuencias analizadas es buena. Esto es asi dado que los
porcentajes para identidad y para similitud son semejantes para {a misma especie
entre el Clustal y el MUSCLE.

Cuando se analizan los anfibios anuros en particular, se puede ver gue la secuencia
de R. arenarum se encuentra mas cercana a las especies de la familia Ranidae que a
las de la familia Pipidae, de caracteres derivados mas tempranamente durante la
evolucion. Esto se observa marcadamente en el porcentaje de identidad, es decir en la
cantidad de aminoacidos iguales que tienen las secuencias, pero no es tan acentuada
la diferencia cuando se analiza la similitud. Si comparamos a R. arenarum con los
amniotas bodemos ver que Ia acumulacion de cambios de aminocacidos fue mayor en
los mamiferos, cuyo porcentaje de identidad esta entre un 70% y un 64%, mientras
que los saurépsidos comparten un porcentaje de identidad entre el 77% y 74%. Dentro
de los anamniotas, para los peces se puede observar que se obtuvieron mayores
porcentajes tanto de identidad como de similitud entre R. arenarum y las especies de
origen mas temprano, como son A. transmontanus, A. japonica y A. australis. En la
similitud se observa un cambio mayor en el porcentaje de las especies mencionadas
comparandclas con otros peces considerados de origen tardio, como lo son O.
niloticus, M. undulatus y S. aurata. El porcentaje de similitud de R. arenarum con estas

Ultimas especies es parecido al porcentaje de similitud de R. arenarum y H. sapiens.

Analisis filogenético

El objetivo de los métodos de reconstruccion filogenética es utilizar del mejor modo
posible la informacién obtenida de las especies actuales para hacer inferencias acerca
del pasado, es decir, para elaborar hipétesis que sean lo mas fiables posibles. En el
caso de la filogenia molecular, la informacidn utilizada para hacer las inferencias
puede estar dada por las secuencias nuclectidicas o aminoacidicas. En este capitulo,
el andlisis filogenético basade en la alineacion de multiples secuencias de la proteina
StAR de distintas especies buscd evaluar las relaciones filogenéticas determinadas a
partir de ese caracter molecular vy la magnitud del componente filogenético en la

variabilidad de la secuencia.

Para esto, se analizaron las alineaciones realizadas utilizando el método de MV. Como

se menciond anteriormente, se ulilizd a P. hystnx, un pez cartilaginoso, como grupo
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externo para el enraizamiento de los arboles y su consecuente polarizacidon de

caracteres.

Lo primero que se analizé fue la topologia de los arboles obtenidos a partir de los
distintos alineamientos. Para cada caso, ademas, se uiilizo el mismo modelo evolutivo
pero con distinta tasa de cambio; una tasa de cambic uniforme y otra con sitios
invariantes (+1). De manera general, podemos observar que de los cuatro arboles
(Figuras 30-33), el arbol cbtenido con la alineacion del Clustal Omega, cuya tasa de
cambio se fijé como uniforme (Figura 30), tiene una topologia que refleja
fidedignamente las relaciones filogenéticas existentes con respecto a los nodos
formados segun la clase taxonomica de |las especies utilizadas. La formacién del nodo
que agrupa a los Actinopterigios y del nodo que agrupa a los Sarcopterigios se da
unicamente en los arboles cuya tasa de cambio se determiné como uniforme,
independientemente del métocdo de alineamiento utilizado (Clustal, Figura 30;
MUSCLE, Figura 31). La topologia de los arboles cuya tasa de cambio se determiné
como con sitios invariantes (+1} no muestra la formacion de dichos nodos (Clustal+l
Figura 32, MUSCLE+I Figura 33). A diferencia de lo que ocurre con la topologia del
arbol de la figura 30, en .. ..ol de _ . Jura no se forma el nodo de los
Saurdpsidos. Los nimeres en cada nodo indican el scare o puntaje del “bootstrap” de
500 repeticiones, es decir, el porcentaje de veces en las que se repitié dicha rama en
el testeo del arbol. Este valor es alto para todoes los arboles en los nodos que agrupan
a: tetrapodos (entre un 94 y 95%), al ctado de los amniotas (entre un 88 y 95%), los
anfibios (entre un 99 y 100%) y mamiferos {100%). Ademas, en los arboles donde se
forman el nodo de los Actinopterigios el porcentaje obtenido fue de 61% o 65%
{Figuras 30 y 31) como consecuencia del agregado de la secuencia de L. chalumnae,
una de las especies vivientes de la subclase Coelacanthimorpha de la clase
Sarcopterygii. Antes de este agregado el porcentaje del nodo Actinopterigio era de
85% (arbol no mostrado). Si bien el porcentaje varia bastante, los valores obtenidos
con el agregado son los suficientemente altos como para confiar en la topelogia del
arbol. Hay que tener en cuenta que estos resultados son la consecuencia del
agregado de una Unica especie de sarcopterigio de las ocho especies vivientes. Seria
conveniente repetir los alineamientos en el futuro cuando se cuente con mas

secuencias de StAR de otras especies de sarcopterigios.

Ademas, de la comparacion realizada entre los distintos arboles se puede deducir que
ia secuencia de la proteina StAR obtenida para R. arenarum se ubica dentro del grupo
de los anfibios, cuya rama es robusta dado que se formo en el 89% ¢ mas de los

casos durante el testeo del arbol. Por otra parte, si bien son muy pocas las familias
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representadas, éstas estan ordenadas como se muestra en el arbol filogenético de los
anfibios (AmphibiaWeb, 2018). Asi, vemos a R. areparum, de la familia Bufenidae,
cercano a la especie de la familia Dicroglossidae, N. parkeri y ambas, a su vez,
cercanas a las 2 especies de la familia Ranidae, L. catesbejanus y (. rugosa. Las
especies de |a familia Pipidae se agrupan en una rama aparte dentro del nodo de los
anfibios. Hay gue tener en cuenta que se considera que los miembros de esta familia
han divergidoc mucho mas tempranamente. Estos resultados son consistente con los
obtenidos utilizando los peorcentajes de identidad y similitud, lo cual nos permite
suponer que la secuencia de la proteina StAR de distintas especies podria ser
utiizadas como caracter molecular para ayudar al establecimiento de relaciones

evolutivas mediante la construccion de arboles filogenéticos.

Por otra parte, los arboles estan construidos a escala y el large de las ramas
representa el nimero de sustituciones por sitio. Las longitudes de las ramas muestran
que dentro de los tetrapedos StAR de anfibios acumuld menos cambios aminoacidicos
que la proteina de los mamiferos analizades, independientemente del analisis
filogenético realizado. Esto es consistente con los resultados del analisis de la
alineacion de las secuencias, donde se observé que el grupo que mostraba mayor
cantidad de cambios en la secuencia, en aquel caso con respecto a la secuencia de R.

arenarum, eran el de los mamiferos.
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Figura 30: Andlisis filogenetico de la proteina StAR. Las relaciones fueron inferidas utilizando
el alineamiento realizado con el Clustal y el método de maxima verosimilitud, con una tasa de
cambic uniforme, del programa MEGA 6.0. El niUmero de acceso de la base de datos GenBank
para cada secuencia aminoacidica se indica entre paréntesis. Los nimeros debajo de las
ramas indican el puntaje del “bootstrap” de 500 repeticiones, es decir, el porcentaje de veces
en las que se repitio dicha rama en el testeo del arbol. El arbol esta construido a escala y el
largo de las ramas representa el nimero de sustituciones por sitio.
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Figura 31: Analisis filogenético de la proteina StAR. Las relaciones fueron inferidas ufilizando
el alineamiento realizado con el MUSCLE vy el método de maxima verosimilitud, con una tasa
de cambio uniforme, del programa MEGA 6.0. El nimero de accesc de la base de datos
GenBank para cada secuencia aminoacidica se indica entre paréntesis. Los nimeros debajo
de las ramas indican el puntaje del “bootstrap” de 500 repeticiones, es decir, el porcentaje de
veces en las que se repitié dicha rama en el testeo del arbol. El arbol esta construido a escala y
el largo de las ramas representa el numero de sustituciones por sitio.
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Figura 32: Analisis filogenético de la proteina StAR. Las relaciones fueron inferidas utilizando
el alineamiento realizado con el Clustal y ef método de maxima verosimilitud, con una tasa de
cambio con sitios invariantes, del programa MEGA 6.0. Fl nimero de acceso de la base de
datos GenBank para cada secuencia aminoacidica se indica entre paréntesis. Los nimeros
debajo de las ramas indican el puntaje del “hoocistrap” de 500 repeticiones, es decir, el
porcentaje de veces en las que se repitid dicha rama en el testeo del arbol. El arbol esta
construido a escala y el largo de las ramas representa el nimero de sustituciones por sitio.
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Figura 33: Analisis filogenético de la proteina StAR. Las relacicnes fueron inferidas utilizando
el alineamiento realizado con el MUSCLE y el método de maxima verosimilitud, con una tasa
de cambio con sitios invariantes, del programa MEGA 6.0. El nimero de accesc de la base de
datos GenBank para cada secuencia amincacidica se indica entre paréntesis. Los nlimeros
debajo de las ramas indican el puntaje del “bootstrap” de 500 repeticiones, es decir, el
porcentaje de veces en las que se repitié dicha rama en el testeo del arbol. El arbol esté
construido a escala y el largo de las ramas representa el nimero de sustituciones por sitio.
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Expresion diferencial de StAR

En R arenarum, la expresion del ARNm de StAR se evalud en distintos organos,
esteroidogénicos y no esferoidogénicos. Para ello, se utilizé el ADNc obtenido
mediante RT-PCR del ARN total de cerebro, testicule, interrenal, érganc de Bidder,
piel e higado. El 6rganc de Bidder se escogi¢ debido a que es una estructura
caracteristica de los bufonidos que sintetiza estradiol a partir de sustratos endégenocs y
de testosterona testicular {Scaia y col., 2011). La figura 34 muestra los resultados
obtenidos. En ella puede verse que si bien es evidente la presencia de GAPDH en
todos los organos solo en interrenal y testiculo puede verse una banda
correspondiente a un fragmento de StAR. Cabe aclarar que los intentos realizados por
obtener productos de PCR a partir del ADNc de testiculo fueron fallidos, aunque se
ensayaron diversas condiciones (datos no mostrades). Fue necesario obtener el
ARNmM total, luege el ADNc vy, finalmente, se consiguié visualizar el producto de PCR
correspondiente a un fragmento del ARNm de la proteina buscada. La presencia del
ARNm de StAR en testiculo fue descripta en otros dos anfibios anuros, L.
catesheianus (Paden y col., 2010) y P. esculentus (Burrone y col., 2012). Sin embargo,
en ambas especies se describio su expresion también en cerebro . audenyc_., . _,
Santillo y col., 2017) y en la piel e interrenal de L catesbefanus (Paden y col., 2010). La
expresion en interrenal en la rana toro se debe inferir, dado que es ta estructura
esteroidogénica, pues para los ensayos dicha glandula fue utilizada junto con el rifion
(Paden y col., 2010},

Los resultados obtenidos no nos permiten descartar la presencia de ARNm de StAR
en otros tejidos, particularmente en cerebro, para el que fue descripto en los trabajos
mencionados. Por otra parte, no es extrafio la falta de sefial en el drgano de Bidder ya
que esta estructura contiene ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos tempranos, que
aportan una gran cantidad de ARNm y, ademas, tal como fuera informado no todos los
foliculos poseen ceélulas foliculares que expresen el Cyp450scc por lo que no todos
requeririan del transporte de colesterol a la membrana interna mitocondrial (Scaia y
col., 2011).
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Bufonidae. La comparacion de la estructura primaria de StAR entre R, arenarum y las
otras especies de vertebrados reflejd un alto porcentaje de conservacion,
particularmente en los dominios vinculados con la funcionalidad de la proteina,
descriptos para StAR de humanos {Arakane y col., 1996, Wang y col., 1998). Dentro
de estos dominios se encuentran las dos posibles secuencias consenso para la
fosforilacién por PKA (Arakane y col., 1997), que no muestran cambios en la mayoria
de las especies comparadas ni en R arenarum. También se encontraron alli,
fuertemente conservados, los residuos que contribuyen a la formacidn de la estructura
de tunel hidrofébico para el trasporte de lipidos (Tsujishita y Hurley, 2000} y los
aminoacidos en los cuales una mutacion puntual produce en humaneos la enfermedad

CLAH, ya mencionada.

Los alineamientos y el analisis de identidad y similitud de secuencias aminoacidicas
ofrecen mucha infermacion acerca de la conservacion de dominios proteicos,
estructuras y la funcion ascciada a la misma. El conocimiento de estos sitios y su
conservacion en distintas especies nos permiten evaluar la posible importancia para el
mantenimiento o el surgimiento de una funcién. También, la caracterizacion de estos
dominios permite el.__nder mas a otras proteinas cuyas funciocnes pueden ser
similares. Por ejemplo, la proteina MLN64 comparte un dominio homologo a StAR vy

también estimula la esteroidogénesis (Watari y col., 1997).

Los alineamientos son la base sobre las que se realizan los analisis filogenéticos.
Dado que dichos analisis son muy sensibles a estos alineamientos, en este trabajo se
utilizaron y compararen dos alineaciones diferentes que utilizan distintos algoritmos
(Clustal y MUSCLE). Los resultados de los analisis filogenéticos obtenidos en esta
tesis utilizando como caracter la secuencia de StAR concuerdan con las relaciones
filogenéticas obtenidas en peces al utilizar la secuencia de la misma proteina

(Kusakabe y col., 2009; Sreenivasulu y col., 2009; Evans y Nunez, 2010).

En cuanto a la induccion de la expresion de StAR por hormonas troficas, en testiculos
de anfibios solo hay un trabajo (in viva) en L. catesbeianus, en el cual se muestra que
los niveles del ARNm de StAR aumentan a las 2 y las 4 horas post inyeccion de hCG
{Paden y col, 2010). &n este capitule se mostré que el tratamiento in vitro con dosis
de hCG que estimulan la sintesis se esteroides también produce un aumento del
ARNmM de SIAR, aumento que no fue significativo cuando se midié la proteina en las
mismas condicicnes experimentales, lo cual podria avalar la especulacion hecha en

cuanto a la falta de sensibilidad de la técnica de VWestern blot.
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gue ocurre en mamiferos. Pareceria ocurrir que hCG actia utilizando vias de
transducciéon de sefiales que no involucran a PKA dado que H89, un inhibidor de la
quinasa, no modifica la respuesta a la gonadotrofina (Figura 8 del Capitulo 2 de esta
tesis). En células de Leydig de raton ya se describieron distintas vias de reguiacion de
la esteroidogénesis independientes de AMPc (Stocco y col, 2005, Manna y col,
2008).

Todo lo mencionado hasta aqui sefiala por lo menos dos aspectos que se deben tener
en cuenta. Uno de ellos es que no siempre los modelos propuestos para mamiferos
pueden ser extrapolados a otros grupos filogenéticos. EI modelo actual, sugerido para
la regulacién aguda de la sintesis de androgencs, indica que para que se produzca un
incremento en su produccién es necesario que el colesterol sea transportado desde
las gotas lipidicas localizadas en el citoptasma a la membrana interna mitocondrial. En
dicha membrana se encuentra la primera enzima de la sinlesis de esteroides, el
Cyp450scc. Ademas, que a pesar de la aceptacién general de esta propuesta aun
existen varios puntos oscuros en el proceso, tal como lo planteara Miller recientemente

en su revision “Steroidogenesis: unanswered guestions” (2017).
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Conclusiones

Al principio de esta tesis se plantearon distintas hipotesis relativas al control de la
espermiacion y la esteroidogénesis, teniendo en cuenta los trabajos previos realizados en
R. arenarum como también en vertebrados en general y, en particular, en otros anfibios.
Estas hipotesis se pusieron a prueba a lo largo de esta tesis y a continuacion se enumera
cuales de ellas fueron aceptadas y cuales rechazadas a partir de los resultados obtenidos

en este trabajo.
1. La espermiacion estimulada por hCG involucra la accion no canonica de la NKA.

|.a participacion de la NAK en el proceso :de esper-miacl:ién estimulado por hCG se puso en
evidencia al inhibir la espermiacion por el agregado de un CTS como la ouabaina. La
particularidad de este compuesto es que puede modificar tanto la funcién del transporte
de iones de la bomba como también activar una cascada de sefializacion intracelular
vinculada a la funcién como receptor de la NKA. La inhibicidn especifica del transporte de
iones por el agregado de orovanadato no alteré el resultado de la espermiacion
estimulada por hCG poniendo en evidencia que la funcion de fa NAK que participa en el

proceso es la no candnica, por lo que se acepta la hipotesis planteada.

2. La accion inhibitoria de ouabaina sobre la espermiacion involucra la activacion de
PKC.

Teniendo en cuenfa el efecto inhibitorioc que genera la ouabaina sobre la espermiacion
estimulada por hCG, y sabiendo que tratamientos con un estimulador de PKC también
disminuyen el efecto de la gonadotrofina, se propuso que el rol de la cuabaina podria
estar mediado por la activacion de la mencionada quinasa. Es por esto que se evalud en
gué medida el efecto del CTS podia ser modificado por la presencia de inhibidores de
amplio espectro de PKC. El efecto de ouabaina no se afectd por ninguno de los dos

inhibidores usados, por o que se rechaza la hipdtesis planteada.

3. El mecanismo de accion de FSHrh para estimular la espermiacion y la

esteroidogenesis es similar al de hCG.
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FHSrh estimuia ambos procesos mencionados y trabajos previos del laboratorio
mostraron que actua sobre las células de Sertoli generando un aumento de AMPc. Por
otra parte, hCG puede estimular ambos procesos estudiados y solo el de espermiacion es
inhibido ante la presencia de un inhibidor de la FKA. La inhibicion de la espermiacion
estimulada por FSHrh por un inhibidor de PKA y la falta de efecto sobre la
esteroidogénesis son resultados similares a los obtenidos con hCG en las mismas

condiciones experimentales, por lo cual se acepta la hipdtesis.

4. los glucocorticoides disminuyen la sintesis de androgenos al inhibir la expresion

de la proteina StAR.

El tratamiento con 150 nM de corticosterona, concentracion plasmatica correspondiente al
periodo reproductivo de R. arenarum, genera una disminucion de la secrecion basal y
estimulada de androgenos, en testiculos de animales que se encuentran en periodo no
reproductivo, asociado a alta produccion de androgenos. En mamiferos, el aumento en la
produccitn de testosterona se correlaciona con un aumento en la expresion de |la proteina
StAR. Los resuliados obtenidos en esta tesis indican que, independientemente del
tratamiento realizado, la sintesis de StAR no se modifica de manera significativa vy,
particularmente, no correlaciona con la disminucion de la sintesis de androgenos

resultante de los tratamientos con corticosterona. Debido a esto se rechaza |a hipotesis.
5. Laenzima 113-HSD inhibe la accidn de los glucocorticoides.

|.uego de inhibir a la enzima 113-HSD, el efecto negativo de los glucocorticoides sobre la
sintesis de andragenos se detectd con una dosis que en ausencia del inhibidor no afecta
la produccion de esteroides. Esto muestra que la actividad de la enzima modula el efecto

de corticosterona en el testiculo, por lo cual se acepta la hipodtesis.

6. Tanto hCG como 8-Br-AMPc estimulan fa sintesis de androgenos al aumentar la

sintesis de la proteina StAR.

Tratamientos en distintas condiciones experimentales con hCG y 8-Br-AMPc estimularon
significativamente la sintesis de andrégenos pero no se observd un aumento de la

cantidad de la proteina StAR, por esto se rechaza la hipotesis.
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7. La secuencia de la proteina StAR en R. arenarum esta altamente conservada en

comparacion con las de otros vertebrados.

La alineacion de la secuencia aminoacidica de StAR de R. arenarumn con las de distintos
vertebrados mostré que tenia altos porcentajes de identidad y de similitud. Ademas, se
observd que la secuencia conservaba los dominios vinculados a la funcionalidad de la
proteina, definidos en mamiferos como el dominio de union al colesterol, el de
fosforilacion por PKA y el de direccionamiento mitocondrial. Ademas, los arboles
filogeneéticos construidos a partir de dichas alineaciones reflejan fidedignamente, en su
mayoria, las relaciones filogenéticas establecidas para los distintos grupos de vertebrados
con respecto a 1os nodos formados segun la clase taxondmica de las especies utilizadas.

Por todo esto se acepta la hipotesis.

8. Tanto hCG como 8-Br-AMPc estimulan la expresion del ARNm de StAR,

El andlisis de la expresion del ARNm de StAR luego del tratamiento con ambos
reguladores de la esteroidogénesis mostrd que hCG  induce un  aumento
significativamente mayor que 8-Br-AMPc, el que también incremente a la proteina, por lo

que se acepta la hipotesis.

Los resultados expuestos en esta tesis sostienen la hipdtesis general de trabajo y se
puede postular que en los machos de R. arenarum hCG tiene dos mecanismos de accidn
diferentes, uno que involucra a la NKA y la activacion de la PKA, responsable de la
espermiacion, y otro, independiente de la bomba, que no involucraria la accién de dicha
quinasa. Considerando los trabajos previos realizados en R. arenarum, asi como lo
observado en esta tesis, puede concluirse que ia esteroidogénesis testicular puede ser
estimulada por distintas cascadas de sefnalizacion y que la activada por hCG involucra la
expresion del ARNm de StAR pero no la activacion de la PKA, como se describe en

mamiferos, por lo menos en las condiciones experimentales utilizadas en esta tesis.

El hecho de que el tratamiento con un andlogo de AMPc estimule ia sintesis de
andrégenos en la misma magnitud que hCG, sumado a que la gonadotrofina actua por
una via que no involucra a la PKA, puede tener varias explicaciones. Una de ellas es que
existan otros compuestos que activen la sintesis de esteroides y que tengan una via de

sefializacion que involucre [a activacién de la quinasa, como el d-aspartato, por ejemplo,
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gue es un buen estimulador de la sintesis de estercides en P. esculentus (Di Fiore y col.,
2016). Otra posibilidad es que la hCG, considerada analoga funcional de la LH humana en
lo que respecta a la regulacién de la esteroidogénesis, pueda estimular la produccién de
andrdgenos pero no necesariamente activando las mismas cascadas de sefializacion que
la LH de R. arenarum. Asi, podria ser que fa gonadotrofina homologa si fuera capaz de
activar a la PKA junto con oftras vias de sefalizacion. Volonteri y col. (2013) realizaron la
caracterizacion molecular de la subunidad § de LH de R. arenarurm y establecieron que
dicha subunidad, que le confiere especificidad a la actividad biologica, comparte solo un
44% de identidad con la subunidad B de {a LH humana. Sumado a esto, la subunidad f§ de
hCG difiere estructuralmente de la propia LH, ya que tiene 24 aminoacidos mas en el
extrerno C-terminal (Nwabuobi y col., 2017)}. Todo esto permite pensar que pueden tener

mecanismos de accion diferentes.

Por ofra parte, el aumento agudo en la produccion de esteroides estimulado por
gonadotrofinas en ausencia de cambios en valores del ARNm o la proteina StAR, fue
descripto hace varios afios en la rata (Ariyoshi y col., 1998). En ese trabajo se sugirid que
la regulacion transcripcional y transduccional de SIAR podia no estar involucrada en la
estimulacion aguda. En su trabajo Ariyoshi y col. (1998) también sugirieron que es posible
que la redistribucién de S3tAR en lugar de su sintesis neta fuera critica para la
esteroidogénesis. Esto podria explicar por qué la activacion de PKA produce un aumento
impartante de la esteroidogénesis y una baja estimulacion de la expresiaon del ARNm de
StAR.

Lo que llamd la atencién es que ninguno de los estimuladores de Ia sintesis de esteroides
fuera capaz de medificar la cantidad de la proteina StAR mitocondrial. Esto llevo a
estudiar la expresion del ARNm con el objeto de determinar si los resultados negativos se
debian a problemas de sensibilidad de la técnica o de especificidad del anticuerpo
utiizado. s Por qué se piensa en problemas de especificidad del anticuerpa? En su trabajo
original Burrone y col. {2012) en P. esculentus o ron realizar inmunohistoquimicas con
el anticuerpo que se utilizd en esta tesis, en tanto gque todos los intentos llevados a cabo
en R. arenarum resultaron infructuosos, independientemente de las modificaciones

realizadas a la técnica.

En la secuenciacion del ARNm de StAR no se consiguio obtener de forma completa la

region 3° no codificante. La dificultad encontrada en la secuenciacion del extremo 3 del
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mensajero en K. arenarum permitio |a secuenciacion de la seccion codificante que aporta

mucha informacion en cuanto a la estructura proteica.

Para sacar conclusiones mas profundas y responder interroganies que quedaron
planteados durante este trabajo se requerirfan muchos estudios complementarios. Entre

elios:

Desarrollar anticuerpos homaologos para la proteina StAR y repetir los ensayos realizados

a fin de descartar los problemas de especificidad 0 sensibilidad planteados.

Realizar experimentos con ofros compuestos reguladores de la esteroidogénesis en
anfibios como d-aspartato y determinar la participacion de quinasas en dicha regulacion,

particularmente de la PKA.

Realizar medicicnes del ARNm de StAR en experimentos in vifro en distintas condiciones
experimentales. En particular, para determinar si la tendencia al aumento de la proteina
observado luego del fratamiento con corticosterona esta asociado a un aumento
significativo del ARNm de StAR, tal lo ocurrido con hCG.

Realizar experimentos in vifro con bufoadienolidos, particularmente aguellos producidos

por K. arenarum para determinar si tienen efecto sobre la espermiacion.

Y, lo mas improbable, utilizar para todos los ensayos las gonadotrofinas homologas.
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