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RESUMEN

La infertilidad afecta a un 15% de las parejas a nivel mundial y en un 30% de los casos el origen
de esta incapacidad reproductiva esta asociada a una disfuncion masculina. Una falla primaria de
la espermatogenesis, la cual esta definida como una falla testicular intrinseca en el proceso
espermatogénico, es uno de los diagnosticos de infertilidad masculina méas comunes en Chile; sin

embargo, en alrededor de un 50 % de los casos la etiologia de esta condicion es aun desconocida.

Las células de Leydig son las encargadas de la produccion hormonal en el testiculo, por lo que
una disminucion en la viabilidad de este tipo celular y/o alteraciones en la produccion de las
hormonas producidas por ellas, gatillados por distintos factores internos y/o externos, podrian ser

factores etioldgicos de una falla espermatogénica primaria.

Estradiol (E2) es normalmente producido en el testiculo de mamiferos por las células de Leydig a
través de la aromatizacion de testosterona. Su metabolizacion a compuestos menos activos ocurre
principalmente en el higado. En tejidos periféricos, E, también puede ser metabolizado a 2-
Hidroxiestradiol (20HE>) o a 4-Hidroxiestradiol (4OHE,) y luego a 2-Metoxiestradiol (2ME;) o
a 4-Metoxiestradiol (4MEy). Estudios previos han determinado que las enzimas que producen
estos metabolitos de estradiol se expresan en el testiculo humano y que altas concentraciones de
algunos de estos metabolitos afectan negativamente la viabilidad de espermatozoides y de las
células de Sertoli, sugiriendo que un aumento anormal en las concentraciones intratesticulares de
algunos de estos metabolitos podria estar relacionado con la etiologia de la infertilidad masculina;
sin embargo, ningun estudio ha determinado el efecto de estos metabolitos sobre la viabilidad de

las células de Leydig.

El objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar si las células de Leydig de raton adulto y la linea
celular TM3 (obtenida a partir de células de Leydig de ratén) tendrian la capacidad de producir
hidroxiestradioles y metoxiestradioles para luego evaluar el efecto de distintas concentraciones de
20HE,, 40HE,, 2ME, y 4ME; sobre la viabilidad de las células de Leydig in vitro y los posibles
mecanismos por los cuales estos metabolitos afectarian a las celulas de Leydig. Para esto ultimo,

utilizamos como modelo experimental la linea celular TM3.



Determinamos que las células de Leydig de raton adulto, al igual que las células TM3 expresan
las enzimas CYP1A1, CYP1B1 y COMT en un patron similar al observado en testiculo humano.
Por otra parte a través de la evaluacion de la reduccion in vivo del compuesto 3-(4,5-dimetil-2-il)-
5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium (Ensayo de MTS), determinamos que
altas concentraciones de 20HE, (10 y 20uM), 2ME; y 4ME, (20uM) disminuyeron
significativamente la viabilidad de las células TM3 a las 24 horas de tratamiento, lo cual fue

confirmado a través del ensayo de TUNEL.

20HE; 10 uM, pero no 20HE; 20 uM, indujo la escisién de caspasa 3 y PARP-1, sugiriendo que
solo 20HE; 10 uM induce la activacion de procesos apoptéticos dependientes de caspasas. Por
otro lado, 2ME; 20 uM indujo la escision de caspasa 3, pero no de PARP-1, sugiriendo que este
metabolito activa procesos apoptéticos dependientes de caspasas que no desembocan en la
escision de PARP-1. Finalmente, 4ME, no indujo la escision de caspasa 3 ni de PARP-1,
sugiriendo que este metabolito disminuye la viabilidad de las células de Leydig a través de
mecanismos que no involucran procesos apoptoticos dependientes de caspasas. Determinamos
ademas que los mecanismos celulares por los cuales estos metabolitos de E, afectan
negativamente la viabilidad de las células de Leydig serian independientes del receptor de
estrégenos y no involucrarian un aumento del estrés oxidativo, ya que el efecto de 20HE,, 2ME;
y 4ME; no fueron bloqueados por el antagonista del receptor de estrégenos IC1 182780, ni por el

antioxidante N-Acetilcisteina.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis indican que hidroxiestradioles y
metoxiestradioles se producirian normalmente en el testiculo de murinos al igual que en humanos
y que estos se generarian principalmente en las células de Leydig; Sin embargo, altas
concentraciones de 20HE,, al igual que 2ME, y 4ME; disminuyen significativamente la
viabilidad de las celulas de Leydig in vitro a través de diferentes mecanismos. Estos resultados,
en conjunto a los previos obtenidos en nuestro laboratorio, confirmarian que un aumento en las
concentraciones intratesticulares de estos metabolitos afectarian negativamente la fisiologia

testicular, lo cual podria estar relacionado con la etiologia de la infertilidad masculina.
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SUMMARY

Infertility affects 15% of couples worldwide and a reproductive failure associated with a male
dysfunction is responsible about 30% of these cases. A primary failure of spermatogenesis,
defined as an intrinsic testicular failure in spermatogenesis process, is one of the most common
causes of male infertility in Chile; however, the etiology of this condition is still unknown in
about 50% of cases.

Leydig cells are responsible for hormone production in testis, reason by which a decrease in the
viability of this cell type and/or alterations in its functioning, triggered by internal and/or external

factors, could be an etiologic factor of a primary spermatogenic failure.

Estradiol (E,) is normally produced in mammalian testis by Leydig cells by aromatization of
testosterone. Its metabolization to less active compounds occurs mainly in the liver. In peripheral
tissues, E; can also be metabolized to 2-hydroxyestradiol (20HE;) or 4-hydroxyestradiol
(40HE;) and then to 2-methoxyestradiol (2ME;) or 4-methoxyestradiol (4ME,). Previous studies
have determined that the enzymes that produce these estradiol metabolites are expressed in the
human testis and high concentrations of some of these estradiol metabolites negatively affect the
viability of sperm and Sertoli cells, suggesting that an abnormal increase of some of these
metabolites at intratesticular level could be related to the etiology of male infertility; however, no
studies have explored the effect of these metabolites on Leydig cells viability.

The aim of this investigation was to evaluate whether Leydig cells from adult mouse and TM3
cell line (obtained from mouse Leydig cells) would have the capacity to produce
hydroxyestradiols and methoxyestradiols to then evaluate the effect of different concentrations of
20HE;, 40HE,;, 2ME;, and 4ME; on viability of Leydig cells in vitro and the possible
mechanisms by which these metabolites affect Leydig cells. For the latter, we used the cell line

TM3 as experimental model.

We determined that Leydig cells from of adult mice and TM3 cell expressed the enzymes
CYP1Al, CYP1B1 and COMT in a similar pattern observed in human testis. Moreover by
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evaluating reduction in vivo of the compound 3 - (4,5-Dimethyl-2-yl) -5 - (3-
carboxymethoxyphenyl) -2 - (4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS assay), we determined that
high concentrations of 20HE; (10 and 20 puM), 2ME; (20 uM) and 4ME; (20 uM) significantly
decreased the viability of TM3 cells 24 hours after treatment, a result that was confirmed by
TUNEL assay.

20HE; 10 pM induced the cleavage of both caspase-3 and PARP-1, suggesting that 20HE; 10
MM induces death cell by caspase-dependent apoptotic pathways. Furthermore, 2ME; 20 UM,
induces cleavage of caspase 3, but not cleavage of PARP-1, suggesting that this metabolite
activates caspase-dependent apoptotic pathways which do not lead in the cleavage of PARP-1.
Finally, 4AME; does not induce cleavage of caspase-3 and PARP-1, suggesting that this metabolite
decrease the viability of Leydig cells through mechanisms that do not involve caspase dependent
apoptotic processes. We also determined that the cellular mechanisms by which these E,
metabolites negatively affect the viability of Leydig cells are estrogen receptor independent and
do not involve an intracellular oxidative stress increase, because the effects of 20HE,, 2ME; and
AME, were not blocked by either the estrogen antagonist receptor ICI 182780 or by the
antioxidant N—-Acetylcysteine.

The results obtained in this thesis indicate that hydroxyestradiols and methoxyestradiols
normally occur in the murine testis as in humans and that these are mainly occur in the Leydig
cells, however high concentrations of 20HE;, 2ME, and 4ME, significantly decrease the
viability of Leydig cells in vitro different mechanisms. These and other results previously
obtained in our laboratory confirm that an increase in the intratesticular concentrations of these
estradiol metabolites would negatively affect the testicular physiology and this condition may be

related to the etiology of male infertility.



1. INTRODUCCION

En nuestro pais la disminucion de la tasa de natalidad es un tema preocupante a nivel de salud y
politicas publicas. Esta llega a 1,9 hijos por mujer lo que puede impactar negativamente en la
calidad de vida de las generaciones futuras debido a la disminucion de la poblacion laboralmente
activa. Las razones de este comportamiento demografico se explican en parte por cambios en el
estilo de vida de la sociedad como el retraso en la edad para tener hijos, por habitos poco

saludables y por la presencia de contaminantes ambientales.

Una de las causas de esta menor tasa de natalidad son problemas de infertilidad en la pareja, la
cual afecta a un 15% del total de parejas que intentan tener un hijo. Diversos estudios han
determinado que una disfuncién masculina es el factor responsable en alrededor de un 30% de
esta incapacidad reproductiva. Se han identificado varios agentes etiolégicos de la infertilidad
masculina, como por ejemplo la exposicidn a compuestos toxicos, mutaciones genéticas y
microdeleciones del cromosoma Y; sin embargo, los agentes que generan esta condicion son

desconocidos en cerca del 50% de los casos.

Una de las principales caracteristicas observadas en hombres con problemas de infertilidad es la
alteracion en la produccidn de las hormonas sexuales y los mecanismos por cuales estas actlian en
sus células blanco. En el testiculo de mamiferos, las células de Leydig son las encargadas de
producir la mayoria de las hormonas esteroidales claves para el proceso espermatogénico. Se ha
determinado que alteraciones en el funcionamiento y/o en la viabilidad de las células de Leydig
generan infertilidad masculina; sin embargo, los factores fisiologicos y/o medioambientales que
ejercen efectos deletéreos sobre las células de Leydig y los mecanismos por los cuales estos

actan no han sido completamente identificados.



Estradiol (E;) es una hormona producida normalmente en el testiculo de mamiferos,
principalmente en las células de Leydig, por la conversion de testosterona a través de la enzima
Aromatasa. En diversos tejidos, estradiol puede ser inactivado a través de su conversion a
compuestos con menor actividad estrogénica por diferentes reacciones enzimaticas. Entre los

metabolitos de E; mas estudiados se encuentran los hidroxiestradioles y los metoxiestradioles.

Evidencia experimental indica que un aumento en la produccion de estos metabolitos de estradiol
a nivel intratesticular estaria relacionado a infertilidad masculina. Por ejemplo, en nuestro
laboratorio hemos establecido que las enzimas que generan hidroxiestradioles y metoxiestradioles
se expresan en el testiculo humano y que altas concentraciones de algunos de estos metabolitos
disminuyen la viabilidad de las células de Sertoli; sin embargo el efecto de estos ultimos sobre las

células de Leydig no ha sido dilucidado.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Estructura testicular

La estructura del testiculo de mamiferos estd conformada por dos compartimentos
anatomicamente distintos, los tubulos seminiferos y el intersticio. Los tubulos seminiferos son las
unidades funcionales del testiculo, ya que es el lugar donde ocurre la espermatogénesis.
Alrededor del 90% del peso de cada testiculo es generado por los tdbulos seminiferos y su
estructura basica consiste de una capa de células mioides peritubulares, de las células germinales

y de las células de Sertoli.

Entre los tubulos seminiferos se encuentra el denominado intersticio o espacio intersticial, lugar
donde se ubican los capilares sanguineos, macréfagos y principalmente las células de Leydig, las
cuales son las encargadas de producir las hormonas esteroidales (especialmente estradiol y
testosterona) que son claves para el desarrollo de la espermatogénesis. A pesar de la separacion
anatomica entre los tubulos seminiferos y el espacio intersticial, estos estdn funcionalmente

acoplados por vias endocrinas y paracrinas (Ge et al., 2009).

2.2 Las células de Leydig.

La célula de Leydig fue descrita por primera vez por el histélogo aleman Franz Leydig en 1850 y
su principal funcidn es la sintesis de testosterona. Estas células presentan una cito-arquitectura
tipica de las células secretoras de hormonas esteroidales; tales como un abundante reticulo
endoplasmatico liso, numerosas mitocondrias, abundantes gotas lipidicas en el citoplasma y un
nacleo en posicion excéntrica con heterocromatina periférica y un nucléolo evidente (Schulze,
1984)



La sintesis de testosterona involucra varias reacciones enzimaticas y varias de las enzimas
responsables para la generacion de testosterona estan presentes en diferentes tipos celulares; sin
embargo, la célula de Leydig es la Unica capaz de producir testosterona a partir de la captacion y

modificacion enzimatica de la molécula de colesterol.

La esteroidogénesis en las células de Leydig adultas es principalmente controlada por la hormona
Luteinizante (LH), la cual es sintetizada en la adenohipdfisis y cuya produccion y liberacion a la
vez es regulada por la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), sintetizada en el
hipotdlamo (Cooke et al., 1992). En la célula de Leydig, la LH interactta con el receptor de LH
ubicado en la membrana plasmatica, lo cual induce la activacion de la enzima adenilato ciclasa y
un aumento intracelular del segundo mensajero AMP ciclico. Las principales vias por las cuales
LH estimula la sintesis de testosterona a través de un aumento en los niveles de AMPc es
incrementando la sintesis y activacion de la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda
(StAR) en la membrana interna de las mitocondrias presentes en las células de Leydig, lo cual
permite la translocacion de la molécula de colesterol desde el citosol al interior de la mitocondria
(Lin et al., 1995, Sugawara et al., 1995, Stocco and Clark, 1996) y aumentando la sintesis de la
enzima p450 scc, la cual es la encargada de convertir colesterol a pregnenolona, la primera
reaccion enzimatica de la via esteroidogénica para generar testosterona (Rouiller et al., 1990).
Ademaés de inducir un aumento intracelular de AMPc, la LH activa otros sistemas de sefializacion
intracelulares en las células de Leydig, incluyendo la liberacion de calcio desde compartimentos
internos y la sintesis de acido araquidénico (AA) y sus metabolitos, los cuales también regularian

la via esteroidogénica encargada de generar testosterona (Cooke et al., 1992).

2.3 Infertilidad masculina.

La infertilidad, definida como la incapacidad de una pareja para lograr un embarazo después de 1
afio de exposicién al coito sin anticoncepcion, afecta a un 15% de las parejas a nivel mundial
segun lo reportado por la OMS. Estudios epidemiologicos han determinado que en alrededor de
un 30% de los casos, el origen de esta incapacidad reproductiva esta asociada a una disfuncion

masculina (Wong et al., 2000), siendo una falla primaria de la espermatogénesis (definida como



una falla testicular intrinseca en el proceso espermatogénico), uno de los diagndsticos de
infertilidad masculina méas comunes en Chile (Devoto et al., 2000). La exposicién a compuestos
toxicos, mutaciones genéticas y microdeleciones del cromosoma Y han sido identificadas como
las principales causas de la falla primaria en la espermatogénesis (Jurewicz et al., 2009); sin
embargo, en alrededor de un 30 % de los casos la etiologia es ain desconocida. (Devoto et al.,
2000).

2.4 Disfuncion de las células de Leydig como factor de infertilidad masculina.

Las células de Leydig son la principal fuente de produccién de las llamadas hormonas sexuales
en el hombre, especialmente de la testosterona (Ge et al., 2009). Se ha determinado que la
testosterona es esencial para la espermatogénesis, ya que mutaciones genéticas del receptor de
androgenos que alteran negativamente su funcionalidad y/o una disminucion en las
concentraciones sericas de testosterona estan asociadas con fallas en el proceso espermatogénico
(Zhang et al., 2012). Ademas, entre el 12 y el 15% de los hombres que presentan una falla

espermatogénica primaria presentan bajos niveles de testosterona (Andersson et al., 2004).

En un importante nimero de casos, el mecanismo por el cual distintos compuestos inducen una
falla espermatogénica primaria involucra alteraciones en el funcionamiento de las células de
Leydig. Por ejemplo, se ha reportado que algunos disruptores endocrinos que inducen infertilidad
masculina, tales como Benzopirenos y Bisfenol A, generan sus efectos disminuyendo la
viabilidad de las células de Leydig, lo cual provoca una disminucion en los niveles de
testosterona (Dankers et al., 2013, N'Tumba-Byn et al., 2012, Chung et al., 2011, Li et al., 2009,
Stoker et al., 2000). Este mismo mecanismo es el que ejercen ciertos elementos quimicos
considerados contaminantes ambientales para inducir infertilidad masculina, tales como el
cadmio (Yang et al., 2003, Zhang et al., 2011b), el niquel (Krockova et al., 2011) y el manganeso
(Cheng et al., 2003).



Los mecanismos intracelulares por los cuales estos y otros compuestos afectan el funcionamiento
y viabilidad de las células de Leydig involucran una disminucién en la expresion de algunas
enzimas claves en el proceso esteroidogénico, tales como StAR vy 3pB-hidroxisteroide
deshidrogenasa (Chung et al., 2011, Fowler et al., 2007) y la activacion de procesos apoptéticos
dependientes de caspasas (Li et al., 2009). Se ha determinado que la activacion de los procesos
apoptdticos involucra generalmente un aumento previo del estrés oxidativo, lo cual es producido
por un incremento en las especies reactivas de oxigeno a nivel intracelular (Aggarwal et al., 2010,
Aggarwal et al., 2012, Ozen et al., 2008, Abou-Donia et al., 2003)

2.5 Estradiol y su conversion a hidroxiestradioles y metoxiestradioles.

El testiculo de mamiferos normalmente produce estradiol (E) a partir de testosterona a través del
complejo enziméatico Aromatasa, el cual se expresa en las células de Sertoli, Leydig y germinales
(Lardone et al., 2010). En general, la accion del estradiol en sus células blanco termina cuando es
transformado a compuestos méas hidrofilicos a través de reacciones enziméticas de oxidacion y
conjugacion, las cuales incluyen sulfonaciones, O-metilaciones, hidroxilaciones y
glucurodinaciones (Zhu and Conney, 1998). Aun cuando la conversion de E, a metabolitos
inactivos ocurre principalmente en el higado, se ha determinado que algunos érganos periféricos,
incluyendo el atero, la placenta y el cerebro expresan las enzimas requeridas para inactivar
estradiol (Tsuchiya et al., 2005). Una de estas vias enzimaticas consiste en la conversion de E; a
hidroxiestradiol y metoxiestradiol. Esta reaccién involucra una primera oxidacion en uno de los
18 carbonos que conforman el anillo aromatico de E,, una reaccién catalizada por isoformas de
la enzima citocromo P450, la cual origina moléculas de hidroxiestradiol. Luego el grupo
hidroxilo previamente afiadido es reemplazado por un grupo metilo, a través de una reaccion de
conjugacion catalizada por la enzima Catecol-O-Metiltransferasa (COMT), La cual origina
moléculas de metoxiestradiol (Zhu and Conney, 1998). En tejidos periféricos, E, es
principalmente hidroxilado en dos sitios especificos. La hidroxilacion en el carbono 2, catalizada
por la enzima citocromo p450, isoforma 1A1 (CYP1A1l), genera 2-hidroxiestradiol (20HE,) y la

hidroxilacion en el carbono 4, catalizada por la enzima citocromo p450, isoforma 1B1 (CYP1B1)



produce 4-hidroxiestradiol (4OHE,) (Dawling et al., 2004). Posteriormente, COMT genera 2-
metoxiestradiol (2ME,) a partir de 20HE; y 4-metoxiestradiol (4ME,) a partir de 4OHE; (Figura
1).
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Figura 1: Conversion secuencial de Estradiol a 2-4-hidroxiestradiol y luego a 2-4-
metoxiestradiol. Estradiol es metabolizado a 20HE, y 40HE; por la accion de CYP1Al y
CYP1BL1 respectivamente, para posteriormente ser convertidos a 2ME, y 4ME; por la enzima
COMT. La oxidaciéon de un electron de 20HE, 6 40HE; por la enzima NADPH-cP450
reductasa (POR) genera hidroxiestradiol semiquinonas (-SQ) e hidroxiestradiol quinonas (-Q),
una reaccién acompariada por la liberacion de una molécula de oxigeno (Oy), la cual luego se
transforma en el anion superoxido (O2) por reacciones de oxido-reduccion. O, es una de las
especies reactivas de oxigeno con mayor actividad citotdxica.



2.6 Hidroxiestradioles y metoxiestradioles son metabolitos de estradiol con actividad

bioldgica

En los ultimos afios se ha demostrado que los hidroxiestradioles y metoxiestradioles no son
moléculas inactivas y que una alterada produccion intracelular de estos metabolitos de estradiol
estaria asociada con algunas enfermedades, incluyendo cancer y preeclampsia (Parada-
Bustamante et al., 2013). En relacion a los hidroxiestradioles, estudios in vitro e in vivo indican
que estos metabolitos de estradiol pueden actuar como agentes que promueven el desarrollo de
diferentes tipos de cancer, ya que un aumento intracelular de hidroxiestradioles llevan a su
conversion a compuestos llamados hidroxiestradiol semi-quinonas y luego a hidroxiestradiol
quinonas (una molécula de hidroxiestradiol con dos moléculas de oxigeno unidas por doble
enlace en dos carbonos diferentes del anillo aromatico, Figura 1). Las moléculas de
hidroxiestradiol quinonas son capaces de reaccionar directamente con la molécula de DNA
formando aductos depurinantes (una conexién directa entre una molécula de hidroxiestradiol
quinona y una molécula de ADN), interaccion que potencialmente induce mutaciones genéticas
durante el proceso de replicacion de DNA que pueden gatillar proliferacion celular descontrolada
(Cavalieri et al., 2000). Por otra parte, durante la transformacion de hidroxiestradiol semi-
quinonas a hidroxiestradiol quinonas se producen especies reactivas de oxigeno (Figura 1), las
cuales pueden inducir profundas alteraciones en el funcionamiento celular y en algunos casos
inducir muerte celular por procesos apoptéticos (Hurh et al., 2004, Kato et al., 2008, Zhang et al.,
2011a, Lambert et al., 2004).

En relacion a los metoxiestradioles, las propiedades anti-cancerigenas que poseen algunos de
ellos (principalmente 2ME;) han convertido a estos metabolitos de estradiol en uno de los mas
estudiados en los dltimos afios. 2ME, es capaz de inducir la muerte celular de células
cancerigenas de ovario (Kato et al., 2008) y de neuroblastomas de origen humano (Zhang et al.,
2011a) a través de mecanismos que aumentan los niveles intracelulares de diferentes especies
reactivas de oxigeno (EROs). Ademas, 2ME; es capaz de inducir la muerte celular en diferentes
tipos celulares a través de procesos apoptdticos mediados por la activacion de proteinas caspasas
(Hurh et al., 2004, Kato et al., 2008, Zhang et al., 2011a, Lambert et al., 2004). Aunque menos
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estudiado, 4ME, también es capaz de inducir muerte celular por un aumento en las EROs
(Markides et al., 1998, Chen et al., 2008)

Aln cuando la mayoria de los estudios han estado centrados en los efectos anti-cancerigenos de
los metoxiestradioles, en los Gltimos afios se ha propuesto que un incremento intracelular de estos
metabolitos también puede estar asociado con condiciones patoldgicas tales como el arresto
folicular observado en mujeres con sindrome de ovario poliquistico (Salih et al., 2008a), en
alteraciones en la maduracion ovocitaria (Eichenlaub-Ritter et al., 2007) y en el desarrollo
embrionario temprano (Lattanzi et al., 2003).

2.7 Posible relacion de una alterada produccién de hidroxiestradiol y metoxiestradiol con

infertilidad masculina.

Diversos grupos de investigadores han determinado que el testiculo de diversos mamiferos
expresan los mMRNA que codifican para las enzimas CYP1A1 (Nishimura et al., 2003, Choudhary
et al., 2003, Revel et al., 2001) y CYP1B1 (Sutter et al., 1994, Shimada et al., 1996, Nishimura et
al., 2003, Leung et al., 2009, Deb et al., 2010), ademas de determinar la expresion a nivel
proteico de COMT, al menos en la rata (Schendzielorz et al., 2011) y en el raton (Overbye and
Seglen, 2009). A pesar de que no se han determinado los niveles intratesticulares de estos
metabolitos de estradiol, la expresion de CYP1AL, CYP1B1 y COMT en este Grgano sugiere que

los hidroxiestradioles y metoxiestradioles se producen normalmente a nivel intratesticular.

AUn cuando no se conocen los posibles efectos fisiologicos que pueden ejercer estos metabolitos
a nivel intratesticular, estudios recientes indican en forma indirecta que una alterada produccion
intratesticular de hidroxiestradioles y/o metoxiestradioles estaria involucrado en la etiologia de la
infertilidad masculina (Parada-Bustamante et al., 2013) ya que ciertos toxicos medioambientales
que provocan dafio testicular inducen la expresion intratesticular de la enzima CYP1A1 (Liang et

al., 2012), mientras que 20HE, y 40HE, administrados en forma sistémica a ratas, inducen
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marcadas alteraciones morfoldgicas en las células germinales testiculares (Seegers et al., 1991) y
también disminuyen la viabilidad de espermatozoides humanos in vitro (Bennetts et al., 2008).

En nuestro laboratorio hemos determinado que las enzimas CYP1Al, CYP1B1 y COMT se
expresan a nivel proteico en el testiculo humano (Vargas et al., 2012) y que la expresién de la
enzima CYPL1AL parece estar incrementada en pacientes con falla espermatogénica primaria
(Molina et al., 2013) Sin embargo no se ha determinado la expresion proteica ni la localizacion
de estas enzimas en el testiculo de murinos. Por otro lado, datos recientes obtenidos también en
nuestro laboratorio indican que altas concentraciones de 20HE; y 2ME; disminuyen la viabilidad
de células de Sertoli in vitro (Molina et al., 2012), siendo este el primer estudio que muestra un
efecto deletéreo de estos metabolitos de estradiol en las células testiculares somaticas. En este
ultimo estudio determinamos ademas que los efectos ejercidos por 20HE, y 2ME; sobre las
células de Sertoli son independientes del receptor de estradiol; sin embargo, sélo los efectos de
20HE; serian mediados por un aumento intracelular de las especies reactivas de oxigeno y por la

activacion de procesos apoptéticos dependientes de caspasas (Molina et al., 2012)

Aln cuando el correcto funcionamiento de las células de Leydig es esencial para un proceso
espermatogénico exitoso, ningun estudio ha evaluado el posible efecto toxico que podrian ejercer

hidroxiestradioles y metoxiestradioles sobre este tipo celular.
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

A pesar de que una alterada conversion de estradiol a hidroxiestradioles y metoxiestradioles
puede estar relacionada a la etiologia de la infertilidad y a la importancia de las células de Leydig
en el proceso de la espermatogenesis, ningun estudio ha determinado si estos metabolitos de
estradiol se producirian en este tipo celular y si estos ejercerian efectos deletéreos directos sobre
las células de Leydig. Por esta razon, en este trabajo de tesis evaluamos si las enzimas que
producen hidroxiestradioles y metoxiestradioles se expresan en las células de Leydig de raton
adulto y en la linea celular TM3. Ademas evaluamos los efectos de 20HE,, 40HE,, 2ME; y
4ME; sobre la viabilidad de células de Leydig en cultivo, utilizando como modelo experimental

la linea celular TM3.
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3.1 Hipdtesis.

Hidroxiestradioles y/o metoxiestradioles afectan negativamente la viabilidad de las células de

Leydig.

3.2 Objetivo General.

Determinar si las enzimas que generan hidroxiestradioles (20HE, y 40HE;) y metoxiestradioles
(2ME; y 4ME;) se expresan en las células de Leydig de murinos y evaluar el efecto de estos

metabolitos de estradiol sobre la viabilidad de las células de Leydig.

3.3 Objetivos Especificos.

1) Analizar la expresion de las enzimas CYP1A1, CYP1B1 y COMT en el testiculo de raton y en

las células TM3.
2) Evaluar los efectos de 20HE;, 40HE;,, 2ME; y 4ME; sobre la viabilidad de las células TM3.

3) Determinar los posibles mecanismos por los cuales hidroxiestradioles y metoxiestradioles

disminuyen la viabilidad de las células TM3.
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4. METODOLOGIA.

4.1 Dependencias.

El presente trabajo de titulo se llevd a cabo en la Unidad de Andrologia Molecular y
Reproductiva del Instituto de Investigaciones Materno Infantil de la Universidad de Chile,

ubicado en el Hospital Clinico San Borja Arriaran, en la ciudad de Santiago.

4.2 Cultivo celular.

La linea celular de Leydig TM3 fue adquirida en la empresa Estadounidense American Type
Culture Collection (ATCC) y cultivadas de acuerdo a las indicaciones de esta empresa, con
pequefias modificaciones. Brevemente, las células se mantuvieron en medio Dulbecco’s Modified
Eagle y Hamm’s F12 (DMEM/F12; 1:1 vol/vol), el cual fue suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) y con un 1% de una solucion compuesta de antibidticos y antimicoticos. Todos los
reactivos indicados se obtuvieron de la Empresa Gibco (Life technologies corp. NY, EEUU). Las
células se cultivaron a 37°C, con 5% de CO; y condicién de humedad atmosférica en estufa de

cultivo celular.

Una vez alcanzado un 70-80% de confluencia, las células fueron sub-cultivadas en placas de
cultivo celular de distintos didmetros, dependiendo de las necesidades de los experimentos. 24
horas antes de los tratamientos, las células fueron privadas de SFB para eliminar la presencia de
factores de crecimiento presentes en este suplemento, cuya presencia podria llevar a
interpretaciones erroneas de los reales efectos inducidos por los metabolitos de estradiol aqui

evaluados.
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4.3 Drogas y metabolitos de estradiol.

El antagonista del receptor de estrégenos ICI 182780 fue adquirido en Tocris Biosciences
(Ellisville, EEUU), mientras que el antioxidante N-Acetilcisteina (NAC) fue adquirido en Sigma-
Aldrich (Seelze, Alemania)

Los metabolitos de estradiol 40OHE;,, 2ME,, y 4ME; fueron adquiridos en la empresa Steraloids
(Rhode Island, EEUU), mientras que 20HE; fue adquirido en Sigma Aldrich (Seelze, Alemania)

4.4 Ensayo de MTS.

Para este ensayo se sub-cultivaron 10000 células TM3 por pocillo (diametro de 8 mm), en placas
de cultivo celular de 96 pocillos. 24 horas después de la privacion de SFB, las células fueron
tratadas con diferentes concentraciones de 20HE,, 40HE, 2ME, y 4ME, (0,001 - 0,01 - 0,1 - 1,0
- 10,0 - 20,0 uM) o con el vehiculo en el cual se encuentran disueltos estos metabolitos de
estradiol (alcohol etilico 0.001%). En otro set de experimentos, las células fueron tratadas con
2ME; (20 uM), 4ME; (20 uM) o 20HE; (10-20 uM) y en forma concomitante con 1C1182780
(10 uM) o N-Acetilcisteina (3 mM).

24 horas post-tratamientos, se determiné la viabilidad celular usando el kit comercial CellTiter
96 AQueous One Solution Assay (Promega, Madison, WI EEUU). En este kit, el reactivo MTS
(3-(4,5-dimetil-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium), es bioreducido
por las células viables a un producto colorimétrico llamado Formazan, siendo la cantidad de

producto formado directamente proporcional al nimero de células viables en el cultivo.

Brevemente, el ensayo consiste en agregar directamente el reactivo MTS al medio de cultivo,
luego incubar las células en estufa de cultivo durante 30-40 minutos, para finalmente cuantificar
la formacion de Formazan, utilizando un lector de Elisa (BioRad, Hércules, CA, EEUU),

calibrado a una longitud de onda de 490 nm.
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La viabilidad celular en la seccion resultados se representd en relacion a la viabilidad celular
observada en el grupo de células controles (viabilidad igual al 100%), las cuales se trataron con el

vehiculo en el cual estan preparados los metabolitos (etanol 0.001%).

Todos los experimentos de viabilidad celular se realizaron cuatro veces (N=4), cada uno de ellos

en triplicado o cuadruplicado.

4.5 Ensayo de TUNEL.

Para este ensayo se sembraron 20000 células sobre cubreobjetos de 12 mm de didmetro
previamente autoclavados y silanizados. Los cubreobjetos fueron luego incubados en placas de
cultivo celular de 12 pocillos con 2ME; (20 uM), 4ME; (20 puM), 20HE; (10-20 pM) o vehiculo
(0,001% etanol). 24 horas posterior al tratamiento, se realizaron dos lavados en buffer fosfato
salino (PBS) frio, para luego fijar las células por una hora en formalina. Posteriormente, las
celulas se permeabilizaron con el detergente Triton X-100 (Winckler, Santiago, Chile) disuelto en
buffer citrato de sodio, concentracion 10 mM, pH 6.0 (Winckler, Santiago, Chile).

Para evaluar la degradacién del DNA, las células fueron incubadas con nucle6tidos marcados con
un fluoroforo y la enzima terminal deoxinucleotidil transferasa suministrados en el kit comercial
"In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein™ (Roche,Mannheim, Alemania) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, para luego realizar una contra-tincion de nucleos con yoduro de
propidio por 30 segundos. Finalmente las muestras se montaron con el medio de montaje para
fluorescencia VECTASHIELD (Vector Laboratories Inc. CA, EEUU) para su posterior analisis

mediante microscopia de fluorescencia.

Como control positivo de la técnica, previo a realizar el ensayo de TUNEL un grupo de células
fueron tratadas con DNasa | libre de RNasa (Omega Bio-tek, inc. Norcross GA EEUU) durante
15 minutos a 28°C.
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El porcentaje de células TUNEL positivas (con su DNA degradado) en relacion al total de células
observadas fue determinado analizando 16 fotografias (4 fotografias por experimento) de células
tratadas con 20HE; (10-20 uM), 2ME; (20 uM), 4ME; (20 uM) o vehiculo (etanol 0.001%), las
cuales fueron capturadas a través de un microscopio de fluorescencia Olympus, modelo BX-51TF

(Olympus Optical Co. CA, EEUU), acoplado a la cdmara Cool-Snap-promedia-Cybernetics.

4.6 Extraccién de proteinas totales y Western-blot

Para evaluar la expresion de las proteinas CYP1AL, CYP1B1 y COMT en el testiculo de raton
adulto a través de la técnica de western blot, se utilizaron muestras de testiculo obtenidos de
animales de tres meses de edad de la cepa C57BL/6J, los cuales fueron gentilmente donados por
el Dr. Ricardo Moreno Mauro de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile. Los testiculos fueron macerados y las proteinas totales se extrajeron utilizando
buffer RIPA [120 mM NACI, 10mM Tris (pH 6.8), 1% NP-40, 0.1% SDS, 1% deoxicolato de
sodio], suplementado con un coctel de inhibidor de proteasas (Roche Molecular Biochemical,
Mannheim, Alemania).

Para evaluar la escision de caspasa 3 y de PARP-1 inducida por los metabolitos de estradiol en
las células TM3, un total de 200000 células se sembraron en placas de 60mm, las cuales se
trataron con 20HE; (10-20 uM), 2ME; (20 uM), 4ME; (20 uM) o vehiculo (etanol 0.001%)
durante 24 horas. Posterior a este tiempo de incubacion, se recuperaron los extractos de las
células adheridas y no adheridas. Para esto, se recuperd y centrifug6 el medio de cultivo (células
no adheridas), para luego realizar 2 lavados con PBS 1X a las células adheridas y adicionarles
20ul de buffer de lisis [50 mM buffer HEPES (pH 7.5), 150mM NaCl, 1.5mM MgCl,, 1mM
EGTA, 10% glicerol, 1% Triton X-100], suplementado con un cActel de inhibidor de proteasas
(Roche Molecular Biochemical, Mannheim, Alemania). El extracto celular obtenido de las

células adheridas y no adheridas fue posteriormente almacenado en un mismo tubo.
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Posteriormente, los extractos celulares (testiculo total y TM3 total) fueron traspasados a tubos
plasticos de 1.6 mL, para luego sonicar las muestras 2 veces por 2 segundos cada vez,
centrifugarlas a 4°C a 10000 RPM por 10 minutos y finalmente recuperar el sobrenadante, el cual

fue transferido a tubos rotulados que fueron almacenados a -20°C hasta su utilizacion.

Las proteinas totales obtenidas fueron cuantificadas usando el método de Bradford (Bradford,
1976) el cual utiliza la reaccién colorimétrica generada por la interaccion del colorante azul de
coomassie G-250 con los aminoacidos que conforman las proteinas (principalmente arginina,
lisina e histidina). Para este ensayo, 1 pl de muestra se mezcld con 9 pL de agua destilada y con
200 pl de reactivo de Bradford 1X, para luego medir la absorbancia de esta mezcla a una
longitud de onda de 595 nm en lector de ELISA (BioRad, Hércules, CA, EEUU). Para conocer la
concentracion proteica de las muestras (ug/ul), los valores de absorbancia obtenidos de cada
muestra se extrapolaron a la curva estandar realizada, la cual se generd usando concentraciones

conocidas de la proteina albumina de suero de bovino (BSA) (Thermo Scientific, MA, EEUU).

Para la separacion por peso molecular de las proteinas totales a través de western blot se utilizé el
sistema Miniprotean Tetra Cell (BioRad, Hércules, CA, EEUU). Para esto, 20 ug de proteinas se
denaturaron en buffer de carga [50 mM Tris-HCI (pH 6.8), 100 mM DTT, 2% SDS, 0.1% Azul
de Bromofenol (p/v), 10% glicerol (v/v)] a 95°C por 4 minutos, y luego fueron separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida, el cual contenia el detergente SDS (sistema SDS-PAGE).
La concentracién de poliacrilamida vari6 en cada caso, dependiendo del peso molecular de las
proteinas a analizar (Tabla 1).

La separacion electroforética se realizo utilizando Tris 25 mmoles/L, glicina 192 mmoles/L y
SDS 0,1% (p/v) como buffer de corrida, para luego aplicar una corriente eléctrica constante de 80
V por 180 minutos. Luego, las proteinas resueltas en el gel fueron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa (BioRad, Hercules, CA, EEUU) utilizando un buffer de transferencia compuesto
por: Tris 25 mmoles/L, glicina 192 mmoles/L, metanol 20% (v/v) y aplicando corriente constante
de 100 V por 60 minutos en hielo. A continuacién, se comprobé la transferencia usando el
colorante rojo Ponceau (0.1% Ponceau S en 5% é&cido Acético (p/v)), para posteriormente

bloquear las posibles uniones inespecificas, incubando la membrana durante una hora en solucion
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de bloqueo compuesto por buffer TBS-T (200 mM de Tris-HCI [pH 7.6], 1.37M de NaCl y
0.01% [v/v] de Tween-20) y leche libre de grasa a una concentracion final de 5% (p/v).

Posteriormente, la membrana se incubd con los distintos anticuerpos primarios disueltos en buffer
de bloqueo toda la noche a 4°C en las concentraciones indicadas en la tabla 1. Al término de la
incubacion, la membrana se lavé con buffer TBS-T 3 veces por 5 minutos para posteriormente
incubarla con el anticuerpo secundario respectivo conjugado a peroxidasa de rabano picante
(tablal) por 1 hora a temperatura ambiente. El revelado de la reaccion se realizé utilizando el kit
Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, MA EEUU) de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. La quimioluminiscencia obtenida fue registrada con el equipo
Discovery 10gD (Ultralum, Claremont, CA, EE.UU.) mediante el software Ultraquant (version
6.0.0.344) y la semi-cuantificacion proteica se realizd obteniendo la densidad Optica de las
bandas obtenidas mediante el programa Image J (pixeles).

La cuantificacion proteica de Caspasa 3 escindida se normalizé en relacién a la expresion de la
enzima gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH), mientras que la concentracion de

PARP escindida se normalizo en relacion a la proteina PARP no escindida.
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Tabla 1. Anticuerpos y condiciones utilizadas para ensayos de western blot.

Proteina Numero de Catalogo Dilucion Concentracion gel
(Peso molecular) (Fabricante) utilizada poliacrilamida
Caspasa 3
L 9661 1:200 15%
escindida ) )
(Cell Signaling)
(17-19 kDa)
PARP 9542 1:500 10%
(116-89 kDa) (Cell Signaling)
CyplAl H-70: sc-20772 1:200 12%
(56 kDa) (Santa Cruz Biotechnology)
Cyp1B1 A-15: sc-31666
(55kDa) (Santa Cruz Biotechnology) 1:100 12%
comT AB 5873
(25- 30kDa) (Chemicon International) 1:5000 10%
Anti igG de conejo 31460 1:5000
(Thermo Scientific)
Anti IgG de cabra 305-066-008, Lot 46712 1:1250

(Jackson ImmunoResearch)
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4.7 Inmunohistoquimica.

Para evaluar la localizacion de las enzimas CYP1A1, CYP1B1 y COMT en testiculo de ratdn
adulto a través de inmunohistoguimica, se obtuvieron muestras de animales de tres meses de
edad, proporcionadas gentilmente por el doctor Ricardo Moreno Mauro de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad Catélica de Chile. Los testiculos fueron
extraidos, fijados en medio Bouin y luego incluidos en parafina para realizar cortes en micrétomo
a 8 um de espesor. Los cortes fueron montados en portaobjetos silanizados y posteriormente

secados en estufa a 37°C.

Una vez obtenidos los cortes y montados sobre los portaobjetos, éstos fueron desparafinados
incubandolos durante 30 minutos a 50 -70°C y luego realizando 3 lavados con Xilol de 5 minutos
cada uno. A continuacion, se realizé una rehidratacion progresiva de los cortes con una bateria de
alcoholes, incubandolas durante 5 minutos con concentraciones decrecientes de etanol (100, 95,
90, 85, 70 y 50% respectivamente). La exposicion antigénica se realizé utilizando el sistema
Antigen Retriever 2100 (Aptum Biologics Ltd. Reino Unido) incubando los cortes en buffer
citrato de sodio 0.01M (pH 6.0) por un lapso de 20 minutos a una temperatura de 121°C.
Posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS 1X por 5 minutos y luego se procedi6 al bloqueo
de la actividad de peroxidasas enddgenas incubando las muestras en una solucion de peroxido de
hidrogeno (H20,) 30%, diluido en metanol en una proporcién 1:9 por 15 minutos. El bloqueo de
las uniones inespecificas se realizé incubando las muestras con 200 pl de una solucion PBS/BSA
2% (p/v) por 30 minutos y luego con una solucion de blogueo provista por el kit Histostain SP
Broad Spectrum (HRP) (Invitrogen, CA, EEUU).

Luego, las muestras se incubaron durante 1 hora con los distintos anticuerpos primarios utilizados
en este trabajo de tesis, cuyas especificaciones y concentraciones utilizadas se muestran en la
tabla 2. Al finalizar este tiempo de incubacion, las muestras se lavaron 3 veces con PBS 1x y
luego se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado suministrado por el kit SP Broad
Spectrum (HRP) para el caso de las enzimas CYP1Al y COMT, o con el anticuerpo secundario
biotinilado anti-IgG de cabra (Jackson ImmunoResearch Laboratories, EEUU), para el caso de

CYP1BL1. Las muestras fueron a continuacion incubadas con peroxidasa de rabano picante (HRP)
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acoplada a la proteina avidina por 10 minutos, para luego obtener la reaccién colorimétrica
utilizando el kit ZYMED, DAB-Plus Substrate (Life technologies corp. NY, EEUU), segln
indicaciones del fabricante. Las muestras se contratifieron con hematoxilina no diluida (Merck
Ltd, Alemania), se deshidrataron sumergiéndolas en concentraciones crecientes de etanol (95% y

100%) y posteriormente en xilol por periodos de 2 minutos.

Finalmente, las muestras se montaron con el medio ClearMount™ (Invitrogen, Paisley. Reino
Unido) y las imagenes de las inmunohistoquimicas fueron adquiridas a través de un microscopio
Olympus, modelo BX-51TF (Olympus Optical Co. CA, EEUU), acoplado a la cdmara Cool-

Snap-promedia-Cybernetics.



Tabla 2. Anticuerpos y condiciones utilizadas para ensayos de inmunohistoquimica.

Proteina
(Peso molecular)

Numero de Catalogo Dilucion
(Fabricante)

CyplAl
(56 kDa)

CyplBl1
(55kDa)

COMT
(25- 30kDa)

Anti igG
de conejo

Anti igG
de cabra

H-70: sc-20772 1:50
(Santa Cruz Biotechnology)

A-15: sc-31666

(Santa Cruz Biotechnology) 1:250
AB 5873
(Chemicon International) 1:500
95-9943 —

(kit Histostain SP Broad Spectrum)

305-066-008, Lot 46712 1:500
(Jackson ImmunoResearch)

23
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4.8 Analisis estadistico

Para determinar si habian diferencias estadisticas entre los distintos grupos analizados. se utilizé
el programa computacional GraphPad Prism 4.0. Se utiliz6 el test no paramétrico de Kruskal-

Wallis, seguido de test de Dunns, considerando un P< 0.05 como estadisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1 Estandarizacion condiciones éptimas de cultivo células TMS3.

El uso de las células TM3 en el laboratorio de andrologia molecular del IDIMI comenzé con el
desarrollo de esta tesis. Por esta razon, el primer objetivo de este trabajo fue estandarizar las

condiciones dptimas de crecimiento y cultivo de esta linea celular.

La empresa ATCC, distribuidora de las células TM3, recomendaba que el medio de cultivo
DMEM:F12 fuera suplementado con 5% de SFB y 2.5% de suero de caballo; sin embargo,
determinamos que este tipo celular crecia en forma optima cuando el medio de cultivo fue
suplementado sélo con SFB al 10%. Una foto representativa de células TM3 crecidas bajo estas

Gltimas condiciones se muestra en la figura 2.

Figura 2. Imagen representativa de células TM3 en cultivo.
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5.2 Expresion de CYP1A1, CYP1B1y COMT en testiculo de ratén y en células TM3

Debido a que ningln estudio habia determinado la expresion a nivel proteico ni la localizacién de
las enzimas CYP1Al y CYP1B1 en el testiculo de murinos y solo un estudio previo habia
mostrado la expresion de COMT, pero no su localizacion; en este trabajo de tesis exploramos si
las enzimas encargadas de producir estos metabolitos de estradiol se expresaban en el testiculo de
ratones adultos utilizando las técnicas de western blot e inmunohistoquimica. Ademas,

determinamos si las células TM3 expresaban estas enzimas en condiciones basales.

Establecimos que COMT se expresa a nivel proteico tanto en testiculo de raton adulto como en
las células TM3, siendo en ambos casos la isoforma M-COMT mucho méas abundante que la
isoforma S-COMT (Figura 3), un patrén previamente observado en el testiculo humano. En
relacion a la localizacion de esta enzima en el testiculo de ratdn, determinamos que se expresa

principalmente en las células de Leydig y en la zona apical del tabulo seminifero (Figura 5)

En relacion a CYP1Al y CYP1B1, determinamos que ambas enzimas se expresan a nivel
proteico en el testiculo de raton y en las células TM3 (Figura 4). En relacion a su localizacion en
el testiculo de raton, CYP1AL1 fue principalmente inmunodetectada en las células de Leydig y en
menor grado en las células de Sertoli, mientras que CYP1B1 fue detectada principalmente en las

células de Leydig y en la zona basal del tabulo seminifero (Figura 5).

Estos resultados indican que CYP1A1l, CYP1B1 y COMT se expresan en el testiculo de raton
adulto y principalmente en las células de Leydig, mientras que las células TM3 también expresan

estas tres enzimas en condiciones basales.
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A.

Testiculo ™3
Humano

M-COMT (30 KDa) w—p-
S-COMT (24 KDa) ol

Testiculo TM3
Raton

M-COMT (30 KDB) —-  S——
S-COMT (24 KDa) w—- .

Figura 3. Expresion de la enzima COMT en la linea celular TM3 y en el testiculo de raton.
(A) fotografia representativa de un western blot realizado para detectar COMT en el testiculo
humano y en la linea celular TM3. (B) fotografia representativa de un western blot realizado

para detectar COMT en el testiculo de ratén y en la linea celular TM3. Se puede observar en
ambos casos la expresion de las isoformas de membrana (M-COMT) y la soluble (S-COMT).

Testiculo TM3
Raton

CYPIAT (~55KD?) s s
CYP1B1 (~55KDa) mmmmmlipe- & & (-

Figura 4. Expresion de las enzimas CYP1Al y CYP1B1 en extracto celular de testiculo de
raton y en un extracto proteico de células TM3 en condiciones basales.
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Figura 5. Expresion y localizacion de las enzimas CYP1A1, CYP1B1 y COMT en el testiculo de
raton. Las flechas negras indican el principal sitio de inmunodeteccién (color marrén) de cada
una de las proteinas estudiadas. Se muestra ademas el control negativo de la técnica, donde se
omitié la incubacién con el anticuerpo primario. Todas las muestras fueron contratefiidas con
hematoxilina (marca azul)
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5.3 Efecto de metabolitos de estradiol sobre la viabilidad de células TM3.

Para determinar los posibles efectos deletéreos de hidroxiestradioles y metoxiestradioles sobre las
células TM3, éstas se incubaron con distintas concentraciones de 20HE,, 2ME,, 40HE; y 4ME;
(rango de 100nM - 20uM) durante 24 horas para posteriormente realizar el ensayo de MTS. El
efecto de la incubacion con los distintos metabolitos de estradiol sobre la viabilidad celular esta
representada en relacion a la viabilidad observada en el grupo de células controles (viabilidad
igual al 100%), las cuales se trataron con el vehiculo en el cual estan preparados los metabolitos
(etanol 0.001%). (Figura 6)

Determinamos que la viabilidad de las células TM3 tratadas con 20uM de 2ME; y 4ME, fue
significativamente menor en comparacion a las células tratadas con vehiculo (64.9 + 4.6% y 67.6
+ 6.2 respectivamente). De forma interesante, determinamos que 20HE, también disminuyo
significativamente la viabilidad de las células TM3 a las concentraciones de 10 y 20 uM (43.0 +
2.8% y 24.5 £ 2.6% respectivamente), siendo el efecto ejercido por este metabolito mucho mas
marcado que el generado por 2ME; y 4ME;

Finalmente, determinamos que 40HE; no alter¢ significativamente la viabilidad de las celulas

TM3 a ninguna de las concentraciones estudiadas (p> 0.05, test de Dunns).
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Figura 6. Efecto de los metabolitos de estradiol sobre la viabilidad de las células TM3. Las
células fueron incubadas con 20HE; (A), 40HE; (B), 2ME; (C) y 4ME, (D) por 24 horas a las
dosis indicadas. Los valores son expresados como el promedio * error estandar de un total de 4
experimentos. Cada experimento fue realizado en cuadruplicado. * = p<0.05 en relacién al
vehiculo, Test de Dunns.



31

5.4 20HE,, 2ME; y 4AME, inducen fragmentacion del DNA en células TM3.

Para determinar si la disminucion de la viabilidad celular observada en las células tratadas con
20HE,, 2ME; y 40HE; se debia a la activacion de mecanismos que inducen muerte celular, mas
que a una inhibicion de la proliferacion celular, evaluamos la tasa de fragmentacion del DNA en

células TM3 tratadas con estos metabolitos de estradiol.

La figura 7 muestra fotografias representativas de células TM3 posterior al ensayo de TUNEL,
las cuales fueron previamente tratadas con 2ME; (20uM), 4AME2 (20uM), 20HE2 (10 y 20uM) o
vehiculo durante 24 horas. En estas fotografias se muestran los nucleos del total de células
presentes en el campo de observacion (fluorescencia roja), las células con su DNA fragmentado
(fluorescencia verde) y la superposicion de ambas imagenes (MERGE, fluorescencia naranjo-

amarillo).

En la figura 8 se muestra la cuantificacion de las células con DNA fragmentado (fluorescencia
verde) en relacion al total de células observadas en cada campo visual (fluorescencia roja). En
esta se observa que el porcentaje de células TUNEL positivas en el grupo de células tratadas con
20HE; 10uM (92.77 + 4.19), 20HE; 20uM (86.55 * 7.59), 2ME; 20uM (40.34 + 10.93) y 4ME;
20uM (42.85 £ 10.71), fue significativamente mayor al porcentaje de células TUNEL positivas
observadas en el grupo vehiculo (1.89 + 0.53). De forma interesante, el grupo de células tratadas
con 20HE; fue el que mostro el mayor porcentaje de células TUNEL positivas, lo que concuerda
con la observacién de que este metabolito fue el que disminuy6é en forma mas dramatica la

viabilidad de las células TM3, evaluada a través del ensayo MTS.
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NUCLEO TUNEL (+)

Vehiculo

2ME,
20uM

4ME,
20uM

20HE,
10puM

20HE,
20uM

Figura 7. Fotografias representativas del ensayo de TUNEL en células TM3 tratadas con
vehiculo y los distintos metabolitos de estradiol que inducen muerte celular o su vehiculo.
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Figura 8. Porcentaje de células TM3 TUNEL positivas, 24 horas posteriores al tratamiento con
los distintos metabolitos de estradiol que inducen muerte celular, o su vehiculo. Los valores son
expresados como porcentaje =+ error estandar (N=4). Cada experimento fue realizado en
duplicado, *= p<0.05 en relacion el grupo vehiculo, Test de Dunns.
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5.5 Participacion de activacion de procesos apoptoticos en la muerte celular inducida por
ZOHEZY 2ME2 Yy AME;

Para evaluar si la fragmentacion del DNA inducida por 2ME,, 4ME, y 20HE; es mediada por la
activacion de procesos apoptdéticos dependientes de caspasas, células TM3 se trataron con 2ME;
(20uM) 4ME; (20uM), 20HE; (10 y 20 uM) o vehiculo durante 24 horas, para luego detectar la

presencia de la proteina Caspasa 3 en su forma escindida.

La Figura 9 muestra que los niveles proteicos de caspasa 3 escindida en el grupo de células
tratadas con 20HE, 10 uM y 2ME, 20 puM son significativamente mayores a los niveles
observados en el grupo control (4.69 + 0.58 y 3.16 £ 0.37 respectivamente, p<0.05, Test de
Dunns), mientras que los niveles de esta proteina en los grupos tratados con 20HE; 20 uM y
4ME; 20 uM no son estadisticamente diferentes a los encontrados en el grupo control (p>0.05,
Test de Dunns).

Para determinar si la via por la cual 2ME,, 4ME; y 20HE; inducen la fragmentacion del DNA en
células TM3 es mediada ademas por la escicion de la proteina PARP, células TM3 se trataron con
2ME; (20uM) 4ME; (20uM), 20HE; (10 y 20uM) o vehiculo durante 24 horas, para luego

detectar la presencia de la proteina PARP-1 en su forma escindida y no escindida.

La Figura 10 muestra que los niveles proteicos de PARP-1 escindida (en relacion a los niveles
proteicos de PARP-1 no escindida) en el grupo de células tratadas con 20HE, 10 uM son
significativamente mayores a los niveles observados en el grupo control (1.6 £ 0.22 versus 0.2 +
0.02 p<0.05, Test de Dunns), mientras que la razén PARP-1 escindida/PARP-1 no escindida en
los grupos tratados con 2ME; 20 uM, 4ME; 20 uM y 20HE; 20 uM no fueron estadisticamente

diferentes a los encontrados en el grupo control (p>0.05, Test de Dunns).
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Figura 9. Fotografia representativa del ensayo de western blot para la deteccion de caspasa 3 en
su forma escindida en células tratadas con los distintos metabolitos de estradiol o su vehiculo (A);
se muestra ademas los niveles proteicos de GAPDH en los distintos tratamientos, los cuales
fueron usados para realizar semicuantificacion de la concentracion proteica de caspasa 3
escindida. Cuantificacion relacion caspasa 3/GAPDH en extractos proteicos de células TM3
tratadas por 24 horas con los metabolitos de estradiol indicados o su vehiculo (B); Los valores
son expresados como la media + error estandar (N=5). *= p<0.05 en relacidon al grupo vehiculo,
Test de Dunns.
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Figura 10. Fotografia representativa de un western blot para la deteccion de PARP-1 en su forma
escindida y no-escindida en células tratadas con los distintos metabolitos de estradiol o su
vehiculo (A). Cuantificacion relacion PARP-1 escindida/PARP-1 no-escindida en extractos
proteicos de células TM3 tratadas por 24 horas con los metabolitos de estradiol indicados o su
vehiculo (B); Los valores son expresados como la media + error estandar (N=5). * = p<0.05 en
relacién al grupo vehiculo, Test de Dunns.
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5.6 Evaluacion de la participacion del receptor de estrogenos y de un incremento del estrés
oxidativo en la disminucion de la viabilidad celular inducida por 20HE,, 2ME; y 4AME,

Participacion del receptor de estrogenos. Dado que la linea celular TM3 expresa el Receptor
de estrogenos a (Yoshida et al., 2007) y que algunos efectos de 20HE, y 2ME; son mediados por
el receptor de estrogenos (RE) (Jobe et al., 2010, Parada-Bustamante et al., 2010), evaluamos si
los efectos de 20HE;, 2ME; y 4ME; sobre la viabilidad en las células TM3 eran mediados por el
RE utilizando ICI 182780, un antagonista especifico de este receptor (Figura 11).

En relacion a los metoxiestradioles, 2ME, y 4ME, a la dosis de 20 uM disminuyeron
significativamente la viabilidad celular en comparacion a las células tratadas con el vehiculo
(7759 £ 2.44 y 81.82 + 2.58% respectivamente, p<0.05, Test de Dunns), mientras que esta
diferencia en relacion al grupo control se mantuvo cuando estos metabolitos se co-incubaron con
IC1182780 (2ME; + ICI1=81.39 + 4.25; AME,+ICI= 69.98 + 3.39; p<0.05, Test de Dunns)

En relacion a 20HE,, este metabolito disminuy6 significativamente la viabilidad de las células
TM3 en relacion al grupo vehiculo a las dosis de 10 y 20 uM (63.66 + 2.0 y 59.59 + 2.48%
respectivamente, p<0.05, Test de Dunns). Estas diferencias estadisticas en relacién al grupo
control se mantuvieron cuando 20HE; a las dosis de 10 y 20 uM se co-incub6 con 1C1187280
(72.48 £ 2.07% y 89.13 + 3.88, respectivamente; p<0.05, Test de Dunns).

De forma interesante, el analisis estadistico entre los grupos 20HE; 20 uM versus 20HE; 20 uM
+ 1C1182780 mostro diferencias estadisticamente significativas entre ellos (59.59 + 2.48% versus
89.13 + 3.88; p<0.05, Test de Dunns), indicando que ICI1182780 bloquea parcialmente el efecto
deletéreo de 20HE; 20 uM.
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Figura 11. Efecto de un antagonista del receptor de estrogenos (IC1182780) sobre la viabilidad
de células TM3 tratadas por 24 horas con 20HE; 10 uM (A), 20HE; 20uM (B), 2ME; 20uM (C)
y 4ME; 20uM (D). Los datos son presentados como porcentaje + error estandar de un total de 5
ensayos realizados en triplicado. * = P<0.05 en comparacion al grupo vehiculo, # = P<0.05 entre
grupo 20HE; y 20HE; + ICI; test de Dunns.
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Participacion de un aumento en el estrés Oxidativo. Para determinar si la muerte celular
inducida por 20HE,, 2ME, y 4ME, era mediada por un aumento en el estrés oxidativo de las
células, determinamos el efecto del antioxidante N-Acetilcisteina (NAC), sobre la disminucién de

la viabilidad celular inducida por estos tres metabolitos (Figura 12).

2ME; y 4ME; a las dosis de 20uM disminuyeron significativamente la viabilidad celular en
comparacion a las células tratadas con el vehiculo (78.21 + 2.62 y 82.94 + 2.06 respectivamente,
p<0.05, Test de Dunns), al igual que 20HE; a las concentraciones de 10 y 20 uM (52.63 £ 4.17 y
44.05 + 4.19 respectivamente, p<0.05, Test de Dunns). La co-incubacion con NAC no revirtio el
efecto deletéreo de 2ME; 20 uM (82.38 * 2.51), 4ME; 20uM (85.92 + 1.97), ni tampoco el efecto
de 20HE; 10 y 20uM (67.65 + 3.62 y 56.56 + 3.07 respectivamente). El antioxidante por si solo

no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad celular.
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Figura 12. Efecto del antioxidante N-Acetilcisteina (NAC) sobre la viabilidad de células TM3
tratadas por 24 horas con 20HE; 10 uM (A) , 20HE; 20uM (B), 2ME; 20uM (C) y 4ME; 20uM
(D) . Los datos son presentados como la media = el error estandar de un total de 5 ensayos
realizados en triplicado. * = P<0.05 en comparacion al grupo vehiculo; test de Dunn’s
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6. DISCUSION

Testosterona es una hormona clave para un correcto proceso espermatogénico, ejerciendo sus
acciones principalmente en las células de Sertoli y en las células germinales. Las célula de
Leydig es la principal fuente de testosterona en el hombre (Ge et al., 2009), por lo cual una
alteracion en la viabilidad y/o funcionamiento de las células de Leydig, podria estar asociado con
una falla espermatogénica primaria. Por otro lado, diferentes estudios han postulado que una
alterada produccion de hidroxiestradioles y metoxiestradioles a nivel intratesticular estaria
relacionado con infertilidad masculina, ya que altas concentraciones de algunos de estos
metabolitos disminuyen la viabilidad de espermatozoides humanos y de células de Sertoli in
vitro; sin embargo, hasta ahora ningin estudio ha determinado el efecto de estos metabolitos de
estradiol sobre las células de Leydig. Con estos antecedentes, este trabajo de tesis se centro en
determinar el efecto de hidroxiestradioles y metoxiestradioles sobre la viabilidad celular de

células de Leydig aisladas, utilizando como modelo de estudio la linea celular TM3.

6.1 Expresion de CYP1A1, CYP1B1y COMT en testiculo de raton adulto y en células TM3.

Previamente determinamos que las enzimas CYP1Al, CYP1B1 y COMT se expresan en las
células somaticas del testiculo humano (Vargas et al., 2012). En las células de Leydig de los
hombres con espermatogénesis conservada, se expresan principalmente las enzimas CYP1B1 y
COMT, mientras que la enzima CYP1A1 fue s6lo débilmente detectada (Vargas et al., 2012). El
primer paso de este trabajo de tesis fue determinar si las enzimas que participan en la produccion
de hidroxiestradioles y metoxiestradioles se expresan en el testiculo de raton y si éstas presentan
un patron similar de expresion al detectado en el testiculo humano. Ademas evaluamos por
western blot el patron de expresion de estas enzimas en la linea celular TM3 para evaluar si
conservaban el patron de expresion observado en el testiculo de ratdn intacto y de esta manera
validar su utilizacion como modelo para evaluar los efectos de hidroxiestradioles y

metoxiestradioles sobre las células de Leydig.
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Determinamos por western blot que las enzimas CYP1A1, CYP1B1 y COMT se expresan en el
testiculo de raton; indicando que al igual que el testiculo humano, el testiculo de raton tendria la
capacidad de generar hidroxiestradioles y metoxiestradioles. En el caso de COMT, establecimos
que la expresion de la isoforma M-COMT es mucho mayor que el de la isoforma S-COMT, un
patron similar al observado en el testiculo humano (Vargas et al., 2012). En relacion a la
localizacion de estas enzimas al interior del testiculo, todas las enzimas presentaron una fuerte
inmunodeteccion en las células de Leydig, mientras que COMT también presentd una fuerte
inmunodeteccion en la zona luminal de las células de Sertoli. En comparacién a la expresion de
estas enzimas en el testiculo humano, las principales diferencias radican en la mayor expresion de
CYP1ALl en las células de Leydig, ya que las células de Leydig del testiculo de ratdbn muestran
una fuerte inmunoreactividad para esta enzimas, mientras que las células de Leydig del testiculo
humano casi no expresan CYP1AL, siendo esta enzima s6lo detectada a bajos niveles en la zona
basal de las células de Sertoli. En relacion a COMT, esta enzima fue principalmente
inmunodetectada a lo largo de todo el citoplasma de las células de Sertoli en el humano, mientras
que en testiculo de raton, ésta enzima fue principalmente inmunodetectada en la zona apical de

las células de Sertoli.

En relacion a la expresion de CYP1AL, CYP1B1 y COMT en las células TM3, determinamos a
través de western blot que las tres enzimas se expresan en este tipo celular, conservando el patrén
de expresion observado en las células de Leydig de testiculo de raton intacto. Este resultado
indicaria  que las células TM3 serian un buen modelo para evaluar los efectos de
hidroxiestradioles y metoxiestradioles sobre las células de Leydig, ya que al menos conservan el
patron de expresion de las enzimas que los producen; sin embargo, para determinar en forma
inequivoca de que estas células son un buen modelo para este tipo de estudios, se debe determinar
si los efectos de hidroxiestradioles y metoxiestradioles observados sobre este tipo celular son los
mismos que los observados en cultivos primarios de células de Leydig de raton, una

comprobacion que por razones de tiempo y logisticos no se realizo6 en este trabajo de tesis.
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6.2 Viabilidad celular

En este trabajo de tesis determinamos que altas concentraciones de 20HE; (10 y 20 uM), 2ME;
(20 uM) y 4ME; (20 puM) generan una disminucion significativa de la viabilidad en células TM3.
Estos resultados son similares a los efectos que ejercen hidroxiestradioles y metoxiestradioles
sobre la viabilidad de las células de Sertoli obtenidos en nuestro laboratorio (Molina et al., 2012);
donde determinamos que 20HE; y 2ME;, a una concentracion de 20 pM disminuyeron la
viabilidad de este tipo celular. Estos resultados, junto a los obtenidos por Bennetts y
colaboradores (2008), quienes determinaron que altas concentraciones de 20HE, disminuye la
viabilidad de espermatozoides humanos in vitro, indicando que un aumento en las
concentraciones intratesticulares de algunos hidroxiestradioles y  metoxiestradioles,
principalmente de 20HE,, generarian efectos deletéreos sobre la fisiologia testicular, afectando

tanto a las células de Sertoli, a las de Leydig y a los espermatozoides.

Uno de los resultados mas interesantes de este trabajo de tesis fue el hecho que 2ME; disminuyd
significativamente la viabilidad de las células TM3. De acuerdo a la literatura, 2ME; tiene la
capacidad de disminuir la viabilidad de células tumorales, pero no de células no-tumorales
(Arbiser et al., 1999, Dubey et al., 2002, Fotsis et al., 1994, Lakhani et al., 2003, Zhu and
Conney, 1998), con lo cual la disminucion en la viabilidad de las células TM3, una linea no-
tumoral de acuerdo a los investigadores que la caracterizaron (Mather, 1980) fue inesperado, al
igual que este metabolito haya disminuido la viabilidad de las células de Sertoli, de acuerdo a un
estudio previo realizado en nuestro laboratorio (Molina et al., 2012). Estos resultados, en
conjunto con el hecho que altas concentraciones de 2ME, afectarian negativamente la fisiologia
ovarica (Salih et al., 2008b), indicarian que un aumento inusual en las concentraciones de 2ME;

podria estar relacionado a disfunciones en la génada masculina y femenina.
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Por otro lado, debido a que 40HE; altera la morfologia de los tubulos seminiferos en la rata
cuando este fue administrado en forma sistémica (Seegers et al., 1991), pero no altera la
viabilidad de espermatozoides humanos in vitro (Bennetts et al., 2008) ni la viabilidad de las
células de Sertoli aisladas (Molina et al., 2012) ni de las células de Leydig aisladas como se
determind en esta tesis, un aumento en los niveles sistémicos, pero no en los niveles
intratesticulares de este metabolito de estradiol afectaria la fisiologia testicular, posiblemente
afectando el eje hipotalamo-hipofisis-testiculo; sin embargo esta hipdtesis deber adn ser

dilucidada

Las concentraciones de 20HE,, 2ME,, y 4ME; que disminuyen la viabilidad de las células TM3
pueden considerarse farmacoldgicas, ya que los niveles intratesticulares de estradiol, la hormona
que origina estos metabolitos, sélo alcanzan concentraciones nanomolares (Roth et al., 2010). Sin
embargo, es importante considerar que las concentraciones intratesticulares de estos metabolitos
de estradiol en hombres sanos e infértiles ain no han sido determinados y que los efectos
deletéreos de altas concentraciones de hidroxiestradioles y metoxiestradioles sobre las células de
Leydig evaluados en esta tesis, al igual que los efectos deletéreos observados sobre las células de
Sertoli (Molina et al., 2012) y espermatozoides (Bennetts et al., 2008) fueron sélo evaluados a
cortos tiempos de exposicién a estos metabolitos. En relacion a este Gltimo punto, seria
importante evaluar la viabilidad de las células de Leydig cuando estas son incubadas con
concentraciones mas bajas de estos metabolitos de estradiol, pero por un mayor tiempo de

exposicién. Por razones de tiempo, este experimento no se realiz6 durante este trabajo de tesis.

Debido a que el ensayo de MTS utilizado en este trabajo de tesis tiene la limitante experimental
de ser un ensayo que no distingue si una disminucion en la viabilidad celular se debe a una menor
tasa de proliferacion celular o a un aumento en la tasa de muerte celular, evaluamos si la
disminucion de la viabilidad de células TM3 inducida por 20HE,, 2ME,, y 4ME, observada a

través del ensayo MTS se debia a un aumento de la tasa de muerte celular, utilizando el ensayo de
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TUNEL. Determinamos que el nimero de células TUNEL positivas en los grupos de celulas
tratadas con 20HE,, 2ME,, y 4ME; a las dosis que disminuyen la viabilidad de este tipo celular
segun el ensayo de MTS, fue significativamente mayor al nimero de células TUNEL positivas
encontradas en el grupo de células control, confirmando que estos metabolitos inducen muerte
celular mas que una disminucién en la tasa de proliferacion de estas células. Determinamos
ademés que los porcentajes de células TUNEL positivas en los grupos de células tratados con
20HE; fueron maés altos que los encontrados en los grupos tratados con 2ME;, y 4ME,, lo que es
concordante a los resultados obtenidos a través del ensayo de MTS, donde 20HE; indujo una
mayor disminucion de la viabilidad celular en comparacion a 2ME, y 4ME,. Finalmente, este
seria el segundo trabajo en reportar que 4ME; ejerce efectos deletéreos en un tipo celular. Sélo
(Chang et al., 2012) habian previamente determinado que este metabolito de estradiol aumenta la

tasa de muerte de células de cancer renal.

Uno de las vias que inducen muerte celular induciendo la fragmentacion del DNA es la apoptosis.
Esta via de muerte celular es principalmente mediada por la activacion de las proteinas Ilamadas
caspasas, aungue en los Gltimos afios se ha descrito la activacion de mecanismos apoptoticos
independientes de caspasas (Thayyullathil et al., 2013). En relacion a la apoptosis dependiente de
caspasas, la activacion de las llamadas caspasas iniciadoras (caspasa 8 y 9) resulta en la escision
y activacién de las caspasas efectoras (caspasa 3, 6 y 7), las cuales son las responsables de la
proteodlisis selectiva y limitada de multiples proteinas celulares implicadas en el morfologia y
cambios bioquimicos asociados con la apoptosis (Crawford and Wells, 2011). Debido a que
varios estudios previos han demostrado que algunos hidroxiestradioles y metoxiestradioles
inducen muerte de diversos tipos celulares activando vias apopt6ticas dependientes de caspasas
(Kato et al., 2008, Zhang et al., 2011a), en este trabajo de tesis evaluamos si 20HE,, 2ME,, y
4AME; inducen la escision de caspasa 3, un indicador directo de la activacion de esta via (Elinos-
Baez et al., 2003, Nunez et al., 1998, Salvesen and Riedl, 2008).
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Nuestros resultados sugieren que 20HE; 10 uM y 2ME; 20 uM, pero no 20HE; 20 uM ni 4ME,
20 M, inducen la muerte de las células TM3 a través de la activacion de procesos apoptéticos
dependientes de caspasas, ya que 24 horas posterior al tratamiento con los distintos metabolitos
de estradiol que inducen muerte celular, sélo los niveles proteicos de caspasa 3 escindida en los
grupos de células tratados con 20HE; 10 uM y 2ME; 20 uM, fueron significativamente mayores
a los niveles observados en el grupo control. El hecho que 20HE; a la dosis de 10 uM aumente
significativamente los niveles de caspasa 3 escindida, pero que una dosis mayor (20 uM) fue un
resultado inesperado. Proponemos que 20HE, a la dosis de 20 uM también activaria vias
apoptdticas dependientes de caspasa 3, pero que ésta activacion podria alcanzar su méaximo nivel
previo a las 24 horas de exposicion a este metabolito, tiempo al cual se evalud la escision de
caspasa 3. Esta idea estaria apoyada por el hecho que el grupo de células TM3 tratadas durante 24
horas con 20HE, 20 uM durante 24 horas presentaban un alto nimero de células muertas en
suspension y las que se encontraban aun adheridas presentaban una morfologia anormal (datos no
mostrados). Para determinar si 20HE; induce la escision de caspasa 3 antes de las 24 horas de
exposicion, es necesario evaluar los niveles de caspasa 3 a distintos tiempos posterior a la
incubacion con 20HE,, un experimento que no se realizo en este trabajo de tesis por problemas

de tiempo.

En relacion a 4ME;, nuestros resultados indicarian que este metabolito de estradiol no induciria
degradacion del DNA de las células TM3 a través de mecanismos apoptéticos dependientes de
caspasas, ya que este metabolito no induce la escisién de caspasa 3; sin embargo, al igual que en
el caso anterior, se debe evaluar los niveles de caspasa 3 escindida a tiempos menores de 24 horas

para completamente descartar esta posibilidad.

Uno de los blancos rio abajo de la activacion de vias apoptéticas dependientes de caspasas es la
escision de la enzima poliADP- ribosa 1 (PARP-1) (Kaufmann et al., 1993), la cual en
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condiciones fisioldgicas tiene como funcion principal la reparacion del DNA. En este trabajo de
tesis evaluamos si 20HE,, 2ME, y 4ME; inducen la escision de PARP-1 en las células TM3.

Los niveles de PARP-1 escindida fueron significativamente mayores en el grupo de células
tratadas con 20HE; 10 pM, en comparacion a los niveles encontrados en el grupo de células
control. Estos resultados, en conjunto a los obtenidos con caspasa 3, indican que 20HE; 10 uM
induce la activacion de vias apoptoticas dependientes de caspasas en las células TM3, las cuales
tienen como uno de sus blancos la escision de PARP-1. En relacion a 20HE, 20 uM, este
metabolito no indujo en forma significativa la escision de PARP-1. Sin embargo, por las razones
indicadas anteriormente, es necesario determinar si 20HE;, a esta dosis induce la escision de

PARP-1 a menores tiempos de incubacion.

2ME; no indujo en forma significativa la escision de PARP-1. Debido a que 2ME; induce en
forma significativa la escisién de caspasa 3, pero no la escision de PARP-1, postulamos que
2ME; induce la activacion de vias apoptéticas dependientes de caspasas en las células TM3, las
cuales no finalizan en la escision de PARP-1, a diferencia de lo observado en células de cancer de
mama (Fukui and Zhu, 2009) y cérvico-uterino (Chatterjee et al., 2008) humanas donde 2ME;
activa vias apoptdticas dependientes de caspasas que finalizan en la escision de PARP-1.
Finalmente, 4ME; no indujo un aumento significativo de PARP-1 escindida, lo cual concuerda
con el hecho de que 4ME; no induzca la escision de caspasa 3. Los mecanismos por los cuales
AME, disminuye la viabilidad de las células TM3 aln deben ser dilucidados; sin embargo, con
los resultados obtenidos en este trabajo de tesis podriamos descartar que 4ME; induce la muerte

de las células TM3 a través de mecanismos apoptéticos dependientes de caspasas.

En este trabajo de tesis nos propusimos ademas profundizar en los mecanismos por los cuales

20HE,, 2ME,, y 4ME; disminuyen la viabilidad de las células de Leydig. Se ha determinado que
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la linea celular TM3 expresa el receptor de estrogeno (RE) a (Yoshida et al., 2007) y que algunos
efectos biologicos de 20HE, y 2ME,, son mediados por el receptor de estrogenos (RE)
(Barchiesi et al., 2002, Parada-Bustamante et al., 2007, Parada-Bustamante et al., 2010). Nuestros
resultados demuestran que la disminucion en la viabilidad de las células TM3 inducida por
20HE; 10 uM, 2ME; 20 uM y 4ME, 20 uM es independiente de su unién al RE, ya que sus
efectos no fueron bloqueados por ICI1182780, uno de los antagonistas del receptor de estrégeno
mas usado en investigacion (Barchiesi et al., 2002, Lehmann et al., 2008, Russo et al., 2003).
Estos resultados concuerdan con el hecho que 20HE; y 2ME; tiene una baja afinidad por el RE
(Martucci and Fishman, 1976, Martucci and Fishman, 1977) y que 20HE; y 2ME; inducen
muerte de las células de Sertoli a través de mecanismos independientes del RE (Molina et al.,
2012) . De forma interesante, determinamos que la viabilidad del grupo de células tratadas con
20HE; 20 uM mas IC1182780 fue significativamente mayor a la viabilidad del grupo de células
tratadas sélo con 20HE, 20 uM, pero que es significativamente menor en comparacion al grupo
control. Este resultado indicaria que 20HE; 10 uM disminuye la viabilidad de las células TM3
activando mecanismos independientes del receptor de estradiol, mientras que 20HE; 20 puM
disminuiria la viabilidad de las células de Leydig activando mecanismos dependientes e

independientes del receptor de estradiol, sin embargo esta hipotesis ain deber ser dilucidada.

Se ha determinado que los mecanismos por los cuales 20HE;, 2ME,, y 4ME; inducen la muerte
de algunos tipos celulares involucran un aumento del estrés oxidativo. Por ejemplo, 20HE;
induce una disminucion en la viabilidad celular por un mecanismo que involucra especies
reactivas del oxigeno en espermatozoides humanos (Bennetts et al., 2008) y en células de Sertoli
aisladas (Molina et al., 2012) , el mismo mecanismo por el cual 2ME, y 4ME, disminuyen la
viabilidad de neuroblastomas (Zhang et al., 2011a) y células epiteliales del pulmén (Cheng et al.,
2007) respectivamente. En este trabajo de tesis determinamos que 20HE;, 2ME,, y 4ME; no
disminuyen la viabilidad de las células de Leydig induciendo un estrés oxidativo en este tipo
celular, ya que la co-incubacion de estos metabolitos con N-Acetilcisteina (NAC), un poderoso

anti-oxidante que bloquea el efecto deletéreo que ejercen estos metabolitos en diferentes tipos
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celulares (Hurh et al., 2004, Molina et al., 2012) no bloqueoé el efecto deletéreo que estos ejercen
sobre las células de Leydig.

El hecho que 20HE; no disminuye la viabilidad de las células de Leydig a través de un aumento
del estrés oxidativo fue un resultado inesperado, ya que este metabolito disminuye la viabilidad
de espermatozoides humanos y de células de Sertoli in vitro incrementando las especies reactivas
del oxigeno en estos tipos celulares (Molina et al., 2012, Bennetts et al., 2008). Mas aun, en
nuestro laboratorio determinamos previamente que la dosis de NAC utilizada en este trabajo fue
capaz de inhibir el efecto deletéreo que ejerce 20HE; 20 uM sobre las células de Sertoli (Molina
et al, 2012). Los posibles mecanismos por los cuales 20HE, disminuyen la viabilidad de las
células de Leydig puede involucrar regulacion en la actividad de proteinas quinasas involucradas
en el ciclo celular y/o la activacion de vias de muerte celular, un fendmeno ejercido por estos
metabolitos en células de cancer endometrial (Gong et al., 2011); sin embargo, si estos
mecanismos estan involucrados en la disminucion de la viabilidad de las células de Leydig

inducido por 20HE; aun debe ser dilucidado.
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7. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis indican que hidroxiestradioles y
metoxiestradioles se producirian normalmente en el testiculo de murinos y principalmente a nivel
de células de Leydig. Sin embargo, altas concentraciones de 20HE2, 2ME2, y 4ME2
disminuyen significativamente la viabilidad de las células de Leydig in vitro a través de
diferentes mecanismos. Estos resultados, en conjunto a los previos obtenidos en nuestro
laboratorio confirmarian que un aumento en las concentraciones intratesticulares de estos
metabolitos afectarian negativamente la fisiologia testicular. Adn cuando los resultados de esta

tesis son claros, estos deben ser validados utilizando cultivos primarios de células de Leydig.
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