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Resumen

Papel de las proteinas hemo oxigenasa-1 y ciclooxigenasas y del
compuesto natural curcumina en la regulacion de las funciones
esteroidogénica y proliferativa de las células de Leydig.

Las células de Leydig constituyen la principal poblaciéon endocrina del
testiculo, cuyas funciones son reguladas por el eje hipotalamico-hipofisario-
gonadal y por multiples factores locales presentes en el microambiente intersticial.
El objetivo del presente trabajo consistié6 en estudiar los efectos de la hemo
oxigenasa-1 (HO-1) y las ciclooxigenasas (COX), mediadores clave en procesos
antioxidantes e inflamatorios responsables del mantenimiento de la homeostasis
celular, y del compuesto natural curcumina, involucrado en la regulacion de dichos
procesos, sobre las funciones de las células de Leydig. Para tal fin, se utilizaron
como modelo dos lineas celulares de Leydig: MA-10 y R2C. En primer lugar, el
presente trabajo permitié describir que la induccién de HO-1 por hemina inhibe
la esteroidogénesis de forma reversible y que dicho efecto es mediado parcialmente
por el mondxido de carbono, que tiene un impacto negativo sobre la actividad de
la enzima CYP11Al. Del mismo modo, la induccién de HO-1 inhibe
reversiblemente la proliferacidon celular mediante el arresto del ciclo celular. A su
vez, modifica la respuesta esteroidogénica y proliferativa a histamina. En cuanto al
estudio de las COX, se observdé que la isoforma inducible COX-2 modula

negativamente la sintesis de esteroides y que la prostaglandina F2a estaria
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Resumen

involucrada en dicha inhibicién. Las isoformas de la COX no tienen un efecto
sobre la proliferacion o la viabilidad celular. Finalmente, al evaluar el efecto de la
curcumina sobre las funciones de las células de Leydig, se observo un efecto
estimulatorio sobre la esteroidogénesis mediado por la induccién de la proteina
StAR. Este compuesto natural también inhibe la proliferacién y reduce la
viabilidad celular. Dichos efectos estarian mediados por el arresto en G2/M a través
de la modulacién de la expresion de ciclinas e inhibidores del ciclo celular. Por
ultimo, en un modelo singénico de tumores de células de Leydig, neoplasias
endocrinas con complejas manifestaciones clinicas que no responden a terapias
convencionales, la curcumina mostré un significativo efecto antitumoral, sin
afectar el estado de salud general de los ratones. En conclusion, los resultados
obtenidos en el presente trabajo amplian el conocimiento acerca de los
mecanismos regulatorios de las funciones de las células de Leydig, los cuales

podrian tener implicancias tanto en su fisiologia como en escenarios patoldgicos.

Palabras claves: células de Leydig, esteroidogénesis, hemo oxigenasa-1,

ciclooxigenasas, curcumina, proliferacion, tumores de células de Leydig.



Abstract

Role of the proteins heme oxygenase-1 and cyclooxygenases and
the natural compound curcumin in the regulation of Leydig cells
steroidogenic and proliferative functions.

Leydig cells comprise the main endocrine population of the testis, whose functions
are regulated by the hypothalamic-pituitary-gonadal axis, as well as multiple local
factors in the interstitial microenvironment. The aim of the present work was to
study the effects of heme oxygenase-1 (HO-1) and cyclooxygenases (COX), key
mediators in antioxidant and inflammatory processes that maintain cell
homeostasis, and the natural compound curcumin, also known to modulate such
processes, on Leydig cells functions. To this end, MA-10 and R2C Leydig cell lines
were used as experimental models. Firstly, it is described that HO-1 induction by
hemin reversibly inhibits steroidogenesis and this effect is partly mediated by
carbon monoxide, which negatively affects CYP11A1 enzymatic activity. Likewise,
HO-1 induction reversibly inhibits cell proliferation by means of cell cycle arrest.
Besides, it modifies the steroidogenic and proliferative response to histamine.
Regarding the study of COX, it is observed that the inducible isoform COX-2
negatively modulates steroid synthesis and that prostaglandin F2a is involved in
this inhibition. COX isoforms do not have an effect on proliferation or cell
viability. Finally, when assessing the effects of curcumin on Leydig cells functions,

a stimulatory effect on steroidogenesis mediated by StAR protein induction was
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Abstract

observed. This natural compound also inhibits proliferation and reduces cell
viability. Such effects are mediated by G2/M cell cycle arrest through the regulation
of cyclins and cell cycle inhibitors expression. Finally, in a syngeneic Leydig cell
tumor model, endocrine neoplasia with complex clinical manifestations that do
not respond to conventional therapies, curcumin showed a marked antitumor
effect, without affecting the overall health status of the mice. To sum up, the results
obtained in the present study help broaden the knowledge on the regulatory
mechanisms that affect Leydig cell functions, which may have implications either

in their physiology or in pathologic scenarios.

Key words: Leydig cells, steroidogenesis, heme oxygenase-1, cyclooxygenases,

curcumin, proliferation, Leydig cell tumors.
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Introduccion

1. Conceptos basicos de endocrinologia
Del griego endo -évéo- ‘dentro’, krino -(éx)xkpivw- ‘segregar’y -logia -Aoyia ‘estudio’

La principal funcién del sistema endocrino es mantener la homeostasis
corporal. A suvez, regula el desarrollo, la madurez sexual y la funcién reproductiva
propiamente dicha. El sistema endocrino no posee una localizacién anatémica
definida, sino que esta compuesto por grupos localizados de células especializadas
distribuidas en distintas partes del cuerpo—las glandulas endocrinas—, las cuales
reciben senales para la sintesis y secrecion de mensajeros circulantes—las
hormonas—, que ejerceran su efecto regulatorio sobre células blanco en diferentes
tejidos y 6rganos.

La mayoria de las glandulas endocrinas [gland(em) lat. 'bellota’ + -ula(m) lat.
‘pequerio’] tienen origen epitelial y consisten en agregados de células epitelioides
que se encuentran inmersas en el tejido conectivo. Sélo algunas glandulas o células
endocrinas tienen origen mesenquimatico y derivan de las crestas urogenitales
(por ejemplo, las células de Leydig en el testiculo y la corteza de la glandula
adrenal). A pesar de que las estructuras endocrinas varfan en tamao, forma y
localizacion, poseen caracteristicas en comun. La mas notoria es la ausencia de
conductos excretores; sus secreciones son liberadas hacia la matriz extracelular del
tejido conectivo en las cercanias de capilares y, desde alli, son transportadas hacia
laluz de vasos sanguineos o linfaticos para su distribucion hacia las distintas partes

del cuerpo. Otra caracteristica en comun es la presencia de granulos secretorios
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Introduccion

especializados dentro de las células endocrinas, que almacenan grandes cantidades
de hormonas para que las mismas sean exocitadas en respuesta a sefales
especificas. Usualmente, la sintesis de hormonas comienza con moléculas
precursoras; por ejemplo, el colesterol, el cual es metabolizado para la sintesis de
hormonas esteroideas. La biosintesis de esteroides sexuales sera abordada en las
siguientes secciones.

La sintesis de hormonas es regulada por diversas sefiales bioquimicas; las
fuentes mas comunes de estas sefiales regulatorias son el sistema nervioso central
y los 6rganos blanco. El hipotdlamo y la hipdéfisis monitorean la concentracion
circulante de hormonas: liberan hormonas tréficas que activan vias especificas
para la sintesis de la hormona por la célula endocrina. Por otro lado, la regulacion
por retroalimentacion desde el 6rgano blanco ocurre cuando la respuesta a la
estimulacion hormonal tiene un efecto sobre la célula secretora; este efecto puede
ser negativo, cuando la respuesta disminuye la sintesis hormonal o, mas raramente,
positivo, cuando la aumenta. El mecanismo regulatorio de la sintesis de hormonas
dependera de la naturaleza quimica de las mismas: la sintesis de hormonas
peptidicas es regulada principalmente a nivel de la transcripcidon, mientras que la
sintesis de hormonas esteroideas y aminas es controlada indirectamente mediante
la regulacion de la produccién de enzimas claves de su via de sintesis y por
disponibilidad de sustrato.

La secrecién de hormonas también se encuentra finamente regulada por otras
multiples sefiales que aseguran que los niveles circulantes sean los apropiados para
provocar respuestas especificas en los tejidos blanco. Una caracteristica distintiva
de la secrecion hormonal es la pulsatilidad: la tasa de liberacion varia en relacion
con la actividad de osciladores hipotalamicos que regulan el potencial de

membrana de neuronas y secretan oleadas de factores liberadores de hormonas
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Introduccion

que actian sobre la hipdfisis y, como consecuencia, tienen efectos sobre otras
células endocrinas del organismo. Estos pulsos llevan diferente informacion a los
tejidos blanco que una unica concentracién estable de la hormona. Por otro lado,
algunos tipos de hormonas—como las esteroideas—, son liberadas de forma
continua por difusion. Como se menciond, la regulacion de la secrecidn de estas
moléculas es ejercida a nivel de la sintesis: sobre las enzimas o proteinas que actuan
en diferentes pasos biosintéticos. Un ejemplo de proteina regulatoria es la proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR), cuyas propiedades y funciones
seran analizadas en secciones posteriores.

Una vez sintetizadas y secretadas, las hormonas seran transportadas a través
de la sangre. Los niveles circulantes dependerdn de la tasa de secrecién, de
absorcion y de degradacion y, como se explicard a continuacion, de la afinidad de
la hormona por proteinas plasmaticas. Las hormonas hidrofilicas no tienen ningtin
impedimento para ser transportadas en su forma libre por el sistema circulatorio.
Sin embargo, otras hormonas poseen muy baja solubilidad en agua (como las
esteroideas) y, para su eficiente distribucion sistémica, se unen a glicoproteinas
transportadoras (como la globulina fijadora de esteroides sexuales o la albiumina).
Estos complejos hormona-proteina transportadora, funcionan como reservorios y
evitan que la hormona sea rapidamente inactivada o excretada. Las hormonas
unidas a sus proteinas transportadoras presentan un equilibrio dinamico con
cantidades muy pequefias de hormona libre en plasma; esta fraccidn libre tiene
actividad bioldgica dado que puede pasar al compartimento extravascular y
atravesar la membrana de las células blanco. Este modo de transporte propone otro
mecanismo para regular la biodisponibilidad de las hormonas: regular la expresion

y secrecion de las proteinas transportadoras.
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Introduccion

La palabra hormona deriva del griego hormaein (opu@v), que significa
excitar, poner en marcha. Se trata de sefiales quimicas que se secretan hacia el
torrente sanguineo y actian sobre tejidos distantes, donde activan vias de
senalizacidon que regulan diferentes procesos celulares. En esta puesta en marcha,
la hormona seria la llave que acciona la cerradura: receptores de membrana o
intracelulares en las células blanco que poseen alta afinidad por la hormona y
aportan especificidad a los mecanismos de regulacidon endocrina. La sefializacion
paracrina—desde una célula hacia células adyacentes—, utiliza las mismas vias
moleculares que las sefales endocrinas, dado que la maquinaria de respuesta
celular no diferencia el sitio de origen de la sefial. Una de las diferencias clave entre
las sefalizaciéon endocrina y paracrina es que, como las sefiales endocrinas
difunden por todo el cuerpo, deben ser sintetizadas en grandes cantidades en
relacion con la concentracidon requerida para su efecto en el sitio de accion.

Por dltimo, a nivel de las células blanco, tanto el numero de receptores por
célula como las vias de sefializacion activadas pueden ser regulados, aportando el
ultimo nivel de control de la accién hormonal. Al activar sus receptores especificos,
las hormonas ejercen acciones muy variadas que incluyen: modificar el
metabolismo, alterar la actividad de canales idnicos, influir sobre el crecimiento
celular, etcétera. La actividad concertada de todas las hormonas del cuerpo asegura
el mantenimiento de la homeostasis (Barrett et al., 2019; Melmed et al., 2018; Ross

& Pawlina, 2015).

2. Los testiculos

Del latin testiciilus, diminutivo de testis, ‘testigo de virilidad’.

El sistema reproductor masculino estd constituido por los testiculos, los

conductos genitales excurrentes, las glandulas sexuales accesorias —vesiculas
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seminales, prostata y glandula bulbouretral—, y los genitales externos,
conformados por el pene y el escroto. En esta seccidn se hara una breve resena de
la anatomia, histologia y citologia de los testiculos, los cuales tienen dos funciones
principales: la produccidn de espermatozoides y la sintesis de hormonas sexuales.

Los testiculos son 6rganos ovoides pares sostenidos en el canal inguinal por

la cuerda espermatica compuesta por un pediculo neurovascular, el conducto
deferente y el musculo cremaster; estan ubicados fuera de la cavidad abdominal
dentro del escroto. Cada testiculo esta cubierto por una gruesa capsula de tejido
conectivo—Ila tanica albuginea—, cuya parte interna—la ttinica vasculosa—, esta
formada por tejido conectivo laxo que contiene vasos sanguineos. Cada testiculo
esta dividido en, aproximadamente, 250 l6bulos a través de tabiques de tejido
conectivo que se proyectan desde la capsula. En la parte posterior del testiculo, la
tunica albuginea se engrosa y se proyecta hacia adentro, esta estructura forma el
mediastino testicular, a través del cual entran y salen los vasos sanguineos y
linfaticos y los conductos excurrentes genitales.

Cada lobulo testicular esta constituido por dos compartimentos estructural y

funcionalmente diferentes:

- El compartimento tubular, donde se encuentran las células de Sertoli y
las células germinales en varias etapas del desarrollo, que representa entre
el 80 y el 90% del volumen del testiculo.

- El compartimento intersticial, correspondiente al estroma de tejido
conectivo, se encuentra entre los tubulos seminiferos y esta compuesto
por las células de Leydig que secretan testosterona, células peritubulares

mioides, fibroblastos, células neurovasculares y macroéfagos.
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Dado que los testiculos estan localizados por fuera de la cavidad abdominal,
estan expuestos a temperaturas de aproximadamente 2°C por debajo de la
temperatura central del cuerpo, lo cual es necesario para la espermatogénesis. La
posicion del testiculo dentro del escroto y su temperatura son regulados por el
musculo cremaster, asi como también por el flujo sanguineo (Melmed et al., 2018;

Barrett et al., 2019).
2.1. Tabulos seminiferos

Los tubulos seminiferos contienen un epitelio conformado por las células de
Sertoli que rodean y sostienen a las células germinales que se encuentran en
continua diferenciaciéon y desarrollo para formar espermatozoides. Una vez
liberados en el lumen, los espermatozoides son transportados por dentro de los
tabulos seminiferos—que miden hasta 70 cm de largo y entre 150 y 250 um de
didmetro y estdn estrechamente enrollados dentro de los l6bulos testiculares—,
luego hacia la rete testis, los conductos eferentes, el epididimo vy, finalmente, hacia
el conducto deferente para su eyaculacidn (Figura I1).

Cabeza del
epididimo

Conducto .ff ' Conductillos eferentes
deferente _H_hhﬁf'

R Tabulo

/"-_./seminifero

Cuerpo del Tabigue
epididimo
Tanica
Mediastino albugine:
testicular
_Red 77— Tlnica
testicular vaginal

Tubulos rectos

Cola del epididimo

Figura I1. Corte sagital del testiculo humano. Diagrama esquematico del testiculo
humano. Se observan los 16bulos testiculares separados por tabiques, con los tubulos
seminiferos en su interior. También se muestra el sistema canalicular genital formado por
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los tubulos rectos, la red testicular, los conductillos eferentes, el conducto del epididimo
y el conducto deferente. Obsérvese la cubierta conjuntiva gruesa (tinica albuginea) y la
tunica vaginal que la rodea. Tomado de: Ross. Histologia: Texto y Atlas. Pawlina W. (7ma

ed.).

Los tubulos seminiferos estan rodeados por una lamina basal compuesta por
matriz extracelular que los separa del compartimento intersticial, les provee
soporte estructural y regula la funcién de las células en contacto con la misma. Las
células de Sertoli se extienden desde la lamina basal hasta la luz de los tubulos. Las
células germinales indiferenciadas, llamadas espermatogonias, se encuentran en
contacto con la lamina basal en la periferia de los tubulos, intercaladas entre las
células de Sertoli. Las espermatogonias daran origen a los espermatocitos
primarios, que iniciardan la meiosis para formar espermatidas que maduran
progresivamente (proceso conocido como espermiogénesis) hasta transformarse
en espermatozoides. Entre las células de Sertoli adyacentes se forman uniones
estrechas que dividen el tubulo en el compartimento basal—donde residen las
espermatogonias y los espermatocitos que no han completado la meiosis I (hasta
el estadio de preleptotene)— y el compartimento adluminal, el cual es ocupado por
las células germinales que han completado la primera division meidtica:
espermatocitos leptoténicos y espermatidas en distintas etapas de maduracion
(Figura 12). El proceso a través del cual los espermatozoides son liberados hacia la
luz se denomina espermiacion.

Las uniones estrechas entre las células de Sertoli constituyen la barrera
hemato-testicular (BHT), cuya funcién principal es restringir el flujo paracelular
de sustancias (agua, electrolitos, iones, nutrientes, hormonas, factores paracrinos,
entre otros) a través del epitelio de las células de Sertoli hacia el compartimento
apical generando de esta manera un microambiente 6ptimo para el desarrollo de

la espermatogénesis. Por la presencia de la BHT, tnicamente las células presentes
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en el compartimento basal son accesibles para los compuestos que llegan desde la
circulacion y/o desde las células del compartimento intersticial. Las células que
ocupan el compartimento adluminal, por su parte, no son alcanzadas por dichos
compuestos y dependen exclusivamente de la regulacion ejercida por las células de
Sertoli.

Las células peritubulares mioides, que rodean los tubulos seminiferos, son
células contractiles similares a las células del musculo liso y conforman la lamina
propia (Figura I2). Su contraccién promueve el transporte de los espermatozoides
y del fluido testicular dentro de la luz tubular. También proveen integridad
estructural al tibulo y secretan componentes de la matriz extracelular, entre otros
factores. Tienen receptores de androgenos y se considera que median algunos de
los efectos paracrinos de la testosterona sobre las células de Sertoli, aunque su rol
preciso en la fisiologia testicular aun no ha sido completamente dilucidado

(Melmed et al., 2018; Barrett et al., 2019).
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Figura I2. Seccidon transversal a través de varios tibulos seminiferos. La lamina propia

(Lp) esta formada por células peritubulares elongadas. Las células de Sertoli (Sc) pueden
ser reconocidas por su nucleo ovoide con un nucleolo prominente. Las espermatogonias
(Sp) conforman grupos heterogéneos de células. Los espermatocitos primarios (Psp) se
originan a partir de las espermatogonias y llevan a cabo la primera divisiéon meidtica. Las
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mismas dan origen a los espermatocitos secundarios (Ssp) que tienen una vida corta y se
dividen para originar las espermatidas haploides redondas (Rsp). Estas se diferencian y se
transforman en espermatidas maduras alargadas (Esp). En ocasiones, pueden observarse
espermatozoides (S) que han sido liberados hacia el lumen de los tiabulos. En el intersticio,
ademds de acumulos de células de Leydig (L), pueden observarse muchos vasos
sanguineos pequenos (bV). La barra de escala representa 50 pm. Tomado de: Atlas on the
Human Testis: Normal Morphology and Pathology. Jezek D. (1st Ed).

2.2. Intersticio

El compartimento intersticial contiene grupos de células de Leydig (Figura
I3), las principales células productoras de esteroides del testiculo, que representan
aproximadamente el 5% de su volumen. Las células de Leydig producen
testosterona, la cual actua como regulador paracrino sobre las células de Sertoli
para estimular la espermatogénesis. La testosterona también es secretada hacia los
capilares testiculares y hacia la circulacion general para actuar como una sefal
endocrina sobre los 6rganos blanco de los andrégenos. En secciones posteriores,
se ahondara sobre las caracteristicas y funciones de las células de Leydig.

El compartimento intersticial también contiene macroéfagos, que regulan la
esteroidogénesis en las células de Leydig mediante la secrecion de citoquinas vy,
también, tienen un rol en la fagocitosis de células en degeneracion y de los restos
celulares necroticos. El intersticio contiene arteriolas y una red de capilares que
permiten la secrecion de testosterona y otros productos hacia la circulacidn, y la
llegada de los principales reguladores endocrinos de la funcién testicular, las
gonadotrofinas (Melmed ef al., 2018). A su vez, en la proximidad de los vasos
sanguineos hay mastocitos, células pertenecientes al sistema inmune originadas a
partir de células hematopoyéticas, que sintetizan, almacenan y secretan sustancias
como heparina, citoquinas y monoaminas bioactivas como la serotonina, la

dopamina y la histamina (Gaytan et al., 1990).
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Figura I3. Acamulo de células de Leydig en el compartimento intersticial del testiculo.
Corte histologico de testiculo mostrando el epitelio seminifero y las células de Leydig
intersticiales. Tomado de: Blue Histology - Male Reproductive System. School of
Anatomy and Human Biology - The University of Western Australia.

3. La célula de Leydig
Franz von Leydig (Alemania, 1821-1908)

En 1850, Franz Leydig describié prominentes grupos de células en el testiculo
mamifero, las cuales resultaron ser la fuente de las hormonas testiculares que
controlan la espermatogénesis, el desarrollo y funcionamiento del tracto
reproductor, y el establecimiento y mantenimiento de los caracteres sexuales
secundarios masculinos (Payne & Hardy, 2007). En esta seccién se discutira la
formacion de las diferentes poblaciones de células de Leydig a lo largo del

desarrollo, su regulacién y su funcidén.
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3.1. Ontogenia

Del griego ontos -6vtog- ‘ser, ente’ y géneia -yéveix- ‘origen’

En los mamiferos, existen diferentes poblaciones de células de Leydig en el
testiculo en distintos periodos de la vida (Teerds & Huhtaniemi, 2015). En
roedores, se han identificado dos poblaciones: una presente en el periodo fetal y
otra en el adulto. En primates, incluyendo a los humanos, se ha descripto una
poblacién adicional de células de Leydig que aparece brevemente durante el

periodo neonatal (Prince, 1990; Svechnikov et al., 2010).

3.1.1. Células de Leydig fetales y neonatales

En el humano, sobre el final del desarrollo fetal y durante los seis primeros
meses de vida puede observarse en circulacion la presencia de testosterona, cuya
liberacion es atribuida a las células de Leydig fetales y neonatales (Figura 14). Los
androgenos producidos por las células de Leydig fetales en el periodo embrionario
son cruciales para la masculinizacién del tracto genital masculino y del cerebro
durante las primeras etapas del desarrollo (Griswold and Behringer, 2009). Mas
especificamente, los andrégenos producidos por las células de Leydig fetales en
respuesta a la estimulacion del receptor de la hormona luteinizante (LH),
determinan la aparicion del epididimo y las vesiculas seminales, y la virilizaciéon de
los genitales externos (Klonisch, Fowler and Hombach-Klonisch, 2004). Cabe
destacar que durante la vida fetal el receptor a LH puede ser activado por su ligando
clasico LH, o por la gonadotrofina coridnica humana (hCG), proveniente de la
placenta materna.

En cuanto a su origen, las células de Leydig fetales poseen diversos
potenciales precursores: células de la cresta neural, poblaciones mesonéfricas que

originan el sistema urogenital, y el primordio adrenogonadal, en este tltimo caso
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compartiendo células progenitoras con la poblacion adrenocortical. Las células de
Leydig adultas poseen un origen diferente ya que derivan de células madre de
Leydig. En cuanto a su morfologia, las células de Leydig fetales se caracterizan por
su gran tamaifo, citoplasma eosindfilo, nicleo esférico con cromatina densa, gran
cantidad de gotas lipidicas, reticulo endoplasmatico liso altamente desarrollado y
mitocondrias con numerosas crestas tubulares. La mayoria de estas caracteristicas
son indicios de una elevada actividad esteroidogénica (Bakalska et al., 2003).

El estudio de la poblacion fetal de células de Leydig presenta grandes desatios
ya que su desarrollo ocurre casi por completo durante la vida intrauterina. Por otro
lado, en modelos animales como el murino, su estudio ha sido complejo debido a
que los procesos que ocurren durante meses o afios en el humano se reducen a
periodos muy cortos, generalmente de dias, en roedores (Griswold and Behringer,
2009).

Las células de Leydig neonatales producen un aumento breve en los niveles
de androgenos tras la reactivacion del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal (etapa
conocida como “mini-pubertad”). La funcién de este aumento es auin desconocida,
pero podria ser importante en el imprinting de varios tejidos blanco de androégenos,
como la prostata, el rifidn y el cerebro, y en el desarrollo genital (Kuiri-Hénninen,
Sankilampi and Dunkel, 2014). Las células de Leydig neonatales son
morfolégicamente similares a las fetales; es por esto que algunos autores

consideran que se trata de células fetales “re-diferenciadas” (Yazawa et al., 2019).
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Figura I4. Niveles de testosterona circulante durante el desarrollo gonadal humano.
Notese un primer pico durante la vida fetal requerido para la diferenciacion de los
genitales masculinos y la masculinizacion del cerebro y un segundo pico durante los
primeros meses de vida, en el periodo denominado mini-pubertad. Luego la testosterona
aumenta conforme se desarrollan las CL adultas. LH: hormona luteinizante. Tomado y
modificado de Zirkin et al., 2018; con agregados basados en Kuiri-Hénninen et al., 2014.
3.1.2. Células de Leydig adultas

Las células de Leydig adultas son las encargadas de producir andrégenos
luego de la pubertad (Figura I4). Las mismas aparecen durante la pubertad y no se
desarrollan a partir de las poblaciones previamente descriptas, sino a partir de
células madre de Leydig, las cuales estan presentes durante la vida fetal y persisten
en el testiculo adulto (Svechnikov et al., 2010). Las células madre presentan
morfologia ahusada y son negativas para marcadores tipicos de células de Leydig
adultas como la enzima 3(-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD) y el

receptor a LH (LHR), y positivas para el receptor A del factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGFRa) (Ge et al., 2006).
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El desarrollo de las células de Leydig adultas tanto humanas como murinas
consiste en cuatro etapas sucesivas: las células madre de Leydig (“stem cells”) se
diferencian en progenitoras, éstas en células inmaduras y, por ultimo, en células
adultas. Las células de Leydig progenitoras mantienen la forma ahusada de las
células madre, pero modifican el patrén de expresién génica, son positivas para
marcadores como LHR y 3B-HSD. Las células de Leydig inmaduras son
redondeadas, contienen numerosas inclusiones lipidicas y wun reticulo
endoplasmatico muy expandido, al igual que la poblacién adulta. En esta poblacién
aumenta la expresion de enzimas esteroidogénicas como la 3p-HSD y la enzima
que escinde la cadena lateral del colesterol dependiente de citocromo P450
(P450scc, por su nombre en inglés: “cholesterol side-chain cleavage P4507;
actualmente llamada CYP11A1), dando cuenta de un aumento en su capacidad de
producir andrdgenos. Las células adultas tienen mas reticulo endoplasmatico liso
y menos inclusiones lipidicas que las poblaciones que le dan origen y producen
niveles superiores de andrégenos. A diferencia de las demas poblaciones aqui
mencionadas, las células de Leydig adultas son posmitdticas y no proliferan
(Teerds et al., 1989). En este contexto, la poblacion de células de Leydig inmaduras,
que poseen capacidad proliferativa, cumple un rol central en el establecimiento del
numero de células de Leydig adultas, las cuales, a su vez, pueden regenerarse a

partir de la poblacion de células madre (Chen et al., 2017; Davidoff et al., 2004).
3.2. Regulacion endocrina: eje hipotalamo-hipofisario-testicular

La funcién endocrina de las células de Leydig es regulada por la accién
concertada de estructuras neuroendocrinas. El hipotalamo, por su parte, es una de
las regiones mas importantes y conservadas a lo largo de la evolucién del cerebro
mamifero. Permite el mantenimiento de la homeostasis mediante la produccion de

respuestas coordinadas tras la integracion de sefiales sensoriales, sefiales del medio
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interno y hormonas. En cuanto a su funcién en la regulacion endocrina, el
hipotalamo sintetiza y libera diversos factores que actian sobre la adenohipéfisis y
regulan su funciéon hormonal. Las hormonas hipofisarias a su vez actuan sobre
diversos 6rganos endocrinos, cuyas secreciones pueden ejercer retroalimentacion
tanto positiva como negativa sobre el hipotalamo y la hipoéfisis (Melmed et al.,
2018).

Entre los factores hipotalamicos previamente mencionados, la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es la encargada de estimular a las células
gonadotropas adenohipofisarias para la liberacion de la hormona luteinizante
(LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH). La LH llega a través del torrente
sanguineo al intersticio del testiculo y se une a receptores especificos en la
membrana de las células de Leydig. El receptor a LH pertenece a la familia de
receptores acoplados a proteina G. El receptor de LH también reconoce con alta
afinidad a la hCG, secretada por la placenta (Barrett ef al., 2019; Ross & Pawlina,
2015).

Las proteinas G son heterotrimeros formados por las subunidades
denominadas a, p y y, cuya conformacién y funcionalidad cambia de acuerdo con
la naturaleza del nucledtido de guanina unido —ya sea guanosina difosfato (GDP)
o trifosfato (GTP)—. El receptor a LH se acopla a la proteina G conocida como G
estimulatoria (Gs). En el estado inactivo, la subunidad a de esta proteina esta unida
a GDP, y asociada al dimero fy. Cuando la LH o la hCG se unen a su receptor, la
proteina Gs se activa al intercambiar el nucle6tido GDP por GTP lo cual provoca
un cambio conformacional en la proteina y el heterotrimero se disocia. Asi, la
subunidad o unida a GTP interactua con y activa a la enzima adenilato ciclasa
(AC), produciéndose un aumento en los niveles de adenosina monofosfato ciclico

(AMPc) a partir de adenosina trifosfato (ATP). A su vez, la proteina G se
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autorregula, ya que tiene actividad GTPasa. Al hidrolizar el GTP unido, pierde
afinidad por la AC, se separa de ella y vuelve a formar el heterotrimero inactivo
(Marinissen and Gutkind, 2001).

El AMPc producido actia como segundo mensajero: se une a las subunidades
regulatorias de la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA), liberandose a su
vez las subunidades cataliticas. Asi, se activa la PKA, que fosforila multiples
proteinas, entre las que se encuentran la proteina StAR (sigla proveniente de su
nombre en inglés: “steroidogenic acute regulatory protein”) (Podesta, Dufau and
Catt, 1976). La fosforilacion de estas proteinas conduce a un aumento en la sintesis
de andrdgenos en las células de Leydig (Hansson, Skalhegg and Taskén, 2000). Este
mecanismo se detiene al degradarse el AMPc por accién de diversas enzimas
fosfodiesterasas (Soderling and Beavo, 2000).

Cabe aclarar que la regulaciéon endocrina mediada por el eje hipotalamo-
hipofisario-testicular también incluye a las células de Sertoli, las cuales expresan
receptores especificos a FSH y andrdgenos; y median la regulacion de la
espermatogénesis por accion de la FSH circulante proveniente de la hipofisis y la
testosterona producida localmente por las células de Leydig en respuesta a la LH

(Melmed et al., 2018).

3.2.1. Camino esteroidogénico testicular
Los esteroides son sintetizados a partir del colesterol. Este precursor puede
provenir de tres fuentes diferentes: de las lipoproteinas plasmaticas, de la sintesis
de novo a partir de acetil-CoA y de las reservas de colesterol intracelular —en forma
de ésteres. La importancia relativa de estas fuentes como precursores
esteroidogénicos varia segun el tejido, la especie y el grado de estimulacién de la

produccion de esteroides (Payne & Hales, 2004).
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Para dar comienzo a la sintesis de esteroides, el colesterol es transportado
hacia el interior de la mitocondria por medio de la StAR, lo cual constituye el
principal paso regulatorio de la via biosintética de esteroides. Tras la estimulacion
de la célula esteroidogénica con hormonas troéficas, un precursor de la proteina
StAR de 37 kDa es sintetizado en el citoplasma. El mismo se asocia a la membrana
externa mitocondrial y favorece el transporte de colesterol mediante cambios en
su conformacion. Se cree que, a continuacion, la proteina StAR es clivada para dar
una forma madura de 30 kDa, deteniéndose asi el transporte de colesterol (Stocco,
2000). Alternativamente, se han obtenido evidencias acerca del rol de la forma
truncada de 30 kDa en el transporte de colesterol (Manna et al., 2016). Una vez
dentro de la mitocondria, el colesterol es convertido en pregnenolona a través de
la escision de su cadena lateral, proceso mediado por la enzima CYP11Al o
P450scc, que se ubica en la cara interna de la membrana interna mitocondrial. Se
considera que el transporte de colesterol hacia la mitocondria y su conversién a
pregnenolona, son los pasos limitantes de la esteroidogénesis. Seguidamente, la
pregnenolona difunde hacia el reticulo endoplasmatico donde es convertida a
progesterona, a través de la accion de la enzima 3p-HSD. A continuacidn, la
progesterona es convertida a 17-hidroxiprogesterona, y ésta a su vez a
androstenediona, a través de la accion de la enzima P450 17a-hidroxilasa/17-20
liasa (P450 C17, denominacién actual: CYP17). La androstenediona es luego
transformada en testosterona a través de la enzima 17P-hidroxiesteroide
deshidrogenasa o 17p-HSD (Payne & Hales, 2004). Cabe destacar que la via
descripta para la sintesis de testosterona es la A*, predominante en roedores. En
humanos, predomina la via A°. Ademas, la enzima aromatasa (CYP19) convierte
mediante aromatizacion a los androgenos en estrogenos: estrona y estradiol

(Inkster, Yue and Brodie, 1995) (ver Figura I5).
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Figura I5. Esteroidogénesis en la célula de Leydig desencadenada por la hormona
luteinizante. Se muestra un esquema simplificado de los metabolitos y enzimas
involucrados en la esteroidogenesis en la célula de Leydig. Hormona luteinizante (LH),
adenosina trifosfato (ATP), adenosin monofosfato ciclico (AMPc), proteina quinasa A
(PKA), proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR), citocromo P450scc
(CYP11A1), 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD), 17p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (173-HSD y C17-20 liasa), aromatasa (CYP19). Tomado de: Varela 2020.

3.2.2. Respuesta esteroidogénica a LH en funcién del tiempo

Pueden distinguirse dos tipos de respuesta de las células de Leydig a LH/hCG
en funcion del tiempo: un efecto agudo, que se manifiesta desde los primeros
minutos de exposicién a la hormona; y efectos tardios, diferentes al efecto agudo,
que se observan horas después de la activacion.

El principal efecto agudo para la sintesis de todas las hormonas
esteroidogénicas (durante por lo menos las primeras 4 horas) consiste en una
estimulacion de los mecanismos de transporte de colesterol hacia la mitocondria,
donde se encuentra la enzima CYP11A (ver Figura I5) (Privalle, Crivello and

Jefcoate, 1983). Al respecto, se ha demostrado que LH/hCG estimula la sintesis de
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la proteina StAR, la cual cumple una funcién indispensable para la biosintesis de
esteroides (Stocco & Clark, 1996; Stocco, 2001).

Los efectos tardios involucran el aumento de la sintesis de novo por efecto de
la LH/hCG de al menos algunas de las enzimas del camino esteroidogénico. La
principal enzima que ha demostrado responder a este tipo de regulacion es
CYP11A (Anderson and Mendelson, 1985; Anakwe and Payne, 1987). También se
ha descripto en la mayoria de las especies estudiadas que LH/hCG aumenta la
expresion de los genes que codifican para las enzimas 3B-HSD y 17a-

hidroxilasa/17,20 liasa (Keeney & Mason, 1992; Payne & Sha, 1991).
3.3. Regulacion local de la funcidn esteroidogénica de las células de Leydig

Como se indicd previamente, el factor trofico fundamental para la regulacion
de la esteroidogénesis en las células de Leydig es la LH hipofisaria. Sin embargo,
desde hace afos se han reunido vastas evidencias que indican que las diversas
poblaciones celulares del testiculo pueden ejercer una regulacion fina sobre la
sintesis de esteroides testiculares (Saez, 1994; Sriraman, Anbalagan and Rao, 2005;
Heinrich and DeFalco, 2020). A continuacién, se presentan algunos de los
mecanismos regulatorios locales descriptos.

Las células de Leydig y los macrofagos testiculares conviven en el
compartimento intersticial. Sumado a esta cohabitacion, existen evidencias acerca
de la existencia de digitaciones intercitopasmaticas que conectan fisicamente
ambos tipos celulares (Hutson, 1992). Esta intima intercomunicacion resulta en
una importante influencia de los factores liberados por los macrdéfagos sobre las
funciones de las células de Leydig. Por ejemplo, los macréfagos secretan factor de
necrosis tumoral de tipo a (TNF- a), interleuquina-1 (IL-1) y éxido nitrico (NO),
todos ellos capaces de modular negativamente la esteroidogénesis (Del Punta,

Charreau and Pignataro, 1996; Bornstein, Rutkowski and Vrezas, 2004). También
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se ha descripto que los macroéfagos producen 25-hidroxicolesterol, que puede ser
metabolizado a testosterona por las células de Leydig, y también ejercer un efecto
inhibitorio sobre la esteroidogénesis cuando se encuentra a altas concentraciones
durante tiempos prolongados (Lukyanenko, Chen and Hutson, 2001). Como
prueba adicional de la importancia de la relacion entre los macroéfagos y las células
de Leydig, se ha reportado que la presencia de macréfagos es esencial para el
normal desarrollo de la esteroidogénesis in vivo (Hales, 2002). Los ratones
knockout para el factor estimulante de colonias de macrofagos (Csfl) presentan
niveles reducidos de testosterona, oligozoospermia, libido disminuida y son
infértiles (Rehman, Pacher and Haskd, 2021).

Las células de Sertoli, por su parte, ademas de ser fundamentales para el
desarrollo fetal de las células de Leydig (Yao, Whoriskey and Capel, 2002; Brennan,
Tilmann and Capel, 2003), afectan de forma directa sus funciones y son esenciales
para el mantenimiento de la poblacién adulta. Se ha descripto que factores
secretados por las células de Sertoli, como el factor de crecimiento epidérmico
(EGF), el factor de crecimiento transformante tipo a (TGF-a), la inhibina, la
activina y el factor de crecimiento transformante tipo p (TGF-) entre otros,
modulan la respuesta de las células de Leydig a LH (Saez, 1994). Estudios que se
valen de herramientas para la inhibicién de la expresién génica de factores
abundantemente expresados en las células de Sertoli también dan cuenta de esta
interaccidn en la regulacion de la esteroidogénesis. Por ejemplo, la delecion del gen
Wt1, que codifica la proteina tumoral de Wilms, encargada de la regulacion de la
polaridad de las células de Sertoli, tiene un impacto negativo sobre la
esteroidogénesis en las células de Leydig ya que esta proteina también regula la

expresion de factores paracrinos (Chen et al., 2014). A su vez, la ablacidn de las
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células de Sertoli resulta en una reduccion en la poblacion de células de Leydig, lo
cual confirma la relacién entre ambos tipos celulares (Rebourcet et al., 2017).
Finalmente, debe tenerse en cuenta que algunos de estos factores locales
regulatorios son producidos por las mismas células de Leydig y ejercen un efecto
autocrino sobre la sintesis de esteroides. Por ejemplo, se ha observado que el factor
de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), el TGF-P (Le Roy et al., 1999), y el TGEF-
a (Millena et al., 2004) secretados por las propias células de Leydig regulan su
actividad esteroidogénica. También, la calretinina, proteina dependiente de calcio
altamente expresada en células de Leydig, presenta un efecto autocrino positivo
sobre la produccion de esteroides (Xu et al., 2018). Se ha propuesto incluso un
importante rol de la actividad androgénica autocrina en la regulacion de las
esteroidogénesis (O'Hara et al., 2015). Sin duda, la existencia de estas interacciones
celulares locales, capaces de modular la accién gonadotroéfica, provee un eficiente
mecanismo para regular la fisiologia testicular, evitando la generacién de
respuestas de tipo todo o nada y permitiendo a la glandula responder en forma fina

y ajustada a los distintos estimulos.

3.3.1. Regulacion local de las células de Leydig por histamina

La histamina (2-(4-imidazolil)etilamina) es una amina biégena endégena
sintetizada a partir de la L-histidina exclusivamente a través de la actividad
catalitica de la histidina decarboxilasa, una enzima ampliamente distribuida en el
organismo (Ohtsu, 2010). Desde su descubrimiento a comienzos del siglo XX (Dale
and Laidlaw, 1910), la histamina ha sido una de las moléculas bioldgicas mas
estudiadas en medicina y se le ha atribuido una gran variedad de efectos tanto
fisiologicos como en contextos patologicos. Sus efectos son mediados por la unioén
a cuatro tipos de receptores acoplados a proteina G llamados H1, H2, H3 y H4, los

cuales presentan un patrén de expresion tipico en cada tejido (Parsons and
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Ganellin, 2006). En cuanto a su expresion en el testiculo, los receptores H1 y H2
han sido detectados en las células germinales y peritubulares, asi como también en
macrofagos y células de Leydig (Albrecht et al., 2005; Khan & Rai, 2007; Mondillo
et al., 2005; Mondillo et al., 2007, Mondillo et al., 2009). El receptor H4 es el mas
recientemente descubierto, y ha sido detectado en el testiculo (Nguyen et al., 2001;
O’Reilly et al., 2002). Nuestro grupo ha descripto su expresion en células de Leydig
(Abiuso et al., 2014). Por otro lado, el receptor H3 se expresa casi exclusivamente
en el sistema nervioso (Nieto-Alamilla et al., 2016).

En cuanto al rol regulatorio de la histamina sobre las funciones de las células
de Leydig, nuestro grupo ha realizado aportes en relacién con sus efectos tanto
sobre la esteroidogénesis como sobre la proliferaciéon. A este respecto, se ha
descripto que la histamina ejerce un efecto bifasico sobre la biosintesis de
esteroides en células de Leydig tumorales murinas MA-10 y cultivos primarios de
células de Leydig de rata: potencia la esteroidogénesis basal y la estimulada por
LH/hCG a concentraciones nanomolares, que corresponderian a la concentracion
fisioldgica de la amina, y la inhibe a concentraciones suprafisioldgicas (del orden
micromolar) (Mondillo et al., 2005). El efecto estimulatorio estd mediado por la
activacion del receptor H2, que conduce a la activacion de una proteina Gs y el
aumento en la producciéon de AMPc, mientras que la reduccion de los niveles de
esteroides involucra la activacion de los receptores H1 y H4. El receptor H1 se
asocia a una proteina Gq la cual estimula la via de la fosfolipasa C (PLC)/ 1,4,5-
inositol trifosfato (IP3) y aumenta la actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa
(NOS). El receptor H4, por su parte, se asocia a una proteina G inhibitoria (Gi)
que, al activarse, inhibe la adenilato ciclasa (Abiuso et al., 2014; Mondillo et al.,
2009). La participacién de los receptores H1 y H2 en la modulacion de la

esteroidogénesis ha sido descripta también en otros modelos experimentales
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(Albrecht et al., 2005; Khan and Rai, 2007). Para respaldar la importancia de la
histamina en la regulacién de la esteroidogénesis en células de Leydig, se han
realizado estudios que demuestran que tanto células de Leydig como ratones
knockout para la enzima histidina decarboxilasa muestran una capacidad
esteroidogénica comprometida en comparacién con las células o ratones salvajes
(Mondillo et al., 2005; Mondillo et al., 2007).

En cuanto al rol de la histamina en la regulacion de la proliferacion de células
de Leydig, hemos demostrado que células de rata normales progenitoras e
inmaduras no exhiben una respuesta proliferativa en respuesta a histamina. Sin
embargo, la histamina estimula la proliferacién de células de Leydig tumorales
MA-10 a través del receptor H2 y la inhibe a través del receptor H4, a
concentraciones fisioldgicas y suprafisioldgicas, respectivamente (Pagotto et al.,
2012; Abiuso et al., 2014). Considerando que se trata de una linea celular tumoral,

estas evidencias podrian ser relevantes en un contexto patolégico.

4. Patologias asociadas a las células de Leydig

La desregulacion de la poblacion de células de Leydig puede dar origen a
patologias testiculares; entre ellas, la hiperplasia y la hipoplasia de células de
Leydig, la presencia de células de Leydig ectdpicas y los tumores de células de
Leydig. Las dos primeras estan relacionadas con la proliferaciéon benigna excesiva
de las células de Leydig o con el desarrollo incompleto del testiculo,
respectivamente (Laue et al., 1996; Akingbemi et al., 2004). Las células de Leydig
ectopicas aparecen fuera del intersticio testicular, generalmente dentro del tubulo
seminifero u obstruyendo conductos deferentes. Esta condicion es producto de
alteraciones en la sefializaciéon durante el desarrollo gonadal y puede producir

infertilidad (Jun et al., 2008; Barsoum et al., 2009). En la siguiente seccién, se
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describiran los tumores de células de Leydig y se discutira su incidencia,

manifestaciones clinicas y estrategias terapéuticas actuales.
4.1. Tumores de células de Leydig

Tal como ha sido postulado por Hanahan y Weinberg, un tumor es una masa
de células con potencial replicativo ilimitado, autosuficiencia en senales de
crecimiento, insensibilidad a inhibidores del crecimiento, y capacidad de evadir la
apoptosis, mantener la angiogénesis y metastatizar. A esto se suma la
desregulacidn del estado energético celular, la evasion a la inmunovigilancia, la
inflamacidn y la inestabilidad gendmica (Hanahan and Weinberg, 2011).

Los tumores de células de Leydig (TCL), también denominados leydigiomas,
son tumores endocrinos presentes predominantemente en el intersticio testicular.
Sin embargo, existen numerosos reportes de casos clinicos que dan cuenta de la
existencia de una incidencia relativamente alta de este tipo de tumores en ovario,
siendo menor en cordén espermatico y glandula adrenal (Hilton and Pollock,
1988; Lanzafame, Leonardi and Torrisi, 2004). Teniendo en cuenta los reportes de
casos clinicos, aproximadamente del 2 al 4% de los tumores testiculares
corresponde a TCL, sin embargo, el reciente avance en técnicas de diagndstico por
imagenes sugiere que su incidencia podria estar siendo subestimada
(Leonhartsberger et al., 2011). Los TCL presentan dos picos de incidencia, uno a
edades tempranas, en pacientes pediatricos de 5 a 10 afios, y otro en pacientes
adultos de 25 a 35 anos (Ahmed et al., 2010). A nivel nacional, la Direccion de
Estadisticas e Informacion en Salud del Ministerio de Salud de la Nacién
(http://www.deis.msal.gov.ar) ha reportado a la fecha un creciente aumento en el
numero de egresos y defunciones causadas por tumores testiculares en
establecimientos hospitalarios argentinos, lo cual sugiere la necesidad de prestar

mayor atencion a este tipo de neoplasias. Esta misma tendencia ha sido observada
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a nivel mundial (Vega et al., 2012; Gheorghisan-Galateanu, 2014). En linea con
estos datos, se ha registrado un aumento constante en el nimero de publicaciones
acerca de TCL a lo largo de los ultimos afios (Fuente: PubMed).

En cuanto a las manifestaciones clinicas de esta patologia, los TCL pediatricos
se presentan como tumores indoloros, generalmente palpables, con sintomas
como pseudo pubertad precoz y altos niveles de 17-cetoesteroides. Del 10 al 15%
de estos pacientes puede presentar signos de feminizaciéon como la ginecomastia
(Ahmed et al., 2010). Los pacientes adultos suelen presentar oligozoospermia
(densidad de espermatozoides en el eyaculado menor a 15 x 10° /ml), azoospermia
(carencia de espermatozoides en el eyaculado), pérdida de la libido, ginecomastia,
desérdenes endocrinos, infertilidad y/o atrofia testicular (Kim, Young and Scully,
1985; Ruf et al., 2020).

En relacidn a los tratamientos empleados, las terapias convencionales en el
caso de los tumores benignos consisten en la reseccién quirurgica del o de los
testiculos afectados, y el posterior reemplazo hormonal, lo cual conduce, en
algunos casos, no solo a la pérdida de las funciones reproductivas de los pacientes
(Shaul et al., 1997), sino también a trastornos psicolégicos (Jonker-Pool et al.,
2004). En presencia de tumores bilaterales, se suelen realizar -cirugias
conservativas, pero este enfoque terapéutico resulta perjudicial si los tumores se
han diagnosticado como benignos cuando no lo son (Ross, 2009).

Se ha reportado que un 12,5% de los TCL maligniza en pacientes adultos
(Kim, Young and Scully, 1985; Conkey et al., 2005). Los tumores malignos son
resistentes a la radio y a la quimioterapia, lo cual conlleva a que los pacientes
posean una sobrevida promedio de solamente dos afios (Shinn et al., 2010). En la
mayoria de los casos de malignizacion de los TCL, se procede a la reseccion de los

nodulos linfaticos retroperitoneales, generalmente los primeros en ser afectados,
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pero aun asi la sobrevida es muy baja (Geminiani et al., 2015). Ademas de los
nédulos linfaticos, los organos comunmente afectados en el caso de TCL
metastasicos son los pulmones, el higado, los huesos y el rién (Bokemeyer et al.,
1993).

En base al mal prondstico para los pacientes con TCL malignos y la ineficacia
de las terapias convencionales, los esfuerzos actuales estan centrados en la

busqueda de nuevas alternativas terapéuticas.

5. Sistema hemo oxigenasa

El hemo es un complejo hierro-protoporfirina con importantes funciones en
los sistemas bioldgicos, dado que funciona como grupo prostético esencial para el
correcto funcionamiento de proteinas como la hemoglobina, nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), guanilato ciclasa,
peroxidasa, 6xido nitrico sintasa, la familia citocromo P450, entre otras. Sin
embargo, el hemo en su forma libre puede contribuir al aumento del hierro ferroso
y, como consecuencia, causar dafio oxidativo. El hemo libre aumenta debido a
eventos como la sobrecarga de hemo extracelular, aumento en la sintesis de hemo,
ruptura acelerada de hemoproteinas o reduccién de la incorporacion del hemo a
hemoproteinas. La via de degradacidn es entonces critica para la remocion del
exceso de hemo que resulta téxico para células y tejidos (Kumar and
Bandyopadhyay, 2005; Wegiel et al., 2014).

Por otro lado, los organismos vivos nos encontramos permanentemente
expuestos a noxas toxicas que producen estrés oxidativo, es decir, una alteracion
en el balance entre la producciéon de especies reactivas del oxigeno (ROS) o
radicales libres y las defensas antioxidantes (Betteridge, 2000). Este desbalance no

es causado unicamente por el hemo libre sino por multiples agentes tan diversos
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como la radiacion, la luz UV, la contaminacion del aire, el alcohol, el
envejecimiento, etcétera (Pisoschi and Pop, 2015). Dependiendo de la dimensién
de este desbalance, pueden verse afectados procesos celulares como consecuencia
del dafio a importantes macromoléculas como el ADN vy las proteinas. En este
contexto, las células responden con mecanismos de protecciéon frente al aumento
de ROS que se basan en la activacion de factores que son sensibles al estrés
oxidativo. Entre ellos, el mas relevante es el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2): factor
de transcripcion responsable de la regulacion del balance redox celular y la
protecciéon antioxidante. Este factor se une a una secuencia consenso llamada
“elemento de respuesta antioxidante” (ARE), presente en una bateria de genes, e
induce su expresidn. Entre estos genes, se encuentran los de la glutamato-cisteina
ligasa, la tiorredoxina reductasa, la NAD(P)H-quinona oxidorreductasa-1 y la
hemo oxigenasa-1, proteinas encargadas directa o indirectamente del
mantenimiento del balance redox y la protecciéon contra el estrés oxidativo
(Loboda et al., 2016).

El sistema hemo oxigenasa (HO), cuya primera caracterizacidon se remonta al
afo 1969 (Tenhunen, Marver and Schmid, 1969), estd compuesto por enzimas
microsomales que catalizan el paso limitante en la degradaciéon del hemo y
constituyen el mecanismo celular mas importante para la reduccion del hemo libre
toxico. En 1986, surgieron las primeras evidencias de la existencia de dos
isoenzimas estructural y funcionalmente distintas, que son producto de diferentes
genes: HO-1y HO-2 (Cruse & Maines, 1988; Maines et al., 1986). Dichas proteinas
presentan una secuencia de 23 aminodacidos llamada “bolsillo de unién al hemo”.
Por fuera de esta secuencia en comun, la identidad de secuencia entre la HO-1y
HO-2 es solamente del 50% (Maines & Gibbs, 2005). Una tercera isoforma

cataliticamente inactiva ha sido descripta (McCoubrey, Huang and Maines, 1997);
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sin embargo, fue caracterizada en ratas como un pseudogén derivado de los
transcriptos de HO-2 (Hayashi et al., 2004).

Entre las isoformas de la hemo oxigenasa, la HO-1 es la isoenzima mas
estudiada ya que se encuentra ubicuamente expresada en el organismo en niveles
bajos y es inducible; es decir, su expresion se ve aumentada en una variedad de
contextos fisiopatoldgicos, por una enorme cantidad de estresores y sefiales. Entre
ellos podemos mencionar al hemo (su sustrato natural), los metales de transicion,
el peréxido de hidrogeno, las citoquinas, las prostaglandinas, las endotoxinas, el
calor, la radiacion, la hipoxia y la hiperoxia. La HO-2, por el contrario, se encuentra
expresada generalmente de forma constitutiva en condiciones basales y se ha
reportado su expresion en los testiculos, el bazo, el higado, el rifidn y en los sistemas
cardiovascular y nervioso (Ryter, Alam and Choi, 2006; Piotrkowski et al., 2009;
Munoz-Sanchez and Chéanez-Cardenas, 2014). Como se ha mencionado, la
funcion de estas enzimas es catalizar el paso limitante en el metabolismo del hemo,
uniéndolo como grupo prostético y sustrato. La reaccion involucra siete pasos,
consume oxigeno molecular y NADPH, requiere la actividad de la enzima
citocromo P450 reductasa y genera cantidades equimolares de mondxido de
carbono (CO), Fe** y biliverdina. En mamiferos, la biliverdina es rapidamente
reducida a bilirrubina por la biliverdina reductasa (Yoshida and Migita, 2000).

La HO-1 tiene actividad citoprotectora; pero no solamente por su importante
rol en la eliminacion del hemo libre, sino también por las propiedades beneficiosas
de los productos de la reaccion que cataliza. La bilirrubina, por un lado, es un
potente antioxidante y modulador de las respuestas metabdlicas durante la
inflamacidon (Wegiel et al., 2014). El hierro es conocido por facilitar la generacién
de ROS a través de la reaccion de Fenton, lo cual nos llevaria a pensar que se trata

de un producto téxico; sin embargo, se ha demostrado que este metal une proteinas

44



Introduccion

reguladoras de hierro, induciendo la expresion de ferritina, una enzima protectora
que secuestra iones hierro (Arosio et al., 2015). El CO endoégeno, por su parte, es
un “gasotransmisor” con multiples funciones beneficiosas: anti-apoptotica,
antiinflamatoria, vaso-regulatoria, homeostatica, etcétera. A su vez, tiene
importantes funciones en la regulaciéon del metabolismo, con la mitocondria como
principal organela blanco: aumenta la sintesis de ATP, estimula la biogénesis
mitocondrial, aumenta la fosforilacion oxidativa, etcétera (Figueiredo-Pereira et

al., 2020).
5.1. Hemo oxigenasas en el testiculo

Las primeras evidencias acerca de la presencia de un sistema hemo oxigenasa
funcional en el testiculo, que sentaron las bases para los vastos estudios posteriores,
fueron aportadas por una serie de trabajos del grupo de Maines y colaboradores en
los afios ochenta y noventa. Los primeros estudios versaban sobre la actividad
hemo oxigenasa en el testiculo y su modulacion por metales. En estos estudios, se
postulé que la actividad hemo oxigenasa es mds elevada en las células de Leydig
que en las células de Sertoli (Maines, 1984; Maines et al., 1982). A continuacion,
las isoformas HO-1 y HO-2 fueron detectadas en el testiculo humano (Trakshel
and Maines, 1988). También se caracterizo la localizacién de las isoenzimas HO-1
y HO-2 en el testiculo de rata en condiciones basales y de hipertermia. En
condiciones basales, HO-1 se encuentra presente en niveles bajos en las células de
Sertoli inicamente, mientras que HO-2 se encuentra principalmente expresada en
los espermatocitos, espermatidas y células de Leydig. Frente al estimulo por estrés,
el patron de expresion de HO-2 no se modifica, mientras que la expresion de la
HO-1 aumenta en células de Sertoli y Leydig (Ewing and Maines, 1995). A partir
de estas evidencias, se ha estudiado ampliamente la funcién hemo oxigenasa en el

testiculo, haciendo foco principalmente en su rol citoprotector frente a una
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variedad de estresores y condiciones patoldgicas: varicocele (Shiraishi and Naito,
2005), isquemia-reperfusion por torsion-destorsion (Yang et al, 2007),
hipertermia (Li et al., 2014; Li et al., 2013), exposicion a cadmio (Ji et al., 2012;
Yang et al., 2019), entre otros.

Nuestro grupo ha realizado aportes en un drea poco explorada: las hemo
oxigenasas en las células de Leydig y el efecto de la inducciéon de HO-1 sobre sus
funciones. Hemos verificado la expresiéon de ambas isoenzimas en la linea de
células de Leydig murina MA-10, su induccién por hemina (nombre
farmacoldgico para el grupo hemo) y su efecto inhibitorio sobre la esteroidogénesis
basal y estimulada por el segundo mensajero permeable dibutiril-AMPc (db-
AMPc), mediante la disminucion de la expresién de StAR y la inhibicién de la
actividad de la enzima citocromo P450scc (Piotrkowski et al., 2009). Sin embargo,
la informacion sobre el rol de la hemo oxigenasa sobre las funciones de las células

de Leydig contintia siendo escasa.

6. Ciclooxigenasas

Las ciclooxigenasas (COX) son enzimas que catalizan el paso limitante en la
biosintesis de prostaglandinas (PG). Las PG se forman por ciclacién oxidativa de
los cinco carbonos centrales de acidos grasos poliinsaturados de veinte carbonos.
La COX cataliza la conversidon de acido araquidonico u otros acidos grasos de
veinte carbonos a PGG2. Luego, mediante un sitio activo peroxidasa, reduce un
hidroperoxilo de PGG2 a hidroxilo para formar PGH2. PGH2 es convertida por
accion de sintasas y cetorreductasas, y reacciones de deshidratacién e
isomerizacion no enzimatica a una variedad de eicosanoides que incluyen PGE2,

PGD2, PGF2a, PGI2 y tromboxano A2. Los acidos grasos que sirven de sustrato a
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COX se forman a partir de la hidrélisis de fosfolipidos (Mead et al., 1986; Dubois
et al., 1998).

Las prostaglandinas, que se encuentran en la mayoria de los tejidos y 6rganos,
son producidas por casi todos los tipos celulares, y la variedad de prostaglandinas
producidas depende de la maquinaria enzimatica presente en cada uno de ellos.
Constituyen mediadores autocrinos o paracrinos para sefializar cambios dentro de
un determinado microambiente (Dubois et al., 1998). Dado que el efecto de los
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) como la aspirina es mediado por la
supresion de la produccion de prostanoides (prostaglandinas y tromboxano), estas
moléculas han sido implicadas en los procesos inhibidos por estas drogas,
incluyendo inflamacion, fiebre y dolor. Sin embargo, los prostanoides también
median procesos fisiolégicos como la homeostasis vascular, la reproduccién y la
regulacidn de las funciones renal y gastrointestinal (Narumiya, 2007).

La COX también es conocida como prostaglandina H sintasa (PGHS) o
prostaglandina endoperdxido sintasa (PTGS). Estd presente en dos isoformas
distintas, COX-1 y COX-2, codificadas por genes diferentes. Dependiendo del
proceso bioldgico, las isoenzimas de la COX pueden actuar individual o
concertadamente o, en casos donde alguna es insuficiente, de forma compensatoria
(Smith and Langenbach, 2001). Recientemente se descubrieron nuevas variantes
de COX, como COX-3 y PCOX-1, resultantes de cambios en el procesamiento del
ARNm que afectan la region codificante de COX-1, asi como también
poliadenilaciones alternativas de COX y polimorfismos de nucleétido tnico
(Simmons, Botting and Hla, 2004).

Las primeras evidencias acerca de la existencia de dos isoenzimas de COX
surgieron cuando comenz a observarse que, en ciertos escenarios, como en

plaquetas activadas, la sintesis de prostaglandinas ocurria luego de unos pocos
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minutos de la estimulacidn, pero, en otros casos, como en fibroblastos estimulados
por mitdgenos, la sintesis de prostaglandinas se evidenciaba luego de horas.
Incluso un mismo tipo celular podia presentar un pico temprano y otro tardio en
la induccion de su sintesis. Esto llevo a la conclusion de que existen dos tipos de
regulacion del sistema enzimatico de sintesis de prostaglandinas, uno
independiente de la sintesis proteica y otro que requiere de la traduccidon de la
enzima ciclooxigenasa (Simmons, Botting and Hla, 2004). Estas dos actividades
fueron un indicativo de la existencia de una enzima endégena constitutiva (COX-
1), presente en la mayoria de los tipos celulares, y otra inducible (COX-2), que
parece ser expresada inicamente en las etapas tempranas de diferenciacion celular
y replicaciéon y en respuesta a variados estimulos como citoquinas y factores
mitogénicos. La induccion de la COX-2 ha sido descripta en procesos fisiologicos
y patologicos incluyendo inflamacidn, angiogénesis, absorcion dsea, ulceracion
gastrica, enfermedades renales y desérdenes del tracto genital femenino (Katori
and Majima, 2000). Ademas, la COX-2 se encuentra sobreexpresada en la mayoria
de los tipos de tumores, incluyendo tumores de mama, colon, pulmdn y prdstata
(Harris, 2009).

A pesar de la prevalencia de esta clasica nocion de la existencia de una
isoforma constitutiva y otra inducible, se ha reportado que, en determinados
contextos, la expresion de COX-1 puede ser modulada. Por ejemplo, la COX-1 es
regulada de forma positiva y de diferente modo respecto de la COX-2 en estadios
tardios de SIDA en distintas poblaciones celulares del cerebro de monos Rhesus
(Depboylu, Weihe and Eiden, 2011). También, moléculas como citoquinas, TGF-
B e IL-1 estimulan la sintesis de ARNm de la COX-1 en lineas celulares de
fibroblastos y endoteliales (Jackson et al., 1993). Otros escenarios en los que se ha

observado que la expresion de COX-1 puede ser modulada es el desarrollo
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embrionario temprano de humanos (Rheinlaender et al., 2006) y en la zona
medular del rifién en ratas hipertensas en respuesta al tratamiento con sal (Bernard
et al,, 2000). El hecho de que la expresion de ambas enzimas sea modulable
aumenta la relevancia del estudio de la participacién de ambas isoformas de la
COX en diferentes escenarios fisiopatoldgicos.

Las isoformas COX-1 y 2 participan en la misma reaccion catalitica y tienen
una estructura primaria similar. Sin embargo, la mayoria de los efectos
inflamatorios o inducibles son mediados por COX-2, mientras que aquellos efectos
constitutivos relacionados con la regulacién homeostatica son mayormente
mediados por COX-1. Esta distribucion de roles es consistente con sus patrones de
expresion en los tejidos: casi todos los tejidos normales, en condiciones basales,

expresan COX-1 con bajos niveles de COX-2 (Dubois et al., 1998).
6.1. Ciclooxigenasas y prostaglandinas en el testiculo

Reportes acerca de la presencia de las isoenzimas de la ciclooxigenasa en los
testiculos de diferentes especies han mostrado ciertas discrepancias en cuanto a la
localizacion y los niveles de expresion. En roedores, se ha reportado que tanto la
COX-1 como la COX-2 se expresan de forma constitutiva en el testiculo;
especificamente, en las células de Leydig, de Sertoli y de la linea germinal (Neeraja
et al., 2003; Balaji, Ramanathan and Padmanabhan Menon, 2007; Winnall et al.,
2007). En alpacas y en perros, también se evidencio la expresion constitutiva de
ambas isoformas en el testiculo (Zerani et al., 2011; Ogawa et al., 2017). Sin
embargo, ha habido estudios en ratones que no detectaron niveles basales de COX-
2 (Yazawa et al., 2019). En humanos, se ha reportado que los niveles basales de
COX-1y COX-2 en el testiculo normal son bajos o nulos (Frungieri et al., 2002;
Matzkin et al., 2019; O’Neill & Ford-Hutchinson, 1993). Por otro lado, se ha

descripto que ambas isoformas se encuentran expresadas en espermatozoides
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normales (Perrotta et al., 2012). Estas diferencias entre los reportes podrian
deberse a patrones de expresion especie-especificas o a la sensibilidad de las
técnicas de deteccion utilizadas. Sin embargo, todos los reportes concuerdan en
que los niveles de COX-2 testiculares aumentan en contextos inflamatorios y en
escenarios patoldgicos (Frungieri et al., 2002; Hase et al., 2003; Perrotta et al., 2012;
Welter et al., 2013).

Un estudio de ratones macho knockout para Coxl y Cox2 mostré que los
mismos no veian afectada su fertilidad (Langenbach et al., 1999). A pesar de que
estos resultados indican que el sistema COX/PG no seria critico para la funcién
testicular, estudios posteriores sugieren lo contrario. Se ha reportado que el
paracetamol y algunos AINEs como la aspirina, la indometacina y el ibuprofeno
inducen alteraciones endocrinas en el testiculo humano fetal que interfieren con el
descenso testicular y con la calidad espermatica y la fertilidad (Mazaud-Guittot et
al., 2013; Barbosa et al., 2020). A su vez, la PGD2 afecta la diferenciacion de las
gametas masculinas en el testiculo fetal murino (Moniot et al., 2014) y se ha
propuesto que una isoforma de la PGD2 sintasa participa en la diferenciacion de
las células de Sertoli (Rossitto et al., 2015).

En estudios sobre fertilidad, se descubrié una correlacidon positiva entre los
niveles de IL-1f y la expresion de COX-2 en testiculos de pacientes infértiles. Esto
llevaria a la induccion de la sintesis de prostaglandinas y a la inflamacién local,
pudiendo deteriorar la funcidn testicular (Matzkin et al., 2010). También se ha
relacionado la sobreexpresion en espermatozoides de ambas isoformas de COX
con la infertilidad masculina en pacientes con varicocele o diabetes mellitus
(Perrottaetal., 2012). A suvez, en un estudio comparativo entre tejidos de testiculo
normal y cancer de testiculo humanos, se encontré que la expresion de COX-1y

COX-2 estaria fuertemente aumentada en cancer de testiculo. También, mediante
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el tratamiento con inhibidores de ambas isoenzimas, se determindé que son
esenciales para la propagacion de las células de cancer de testiculo (Hase et al.,
2003). Por otro lado, mediante el andlisis de modelos de ratén con envejecimiento
acelerado o retardado, se reportd que los testiculos de ratones adultos con una
mayor expectativa de vida presentan mecanismos antiinflamatorios, antioxidantes
y anti-apoptdticos entre los que se encuentran la expresion reducida de COX-2 'y
una menor produccién de PGD2 (Matzkin et al., 2016). Se han reportado también
algunos efectos beneficiosos de COX-2. En ratones con criptorquidia unilateral
producida experimentalmente se observé un mecanismo que, a través de la
expresion de COX-2, disminuye la apoptosis de células germinales inducida por
esta patologia. Asimismo, se describié que COX-2 podria tener un rol importante

en la proteccidon de espermatozoides frente al estrés por calor (Kubota et al., 2011).
6.2. Ciclooxigenasas en las células de Leydig

Estudios relacionados con el rol del acido araquidénico (AA), sustrato de las
COX, en la esteroidogénesis en células de Leydig demostraron que la estimulaciéon
por hormonas tréficas induce la formacién de AMPc y la liberacidn de acido
araquidonico desde los fosfolipidos, y que estos dos compuestos son requeridos
para la biosintesis de esteroides en células de Leydig murinas tumorales MA-10
(Wang et al., 2000). A su vez, se ha reportado que el AMPc y el AA actian de forma
sinérgica para aumentar la sensibilidad de la sintesis de esteroides frente a la
estimulacion de hormonas troficas (Wang et al., 2002). Esto ocurre mediante la
estimulacion de la sintesis de metabolitos del AA de la via de la lipooxigenasa
(LOX; HPETE y 5-HETE) por parte del AMPc, los cuales estimularan la expresion
de StAR (Wang et al., 2003).

Por otro lado, mediante ensayos desarrollados en células de Leydig de

hamster sirio, una especie fotoperiodica, se describié un mecanismo regulatorio
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esteroidogénico en el que se encuentra involucrada COX-2. Frente a una
estimulacion por LH/hCG y consecuente sintesis de esteroides, la testosterona
actuaria como un factor regulatorio autocrino que impactaria sobre los receptores
de andrégenos de la membrana plasmatica (Matzkin et al., 2009). Su activacién
llevaria a la fosforilacion de ERK 1/2 aumentando la expresiéon de COX-2 y la
sintesis de PGD2 y PGF2a, las cuales actuarian sobre los receptores de PGs de tipo
DP y FP, respectivamente. Mientras PGD2 tiene un efecto estimulatorio sobre la
sintesis de testosterona basal en células de Leydig de hamster, PGF2a ejerce un
efecto inhibitorio sobre la proteina StAR y la enzima 17B-HSD vy la sintesis de
testosterona estimulada por LH/hCG (Frungieri et al., 2006; Schell et al., 2007).
Los receptores de PGs han sido detectados en diferentes poblaciones testiculares,
incluyendo las células de Leydig, asi como también las sintasas necesarias para la
sintesis de PGD2 y PGF2a a partir del acido araquidénico (Baker and
O’Shaughnessy, 2001; Schell et al., 2007; Suzuki-Yamamoto et al., 2007; Frungieri
etal.,2015)

Existen evidencias también de la participaciéon de COX-2 en la disminucién
de la esteroidogénesis relacionada con la edad. Se reporté un aumento en la
expresion de esta enzima en testiculos de rata de edad avanzada, lo cual
correlaciona con la disminucion de la esteroidogénesis. Este efecto fue revertido
mediante el tratamiento con inhibidores especificos de COX-2 (Wang et al., 2005).

A partir de la informacién presentada en esta seccion se hace evidente la
relevancia de ahondar en el estudio del sistema COX/PG como mediador clave de
procesos inflamatorios y su rol regulatorio de la funcidn testicular y, en particular,

de las células de Leydig.
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7. Curcumina

El nombre ctircuma es utilizado para referirse a la especia culinaria color
dorado, y también a la planta a partir de cuyo rizoma se extrae. La curcumina es
uno de los principales fitoquimicos de la circuma. En esta seccion se discutira su

naturaleza quimica, aspectos farmacolégicos, usos y regulaciones.
7.1. Usos etnobotanicos

El género Curcuma, compuesto por aproximadamente 120 especies de
plantas, posee un amplio registro de aplicaciones medicinales (Akarchariya et al.,
2017; Dosoky and Setzer, 2018). Pertenece a la familia Zingiberaceae, la cual
incluye otras plantas tropicales medicinales como el jengibre. Entre las diferentes
especies, la Curcuma longa L. (conocida como circuma o “turmeric” en inglés),
cultivada en climas calidos en muchas regiones en el mundo, es la mas reconocida
y una de las principales especies comerciadas a nivel mundial. Es originaria del
Sudeste Asidtico; en India se descubrieron los usos medicinales de su tallo
subterraneo o rizoma y, desde hace milenios, es su mayor productor y consumidor,
abasteciendo el 70% del mercado global, exportando unicamente un 10% de la
cosecha (Funk, 2010).

Se estima que la dieta promedio en India contiene 2,5 g de rizoma de ciircuma
por dia, de los cuales 100 mg son curcuminoides polifendlicos (ver siguiente
seccion) (Chainani-Wu, 2003). En los paises occidentales, la circuma es utilizada
principalmente en la industria alimentaria (por ejemplo, como ingrediente de la
mostaza) (Verger et al., 1998). La circuma medicinal es central en muchos
sistemas de medicina tradicional de la India (Ayurveda, Siddha, Unani) y en parte
de los sistemas de Asia Oriental (Medicina Tradicional China, el Kampo japonés,
etcétera). Al igual que muchas otras especias, sus usos culinarios incluyen la

preservacion de alimentos, condimento y coloracién. La circuma es utilizada en
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medicina tradicional de la India para tratar enfermedades de la piel (heridas,
urticaria), del tracto respiratorio superior (rinitis, faringitis, tos), articulaciones
(reumatismo) y del sistema gastrointestinal (digestivo, desérdenes hepaticos). Las
investigaciones modernas sobre la circuma, y particularmente de la curcumina, se
han enfocado en su potencial utilizacidon para tratar otras enfermedades, como el
cancer y las enfermedades cardiovasculares, que son las principales causas de

mortalidad en paises occidentales (Funk, 2010).
7.2. Naturaleza quimica

A través del procesamiento de los rizomas de la Ciircuma longa, se puede
obtener la cdrcuma, un polvo dorado de composicién quimica diversa, que varia
dependiendo de la variedad de la planta, la localizacion y las condiciones de cultivo.
Se han caracterizado mas de 200 componentes, principalmente compuestos
fendlicos y terpenoides. Entre ellos, los dos tipos principales de metabolitos
secundarios son los curcuminoides y los aceites esenciales. Cada uno constituye
aproximadamente el 3% del peso seco del rizoma y le otorgan proteccidn a la planta
por sus propiedades insecticidas, entre otras. Los aceites presentan estructura
monoterpeno o sesquiterpeno, siendo estos ultimos los mayoritarios y los que le
otorgan a la especia su caracteristico sabor y aroma. Los mismos suelen ser
descartados como un subproducto en el proceso industrial de aislamiento de
curcuminoides, que son los componentes con mayor bioactividad. A través de
dicho proceso, se obtiene un producto conformado principalmente por tres
compuestos polifendlicos: curcumina, demetoxicurcumina y
bisdemetoxicurcumina. A pesar de que las proporciones relativas de estos
componentes varian de acuerdo la region geografica y la variedad de la planta a

partir de la cual se cosech¢ el rizoma; la curcumina siempre predomina (50-70%),
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y las cantidades relativas de los otros dos compuestos varia de forma significativa
(Jayaprakasha, Jagan Mohan Rao and Sakariah, 2005; Gupta et al., 2013).

La curcumina fue aislada por primera vez en 1815 y es el curcuminoide con
mayor actividad biolégica entre los componentes de la circuma (Vogel and
Pelletier, 1815). Se la conoce como 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5-diona o, mads sencillamente, curcumina I. Brevemente, la
curcumina es un diferuloilmetano con un color naranja-amarillento y peso
molecular de 368,39 g/mol, cuya férmula quimica es C21H200s (Figura 16). Exhibe
tautomeria ceto-enol, es decir, tiene forma ceto en soluciones neutras o acidicas,
mientras que en estado solido o soluciones alcalinas presenta la forma enol mas
estable. Es una molécula altamente hidrofdbica, lo cual presenta desafios para su

uso medicinal (Anand et al., 2007).
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Figura I6. Estructura quimica de la curcumina.

7.3. Aspectos farmacolégicos

A pesar de tratarse de un compuesto natural y de sus efectos pleiotrépicos
sobre la salud, la eficacia in vivo de la curcumina se ve afectada por tener
propiedades farmacocinéticas desfavorables, asociadas principalmente a su baja
biodisponibilidad. Esto ultimo se debe a numerosos factores, incluyendo su baja
concentracion libre sérica, la absorcion tisular limitada, su vida media corta y su
rapido metabolismo y eliminacién. La mayor parte de la curcumina es rapidamente
metabolizada (mediante reduccién o conjugacién mediante glucuronidacién o

sulfatacion) en el higado y el intestino, dejando un pequeflo remanente en los
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tejidos. La principal ruta de eliminacién tras la administracion oral es la fecal. La
excrecion urinaria de la curcumina y sus metabolitos es muy baja. La excrecidon
biliar se observo sdélo en ratas luego de la administracién intravenosa e
intraperitoneal (Anand et al., 2007; Prasad, Tyagi and Aggarwal, 2014; Kotha and

Luthria, 2019).
7.4. Curcumina: usos actuales y regulaciones

La curcumina ha ganado una enorme popularidad y, en la actualidad, es
utilizada para la preparacién de comidas, bebidas, cosméticos y numerosos
productos para el cuidado de la salud. La industria farmacéutica representa mas
del 50% del mercado global de curcumina, seguida por la industria alimentaria y
cosmética (Sharifi-Rad et al., 2020).

La industria cosmética moderna tiende a aplicar componentes vegetales en la
manufactura de los productos cosméticos. La curcumina es utilizada como
componente activo de preparaciones para el cuidado de la piel, debido a su
importante efecto antioxidante, antiinflamatorio y anti-envejecimiento
(Plianbangchang, Tungpradit and Tiyaboonchai, 2007). A su vez, la curcumina ha
sido autorizada por la Unién Europea como aditivo alimentario y ha tenido una
amplia aceptacion entre los consumidores debido a la creciente concientizacion
acerca de las bondades de los productos naturales, en oposicion a los colorantes y
condimentos sintéticos. La curcumina suele incorporarse en las dietas en una dosis
de entre 5y 500 mg/kg. Su consumo esta principalmente asociado a la utilizacién
de la especia curcuma. Esta especia es también el principal componente del curry,
otro condimento que consiste en una mezcla de entre 5 y 20 especias. En muchos
paises, son populares los estofados que utilizan esta especia como condimento

principal y que reciben el mismo nombre.
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Observando el extendido consumo de curcumina, los andlisis acerca de su
seguridad comenzaron hace mas de 40 afios. El Comité Cientifico de los Alimentos
de Europa establecié mediante un estudio multigeneracional en ratas alimentadas
con curcumina durante 24 semanas que el nivel de curcumina sin efecto adverso
observable (NOAEL) es de 250-320 mg/kg de peso corporal por dia. En base a esto,
tijo el valor de ingesta diaria aceptable de curcumina en un valor de 3 mg/kg de
peso corporal (61r reporte del Comité Conjunto de Expertos FAO/WHO en
Aditivos Alimentarios, 1995). En 2010, tras una evaluacion de los niveles de ingesta
de curcumina en paises europeos, el Panel sobre Aditivos Alimentarios y Fuentes
de Nutrientes determiné que la curcumina no es carcinogénica ni genotdxica. El
2013, la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) incorpord a su listado de
sustancias GRAS (“Generalmente Reconocido como Seguro”), un preparado
compuesto por una mezcla de los tres curcuminoides mayoritarios de la circuma
(FDA, Oficina de Seguridad de Aditivos Alimentarios, Aviso GRAS No. 000460).

Elinterés de la industria farmacéutica en esta molécula se debe a sus multiples
efectos bioactivos relacionados con la promocion de la salud y la prevencién de
enfermedades. Es por esto que se encuentra en auge el uso de suplementos dietarios
de venta libre de variada composicion, los cuales no contienen curcumina pura
sino una mezcla de los tres principales curcuminoides de la circuma, siendo la
curcumina el mayoritario (alrededor del 50%). En su mayoria, contienen entre 400
y 500 mg de curcuminoides (Funk et al., 2006). A su vez, se han comenzado a
realizar estudios farmacolédgicos que se enfocan principalmente en el potencial
efecto anticancerigeno, antiinflamatorio y antioxidante de la curcumina (Xu et al,,
2018). Si bien la medicina tradicional ha utilizado a la circuma desde hace muchos

afos, la realizacion de nuevos estudios en modelos experimentales con dosis
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conocidas de curcumina contribuird a dilucidar las principales acciones

terapéuticas de este compuesto y los mecanismos asociados a dichas acciones.
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De acuerdo con los antecedentes descriptos previamente y los trabajos
realizados por nuestro grupo de trabajo, se plantean las siguientes hipotesis:
- En primer lugar, postulamos que las acciones de la HO-1 sobre la
esteroidogénesis aguda que describimos en trabajos anteriores pueden estar
mediadas, al menos en parte por el CO, producto de su accidn catalitica. Ello seria
coincidente con los estudios previos sobre el sistema de las NOS (6xido nitrico
sintasas) en el cual el NO inhibe la esteroidogénesis por unién al grupo hemo de la
CYP11A1 (o P450scc). A su vez, los trabajos sobre la histamina se han relacionado
con el sistema NOS-NO ya que observamos que el efecto inhibitorio de la amina
sobre la esteroidogénesis era por activacion en la produccién de NO. Por lo tanto,
se propone que también puede haber una interaccion de los sistemas HO-1-
histamina sobre las funciones de la célula de Leydig. Por otro lado, en base a las
evidencias presentadas, hipotetizamos que las acciones de la HO-1 no estarian
restringidas a la regulacion de la esteroidogénesis sino que también podrian tener
un impacto sobre la proliferacion de las células de Leydig (objetivo 1).
- Adicionalmente, asi como la HO-1 es un reconocido mediador de procesos
antioxidantes, las ciclooxigenasas lo son de los procesos inflamatorios. Hemos
presentado evidencias acerca del rol de las ciclooxigenasas en el testiculo, y
particularmente, en la modulacién de la funcién esteroidogénica en otros modelos
experimentales. En este sentido, hipotetizamos que las isoenzimas COX-1 y/o
COX-2 o alguno de sus productos podrian regular la sintesis de esteroides y la

proliferacion celular (objetivo 2).
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- Finalmente, en base a la multiplicidad de efectos de la curcumina descriptos en
una gran variedad de modelos experimentales, relacionados fundamentalmente
con su papel antioxidante, antiinflamatorio y antiproliferativo, es que proponemos
que la misma puede afectar la funcionalidad de las células de Leydig. A su vez,
postulamos que los tumores de células de Leydig podrian ser un blanco terapéutico
de la curcumina, sumandose a la gran variedad de tumores sobre los que actua este
compuesto natural. Los resultados de esta seccién no sdlo representarian un aporte
para la investigacion basica, sino que podrian ser trasladables por sus aplicaciones

en la clinica (objetivo 3).

Para la verificacion de las hipétesis planteadas, se desarrollaron los objetivos

descriptos a continuacion.
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Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo consiste en estudiar los efectos de la
hemo oxigenasa-1 y las ciclooxigenasas, mediadores enddgenos claves en
procesos antioxidantes e inflamatorios, y del compuesto natural curcumina,
también vinculado con la modulacién de dichos procesos, sobre las funciones de

las células de Leydig.

Objetivos especificos

* Profundizar el estudio de los efectos de la induccion de la hemo oxigenasa-1
(HO-1) sobre la funcién esteroidogénica y la capacidad proliferativa de las
células de Leydig y analizar el potencial impacto de la inducciéon de HO-1 sobre
la regulacidn por histamina de dichas funciones.

» Estudiar el rol de las ciclooxigenasas 1 y 2 en la regulacion de la funcion
esteroidogénica y proliferativa de las células de Leydig, y evaluar una potencial
interaccién con la HO-1.

* Analizar el efecto de la curcumina sobre la funcién esteroidogénica y
proliferativa de las células de Leydig, indagando también en su potencial efecto
sobre las proteinas HO-1 y ciclooxigenasas.

» Evaluar el efecto in vivo de la curcumina sobre el crecimiento de tumores de

células de Leydig.
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1. Materiales

La hemina, el db-AMPc, la progesterona, la pregnenolona, el 22-R-OH
colesterol, el FMPH, la amtamina y el VUF-8430 fueron comprados en Sigma-
Aldrich Chemical Co., EE. UU. El meloxicam, el SC-560 y la curcumina, en
Cayman Chemical, EE. UU.

El anticuerpo anti-HO-1 fue comprado en Enzo Life Sciences, EE. UU. Los
anticuerpos anti-COX-1 y anti-COX-2, en Cayman Chemical, EE. UU. El
anticuerpo anti-B-tubulina fue comprado en Sigma-Aldrich Chemical Co. El
anticuerpo secundario anti-IgG de conejo Alexa Fluor 488, en Thermo Fisher, EE.
UU. El anticuerpo secundario anti-IgG de conejo y de ratén biotinilados y el kit
Vectastain ABC fueron comprados en Vector Laboratories, EE. UU. El anticuerpo
anti-StAR fue producido y brindado por el Dr. Podesta (INBIOMED-CONICET,
Argentina). El anticuerpo anti-progesterona fue provisto por el Dr. Bussman
(IBYME-CONICET, Argentina). Los primers utilizados para las qPCR, cuyas
secuencias se detallan en la seccidn correspondiente (4.12), fueron comprados en
IDT, EE. UU.

La [1,2,6,7-’H]-Progesterona (250 pCi (9,25MBq) /0,25 ml de etanol y 101,3
Ci (3,57 TBq) /mmol) y la [*H]-Timidina (1 mCi (37MBq) /1 ml de etanol:agua
(7:3) y 20,0 Ci (740 GBq) /mmol) fueron obtenidas de New England Nuclear
Radiochemicals PerkinElmer, EE.UU.

Los restantes reactivos utilizados fueron de la mas alta calidad disponible.
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2. Modelos experimentales

2.1. Linea celular MA-10

La linea celular MA-10 fue provista por el Dr. Mario Ascoli (Departamento
de Farmacologia, Universidad de Iowa, EE. UU.). Se trata de una linea clonal
murina de células de Leydig tumorales, cuyo origen y manipulacién han sido
descriptos (Ascoli, 1981). Al igual que las células de Leydig normales, las células
MA-10 tienen la capacidad de convertir colesterol en hormonas esteroideas, y de
responder a LH/hCG con un aumento en la biosintesis de esteroides. La unién de
LH/hCG a su receptor esta mediada por la activacion de la via AC/AMPc/PKA
(Ascoli, 1985). Ademas, tanto la afinidad como el nimero de receptores de
LH/hCG son similares entre las células MA-10 y las células de Leydig normales.
Estas caracteristicas convierten a las células MA-10 en un excelente modelo
dependiente de gonadotrofinas.

Sin embargo, existen dos diferencias principales, ademas del origen maligno,
entre las células MA-10 y las células de Leydig normales. En primer lugar, debido
a una disminucioén en la actividad de la enzima P450 17a-hidroxilasa/17-20 liasa
(P450 C17, denominacion actual: CYP17), el principal esteroide producido es
progesterona en lugar de testosterona (Ascoli & Puett, 1978) (Figura M1). La
segunda diferencia consiste en que las células MA-10 ofrecen una respuesta mucho
mas marcada que las células de Leydig normales frente a estimulos

esteroidogénicos (Mendelson, Dufau and Catt, 1975).
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Figura M1. Camino esteroidogénico de las células de Leydig tumorales MA-10.
Hormona luteinizante (LH), adenosina tri fosfato (AMP), adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), proteina quinasa A (PKA), proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda
(StAR), citocromo p450scc (CYP11A1), 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33 HSD),
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17 HSD). Tomado de Varela 2020.

2.2.Linea celular R2C

La linea tumoral de células de Leydig de rata R2C fue comprada a American
Type Culture Collection (ATCC, EE. UU.). A diferencia de la linea MA-10, cuya
maxima produccidn de esteroides se observa cuando es estimulada por hormonas
trdficas o analogos del AMPc, la linea tumoral de rata R2C secreta elevados niveles
de esteroides de forma constitutiva sin necesidad de ser estimulada, constituyendo
un modelo experimental independiente de gonadotrofinas. Esto podria explicarse
teniendo en cuenta los altos niveles de DAX-1 (proteina codificada por el gen
responsable de la hipoplasia adrenal congénita ligada al cromosoma X) presentes
en MA-10, pero no en R2C. DAX-1 es un receptor nuclear que regula
negativamente la sintesis de esteroides mediante la inhibicién de StAR (Jo and

Stocco, 2004). Los bajos niveles de DAX-1 en R2C se han asociado con la activacion
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constitutiva de PKA (Song et al., 2004). Otro factor al que también podria
atribuirse la esteroidogénesis constitutiva es la captacion aumentada de ésteres de
colesterol en la membrana debido a una alta expresion del receptor SRBI
(“scavenger receptor class B type 1”) en comparacion con la linea MA-10. Esto se
sumaria a una mayor tasa de conversion a colesterol libre en el citoplasma debido
a una alta expresiéon de colesterol esterasa y la movilizacion dentro de la
mitocondria debido a los altos niveles de la proteina StAR (Rao et al., 2003).

En ausencia de LH/hCG, las células de Leydig tumorales MA-10 poseen bajos
niveles de AMPcYy, por consiguiente, una PKA inactiva y bajos niveles de StAR. De
manera tal que, en ausencia de LH/hCG presentan una produccion casi nula de
esteroides. Por su parte, la linea R2C, en ausencia de LH/hCG, presenta una PKA
activa, con elevados niveles de StAR y CYP19. De este modo, estas células producen

elevados niveles de esteroides de forma constitutiva.

2.3. Células de Leydig de rata

Células de Leydig normales fueron aisladas a partir de testiculos de ratas

macho de la cepa Sprague-Dawley de 35 dias de edad (ver seccién 3.3).

3. Cultivo celular

3.1. Cultivo de la linea celular MA-10
Para el cultivo de las células MA-10, se utilizo medio de cultivo DMEM/Ham
F-12 (DMEM/F12, Gibco, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) con 4,76 g/l de
HEPES, 1,2 g/l de bicarbonato de sodio, 1 ml/l de gentamicina 50 mg/ml y suero
de caballo al 15% (Gibco, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). El pH se ajust6 a 7,4
con NaOH 1N, y el medio se esterilizé por filtracion y se guardé a una temperatura

de 4° C.
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3.1.1. Propagacién Celular

La expansion de la poblacion celular se llevd a cabo sembrando las células en
frascos T-25 conteniendo 10 ml de medio de cultivo o en frascos T-75 conteniendo
20 ml de medio. El seguimiento del cultivo se realizé6 mediante la observaciéon de
los frascos al microscopio Optico. Los mismos se mantuvieron a 37° C, en
atmosfera humidificada con 5% de CO: hasta la confluencia celular (Pignataro &

Ascoli, 1990).

3.1.2. Tripsinizacion de las células

Las células fueron separadas de la superficie de cultivo mediante
tripsinizacidn. Para ello, se aspird el medio de cultivo y se lavé la monocapa celular
con 2 a4 ml de PBS estéril. Posteriormente, se agregd 1 ml de solucién de tripsina-
EDTA 0,05% (Gibco, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), y la misma se dejé actuar
durante 1 minuto. Luego, se aspird la solucion de tripsina, y los frascos se
incubaron a 37° C durante 2 minutos. Finalmente, se verifico por microscopia la
separacion de todas las células de la superficie de cultivo y se agregd medio fresco.
Una alicuota de la suspension celular obtenida se utilizo para el recuento en camara
de Neubauer, y se eligié la cantidad de células apropiada segun la superficie de

cultivo y el ensayo a realizar.

3.2. Cultivo de la linea celular R2C

El medio de cultivo de crecimiento utilizado para esta linea es HAM’s F-12
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). Para preparar el medio de crecimiento,
se agregd suero fetal bovino (Natocor, Argentina) y suero equino a una
concentracion final del 2,5% y 12,5%, respectivamente. La propagacion celular se

llevo a cabo del mismo modo que para las células MA-10. El protocolo de
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tripsinizacion fue similar, pero el tiempo de incubacién con tripsina es de 5 a 15

minutos.

3.3. Aislamiento, purificacion y cultivo de células de Leydig de rata

Las células de Leydig fueron preparadas segun técnicas ya descriptas
(Pignataro et al., 1983). Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (35
dias) criadas en el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental bajo
las siguientes condiciones: temperatura controlada (21 a 25°C), y periodos de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad. Los animales recibieron dieta balanceada y
libre acceso a agua, respetandose en todo momento la “Guia para el cuidado y
utilizacién de animales de laboratorio” del Instituto Nacional de Salud de Estados
Unidos (NIH). Las ratas fueron sacrificadas por asfixia utilizando una camara de
COs. Los testiculos fueron extraidos y decapsulados. La dispersion del tejido se
llevo a cabo por agitacién (20 minutos, 80 ciclos/minuto, 34°C) en un tubo de
plastico de 50 ml conteniendo solucién enzimdtica (1 ml/testiculo, 0,25 mg/ml de
colagenasa) en Medio 199 (M 199, suplementado con HEPES 20 mM; NaHCO3 1,2
g/l; BSA 0,1%; pH 7,4) (Li et al., 1991). Finalizada la incubacidn, la reaccién se
detuvo por dilucién con M199 frio. Posteriormente, el tubo se agité en forma
rotatoria durante 3 minutos, a fin de lograr una mayor dispersion del tejido. Se
dejo reposar otros 3 minutos para que decanten los tibulos seminiferos, y el
sobrenadante fue filtrado a través de Nytex (malla de poro 50). Posteriormente, el
filtrado con las células intersticiales se centrifugd durante 10 minutos a 700 x g.
Para eliminar los glébulos rojos presentes en la preparacion, las células se
resuspendieron en una solucién isoténica de Tris-NH4,Cl (1,7 y 140 mM
respectivamente, pH 7,2) y se incubaron durante 10 minutos a 37°C con agitacién
constante. La lisis de los gldbulos rojos se detuvo por dilucién con M199 frio y las
células se centrifugaron nuevamente a 700 x g durante 10 minutos. Los macroéfagos
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se separaron de la preparacion por adherencia diferencial a placas de Petri de
plastico. Las células fueron incubadas en M199 durante 15 minutos a 37°C, bajo
una atmosfera humidificada conteniendo 5% de CO2. Se recuperd luego el medio
con las células no adheridas, que fueron centrifugadas a 700 x g durante 10
minutos. Finalmente, las células de Leydig se purificaron por fraccionamiento en
un gradiente de densidad discontinuo de Percoll de cinco fases: 21, 26, 34, 40 y 60%
en M199. El gradiente se centrifug6 a 800 x g durante 30 minutos, después de los
cuales se recuperd la fraccion enriquecida en células de Leydig (interfase 40-60).
Dicha fraccion se centrifugé a 700 x g durante 10 minutos, y el pellet de células fue
resuspendido en M199 suplementado con HEPES 20 mM, NaHCO3 1,2 g/l y BSA
0,1% a pH 7,4. La pureza de las preparaciones superd en cada aislamiento el 85%,
y fue determinada mediante la tincidn citoquimica para 3B- hidroxiesteroide
deshidrogenasa (33-HSD), especifica para células de Leydig (Hedger and Eddy,
1987).

Para la tincidon de 33-HSD, se agregaron 200 pl de la suspension celular a 50
ul de una mezcla conteniendo 25 pl de dehidroepiandrosterona (5 mg/ml en
propilenglicol), 25 pl de hCG (120 ng/ml), 100 pl de nitrobluetetrazolium (4
mg/ml) y 50 pl de B-NAD (16 mg/ml). La mezcla se incubé a 34°C durante 1 hora,
y se observé una alicuota al microscopio optico. Asi, se determiné el numero de
células de Leydig por recuento de células azules (tincién positiva) (Payne, Downing
and Wong, 1980) en camara de Neubauer, obteniéndose en cada aislamiento
aproximadamente 1 x 10° células de Leydig viables por testiculo.

Como control adicional, se llevaron a cabo ensayos de respuesta
esteroidogénica. Para tal fin, la preparacion de células de Leydig fue diluida en
M199 suplementado con HEPES 20 mM y NaHCO:s 1,2 g/l, conteniendo ademas

IBMX 0,1 mM y BSA 0,5% (medio de ensayo) a fin de alcanzar una concentracion
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final de 10° células/ml. Posteriormente, las células fueron incubadas en tubos de
plastico, a razén de 5 x 10° células/tubo en medio de ensayo. La incubacidn se llevd
a cabo con agitacion constante durante 5 horas a 34°C, y los tubos fueron luego
transferidos a un bano de agua destilada a 90°C por 10 minutos. Seguidamente, las
muestras fueron centrifugadas a 800 x g durante 5 minutos. El sobrenadante de
cada tubo se conservo a -20°C para la posterior determinacién de los niveles de

progesterona (ver seccion 4.2).

3.4. Diseiio experimental de los ensayos in vitro

Para todos los ensayos in vitro llevados a cabo en las lineas MA-10 y R2C, las
células fueron mantenidas a 37° C en atmosfera humidificada conteniendo 5% de
CO.. Fueron sembradas en los soportes correspondientes y mantenidas durante 48
horas en medio de cultivo. Para todos los ensayos, cumplidas las 48 horas, las
células fueron mantenidas en condiciones basales (control) o tratadas con
diferentes estimulos en el correspondiente medio sin suero.

En cuanto a los principales estimulos utilizados, se prepard una solucion
madre 10 mM de hemina en NaOH 0,1 N; el meloxicam y la curcumina, por su
parte, se disolvieron inicialmente en dimetilsulféxido (DMSO), a una
concentracién 10 mM y 100 mM, respectivamente. En todos los ensayos in vitro,
para la condicion “Control” se disolvid el vehiculo en medio sin suero a la

concentracidon que correspondiera.

3.4.1. Disefio experimental para la marcacion de proteinas mediante
inmunocitoquimica

Las células MA-10 y R2C fueron sembradas en cubreobjetos previamente
polilisinados (solucion 50 pug/ml) para favorecer la adhesion celular a una densidad
celular inicial de 5000 células por vidrio. Tras 48 horas, las células fueron

mantenidas en condiciones basales o tratadas durante 5 horas con hemina 20 uM,
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un inductor de la HO-1. Luego, fueron fijadas para comenzar el protocolo de

incubaciones.

3.4.2. Disefio experimental para la evaluacién de la esteroidogénesis

Las células MA-10 y R2C fueron sembradas en placas de 12 pocillos a una
densidad inicial de 0,3 x 10° células por pocillo. Cumplidas 48 horas, las células
fueron mantenidas en condiciones basales o tratadas durante 5, 24 o 48 horas con
el inductor de HO-1, hemina. Para probar la reversibilidad del efecto de hemina,
las células fueron mantenidas durante 36 o 48 horas en medio fresco luego de la
incubacion durante 48 horas con hemina. A su vez, las células fueron tratadas
durante 5 horas con diclorometano (DCM), una molécula utilizada para la
generacion de monodxido de carbono, o con 22R-OH-colesterol o pregnenolona, o
con histamina o el agonista del receptor HRH2 a histamina (amtamina).
Asimismo, las células fueron tratadas durante 5 horas con SC-560 (inhibidor de
COX-1), meloxicam (inhibidor de COX-2) o Indometacina (inhibidor no selectivo
de COX-1 y COX-2) o con las prostaglandinas PGF2a o PGD2. Por dltimo, las
células fueron incubadas durante 5 o 24 horas con curcumina. Para el analisis de
los niveles de esteroides, las incubaciones se llevaron a cabo en presencia o ausencia
de db-AMPc, segundo mensajero que induce la esteroidogénesis. Las
concentraciones y combinaciones para los tratamientos en cada ensayo se indican
en las figuras. En los experimentos que involucraron inhibidores, los mismos

fueron pre-incubados durante media hora.

3.4.3. Disefio experimental para la evaluacién de la incorporacion de [PH]-
timidina, la metabolizacion del reactivo WST-1 y el contenido de ROS

Las células MA-10 fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad
inicial de 10.000 células por pocillo. Luego de 2 dias, las células fueron mantenidas

en condiciones basales o tratadas con hemina durante 24 horas. Para evaluar la
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reversibilidad del efecto, la incubaciéon con hemina fue seguida por una incubacién
con medio fresco durante 48 horas. El efecto de la hemina sobre la incorporacion
de [*H]-timidina también fue evaluado en células de Leydig normales de rata en
suspension en tubos de plastico (5 x 10° células/tubo) siguiendo el mismo
protocolo. A su vez, las células MA-10 fueron incubadas durante 24 horas con
histamina o amtamina. Asimismo, fueron incubadas durante 24 horas con SC-560
0 Meloxicam o con curcumina. En todos los casos, se agregé un pulso de [*H]-
timidina pasadas las primeras 6 horas de incubacién. El efecto de la curcumina
sobre la viabilidad y la proliferacion de células MA-10 fue evaluado también
mediante el ensayo colorimétrico WST-1. En cada figura se indican las
concentraciones y combinaciones de drogas empleadas para los diferentes ensayos.
En los experimentos que involucraron inhibidores, los mismos fueron pre-
incubados durante media hora.

Para la evaluacion de los niveles de ROS intracelulares mediante el ensayo
con dicloro-fluoresceina (DCF), las células fueron tratadas durante 24 horas con

curcumina en ausencia o presencia de H2O..

3.4.4. Disefio experimental para el recuento celular en cdmara de Neubauer

Tanto para la determinacién de la proliferaciéon como para la evaluacion de
la incorporacién del colorante Azul de Tripan, las células fueron sembradas en
placas de 12 pocillos a una densidad inicial de 0,3 x 10° células por pocillo. Luego
de 2 dias de crecimiento, las células fueron mantenidas en condiciones basales o
tratadas durante 24 horas con SC-560 o Meloxicam. Asimismo, fueron tratadas
durante 5 0 24 horas con curcumina. En cada figura se indican las concentraciones

empleadas para cada ensayo.
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3.4.5. Disefio experimental para la evaluacion del porcentaje de células en
cada fase del ciclo celular

Las células MA-10 fueron sembradas en placas de 12 pocillos a una densidad
inicial de 0,3 x 10° células por pocillo. Tras 48 horas de crecimiento, las células
fueron mantenidas en condiciones basales o tratadas durante 24 horas con hemina
o curcumina a las concentraciones que se indican en cada figura. A continuacidn,
se analizo el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular mediante tincién

con ioduro de propidio y citometria de flujo.

3.4.6. Disefio experimental para la determinacion de la apoptosis

Para la determinacion de apoptosis mediante el ensayo de TUNEL por
citometria de flujo, las células MA-10 fueron sembradas en placas de 12 pocillos a
una densidad inicial de 0,3 x 10° células por pocillo. Luego de 2 dias, las células
fueron mantenidas en condiciones basales o tratadas durante 24 horas con hemina
a las concentraciones que se indican en la figura. Para la determinacion de
apoptosis mediante TUNEL por el método colorimétrico, las células MA-10 fueron
sembradas en cubreobjetos previamente polilisinados (soluciéon 50 pg/ml) para
favorecer la adhesiéon celular a una densidad celular inicial de 5000 células por
vidrio. Tras 48 horas, fueron mantenidas en condiciones basales o tratadas durante

24 horas con curcumina a las concentraciones que se indican en la figura.

3.4.7. Disefio experimental para la determinacion de proteinas mediante
Western Blot y de los niveles de expresion génica mediante RT-gPCR

Las células MA-10 o R2C fueron sembradas en placas de 12 pocillos a una
densidad inicial de 0,3 x 10° células por pocillo. Tras 48 horas de crecimiento, las
células fueron mantenidas en condiciones basales o tratadas durante 5 horas con
hemina, Meloxicam, SC-560 o curcumina a las concentraciones y combinaciones

que se indican en cada figura. Para la determinacion de los niveles de ARNm
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mediante RT-qPCR, las células fueron tratadas durante 5, 12 o 24 horas con

curcumina.

4. Ensayos in vitro

4.1. Inmunocitoquimica: marcacion de proteinas

Las células MA-10 o R2C fueron fijadas con formaldehido 4% en PBS y luego
de tres lavados de 5 minutos con PBS se procedi6 a la permeabilizacién con Tritén
X-100 0,25% en PBS. Se repitieron los lavados y se utilizé suero normal de cabra al
10% en PBS como solucion de bloqueo (30 minutos de incubacidn).
Posteriormente, las células fueron incubadas durante la noche con el anticuerpo
primario anti- COX1 (1:200), anti-COX2 (1:200) o anti-HO-1 (1:200); se
repitieron los lavados y luego se realizé la incubacion con el anticuerpo secundario
anti-conejo Alexa Fluor 488 (1:500) durante 1 hora en oscuridad. Se realizaron tres
lavados con PBS de 5 minutos cada uno. Se tifieron los ntcleos con ioduro de
propidio 1:2000 en agua destilada por 5 minutos. Por tultimo, se colocaron los
cubreobjetos en liquido de montaje (Dako North America Inc., EE.UU.). Los
controles negativos se realizaron con suero normal de conejo. Se tomaron
imagenes representativas con microscopio confocal (Nikon Cl1). Se evalud la
intensidad de las marcas inmunoespecificas de la proteina HO-1 en el nucleo y el
citoplasma con el programa Photoshop 5.5 y se analizaron al menos 50 células por

tratamiento.

4.2. Radioinmunoensayo: determinacion de progesterona

Para cuantificar la produccién de progesterona, se empled la técnica de
radioinmunoensayo (RIA). El dosaje se realiz6 en alicuotas del medio de
incubacion de células MA-10 o R2C, o de células de Leydig aisladas de testiculos

de rata.
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Brevemente, alicuotas de 100 pl del medio de incubaciéon (o de la dilucion
adecuada) fueron transferidas a tubos de plastico, donde se agregaron 100 ul de
[*H]-progesterona y 100 pl del anticuerpo anti-progesterona. Las muestras fueron
incubadas durante 16 horas a 4° C. Finalizada la incubacidn, la hormona libre se
separé de la unida al anticuerpo mediante el agregado de 0,2 ml de una suspension
de carbén-dextrano (0,5% P/V y 0.05% P/V, respectivamente) en buffer RIA
(Na;HPO,4 40 mM, NaH,PO, 30 mM, NaCl 150 mM, azida sédica 0,01% y gelatina
0,1% a pH 7,0), y la posterior incubacion a 4°C durante 10 minutos y
centrifugacion a 3000 x g durante 15 minutos. Los sobrenadantes fueron
transferidos a viales de conteo, a los que se agregd 1,5 ml de liquido centelleante
(Optiphase Hisafe III, Wallac, Inglaterra). La radiactividad se determin¢ utilizando
un contador de centelleo liquido Packard 1600 TR. Las variaciones intraensayo e
interensayo fueron 7,3% y 13,2%, respectivamente. Se realizé6 una curva de
calibracion utilizando progesterona fria para luego interpolar los valores de

radiactividad obtenidos para cada muestra.

4.3. Recuento celular en camara de Neubauer

El conteo de células es un método directo para la determinacion de la
proliferacion celular. Luego de los tratamientos, las células fueron lavadas con 500
ul de PBS, tripsinizadas, levantadas en medio con suero y contadas en camara de

Neubauer bajo microscopio 6ptico.

4.4. Ensayo WST-1: determinacion de proliferacion y viabilidad celular

El reactivo WST-1 contiene sal de tetrazolio, que es convertida por la
deshidrogenasa mitocondrial en formazan, un reactivo coloreado. La cantidad de
producto generado es proporcional a la cantidad de deshidrogenasa mitocondrial

¥y, por ende, al numero de células vivas. Por lo tanto, este método mide actividad
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metabolica, y da informacién sobre la actividad proliferativa de las células vy,
ademads, sobre su viabilidad.

El ensayo se llevdo a cabo siguiendo las indicaciones del fabricante.
Brevemente, sin retirar el medio de cultivo, se agregaron 10 ul de WST-1 (Sigma-
Aldrich Chemical Co., EE. UU.) durante 4 horas. Al finalizar la incubacion se
determindé la absorbancia a 490 nm empleando un lector de placas (Microplate

Reader, Bio-Rad, EE.UU.).

4.5. Determinacion de la incorporacion de [*H]-timidina

Este método se basa en incubar las células con un andlogo de timidina
marcado radiactivamente de manera tal que las células que sinteticen nuevo ADN,
o sea, aquellas que ingresen en la fase S, emplearan este sustrato, permitiendo la
medicidn de la radiactividad como indicador de la proliferacion celular.

Para llevar a cabo el ensayo, se agregaron los tratamientos indicados en cada
figura en medio sin suero y se incubaron durante 24 horas. Se agregé el pulso de
[*H]-timidina a raz6n de 0,5 uCi por pocillo durante las tltimas 18 horas de cultivo.
A continuacidn, las células fueron lavadas dos veces con PBS. Se agregaron 50 ul
de tripsina por pocillo y se incubé 10 minutos a 37°C. Una vez finalizada la
incubacion, las células se cosecharon por aspiracion al vacio sobre filtro de fibra de
vidrio. Se transfirieron los filtros a tubos donde se agreg6 el liquido de centelleo
(Optiphase Hisafe III, Wallac, Inglaterra). La radiactividad se midié en un

contador beta (Tri-carb 1600TR, Packard).

4.6. Tincion con Azul de Tripan: determinacion de la viabilidad celular

El colorante vital Azul de Tripan permite diferenciar a las células vivas de las
células muertas por su capacidad de excluir el colorante. Se asume que una célula

viable posee una membrana plasmatica intacta; por ende, excluye el colorante y su
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citoplasma se observa de color claro al microscopio optico. Las células no viables,
por el contrario, muestran un citoplasma azul.

Para desarrollar esta técnica, finalizado el tiempo de tratamiento, se descartd
el medio de cultivo, se lavo con PBS y se agregaron 150 pl de una soluciéon 20 mg/ml
de Azul de Tripan (Sigma-Aldrich, EE. UU.). Se incub6 en agitaciéon constante
durante 5 minutos y se aspird la solucion. Luego, se tripsinizaron las células y se
levantaron en medio con suero para realizar el conteo celular en camara de
Neubauer bajo microscopio dptico. Los resultados se muestran como porcentaje

de células viables respecto del total.

4.7. Citometria de flujo: analisis de las fases del ciclo celular

Para evaluar el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular, las células
fueron lavadas con 300 pl de medio sin suero, tripsinizadas y levantadas en medio
con suero. Luego, se centrifugaron tres veces a 500 x g durante 5 minutos en PBS
frio. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron los pellets en etanol 70% v/v
frio por goteo y en permanente agitacion. Se incubaron las células durante toda la
noche a -20°C para su fijacion. Al dia siguiente, se realizaron 3 centrifugaciones a
850 x g durante 5 minutos. Los pellets se resuspendieron en una solucién de ioduro
de propidio en PBS (ioduro de propidio 40 ug/ml, citrato de sodio 3,8 mmol/l y
RNasa A 100 pg/ml) a una concentracion de 10°> a 10° células cada 100 pl. Se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente para luego medir la
concentracion intracelular de ioduro de propidio analizando 10.000 eventos por
muestra utilizando un citémetro de flujo FACSCanto II (BD Biosciences, EE. UU.).
El andlisis de datos se llevo a cabo con el software FloJo (BD Biosciences, EE. UU.).
En cada experimento, se realiz6 una evaluacidon de la viabilidad celular por la

tincidén con ioduro de propidio.
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4.8. TUNEL: analisis de la apoptosis celular

Para evaluar la apoptosis in vitro, se utilizé el ensayo de TUNEL (“terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling”), el cual se basa en la
presencia de cortes en el ADN genomico que pueden ser identificados por la
terminal deoxinucleotidil transferasa o TdT, una enzima que catalizara la adicion
de dUTPs marcados secundariamente con fluoresceina. Se emplearon dos kits
comerciales: APO-BRDU, Sigma-Aldrich, EE. UU. y Promega DeadEnd™
Colorimetric TUNEL System, Fischer Scientific, EE. UU., siguiendo las
indicaciones de los fabricantes. Para el primer método, se analizé el porcentaje de
células apoptdticas utilizando un citometro de flujo FACSCanto II (BD
Biosciences, EE. UU.) y los datos fueron procesados utilizando el software FloJo
(BD Biosciences, EE. UU.). Para el segundo método, las células MA-10 fueron
cultivadas en cubreobjetos, se siguieron los pasos de tincion y los cortes fueron
deshidratados y fijados con balsamo para ser observados bajo microscopio éptico

y fotografiados.

4.9. Determinacion de especies reactivas de oxigeno

El contenido de especies reactivas de oxigeno (ROS) fue determinado
mediante el monitoreo de la oxidacién de la sonda 2’,7’-dicloro dihidro-
fluoresceina diacetato (H2DCF-DA; Invitrogen Co., EE.UU.) en el compuesto
fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF). Luego de los tratamientos, las células
fueron lavadas con PBS e incubadas con H2DCF-DA 25 uM en medio sin suero en
oscuridad durante 30 minutos a 37°C. Luego, las células fueron lavadas con PBS y
lisadas con un buffer de lisis hipoténico (KCl 7,5 mM) mediante una incubacion
de 1ha37°C. Se centrifugaron los lisados celulares mediante centrifugacién a 4000
rpm durante 20 minutos a 4°C. La intensidad de fluorescencia se midié en un

fluorémetro FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH, Ortenberg, Germany) (kex:
77



Materiales y Métodos

485/12 nm; kem: 520 nm). Los valores obtenidos fueron normalizados utilizando
la concentracidn total de proteinas obtenida mediante el ensayo Bradford (ver

4.11).

4.10. Western Blot: determinacion de proteinas

Para llevar a cabo este ensayo, se cosecharon las células mediante la adicién
de 500 pl de PBS a cada pocillo. Las células fueron despegadas mediante raspado
con rastrillo, y transferidas a tubos eppendorf. Luego, fueron centrifugadas durante
10 minutos a 10000 x g. A continuacidn, se descartaron los sobrenadantes y el
precipitado en cada tubo fue resuspendido en buffer de lisis (Tris- HCl 10 mM pH
8, Triton X-100 1 %, EGTA 0,5 mM, Leupeptina 10 ug/ml, PMSF 2,5 mM). Se
disgregaron los precipitados mediante agitacidon y se realizaron 15 pasajes por
jeringa con aguja 25G x 16 mm. Tras otra centrifugacion de 10 minutos a 10000 x
g se recupero el sobrenadante. A partir de los extractos celulares obtenidos se
determind la concentracidon de proteinas mediante el método de Bradford. Luego,
los extractos se diluyeron al tercio en buffer de siembra (Tris-HCI 0,06 M; pH 6,8,
glicerol 25 % V/V, SDS 2 % P/V, azul de bromofenol 0,01 % P/V, B-mercaptoetanol
5% V/V) y se incubaron en un bafio a 95°C durante 5 minutos.

Las proteinas de los extractos celulares fueron separadas por electroforesis en
geles de poliacrilamida conteniendo SDS (SDS-PAGE). La electroforesis se llevé a
cabo empleando un sistema discontinuo, con dos tipos de gel: un gel concentrador
(5% de acrilamida-bisacrilamida en buffer Tris-HCI 0,5 mM; pH 6,8), y un gel
separador (12,5 % de acrilamida-bisacrilamida en buffer Tris-HCI 1,5 mM; pH
8,8). El buffer utilizado para la corrida fue Tris 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1
% P/V, pH 8,3. La misma se desarrollé a voltaje constante (70 V para el gel
concentradory 100 V para el gel separador), empleando el dispositivo Miniprotean
I1T de Bio-Rad.

78



Materiales y Métodos

Finalizada la corrida electroforética, el gel fue equilibrado en buffer de
transferencia (Tris-HCl 25 mM, pH 8,3, glicina 150 mM, metanol 20% V/V)
durante 15 minutos. Las proteinas fueron luego transferidas a una membrana de
nitrocelulosa, previamente equilibrada en el mismo buffer. El proceso se desarrolld
a voltaje constante (15 V) durante 45 minutos. Posteriormente, se recuper6 la
membrana de nitrocelulosa y la misma se tii6 con una solucidon de Rojo Ponceau-
acido acético (0,2-0,5%) para verificar la transferencia de las proteinas. El colorante
fue luego removido mediante sucesivos lavados con PBS-Tween 0,1%.

Con la finalidad de bloquear posibles sitios de unidn inespecifica del
anticuerpo, la membrana de nitrocelulosa fue incubada con una solucién de
albumina de suero bovino (BSA) 3% en PBS durante 3 horas a temperatura
ambiente. Luego, se realizd una incubacién con anticuerpos especificos en
agitacion durante la noche a 4°C: anti-COX1 (1:200), anti-COX2 (1:500), anti-
HO-1 (1:2000), anti-StAR (1:200). Para normalizar las muestras por control de
carga proteica se utiliz6 un anticuerpo anti f-tubulina (1:5000). Luego de sucesivos
lavados con PBS-Tween (PBS con adicion de 0,1% de Tween 20), la membrana fue
incubada por 30 minutos en presencia de un segundo anticuerpo anti-IgG de
conejo o raton biotinilado (1:2500). Finalmente, el revelado se llevé a cabo con el
kit Vectastain ABC (Vector Laboratories, EE. UU.) segtn indicaciones del
fabricante.

Las membranas fueron escaneadas y la intensidad de las bandas inmuno-
especificas fue cuantificada utilizando el software Image] 1,49v (NIH, EE. UU.).
Los valores de las bandas correspondientes a las proteinas de interés se
relativizaron a la densidad optica del fondo. Los niveles de B-tubulina fueron

utilizados como control de carga proteica en las distintas calles. La expresion de las
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proteinas de interés en cada muestra se obtuvo mediante la relativizacion de su

densidad dptica a la de B-tubulina.

4.11. Bradford: cuantificacion de proteinas totales

La determinacion de la concentracidn de proteinas totales se realizo mediante
el método descripto por Bradford (Bradford, 1976). A las muestras y el buffer de
lisis (control negativo) en diluciones adecuadas se les agreg6 el reactivo de
Bradford (Sigma-Aldrich, EE. UU.). Se realiz6 simultdneamente una curva
estandar utilizando una soluciéon de BSA 1 mg/ml para luego interpolar los
resultados. Las lecturas de absorbancia a 620 nm se realizaron en un lector de

placas (Bio-Rad Microplate Reader).

4.12. RT-qPCR: determinacion de los niveles de ARNm

El ARN total fue extraido utilizando el reactivo Tri-Reagent (Sigma-Aldrich)
de acuerdo a las especificaciones del proveedor y luego utilizado para la técnica de
sintesis de ADN copia (ADNCc). La cantidad de ARN obtenido en cada muestra fue
determinado espectrofotométricamente a 260 nm.

El ADNCc fue sintetizado a partir de 2 ug de ARN total utilizando 125 ng de
cebadores aleatorios (random primers), 0,5 mM de la mezcla de desoxinucleo6tidos
trifosfato (ANTPs) y 200 U de la enzima transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) en un volumen final de 20 pl. Luego de la
retrotranscripcion, las muestras fueron diluidas hasta un volumen final de 40 pl.

La RT-gqPCR (retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa) fue realizada utilizando el equipo Step One Real Time PCR System
(Applied Biosystems, EE.UU.). La mezcla de reaccion fue preparada usando 12,5
ul de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), una concentracion

adecuada (400-900 nM) de los primers sentido y antisentido especificos y 4 pl de la

80



Materiales y Métodos

diluciéon de ADNc de cada muestra en un volumen final de reaccién de 25 pl. El
programa de amplificacion utilizado fue: desnaturalizacion inicial a 95°C por 10
minutos, 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 15 segundos seguidos de una
hibridaciéon y extensiéon a 60°C por 1 minuto. La fluorescencia fue medida al final
de cada ciclo. Luego de la amplificacion, la especificidad del producto de PCR
obtenido fue determinada mediante una curva de fusiéon. En todos los ensayos se
realizaron curvas estandar para confirmar una adecuada pendiente y eficiencia de
amplificacidn, utilizando una muestra control. Se utiliz6 el método de curva
estandar relativa para obtener los resultados que fueron normalizados con
GAPDH como genes controles.

Los primers sentido y antisentido especificos de cada gen fueron disefiados
utilizando el programa Vector NTI; se verific6 que los pares de primers no
formaran dimeros o estructuras secundarias y se evitaron las secuencias con una
alta tasa de repeticion de bases Cy G en el extremo 3’. Asimismo, se intent6 buscar
que los fragmentos amplificados tuvieran un tamano entre 75y 150 pares de bases,
que estuviesen formados por regiones de mas de un exén y que no formasen
estructuras secundarias. Una vez seleccionados los pares de primers, se verificd su
especificidad utilizando el programa NCBI-PrimerBLAST y la amplificacién de un
unico producto a través de la técnica de RT-qPCR. En la Tabla 1 se muestran las

secuencias de los primers disefiados para cada gen analizado.

Tabla 1. Secuencia de los primers especificos de raton para RT-qPCR.

Secuencia del primer (5> 3) Tamaiio
Gen Sentido Antisentido amplicon
(pb)
GAPDH GGGTGTGAACCACGAGAAAT ACTGTGGTCATGAGCCCTTC 135
(Gapdh)
STAR CCGGAGCAGCGTGGTGTCA CAGTGGATGAAGCACCATGC 63
(Star)
p2 1Cip! GTCTTGCACTCTGGTGTCTCA GCACTTCAGGGCTTTCTCTT 147
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(Cdknla)
Cyclin CTACCGCACAACGCACTTTC AAGGGCTTCAATCTGTTCCTG 151

D1

(Ccendl)
p27 Kip1 TTCGACGCCAGACGTAAAC TTCAATGGAGTCAGCGATATG 126

(Cdkn1b)
VEGF CTGCTGTAACGATGAAGCCCTG GCTGTAGGAAGCTCATCTCTCC 119

(Vegfa)

5. Ensayos in vivo

5.1. Angiogénesis: ensayo de la membrana corioalantoidea

Con el objetivo de determinar la capacidad proangiogénica de los factores
secretados in vitro por las células tumorales MA-10, y la capacidad de los
tratamientos de modular esta secrecion, se empled el ensayo de angiogénesis in
vivo de la membrana corioalantoidea de codorniz (Coturnix coturnix) tal como ha
sido descripto (Parsons-Wingerter ef al., 1998).

Para llevar a cabo dicho ensayo, se obtuvieron medios condicionados de
células MA-10 sembradas en placas de 12 pocillos (0,3 x 10° células por pocillo),
crecidas durante 24 horas en 1 ml de medio de crecimiento y tratadas segtn se
indica en la figura. Finalizado el tiempo de tratamiento, los sobrenadantes fueron
colectados y mantenidos a -20°C hasta el dia del ensayo.

Huevos de codorniz fertilizados con 48 horas de puesta fueron incubados en
estufa a 37 °C por 48 horas. Pasado este tiempo, fueron exovados, es decir, los
embriones vivos fueron obtenidos a través de una pequefia abertura en la cascara
del huevoy colocados en placas de 6 pocillos estériles, de manera tal que el embridon
quede posicionado hacia arriba. De este modo, fueron incubados nuevamente a 37
°C por 5 dias. Transcurrido este periodo, los embriones fueron incubados con

discos de papel de filtro embebidos en medios condicionados y colocados
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suavemente sobre la membrana corioalantoidea. Los embriones fueron
mantenidos a 37°C durante 48 horas con los tratamientos y luego, sacrificados por
congelamiento a -20 °C por 2 horas. La membrana corioalantoidea se fijo mediante
exposicién a glutaraldehido 2% y formaldehido 2% por 48 horas. Finalmente, la
membrana fue recortada e invertida para visualizar la vascularizacidon sobre el
disco de filtro. Los discos fueron observados bajo lupa estereoscépica para la
obtencion de fotografias con una magnificacion de 20x. En cada disco se cuantificd
el numero de bifurcaciones y la cantidad de vasos entrantes en el disco de papel. El
analisis se llevo a cabo utilizando el programa Image] y se tomo el drea del disco (5
mm de didmetro) como referencia. En la Figura R34A de la seccién de Resultados
se pueden observar fotografias de un embridn recién exovado en un pocillo de la
placa, un embrién con 7 dias de crecimiento y un embrién con 11 dias de
crecimiento luego de la colocacion de los discos de papel de filtro. En la Figura
R34B se muestran fotografias representativas de los discos fijados, sobre los cuales
se realizo la cuantificacidn.

Antecedentes del laboratorio demostraron que las células R2C liberan
factores proangiogénicos y que su medio condicionado aumenta el numero de
bifurcaciones por unidad de area en la membrana corioalantoidea de embriones
de codorniz (Abiuso et al., 2018), con lo cual medios condicionados de células R2C

fueron utilizados como control positivo en este experimento.

5.2. Crecimiento tumoral: modelo singénico de tumores de células de Leydig

Se utilizaron ratones macho de 8 semanas de edad de la progenie obtenida a
partir de la cruza entre hembras C57BL/6 y machos BALB/c. Esta cepa se conoce
comercialmente como CB6F1. Los ratones fueron mantenidos en el Bioterio del
Instituto de Biologia y Medicina Experimental y donados por el laboratorio de la
Dra. Parborell (Laboratorio de Estudios de Fisiopatologia de Ovario, IBYME-
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CONICET) y alimentados con dieta normal ad libitum. El protocolo presentado
en el presente trabajo de tesis fue aprobado por el comité de ética del IBYME (N°:
08/2020).

Ratones de la cepa especificada (12 en total, 6 por grupo experimental) fueron
mantenidos en un ambiente de 22 °C y humedad controlada, con ciclos de 12 horas
de luz/oscuridad. Células MA-10 murinas (40.000 células en 100 pl de PBS estéril)
fueron inoculadas en ambos flancos de cada ratdn, utilizando agujas de calibre
27G. Al cabo de 12 a 14 dias, cuando los tumores alcanzaron un volumen de
aproximadamente 50 mm?, se inicié el protocolo de tratamientos. La curcumina
fue disuelta en DMSO 10% en aceite de maiz a una concentraciéon 20 mg/kg y
mantenida fuera del alcance de la luz. Se inyectaron 100 ul de esta solucién de
forma intraperitoneal dia por medio durante 15 dias con agujas de calibre 27G. Los
ratones control recibieron inyecciones de DMSO 10% en aceite de maiz. En la
Figura M2A, se puede observar un esquema del protocolo de generacion de los
tumores y de tratamientos. En la Figura M2B y M2C se muestra el aspecto

macroscopico de los tumores.
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A B Inyecciones intraperitoneales
z Inyeccion Dia por medio durante 15 d
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8 semanas de edad en 100 pl PBS x7 20 mg/kg

B

Figura M2. Esquema de tratamientos en el modelo murino de tumores de células de
Leydig. (A) Esquema de inyecciones de ratones CB6F1 con tumores desarrollados con
células MA-10. (B) y (C) Aspecto general de los tumores.

La determinacion de las dosis de curcumina se realiz6 a partir de ensayos
preclinicos disponibles en la bibliografia, y se corroboraron a través de la
aplicacién de la conversidon de valores de EC50 (concentracion requerida para
producir el 50% del efecto maximo) obtenidos in vitro a valores in vivo segun:
“Guidance document on using in vitro data to estimate in vivo starting doses for
acute toxicity” del NIH (Lindl et al., 2005). En este trabajo, a partir del analisis de
347 compuestos obtienen la siguiente ecuacion: log (LD50 [mmol/kg]) = 0,435 x log
(IC50 [mmol/l]) + 0,625 (siendo LD50 la dosis letal 50 e IC50 la concentracion
inhibitoria 50).

El tamafio tumoral fue medido con un calibre. Se determin¢ el largo y el
ancho de cada tumor los mismos dias en que se aplicaban las inyecciones, y se

85



Materiales y Métodos

estimd el volumen tumoral a través de la ecuacion [Ancho® x Largo/2]. A punto
final, los tumores fueron pesados. Para el calculo del peso corporal se pes6 cada
ratén y a ese valor se le restd el peso de ambos tumores. Para el cdlculo de los
indices somaticos se pesaron higado, bazo y testiculos. Cada indice se calcul6 con
la siguiente ecuacion: [Peso del 6rgano/ Peso corporal x 100].

Los ratones fueron sacrificados por decapitacidn, lo cual permitié obtener
muestras de sangre troncal en el anticoagulante EDTA 500 mM. La misma fue
centrifugada a 5000 x g durante 10 minutos a 4°C para la extraccién de plasma a
fin de cuantificar la concentraciéon de progesterona. Dicha determinaciéon fue

llevada a cabo empleando la plataforma Architect i4000 (Abbott, EE. UU.).

5.2.1. Andlisis histologico

Muestras de tumores, testiculos e higados fueron analizados
histolégicamente. Los tejidos fueron fijados con formol 4% v/v en PBS durante 24
horas y luego trasvasados a alcohol 70° como conservante e incluidos en parafina.
Se obtuvieron cortes de 5 um, los cuales fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y
observados bajo microscopio éptico. Para la determinacidn de la altura del epitelio
germinal se utilizaron fotografias con una magnificaciéon de 200x y para la

medicion se considero la distancia desde la membrana basal hasta las espermatidas.

5.2.2. Determinacion de apoptosis

Secciones de tumores del grupo Control (n=6) y Curcumina (n=6) se fijaron
en formol 4% v/v y se incluyeron en parafina. Para cada testiculo, se seleccionaron
2 secciones (3-5 um) distantes entre si por al menos 50 pm. Las secciones fueron
bloqueadas con una diluciéon de suero de caballo (1/500). De acuerdo con las
recomendaciones del fabricante, se llevo a cabo la técnica TUNEL empleando el kit
“In Situ Cell Death” (Roche Applied Science, EE.UU.). Brevemente, las secciones

se incubaron con la mezcla de reaccion de TUNEL durante 60 minutos a 37 °C en
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una camara himeda. Luego, las secciones se lavaron e incubaron con 4',6-diamino-
2-fenilindol (DAPI) y se montaron los cubreobjetos utilizando medio de montaje
Vectashield (Vector Laboratories, EE.UU.). La obtencién de imagenes se realizo
mediante microscopia de epifluorescencia con un microscopio Al Axio (Zeiss,
Alemania) y una camara de color Axiocam 503 (Zeiss). Los controles negativos se
realizaron con la mezcla de reaccion TUNEL sin transferasa terminal. En cada
seccidn de tejido se realizd el recuento de las células TUNEL positivas y células
totales utilizando el software Image J. Se contaron dos secciones por tumor, con
un minimo de 10 campos en 40x seleccionados al azar en cada seccion de tejido.
Los resultados fueron expresados como el porcentaje de células TUNEL positivas.
5.2.3. RT-qPCR

Secciones de tumores del grupo Control (n=6) y Curcumina (n=6) fueron
utilizadas para la determinacion de los niveles de ARNm de VEGF tal como se
detalla en el apartado 4.12 (RT-qPCR: determinacion de los niveles de ARNm). El
ARNm fue extraido utilizando Tri-Reagent (Sigma-Aldrich), previa disgregacion

del tejido en un homogeneizador.
6. Analisis estadistico

Todos los experimentos in vitro fueron repetidos al menos tres veces en
ensayos independientes, utilizando células pertenecientes a diferentes pasajes (no
mas de ocho pasajes en total), y con multiples réplicas por ensayo. Cada figura de
la seccion Resultados muestra el promedio + EEM (error estandar de la media) de
experimentos independientes. En el caso del estudio de la proliferacion celular
mediante el ensayo WST-1 e incorporaciéon de [’H]-timidina se realizaron 8
réplicas intra-ensayo por placa. En los experimentos restantes se realizaron 2 a 4
réplicas intra-ensayo. Los ensayos de angiogénesis in vivo se realizaron en los

embriones viables obtenidos a partir de 30 embriones iniciales (teniendo en cuenta
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un 60-70 % de viabilidad). En todos los casos, el andlisis estadistico fue realizado
con el programa GraphPad Prism (Version 8.0.2, GraphPad Software, EE. UU.).
Los experimentos con mas de dos grupos se sometieron al analisis de varianza
(ANOVA) de una via seguido de contraste de Tukey para multiples
comparaciones. Para comparar medias de solamente dos grupos se empled la
prueba t de Student.

El ensayo in vivo de inoculacidon de células de Leydig para la generacion de
tumores se realiz6 una vez, con seis animales por grupo experimental. En cuanto
al analisis estadistico, se realizo un ANOVA de dos vias para medidas repetidas,
seguido la prueba de Holm-Sidak para multiples comparaciones. En el caso de las
areas bajo la curva, el andlisis se llevo a cabo utilizando la prueba t de Student. Las
curvas de crecimiento se ajustaron a una regresion no lineal y se puso a prueba la
hipdtesis de que todas ajusten a la misma curva. Del rechazo de esa hipotesis se
obtuvo una curva para cada tratamiento y su correspondiente tiempo de
duplicacion. En todos los casos, un valor de p menor a 0,05 fue considerado

significativo.
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Como fuera mencionado en la introduccion, la hemo oxigenasa-1 (HO-1) es
una enzima inducible por desbalances oxidativos y cataliza el paso limitante en la
degradacion del hemo para la formacion de mondxido de carbono, hierro ferroso
y biliverdina/bilirrubina. Dichos productos, junto con las funciones propias de la
HO-1, contribuyen sustancialmente con el mantenimiento del estado oxidativo y
la homeostasis celular (Dunn et al., 2014; Loboda et al., 2016). A propdsito de su
accién antioxidante, numerosos trabajos han descripto el relevante papel
citoprotector de la HO-1 en la preservacion de la funcion testicular en presencia
de agentes toxicos (Maines and Ewing, 1996; Shiraishi and Naito, 2005; Bae et al.,
2016; Kim et al., 2018; Hou et al., 2021). Sin embargo, hasta el momento, no se ha
profundizado en el estudio del efecto directo de la inducciéon de HO-1 sobre las
funciones de las células de Leydig. Es por esto que se planteé como primer objetivo
evaluar los efectos de la inducciéon de HO-1 sobre la funcién esteroidogénica de las
células de Leydig y su capacidad proliferativa. Asimismo, considerando que las
funciones de la histamina en la regulacién de la esteroidogénesis y proliferacion de
las células de Leydig han sido ampliamente estudiadas por nuestro grupo de
trabajo, se propuso analizar el potencial impacto de la induccién de HO-1 sobre la
regulacion por histamina de dichas funciones.

Para desarrollar este objetivo y los subsiguientes, se utilizé la linea de células
de Leydig MA-10: un modelo murino dependiente de gonadotrofinas, que exhibe
una respuesta esteroidogénica frente a la estimulaciéon con LH/hCG o con el
segundo mensajero AMPc. Este modelo reproduce las caracteristicas de las células
de Leydig en un contexto testicular fisiologico. A su vez, para la evaluacion de la
esteroidogénesis, se utilizé la linea de células de Leydig de rata R2C: un modelo
independiente de gonadotrofinas con sobreproduccion constitutiva de esteroides,
que representa un fenotipo de la célula de Leydig que podria observarse en ciertas

condiciones patoldgicas (Rao et al., 2003; Jo and Stocco, 2004; Song et al., 2004).
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1. Localizacion subcelular de la HO-1 en células de Leydig

En primera instancia, se determiné la expresion de HO-1 en las dos lineas
celulares mediante inmunocitoquimica. La enzima HO-1 fue detectada en las
células de Leydig MA-10 (Figura R1A) y en las células R2C (Figura R2A). En la
Figura R1B y R2B se muestra la cuantificacion de las marcas inmunoespecificas.

Se observd que las células MA-10 expresan niveles similares de la enzima HO-1
en el nucleo y el citoplasma en la condicidn basal. Tras un tratamiento de 5 h con
hemina 20 uM, sustrato e inductor de la enzima HO-1, se observan mayores niveles
de marca citoplasmatica que de marca nuclear. En las células R2C, los niveles
proteicos de HO-1 en el nucleo fueron mayores que los niveles citoplasmaticos en
la condicion basal. Luego del tratamiento con hemina, al igual que en las células

MA-10, la marca citoplasmatica fue mayor que la nuclear.
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Figura R1. Deteccidn, localizacion subcelular e induccion por hemina de HO-1 en
células de Leydig MA-10. (A) Las células MA-10 fueron incubadas durante 5 h en
ausencia o presencia de hemina 20 pM. Luego, fueron marcadas con anticuerpos
especificos anti-HO-1 (marca verde). Los nucleos fueron coloreados con ioduro de
propidio (IP, marca roja). Se muestran fotografias representativas. Las barras de escala
representan 50 pm. (B) La intensidad de la fluorescencia fue cuantificada y se expresa en
unidades arbitrarias (UA). Las barras representan la media + EEM de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. **, p<0,01.
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Figura R2. Deteccidn, localizacion subcelular e induccion por hemina de HO-1 en
células de Leydig R2C. (A) Células R2C fueron incubadas durante 5 h en ausencia o
presencia de hemina 20 uM. Luego, fueron marcadas con anticuerpos especificos anti-
HO-1 (marca verde). Los nucleos fueron coloreados con ioduro de propidio (IP, marca
roja). Se muestran fotografias representativas. Las barras de escala representan 20 um. (B)
La intensidad de la fluorescencia fue cuantificada y se expresa en unidades arbitrarias
(UA). Las barras representan la media + EEM de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. *, p<0,05; **, p<0,01.

2. Efecto dela hemina sobre la esteroidogénesis en células de Leydig

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado previamente que la induccién de HO-
1 por un tratamiento de 5 h con hemina inhibe la esteroidogénesis basal y
estimulada por hCG o analogos permeables del AMPc en células de Leydig MA-10

(Piotrkowski et al., 2009). Para evaluar si este efecto inhibitorio se observa también
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en las células R2C, ambas lineas celulares fueron incubadas durante 5 h con hemina
10, 20 y 40 uM para comparar los efectos. Como ya se menciono, las células R2C
producen altos niveles de esteroides de forma constitutiva y, por lo tanto,
presentan mayores niveles basales de progesterona que las células MA-10. Esto
puede observarse en la Figura R3B, asi como también el efecto inhibitorio de la
hemina sobre los niveles de progesterona a partir de la concentracién 20 uM. En
las células MA-10 (Figura R3A), esta inhibicidn fue significativa para todas las
concentraciones ensayadas (concentraciones iguales o mayores a 10 uM). Para
corroborar que el efecto observado de la hemina sobre la esteroidogénesis aguda
estuviera mediado por la accién de la HO-1, las células MA-10 fueron co-
incubadas durante 5 h con hemina 10 uM y el inhibidor selectivo de la HO-1, zinc
protoporfirina IX (ZnPPIX), a una concentracién 5 uM. Tal como se observa en la
Figura R3C, el inhibidor ZnPPIX revierte de forma significativa el efecto

inhibitorio de la hemina sobre los niveles de progesterona.
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Figura R3. Efecto de la induccion de HO-1 sobre la esteroidogénesis aguda en células
de Leydig MA-10 y R2C. Las células MA-10 (A) y R2C (B) fueron incubadas durante 5 h
en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de hemina (10 a 40 pM). (C) Las
células MA-10 fueron co-incubadas durante 5 h con hemina 10 uM y ZnPPIX 5 pyM
(inhibidor selectivo de la HO-1). Los niveles de progesterona (Pg) fueron determinados
mediante RIA. Las barras representan la media + EEM de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 vs Control.
A continuacidn, se evalud el efecto de una exposicion prolongada a hemina sobre
la esteroidogénesis. Para ello, las células MA-10 fueron incubadas durante 24 h y
48 h con hemina 10 y 25 uM. En la Figura R4A se observa que la hemina inhibi6 la
produccién de progesterona a ambos tiempos y para ambas concentraciones
ensayadas. Para evaluar si este efecto de la hemina era reversible, luego de retirar
el sobrenadante, la incubacion de las células se continud por 36 h 0 48 h con medio
fresco, en ausencia de hemina. Se observé que, pasadas 36 h, la inhibicién de la

esteroidogénesis fue completamente revertida para la concentraciéon 10 pM de

hemina y parcialmente para la concentracion 25 pM. Luego de transcurridas 48 h
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de incubacion con medio fresco, la inhibicién dada por ambas concentraciones de

hemina fue revertida completamente (Figura R4B).
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Figura R4. Efecto de la exposicion prolongada a hemina sobre la produccion de
progesterona en células de Leydig MA-10. Las células fueron incubadas durante 24 h o
48 h en ausencia (Control) o presencia de Hemina 10 y 25 uM (A). Luego, se retir6 el
medio de cultivo y se continu6 la incubacién durante 36 o 48 h con medio fresco, sin
hemina (B). Los niveles de progesterona fueron determinados mediante RIA. Las barras
representan la media + EEM de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. **, p<0,01; ****, p<0,0001 vs Control.
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3. Efecto del monoxido de carbono sobre la esteroidogénesis en células de
Leydig

Como se menciond anteriormente, la HO-1 es una enzima citoprotectora que
cataliza el paso limitante en la degradacion del hemo, lo cual lleva a la generacion
de cantidades equimolares de iones hierro, biliverdina y mondxido de carbono
(CO) (Loboda et al, 2016). Teniendo en cuenta que la HO-1 podria estar
modulando la esteroidogénesis mediante la union reversible del CO al grupo hemo
de la enzima CYP11A1 (citocromo P450scc), tal como fue descripto por nuestro
grupo de trabajo para el 6xido nitrico (Del Punta, Charreau and Pignataro, 1996),
se evalud la posible participacion de CO en los efectos observados. Para tal fin, se
realizaron ensayos con diclorometano (DCM, también conocido como cloruro de
metileno), molécula utilizada para la generaciéon de CO (Chen et al., 2013; Ozawa
et al., 2002; Pang et al., 2010; Sass et al., 2003). Las células MA-10 fueron incubadas
durante 5 h en condiciones basales, con hemina 10 uM o con concentraciones
crecientes de DCM (10, 100 y 1000 pM). En la Figura R5A se puede observar que
el DCM, al igual que la hemina, provocé una disminucién en los niveles de
progesterona, la cual fue significativa a partir de la concentracién 100 uM.
Adicionalmente, se evalud en células MA-10 el efecto del DCM en presencia de db-
AMPc, andlogo permeable del AMPc que estimula la esteroidogénesis. Las células
fueron incubadas durante 5 h en presencia de db-AMPc y hemina 10 pyM o0 DCM
1000 uM. El1 DCM también disminuyd los niveles de progesterona en la condicién
estimulada (Figura R5B). En células de Leydig R2C, las cuales no requieren
estimulacion para exhibir una marcada respuesta esteroidogénica, también se
observo la disminucién en los niveles de progesterona luego del tratamiento con

DCM (Figura R5C).
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Figura R5. Efecto del DCM sobre los niveles de progesterona en células de Leydig MA-
10 y R2C. Las células MA-10 (A) y R2C (C) fueron incubadas durante 5 h con Hemina
10 uM y concentraciones crecientes de DCM (10 a 1000 uM). Las células MA-10 también
fueron incubadas durante 5 h con Hemina 10 pM o DCM 1000 uM en presencia de db-
AMPc 0,5 mM (B). Los niveles de progesterona fueron determinados mediante RIA. Las
barras representan la media + EEM de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001, ****, p<0,0001 vs Control.

3.1 Efecto del CO sobre el camino esteroidogénico
A continuacion, nos propusimos evaluar a qué nivel del camino esteroidogénico
actda el CO. Para verificar si dicha molécula actda inhibiendo a la CYP11A1l
(citocromo P450scc), enzima que cataliza la transformacién de colesterol a
pregnenolona —uno de los pasos limitantes en la sintesis de esteroides— las células

MA-10 fueron incubadas con hemina 10 pM o DCM 1000 uM en ausencia o
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presencia de 22-R-OH colesterol 10 uM, un derivado del colesterol que atraviesa
libremente las membranas celulares. En la Figura R6A se observa que el efecto
inhibitorio de hemina y del DCM no fue revertido por la adiciéon de 22-R-OH
colesterol, indicando que alguna de las enzimas esteroidogénicas rio abajo del
colesterol estan siendo afectadas por el CO.

A continuacion, para evaluar si el CO ejerce un efecto sobre la enzima 3f-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD), que cataliza el paso de pregnenolona
a progesterona, las células MA-10 fueron incubadas con hemina 10 uM o DCM
1000 uM en ausencia o presencia de pregnenolona 10 uM. En la Figura R6B puede
observarse que el efecto inhibitorio del CO fue revertido completamente por la
adicién de pregnenolona, indicando que la 33-HSD no esta siendo afectada. En
conjunto, estos resultados indican que el CO estaria ejerciendo su efecto

inhibitorio sobre la enzima CYP11Al.
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Figura R6. Efecto del DCM sobre las enzimas del camino esteroidogénico en células
de Leydig MA-10. Las células fueron incubadas durante 5 h con Hemina 10 pM o DCM
1 mM en ausencia o presencia de 22R-OH-colesterol (22R; A) 10 uM o pregnenolona (P5;
B) 10 uM. Los niveles de progesterona fueron determinados mediante RIA. Las barras
representan la media + EEM de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. ***, p<0,001 vs 22R-OH Colesterol.
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4. Efecto dela hemina sobre la proliferacion de células de Leydig

Para evaluar el efecto de la hemina sobre la proliferacion de células de Leydig,
las células MA-10 fueron incubadas con concentraciones crecientes de hemina (1,
10 y 25 uM) durante 24 h. Se evalu¢ la proliferacion celular mediante el ensayo de
incorporacién de [’H]-timidina. En la Figura R7A se observa que la hemina

disminuyd la incorporacién de [’H]-timidina a partir de la concentracién 10 pM.
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Si bien las células MA-10 son un modelo ampliamente aceptado para el estudio
de las funciones de las células de Leydig, debe tenerse en cuenta que se trata de una
linea celular tumoral, cuya funcién proliferativa se encuentra alterada. Por este
motivo, consideramos oportuno evaluar la relevancia fisioldgica del efecto
inhibitorio de la hemina sobre la proliferacidn celular utilizando cultivos primarios
de células de Leydig normales aisladas a partir de testiculos de rata. Considerando
que las células de Leydig adultas presentan una actividad proliferativa minima
(Chen et al., 2014), los ensayos fueron realizados utilizando una poblacién de
células de Leydig proliferantes inmaduras aisladas a partir de testiculos de ratas de
35 dias. Dichas células fueron incubadas durante 24 h con concentraciones
crecientes de hemina (0,1 a 25 uM) o IGF-1 0,5 mg/l (control positivo) y se
determind la incorporacién de [’H]-timidina. Como se puede observar en la Figura
R7B, la hemina, a partir de la concentracién 1 uM, disminuyé marcadamente la
incorporacién de [*H]-timidina en las células de Leydig inmaduras. En la Figura
R7C se observa que el inhibidor selectivo de la HO-1 revierte parcialmente el efecto

inhibitorio de la hemina sobre la proliferacion a 24 h en células MA-10.
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Figura R7. Efecto de la induccion de HO-1 sobre la proliferacion de células MA-10 y
células de Leydig inmaduras de rata. (A) Las células MA-10 fueron incubadas durante
24 h con concentraciones crecientes de hemina (1, 10 y 25 uM). (B) Células de Leydig
inmaduras aisladas a partir de testiculos de rata fueron incubadas durante 24 h con
concentraciones crecientes de Hemina (0,1 - 25 uM) o IGF-1 0,5 mg/l. (C) Las células
MA-10 fueron co-incubadas durante 24 h con hemina 10 uM y ZnPPIX 5 uM (inhibidor
selectivo de la HO-1). La proliferacion celular fue determinada mediante el ensayo de
incorporaciéon de [*H]-timidina. Las barras representan la media + EEM de tres
experimentos independientes realizados por octuplicado. *, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001; ****, p<0,0001 vs Control.

Para evaluar la reversibilidad del efecto inhibitorio de la hemina sobre la
proliferacion de células de Leydig, las células MA-10 fueron incubadas con hemina
10 y 25 uM durante 24 h. Finalizada la incubacion, se retir6 el medio de cultivo y

se agregd medio fresco sin hemina para continuar la incubacién durante 48 h. En

la Figura R8 puede observarse que, pasado este tiempo, el efecto inhibitorio de
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hemina sobre la incorporacion de [*H]-timidina dej6 de observarse, lo cual sugiere

que el efecto de la hemina sobre la proliferacion de células de Leydig es reversible.
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Figura R8. Reversibilidad del efecto inhibitorio de la hemina sobre la proliferacion de
células de Leydig MA-10. Las células fueron incubadas durante 24 h con hemina 10 y 25
uM. Finalizada esta incubacidn, se retiré el medio de cultivo y las células fueron
mantenidas en medio de cultivo rico sin hemina durante otras 48 h. La proliferacién
celular fue determinada mediante el ensayo de incorporacién de [*H]-timidina. Las barras
representan la media + EEM de tres experimentos independientes realizados por
octuplicado.

5. Efecto del monoxido de carbono sobre la proliferacion de células de Leydig

Se ha observado que el efecto de la induccién de la HO-1 sobre la
esteroidogénesis esta mediado por el CO, producto de la reaccidn catalizada por la
enzima. A continuacion, se evaluo si el CO también media sus efectos sobre la
proliferacion. Para ello, las células MA-10 fueron incubadas durante 24 h en
condiciones basales o con concentraciones crecientes de DCM (10, 100 y 1000
uM). En la Figura R9 se puede observar que el DCM, al igual que la hemina, inhibio6
la proliferacion a la concentracién 1000 pM. Cabe resaltar que el DCM, a las

concentraciones ensayadas, no altera la viabilidad celular.
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Figura R9. Efecto del DCM sobre la proliferacion de células de Leydig MA-10. Las
células MA-10 fueron incubadas durante 24 h con concentraciones crecientes de DCM
(10 a 1000 uM). La proliferaciéon celular fue determinada mediante el ensayo de
incorporaciéon de [*H]-timidina. Las barras representan la media + EEM de tres
experimentos independientes realizados por octuplicado. *, p<0,05 vs Control.

6. Efecto dela hemina sobre la progresion del ciclo celular

Para determinar si el efecto anti proliferativo de la hemina sobre las células de
Leydig estd mediado por un efecto sobre la progresion del ciclo celular, se evalué
la distribucion de las células en las diferentes fases del ciclo mediante tincién con
ioduro de propidio y analisis por citometria de flujo. Para tal fin, células MA-10
fueron tratadas durante 24 h con hemina 25 pM. Tal como se observa en la Figura
R10, el tratamiento con hemina provocd un aumento significativo en el porcentaje

de células en la fase G2/M.
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Figura R10. Efecto de la induccion de HO-1 sobre la progresion del ciclo celular en
células de Leydig MA-10. Las células fueron incubadas durante 24 h con hemina 25 uM.
Luego de la incubacion, fueron fijadas, permeabilizadas, tefiidas con ioduro de propidio
y analizadas mediante citometria de flujo. Se muestra el porcentaje de células en las fases
G0/G1, S y G2/M para cada tratamiento. Las barras representan la media + EEM de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. ***, p<0,001.

7. Efecto de la hemina sobre la apoptosis

A continuacion, se evalud si la disminucion observada en la proliferaciéon podia
estar asociada a una induccién de la muerte celular por apoptosis. Para ello, las
células de Leydig MA-10 fueron incubadas con hemina 10 y 25 uM y analizadas
mediante el ensayo TUNEL utilizando citometria de flujo. Como control positivo
se utiliz6 el inductor de apoptosis doxorrubicina (10 mg/l). La Figura R11 muestra
que no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células TUNEL
positivas entre el Control y hemina 10 uM mientras que la concentraciéon 25 pM
mostrd un leve aumento en el porcentaje de células apoptdticas: Control 0,21% *
0,06 vs hemina 25 uM 2,44% + 0,82. Como era esperado, la doxorrubicina (control

positivo) aumento significativamente la proporcion de células apoptdticas.
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Figura R11. Efecto de la induccion de HO-1 sobre la apoptosis de células de Leydig
MA-10. Las células MA-10 fueron incubadas durante 24 h con hemina 10 y 25 uM y
analizadas mediante el ensayo de TUNEL. Se utiliz6 doxorrubicina 10 mg/l como control
positivo. Las barras representan la media + EEM de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. *, p<0,05; ****, p<0,0001 vs Control.

8. Interaccion entre HO-1 y el sistema histaminérgico en la modulacion de la
esteroidogénesis

Como se mencion6 previamente, la histamina es una amina bidgena cuyos
efectos regulatorios sobre las funciones de las células de Leydig han sido
ampliamente descriptos. Especificamente, se ha demostrado su efecto dual sobre
la produccion de esteroides basal y estimulada en células MA-10, siendo
estimulatorio a concentraciones fisiolégicas de orden nanomolar, e inhibitoria a
concentraciones suprafisiologicas de orden micromolar. La regulacién por
histamina esta mediada por los tres receptores que se encuentran expresados en las
células de Leydig: HRH1, HRH2 y HRH4. La activaciéon de HRH2 tiene un efecto
estimulatorio sobre la sintesis de esteroides, mientras que las acciones mediadas
por HRH1 y HRH4 son inhibitorias (Mondillo et al. 2005, Abiuso et al. 2014,
Abiuso et al. 2018). En vista de este rol de la histamina, nos propusimos evaluar el
posible efecto de la induccién de la HO-1 sobre los efectos regulatorios de la

histamina a concentraciones fisioldgicas. Para tal fin, las células MA-10 fueron
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incubadas durante 5 h con hemina 10 uM en ausencia o presencia de histamina 1
nM. Tal como se muestra en la Figura R12A, cuando las células fueron co-
incubadas con hemina e histamina 1 nM, el efecto estimulatorio de histamina fue
abolido por la presencia de hemina, incluso llegando a niveles inferiores que los
niveles basales. Cuando se realizé el mismo esquema de tratamientos, pero en
presencia de db-AMPc 0,5 mM, la hemina también revirtio el efecto estimulatorio
de histamina 1 nM.

Una vez que se comprob6 que el efecto estimulatorio de la histamina se ve
afectado por la induccion de HO-1, se procedid a evaluar si esto mismo ocurre
luego de la activacion especifica del receptor HRH2, el cual media las acciones de
la histamina a concentracidn fisiolégica. Para ello se incubaron las células MA-10
durante 5 h con hemina 10 uM en presencia o ausencia del agonista especifico de
HRH2, amtamina. Se observé que, tanto en condiciones basales como estimuladas
por db-AMPc, el efecto estimulatorio ejercido por amtamina 1 uM fue revertido
por hemina, provocando incluso una disminucién en los niveles de progesterona

por debajo de los niveles basales (Figura R12B).
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Figura R12. Interaccion entre hemina e histamina en la modulaciéon de la
esteroidogénesis de células de Leydig MA-10. (A) Las células fueron incubadas durante
5 h con hemina 10 uM en ausencia o presencia de histamina 1 nM y db-AMPc 0,5 mM.
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(B) Las células fueron incubadas durante 5 h con hemina 10 uM en ausencia o presencia
del agonista del receptor HRH2 (amtamina 1 uM) y db-AMPc 0,5 mM. Los niveles de
progesterona fueron determinados mediante RIA. Las barras representan la media + EEM
de tres experimentos independientes realizados por duplicado. **, p<0,01; ***, p<0,001,
et p<0,0001 vs Control o grupo indicado. #, p<0,05; ##, p<0,01 vs db-AMPc o grupo
indicado.

9. Interaccion entre HO-1 y el sistema histaminérgico en la modulacion de la
proliferacion

Con respecto a la regulacidn de la proliferacidn, se ha descripto que la histamina
estimula la proliferacion de células de Leydig a concentraciones fisioldgicas, y
dicho efecto también esta mediado por el receptor HRH2. Para evaluar la posible
interaccidn entre histamina y HO-1 en la regulacion de la proliferacion de células
de Leydig, las células MA-10 fueron incubadas durante 24 h con hemina 10 uM en
ausencia o presencia de histamina 1 nM. Cuando las células fueron co-incubadas
con hemina e histamina 1 nM, el efecto estimulatorio de la histamina fue
completamente abolido, incluso llegando a niveles por debajo de los valores del
control (Figura R13A). Cuando las células fueron incubadas en presencia del
agonista especifico del receptor HRH2, amtamina 1 pM, y hemina 10 puM también
se observo que el efecto estimulatorio sobre la proliferacion fue revertido por

hemina (Figura R13B).
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Figura R13. Interaccion entre hemina e histamina en la modulacion de la proliferacion
de células MA-10. (A) Las células fueron incubadas durante 24 h con hemina 10 pM en
ausencia o presencia de histamina 1 nM. (B) Las células fueron incubadas durante 24 h
con hemina 10 uM en ausencia o presencia del agonista de HRH2 (amtamina 1 pM). La
proliferacién celular fue determinada mediante el ensayo de incorporacién de [*H]-
timidina. Las barras representan la media + EEM de tres experimentos independientes
realizados por octuplicado. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****, p>0,0001 vs Control
o grupo indicado.

Conclusiones parciales - Capitulo 1

A partir de los resultados obtenidos en este primer capitulo, se puede concluir
que la induccién de HO-1 por hemina inhibe la esteroidogénesis en células de
Leydig de forma reversible. Dicho efecto estaria mediado, al menos parcialmente,
por el CO, que afectaria negativamente la actividad de la enzima CYP11Al. La
induccion de HO-1 también inhibe reversiblemente la proliferacion celular, lo cual
podria estar mediado por un arresto del ciclo celular en la fase G2/M.
Adicionalmente, la inducciéon de HO-1 altera la regulacién por histamina de la

esteroidogénesis y la proliferacion de las células de Leydig.
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Un desbalance oxidativo esta generalmente acompafnado de un escenario
inflamatorio y, como contraparte, la inflamacién suele potenciar el estrés oxidativo
(Vaziri and Rodriguez-Iturbe, 2006; Biswas, 2016). En tanto que la HO-1 es una
enzima clave en la respuesta antioxidante, las ciclooxigenasas (COX) cumplen un
papel central en la respuesta inflamatoria.

Las COX, también llamadas prostaglandina endoperoxido-H sintasas, son
enzimas bifuncionales con actividad oxigenasa y peroxidasa, que convierten el
acido araquidonico en diferentes tipos de prostaglandinas, mediadores lipidicos
con una enorme variedad de funciones. Hasta el momento, se conocen tres
isoformas de la ciclooxigenasa presentes en mamiferos: la COX-1 es una enzima
constitutiva, que se encuentra expresada de forma permanente en multiples tipos
de tejidos; la COX-2 es inducible y actua unicamente durante la respuesta
inflamatoria; y la COX-3 es la isoforma mds recientemente descubierta y se expresa
principalmente en el sistema nervioso central (Przybyla, Szychowski and Gminski,
2020).

En el segundo capitulo de este trabajo, se abordara el estudio de la COX-1y
la COX-2 y sus efectos sobre la funcidn esteroidogénica y proliferativa de las células

de Leydig. También, se analizara su potencial interaccién con la HO-1.
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1. Localizacion subcelular de COX-1y COX-2 en células de Leydig

Como primera aproximacion al estudio de las ciclooxigenasas en las células de
Leydig MA-10 y R2C, se evalud si sus isoformas constitutiva (COX-1) e inducible
(COX-2) se encuentran presentes en ambas lineas celulares. Para tal fin, se realizo
una inmunomarcacion y se observd que ambas isoformas se expresan tanto en
MA-10 (Figura R14A) como en R2C (Figura R14B). A su vez, las marcas
inmunoespecificas permiten evidenciar la localizacién subcelular de las enzimas:
COX-1 y COX-2 se encuentran en el citoplasma de ambas lineas celulares.
También se observaron inmunomarcas nucleares para COX-1, mientras que la

COX-2 pareceria no tener presencia nuclear.
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Figura R14. Deteccion y localizacion subcelular de COX-1 y COX-2 en células de

Leydig. Las células MA-10 (A) y R2C (B) fueron incubadas con anticuerpos especificos
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anti-COX-1 y anti-COX-2 (marca verde). Los nucleos fueron coloreados con ioduro de
propidio (IP, marca roja). Se muestran fotografias representativas. Las barras de escala
representan 50 pm.

2. Efecto de COX-1y COX-2 sobre la esteroidogénesis de células de Leydig

Habiendo observado la presencia de ambas isoformas de la COX en ambos
modelos experimentales, se procedi6 a estudiar su efecto sobre diferentes
funciones celulares. En primer lugar, se evalu6 si COX-1 y COX-2 afectan la
funciéon endocrina de las células de Leydig. Para ello, las células MA-10 y R2C
fueron tratadas durante 5 h con inhibidores selectivos de la actividad enzimatica
de COX-1 (SC-560) y de COX-2 (meloxicam). Finalizada la incubacion, se
determind la concentracion de progesterona en los sobrenadantes. Las células MA -
10 fueron tratadas durante 5 h con SC-560 1, 10 y 100 nM o meloxicam 0,1, 1 y 10
1M en presencia o ausencia de db-AMPc 100, 200 y 500 pM. Tal como se observa
en la Figura RI15A, la inhibicion de COX-1 por SC-560 no afecté la
esteroidogénesis basal o estimulada por db-AMPc. Por su parte, la inhibicién de
COX-2 no afect6 significativamente la esteroidogénesis basal, pero tuvo un efecto
estimulatorio sobre la esteroidogénesis estimulada por db-AMPc. En presencia de
db-AMPc 100 uM, tnicamente la concentracién mas alta de meloxicam mostrd
dicho efecto estimulatorio, pero en presencia de 200 y 500 uM de db-AMPc, todas
las concentraciones ensayadas aumentaron la concentracion de progesterona
respecto del control sin inhibidor. Para corroborar que el efecto de las
ciclooxigenasas se encuentra mediado inicamente por la isoforma 2, se traté a las
células MA-10 durante 5 h con meloxicam 10 pM (inhibidor de COX-2),
indometacina 1 puM (inhibidor no selectivo de las ciclooxigenasas) o una
combinaciéon de ambos inhibidores en presencia de db-AMPc 100 uM. Se observo
que la indometacina estimuld la esteroidogénesis al mismo nivel que el meloxicam

y que la coincubacién con ambos inhibidores no mostr6 un efecto aditivo (Figura
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R15B). Estos resultados sugieren que COX-2, y no COX-1, tiene un efecto

inhibitorio sobre la esteroidogénesis.
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Figura R15. Efecto de la inhibicion de COX-1 y COX-2 sobre los niveles de
progesterona en células de Leydig MA-10. (A) Las células MA-10 fueron incubadas
durante 5 h con diferentes concentraciones de SC-560 (1 a 100 nM) o meloxicam (0,1 a
10 uM) en ausencia o presencia de db-AMPc (100 a 500 uM). Los niveles de progesterona
fueron determinados mediante RIA. Los puntos representan la media + EEM de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. *, p<0,05; ****, p<0,0001 vs
misma concentracion de db-AMPc en ausencia de inhibidor. (B) Las células MA-10
fueron incubadas durante 5 h con indometacina 1 uM y/o meloxicam 10 uM en presencia
de db-AMPc 100 uM. Los niveles de progesterona fueron determinados mediante RIA.
Las barras representan la media + EEM de tres experimentos independientes realizados
por duplicado. **, p<0,01 vs db-AMPc.
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En lalinea celular R2C, al igual que en MA-10, la inhibiciéon de COX-1 no afecto
la esteroidogénesis (Figura R16A). Al tratar las células con meloxicam, inhibidor
de COX-2, no se observaron efectos significativos al tratar las células con las

concentraciones utilizadas para la linea celular MA-10 (Figura R16B).
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Figura R16. Efecto de la inhibicion de COX-1 y COX-2 sobre los niveles de
progesterona en células de Leydig R2C. Las células fueron incubadas durante 5 h con
diferentes concentraciones de SC-560 (1 a 100 nM) (A) o meloxicam (0,1 a 10 uM) (B).
Los niveles de progesterona fueron determinados mediante RIA. Las barras representan
la media + EEM de tres experimentos independientes realizados por duplicado.

A continuacién nos propusimos estudiar si ambos inhibidores selectivos,
ademas de ejercer sus efectos mediante la inhibicion de la actividad de las enzimas,
eran capaces de modificar la expresidon de las mismas. Para ello se evalud el efecto
de SC-560 y meloxicam sobre los niveles proteicos de COX-1 y COX-2. Se observd
que los inhibidores no modifican los niveles de COX-1 y de COX-2 tras un
tratamiento de 5 h en MA-10 (Figura R17A) ni en R2C (Figura R17B). Los mismos

resultados fueron observados luego de 24 h de tratamiento (datos no mostrados).
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Figura R17. Efecto de meloxicam y SC-560 sobre los niveles proteicos de COX-1 y
COX-2. Células MA-10 (A) y R2C (B) fueron incubadas durante 5 h con inhibidores
especificos de COX-1 (SC-560 10 uM) y de COX-2 (MLX 10 pM). Luego, los
homogenatos fueron analizados mediante Western Blot. Los niveles de COX-1 y COX-2
se relativizaron al control de carga B-tubulina. Se muestran inmunoblots representativos.
La intensidad de las bandas se expresa en unidades arbitrarias (UA). Las barras
representan el promedio + EEM de tres experimentos independientes realizados por
duplicado.

3. Efecto de las prostaglandinas sobre la esteroidogénesis en células de

Leydig
Como se mencioné previamente, COX-2 cataliza el paso limitante en la
biosintesis de prostaglandinas a partir de acido araquidénico. Las prostaglandinas
son mediadores lipidicos con importantes funciones en la regulaciéon de una
variedad de procesos fisiopatolégicos (Crosby and DuBois, 2003). Dos de las
prostaglandinas bioactivas sintetizadas a través de la via de COX-2 son PGF2a y

PGD2. Es por esto que se analizo si estos metabolitos lipidicos eran capaces de
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regular la esteroidogénesis. Para ello, las células MA-10 fueron incubadas durante
5 h con PGF2a o PGD2 en ausencia o presencia de db-AMPc 100 uM. En los
graficos se muestra el rango de concentracion de prostaglandinas 10 M, 1 pM y
100 pM, aunque los ensayos abarcaron hasta la concentracién 1 uM. Tal como se
observa en la Figura R18A, PGF2a estimuld la esteroidogénesis basal, mientras que
en presencia de db-AMPc, mostré un marcado efecto inhibitorio. PGD2, por otro
lado, no afecté la esteroidogénesis en ninguna de las dos condiciones o
concentraciones ensayadas. Al incubar las células R2C con las mismas
concentraciones de prostaglandinas que las ensayadas en MA-10 (Figura R18B),

no se observaron efectos sobre la esteroidogénesis.
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Figura R18. Efectos de las prostaglandinas PGF2a y PGD2 sobre la esteroidogénesis.
(A) Células MA-10 fueron incubadas durante 5 h con concentraciones crecientes de
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PGF2a o PGD2 (10 fM a 100 pM) en ausencia o presencia de db-AMPc 100 pM. (B)
Células R2C fueron incubadas durante 5 h con concentraciones crecientes de PGF2a o
PGD2 (10 fM a 100 pM). Los niveles de progesterona fueron determinados mediante RIA.
Los puntos o barras representan la media + EEM de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. ***, p<0,001; **** p>0.0001 vs Control o db-AMPc en ausencia
de prostaglandinas.

4. Efecto de COX-1y COX-2 sobrela proliferacion yla viabilidad de células
de Leydig

Como siguiente paso en la caracterizacion de los efectos de las isoenzimas de la
COX sobre las funciones de las células de Leydig, se evalu si la inhibicion de COX-
1 y COX-2 afecta su funcion proliferativa y su viabilidad. Las células MA-10 y R2C
fueron tratadas durante 24 h con SC-560 1, 10 y 100 nM o meloxicam 0,1, 1 y 10
uM. La proliferacion fue evaluada mediante recuento de células e incorporaciéon de
[*H]-timidina, y la viabilidad mediante la tincién con Azul de Tripan. Tal como se
observa en la Figura R19, la inhibicién de COX-1 y de COX-2 no afectd la

proliferacion ni la viabilidad celular.
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Figura R19. Efecto de la inhibicion del COX-1 y COX-2 sobre la proliferacion y la
viabilidad de células de Leydig. Células MA-10 fueron incubadas durante 24 h con
diferentes concentraciones de SC-560 (1 a 100 nM) (A) o meloxicam (0,1 a 10 uM) (B).
La proliferaciéon celular se determind por recuento en camara de Neubauer y por
incorporacion de [*H]-timidina, y la viabilidad mediante tincién con el colorante vital
Azul de Tripan. Las barras representan la media + EEM de tres experimentos
independientes realizados por duplicado (recuento celular y tincién con Azul de Tripan)
u octuplicado (incorporacién de [*H]-timidina).

5. Efectos del meloxicam en presencia de hemina

A continuacion, se analizaron los efectos de la inhibiciéon de COX-2 en presencia
de hemina, inductor de HO-1, en células de Leydig MA-10. En primera instancia,

se estudid el efecto del meloxicam sobre los niveles de HO-1. Se tratd a las células
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durante 5 h con meloxicam 1 y 10 pM en combinacién con hemina 5, 10 y 20 uM
y en ausencia o presencia de db-AMPc. En ausencia de induccién de la HO-1 por
hemina, el tratamiento con meloxicam no afect6 sus niveles ni en condiciones
basales ni en presencia de db-AMPc. Sin embargo, cuando la HO-1 se encontraba
inducida, meloxicam 10 pM aumenté sus niveles por sobre los alcanzados por el
tratamiento con hemina tanto en ausencia como en presencia de db-AMPc (Figura
R20A).

Por ultimo, se determinaron los niveles de progesterona con el mismo esquema
de tratamientos. Tal como se observa en la Figura R20B, el aumento en los niveles
de progesterona en presencia de db-AMPc dado por el tratamiento con meloxicam
1 uM fue revertido completamente por hemina. A su vez, la estimulacién por

meloxicam 10 uM fue revertida parcialmente por hemina.
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Figura R20. Efecto del meloxicam en presencia de hemina, inductor de HO-1. Células
MA-10 fueron preincubadas por media hora con meloxicam (M) 1y 10 puM, y luego, se
agregd hemina (H) 20 uM y se continud la incubacién durante 5 h en presencia o ausencia
de db-AMPc. (A) Las células fueron lisadas y analizadas mediante Western Blot. Se
muestra un inmunoblot representativo. La intensidad de las bandas se expresa en
unidades arbitrarias (UA). Los niveles de HO-1 se relativizaron al control de carga -
tubulina. (B) La concentracién de progesterona en los sobrenadantes fue determinada
mediante RIA. Las barras representan la media + EEM de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. ***, p<0,001; ****, p<0,0001 vs grupo indicado.
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Conclusiones parciales - Capitulo 2

A partir de los resultados obtenidos, se infiere que la COX-2 modula
negativamente la esteroidogénesis estimulada por db-AMPc en células de Leydig.
En dicho efecto estaria involucrada la PGF2a, uno de los productos de su accién
enzimatica. Por otro lado, la inhibicién de las isoformas de COX analizadas no
afecta la proliferacidon ni la viabilidad de las células de Leydig. Por ultimo, los

resultados obtenidos sugieren una interaccion entre las vias de HO-1 y COX-2.
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Una gran variedad de fitoquimicos ha demostrado tener efectos
quimioprotectores y anticancerigenos tanto en combinacién con drogas
quimioterapéuticas o como droga tnica (Davidson, Zhu and Fang, 2016). La
curcumina es el principal curcumioide del rizoma de la planta Curcuma longa L.,
actualmente utilizado como condimento y también como suplemento dietario
debido a sus efectos beneficiosos para la salud (Coates et al., 2010). En las ultimas
décadas, ha habido un importante aumento en el nimero de publicaciones
relacionadas con este fitoquimico y se le han atribuido efectos terapéuticos en
diversas patologias. En particular, desde los afios noventa, cuando se reportaron
las primeras evidencias sobre el efecto antitumoral de la curcumina, se ha
descubierto que tiene efectos en numerosos tipos de tumores.

El ultimo objetivo del presente trabajo consiste en analizar el efecto in vitro
de la curcumina sobre las funciones esteroidogénica y proliferativa de las células
de Leydig, indagando también en su potencial efecto sobre la HO-1 yla COX-2. A
su vez, utilizando un modelo in vivo de tumores de células de Leydig, se propone

evaluar el efecto de la curcumina sobre el crecimiento de dichos tumores.
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1. Efecto dela curcumina sobre la esteroidogénesis de células de Leydig

Como primer paso en el estudio in vitro del efecto del fitoquimico sobre las
funciones de las células de Leydig, se evaluo si la incubacién de células MA-10 y
R2C con curcumina tiene algin efecto sobre la secrecién de progesterona. Para
ello, las células MA-10 fueron incubadas con concentraciones crecientes (20 — 80
uM) de curcumina durante 5y 24 h en ausencia o presencia de db-AMPc 0,5 mM.
Se observo un efecto estimulatorio de la curcumina sobre la esteroidogénesis aguda
a todas las concentraciones ensayadas tanto en condiciones basales como en
presencia de db-AMPc (Figura R21A). Tras tiempos prolongados de incubacion,
deja de observarse el efecto estimulatorio de la curcumina sobre la esteroidogénesis
basal y estimulada. En presencia de db-AMPc, la concentraciéon 80 pM muestra
incluso un efecto negativo sobre los niveles de progesterona (Figura R21B). Las
células R2C fueron incubadas durante 5 h con las mismas concentraciones de
curcumina. Se observa que la curcumina a la concentracién 40 pM tiene un efecto

estimulatorio sobre la esteroidogénesis (Figura R21C).
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Figura R21. Efecto de la curcumina sobre la esteroidogénesis en células de Leydig MA -
10 y R2C. Las células MA-10 fueron incubadas durante 5 h (A) y 24 h (B) con
concentraciones crecientes de curcumina (20 a 80 uM) en ausencia o presencia de db-
AMPc 0,5 mM. (C) Las células R2C fueron incubadas durante 5 h con concentraciones
crecientes de curcumina (20 a 80 pM). Los niveles de progesterona fueron determinados
mediante RIA. Las barras representan la media + EEM de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. *, p<0,05 vs Control Basal. ¢, p<0,05 vs Control
db-AMPc.

A continuacion, se evalud si el efecto estimulatorio de la curcumina sobre la
esteroidogénesis aguda podria ser explicado por la modulaciéon de la proteina
StAR, encargada del transporte de colesterol hacia la membrana interna
mitocondrial, uno de los pasos limitantes en la biosintesis de hormonas
esteroideas. Para tal fin, las células MA-10 fueron tratadas durante 5 h con
concentraciones crecientes de curcumina (20 a 60 uM) en presencia de db-AMPc.

Se observa que la curcumina 40 pM modula positivamente los niveles de ARNm
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de StAR en presencia de db-AMPc (Figura R22A). A su vez, en la Figura R22B se
observa que el tratamiento con curcumina provocd un aumento en los niveles

proteicos de StAR.
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Figura R22. Efecto de la curcumina sobre la expresion y los niveles proteicos de StAR
en células de Leydig MA-10. Las células MA-10 fueron incubadas durante 5 h con
concentraciones crecientes de curcumina (20 a 60 uM) en ausencia o presencia de db-
AMPc 0,5 mM. (A) Los niveles de ARNm de StAR fueron evaluados mediante RT-qPCR
y se relativizaron a GAPDH. ¢¢, p<0,01. (B) Los niveles proteicos de StAR fueron
analizados mediante Western Blot y se relativizaron al control de carga B-tubulina. Se
muestra un inmunoblot representativo. La intensidad de las bandas se expresa como
unidades arbitrarias (UA). ¢¢, p<0,01; ¢, p<0,001 vs db-AMPc. Las barras representan
la media + EEM de tres experimentos independientes realizados por duplicado.

Habiendo observado que a concentraciones altas de curcumina (80 pM) los
efectos sobre la esteroidogénesis aguda son menos marcados, nos propusimos
evaluar si la curcumina a estas concentraciones produce cambios en la morfologia
y la viabilidad celular. En la Figura R23A se pueden observar las fotografias
tomadas bajo microscopio Optico de células MA-10 control, tratadas con
curcumina 40 pM y con curcumina 80 uM durante 5 h. Se puede observar
claramente que, con la concentracién mds alta de curcumina, y no asi con la
concentracion 40 puM, las células presentan un marcado cambio morfoldgico, con

pérdida de sus prolongaciones y formaciéon de acimulos. Sin embargo, no se
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observaron diferencias significativas en la viabilidad celular a ninguna de las dosis

ensayadas luego de 5 h de incubacion (Figura R23B).
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Figura R23. Efecto de la curcumina sobre la viabilidad de células de Leydig a tiempos
cortos. (A) Fotografias representativas de células MA-10 incubadas durante 5 h con
medio sin suero (Control), curcumina 40 pM o curcumina 80 uM. (B) Las células MA-10
fueron incubadas durante 5 h con concentraciones crecientes de curcumina (20 - 80
uM). Finalizada la incubacién se determiné el porcentaje de células viables mediante la
tincidn con el colorante vital Azul de Tripan. Las barras representan la media + EEM de
tres experimentos independientes realizados por duplicado.

2. Interaccion entre la curcumina y HO-1 y COX-2

Considerando que existen vastas evidencias sobre el papel antioxidante y
antiinflamatorio de la curcumina en diferentes modelos de estudio, nos
propusimos evaluar si la curcumina modula la expresion de las enzimas
anteriormente estudiadas e involucradas en dichos procesos, HO-1 y COX-2. Las
células MA-10 fueron incubadas con concentraciones crecientes de curcumina (20
a 80 uM) durante 5 h. Finalizadas las incubaciones se evaluaron los niveles de

ambas proteinas mediante Western Blot. Tal como se observa en la Figura R24A,
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la curcumina estimul6 los niveles proteicos de HO-1 a partir de la concentracion
40 uM. También se evaluo el efecto de la curcumina sobre los niveles estimulados
de HO-1 en presencia de hemina. Para ello, las células MA-10 fueron incubadas
con curcumina 10 o 40 uM en ausencia o presencia de hemina 20 uM. Se observd
que la curcumina no aumenta los niveles proteicos de HO-1 mas alla de la

estimulacion dada por hemina (Figura R24B).
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Figura R24. Efecto de la curcumina sobre los niveles proteicos de HO-1. Células MA-
10 fueron incubadas durante 5 h con curcumina (20 - 80 pM) (A) o con curcumina 10 o
40 uM en ausencia o presencia de hemina 20 uM (B). Las células fueron lisadas y
analizadas mediante Western Blot. Se muestra un inmunoblot representativo. La
intensidad de las bandas se expresa como unidades arbitrarias (UA). Los niveles de HO-
1 se relativizaron al control de carga 3-tubulina. Las barras representan la media + EEM
de tres experimentos independientes realizados por duplicado. *, p<0,05; **, p<0,01 vs
Control.

Por otro lado, en la Figura R25 se observa que el tratamiento durante 5 h de células
MA-10 con curcumina 20 a 80 uM no afectd significativamente los niveles

proteicos de COX-2.
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Figura R25. Efecto de la curcumina sobre los niveles proteicos de COX-2. Células MA-
10 fueron incubadas durante 5 h con curcumina (20 - 80 pM). Las células fueron lisadas
y analizadas mediante Western Blot. Se muestra un inmunoblot representativo. La
intensidad de las bandas se expresa como unidades arbitrarias (UA). Los niveles de COX-
2 se relativizaron al control de carga B-tubulina. Las barras representan la media + EEM
de tres experimentos independientes realizados por duplicado.

3. Efecto de la curcumina sobre los niveles de ROS intracelulares

Considerando que la curcumina regula los niveles de HO-1, uno de los
principales mediadores de la respuesta antioxidante, evaluamos también su efecto
sobre los niveles de ROS intracelulares en células de Leydig. Las células MA-10
fueron incubadas durante 24 h con concentraciones crecientes de curcumina (20-
80 uM). En la Figura R26A se observa que la curcumina reduce los niveles de ROS
ala concentracién 40 uM y los aumenta a la concentracion 80 uM. A continuacion,
las células fueron incubadas durante 24 h con las mismas concentraciones de
curcumina en presencia de H,O,. Se observo que la curcumina a concentraciones
bajas (20, 40 y 60 uM) revierte el efecto estimulatorio del H,O, sobre los ROS

intracelulares. La concentracién mas alta de curcumina no modula los niveles de
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ROS con respecto a los niveles observados en células tratadas inicamente con H,O,

(Figura R26B).
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Figura R26. Efecto de la curcumina sobre los niveles de ROS intracelulares en células
de Leydig MA-10. Las células fueron incubadas durante 24 h con curcumina 20-80 uM
en ausencia (A) o presencia (B) de H,O, 100 uM (control positivo). Luego de la
incubacidn, fueron expuestas al compuesto DCF durante 30 min y se midié la
fluorescencia. Se muestra la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias (UA) para
cada tratamiento. Las barras representan la media + EEM de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. *, p<0,05; **, p<0,01; ****, p<0,0001 vs Control
o grupo indicado.

4. Efecto dela curcumina sobre la proliferacion de células de Leydig

A continuacion, se evalud el efecto de la curcumina sobre la proliferacion de
células de Leydig MA-10. Para ello, las células fueron incubadas con
concentraciones crecientes de curcumina (20 - 80 pM) durante 24 h y se utilizaron
las técnicas de incorporacion de [*H]-timidina y el ensayo colorimétrico WST-1
para evaluar la tasa de proliferacion para cada tratamiento. Mediante ambos
métodos se observo que la curcumina a dosis iguales o mayores a 40 uM inhibe la

proliferacion celular (Figura R27A y R27B).
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Figura R27. Efecto de la curcumina sobre la proliferacion de células de Leydig. Células
MA-10 fueron incubadas durante 24 h con concentraciones crecientes de curcumina (20
a 80 uM). La proliferacion celular se determiné mediante el ensayo de incorporacion de
[’H]-timidina (A) y WST-1 (B). Las barras representan la media + EEM de tres
experimentos independientes realizados por octuplicado. **, p<0,01; ****, p<0,0001 vs
Control.

5. Efecto de la curcumina sobre la progresion del ciclo celular

Para determinar si el efecto anti proliferativo de la curcumina sobre las
células de Leydig involucra un arresto del ciclo celular, se evalué la distribucion de
las células en las diferentes fases del ciclo mediante tincién con ioduro de propidio
y analisis del contenido de ADN por citometria de flujo. Para tal fin, las células
MA-10 fueron tratadas durante 24 h con concentraciones crecientes de curcumina
(20 a 80 uM). Tal como se observa en la Figura R28, el tratamiento con curcumina
provocd un aumento significativo en el porcentaje de células en la fase G2/M, con

una disminucién concomitante en el porcentaje de células en S.
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Figura R28. Efecto de la curcumina sobre la progresion del ciclo celular en células de
Leydig MA-10. Las células fueron incubadas durante 24 h con concentraciones crecientes
de curcumina (20 - 80 uM). Luego de la incubacidn, fueron fijadas, permeabilizadas,
teflidas con ioduro de propidio y analizadas mediante citometria de flujo. Se muestra el
porcentaje de células en las fases GO/GI1, S y G2/M para cada tratamiento. Las barras
representan la media + EEM de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. *, p<0,05 vs Control Fase S. #, p<0,05; ##, p<0,01 vs Control Fase G2/M.

Habiendo observado que la curcumina afecta la progresion del ciclo celular
en células MA-10, continuamos con la caracterizacion de dicho efecto analizando
los niveles de expresion de las proteinas reguladoras del ciclo p21“¥!, p275iPt y
ciclina D1 (CCND1) en presencia de curcumina 40 y 60 uM durante 12 y24 h. A
las 12 h se observé un aumento significativo en los niveles de ARNm de p21“¥*
(Figura R29A) y una disminucién de ciclina D1 (Figura R29C). Dichos efectos
dejan de observarse en células tratadas durante 24 h. No se observaron cambios

significativos en los niveles de expresion de la proteina p27*" (Figura R29B).
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Figura R29. Efecto de la curcumina sobre la expresion de proteinas reguladoras del
ciclo celular. Las células fueron incubadas durante 12 y 24 h con curcumina 40 y 60 uM.
Los niveles de ARNm de p21#*(A), p27%?(B) yciclina D1 (CCND1) (C) fueron evaluados
mediante RT-qPCR y se relativizaron a GAPDH. Las barras representan la media + EEM
de tres experimentos independientes realizados por duplicado. *, p<0,05.

6. Efecto dela curcumina sobre la viabilidad y la apoptosis

A continuacidn, se analizd si la disminucidén observada en la capacidad
proliferativa de las células estaba relacionada con un efecto sobre la viabilidad
celular. Para tal fin, las células MA-10 fueron incubadas durante 24 h con
concentraciones crecientes de curcumina (20 a 80 uM). Luego, se llevé a cabo el

recuento celular tras la tincion con Azul de Tripan. A partir de la concentracion 20
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UM de curcumina, se observd una disminucion en la viabilidad celular (Figura

R30).
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Figura R30. Efecto de la curcumina sobre la viabilidad de células de Leydig a 24 h.
Células MA-10 fueron incubadas durante 24 h con concentraciones crecientes de
curcumina (20 - 80 uM) y el porcentaje de células viables fue determinado utilizando el
colorante Azul de Tripan. Las barras representan la media + EEM de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. **, p<0,01; ****, p<0,0001 vs Control.

Considerando que el efecto negativo de la curcumina sobre la viabilidad de
las células MA-10 podria estar asociado a la activacion de la via apoptotica, se
evalu6 la fragmentacion de ADN nuclear como indicador de induccién de
apoptosis mediante la técnica TUNEL. Para ello, las células MA-10 fueron
incubadas durante 24 h con curcumina 40 y 80 uM. En la Figura R31 puede
observarse que la curcumina 80 pM incrementd el porcentaje de células TUNEL

positivas.
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Figura R31. Efecto de la curcumina sobre la apoptosis de células de Leydig MA-10. Las
células MA-10 fueron sembradas en cubreobjetos e incubadas durante 24 h en
condiciones basales o con curcumina 40 u 80 uM y analizadas mediante el ensayo de
TUNEL. Se cuantificaron las células TUNEL positivas para cada tratamiento. Las barras
representan la media + EEM de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. ****, p<0,0001 vs Control.

7. Efecto de la curcumina sobre la capacidad proangiogénica de células de
Leydig

Teniendo en cuenta los efectos observados para la curcumina sobre la
proliferacion celular y su potencial uso como agente antitumoral, continuamos
nuestro estudio evaluando su efecto sobre la angiogénesis. La generacion de nuevos
vasos sanguineos es un proceso indispensable para el desarrollo tumoral. La
angiogénesis inducida por el tumor es una de las caracteristicas mas estudiadas,
dado que la inhibicién del suministro sanguineo va en detrimento del crecimiento
tumoral. Anteriormente, nuestro grupo de investigacion ha descripto que las
células de Leydig R2C secretan factores pro angiogénicos, los cuales inducen la
angiogénesis in vitro e in vivo, estimulando la proliferacion de células HUVEC y la
produccion de vasos en la membrana corioalantoidea de codorniz (Abiuso et al.,
2018). Considerando que la angiogénesis es un importante blanco de accién de

numerosas terapias, se llevd a cabo un ensayo de angiogénesis in vivo para evaluar
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si la curcumina tiene algin efecto sobre la liberacion de factores proangiogénicos
por parte de las células MA-10. Para ello, células MA-10 fueron tratadas durante
24 h en condiciones basales o con curcumina 40 uM. Finalizado el tiempo de
incubacion, se colectaron los medios condicionados (MC) y los mismos fueron
utilizados como tratamiento en la membrana corioalantoidea de huevos de
codorniz (ver Figura R32A). Medios condicionados de células R2C de 24 h fueron
utilizados como control positivo. Tal como puede observarse en la Figura R32B, la
curcumina estimuld la liberacion de factores proangiogénicos por parte de las
células MA-10. El nivel de vascularizacion de los discos expuestos a dicho

tratamiento es comparable al del control positivo.
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Figura R32. Efecto de la curcumina sobre el potencial angiogénico de células MA-10.
(A) De izquierda a derecha: huevos de codorniz, embrion recién exovado en una placa de
6 pocillos, embrién con 7 dias de crecimiento y embrién con 10 dias de crecimiento luego
de la colocacion de los discos de papel de filtro embebidos en medios condicionados
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(MC). (B) Parte superior: fotografias de discos con vasculatura adherida representativas
de cada tratamiento: MC de células MA-10 tratadas con vehiculo (DMSO 0,1%), MC de
células MA-10 tratados con curcumina 40 uM y MC de células R2C (control positivo).
Parte inferior: Vascularizacion determinada como numero de bifurcaciones por unidad
de area. Las barras representan la media + EEM (N=9 embriones). *, p<0,05; **, p<0,01 vs
MC MA-10 Control.

8. Efecto de la curcumina in vivo: modelo pre-clinico singénico de tumores de
células de Leydig

8.1. Efecto de la curcumina sobre el estado de salud general de los ratones

Si bien la curcumina mostré6 un efecto positivo sobre la capacidad
angiogénica de células tumorales MA-10, su marcado efecto inhibitorio sobre la
proliferacion in vitro, acompanado por el arresto del ciclo celular, plantea la
posibilidad de que pueda tener un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de tumores
de células de Leydig. Para responder dicha pregunta, se utilizé un modelo murino
singénico que consistid en la inyeccion subcutanea de células MA-10 en ambos
flancos de ratones CB6F1 (n=6). Una vez establecidos los tumores (50 mm?), se
comenzd el esquema de tratamientos, el cual consisti6 en inyecciones
intraperitoneales 3 veces por semana durante 15 dias del vehiculo o curcumina 20
mg/kg. Finalizados los tratamientos, los ratones fueron sacrificados (ver esquema
de tratamientos en la Figura M2A de Materiales y Métodos).

Como primera instancia en la evaluacion de la aplicabilidad del tratamiento
con curcumina, se analizaron parametros relacionados con el estado de salud
general de los animales para descartar que el mismo tuviera efectos adversos. Por
un lado, los ratones fueron pesados al comienzo del protocolo de tratamientos y a
punto final. No se observaron diferencias significativas entre el peso inicial y final
en ninguno de los dos grupos ni entre los pesos iniciales o finales entre grupos
(Figura R33A). Tampoco se observaron diferencias significativas en los indices

hepato-somatico (Figura R33B) y bazo-somatico (Figura R33C) entre el grupo
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tratado con vehiculo y el grupo tratado con curcumina. En la Figura R33D se
muestran fotografias representativas de cortes histoldgicos del higado en las cuales
se puede observar que la arquitectura histoldgica hepatica se encuentra conservada
en ambos grupos.
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Figura R33. Efecto del tratamiento con curcumina sobre el estado de salud general de
ratones CB6F1. Tratamiento intraperitoneal con curcumina 20 mg/kg o vehiculo
(DMSO 10% en aceite de maiz) 3 veces por semana durante 15 dias a ratones CB6F1 con
tumores generados con células MA-10. (A) Peso del ratén en el dia de inicio de los
tratamientos (Inicial) y a punto final (Final). (B) Indice hepato-somético. (C) Indice bazo-
somatico. Las barras representan la media + EEM. (D) Fotografias representativas de
cortes histolégicos de higado tefiidos con hematoxilina-eosina. Las barras de escala
representan 50 um.

Para evaluar el impacto de los tratamientos en la génada, se pesaron los

testiculos para calcular el indice génado-somatico y se midié la altura del epitelio
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germinal. No se encontraron diferencias significativas entre grupos para ninguno
delos dos pardmetros (Figura R34A y R34B). Para profundizar este andlisis, se llevo
a cabo una evaluacion de la histologia testicular. La arquitectura testicular y la
proporcion de espacio intersticial no presentaron alteraciones detectables entre

tratamientos. En la Figura R34C se muestran fotografias representativas.
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Figura R34. Efecto de la curcumina sobre la integridad de los testiculos de ratones
CB6F1. Indice génado-somético (A) y altura del epitelio germinal (B). Las barras
representan la media + EEM. (C) Cortes histoldgicos de testiculos de ratones tratados con
vehiculo (DMSO 10% en aceite de maiz) o curcumina 20 mg/kg 3 veces por semana
durante 15 dias. Las barras de escala representan 100 pm.

8.2. Efecto de la curcumina sobre el crecimiento de tumores de células de Leydig

Finalmente, se analizé el efecto del tratamiento con curcumina sobre el
crecimiento tumoral. En la Figura R35 se muestra el aspecto histoldgico general de
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los tumores de células de Leydig MA-10. Se presentan fotografias representativas
de los tumores para cada tratamiento (Figura R35A y R35B). En términos
generales, la histologia de los tumores de células de Leydig MA-10 muestra un
elevado nimero de mitosis por campo y mitosis atipicas. A su vez, los tumores
presentan un alto porcentaje de zonas necréticas (Figura R35C). Dichas
caracteristicas son consideradas signos de malignidad. La Figura R36A muestra
que la curva de crecimiento tumoral obtenida en funcién de los dias de tratamiento
para los animales tratados con curcumina se ubicé por debajo de la
correspondiente a los individuos tratados con vehiculo. Especificamente, se
observaron diferencias significativas a partir del dia 9 de tratamiento. Al analizar
el tiempo de duplicacién tumoral para el tratamiento con vehiculo, el mismo fue
de 4,750 dias, mientras que para el grupo tratado con curcumina se observé un
aumento a 5,332 dias (Tabla 2). Coincidentemente, el area bajo la curva para este
tratamiento fue significativamente menor (Figura R36B), asi como también el peso
tumoral a punto final (Figura R36C). En linea con la reduccién del tamafo
tumoral, se observo una reduccion en los niveles de progesterona plasmatica
(Figura R37A). Cabe aclarar que si se relativizan los niveles de progesterona al peso
de los tumores de cada ratén dejan de observarse dichas diferencias. Por ultimo,
no se observaron diferencias significativas entre grupos en el porcentaje de células
TUNEL positivas (Figura R37B) ni en los niveles de expresién de VEGF, proteina

regulatoria de la angiogénesis (Figura R37C).
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Figura R35. Aspecto histoldgico general de los tumores de células de Leydig MA-10.
Fotos representativas de tumores de animales tratados con vehiculo (A) o curcumina 20
mg/kg (B). (C) Detalle dos zonas necréticas tumorales con una zona sin necrosis central.
Las barras de escala representan 50 pm.
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Figura R36. Efecto de la curcumina sobre el crecimiento de tumores de células de
Leydig en un modelo murino singénico. Los tumores fueron generados mediante la
inyeccion subcutanea de células MA-10. Los ratones fueron asignados a dos grupos (n=6):
curcumina 20 mg/kg o vehiculo (DMSO 10% en aceite de maiz). Tratamientos
intraperitoneales 3 veces por semana durante 15 dias. (A) Curvas de crecimiento tumoral
en funcion de los dias de tratamiento: los valores de volumen tumoral se relativizaron al
volumen inicial de cada tumor. (B) Area bajo las curvas de crecimiento tumoral. (C) Peso
tumoral a punto final. Las barras representan la media £+ EEM. * p<0,05; ***, p<0,001;
e p<0,0001 vs Vehiculo.

Tabla 2. Tiempo de duplicacién para cada tratamiento: vehiculo (DMSO 10% en aceite
de maiz) y curcumina 20 mg/kg.

VEHICULO CURCUMINA
TIEMPO DE DUPLICACION (DIAS) 4,750 5,332
INTERVALO DE CONFIANZA 95% 3,899 - 6,076 4,296 - 7,028
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Figura R37. Efecto de la curcumina sobre los niveles de progesterona plasmatica,
apoptosis en el tumor y expresion de VEGF. (A) Niveles de progesterona plasmatica a
punto final. (B) Secciones de tumores fueron sometidas a la técnica de TUNEL y se obtuvo
el porcentaje de células positivas. (C) Niveles de ARNm de VEGF fueron evaluados
mediante RT-qPCR en porciones de tumores y se relativizaron a GAPDH. Las barras
representan la media + EEM. * p<0,05 vs Vehiculo.

Conclusiones parciales - Capitulo 3

A partir de los resultados in vitro obtenidos en este capitulo se puede concluir
que la curcumina tiene un efecto estimulatorio sobre la esteroidogénesis aguda
basal y estimulada por db-AMPc en células de Leydig. La curcumina inhibe la
proliferacion y dicho efecto podria estar mediado por el arresto en G2/M mediante
la modulacién de reguladores de la progresion del ciclo celular. A su vez, en las
condiciones ensayadas, se observd un efecto estimulatorio sobre la capacidad
proangiogénica de células MA-10. En cuanto a los ensayos in vivo, el fitoquimico
mostré un marcado efecto antitumoral en el modelo singénico de tumores de
células de Leydig, sin afectar el estado de salud general de los ratones ni la

integridad testicular.
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El papel de las células de Leydig en el organismo es fundamental dado que los
androgenos que sintetizan son esenciales tanto para una correcta funcién
endocrina y reproductiva, como para una adecuada senalizacidon hacia las células
dependientes de dichas hormonas. Si bien el control neuroendocrino por la
hormona luteinizante tiene un rol central en la regulacidon de las funciones de las
células de Leydig, aquellos factores de producciéon local presentes en el
microambiente intersticial también pueden regular su funcionalidad. A este
respecto, y teniendo en cuenta el efecto regulatorio de los esteroides sexuales sobre
la funcién reproductiva, existen numerosos trabajos de revisidn actuales que
llaman la atencién sobre el progresivo empeoramiento de los parametros seminales
en las ultimas décadas (Leisegang & Dutta, 2021; Mann et al., 2020; Sansone et al.,
2018, entre otros). Los llamados factores ambientales modificables, tales como la
dieta, el sedentarismo, el estrés, el consumo de alcohol, tabaco y otras drogas de
abuso, y la exposicién a moléculas toxicas, incluyendo disruptores endocrinos,
emergen como principales factores etioldgicos. Al indagar sobre los mecanismos
que subyacen en este preocupante fenémeno, no solamente deben observarse los
efectos directos sobre la poblacién celular germinal, sino que también deben
considerarse las desregulaciones del sistema de control endocrino que pueden
tener un marcado impacto sobre la funcién reproductiva. La gran mayoria de los
estresores ambientales mencionados han sido asociados con desbalances en el
estado oxidativo y/o inflamatorio celular. A su vez, existe una interrelacion
bidireccional entre el estrés oxidativo y la inflamacion: se ha descripto que los

mecanismos moleculares antioxidantes actian como disparadores de aquellos
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involucrados en la respuesta inflamatoria, y viceversa (Chatterjee, 2016). En los dos
primeros capitulos del presente trabajo, se planted como objetivo el estudio de los
efectos de dos proteinas claves en la respuesta antioxidante e inflamatoria, la hemo
oxigenasa-1 (HO-1) y las ciclooxigenasas (COX), respectivamente, sobre la
funcion de las células de Leydig.

Sumando a la relevancia de dichos objetivos, cabe destacar que la HO-1 y las
COX han sido propuestas en estudios preclinicos como efectores moleculares tanto
en la patogénesis como en los mecanismos de proteccion contra ciertas
enfermedades. Como consecuencia, se ha postulado que la modulacién de la
expresion de estas proteinas podria mejorar la evolucién clinica de los pacientes.
En efecto, se han llevado a cabo estudios clinicos en los que se evaluo el efecto de
la induccién de la HO-1 con hemina o derivados de la hemina sobre condiciones
tales como el dafio por isquemia-reperfusién (Universidad de Edimburgo,
identificador NCT01430156; Universidad Médica de Viena, identificador
NCT02314780) y la gastroparesia diabética (Mayo Clinic, identificador
NCT01206582). Asimismo, existe una formulacion comercial de hemina
(Panhematin®) que ha sido aprobada por la FDA para el tratamiento de la porfiria
aguda intermitente. En lo que respecta a las ciclooxigenasas, debe considerarse, por
un lado, la masiva utilizacion de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) que
bloquean de manera selectiva o no selectiva las enzimas COX. A su vez, en vista de
los multiples efectos de la COX-2 sobre la promociéon de la carcinogénesis
(Hashemi Goradel et al., 2019), se han disefiado numerosos estudios clinicos,
muchos de los cuales ya han sido completados, que buscan probar los efectos
beneficiosos de los inhibidores selectivos de la COX-2 en diferentes tipos de cancer
(por ejemplo, cancer de pulmén: NCT00046839, cancer de prostata:

NCT00073970, cancer de mama: NCT00400374, entre otros). También se esta
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evaluando la eficacia de estos inhibidores en otras afecciones como el asma, el
dolor y la hipertension. La exposicion sistémica a cualquiera de estos agentes que
modulan la expresion de la HO-1 o las COX podrian tener un impacto sobre las
células endocrinas y, como consecuencia, sobre las poblaciones celulares
dependientes de la regulaciéon endocrina. Por todo lo expuesto, conocer los
posibles efectos de la induccion de la hemo oxigenasa y/o de la actividad de las
ciclooxigenasas sobre las funciones de las células de Leydig permitira estimar si
aquellos farmacos que modulan la actividad o expresion de estas proteinas podrian

tener algun impacto sobre la funcidén endocrinay, a su vez, la funcién reproductiva.

Un desbalance del estado oxidativo celular, que usualmente implica un
aumento en la cantidad de ROS, puede dafiar biomoléculas como el ADN vy las
proteinas, con lo cual han surgido adaptaciones celulares que trabajan en pos del
rapido restablecimiento del balance oxidativo. Como se ha mencionado, este
sistema de defensa involucra al factor de transcripciéon Nrf2, entre cuyos genes
blanco se encuentra el de la HO-1, la isoforma inducible del sistema hemo
oxigenasa. Esta enzima citoprotectora cataliza el paso limitante en la degradacion
del hemo, generando cantidades equimolares de iones hierro, biliverdina y CO.
Todos estos productos estan involucrados directa o indirectamente en la
proteccion contra el estrés oxidativo (Loboda et al., 2016). Si bien en su rol clasico
antioxidante la HO-1 es clasificada como una de las principales proteinas
citoprotectoras, en los ultimos afos se ha descripto la inducciéon de HO-1 como un
“arma de doble filo” o como un “mal necesario”. Esto se debe a que, si bien se ha
develado que su induccidn en tejidos como el cerebro, el corazon, los rifiones y el
higado tiene beneficiosos efectos antioxidantes y antiinflamatorios, también se ha

demostrado que favorece la progresion de enfermedades como el cancer y algunas
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neuropatias. Llamativamente, se le ha atribuido un efecto tumorigénico en algunos
tipos de cancer y antitumoral en otros, actuando diferentemente sobre procesos
como la angiogénesis, invasion y metdstasis (Waza et al., 2018). Segun reportes
recientes, este efecto dual podria estar relacionado, entre otros factores, con la
localizacion subcelular diferencial de la HO-1 en diferentes tejidos o tipos
celulares. La HO-1 se encuentra anclada en la membrana del reticulo
endoplasmatico liso a través de un tnico paso transmembrana en su extremo
carboxilo terminal, y el resto de la proteina es citoplasmatica. Se descubrié que la
HO-1 es susceptible a protedlisis (Yoshida, Ishikawa and Sato, 1991) y que existe
una isoforma nuclear de la HO-1 que carece de su extremo carboxilo terminal,
posee baja actividad catalitica y activa factores de transcripcidn relacionados a la
respuesta oxidativa (Lin et al., 2007), incluso estabilizando Nrf2 e incrementando
su propia expresion (Biswas ef al., 2014). Se ha detectado que existe una asociacion
entre la expresion de la isoforma nuclear de HO-1 y el desarrollo de tumores
malignos en el pancreas. En este trabajo también se mostrd la inducciéon de la
translocacion hacia el ntcleo por el tratamiento con hemina en dos lineas celulares
de cancer de proéstata (Sacca et al., 2007). Sumando a esta informacién , se reportd
que la sobreexpresion de la isoforma nuclear de HO-1 promueve la proliferacion,
invasion y migracion de células tumorales in vitro e in vivo, y que estos efectos no
dependen de la actividad enzimatica de la proteina (Hsu et al., 2015). La presencia
de la isoforma nuclear se ha asociado con efectos protumorales en la mayoria de
los estudios realizados hasta el momento. Incluso, se ha propuesto a la HO-1
nuclear como marcador para diagndstico en la practica clinica (Chau, 2015;
Mascaro et al., 2021).

Enlalinea de células de Leydig murina MA-10, se ha demostrado la presencia

de la HO-1 y su induccién por hemina (Piotrkowski et al., 2009). A su vez, en
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células de rata de Leydig normales, se ha descripto la induccién de la HO-1 por
estresores como la hipertermia (Ewing and Maines, 1995) y los metales pesados
(Ozawa et al., 2002). Por lo expuesto, nos propusimos en primer lugar evaluar la
distribucion subcelular de la isoforma inducible HO-1 en las lineas de células de
Leydig MA-10 y R2C en presencia y ausencia del inductor hemina. Observamos
que ambos tipos celulares presentan marca positiva en el citoplasma y en el nucleo,
teniendo las MA-10 similares niveles en ambos compartimentos, y las R2C
mayores niveles de HO-1 en el nucleo que en el citoplasma. En presencia de
hemina, en ambos tipos celulares se observan mayores niveles citoplasmaticos que
nucleares. En funcion de la informacién previamente expuesta, se podria especular
que la presencia nuclear de la HO-1 en ambas lineas celulares se correlaciona con
su capacidad tumorigénica.

Una vez estudiada su localizacidn subcelular, evaluamos el efecto de la
induccion de HO-1 sobre la esteroidogénesis. En el presente trabajo, mostramos
que la hemina tiene un efecto negativo sobre la esteroidogénesis tanto en la linea
celular MA-10, como en la R2C. Estos resultados estan en concordancia con un
trabajo previo del grupo en el cual se observo que la incubacidn de células de Leydig
normales de rata y de células MA-10 con hemina inhibe reversiblemente la
esteroidogénesis basal y estimulada por hCG tras una exposiciéon aguda
(Piotrkowski et al., 2009). A su vez, comprobamos en la linea MA-10 que dicho
efecto es revertido significativamente por el inhibidor selectivo de la HO-1, zinc
protoporfirina-9 (ZnPPIX). Por otro lado, evidenciamos que, tras exposiciones
prolongadas a hemina, los niveles de progesterona se reducen, y dicho efecto se ve
revertido si se retira la hemina del medio de cultivo. Para continuar con la
caracterizacion de este efecto, se indagd sobre los mecanismos moleculares

involucrados en esta inhibicidn de la esteroidogénesis por parte de la hemina. En
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los ultimos afios se ha reunido creciente evidencia acerca del rol del CO, uno de los
productos de la reacciéon catalizada por la HO-1, como “gasotransmisor”
involucrado en la modulacién de diversas vias de sefalizacion (Piantadosi, 2008;
Rochette et al., 2013; Kolluru et al., 2017). Por ejemplo, se ha reportado que el CO
puede formar complejos con metaloproteinas, incluyendo a los citocromos, lo cual
lleva a la inhibicién reversible de su actividad (Estabrook, Franklin and
Hildebrandt, 1970). Por otro lado, resulta interesante considerar que el CO vy el
6xido nitrico (NO), dadas sus similitudes estructurales, comparten targets
biolégicos (Chung et al., 2008). Resultados previos del grupo han demostrado que
el NO inhibe la esteroidogénesis de células de Leydig por unién reversible al
citocromo P450scc (CYP11A1) (Del Punta, Charreau and Pignataro, 1996). Estos
resultados fueron apoyados por trabajos posteriores que reforzaron el rol del
sistema del NO y la dxido nitrico sintasa (NOS) en la modulacién de la
esteroidogénesis testicular (Kostic ef al., 1999; nee Pathak and Lal, 2008). A su vez,
se ha demostrado que tanto el sistema de la NOS como el de la HO estan
involucrados en la regulacion de la esteroidogénesis adrenal estimulada por ACTH
(Pomeraniec et al., 2004; Grion et al., 2007). Por estos motivos postulamos que el
CO podria ser el mediador de los efectos inhibitorios reversibles de la induccién
de HO-1 sobre la esteroidogénesis en células de Leydig.

Con el fin de evaluar la participacion del CO en los efectos observados de la
hemina, se utilizo diclorometano (DCM), molécula utilizada para la produccion
de CO en diferentes modelos experimentales (Chen et al., 2013; Ozawa et al., 2002;
Pang et al., 2010; Sass et al., 2003). Para que se produzca CO a partir de DCM, el
mismo debe ser metabolizado por la enzima CYP2El. Esta se expresa
principalmente en el higado, pero se ha detectado también en otros drganos

incluyendo la préstata y el testiculo, donde su expresidn se encuentra restringida a
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las células de Leydig (Forkert et al., 2002; Healy et al., 1999; Jiang et al., 1998). En
el presente trabajo, se muestra que la induccion de CO con DCM inhibe la
esteroidogénesis basal y estimulada por db-AMPc en células de Leydig MA-10 y
también en R2C, sugiriendo que el CO podria ser el mediador de las acciones de
hemina. En este sentido, estudios previos del laboratorio mostraron que la hemina
regula la esteroidogénesis aguda a través de la disminucién en la actividad de
CYP11A1 (citocromo P450scc) mientras que los niveles proteicos de la enzima no
se veian afectados. En el presente trabajo observamos que la incubacién con DCM
reprodujo el efecto de la hemina sobre el camino esteroidogénico, actuando a nivel
dela CYP11A1, que cataliza la conversion de colesterol a pregnenolona, sin afectar
a la 33-HSD. Tal como se menciond previamente, esta inhibicion reversible de la
CYP11A1l también se observa tras incubar las células MA-10 con moléculas
liberadoras de NO, el cual interactia con el hierro de hemoproteinas como las
enzimas citocromo P450, modulando su actividad (Del Punta, Charreau and
Pignataro, 1996). En conjunto, en funcién de los resultados obtenidos, postulamos
que la inhibicién de la esteroidogénesis por la induccion de HO-1 estaria mediado,
al menos en parte, por el CO y la inhibicidn de la enzima CYP11AL.

Como se menciond en la introduccién, tanto las células fetales como las
inmaduras y progenitoras, que dan origen a la poblaciéon de células adultas
posmitodticas, tienen capacidad proliferativa. Esta funcion es esencial para asegurar
el establecimiento de las poblaciones de células de Leydig cuya funciéon endocrina
es sumamente importante en diferentes etapas de la vida del individuo (Ye et al.,
2017). En vista de lo mencionado, se analizo el potencial efecto de la induccién de
HO-1 sobre la proliferacion de células de Leydig. A este respecto, demostramos
que la induccién de HO-1 tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad

proliferativa de las células MA-10. Si bien esta linea celular constituye un modelo
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ampliamente aceptado para el estudio de las funciones de las células de Leydig,
realizamos ensayos en células inmaduras normales de rata, las cuales conservan la
capacidad proliferativa, y obtuvimos resultados similares a los observados en la
linea celular. Adicionalmente, para corroborar que los efectos de hemina fueran
mediados por HO-1, realizamos la co-incubacidn de hemina y ZnPPIX, inhibidor
selectivo de la HO-1, y observamos que el inhibidor revirtié parcialmente el efecto
inhibitorio sobre la proliferacion. En conjunto, estos resultados sugieren que HO-
1 podria tener un rol fisiologico en la regulacion de la proliferacidn de las células
de Leydig.

En linea con estos resultados, ha sido reportado que la induccion de la HO-1
posee un efecto antiproliferativo en otros tipos celulares (Seidel et al., 2010; Ciesla
et al., 2017; Kozakowska et al., 2018). Interesantemente, en células de musculo liso,
se reportd que la HO-1 inhibe la proliferacion a través de un mecanismo
dependiente de CO, actuando sobre canales de calcio tipo T (Duckles et al., 2015).
En el presente trabajo, demostramos que la incubacién con DCM inhibe la
proliferacion de células de Leydig MA-10. En cuanto a los mecanismos a través de
los cuales el CO podria regular la proliferacion celular, se ha demostrado que la
inhibicion de la proliferacion de linfocitos T dada por CO estaria mediada por la
supresion de la sefializacion por ROS (Yan et al., 2020). En conjunto, los resultados
obtenidos sugieren que el CO podria estar actuando como un mediador del efecto
inhibitorio de la induccién de HO-1. Nuevos estudios seran necesarios para
esclarecer a través de cudles mecanismos el CO inhibe la proliferacion de las células
de Leydig.

Para analizar si la hemina ejerce un arresto en alguna de las fases del ciclo
celular, se estudio la distribucidon de las células MA-10 en las diferentes fases en

respuesta al inductor de HO-1. Se observo que hemina promueve un arresto del
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ciclo celular en el pasaje G2/M. Este mecanismo también fue observado por Lee y
colaboradores en una linea de células de epitelio pulmonar, en la cual se observa
un arresto del ciclo celular y una marcada resistencia a estimulos oxidantes como
la hiperoxia (Lee et al., 1996). En una linea de células de carcinoma de células
escamosas de esofago se observd que la sobreexpresion de HO-1 induce el arresto
en G2/M tras el tratamiento con inhibidores p38MAPK y mTOR (Hu et al., 2013).
Adicionalmente, observamos que dicho arresto en la funcidn proliferativa es
reversible ya que, si se retira la hemina del medio de cultivo, la incorporacién de
timidina regresa a niveles similares a los del control. En otras lineas celulares
murinas también se observd que la salida del arresto en G2/M puede ocurrir en
unas pocas horas (van Vugt and Yafte, 2010).

Una vez demostrado que la hemina inhibe la proliferacidn, se estudié si dicha
inhibicion esta acompafada por cambios en la via apoptdtica. Se observo que la
hemina incrementa levemente el porcentaje de células MA-10 apoptoticas. Este
resultado resulté contrario a lo reportado en la mayor parte de los estudios: en
otros modelos experimentales, la HO-1 ha demostrado tener un rol protector,
reduciendo la activacién de este mecanismo de muerte celular programada frente
a diferentes noxas prooxidantes (Loboda et al., 2016; Ryter, 2021). En particular,
se ha reportado que, en la linea de células de Leydig TM3 (células de Leydig
inmaduras provenientes de testiculos de ratén de 11 a 13 dias), la apoptosis
inducida por cadmio puede ser revertida por un mecanismo mediado por Nrf2 y
proteinas antioxidantes con elementos de respuesta antioxidante (ARE) como la
HO-1 (Yang et al, 2019). A su vez, se propuso a la HO-1 como principal
mediadora de la inhibicién de la apoptosis testicular dada por el tratamiento con
simvastatina tras un dafo por isquemia-reperfusion (Tu et al, 2011).

Recientemente, se ha demostrado que un ARN largo no codificante (IncRNA)
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promueve la apoptosis de células de Leydig facilitando la degradacién del factor de
transcripcion Nrf2 (Liu et al., 2021). Cabe resaltar que la induccion de la apoptosis
por hemina reportada en el presente trabajo representa un porcentaje muy bajo
(2,4%) del total de las células. En funciéon de los resultados obtenidos, podemos
postular que la induccidn de HO-1 tiene un efecto antiproliferativo mediado por
un arresto transitorio de la progresion del ciclo celular. El mencionado arresto en
la proliferacion podria estar vinculado con la accién protectora de la HO-1 frente
a estresores o desbalances oxidativos hasta el restablecimiento de la homeostasis
celular.

Como se ha mencionado, la correcta sincronizacion de sefiales hormonales y
mediadores locales del microambiente testicular resulta esencial para el correcto
desarrollo y funcionamiento del testiculo y, en particular, de la poblacion
endocrina de células de Leydig. Existen vastas evidencias de que la histamina forma
parte de este vital grupo de sefiales, con un importante rol regulatorio sobre su
funcion esteroidogénica y proliferativa mediante la activacion de sus diferentes
subtipos de receptores (Albrecht et al., 2005; Mondillo et al., 2005; Khan and Rai,
2007; Pagotto et al., 2012; Abiuso et al., 2014). A pesar de que se le ha atribuido un
rol antioxidante a la histamina en algunos modelos experimentales (Yadav et al.,
2015; Sanna et al., 2017), no existen reportes sobre una interaccion especifica entre
el sistema histaminérgico y el de la hemo oxigenasa. En vista del rol regulatorio de
la HO-1 sobre las células de Leydig, se analizd la posible interaccidn entre esta
enzima y la histamina en la regulacion de la esteroidogénesis y la proliferacion. La
histamina actua diferencialmente a través de sus subtipos de receptores en las
células de Leydig. A concentraciones fisiologicas, ejerce un efecto positivo sobre la
esteroidogénesis y la proliferacion a través del receptor HRH2 (Abiuso et al., 2014;

Pagotto et al., 2012). En el presente trabajo, mostramos cdmo la induccién de HO-
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1 revierte el estimulo ejercido por la histamina sobre la esteroidogénesis y la
proliferacion de células MA-10. Los resultados obtenidos con amtamina, agonista
del receptor HRH2, muestran que la inducciéon de HO-1 por hemina afecta la
regulacion por histamina mediada por dicho receptor especifico. La incapacidad
de la histamina de estimular la sintesis de esteroides en presencia de hemina podria
ser explicada por la accién inhibitoria del CO sobre enzimas esteroidogénicas
claves para dicho proceso. En cuanto a la proliferacion celular, podemos especular
que la histamina podria favorecer el pasaje G1/S, pero dicho efecto estaria siendo
contrarrestado por el arresto del ciclo celular en la fase G2/M inducido por la
hemina.

Como conclusiones de esta primera parte, se describe que la inducciéon de
HO-1 regula negativamente las funciones de las células de Leydig y altera el efecto
regulatorio del sistema histaminérgico. El CO emerge como principal mediador de
estos efectos de la HO-1. La reversibilidad de sus acciones sugiere que la activacion
de HO-1 podria constituir una respuesta de salvaguarda frente a estimulos
prooxidantes consistente en frenar las funciones celulares hasta que se restablezca
la homeostasis. A su vez, a pesar de que las células pueden revertir los efectos de la
induccion de la HO-1, estos resultados permiten profundizar sobre cémo aquellos
agentes que generen un desbalance oxidativo, a través de la inducciéon de la HO-1,
podrian influir negativamente sobre fases criticas del desarrollo y sobre la
diferenciacién de las células de Leydig, afectando sus propias funciones, asi como
también las de otras poblaciones celulares que dependen del control endocrino,
entre ellas, las relacionadas con la funcién reproductiva. De esta forma podemos
sugerir que en contextos fisioldgicos y/o patoldgicos, la induccién de HO-1 podria
ser parte de los mecanismos que regulan de forma fina la funcionalidad de la célula

de Leydig.

152



Discusion

La ciclooxigenasa es una enzima ampliamente distribuida en el organismo y
su participacion en diversos escenarios fisiopatologicos la convierten en un blanco
sensible para la modulacion de distintas actividades metabdlicas. A su vez, los
AINEs son fairmacos extensamente utilizados para tratar el dolor y la inflamacion
mediante la inhibicién de COX. Es por ello que el estudio de la regulacion de
funciones bioldgicas centrales por parte de COX resulta de gran relevancia.

En primer lugar, se describi6 mediante inmunocitoquimica la localizacién
subcelular de COX-1y COX-2 en nuestros modelos de estudio, las lineas celulares
MA-10 y R2C. Se observo la presencia citoplasmatica de las dos isoformas en
ambas lineas celulares, y una mayor expresion de COX-1 en el compartimento
nuclear. Si bien la localizacién subcelular diferencial de estas isoformas y sus
implicancias no esta ampliamente documentada, Koumas y colaboradores
observaron la presencia nuclear de COX-1 en fibroblastos del tracto reproductor
femenino estimulados con IL-1p, y ausencia de COX-2 en dicho compartimento.
En este trabajo, se especula que la COX-1 nuclear podria estar involucrada en la
producciéon de prostaglandinas que interactian con receptores nucleares y
modulan de forma directa la expresion de genes (Koumas and Phipps, 2002). A su
vez, se ha reportado que, en muestras histoldgicas de carcinoma oral de células
escamosas, la expresion de COX-1 en el nucleo de células neoplasicas es mayor que
la de COX-2 (Hayes et al., 2006). Si bien ain no se cuenta con demasiada
informacion al respecto de la distribucién diferencial de las isoformas de la COX
en diferentes tipos celulares, nuestros resultados apoyan las observaciones
mencionadas previamente que indican una mayor presencia nuclear de la COX-1,

mientras que la COX-2 se localiza preferentemente en el citoplasma.
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A continuacion, se evaluaron los efectos de las isoformas de la COX sobre la
esteroidogénesis en células de Leydig. Para tal fin se trabajé con inhibidores
selectivos de la COX-1 y la COX-2. Se observé que la inhibicién de COX-1 no
afecta los niveles de progesterona en células MA-10, mientras que la inhibicion de
COX-2 estimula la esteroidogénesis estimulada por db-AMPc. La indometacina,
inhibidor no selectivo de las COX, también estimula la esteroidogénesis en MA-
10. El efecto de la indometacina no es mas marcado que aquel observado con el
inhibidor selectivo de COX-2, meloxicam, lo cual apoya la idea de que COX-1 no
participa en la regulacion de la esteroidogénesis. En las células R2C, no se observa
un efecto sobre la esteroidogénesis a las concentraciones de meloxicam utilizadas
para MA-10. En un trabajo de Sirianni y colaboradores, en el cual se utilizé la linea
celular R2C como modelo de estudio, se observé que la inhibiciéon de COX-2 con
NS-398 inhibe la expresion y la actividad de la enzima aromatasa, reduciendo
también la produccion de estradiol (Sirianni et al., 2009). Considerando que en
este ultimo reporte se observa un efecto negativo sobre los niveles de estradiol y
que nuestros resultados muestran un aumento en los niveles de progesterona, se
podria especular que los efectos son diferentes dependiendo del nivel del camino
esteroidogénico que se analice. En este sentido, se ha propuesto la induccion de la
proteina StAR como uno de los mecanismos para el efecto inhibitorio de la COX-
2 sobre la esteroidogénesis (Wang et al., 2003). Este efecto inhibitorio sobre la
produccion de esteroides se observo también en otros modelos experimentales. En
un estudio sobre esteroidogénesis adrenal, se observo que la estimulacion de la
produccion de progesterona dada por LPS estd mediada, al menos parcialmente,
por la induccién de COX-2 (Martinez Calejman et al., 2011). A su vez, en un
estudio in vivo, se observd que tanto el parecoxib, inhibidor selectivo de COX-2,

como la indometacina, disminuyen la produccion de corticosterona estimulada
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por ACTH en ratas tratadas con LPS (Sanchez et al., 2014). Estos resultados
indican que el efecto de COX-2 sobre la produccion de hormonas esteroideas no
se observa unicamente en células de Leydig sino también en otros tipos celulares
con funcidn esteroidogénica, y que dicho efecto depende del tipo celular y el
modelo de estudio.

Las prostaglandinas (PGs) son el producto de la ciclacidon oxidativa del acido
araquidonico catalizada por las ciclooxigenasas, y son las responsables de los
procesos inflamatorios asociados a dichas enzimas. Como siguiente objetivo, se
plante6 evaluar cudl de las PGs podria estar mediando el efecto de la COX-2 sobre
la esteroidogénesis en células de Leydig MA-10 y R2C. Para acotar el analisis, se
trabajo con las PGs que han evidenciado tener roles en la fisiopatologia testicular.
Tanto la PGF2a como la PGD?2 tienen dichos roles, e incluso mostraron efectos
sobre la funcién endocrina testicular (Schell et al., 2007; Frungieri et al., 2015;
Rossitto et al., 2015). Mediante determinaciones in vitro y calculos empiricos se ha
propuesto que la concentracion fisioldgica testicular de PGF2a se encuentra en un
rango desde 100 pM hasta 1 uM en el hdmster Sirio (Frungieri et al., 2006) y la
concentracion de PGD2 entre 1 y 10 uM en el humano (Rossi ef al., 2016). Mas alla
de estas evidencias, no existe un consenso acabado sobre la concentracion
fisioldgica de prostaglandinas en el testiculo de mamiferos, es por esto que se
realizaron curvas de concentracion desde el orden femtomolar hasta el micromolar
para ambas PGs. Se observo un efecto estimulatorio de la PGF2a (a partir de la
concentracién 10 fM) sobre la esteroidogénesis basal, e inhibitorio sobre la
esteroidogénesis estimulada por db-AMPc. El efecto inhibitorio de la PGF2a en
condiciones estimuladas ya habia sido observado en células de Leydig de hamster,
sin embargo, no se habian descripto efectos sobre la esteroidogénesis basal. En

dicho modelo experimental se observd una reduccion en los niveles de la proteina
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StAR tras el tratamiento con esta PG (Frungieri et al., 2006). El efecto negativo de
la PGF2a sobre la esteroidogénesis también ha sido reportado en otros tejidos
esteroidogénicos. Por ejemplo, PGF2a reprime la esteroidogénesis adrenal
mediante la inducciéon de DAX-1 y la consiguiente represion de StAR (Sandhoft
and McLean, 1999), y también inhibe la esteroidogénesis ovérica, lo cual forma
parte del mecanismo de regresidon de los cuerpos luteos (Niswender et al., 2007).
La PGD2, por su parte, no mostro efectos sobre la esteroidogénesis en células MA-
10. Se habia reportado, también en células de Leydig de hamster, un efecto
estimulatorio de la PGD2 sobre la esteroidogénesis estimulada por hCG (Frungieri
et al., 2006; Schell et al., 2007). En las células R2C, ninguna de las PG mostré efectos
sobre la esteroidogénesis a las mismas concentraciones que las ensayadas en MA-
10. Existen escasos estudios acerca de la presencia de los receptores de PGs en
células de Leydig: se ha reportado la expresion del receptor de PGF2a en células de
Leydig murinas (Suzuki-Yamamoto et al., 2007), y del receptor de PGD2 en células
de Leydig humanas (Schell et al, 2007). No descartamos que los efectos
diferenciales de ambas PG estudiadas en el presente trabajo estén relacionados con
la expresion diferencial de sus receptores. En conjunto, los resultados presentados
indican que la PGF2a estaria mediando el efecto de la COX-2 sobre la
esteroidogénesis en células de Leydig.

Se ha demostrado que la inhibiciéon de COX-2 y, en particular, el meloxicam
afecta la funcion proliferativa en diferentes tipos celulares, principalmente en
lineas celulares tumorales. La mayor parte de los reportes informan un efecto
inhibitorio del meloxicam, lo cual pone a este firmaco en el centro de interés en lo
que respecta a tratamientos antitumorales. Por ejemplo, se ha observado que el
meloxicam suprime la proliferacion de células de hepatocarcinoma (Guangshun et

al., 2022; Li et al., 2006; Li et al., 2016), cancer de prostata (Montejo et al., 2010),
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mamario (Iturriaga et al., 2017) y de vejiga (Arantes-Rodrigues et al., 2013). Sobre
células del sistema inmune, en cambio, se ha reportado que el tratamiento con
meloxicam potencia la capacidad proliferativa de linfocitos T (Maslanka, 2013;
Kamble et al., 2021) y de células natural killer bovinas (Maslanka, 2013). Incluso la
isoenzima constitutiva de la ciclooxigenasa, COX-1, ha demostrado influir sobre
la capacidad proliferativa de células tumorales (Chandrasekharan et al., 2005;
Lampiasi et al., 2006; Silva et al., 2021). Considerando estas evidencias, se planted
como siguiente objetivo evaluar el efecto de la inhibicién de COX-1 o COX-2 sobre
la proliferacion de células de Leydig MA-10 y R2C. Se observé que ni la inhibicion
de COX-1 ni de COX-2 utilizando inhibidores selectivos afecta su capacidad
proliferativa, manteniéndose inalterado también el porcentaje de células viables.
Tal como se ha mencionado, los mecanismos regulatorios de los procesos
inflamatorios y antioxidantes se encuentran interrelacionados. Particularmente en
el testiculo, se ha observado que la melatonina tiene un efecto protector in vivo
contra el dafio ejercido por el tratamiento con bisfenol S o flior. Dicho efecto
protector consiste en el aumento de proteinas testiculares antioxidantes como
Nrf2/HO-1 ylareduccién de proteinas inflamatorias como Nf-kB/COX-2 (Kumar,
Haldar and Verma, 2020; Kumar, Verma and Haldar, 2021). Esta regulacién
simultdnea y contraria de HO-1 y COX-2 se observé también en testiculos de ratas
diabéticas, que presentan una expresion reducida de HO-1y aumentada de COX-
2 (Maremanda, Khan and Jena, 2016), lo cual puede ser revertido por carvacrol, un
antioxidante natural (Arkali, Aksakal and Kaya, 2021). Resulta interesante,
considerando la difundida utilizacion de farmacos inhibidores de la COX-2,
estudiar los efectos de la inhibicién de esta enzima en un contexto en el que se
encuentra inducidala HO-1. A pesar de las evidencias sobre la regulaciéon conjunta

de estas proteinas en una multiplicidad de condiciones y tipos celulares, la
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informacidn sobre los efectos de la COX-2 sobre la HO-1 y sus efectos es escasa.
En lo que respecta a esta interrelacidon en el testiculo o las células de Leydig, la
informacidn es nula.

Se ha descripto que la reaccién catalizada por COX-2 no solamente genera
prostaglandinas proinflamatorias sino también radicales libres (Jiang et al., 2004).
Seria de esperar, entonces, que un aumento en la actividad de COX-2, resulte en la
induccion de la enzima HO-1. En consonancia con esto, en un estudio in vivo, se
observo que el aumento en la expresion de HO-1 en el rinén dado por el
tratamiento con cisplatino es revertido por meloxicam (Honma et al., 2013).
Asimismo, el aumento en la expresion de HO-1 en el fluido broncoalveolar
inducido por Rosuvastatina no se observa si se coadministra meloxicam (Dolkart
et al., 2015). En el presente trabajo, sin embargo, observamos que el tratamiento
con meloxicam no afecta los niveles proteicos de HO-1 basales en células de Leydig
MA-10. Sin embargo, en presencia de hemina, la inhibicion de COX-2 por
meloxicam aumenta los niveles de HO-1 ain por encima de la induccion dada por
hemina. A este respecto, se infiere que la COX-2 estaria inhibiendo la expresion de
HO-1. Lo mismo se observa en presencia del segundo mensajero db-AMPc. En
linea con este resultado, Choi y colaboradores, trabajando en células vasculares de
musculo liso, observaron que con el inhibidor selectivo de COX-2 NS-398,
disminuye el potencial proliferativo de dichas células a través del aumento en la
expresion de HO-1. En este trabajo se propone incluso que el mediador de la
inhibicién de la proliferacion es el CO (Choi et al., 2008). Por otro lado, en un
trabajo sobre nocicepcion se demostré que el efecto analgésico de etoricoxib, otro
inhibidor selectivo de COX-2, esta mediado parcialmente por la activacion de la
via HO-1/CO (Grangeiro et al., 2011). Similarmente, la inhibicién de COX-2 es

acompafada por un aumento en la expresion y la actividad de HO-1 en células del
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mesangio glomerular murino (Hou et al., 2005) y en el ttero de ratas (Cella et al.,
2006). En este ultimo trabajo, se postula que la PGF2a podria ser un mediador de
efecto inhibitorio de la COX-2 sobre la actividad de la HO-1. En un modelo de
dafo hepatico agudo, por otro lado, se observé que el tratamiento con meloxicam
no afecta los niveles de expresiéon de HO-1 basales ni inducidos por tetracloruro
de carbono (Mitazaki et al., 2018). En conjunto, estas observaciones parecerian
indicar que la interaccién entre ambas vias varfa en diferentes modelos
experimentales y tipos celulares. A continuacion, se evalud el efecto de la
inhibicién de COX-2 sobre la esteroidogénesis de células de Leydig en presencia
del inductor de la HO-1. Se observd, en condiciones estimuladas por db-AMPec, el
aumento en los niveles de progesterona dado por la inhibicion de COX-2 es
revertido por la inducciéon de HO-1 con hemina. Se puede evidenciar que el efecto
estimulatorio de meloxicam a la concentraciéon mas alta (10 pM), no es revertido
completamente por la hemina. Tal como se discutid para los experimentos con
histamina y hemina, especulamos que la reversién de los efectos del meloxicam
dada por la induccion de HO-1 esta vinculada con el arresto que ejerce esta enzima
sobre el camino esteroidogénico. Los resultados relacionados con la interaccion
entre HO-1 y COX-2 en la regulacion de la esteroidogénesis resultan relevantes
para conocer cdmo se podria ver afectada la funcién endocrina testicular en un
escenario en el cual la expresion de estas dos enzimas esta siendo regulada.

En sintesis, podemos postular que la isoforma inducible COX-2 tendria un
rol inhibitorio sobre la esteroidogénesis estimulada por gonadotrofinas en células
de Leydig y que dicho efecto seria mediado, al menos en parte, por la PGF2a. A su
vez, que existirfa una interrelacion entre las acciones de COX-2 y HO-1 en la

regulacion de las funciones de las células de Leydig.
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Como objetivo final del presente trabajo, nos propusimos estudiar los efectos
del compuesto natural curcumina sobre la funcionalidad de las células de Leydig.
El consumo de curcumina abarca varios siglos y continentes, lo cual se sustenta en
sus aparentemente infinitos efectos curativos. Segin un reporte de 1974 de la
Organizacién Mundial de la Salud y la Organizacién para la Alimentacion y la
Agricultura, la ingesta diaria de curcuma en comunidades que la utilizan
tradicionalmente como especia culinaria oscila entre 2 y 2,5 g, lo cual corresponde
a una concentraciéon de curcumina de entre 60 y 100 mg (Shah et al., 1999). Para
aprovechar ain mas sus beneficios, se ha recurrido a extractos enriquecidos y
suplementos de venta libre con concentraciones diez veces mayores de curcumina.
La mayoria de los estudios clinicos de fase I o II que ensayan farmacos que
contienen curcumina alcanzan dosis diarias de entre 1000 y 8000 mg, siendo 8000
mg/dia la concentraciéon méxima tolerable que no causa efectos adversos serios
(National Cancer Institute, 2022). El marcado interés en los efectos beneficiosos
para la salud de este producto natural ha llevado a su creciente consumo global y,
por ende, el esclarecimiento de sus efectos sobre diferentes procesos
fisiopatoldgicos y, en particular, sobre la funcién endocrina testicular resulta de
suma relevancia.

En el presente trabajo se muestra que la incubacién con curcumina durante
5 h estimula de forma concentracién-dependiente la esteroidogénesis aguda en
células MA-10, tanto en presencia como en ausencia de db-AMPc. El efecto
estimulatorio se observa también en las células R2C. Las concentraciones mads
elevadas de curcumina muestran un efecto menos marcado, lo cual, como se vera
a continuacidn, podria ser un indicio de la incipiente activacion de los programas
de muerte celular. Si bien no hay una disminucién significativa en la viabilidad

celular a estos tiempos, comienzan a observarse alteraciones morfoldgicas que dan
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cuenta de esto. El aumento en los niveles de progesterona se ve acompafado, y
puede ser parcialmente explicado, por un aumento en los niveles de ARNm y
proteicos de StAR. Hasta el momento, existen escasisimos reportes que indagan
sobre los efectos de la curcumina sobre la produccion de esteroides en células de
Leydig. Uno de ellos, de hecho, presenta datos contrarios a los aqui reportados. Los
resultados de Lin y colaboradores muestran que la curcumina, en el mismo rango
de concentraciones que los ensayados en este trabajo, inhiben la esteroidogénesis
estimulada por 8-Br-db-AMPc en células MA-10 y en células normales de raton.
También reportan una reduccion en la expresion de StAR y CYP11A1 (Lin et al.,
2018). En este articulo no se informa la fuente de la droga utilizada, con lo cual se
podria especular que las diferencias en los resultados podrian deberse a diferencias
en la calidad, pureza o, incluso, naturaleza quimica de la droga. En el presente
trabajo se utilizé curcumina en estado sélido con un porcentaje de pureza superior
al 90% (Cayman Chemical, [tem N° 81025); la utilizacion de drogas comerciales,
al menos de “calidad técnica”, y el adecuado reporte de la fuente del compuesto
hace que los resultados sean mas confiables y reproducibles. Por otro lado, existe
una serie de reportes cuyos resultados van en linea con lo descripto en el presente
trabajo. Chen y colaboradores han mostrado que la curcumina no afecta los niveles
de testosterona basal en las células de Leydig TM3, pero revierte la inhibicion en la
produccién de testosterona inducida por acido palmitico (Chen et al., 2019). Este
efecto protector de la curcumina contra la disrupcién endocrina generada por una
variedad de estresores también ha sido observado in vivo. Se ha reportado que la
disminucion en los niveles de testosterona sérica inducida por hipertermia escrotal
(Afshar et al., 2021), metales pesados como el cadmio (Yang et al., 2019), acido
galico (Abarikwu et al., 2014), entre otros, puede ser revertida cuando los animales

son tratados con curcumina. En los dos ultimos reportes citados, los animales
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incluso presentan concentraciones aumentadas de testosterona circulante cuando
son tratados uUnicamente con curcumina. También se ha reportado que la
curcumina estimula la esteroidogénesis en células ovaricas de la granulosa in vitro
(Kadasi et al., 2017). Los resultados presentados en este trabajo constituyen una
fuerte evidencia in vitro del efecto estimulatorio de la curcumina de alto nivel de
pureza sobre la esteroidogénesis en células de Leydig, y van en linea con los
reportes que postulan a este compuesto natural como un potencial protector de la
funcion endocrina testicular.

La capacidad de la curcumina de preservar la arquitectura y funcion testicular
ha sido ampliamente documentada, y se atribuye generalmente a su accion
antioxidante. Analisis in vitro en lineas de células de Leydig mostraron que la
curcumina ejerce este rol protector contra una variedad de estresores mediante la
supresion de la apoptosis, la inhibicidn del estrés del reticulo endoplasmatico y el
restablecimiento del balance oxidativo (Chen et al., 2020; Chen et al., 2019;
Yildizbayrak & Erkan, 2019). Este efecto protector de la curcumina sobre la
funcidn testicular se manifiesta in vivo, preservando el volumen testicular, la altura
del epitelio germinal, la longitud de los tubulos y el nimero de células germinales
y células de Leydig viables frente a agentes estresores como la hipertermia o drogas
con efectos nocivos sobre la integridad testicular (Noorafshan et al., 2011; Afshar
et al., 2021). En el presente trabajo, se observa cdmo la curcumina a bajas
concentraciones reduce los niveles basales y estimulados por H,O, de especies
reactivas de oxigeno. En cambio, las concentraciones altas de curcumina aumentan
los niveles basales de ROS y no revierten el efecto del H,O,. A su vez, se observé
un aumento concomitante en los niveles de la enzima antioxidante HO-1 por el
tratamiento con curcumina, mientras que no se observaron cambios en la

expresion de COX-2. En linea con estos resultados, se ha propuesto a la curcumina
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como un modulador de la via del factor de transcripcion Nrf2 en el testiculo, el
cual regula la expresion de varias enzimas antioxidantes, incluyendo a la HO-1
(Ashrafizadeh et al., 2020). Un estudio in vivo en ratas mostrd que, en presencia
del estresor di-(2-etilhexil) ftalato (DEHP), la curcumina aumenta la expresion de
Nrf2 y HO-1 en el testiculo y reduce el dafio testicular (Abd El-Fattah et al., 2016).
Sumado a esto, dada la capacidad de oxidacion de su grupo dicetona y sus grupos
fenolicos, la curcumina ha mostrado estar directamente involucrada en el barrido
de radicales libres (Priyadarsini, 2014). El presente trabajo aporta nuevas
evidencias de este papel antioxidante de la curcumina en la poblacién endocrina
del testiculo. Dicho papel se observa a concentraciones bajas, mientras que, a
concentraciones altas, tal como se seguird discutiendo, comenzarian a activarse
mecanismos celulares relacionados con el estrés y la muerte celular.

Por otra parte, la curcumina ha demostrado tener efectos en la modulaciéon
de la carcinogénesis, regulando procesos celulares como la proliferacion, la
progresion del ciclo celular, la apoptosis y la viabilidad (National Cancer Institute,
2022). En el presente trabajo, demostramos que la curcumina inhibe la
proliferacion de las células de Leydig MA-10 e induce el arresto del ciclo celular en
G2/M. También, demostramos que reduce la viabilidad y aumenta el porcentaje de
células apoptdticas a la concentracién mas alta ensayada. En el reporte de Chen y
colaboradores, las células TM3 fueron tratadas con curcumina 40 uM y se observé
un efecto negativo sobre la viabilidad (Chen et al., 2019). El arresto en G2/M
inducido por curcumina también se observé en otros tipos celulares tumorales,
como células de osteosarcoma (Lee et al., 2009), pancreas (Zhu and Bu, 2017),
leucemia mieloide aguda (Zhou et al., 2021), adenocarcinoma de colon (Agarwal
et al., 2018), entre otras. Asimismo, se reportd que un derivado de la curcumina,

llamado curcumina nicotinato, inhibe la proliferaciéon de células tumorales de
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colon, mama y nasofaringe e induce apoptosis y arresto en G2/M mediante un
mecanismo dependiente de proteinas como p53 y p21 (He et al., 2019). En el
presente trabajo, se evidenci6 que la curcumina induce la expresion de p21“F! en
las células de Leydig MA-10. Este incremento permitiria explicar el observado
arresto en G2/M debido a la participacion de p21“P! en la ampliamente descripta
acumulacién nuclear de complejos ciclina B1-Cdk inactivos (Ando et al., 2001;
Charrier-Savournin et al., 2004; Miillers et al., 2014). También reportamos una
reduccion en los niveles de ARNm de ciclina D1, lo cual podria explicar una menor
progresion del ciclo celular, impidiendo la salida de G1, lo cual reduciria el
porcentaje de células en fase S. Cabe mencionar que también se ha reportado que
la curcumina induce un arresto en GO/G1 (Rajitha et al., 2016; Sha et al., 2016) o
en G1/S (Shishodia et al, 2005) en otros tipos celulares, lo cual podria estar
vinculado a su multiplicidad de efectos a nivel celular. En las células de Leydig MA-
10, en particular, se aportan las primeras evidencias acerca del rol antiproliferativo
de la curcumina, que podria estar mediado por la regulacion de ciclinas e
inhibidores del ciclo celular.

En el proceso de tumorigénesis, ademas de procesos relacionados con la
proliferacion y la muerte celular, la modulacidn de la angiogénesis constituye una
de las propiedades que adquieren las células tumorales que devienen en la
promocion de su propio crecimiento. Es por esto que se plante6 como siguiente
objetivo analizar si la curcumina modifica la liberacién de factores angiogénicos
por parte de las células de Leydig MA-10. Para tal fin se empleé un ensayo que
evalta el efecto del medio condicionado de las células sobre la angiogénesis en la
membrana corioalantoidea de codorniz. Se observo que el medio condicionado de
células MA-10 tratadas con curcumina 40 uM tiene un efecto positivo sobre la

liberaciéon de factores proangiogénicos. Estos resultados sugieren un efecto
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proangiogénico de la curcumina in vitro. Sin embargo, los resultados in vivo
obtenidos a partir del modelo singénico de tumores de células de Leydig no
reproducen lo observado in vitro, dado que el tratamiento con curcumina no afecta
significativamente la expresion de VEGF en los tumores. Podria hipotetizarse que,
en el contexto del animal entero, la angiogénesis no juega un rol en el efecto
antitumoral observado. Otra posibilidad seria que existan otros mecanismos,
independientes de VEGF, involucrados en la regulacién de la angiogénesis
tumoral. A este respecto, en otros modelos experimentales, se ha reportado la
capacidad antiangiogénica de la curcumina in vivo por sus efectos sobre numerosas
vias de sefializacion (Kunnumakkara, Anand and Aggarwal, 2008). Por ejemplo, se
describi6 en un modelo de cancer colorrectal que la curcumina induce la expresion
de miRNAs regulatorios que inhiben la funcién de VEGF (Moradi-Marjaneh et al.,
2018). El efecto antiangiogénico también se ha observado en un modelo de
mesotelioma maligno (Zhang et al., 2018) y de fibrosis hepatica (Zhang et al,,
2014), entre otros. A su vez, existen reportes que muestran la capacidad de la
curcumina de promover la formacién de vasos sanguineos en procesos como el
envejecimiento del tejido cardiaco (Ghorbanzadeh et al., 2022), la formacidn del
trofoblasto (Basak et al., 2020) y la cicatrizacion (Kant et al., 2015). A este respecto,
mas estudios seran necesarios para profundizar en el analisis de los efectos in vivo
de la curcumina sobre la funcidn angiogénica en modelos de tumores de células de
Leydig.

Finalmente, observando el efecto antiproliferativo de la curcumina en células
de Leydig MA-10 in vitro, se evalud si la misma mostraba dicho efecto en un
modelo singénico de tumores de células de Leydig. Tras descartar potenciales
efectos perjudiciales sobre el estado general de salud de los ratones, se reporté un

significativo efecto antitumoral de la curcumina in vivo: una reduccion en el peso
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y volumen tumoral, asi como del tiempo de duplicaciéon de las curvas de
crecimiento tumoral. A las condiciones ensayadas, el mecanismo de inhibicion de
crecimiento tumoral no pareceria involucrar una accién anti-apoptotica. El
presente trabajo se suma a una serie de reportes que muestran los efectos favorables
de la curcumina tanto en ensayos preclinicos como clinicos que proponen a la
curcumina como un adyuvante antitumoral. A su vez, es relevante remarcar que la
curcumina no mostré un efecto negativo sobre la integridad testicular —Ila
histologia, el indice génado-somadtico y la altura del epitelio germinal se mantienen
conservados—, lo cual sugiere que dicho tratamiento no tendria efectos nocivos
sobre el testiculo intacto. En relacién con el potencial clinico de la curcumina, hay
dos aspectos que deben ser tenidos en cuenta. En primer lugar, existe una notable
falta de precision en lo que respecta a la naturaleza quimica de los productos
utilizados en los diferentes estudios. Se reportan efectos de compuestos que van
desde extractos del rizoma de la Curcuma longa, pasando por extractos
enriquecidos en curcuminoides, hasta curcumina pura (National Cancer Institute,
2022). Por otro lado, la curcumina es una molécula altamente hidrofdbica,
quimicamente inestable, y un perfil farmacocinético que presenta un desafio para
su utilizacién en pacientes. Por esta razén se estdn desarrollando y evaluando
analogos de la curcumina que mejoren su biodisponibilidad y conserven sus
efectos beneficiosos para la salud (Dei Cas and Ghidoni, 2019). Interesantemente,
existen dos posiciones contrapuestas en relacion al uso de la curcumina como
alternativa terapéutica. Los detractores colocan a la curcumina en el grupo de
compuestos PAIN (“pan assay interference”) e IMP (“invalid metabolic panaceas”).
Estos compuestos son criticados ya que las descripciones de sus multiples efectos
se basan unicamente en su actividad y su utilidad terapéutica, sin mayores

precisiones sobre los mecanismos relacionados con dicha actividad (Nelson et al.,
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2017). Por otro lado, hay quienes afirman que considerando que el cancer es una
enfermedad tan compleja, causada por la desregulaciéon de multiples genes,
aquellas drogas que tengan blancos moleculares variados seran mas eficientes para
su prevencion y tratamiento (Kunnumakkara, Anand and Aggarwal, 2008). Mas
alla de esta discusion, teniendo en cuenta la creciente popularidad y extendido
consumo de la curcumina, no existen dudas de que sus efectos deben ser
minuciosamente estudiados. Particularmente, para el caso de tumores de células
de Leydig, cuyo tratamiento presenta un enorme desafio para los profesionales de
la salud, la curcumina emerge como una opcion terapéutica natural que podria ser
utilizada como adyuvante de terapias convencionales, y que no presenta efectos
nocivos sobre el estado de salud ni la integridad testicular.

En resumen, la curcumina demostrd tener efectos sobre las funciones de las
células de Leydig. Regula positivamente la liberacion de esteroides, al menos
parcialmente a través de la estimulacion de StAR, y modula el estado oxidativo
celular. Asimismo, la curcumina ejerce un rol inhibitorio sobre la proliferacion
celular tanto in vitro, como in vivo, el cual estaria mediado por la modulacion de
la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular. Por ultimo, se aportan
evidencias novedosas del efecto antitumoral de la curcumina sobre tumores de
células de Leydig. Dicho compuesto no generd efectos adversos sobre el estado de
salud general ni la integridad testicular de los animales, lo cual convierte a este
compuesto natural en un potencial agente terapéutico adyuvante para el

tratamiento de estas neoplasias.

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente trabajo amplian el
conocimiento acerca de los mecanismos regulatorios de las funciones de las células

de Leydig. Tomando en consideracidn la variedad de escenarios en los cuales se
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observan desbalances oxidativos y/o inflamatorios en el tejido testicular y, por
ende, se inducen respuestas por parte de los sistemas de las hemo oxigenasas y las
ciclooxigenasas, los datos aqui presentados ahondan en los potenciales efectos de
dichos desbalances sobre la funcionalidad de la poblacion celular endocrina
testicular. A su vez, considerando el auge en el consumo y las investigaciones sobre
compuestos naturales debido a sus diversos beneficios para la salud, resulta
relevante realizar un analisis integral de sus efectos sobre las diferentes poblaciones
celulares. A este respecto, se aportan nuevas evidencias acerca de los efectos de la
curcumina, molécula con reportadas acciones antiinflamatorias y antioxidantes,
sobre la fisiologia de las células de Leydig. Finalmente, se describe por primera vez
el efecto inhibitorio de la curcumina sobre el crecimiento de tumores de células de

Leydig.
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