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Resumen

Diversos estudios han demostrado que la sintesis de hormonas esteroideas ocurre en diferentes 6rganos y
tejidos ademds de las gdnadas, tales como glandulas adrenales, cerebro, intestino, piel, tejido adiposo y
hueso. En los ultimos 30 afios, se ha evidenciado también la presencia de enzimas esteroidogénicas en
células del sistema inmune, tales como linfocitos, macréfagos y basofilos de individuos sanos de ambos
sexos y diferentes edades. Sin embargo, hay discrepancias respecto a cudles son las enzimas presentes en
cada subpoblacion celular, y las vias esteroidogénicas activas. En situaciones patoldgicas, la produccion local
de estrogenos por parte de las células del sistema inmune ha sido implicada en la patogénesis del cancer de
mama y en artritis reumatoidea.

La Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) es la leucemia mas comun en nuestra sociedad, afectando
principalmente a varones mayores (relacion hombre:mujer 1,9:1), con una edad media de diagndstico de 70
afios, aunque a veces puede iniciar en edades mas tempranas (30 - 40 afios). Se caracteriza por la
proliferacion y acumulacion clonal de células B maduras CDS5 positivas en sangre, médula dsea, nddulos
linfaticos y bazo. Dada la mayor incidencia y peor prondstico de la enfermedad en varones respecto a las
mujeres, algunos autores han estudiado el posible rol de las hormonas sexuales en la LLC. Ademads, se ha
observado la presencia de receptores de estrogenos y androgenos en células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) de individuos sanos, asi como la presencia del receptor de estrogenos en CMSP de
individuos con LLC. Sin embargo, no hay estudios respecto a la sintesis de hormonas esteroideas dentro de
las células mononucleares de pacientes con la enfermedad.

En las ultimas 3 décadas, ha cobrado importancia el rol de las modificaciones epigenéticas en la oncogénesis.
Los cambios epigenéticos alteran los patrones de expresion génica sin modificar la secuencia de ADN, y lo
hacen principalmente a través de tres mecanismos diferentes: metilacion del ADN, modificaciones de las
histonas y miARN. Hay un creciente interés en estudiar las modificaciones epigenéticas en leucemia para
encontrar nuevos biomarcadores de deteccion temprana de la patologia, diagndstico, prondstico, y para
predecir la respuesta al tratamiento. Ademads, el hecho de que las alteraciones epigenéticas sean reversibles
hace que éstas sean una diana de interés para nuevos tratamientos. En los ultimos afios, el metiloma de la
LLC ha sido ampliamente estudiado. Se ha visto que, en general, el ADN de pacientes con esta enfermedad
esta hipometilado, y que ésta condicion se asocio a procesos claves en la patogénesis de LL.C. Ademas, se ha
evidenciado que ciertos genes asociados a un prondstico mas favorable estaban hipermetilados.

Es por eso que el objetivo de nuestro trabajo fue estudiar la via de la esteroidogénesis en células
mononucleares de individuos normales y de pacientes con LLC, relacionarla con la expresion de
interleuquinas, y evaluar la regulacion de la via por mecanismos epigenéticos o mediante el uso de
promotores alternativos.

Determinamos que las CMSP expresan muchas de las enzimas que se requieren para la sintesis de esteroides,
reforzando la idea de que estas células podrian tener mecanismos de accion no tradicionales. La expresion

del ARNm de varias enzimas asociadas al metabolismo de la testosterona se encontro disminuida en CMSP



de pacientes con LLC, tales como 50-R 1, 50-R 3, 30-HSD 3, 17B-HSD 1 y 178-HSD 5. A su vez, los
resultados obtenidos en ensayos de cultivo celular realizados in vitro parecen indicar que en las CMSP de
individuos sanos, la testosterona actuaria como regulador positivo de la expresion génica de la 50-R 1 ya que
el agregado exdgeno de esta hormona estimula la expresion de ARN mensajero de la enzima. Esto no ocurre
en individuos con LLC, sugiriendo que la via androgénica no estaria activa, posiblemente debido a una
disfuncion o ausencia de receptores de androgenos en las CMSP de estos pacientes. También observamos
que la mayoria de las citoquinas analizadas presentan una menor expresion de ARNm en las células
mononucleares de pacientes con LLC, y que en la patologia aparecen asociaciones entre citoquinas y
enzimas cuya funcion ain no es clara, la cual seria un tema de investigacion a estudiar en el futuro. Por
ultimo, evidenciamos alteraciones en los estados de metilacion de las regiones promotoras de 178-HSD 1,
178-HSD 5 y 5a0-R 1 en la patologia, que en el caso de mujeres con LLC, podria estar asociado con una
menor expresion de la proteina. Estos resultados muestran que la via de sintesis de esteroides, principalmente

la androgénica, podria ser de elevada importancia para mantener el normal funcionamiento de CMSP.



Abstract

Several studies have established that steroid hormone synthesis occurs in organs and tissues besides the
traditional ones (gonads), such as adrenal glands, brain, intestine, skin, fat and bone. Over the past 30 years,
studies have shown that various steroidogenic enzymes are present in cells of the immune system, such as
lymphocytes, macrophages and basophils of healthy individuals of both sexes and of different ages.
However, there are still contradictory results regarding what enzymes, and which steroidogenic pathways, are
active in each cell. In pathological situations, local production of estrogens from tissue-resident immune cells
has been implicated in the pathogenesis of breast cancer and rheumatoid arthritis.

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is the most common form of leukemia in our society, affecting
mainly adult males (1,9:1 male/female ratio), with a median age of diagnosis of 70 years, although it could
present itself much early (30 - 40 years of age). It is characterized by proliferation and clonal accumulation
of mature, CD5 positive B cells in blood, bone marrow, lymph nodes and spleen. Given the higher incidence
and worse disease prognosis in males, some authors have studied the possible role of sex steroids in CLL.
Furthermore, the presence of androgen and estrogen receptors has been established in mononuclear cells of
healthy individuals, as well as the estrogen receptor in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of
individuals with CLL. However, there are no studies available regarding sex steroid synthesis in
mononuclear cells of patients with the disease.

In the last three decades, new evidence has emerged on how epigenetic alterations play a relevant role in
oncogenesis. Epigenetic changes alter the patterns of gene expression without changing the DNA sequence,
and they do so mainly by three different mechanisms: DNA methylation, histone modifications and miRNA.
Epigenetic modifications in leukemia are studied with the goal of finding biomarkers for early disease
detection, diagnosis, prognosis and prediction of treatment response. Furthermore, the reversible capacity of
epigenetic alterations is of great interest as potential targets for therapeutic approaches. CLL methylome has
been studied thoroughly. Generally, DNA from patients with this disease is hypomethylated, and this
condition was linked to regions markedly involved in CLL pathogenesis. It was also noticed that certain
genes associated with a more favorable prognosis displayed a hypermethylated status.

This is why the aim of our work was to study sex steroid synthesis in mononuclear cells of healthy
individuals and with CLL, associate it with interleukin expression and evaluate possible regulatory
mechanisms due to epigenetic modifications or by the use of alternative promoters.

In our work, we established that PBMCs express many steroidogenic enzymes, providing evidence that these
cells could have non-traditional mechanisms of action. We also noticed diminished mRNA expression in
CLL patients of several enzymes associated with testosterone metabolism, such as 50-R 1, 50-R 3, 30-HSD
3, 17B-HSD 1 y 17B-HSD 5. Furthermore, results obtained from cultured cells appear to indicate that in
healthy PBMCs, testosterone could act as a positive regulator of 5Sa-R 1 gene expression, given that after
adding the hormone to the cultured cells, we noticed an increment in 50-R 1 messenger RNA expression.

The same does not occur in CLL patients, and this could imply that the androgen pathway is not active, and
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also that androgen receptor expression could be absent, or its function could be altered in these individuals.
We also noticed that the majority of the cytokines studied evidence lower mRNA expression in CLL tumor
environment, and that in this disease, mRNA expression of certain cytokines seems to be associated to
mRNA expression of some steroidogenic enzymes, although the reason for these associations is unclear and
of interest. Lastly, we noticed that promoter regions of 17B-HSD 1, 5 and 5a-R 1 showed modifications in
their methylation status in CLL, and in female patients with this disease, alterations of the 5a-R 1 promoter
could be associated with lower protein expression. These results show that steroidogenic pathways, mainly

androgenic, might be of critical importance for correct functioning of PBMCs.

11



INTRODUCCION

12



Introduccion

1.  Esteroidogénesis

La esteroidogénesis es el proceso mediante el cual el colesterol es convertido a hormonas esteroideas
biologicamente activas (W. L. Miller & Auchus, 2011). Esto ocurre a través de una via clasica de sintesis,
principalmente en las goénadas, quienes son la mayor fuente de esteroides (Fig. 1), y en las glandulas
suprarrenales, productoras fundamentalmente de glucocorticoides y mineralocorticoides, y en menor

proporcion de esteroides (Antoniou-Tsigkos A, Zapanti E, s. f.; Van, 2013).

Colesterol

P450scc
+StAR 3a-HSD

1A/ | 5a-R | (red)

Pregnenolona Progesterona —— Dihidroprogesterona ———— Alopregnanolona

\A/ (red) 17-OH

17-hidroxipregnenolona > —— > Alopregnanolona

—_—
l

Yy

5a - Pregnan
17a-o0l-3,20-diona

| s s

17-hidroxiprogesterona ———

P450aro
DHEA » Androstenediona —— > Estrona Androsterona
l 17B-HSD3/5 [17B-HSD1 ITl [17B-HSD3/5 | l 17B-HSD1
-E!:HE: P450aro
Androstenediol » Testosterona » Estradiol
17B-HSD3/5
5a-R | 3a-HSD
(ox)
. —————— 3 Androstanediol
Dihidrotestosterona
17B-HSD6

Figura 1. Vias de sintesis de esteroides. La via clésica se indica con las flechas negras, y la via alternativa de sintesis de
andrégenos se indica con las flechas azules. P450scc: citocromo P450 de escision de la cadena lateral; StAR: proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda; P450c17: citocromo P450 17a-hidroxilasa/c17,20-liasa; 3B3-HSD:
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A5-A4-isomerasa; 178-HSD: 17f-hidroxiesteroide deshidrogenasa; P450aro:
aromatasa; 5a-R: 5 a reductasa; 3a-HSD: 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa. DHEA: dehidroepiandrosterona, red:
reduccion; ox: oxidacion. Figura modificada de Miller & Auchus (2019).

Sin embargo, actualmente se sabe que ademas del modelo endocrino tradicional que establece que los
esteroides se producen en las gonadas, la sintesis de estas hormonas ocurre en diversos 6rganos y tejidos mas
alld de los tradicionales, los llamados periféricos, de manera intracrina. La intracrinologia reconoce la
capacidad de cualquier tipo celular de producir y metabolizar esteroides, y por lo tanto regular la
seflalizacion de los mismos de manera autonoma (Rubinow, 2018). Los tejidos periféricos identificados
como productores de esteroides son el cerebro (Reddy, 2010), intestinos (Bouguen etal., 2015), piel
(Slominski et al., 2015), tejido adiposo (Li et al., 2015), hueso (Barakat et al., 2016) y rifion (Pagotto et al.,
2011), y en muchos de ellos esta activa una via alternativa de sintesis de androgenos (Fig. 1), la cual conduce
a la produccion de dihidrotestosterona (DHT) sin utilizar testosterona como intermediario (W. L. Miller &
Auchus, 2019; Van, 2013).

Los ésteres de colesterol LDL son endocitados a la célula a través de receptores y luego se reservan o pasan a

colesterol libre que se utiliza para la sintesis de hormonas (W. L. Miller & Auchus, 2011).
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Introduccion

1.1.  Principales enzimas involucradas en la esteroidogénesis

Las enzimas esteroidogénicas pertenecen a dos grupos: enzimas citocromo P450 e hidroxiesteroide
deshidrogenasas (HSD, Fig. 1). Las citocromo P450 pueden ser de tipo 1 (localizadas en la mitocondria), o
de tipo 2 (localizadas en reticulo endoplasmatico). L.as HSD pueden pertenecer a las aldo - ceto reductasas
(AKR) o a las reductasas / deshidrogenasas de cadena corta (SDR). Las actividades de estas enzimas estan
moduladas por modificaciones post - traduccionales y por cofactores (W. L. Miller & Auchus, 2011). Las
reacciones catalizadas por las citocromo P450 son irreversibles en condiciones fisioldgicas, mientras que las
HSD pueden ocurrir en ambas direcciones, ya sea oxidando o reduciendo los compuestos, y ello depende del

cofactor disponible (Manenda et al., 2016).

1.1.1.  Citocromo P450scc

El primer paso en la sintesis de esteroides, y también el limitante, es la conversion de colesterol a
pregnenolona por la enzima P450scc (citocromo P450 de escision de la cadena lateral, del inglés scc, side
chain cleavage). Esta enzima es codificada por una tnica copia del gen CYP11A1 (Manenda et al., 2016; W.
L. Miller & Auchus, 2011; Payne & Hales, 2004).

El proceso de conversion de colesterol a pregnenolona se realiza a través de tres reacciones quimicas
secuenciales: la hidroxilacion del colesterol en su posicion 22, la hidroxilacion del 22-hidroxicolesterol en su
posicion 20, y la ruptura del enlace C20 - C22 del 20(R), 22(R) dihidroxicolesterol, generando finalmente
pregnenolona (W. L. Miller & Auchus, 2011; Payne & Hales, 2004).

La P450scc se localiza en la membrana interna de la mitocondria, y es la Unica enzima descubierta que puede
romper los enlaces de carbono entre las posiciones 20 y 22 del colesterol (Manenda et al., 2016). Su
expresion es inducible por adenosin monofosfato ciclico (AMPc) en las zonas reticular y fascicular de las
suprarrenales, testiculo y ovario, y por el sistema de proteina quinasa (PK) C en la zona glomerular. Por otro
lado, su expresion en placenta es constitutiva. También se ha detectado actividad de esta enzima en el cerebro

(W. L. Miller & Auchus, 2011).

1.1.2.  Proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda
La proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR del inglés, Steroidogenic Acute Regulatory
protein) es codificada por el gen STAR, y es la responsable de enviar colesterol desde la membrana externa
de la mitocondria hacia la interna, donde es sustrato de la citocromo P450scc (W. L. Miller & Auchus, 2011).
Numerosas evidencias sugieren que esta proteina también seria limitante en la sintesis de esteroides,
participando en el control agudo de la esteroidogénesis (Selvaraj et al., 2018).
La expresion de StAR ha sido demostrada en la corteza adrenal, células de la teca y de la granulosa en
ovario, cuerpo lateo, y células de Leydig, asi como también en cerebro, corazén pulmon, piel y tejido

adiposo (Anuka et al., 2013; Selvaraj et al., 2018).
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1.1.3.  Citocromo P450c17

Esta es la citocromo P450 17A1, y esté codificada por el gen CYP17A1. Es fundamental en la produccion de
andrégenos y estrogenos (Manenda et al., 2016). Presenta actividad 17a hidroxilasay 17,20 liasa. Cataliza la
hidroxilacion del carbono 17 de la pregnenolona para formar 17a-hidroxipregnenolona, y del C17 de la
progesterona (P4) para producir 17a-hidroxiprogesterona. Esos metabolitos luego son convertidos a
dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenediona, respectivamente, por la actividad 17, 20 liasa de esta
enzima (Yoshimoto & Auchus, 2015).

La expresion de esta enzima ha sido demostrada en células de Leydig, células de la teca, células de la
granulosa luteinizadas, zona reticular y fascicular de suprarrenales. No se encuentra en placenta humana
(Payne & Hales, 2004). También se ha detectado expresion de esta enzima en intestino (Bouguen et al.,

2015), tejido adiposo (Li et al., 2015), piel (Nikolakis et al., 2016) y areas del cerebro (Pelletier, 2010).

1.1.4. 3 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa
Las isoenzimas 3p-HSD/isomerasas son responsables de la oxidacion e isomerizacion de pregnenolona a P4,
17-hidroxipregnenolona a 17-hidroxiprogesterona (170HP), DHEA a androstenediona y androstenediol a
testosterona (Simard et al., 2005). Se localizan principalmente asociadas a la membrana mitocondrial y
microsomal (W. L. Miller & Auchus, 2011; Payne & Hales, 2004).
En seres humanos, existen dos isoenzimas, codificadas por dos genes distintos, las cuales comparten un
93,5% de su secuencia aminoacidica (W. L. Miller & Auchus, 2011). La 3B-HSD 1, codificada por el gen
3BHSDI, es la isoforma principal en placenta y tejidos periféricos como mama, higado y cerebro. La
3B-HSD 2, codificada por el gen 3BHSD2, es la isoforma principal en suprarrenales, ovario y testiculos

(Simard et al., 2005).

1.1.5. 17 beta hidroxiesteroide deshidrogenasas
Las isoenzimas de esta familia de HSD presentan caracteristicas particulares: 1) existen muchas 17p-HSD
diferentes; 2) algunas son preferentemente oxidasas, mientras que otras son principalmente reductasas; 3)
difieren en su preferencia por sustrato y sitios de expresion; 4) hay inconsistencias en cuanto a su
nomenclatura, en especial en lo que refiere a las isoenzimas de roedores; 5) algunas proteinas clasificadas
como 17B-HSD tienen poca actividad de 17B-HSD, y estan involucradas en otras reacciones (W. L. Miller &
Auchus, 2011). Actualmente se han identificado 14 subtipos de 17B-HSD en mamiferos, 13 de las cuales
estan involucradas en el metabolismo de esteroides humanos, como se muestra en la tabla 1 (Manenda et al.,
2016). En humanos, la 17B-HSD 9 pertenece al grupo de SDR que metaboliza retinol (Marchais-Oberwinkler

et al., 2011), por eso no se incluye en la clasificacion.

Tabla 1. Clasificacion de las 17 beta hidroxiesteroide deshidrogenasas.

. Preferencia de Sustrato Localizacion e er e
Tipo Gen i Localizacion tisular
cofactor especifico de la celular
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via
esteroidogénica

1 HSD17B1 NADP/NADPH Estrogenos, Citosol Placenta, ovarios,
androgenos endometrio, mama

2 HSD17B2 NAD/NADH Estrogenos, Reticulo Higado, intestino,
androgenos, endoplasmatico endometrio, placenta,
progestagenos pancreas, prostata, colon

3 HSD17B3 NADP/NADPH Estrogenos, Reticulo Testiculos, cerebro, sangre,
androgenos endoplasmatico piel, tejido adiposo

4 HSD17B4 NAD/NADH Estrogenos Peroxisomas Higado, corazén, prostata,

testiculos, pulmoén, musculo
esquelético, rifion, pancreas,
timo, ovarios, intestino,
placenta, cerebro, bazo,
colon, linfocitos

5 AKRIC3 NAD(P)/NAD(P)H Estrégenos, Citosol Préstata, mama, higado,

(HSD17BS) andrégenos, rifion, pulmoén, corazdn,
progestagenos intestino  delgado, colon,
utero, testiculos, cerebro,
musculo esquelético, tejido
adiposo
6 HSD17B6 NAD(P)/NAD(P)H Andrégenos Microsomas Higado, testiculos, pulmon,
bazo, cerebro, ovarios, rifién,
suprarrenales, prostata.

7 HSD17B7 NADP/NADPH Estrogenos, Reticulo Ovarios, utero, placenta,
androgenos, endoplasmatico higado, mama, testiculos,
progestagenos cerebro, suprarrenales,

intestino delgado, pulmon,
timo, prostata, tejido adiposo

8 HSD17B8 NAD/NADH Estrogenos, Mitocondria Prostata, placenta, rifion,
androgenos cerebro, cerebelo, corazon,

pulmoén, intestino delgado,
ovarios, testiculos,
suprarrenales, estdmago

10 HSD17B10 | NAD/NADH Estrogenos, Mitocondria Higado, intestino delgado,
androgenos, colon, rifidn, corazon,
progestagenos cerebro, placenta, pulmon,

ovarios, testiculos, bazo,
timo, prostata, globulos
blancos

11 HSD17B11 | NAD/NADH Estrogenos, Reticulo Higado, pancreas, intestino,
androgenos endoplasmatico, rifion, suprarrenales,

gotas lipidicas corazén, pulmon, testiculos,
ovarios, placenta, glandulas
sebaceas

12 HSD17B12 | NADP/NADPH Estrogenos Reticulo Corazon, musculo

endoplasmatico esquelético, higado, rifidn,

suprarrenales, testiculos,
placenta, cerebro, pancreas,
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estomago, intestino, traquea,

mama, utero, vagina

pulmén, prostata, aorta,
vejiga, bazo, piel, ovario,

13 HSD17B13 | desconocido desconocidos Reticulo Higado, médula, pulmoén,
endoplasmatico, ovarios, testiculos, rifion,
gotas lipidicas musculo esquelético,

cerebro, vejiga

andrégenos mama

14 HSD17B14 | NAD/NADH Estrogenos, Citosol Cerebro, higado, placenta,

NAD: nicotinamida adenina dinucleétido en su forma oxidada; NADH: nicotinamida adenina dinucleo6tido en su forma
reducida; NADP: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato en su forma oxidada; NADPH: nicotinamida adenina

dinucledtido fosfato en su forma reducida.

Las 17B-HSD catalizan la conversion bidireccional entre las formas activas e inactivas de hormonas
esteroideas. Estan nombradas de acuerdo a su capacidad para oxidar o reducir las funciones 17-hidroxi o
17-ceto de ciertos esteroides. Esta catélisis es dependiente de los cofactores nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD) o NAD fosfato (NADP), en sus formas oxidadas y/o reducidas (NAD(P)/NAD(P)H),
presentes en el medio, y de la localizacion celular (Lukacik et al., 2006; Manenda et al., 2016; Moeller &
Adamski, 2009).

Con la excepcion de 17B-HSD 5, la cual es miembro de la familia de las AKR, todas las 178-HSD
pertenecen a la superfamilia de SDR. En vertebrados la homologia de secuencia entre las isoenzimas es baja,
entre un 15 - 20%, y como se evidencia en la tabla 1, todas estan codificadas por genes diferentes (Moeller &

Adamski, 2009; Payne & Hales, 2004).

1.1.6.  Aromatasa
La aromatasa (P450aro) es una enzima que pertenece a la familia de los citocromos. Cataliza la conversion
de androsterona y testosterona a estrona (E1) y estradiol (E2), respectivamente, mediante reacciones que
involucran el uso de oxigeno, NADPH, y la citocromo P450 reductasa. Es codificada por el gen CYP19, el
cual presenta exones no codificantes en la posicion I, los cuales se expresan de manera especifica de tejido.
Esto conduce a que la enzima se exprese en cantidades variables en las gonadas, cerebro, tejido adiposo,
mama, piel, placenta y hueso. Si bien el primer exon interactia diferencialmente con los promotores
especificos de tejido, esto no afecta la secuencia proteica final, ni su tamafio (Manenda et al., 2016; Payne &

Hales, 2004; Simpson, 2004).

1.1.7. 5 alfa reductasa
Las 5 alfa reductasas (5a-R) tienen la capacidad de reducir los 3-oxo (3-ceto), A4,5 C 19/C21 esteroides tales
como la testosterona, P4, androstenediona, epi-testosterona, cortisol, aldosterona y desoxicorticosterona

(Azzouni et al., 2012). La funcién principal es la conversion de testosterona a DHT, un androgeno mas
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potente y con mayor afinidad por el receptor (W. L. Miller & Auchus, 2011). Atun se desconoce el rol
fisioldgico de la 5 alfa reduccion de los otros esteroides que actiian como sustratos, pero probablemente esté
asociada a su degradacion o excrecion (Azzouni et al., 2012).

Existen tres isoenzimas, 5a-R 1, 2 'y 3, codificadas por tres genes diferentes, SRD5A1, SRD5SA2 y SRD5SA3,
respectivamente. También existen otras dos proteinas que presentan la capacidad de 5 alfa reduccion: la
glicoproteina sinaptica 2 (GPSN2) y la glicoproteina sindptica 2-/ike (GPSN2L), las cuales no participan en
la sintesis de esteroides (Azzouni et al., 2012).

Las tres isoenzimas tienen expresion tisular diferencial. La 5a-R 1 se encuentra principalmente en tejidos
periféricos como piel, pulmén, cerebro, intestino, estomago, mientras que la tipo 2 se encuentra
principalmente en drganos reproductivos masculinos (W. L. Miller & Auchus, 2011). La 5a-R 3 es de

expresion ubicua, encontrandose aumentada en patologias oncologicas (Azzouni et al., 2012).

1.1.8. 3 alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Existen cuatro 30-HSD en el humano, todas miembros de la superfamilia de AKR. Presentan una homologia
de secuencia del 86%, y estdn codificadas por genes distintos: AKR1C4 (3a-HSD variante 1), AKR1C3
(30-HSD variante 2, también conocida como 17B-HSD 5), AKRIC2 (3a0-HSD variante 3) y AKRICI1
(3a-HSD variante 4) (W. L. Miller & Auchus, 2011; Penning et al., 2004).

Las cuatro variantes de la 3a-HSD se encuentran en higado, siendo la expresion de la tipo 1 casi especifica
de este drgano, aunque también se encontrd esta variante en suprarrenales y gonadas. En prostata se expresan
las variantes 2 y 3,y en la glandula mamaria s6lo la variante 2. En cerebro se encontraron las variantes 3 y 4,
y en utero la variante 4 (W. L. Miller & Auchus, 2011). Esto sugiere que probablemente la funcién principal
de la 30-HSD variante 1 sea la sintesis de acidos biliares y eliminacion de hormonas esteroideas y el resto

participe fundamentalmente en la via esteroidogénica (Penning et al., 2004).

1.2.  Regulacion de la esteroidogénesis

1.2.1.  Regulacion aguda de la esteroidogénesis
Las células que producen hormonas peptidicas almacenan las mismas en vesiculas de manera tal que estén
disponibles para su rapida liberacion. Esto no ocurre en las células que producen hormonas esteroideas. Es
por ello que una respuesta esteroidogénica rapida requiere de una igualmente rapida sintesis de esteroides de
novo (Li etal., 2015). La hormona adrenocorticotropa (ACTH), y se cree que también la hormona
luteinizante (LH), actia promoviendo el crecimiento de células esteroideas y manteniendo la maquinaria de
sintesis hormonal de tres formas (Fig. 2). 1) Promueve el crecimiento de las suprarrenales a través de la
estimulacion de los factores IGF2 (del inglés, Insulin Growth Factor 2) y EGF (del inglés, Epidermal
Growth Factor). Esto ocurre en semanas o meses. 2) A través de la via del AMPc, junto con la angiotensina a
través de la via de calcio / calmodulina, promueve la transcripcion de genes de enzimas esteroidogénicas y

proteinas asociadas. Esto ocurre en dias (Bremer & Miller, 2014). 3) Estimula rapidamente la transcripcion
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de la proteina StAR, y la fosforilacion post transcripcional de la misma, para incrementar el flujo de
colesterol de la membrana externa de la mitocondria hacia la membrana interna. Si bien existe la
esteroidogénesis independiente de StAR, los mecanismos por los cuales ésto ocurre son atn desconocidos

(Bremer & Miller, 2014; Li et al., 2015; W. L. Miller & Auchus, 2011).

T Transcripciéon StAR

ACTH @

® =L
StAR StAR T Flujo
\< colesterol

IGF2
EGF @

R AC

\ 4
| suprarente
O o

Transcripcion genes
enzimas esteroidogénicas

Figura 2. Regulacion aguda de la esteroidogénesis. La ACTH (o LH) es quien participa de este proceso, y lo hace de
tres formas. 1) Promueve el crecimiento de las suprarrenales (o goénadas para LH) a través de la estimulacion del IGF2 y
del EGF. 2) A través de la via del AMPc promueve la transcripcion de genes de enzimas esteroidogénicas y proteinas
asociadas. 3) Estimula rapidamente la transcripcion de la proteina StAR, y la fosforilacion post transcripcional de la
misma, para incrementar el flujo de colesterol de la membrana externa de la mitocondria hacia la membrana interna.
ACTH: hormona adrenocorticotropa; LH: hormona luteinizante; IGF2: insulin growth factor 2; EGF: factor de
crecimiento epidérmico; R: receptor; AC: adenilato ciclasa; AMPc: AMP ciclico; PKAI: proteina quinasa A inactiva;
PKAa: proteina quinasa A activa; StAR: proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda; P: fosforilado.

1.2.2.  Regulacion croénica de la esteroidogénesis
La regulacion cronica de la esteroidogénesis esta determinada cuantitativamente por la expresion de P450scc,
y cualitativamente por la expresion de las enzimas que siguen en la via, fundamentalmente P450c17 (Bremer
& Miller, 2014). La produccion de AMPc debida a la union de ACTH y LH a sus respectivos receptores es
necesaria pero no suficiente para mantener una expresion continua de enzimas esteroidogénicas y la
consecuente produccion de esteroides (W. L. Miller & Auchus, 2011). Se ha demostrado la presencia de
elementos de respuesta a AMPc en los genes de la mayoria de las enzimas citocromo P450 que participan en
la esteroidogénesis. Otros factores de transcripcion, como AP2 (del inglés, Activator Protein), SP1 (del
inglés, Specificity Protein), SP3, NF1C (del inglés, Nuclear Factor 1 C-Type), NR4A1 (del inglés, Nuclear
Receptor subfamily 4 group A member 1), NR4A2, GATA4 y GATAG, también participan en la regulacion de
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la transcripcion de diversos genes de enzimas esteroidogénicas, ya sea en condicion basal y como estimulada
por AMPc (Bremer & Miller, 2014). El factor de transcripcion SF1 (del inglés, Steroidogenic Factor 1)
coordina la expresion de enzimas esteroidogénicas en las suprarrenales y gonadas, pero no en cerebro y

placenta (Martinez-Arguelles & Papadopoulos, 2010; W. L. Miller & Auchus, 2011).

1.2.3.  Otros mecanismos de regulacion
Existen multiples mecanismos de regulacion post traduccional de las enzimas esteroidogénicas. Uno de ellos
es la fosforilacion / desfosforilacion de proteinas y factores de transcripcion involucrados en la via, tales
como SF1, DAX1 (del inglés, Dosage-sensitive sex reversal, Adrenal hypoplasia critical region, on
chromosome X, gene 1), CREB (del inglés, cAMP Response Element-Binding) y TORC (del inglés,
Transducer of Regulated CREB), LSH (lipasa sensible a hormonas), StAR y P450c17 (Bremer & Miller,
2014; Clark et al., 2000; G. D. Hammer et al., 1999; W. L. Miller, 2005; Shen et al., 2015).
Otro mecanismo de regulacion post traduccional es a través de las interacciones entre proteinas. Un ejemplo
de ello es la interaccion entre LSH y StAR, lo cual produciria un aumento de la actividad hidrolitica de LSH
y junto con StAR facilitarian el movimiento de gotas lipidicas hacia la mitocondria, necesarias para la
esteroidogénesis (Shen et al., 2015).
La regulacion génica de proteinas y enzimas de la via esteroidogénica también puede ocurrir a través de
mecanismos epigenéticos (Fig. 3). La epigenética se define como cambios heredables en los patrones de
expresion génica que ocurren sin que haya alteraciones en la secuencia primaria de ADN (mutaciones), con
lo cual estos cambios son reversibles. Hay tres mecanismos principales de regulacion epigenética: metilacion
del ADN, modificacion de histonas, y ARNs no codificantes (ARNnc) (Florean et al., 2011).
La metilacion del ADN es la transferencia de un grupo metilo, a través de ADN metiltransferasas (DNMTs),
al carbono 5 de una citosina que se encuentra formando parte de un dinucledtido citosina - guanina unido por
un enlace fosfodiéster (CpG) (Bird, 1986). Esas regiones enriquecidas en dinucledtidos CG, llamadas islas
CpG, tienen un tamafio un poco mayor a 200pb, con un 55% de contenido CG, y estan presentes en un 60%
de los genes, generalmente cerca de regiones promotoras, y con un promedio de CpG observado/esperado
mayor a 0.6 (Missaghian et al., 2009). Normalmente, estas islas no se encuentran metiladas en células
diferenciadas, si bien algunas (aproximadamente el 6%) pueden presentar metilacion especifica de tejido
(Florean et al., 2011). Se ha evidenciado que la metilacion del ADN conduce a la represion transcripcional.
Un mecanismo propuesto es mediante interferencia directa en la union de factores de transcripcion al ADN
(Curradi et al., 2002). Un ejemplo de ello es la metilacion de los sitios de union a CREB, AP2, MYC, E2F,
NF-kB (del inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) y ETS. Sin embargo, hay
otros factores de transcripcion que no se ven afectados por la metilacion del ADN, como CTCF y REST
(Héberlé & Bardet, 2019). Otro mecanismo de inhibicion propuesto sugiere que la metilacion del ADN atrae
proteinas que se unen especificamente a esa zona modificada, bloqueando asi el acceso de factores de
transcripcion a ese sitio. Existen diversas proteinas que son atraidas por zonas metiladas, las cuales contienen

dominios de union al ADN metilados (MBD, del inglés, Methylated-DNA Binding Domanins), y cuatro han
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sido implicadas en la represion de la transcripcion (MBD 1 a 4) (Curradi 2002). Genes asociados a la sintesis
de esteroides y que se regulan por metilacion de ADN son los de la P450aro y del factor de transcripcion SF1

(Martinez-Arguelles & Papadopoulos, 2010).
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Figura 3. Mecanismos epigenéticos de regulacion. La expresion génica puede regularse antes de la transcripcion a
través de modificaciones en las histonas o metilacion del ADN. Ambos mecanismos producen una remodelacion de la
estructura de cromatina, permitiendo que los genes estén mas o menos accesibles para los factores de transcripcion. Por
otro lado, los miARN regulan la expresion génica a nivel post transcripcional. Esta regulacion la hacen mediante la
unién a zonas complementarias de ARNm, lo que conlleva a la degradacion del mismo o a la represion de la traduccion.
ARN pol II: ARN polimerasa II; miARN: microARN; pri-miARN: miARN primario; ARNm: ARN mensajero. Figura
modificada de Rotondo et al (2021).

Las histonas son capaces de sufrir modificaciones covalentes tales como acetilacion, metilacion,
fosforilacion, sumoilacion o ubiquitinacion. Se ha visto, por ejemplo, que la uniéon de factores de
transcripcion al promotor proximal de StAR induce cambios en la estructura de la cromatina, a través de
modificaciones en los estados de metilacion y acetilacion de histonas, conduciendo a un aumento en la
transcripcion del gen (Martinez-Arguelles & Papadopoulos, 2010).

El otro mecanismo epigenético de regulacion mas conocido es la accion de los ARNnc. Los ARNnc mas
estudiados son los microARN (miARN), los cuales son ARNs enddgenos cortos, de unos 22 nucledtidos de
longitud, que regulan de manera post transcripcional la expresion de los ARNm a través de la union a
regiones 3°-UTR (del inglés, Untranslated Regions) o 5 -UTR parcialmente complementarias. Esto lleva a la
degradacion del ARNm diana, o a su inhibicion traduccional (Florean et al., 2011). Un tinico miARN puede
regular la expresion de cientos de genes diana, y un tnico gen puede ser regulado por multiples miARN

(Shen etal., 2015). Por ejemplo, se han identificado miARN que regulan la expresion del receptor de
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LH/GCh (gonadotropina corionica humana) y de enzimas esteroidogénicas de forma especifica de tejido

(Menon et al., 2013).

1.3. Efectos de los esteroides sobre células del sistema inmune

Es conocido el efecto de los esteroides sobre células del sistema inmune, tanto fenotipica como
funcionalmente, regulando la inmunidad adaptativa e innata. Los androgenos y estrogenos regulan la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis de células inmunes, asi como también la produccion de citoquinas e
inmunoglobulinas (Chakraborty et al., 2021; Cutolo et al., 2005; Trigunaite et al., 2015). Si bien los efectos
de los esteroides no se pueden generalizar, debido a que la misma hormona puede actuar como
inmunosupresor o inmunoestimulante, se han observado diferencias asociadas al sexo. Debido a la accion de
los estrogenos las mujeres presentan mayores niveles de inmunoglobulinas y respuestas inmunes humorales
y celulares mas fuertes que los hombres (Bhatia et al., 2014; Morales-Montor et al., 2011). Por otro lado, los
andrégenos tienen propiedades generalmente inmunosupresoras, confiriendo proteccion en situaciones de
autoinmunidad, suprimiendo el potencial inflamatorio de linfocitos periféricos y de la respuesta de
anticuerpos a infecciones y vacunacion, y promoviendo el desarrollo de células inmunes regulatorias y
cancer (Bupp & Jorgensen, 2018; Furman et al., 2014).

El accionar de los esteroides sobre células del sistema inmune es posible gracias a la presencia de receptores
especificos. La testosterona y DHT ejercen su accion celular mediante la union al receptor de andrégeno
(RA), mientras que E1 y E2 lo hacen a través de los receptores de estrogenos (RE) oy B. Sumado a ellos, se
ha identificado un receptor de estrogenos no nuclear unido a membrana, el GPR30 (del inglés, G
Protein-Coupled Receptor 30) (Rubinow, 2018). Tanto los receptores nucleares de esteroides como el GPR30
presentan expresion diferencial en células del sistema inmune, que a su vez también varia de acuerdo al
estadio de maduracion celular (Becerra-Diaz et al., 2020; Blesson, s. f.; Kovats, 2015; Lai et al., 2012).

El efecto de los esteroides sobre células inmunitarias no se limita solo a la regulacion de su funcionalidad
inmunoldgica, sino que también se ha visto que afecta la actividad metabolica de organos y tejidos
circundantes cuando ejercen su accion sobre células inmunes tisulares. Ejemplo de ello es el hecho de que la
pérdida de sefializacion a través del REa s6lo en células mieloides conlleva a un incremento del tejido
adiposo y resistencia insulinica en ratones hembras, y que deficiencias del RA en células hematopoyéticas

promueve el aumento de tejido adiposo visceral en ratones machos (Rubinow, 2018).

1.4.  Esteroidogénesis en células del sistema inmune
La mayoria de los estudios realizados sobre la interaccion sistema inmune - sistema endocrino se han
enfocado en el efecto de las hormonas sobre el sistema inmune, o en los efectos de los mediadores de células

inmunitarias (citoquinas) sobre 6rganos endocrinos. Sin embargo, desde hace unos 30 afios se viene haciendo

énfasis en la capacidad de las células del sistema inmune para sintetizar y metabolizar esteroides. En
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macréfagos alveolares, la conversion de androstenediona a otros esteroides demostro la presencia de
actividad de enzimas de la via esteroidogénica, tales como 5a-R, 178-HSD, 3B-HSD y 3a-HSD. Ademas, la
conversion de testosterona a DHT en macrofagos sinoviales humanos corrobor6 la presencia de 5a-R en esta
célula (Rubinow, 2018). La actividad esteroidogénica también se demostré en macrdéfagos humanos
diferenciados in vitro a partir de monocitos, lo que sugiere que esta via esta presente en diversos subtipos de
macrofagos. Sin embargo, los esteroides producidos difieren entre las subpoblaciones de macrofagos: los
diferenciados in vitro generan preferentemente testosterona, androstenediona y androstenediol, mientras que
los macrofagos sinoviales producen mas estrogenos. Ademads, la actividad aromatasa ha sido demostrada en
macrofagos, y no monocitos, lo que sugiere que la presencia de esa enzima también depende del estadio de
diferenciacion celular (Schmidt et al., 2000). Los macrofagos también expresan la esteroide sulfatasa, con lo
cual pueden convertir las DHEA-sulfato, el androgeno suprarrenal mas abundante en circulacion, a DHEA, y
posteriormente a androstenediona. Ademas, esa sulfatasa permite que los macrofagos generen otros
esteroides bioldgicamente activos a partir de sus derivados sulfatados, como E1 y el E2 (Rubinow, 2018).

Se ha reportado actividad esteroidogénica también en linfocitos, aunque con resultados discordantes. En
linfocitos circulantes y de cultivo se observo la presencia de transcriptos de las enzimas P450scc, P450c17,
17B-HSD 1 y 5a-R 1, actividad enzimatica de 17B-HSD 1 y 5a-R 1 y los productos de las mismas por
cromatografia gaseosa / espectrometria de masas (GC/MS) (Zhou et al., 1998). También hay evidencia de la
presencia de transcriptos de otras variantes de 17B-HSD en células mononucleares en sangre periférica
(CMSP) de hombres sanos, aunque con resultados discordantes respecto a si existen o no diferencias de
acuerdo a la edad (F. Hammer et al., 2005; Hoppe et al., 2006). .o mismo ocurre para ¢l caso de la P450aro.
Si bien al principio no se encontr6é expresion de su transcripto en linfocitos circulantes y de cultivo (Zhou
et al., 1998), estudios recientes demuestran su expresion en CMSP, aunque difieren en si hay o no diferencias
relacionadas al sexo (Pignatti etal., 2012; Vottero etal.,, 2006), y en si la expresion de la enzima es
constitutiva o requiere de activacion previa (Berstein et al., 2002). Aun no hay evidencia clara de si existe o
no sintesis de novo de esteroides a partir de colesterol en CMSP humanas, ya que no estd demostrada la

actividad de P450scc en estas células.

1.5. Regulacion de enzimas esteroidogénicas en células del sistema inmune

Aun se desconocen por completo las sefiales que regulan la sintesis de esteroides en las células del sistema
inmune. La actividad aromatasa en macr6éfagos humanos es inducida principalmente por glucocorticoides,
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interleuquina (IL) 1 e IL 6, mientras que la vitamina D la suprime.
La actividad esteroide sulfatasa de macréfagos es inhibida por lipopolisacarido (LLPS), interferébn gamma
(IFNy) y TNFa (Rubinow, 2018). En cultivos mixtos de células sinoviales, el tratamiento con testosterona
favorecié la formacion de DHT e inhibi6 la actividad aromatasa (Schmidt et al., 2005). Por otro lado, la

DHEA inhibe y promueve la actividad aromatasa en diferentes tipos de macrdfagos (Schmidt et al., 2000).
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1.6.  Esteroidogénesis en células del sistema inmune y su asociacion con distintas patologias

La produccion local de estrogenos por parte de las células del sistema inmune ha sido implicada en la
patogénesis del cancer de mama y en artritis reumatoidea.

La severidad del cancer de mama se correlaciona con el nivel de expresion de aromatasa en macrofagos
asociados al tumor, y el efecto proliferativo de macrofagos locales sobre células tumorales se suprime cuando
se tratan esos macrdfagos con un inhibidor de aromatasa (Mor et al., 1998). Como se menciono previamente,
se requiere la diferenciacion a macrofagos maduros para que se active la produccion de estrogenos, y €stos
podrian ser una fuente intra tumoral de produccion de estrogenos, generandose asi un modelo intracrino /
paracrino de esteroidogénesis en cancer de mama (Fig. 4), ademas del endocrino ya conocido (Rubinow,
2018). A su vez, también se ha reportado la expresion de aromatasa en linfocitos que infiltran tumores de

mama (Gu et al., 2022).

Autocrina
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‘ Paracrina 3
¢ o
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o

Figura 4. Modelo intracrino y paracrino de esteroidogénesis en células del sistema inmune. Los esteroides podrian
permanecer en la célula de origen y actuar como ligandos de receptores nucleares (intracrino), o salir de la célula y
generar las seflales a través de la unidn a receptores de membrana de la misma célula (autocrino). Por otro lado, los
esteroides liberados podrian actuar sobre células vecinas en tejidos y drganos (paracrino). Figura modificada de
Rubinow (2018).

Hace ya varios afios que se cree que el rol inmunomodulador de los estrogenos contribuye al mayor riesgo
que presentan las mujeres a desarrollar una patologia autoinmune. Sin embargo, no se han encontrado
diferencias en las concentraciones de estrégenos circulantes entre mujeres sanas y con artritis reumatoidea,
pero si mayor concentracion de estrogenos conjugados en la sinovia de estas pacientes, lo que sugiere que la
produccion local de estrogenos, y no la circulante, es un factor determinante de riesgo de patologia. Por otro
lado, no se encontraron diferencias en la concentracion de esteroides sinoviales entre hombres y mujeres con
artritis reumatoidea, lo que sugiere que el riesgo elevado en mujeres de padecer esta patologia no esta dado
por la sintesis de esteroides por parte de células inmunes sinoviales (Rubinow, 2018).

Se ha evidenciado que las células Th2, mastocitos y basofilos pueden sintetizar pregnenolona de novo

durante infecciones parasitarias para regular la homeostasis inmune, y en ciertos tumores para contribuir en
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su eliminacion. También se ha observado un incremento en la expresion de P450scc en células T CD4+ o
CD8+ en enfermedades alérgicas. Esto sugiere la importancia de la sintesis de esteroides por parte de células
del sistema inmune en microambientes sanos o patologicos (Gu et al., 2022).

Aun queda mucho por investigar respecto a la asociacion entre esteroidogénesis en células del sistema
inmune y el desarrollo o progresion de otras patologias, como infecciones, tumores solidos, leucemias o

enfermedades metabolicas.

2. Leucemia Linfocitica Cronica

2.1. Epidemiologia

La Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) es la leucemia mas comun en nuestra sociedad, afectando
principalmente a varones mayores (relacion hombre:mujeres 1,9:1), con una edad media de diagnostico de 70
afios, aunque a veces puede iniciar en edades mas tempranas (30 - 40 afios). Se caracteriza por la
proliferacion y acumulacion clonal de células B maduras CD5 positivas en sangre, médula 6sea, nddulos
linfaticos y bazo (Hallek & Al-Sawaf, 2021). La incidencia de la patologia es mayor cuando hay

antecedentes familiares de LLC, o en individuos caucésicos (Rai & Jain, 2016).

2.2.  Sintomatologia

Los individuos con LLC presentan sintomas clinicos variados. L.a mayoria son asintomaticos y el diagndstico
de la enfermedad es fortuito, debido a la presencia de linfocitosis en un andlisis de rutina, acompafiado de
anemia y/o trombocitopenia. En algunos casos los individuos presentan linfadenopatias palpables y/o
hepatoesplenomegalia. Si bien los pacientes con LLLC pueden presentar afectaciones en piel y sistema
nervioso central, estas son infrecuentes. Un nimero bajo de pacientes presentan sintomas inespecificos como
fiebre persistente, sudoracion nocturna y pérdida de peso, mientras que el cansancio es un sintoma comun.
En muchos casos, el hallazgo de LLC ocurre como consecuencia de signos y sintomas secundarios a las

complicaciones (Strati et al., 2018).

2.3.  Diagnostico

El diagnoéstico de LLC requiere la presencia de mas de 5.000 linfocitos B/ul. en sangre periférica por un
periodo de al menos tres meses, junto con la evaluacion, por citometria de flujo, de la co expresion de CD5
con CD19 y CD23, restriccion kappa o lambda, y baja expresion de CD20 e inmunoglobulinas de superficie
(Nabhan & Rosen, 2014). Sin embargo, si bien son raros, se ha encontrado un subgrupo de individuos con

LLC que son CD5 negativos (Demir et al., 2017).
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La clasificacion de neoplasias hematopoyéticas por parte de la Organizacion Mundial de la Salud describe a
la LLC como un linfoma linfocitico leucémico, que se puede distinguir del linfoma linfocitico pequefio
(LLP) so6lo por su apariencia leucémica. La LLC siempre es una neoplasia a células B, mientras que la
patologia que antes se conocia como LLC de células T (T-LLC) ahora se llama leucemia prolinfocitica T

(T-LPL) (Hallek & Al-Sawaf, 2021).

2.4. Pronostico

Las primeras herramientas utilizadas para clasificar a los pacientes con LLLLC y establecer su pronostico son

los sistemas de Rai y Binet de estratificacion que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Estadificacion de la LLC segun los sistemas Rai y Binet. Modificada de Nabhan & Rosen (2014).

Estadio Riesgo Caracteristicas clinicas

Rai

0 Bajo Linfocitosis s6lo en sangre periférica y médula 6sea
/11 Intermedio | Linfadenopatia + hepatoesplenomegalia

mr/1mv Alto Anemia + trombocitopenia

Binet

A Bajo < 3 éareas de linfadenopatia*

B Intermedio | > 3 éreas de linfadenopatia

C Alto Anemia, trombocitopenia, 0 ambas

* Areas: cervical, axilar, inguinal (un lado o ambos), bazo e higado.

Sin embargo, debido a los progresos en el tratamiento de la enfermedad, actualmente los dos sistemas son
insuficientes para establecer el prondstico de la patologia en un determinado individuo. A esto se le suma la
amplia gama de nuevos marcadores que proveen informacion prondstica independientemente del estadio
clinico. Estos nuevos marcadores pueden ser proteinas de superficie o séricas y alteraciones cromosomicas o
genéticas.

Las proteinas Zap-70 (del inglés, Zeta-chain-associated Protein 70) y CD38 estan involucradas en la
sefializacion del receptor de células B (BCR), mientras que la CD49d es una integrina de superficie. El
aumento de expresion de esas moléculas esta asociado a una menor sobrevida. .o mismo ocurre cuando se

encuentran niveles séricos aumentados de B2 microglobulina y timidin quinasa (Strati et al., 2018). Las
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mutaciones somaticas de las regiones variables de la cadena pesada de inmunoglobulinas afectan la afinidad
del BCR hacia diversos antigenos. El estado mutacional se determina comparando la secuencia de las células
de LLC con la secuencia de la linea germinal. Se considera que una célula LLC estd mutada cuando tiene
menos de un 98% de homologia con la secuencia germinal. Teniendo en cuenta el estado mutacional, se
diferencian los pacientes en mutados (mLLC) o no mutados (uLLC, del inglés, Unmutated). Los pacientes
ulLL.C presentan una enfermedad mas agresiva y de peor prondstico (Rai & Jain, 2016).

Los defectos en las transmisiones de sefiales a partir de los receptores celulares en pacientes con LL.C pueden
acarrear alteraciones en moléculas de sefializacion, como las citoquinas. La expresion de ARNm de IL 6, IL
10, c-Jun y STAT3 estan disminuidas en células B de pacientes con LLC (Antosz et al., 2015), al igual que la
expresion intracelular de IL 4 (Isiksagan et al., 2016). Si bien se han observado niveles séricos elevados de
IL 10, 6 y 4 (Fayad etal., 2001; Isiksacan et al., 2016; Lech-Maranda et al., 2012), asociados a un peor
prondstico de la enfermedad, ésto podria deberse a la secrecion de las mismas por parte de otras lineas
celulares, y que podrian contribuir al microambiente tumoral. Un ejemplo de ello es el aumento en
individuos con LLC de linfocitos T CD4 secretores de IL 4 e IL 10, y una disminucion de T CD4 secretores
de IFN y (Isiksacan et al., 2016; Monserrat et al., 2014).

Aproximadamente el 80% de los pacientes con LLC presenta por lo menos una de las siguientes cuatro
alteraciones cromosomales: delecion (del) en el cromosoma 13 (del13q14.3), deleciones en el brazo largo del
cromosoma 11 [del(11q)], deleciones en el brazo corto del cromosoma 17 [del(17q)], o trisomia 12. En
individuos con del(17p) y/o del(11q), la patologia es mas agresiva que en aquellos que presentan la del(13q),
trisomia 12, o ninguna alteracion por FISH. Esto se debe a que las del(17p) casi siempre incluyen la banda
donde se encuentra el gen supresor tumoral TP53, mientras que las del(11q) frecuentemente incluyen la
banda que posee el gen ATM, que codifica para una quinasa reparadora de dafios al ADN. Ademas de estas
alteraciones cromosomales, se han encontrado mutaciones en otros genes, involucrados en la sefializacion del
BCR, regulacion del ciclo celular, apoptosis, remodelamiento de la cromatina, metabolismo del ARN,
seflalizacion a través de NF-kB, NOTCH, sefializacion de dafio del ADN y reparacion del ADN (Fig. 5)
(Delgado et al., 2016; Hallek & Al-Sawaf, 2021).

Via NOTCH 1 Via de senalizacion BCR / Inflamatoria Ciclo celular
—\
NOTCH 1FH—— FBXW7 TLR2 \/ BCR CD79A/CD79B ATM
* MYD88 ¥ \ N ATR —> TP53
+ RAS  BTK BCL6 \ SAMHD1
BIRC3 BRAF  PLCy2
SPEN CREBBP \ e / / IRF4
BCOR paxs =¥ KZF3 CDKN1B
MAP2K1, MAP2K3 PKC KLH6 2 CDKN2A
Estructura del genoma / \ /
cromatina A Aali i6 . i
Respuesta al daino Senalizacion Apoptosis Metabolismo
del ADN NF-xkB ARN CCND2
ARID1A ASXL1
ATM TRAF3 SF3B1  CNOT3
ZMYM3 SETD2 TP53 TP53
SETDI1A SYNE1 ATR —> EGR2 DDX3X MED12
SAMHD1 BIRC3 . >
HIST1H1B CHD2 NFKBIE BAX XPO1 NXF1 Proliferaciéon
HISTIHIC  MLL2 NKAP ANKHD1 MGA
POT1  BRrcc3 NFKB2

Figura 5. Vias de sefializacion cominmente afectadas por mutaciones en pacientes con LLC. LLC: Leucemia
linfocitica cronica. Figura modificada de Delgado et al (2016).
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Para reducir la informacion disponible a aquella clinicamente mas relevante, actualmente se emplea el indice
Internacional de Prondstico de LLC (CLL-IPI), el cual utiliza una clasificacién ponderada de cinco factores
pronosticos independientes: delecion y/o mutacion de TP53, estado mutacional de las regiones variables de
la cadena pesada de inmunoglobulinas, B2 microglobulina sérica, estadio clinico y edad (Hallek & Al-Sawaf,

2021).

2.5. Tratamiento

El tratamiento de la patologia se reserva para pacientes que presentan la enfermedad sintomatica, o en
quienes esté comprometida la funcién de la médula d6sea. Esto es debido a que en ensayos clinicos no se
encontrd ningin beneficio para el tratamiento precoz en pacientes asintomdticos, v a que la patologia
presenta una relativamente larga y heterogénea historia natural (Wiestner, 2015). Los distintos tratamientos
incluyen (Hallek & Al-Sawaf, 2021):

® agentes citostaticos;

e anticuerpos monoclonales (anti CD20, anti CD52, anti PD1);

e agentes cuya diana es la via de sefializacion en células LL.C y su microambiente [inhibidores de la

fosfatidilinositol quinasa 3 (PIK3), inhibidores de la Bruton tirosin quinasa (BTK)];
e inhibidores de BCL-2 (del inglés, B-Cell Lymphoma);
e Terapia CART (del inglés, Chimeric Antigen Receptor T-cell);

e combinaciones de las anteriores.

2.6.  Alteraciones epigenéticas en LLC

En las ultimas tres décadas, ha emergido nueva evidencia sobre como las alteraciones epigenéticas cumplen
un rol clave en la oncogénesis. En leucemias, el estudio de las modificaciones epigenéticas tiene como
objetivo la busqueda de biomarcadores para la deteccion temprana de la enfermedad, diagnostico, prondstico
y prediccion de respuesta al tratamiento (Florean et al., 2011). Debido a la caracteristica reversible de dichas
alteraciones, los cambios epigenéticos son de gran interés como potenciales dianas para tratamiento
(Mansouri et al., 2018). En los ultimos afios, han avanzado los estudios sobre el metiloma de la LLC (Fig. 6).
Se descubri6 que el ADN de individuos con esta patologia estd generalmente hipometilado,
fundamentalmente en regiones involucradas con procesos de sefializacion de la célula B, coestimulacion de
células T, interacciones citoquina - receptor, crecimiento y desarrollo celular, inhibicion de apoptosis, y
estimulacion de la proliferacion celular, todas caracteristicas claves en la patogénesis de LLC (Kulis et al.,
2012; Kushwaha et al., 2016). La hipometilacion también ocasiona la desrepresion de protooncogenes. Un
ejemplo de ello es la activacion del oncogén TCL-1 (del inglés, T-cell leukemia / lymphoma 1), y la

sobreexpresion de Bcel-2 que se observa en pacientes con LLLC (Florean et al., 2011).
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Figura 6. Factores epigenéticos que dan forma al metiloma en LLC. Este esquema detalla los momentos en que puede
ocurrir la metilacion del ADN en LLC, asi como también el rol que juega en la patogénesis de la misma. 1)
Silenciamiento de genes supresores de tumores a través de hipermetilacion del ADN; 2) Hipometilacion del ADN, lo
que conduce a inestabilidad gendmica; 3) Desregulacion de reguladores epigenéticos debido a estados de metilacion
aberrante; 4) Interconexion entre la metilacion del ADN y otro factores epigenéticos y microambientales. Figura
modificada de Cahill & Rosenquist (2013).

También se evidencid que ciertos genes estaban hipermetilados. El factor de transcripcion TWIST-2 (del
inglés, Twist-related protein 2), conocido silenciador de p53, se encuentra hipermetilado en LLC, y esta
hipermetilacion es mas frecuente en pacientes con mutaciones en los genes de inmunoglobulinas, de
pronostico mas favorable (Cahill & Rosenquist, 2013). Como se menciond previamente, un aumento de
Zap-70 implica una menor sobrevida en LLC. La metilacion de una isla CpG en el intrén 1 de Zap-70 esta
asociada a una pérdida de expresion génica y prondstico clinico mas favorable (Mansouri et al., 2018). Por
otro lado, el silenciamiento del gen HOXA 4 debido a la hipermetilacion de su promotor estd asociado a un
peor prondstico en individuos con cadenas de inmunoglobulinas no mutadas (Florean et al., 2011). Estudios
extensivos de multiples genes hipo e hipermetilados en LLC demuestran que pacientes con un estado de
metilacion altamente heterogéneo son generalmente clasificados como uLLLL.C, de peor pronostico, y aquellos
con un estado de metilacion heterogéneo bajo permanecen clinicamente estables y se clasifican como mLLC
(Delgado et al., 2016). Ademas, estudios basados en la metilacion del ADN de pacientes con LLC distinguen
un nuevo subgrupo en la clasificacion, cuyas caracteristicas estarian entre los dos grupos ya establecidos de

acuerdo al estado mutacional de las cadenas de inmunoglobulinas (uULLC y mLLC) (Kulis et al., 2012).
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2.7. Posible rol de los esteroides en LL.C

En general, la LLC en mujeres presenta una clinica més benigna y una mejor respuesta a los tratamientos que
en hombres, con lo cual se sugiere que el sexo es un predictor independiente de sobrevida (Catovsky et al.,
2014). Es debido a esto que se ha estudiado el posible rol de los esteroides en LLI.C, ya sea en la aparicion o
en la progresion de la patologia. Se ha demostrado que la supresion de la funcidon linfocitaria en hombres con
LLC temprana estaba asociada con un cociente E2/testosterona elevado cuando se lo compara con controles,
mientras que esto no se observd en mujeres con LLC comparadas con sus respectivos controles (Everaus,
1992). Otra evidencia que refuerza el posible rol de los estrogenos en esta patologia es el hecho de que el uso
de inhibidores de aromatasa disminuye el recuento de linfocitos en pacientes con LLC (Paydas, 2009).
Recientemente, se ha observado que niveles elevados de testosterona, DHT y metabolitos activos de E2 en
suero se asociaron con una mayor supervivencia de mujeres con LLC (Allain et al., 2018). Estos resultados
contradictorios podrian deberse a que se evaluan diferentes estadios de la enfermedad, y a que se miden
diferentes esteroides, con distintas metodologias.

Al igual que en individuos sanos, se ha evidenciado la presencia de RE en CMSP de pacientes con LLC,
mientras que no hay informacion respecto a la presencia del RA. Si bien se desconoce el rol del RE en esta
patologia, se ha observado que el REP, fundamentalmente la variante 2 de empalme alternativo, es la
variante de mayor expresion en linfocitos de pacientes con LLC, mientras que el REa no es detectable
(Yakimchuk 2013). Estudios recientes demuestran que la baja o nula expresion de REa en patologias
asociadas a células B (linfomas, leucemias) se debe, en parte, a la hipermetilaciéon del ADN (Ladikou &
Kassi, 2017).

También se han observado diferencias en el estado de metilacion del ADN en pacientes con LLC de acuerdo
al sexo, lo que podrian contribuir a las distintas formas de presentacion de la patologia en hombres y mujeres

(Lin et al., 2019).

Si bien por largo tiempo que se ha considerado que la tnica funcién de las células del sistema inmune era la
defensa del organismo, en las ultimas décadas se ha evidenciado que pueden producir y liberar compuestos
no tradicionales, y que ello afectaria al microambiente que las rodea, especialmente cuando se encuentran en
organos o tejidos, mas aun en situaciones patologicas. Actualmente, diversos trabajos en animales confirman
la produccion y secrecion de catecolaminas por parte de células del sistema inmune, quienes ejercerian su
accion sobre células vecinas en diversas situaciones patologicas (Nguyen et al., 2011; Yang et al., 2021).
Ademas, existe creciente evidencia de la expresion en células inmunitarias humanas de multiples enzimas
involucradas en la via de sintesis de esteroides, permitiendo asi que estas células produzcan y liberen
hormonas que afectan a las células vecinas de forma paracrina (Rubinow, 2018).

Como se describe a lo largo de estos antecedentes, si bien la LLC no es considerada una patologia asociada

al sexo, son evidentes las diferencias que presenta esta enfermedad entre hombres y mujeres. Actualmente,
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no existe evidencia concreta de que esas discrepancias entre ambos sexos sea debida a los niveles
hormonales séricos observados en los pacientes con la patologia. Teniendo en cuenta esto, junto con el hecho
de que la esteroidogénesis leucocitaria es un factor importante asociado a otras patologias, resulta interesante
investigar si existen alteraciones en la via de sintesis de esteroides dentro de las células mononucleares en
pacientes con LLC, y si ellas pueden estar asociadas a las fallas inmunoldgicas observadas en esta

enfermedad.
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Objetivos

1.  Objetivo general

Estudiar la via de la esteroidogénesis en células mononucleares de individuos normales y pacientes con LLC,

relacionarla con la expresion de interleuquinas, y evaluar la regulacion de la via por mecanismos

epigenéticos o mediante el uso de promotores alternativos.

2.  Objetivos especificos

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.
2.6.

a) Caracterizar la expresion de genes que codifican enzimas esteroidogénicas a nivel de
ARN en células mononucleares periféricas de individuos normales. Se estudiaran individuos
sanos distinguiendo por sexo (hombre-mujer), edad (division por rangos etarios) y etapas del
ciclo ovarico (folicular-luteinica).

b) Analizar la expresion a nivel proteina de las enzimas aromatasa y Sa-reductasa, y disefiar
un anticuerpo para la determinacion de 17p8-HSD 5.

a) Determinar la expresion de interleuquinas circulantes proinflamatorias (IL-2 e 1L.-6) y
antiinflamatoria (IL-10) en los mismos individuos descritos en el objetivo 2.1.

b) Correlacionar los valores obtenidos para las IL con el mapa enzimatico esteroidogénico.
En pacientes con LLC:

a) Determinar la expresion de enzimas esteroidogénicas a nivel de ARN en células
mononucleares circulantes y compararla con su contrapartida de personas sanas.

b) Analizar la expresion a nivel proteina de las enzimas aromatasa y Sa-reductasa en células
mononucleares.

¢) Determinar en estos pacientes la expresion de IL circulantes pro y anti inflamatorias (IL 2,
IL 4, IL 6 e IL-10) y correlacionarlas con el mapa esteroidogénico.

Evaluar la expresion en cultivo del ARN mensajero de Sa-reductasa, mediante el agregado
de estimulantes y/o inhibidores de la misma, tanto en individuos sanos como con LLC.
Evaluar expresion diferencial de isoformas de Sa-reductasa a nivel de ARN mensajero.
Estudiar posibles mecanismos de regulacion epigenéticos asociados a modificacion de la

expresion de las enzimas esteroidogénicas.
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1.  Pacientes y muestras

Las muestras fueron obtenidas en la Clinica Hemocentro (Santa Fe), con ayuda del personal de laboratorio
(Laboratorio Blut). El protocolo de trabajo fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Bioquimica
y Ciencias Bioldgicas (FBCB) de la Universidad Nacional del Litoral (UNL), y previo al inicio del estudio se
obtuvo el consentimiento informado de los participantes. Se excluyeron individuos que habian sido
vacunados o presentado alguna infeccion o inflamacion en la semana previa a la toma de muestra. Se
extrajeron 10 mL de sangre venosa en tubos con EDTA para posterior separacion de células, y 5 mL en tubos
sin anticoagulantes para la obtencion de suero. Los sujetos de estudio se subdividieron de la siguiente
manera:

a) Individuos sanos

Se analizaron muestras de individuos sin ninguna patologia hematologica, de 20 a 90 afios de edad.
Se estudiaron 54 mujeres (M) y 40 varones (V), divididos en Adultos Jovenes (AJ, 20 — 39 afios,
M=29, V=13), Adultos (A, 40 — 59 afios, M=13, V=13) y Adultos Mayores (AM, >60 afios, M=12,
V=14). Las mujeres a su vez fueron subdivididas de la siguiente manera: quienes tomaban
Anticonceptivos orales (Aco, n=12), y aquellas que no lo hacian, que a su vez se clasificaron de
acuerdo a la fase del ciclo ovérico en la que se encontraban: folicular (Fo, n=11), lutea (Lu, n=14)y
menopausia (Mn, n=17).

b) Individuos con LLC

Para el andlisis de pacientes con leucemia, se estudiaron muestras de 16 varones (V-LLC) y 8
mujeres (M-LLC), de entre 40 y 90 afios. El requisito de inclusion fue que los mismos ya hubieran
sido diagnosticados con la patologia por parte del grupo médico de la Clinica Hemocentro. Ninguno
de ellos se encontraba bajo tratamiento al momento de la toma de muestra, y se excluy6 a los
pacientes con diagnostico dudoso de LL.C. Se tuvo acceso a sus historias clinicas, y en base a los
datos de las mismas, se agruparon los pacientes en mLLC y uLLC de acuerdo al estado mutacional
de las regiones variables de la cadena pesada de inmunoglobulinas, y se evalu¢ si existian diferencias
entre ambos. Luego, se realizé el analisis comparativo entre los pacientes con la patologia y grupos
controles. Estos ultimos consistieron en 27 varones sanos (VS) y 12 mujeres sanas (MS), los cuales
se reagruparon de los analizados en el inciso “a”, de manera tal que la edad de los mismos fueran
acordes a los grupos de pacientes con LLC. Fueron incluidos como controles aquellos individuos que
no presentaran diagnostico de LLC al momento del estudio, y la mayoria se encontraba bajo
tratamiento para patologias cronicas como hipertension, diabetes e hipotiroidismo, al igual que los

pacientes con LLC incluidos en este estudio.
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2.  Determinacion de los niveles séricos de testosterona, estradiol y progesterona

Los niveles séricos de las hormonas mencionadas fueron determinados en los grupos VS, MS, V-LLC y
M-LLC por quimioluminiscencia utilizando los kits Advia Centaur XPT TSTII, eE2 y PRGE (Siemens,
Laboratorios Manlab, Buenos Aires, Argentina).

Los ensayos ADVIA Centaur TSTII y PGRE son inmunoensayos competitivos que utilizan tecnologia de
quimioluminiscencia directa. En TSTII, la testosterona presente en la muestra compite con el hapteno
marcado con éster de acridinio del reactivo, para ligarse con el anticuerpo monoclonal anti testosterona de
oveja en el Agente de liberacion y las particulas de latex magnéticas con estreptavidina en el reactivo de fase
solida. Este ensayo emplea el Agente de liberacion para liberar la testosterona ligada de las proteinas de
fijacion endogenas de la muestra. En PRGE, la P4 de la muestra del paciente se une a un anticuerpo murino
monoclonal contra la P4, marcado con éster de acridinio. El anticuerpo sin unir se une a un derivado de P4,
que esta unido de forma covalente a particulas paramagnéticas de la fase solida. En ambos ensayos, existe
una relacion inversa entre la cantidad de analito presente en la muestra del paciente y la cantidad de unidades
relativas de luz detectadas por el sistema.

El ensayo ADVIA eE2 también utiliza un formato de ensayo competitivo. EI E2 enddgeno contenido en una
muestra se libera de sus proteinas de union por medio de un agente de liberacion. A continuacion, se afiade
un anticuerpo monoclonal anti E2, marcado con éster de acridinio, para unirse al E2 disponible. Por ultimo,
se afiade una fase sélida de captura de derivado de E2 a la reaccidn, de concentracion conocida y constante,
para competir con el E2 por la union del anticuerpo marcado con éster de acridinio. Después del lavado se
dispensan acido y base para iniciar la reaccion quimioluminiscente.

El limite de deteccion y coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron 7 ng/dL, 4,3% y 6,6% para

testosterona, 11,8 pg/mL, 6,9% y 2,2% para E2, y 0,21 ng/mL, 12,4% y 2,6% para P4, respectivamente.

3.  Obtencion de CMSPy placenta humana

Se separaron las CMSP mediante centrifugacion en gradiente de Ficoll (Ficoll-Paque PLUS, GE Helthcare,
Sweden). La sangre con EDTA se diluy6 al medio con solucién fisioldgica (SF) estéril, se colocd sobre el
medio de separacion, y se centrifugd a bajas revoluciones (1800 rpm) por 30 minutos. Por cada individuo se
separaron 4 alicuotas de CMSP en tubos de centrifuga estériles, una para extraccion de ARN (fig. 7A), otra
para extraccion de ADN (Fig. 7B), una para inmunocitoquimica (ICQ) (Fig. 7C), y la tltima para cultivos
(Fig. 7D).

Para extraccion de ARN (Fig. 7A), las células se lavaron 3 veces con SF estéril, luego homogeneizadas en
TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y conservadas a -80°C. Para ICQ (Fig. 7C) y extraccion de ADN
(Fig. 7B), las células se lavaron 3 veces con buffer fosfato salino (PBS) estéril, y luego, para posterior
extraccion de ADN, las células se homogeneizaron en buffer TRIS — EDTA — NaCl (TEN, 0.01M Tris-HCI,
pH 8.0, 0.01M EDTA, pH 8.0, 0.05M NaCl), y se conservaron a -20°C, por no mas de 2 dias. Para ICQ, se
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prepar6 una suspension de 1*#10° células/mL con PBS estéril, y se colocaron 5 gotas de 10 uL en portaobjetos
silanizados, dejando secar durante la noche. Posteriormente, las muestras se fijaron con formol — buffer al
4%, durante 10 minutos, a temperatura ambiente, y luego se lavaron 3 veces con PBS. Los portaobjetos
fijados se conservaron en heladera (2 - 8°C). Para cultivo celular (Fig. 7D), las células se lavaron 2 veces con
SF estéril y luego 1 vez con medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA). Se llevo a una concentracion de 5*107 células/ml, se centrifugd para eliminar el RPMI, y
se agregd solucion congelante fria [dimetilsulfoxido (DMSO) 5% mas suero fetal bovino].

criopreservaron 2 tubos por muestra en nitrégeno liquido, a una concentracién de entre 1 - 5*107 cél/mL,

volumen final de 1 ml por tubo.
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Figura 7. Esquema general del proceso de obtencion de CMSP y su separacion para estudios posteriores. Brevemente, a
partir de una muestra de sangre entera, se separaron las CMSP y se dividieron en 4 alicuotas: A) una para posterior
extraccion de ARN, la cual se conservo en trizol a -80°C, B) una para extraccion de ADN, la cual se coloco en buffer
TEN a -20°C, C) una para preparar las improntas para ICQ, los cuales se conservaron en heladera, y D) la ultima para
realizar estudios de cultivo, la cual se conservo en nitrogeno liquido. CMSP: células mononucleares de sangre
periférica; PBS: buffer fosfato salino; TEN: buffer TRIS — EDTA — NaCl; ICQ: inmunocitoquimica; RPMI: medio de
cultivo Roswell Park Memorial Institute.

Para los controles positivos de expresion de ARNm de las enzimas, se utilizé placenta humana. La misma se
encontraba fraccionada a -80°C. Al momento del uso, se descongelo, un vial y se homogeneizo6 con trizol
utilizando un vastago tipo 8G. Posteriormente, se procedio con la extraccion del ARN del mismo modo que

para las muestras de CMSP.

4.  Analisis de ARN mensajero

4.1.  Extraccion de ARN y transcripcion reversa
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Las células en Trizol se procesaron siguiendo las recomendaciones del fabricante. La concentracion de ARN
fue medida en espectrofotometro (Nanodrop) utilizando el cociente A260 / A280, considerandose apta una
muestra cuyo cociente fuera mayor a 1,9. Las muestras fueron conservadas a -80°C hasta su utilizacion. Se
retro transcribieron 3 pg de ARN a ADN copia (ADNc), utilizando la transcriptasa reversa del virus de la
leucemia murina de Moloney (300 U; Promega Corporation, Madison, WI, USA) usando 200 pmoles de
hexanucleotidos al azar (Promega). Por cada tubo de reaccion se agregaron 20 unidades de inhibidor de
ribonucleasas (RNAout; Invitrogen) y 100 nmoles de una mezcla de los cuatro desoxinucledtidos trifosfatos
(dNTPs), en un volumen final de 30 pl de buffer de transcriptasa reversa 1 X. La transcripcidn reversa se
llevo a cabo de la siguiente manera: 90 min a 37°C, 15 min a 42°C, 5 min a 80°C, 1 min a 94°C. El ADNc¢
obtenido se llevé a un volumen final de 60 pl con agua libre de ribonucleasas, y se conservo a -20°C para su

posterior analisis (Fig. 8A).
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Figura 8. Esquema general del proceso de analisis del ARN mensajero. Brevemente, A) se extrajo ARN de la muestra
en trizol mediante el uso de cloroformo y etanol, y luego se realizd la retrotranscripcion. Una vez obtenido el ADNc, se
realizan las PCR especificas para determinar el ARNm de cada analito, mediante el uso de oligonucledtidos disefiados
especificamente. B) A su vez, mediante el uso de una mezcla de ADNc, se obtuvieron las curvas de calibracion que nos
permitieron obtener la concentracion relativa de cada analito estudiado. ADNc: ADN copia; PCR: reaccion en cadena
de la polimerasa.

4.2.  Estudio de la expresion de moléculas de interés mediante PCR en tiempo real

Para evaluar los niveles de expresion relativa de ARNm de las enzimas esteroidogénicas y citoquinas
analizadas, se utiliz6 un protocolo optimizado de PCR en tiempo real (Fig. 8A). Como control interno se
determino la expresion de la proteina ribosomal 1.19. La amplificacion de los genes blanco se realizé con
oligonucledtidos especificos disefiados de acuerdo a las secuencias publicadas en GenBank, del National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Para el disefio, se utilizo el programa Primer-BLAST,

provisto por NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Alli, se ingresé la secuencia de interés, y se establecieron
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parametros Optimos para el disefio del par de cebadores, de manera tal de obtener productos que sean
altamente especificos para la region estudiada. Debido a que muchas de las enzimas estudiadas presentan
varias isoformas en la base de datos de NCBI, para analizar la expresion total se alinearon las secuencias de
las isoformas, utilizando el programa BLAST provisto por NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), y se
seleccionaron las regiones en comun para el disefio de oligonucledtidos. Un ejemplo de ello se muestra en la

figura 9.

{2 hover to see the title R click to show alignments Alignment Scores <40 [M40-50 [@50-80 [M80-200 [M>=200 @

3 sequences selected @

Distribution of the top 3 Blast Hits on 3 subject sequences

I | I I I I
] 500 750 1000 1250

& Download v ¥ Next 4

Query range 1: 1 to 90

Ouerg 1
NM_003739.5 L T T T

NM_001253908.1 1 cosasmencchi B ciiiinnns C...CT6........ Tieiooeesss Acoaod Teeooss 67
NM001253909.1 1 iiiituititnnaneeesaanaunuunsseessssassssssassssasssassasassssesasassssssansssessasssssnnns 90

& Download v ¥ Next A Previous 4 First Range
Query range 2: 91 to 180
&u 3730 5 i GTAAAGCTAAATGATGGCCACTTCATGCCTGTATJGGGATTTGGCACCTATGCACCTCCAGAGGTTCCGAGAAGTAAAGCTTTGGAGGTC %gg
N001253008.1 68  T.G..........o. . TooiiiilllliliCC) st 18y
NM_001253909.1 91  ...iiiiiiieieieniunnnneneinnnnneees fouunttiiiiiiii i i i e e 180

& Download v ¥ Next A Previous 4 First Range
Query range 3: 181 to 270
Rluleg 3730 5 %g]l. ACAAAATTAGCAATAGAAGCTGGGTTCCGCCATATAGATTCTGCTCATTTATACAATAATGAGGAGCAGGTTGGACTGGCCATCCGAAGC %;g
NM001253008.1 158 | - ool 4
N9 001203909,]1 1BL | socuucuuunoaoaaasaannanesnoasasissoanascsoonsassssansacnsessssaasssssnsecsassssancsnssons 270

& Download v ¥ Next A Previous 4 First Range

Query range 4: 271 to 360

Figura 9. Ejemplo del alineamiento de secuencias de las distintas isoformas de la enzima 173-HSD 5 utilizada para el
disefio de oligonucledtidos. Se han descrito y publicado tres variantes de esta enzima. En azul se indican la zona en
comun para todas las variantes. Los oligonucledtidos disefiados permitieron analizar la expresion de las tres variantes en
conjunto, para asi obtener la expresion total de la enzima de interés. 173-HSD: 17 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa.

En cambio, para analizar las variantes por separado, como se hizo para 5o0-R 1, en el disefio de los
oligonucledtidos se seleccionaron las regiones no compartidas entre las distintas isoformas. Los
oligonucledtidos obtenidos se analizaron en términos de pardmetros termodindmicos, para determinar los
mas adecuados para su uso (como ser, ausencia de dimeros de generacion espontanea entre oligonucledtidos,
ausencia de la formacion de loops, que la misma base nitrogenada no se repita mas de tres veces de manera
consecutiva, que la diferencia de temperatura de melting y contenido de G-C entre los oligonucledtidos
sentido y antisentido sea entre 0 y 0,5). En la tabla 3 se detallan los cebadores utilizados para las enzimas
P450scc, P45017a, 3f-HSD, P450aro, 5a-R 1 (total y sus variantes), Sa-R 2, 5a-R 3, 3a-HSD 1, 3a-HSD 3,
17p-HSD 1, 17p-HSD 3y 17B-HSD 5; citoquinas 1L.2, 1L4, 1.6 e IL10, y para el control interno (L.19).
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en las PCR en tiempo real para evaluar la expresion del ARNm de

enzimas esteroidogénicas, citoquinas y del gen para control interno.

g:loz(;zll?l; Oligonucleétido sentido Oligonucleétido antisentido (I(I;I) (zﬁ) accl\i:o N
P450scc 5~ ACAAGAACATCACCTACTTCCG-3’ 5-TTTCAGGCATCAGAATGAGG-3" | 56 | 183 1.2
P45017a 5’-CGTCCAACAACCGTAAGG-3’ 5-CGCCACGAAGACAGGAA-3° 56 | 209 3
3B-HSD 5’-TCTCGGTCGTCATCCACAC-3 5-~AGACTGGCACACTGGCTTG-3’ 56 | 132 4-7
P450aro 5’-TTGGAAATGCTGAACCCGAT-3’ g:'CAGGAATCTGCCGTGGGAGAT' 58 | 167 8
5a-R 1 total | 5°-TCCATTCAGATCATATCC-3’ 5’-GTATTCAAATAAGCCTCC-3° 2 | 83 9-11
3 :r'if;me . U s.aTGTTCCTCGTCCACTAC3 5-TAGCCGTTACAGGTACAG-3’ 53 | 119 9
3:r'ilzme 5 Ul 5-ATGTTCCTCGTCCACTACGG-3’ 5-GCATAGCCACACCACTCCAT-3" | 56 [ 195 10

i Zr'ilzme 3 Ul 5°.GCACATGGTCAGAATGGA-3’ 5-GCAAATAGCCGTTACAGG-3’ 53 | 156 11
5a-R 2 5’-CTGCCTACATTACTTCCAC-3’ 5-ACCGTATGTCTGTGTACCA-3’ 55 | 226 12
50-R 3 5’-AATCTCTGTTCCTGGGAGCA-3’ g_'f,ACATTGGAGAAGACACTGAC 55 | 182 13
3a-HSD 1 | 5°-CCAAATATCAGCGTGTAG-3° 5~ AGCAGAATCAATATGGCG-3’ 51 | 149 14
3a-HSD 3 | 5°-ATACCAGTGTGTGAAGCTGAA-3’ 5-GAGGTCAACATAGTCCAAT-3’ 53 | 328 | 15-18
178-HSD 1 | 5’-GAAGGCTTATGCGAGAGTCTG-3’ 5-TGTGGGCGAGGTATTGGTA-3’ 59 | 178 | 19,20
I7B-HSD 3 | §'-CAGGGAGGAGTGTGAAGATTATAC-3 | & JOAGOTOATETTACAATGEAT 5y 1 g | o)
178-HSD 5 | 5’-~AGAGGTTCCGAGAAGTA-3’ 5-GCTTTCTTCAGTGAGTT-3’ 51 | 237 | 22-24
IL2 5’-ATTACAAGAATCCCAAACTCACC-3’ Z:;GTCTCATCAGCATATTCACAC 53 | 245 25
IL 4 5~ AGTTCTACAGCCACCAT-3’ 5’-CATGATCGTCTTTAGCC-3’ 54 | 200 | 26-28
L6 5-TGGATTCAATGAGGAGACTTGC-3 Z_’f,GCAGAATGAGATGAGTTGTC 57 | 276 | 29,30
IL 10 5~AACCAAGACCCAGACAT-3 5’-CATGGCTTTGTAGATGC-3’ 53 | 177 31
L19

(control 5’-ATCATCCGCAAGCCTGT-3" 5-TCCATGTGACCTTCTCTGG-3 55 | 139 32
interno)

ARNm: ARN mensajero, TH: temperatura de hibridacion; TA: tamafio del amplicon; *7: NM_000781.2; 2:
NM _001099773.1; 3: NM_000102.3; 4. NM_000862.2; 5: NM _001328615.1; 6: NM_000198.3; 7: NM_001166120.1; 8:
NM 000103.3; 9: NM 001047.3; 70: NM _001324322.1; 7/: NM_001324323.1; 12: NM_000348.3; [3: NM _024592.4; 14:
NM 001818.3; 75: NM 001354.5; 16: NM 205845.2; 17: NM 001135241.2; 18: NM _001321027.1; 79: NM 000413.2; 20:
NM_001330219.2; 27: NM_000197.1; 22: NM_003739.5; 23: NM_001253908.1; 24: NM_001253909.1; 25: NM_000586.3; 26:
NM _000589.4; 27: NM _172348.2; 28: NM_001354990.1; 29: NM_000600.5; 30: NM_001318095.1; 37/: NM_000572.3; 32:

NM_000981.3.
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Los productos retro-transcriptos se amplificaron por duplicado utilizando el Real-Time DNA Step One
Cycler (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA). Para la amplificacion, se colocaron 2,5 ul. de
ADNc con 2 ulL de HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne; Biocientifica, Rosario,
Argentina), y 10 pmol de cada oligonucledtido (Invitrogen), en un volumen final de 10 uL. Luego del paso
inicial de desnaturalizacion a 95°C por 15 min, se llevaron a cabo 40-45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
por 15 seg, hibridacion por 15 seg (tabla 3), y extension a 72°C por 15 seg. La pureza y especificidad de cada
producto fue confirmada por curvas de disociacion y electroforesis en geles de agarosa. Se incluyeron
controles negativos en cada ensayo, los cuales consistieron en tubos que no contenian ADN¢. Como control
positivo se utiliz0 ADNc¢ de placenta humana. El ciclo umbral (Ct) de cada muestra fue calculado utilizando
el programa de analisis Step One Software (Applied Biosystems). La eficiencia de las reacciones de PCR se
evalud para cada par de oligonucledtidos mediante la amplificacion de 6 diluciones seriadas de una mezcla
de ADNc, con posterior construccion de una recta de Ct versus el logaritmo de la dilucidon [eficiencia=10
(-1/pendiente) -1] (Fig. 8B). La eficiencia de las reacciones varid de 98% a 102%. No evidenciamos
diferencias significativas en los valores de Ct del gen control (L.19) entre los grupos estudiados.

Los niveles de expresion relativa para cada gen blanco referido al gen control, se obtuvieron utilizando el
método de la curva estandar relativa (Cikos et al., 2007). Para cada uno de los genes analizados se construy6
una curva de calibrado, graficando los Ct versus el log de la concentracion relativa. Luego, entrando en esas
mismas curvas con el Ct de cada muestra, se obtuvieron las cantidades relativas de los genes analizados. Los
niveles de expresion de cada gen estudiado fueron calculados normalizando contra la cantidad relativa del

gen control.

5.  Anailisis proteico

5.1.  Generacion del anticuerpo anti 17 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa 5

Debido a la necesidad de evaluar la expresion proteica de la 17B-HSD 5, se decidié generar un anticuerpo
policlonal para tal fin. Primero se realizd el estudio bioinformdtico de la secuencia de la proteina de interés
para analizar posibles sitios transmembrana, y para buscar las zonas de mayor antigenicidad y menor
hidrofobicidad, utilizando el software TMpred (https://github.com/rcanovas/TMPred). Una vez encontrada la
mejor secuencia, teniendo en cuenta las caracteristicas del vector a utilizar (pGEX-4T-3, Sigma-Aldrich), se
disefiaron los pares de oligonucledtidos especificos para clonado utilizando el programa Primer-BLAST:
oligonucledtido  sentido 5-GGGGGAATCCGACAAAATTAGCAA-3°, oligonucledtido antisentido
5’-TGGGCTCGAGAAAAGGTATTGAAGAAGC -3°. Se realiz6 una PCR utilizando CMSP y los
oligonucledtidos disefiados para obtener el fragmento de ADN que se utilizo como inserto en el clonado al
vector (Fig. 10A). Se confirm6 la pureza y el peso molecular del fragmento mediante corrida electroforética
en gel de agarosa (Fig. 11). Posteriormente se purifico utilizando el kit PureLink Quick Gel extraction and

PCR Purification Combo (Invitrogen).
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Figura 10. Esquema general del proceso de generacion de la proteina de interés para luego inmunizar animales y
obtener como producto final un anticuerpo. Brevemente, A) Se obtuvo por PCR y se purifico el fragmento a clonar, y en
paralelo se purificé el vector de clonado. B) Se cortaron el fragmento y vector con enzimas de restriccion especificas,
luego se ligaron y transformaron bacterias para conservacion del producto. C) Una vez verificado el producto especifico
de interés, D) se transformaron bacterias de expresion. E) Una vez verificada nuevamente la especificidad del producto,
F) se indujo la expresion proteica, se sonicaron las células, y se cosechd y purifico la proteina de interés mediante el uso
de columnas. Se concentr6 la proteina y se conservd para la posterior inmunizacion de los animales. ADNc: ADN
copia; CMSP: células mononucleares de sangre periférica; ON: durante la noche (overnight); PCR: reaccion en cadena
de la polimerasa.

Figura 11. Confirmacién de obtencion del inserto de 17B-HSD 5. A) Mezcla de ADNc¢ de células mononucleares de
sangre periférica. B) Control negativo (tubo de PCR sin muestra). MPM: Marcador de peso molecular. ADNc: ADN
copia; 500pb: peso molecular de la banda de mayor intensidad del MPM. Producto esperado: 271pb.

Por otro lado, se purifico el vector pGEX-4T-3 a partir de un stock de bacterias. Para ello se realizé un
repique de los clones en medio Luria Bertani (LB), se dejo crecer durante toda la noche a 37°C en agitacion
(180 rpm), y al dia siguiente se aislé utilizando el kit Wizard Plus SV minipreps de Promega. Luego, tanto el

inserto como el vector se cortaron con las enzimas EcoRI y Xhol (Biodynamics, CABA, Arg) siguiendo el
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siguiente protocolo (Fig. 10B): se armaron dos tubos de corte, uno para el vector y otro para el inserto, con 2
ul de agua estéril, 2 pl de buffer H, 0,5 ul de cada enzima, y 15 pl de ADN (vector o inserto). Se incubaron a
37°C por 2hs y media y se purificaron utilizando el kit PureLink Quick Gel extraction and PCR Purification
Combo de Invitrogen. Con ambos productos purificados, se continué con la ligacion de los mismos
utilizando 1 ul de buffer de T4 DNA ligasa, 1 ul de T4 DNA ligasa (ambos de Biodynamics), 5 ul de ADN
de inserto cortado y 4 ul de ADN de vector cortado. Se mantuvieron toda la noche a 4°C, y al dia siguiente
se procedid a la transformacion de E. coli DH5a competentes. Para ello, a un vial de células competentes se
le agregd el ADN plasmidico producto de la ligacidon, procesando a la par un control positivo (vial de
bacteria al que se le agregd vector sin cortar) y un control negativo (solo bacterias). Se sembraron cuatro
placas: una con 50 ul del producto de transformacion del control negativo, otra con 50 ul del producto del
control positivo, y las ultimas dos con 15y 75 ul del producto de transformacion de la proteina de interés. Se
incubaron a 37°C hasta el dia siguiente. Se tomaron colonias aisladas y se repicaron en tubos con medio LB,
agregando glucosa y ampicilina y dejando durante la noche a 37°C en agitacion a 180 rpm (Fig. 10C). Se
confirm¢ el producto por PCR y gel de agarosa (Fig. 12), y se conservaron los clones a -80°C en glicerol al

50% (Fig. 10D).

Figura 12. Confirmacién transformacion de E. coli DH5a competentes con el inserto de 173-HSD 5 unido al vector. A)
Control negativo (tubo de PCR sin muestra). B) Dilucion 1/5000 del producto de PCR de la transformacion de E. coli
DH5a competentes con el inserto de 17B-HSD 5 unido al vector. C) Mezcla de ADNc a partir del cual se extrajo el
inserto de 17B-HSD 5 (control positivo). MPM: Marcador de peso molecular. ADNc: ADN copia. 500pb: peso
molecular de la banda de mayor intensidad del MPM. Producto esperado: 271pb.

Se seleccion6 uno de los clones conservados y se extrajo el ADN utilizando el kit Wizard Plus SV minipreps
de Promega. Ese ADN se utilizo6 para la transformacion de bacterias (E. coli JIM109) competentes (Fig. 10E),
procediendo de la misma manera que se realizd previamente para la transformacion de DH5a competentes
(una placa para el control positivo, una para el control negativo y dos placas para la proteina de interés). Se
incubaron a 37°C hasta el dia siguiente. Se tomaron colonias aisladas y se repicaron en tubos con medio LB,
agregando glucosa y ampicilina y dejando toda la noche a 37°C en agitacion (180 rpm). Se confirm6 el

producto por PCR y gel de agarosa (Fig. 13), y se conservaron clones a -80°C en glicerol al 50%.
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Figura 13. Confirmacién transformacion de bacterias (E. coli IM109) competentes con el inserto de 173-HSD 5 unido
al vector. A) Control negativo (tubo de PCR sin muestra). B) Dilucion 1/2500 del producto de PCR de la transformacion
de E. coli IM109 competentes con el inserto de 17B-HSD 5 unido al vector. C) Dilucion 1/500 del producto de PCR de
la transformacion de E. coli IM109 competentes con el inserto de 173-HSD 5 unido al vector. MPM: Marcador de peso
molecular. 500pb: peso molecular de la banda de mayor intensidad del MPM. Producto esperado: 271pb.

Se seleccion6 el clon con la proteina de interés, y se colocd una ansada en tubo LB, agregando al medio
glucosa y ampicilina y dejando toda la noche a 37°C en agitacion (180 rpm). Al dia siguiente, se colocaron 2
mL del cultivo en un erlenmeyer con medio TB y ampicilina y se dejé crecer entre 2 - 3 hs a 37°C en
agitacion (180 rpm). Luego se separaron varias fracciones de medio, a las cuales se les colocd IPTG para
inducir la expresion proteica (Fig. 10F), incubando algunas a 30°C y otras a 37°C, en ambos casos en
agitacion (180 rpm) durante 3 horas. Se cosecharon las células por centrifugacion, se sonicaron con PBS
helado filtrado, incubaron con Tritén al 20% en frio, y luego se obtuvo el precipitado por centrifugacion, el
cual se conservdé a 4°C con inhibidores de proteasas (PMSF y aprotinina). Se purifico la proteina
recombinante unida a glutation S transferasa (GST) mediante cromatografia de afinidad a GSTrap (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden). La columna se lavd con 10 - 15 volimenes de PBS filtrado. Luego, se sembro
la muestra, se volvio a lavar con PBS filtrado, y se eluyé la proteina recombinante con glutation 10mM en
TRIS HCL 50mM, pH 8. Se volvi6 a lavar la columna con PBS filtrado, y se conservé en etanol 20%. Todo
el proceso se llevo a cabo a una velocidad igual o menor de 1 ml/minuto. Los eluatos se conservaron a -20°C
en glutation 10mM e inhibidores de proteasas (PMSF y aprotinina), y luego se concentraron en tubos de
ultrafiltracién de un poro de 10kD (Amicon ULTRA, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Ademads, con
esos mismos tubos se realizd el cambio de buffer (glutation por PBS filtrado), para acondicionar la muestra
para inyectar a los animales. Se obtuvieron 6 viales de aproximadamente 1 ml, 3 de los cuales pertenecian a

la proteina inducida a 30°C y los otros eran de la proteina inducida a 37°C.

5.2. Inmunocitoquimica

Las muestras fijadas se permeabilizaron con Tween al 0,2%, a 37°C, durante 30 minutos. Luego, se
bloquearon sitios de unioén no especificos y la actividad peroxidasa enddgena. Se agregaron anticuerpos anti

S5aR-1 y P450aro, producidos previamente en nuestro laboratorio (Rossetti et al., 2019), y se incubaron toda
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la noche a 4°C. Se revelaron las reacciones utilizando el método estreptavidina — biotina peroxidasa, con
diaminobencidina (DAB — Sigma-Aldrich) como cromégeno. Las muestras luego fueron montadas con
medio de montaje permanente (Eukitt, Sigma-Aldrich) (Fig. 14). Como control positivo se procesaron
improntas de ovario humano de pacientes sanas. Como controles negativos se utilizaron improntas de ovario
y CMSP, a las cuales se les agregd el sobrenadante del anticuerpo primario pre adsorbido. Para la obtencion
del mismo, a una alicuota de anticuerpo primario (anti SaR-1 o anti P450aro) se le realizé un tratamiento de
pre adsorcion con su antigeno especifico (SaR-1 o P450aro, respectivamente) y luego se centrifugo, para asi
obtener el sobrenadante (Rossetti et al., 2019).

Las iméagenes se obtuvieron utilizando una camara Spot Insight V3.5 unida a un microscopio Olympus BH2
(12V de iluminacion, lampara de halogeno de 100W, equipado con una fuente de luz estabilizada). El
microscopio fue seteado para iluminacion Koehler. Se utilizé una impronta de referencia para corregir la
iluminacion desigual y para calibrar el sistema de medida. El porcentaje de células positivas se calculod

contando 1000 células por gota, en un total de tres gotas por impronta.
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Permeabilizacién actividad
peroxidasa
endogena

Recuento

Figura 14. Esquema general del proceso de inmunocitoquimica (ICQ) para determinar la expresion proteica de enzimas
de interés. Brevemente, las improntas con las células fijadas se permeabilizaron, y luego se procedio al bloqueo de sitios
inespecificos e inactivacion de peroxidasa endogena. Posteriormente, se incubd con los anticuerpos especificos y luego
se procedié a la revelacién con diaminobencidina (DAB). Una vez realizado el montaje de la impronta, se observé al
microscopio para realizar el recuento.

6. Estudios de metilacion
6.1. Analisis bioinformatico

Se realiz6 una busqueda bibliografica de las regiones promotoras de So-R 1, 5a-R 3, 3a-HSD 3, 17p-HSD 1

y 17B-HSD 5. Una vez obtenidos, se estudiaron los posibles sitios de union a factores de transcripcion, asi
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como también islas o sitios CpG potencialmente metilables (Fig. 15 A). Para ello, se analizaron los genes

utilizando software bioinformatico de uso libre
(http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi). Para determinar la presencia de sitios de unién
a factores de transcripcion, se utilizo el programa Alggen Promo (Farre, 2003; Messeguer et al., 2002). A
esas mismas regiones se les estudio la presencia de sitios de corte por enzimas de restriccion (BstUl, Tail,
Smal), y se disefiaron oligonucleotidos sentido y antisentido que flanquearan esas regiones, utilizando el
programa NCBI Primer-BLAST (tabla 4). El fundamento del disefio de pares de oligonucleotidos que
abarquen esos sitios de corte se debe a que cuando un sitio CpG es metilado, no es posible su digestion con
enzimas de restriccion sensibles a metilacion, lo que lleva a la amplificacion del fragmento. En contraste,

cuando la isla no estd metilada, las enzimas rompen el ADN y no se produce amplificacion.

Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados en las PCR en tiempo real para evaluar el estado de metilacion de enzimas
esteroidogénicas.

Enzima con sitio de TH TA
Oligonucleétido sentido Oligonucleétido antisentido
corte (°C) (pb)
50-R 1 Smal / Tail 5’-ACGCAGCACGCAGAAAC-3’ 5’-GGCTTATTCCTGGACGG-3’ 59 138
50-R 3 Smal 5’-GGAGGCAGAGGTCACGGT-3’ 5’-GTTGAGGAGGCTGGAGGG-3° 56 130
3a-HSD 3 Tail 5’-CGGCAGGTTCTCAGTCAA-3’ 5’-GGGCAAACACAGTCCACA-3’ 53 94
17B-HSD 1 Tail (a) / BstUI | 5>-CCTCATCTTCCCACCCAA-3’ 5’-CGCAGCAAATGTAAGCCG-3’ 60 222
17B-HSD 1 Tail (b) 5’-GCAAGAAAGGCTCCGTCA-3’ 5’-GGGATTATAGGCGACAGC-3° 58 170
17B-HSD 1 Tail (c) 5’-CCCAGCCTCAAAGCATAT-3’ 5’-TGACAGAATGTGCCCAGA-3’ 54 142
17B-HSD 1 Tail (d) 5’-CACCTCCCAACGCCTTTA-3’ 5’-ACAGACATGAGCCCACTGC-3’ 60 207
17B-HSD 5 Tail 5’-GGTTAGACGGACTATTGC-3’ 5’-CCCTACTTGTCTCATGGA-3’ 45 166
Control interno 5’-GACGGGTAAAGCCTTAGGTG-3’ 5’-GGTGGGTGAGAAGTGGAAGA-3’ 55 182

TH: temperatura de hibridacion; TA: tamafio del amplicon.

6.2.  Extraccion de ADN, digestion con enzimas de restriccion sensibles a metilacion y PCR

en tiempo real

El ADN se extrajo utilizando un protocolo modificado de Miller (S. A. Miller et al., 1988) (Fig. 15 B). Al
tubo con buffer TEN se le agregé SDS 20%, NaCl 5 M y 5 mg/mL de RNAsa, y se incub6 por 30 min a
37°C. Luego, se agreg6 cloroformo, se centrifugo, y se precipité el ADN de la fase acuosa con etanol al 95%,

frio. Posteriormente, se lavo con etanol al 70%, y se suspendi6 en buffer TE. La concentracion total de ADN
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fue medida en espectrofotometro (Nanodrop) utilizando el cociente A260 / A280, y las muestras se
conservaron a -20°C. Se procedi6 luego a la digestion con enzimas de restriccion sensibles a metilacion. A 1
ug de ADN total se le agregaron 10 U de BstUI (New England BiolLabs, Beverly, MA) y se incub6 1 h a
60°C, 5 U de Tail (Thermo Fisher Scientifics Inc, Waltham, MA) incubados 4 hs a 65°C, o 5 U de Smal
(Promega) incubados a 25°C por 4 hs. Los productos de digestion se purificaron utilizando el Wizard SV gel

and PCR Clean-Up System Kit, de acuerdo a lo sugerido por el fabricante (Promega).
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Figura 15. Esquema general del proceso de A) analisis bioinformatico B) extraccion de ADN, digestion con enzimas de
restriccion sensibles a metilacion, y PCR en tiempo real para los estudios de metilacion. Brevemente, luego del analisis
bioinformatico, se procedio6 al disefio de oligonucledtidos especificos para luego realizar la PCR. En paralelo, se extrajo
el ADN con cloroformo y etanol, se corté con enzimas de restriccion, se purifico, y luego se analizé por PCR. A su vez,
utilizando una mezcla (pool) de ADN y los oligonucledtidos especificos, C) se obtuvieron las curvas de calibrado para
cada sitio a analizar. PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; TEN: buffer TRIS — EDTA — NacCl.

Para analizar la expresion relativa de las regiones promotoras de interés, se utilizo PCR en tiempo real. El
ADN genémico se amplificd por duplicado utilizando el Real-Time DNA Step One Cycler (Applied
Biosystems), siguiendo el mismo protocolo indicado en el inciso 5. La pureza y especificidad de cada
producto, el Ct de cada muestra, la eficiencia de las reacciones (las cuales variaron entre un 90% - 104%) y

los niveles de metilacion relativa de cada promotor, utilizando el método de curva estandar, fueron realizados
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como se describio en el apartado 5b (Fig. 15 C). Como control interno se amplifico una region desprovista de

sitios de corte para las enzimas utilizadas (BstUI, Tail o Smal).

7. Cultivos celulares

Las muestras criopreservadas fueron descongeladas a 37°C en bafio de agua. Se lavaron 2 veces con medio
de cultivo precalentado, y se prepararon suspensiones de 1*¥10° células/ml. Se determin6 la vitalidad celular
con colorante supravital, y se utilizaron las muestras cuyo porcentaje de células vivas post criopreservacion
fue mayor al 90%. El medio de cultivo consistio6 en RPMI mas suero fetal bovino al 10%, 100U de
antibidticos (penicilina/streptamicina, Sigma-Aldrich) y glutamax 2mM (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Se colocaron 250 pl de la suspension celular en cada pocillo de la placa de cultivo, y se
incubaron en estufa a 37°C con 5% CO, por 16 — 20hs antes de comenzar con los experimentos (periodo de
descanso, dia 0). Al dia siguiente, a los pocillos correspondientes se les agrego el mitdogeno de la fitolaca
(PWM, Sigma-Aldrich) o DMSO (control negativo), y se volvieron a incubar en estufa a 37°C con 5% CO2
por 24hs (dia 1). Al dia siguiente (dia 2), a los pocillos correspondientes se les agreg6 dutasteride y/o
testosterona (ambos de Sigma-Aldrich). Al dia 4, se cosecharon y lavaron las células con PBS estéril, y se

conservaron en Trizol a -80°C para el posterior analisis de ARNm como se describi6 en el inciso 4 (Fig. 16).

—_ —3 Lavado 5
con medio

Muestra Descongelado

. 1x106 células/mL
criopreservada

Mitégeno ys Dutasteride
pDMSO £ Testosterona’

Cosecha PBS Trizol

Figura 16. Esquema general del proceso de cultivos celulares. Brevemente, las muestras criopreservadas se
descongelaron rapidamente y se lavaron con medio tibio. Se incubaron las células en estufa a 37°C con 5% CO, por 16
— 20hs (descanso, dia 0). Al dia siguiente (dia 1) se colocd mitdégeno o control negativo (DMSO) en los pocillos
correspondientes, y se volvieron a incubar las células. Al otro dia (Dia 2), se coloco testosterona y dutasteride en los
pocillos correspondientes, y se volvieron a incubar en estufa hasta su cosecha (dia 4). Se conservaron las células en
trizol para posterior extraccion de ARN. DMSO: dimetilsulféxido; PBS: buffer fosfato salino.
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Las soluciones madres de dutasteride y testosterona se realizaron con DMSO, y se congelaron a -20°C
protegidas de la luz, y para su posterior uso se diluyeron en medio de cultivo. El PWM se diluyé con PBS
estéril, se filtrd, y se realizaron alicuotas que se conservaron a -20°C. Para su posterior uso, se diluy6 en
medio de cultivo de manera de agregar por cada pocillo 10 ug/ml de PWM.

Los experimentos se llevaron a cabo de la siguiente manera: se procesaron negativos, positivos y tratados,
por triplicado, en un volumen final de 500 pl por pocillo. Los negativos consistieron en pocillos con células a
los que se les agregd 250 pl de medio de cultivo con 1 pl de DMSO. Los controles positivos consistieron en
células con medio de cultivo y PWM. En cuanto a los tratamientos, se realizaron cultivos con PWM + 1 ul
de testosterona 5*10° M (PWM+T), y PWM + 0,5 ul de dutasteride 1*10™* M, incubado por 2 horas, al cual
luego se agreg6 0,5 pl de testosterona 1*10° M (PWM+D+T). Las concentraciones utilizadas de testosterona
y dutasteride se seleccionaron luego de evaluar estudios realizados por otros autores (Corsini et al., 2016;
Zhou & Speiser, 1999). Se selecciond dutasteride para la prueba ya que se sabe que es inhibidor de la 5a-R 1

(Lietal., 2011; Xu et al., 2000).

8. Analisis estadisticos

Los estudios estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa RStudio (2022). Primero se analizaron los
grupos de datos para evaluar normalidad y homocedasticidad, y de acuerdo a esos resultados, para evaluar
diferencias entre grupos experimentales, se aplicaron estudios paramétricos o no paramétricos. Se
consideraron estadisticamente significativas las diferencias con un p < 0,05. En el caso de andlisis de
correlaciones, también primero se evalud normalidad y homocedasticidad, y de acuerdo a esos resultados se
utilizé el test de Spearman y/o Pearson. Se consideraron significativamente fuertes cuando presentaron un

indice de correlatividad entre 0,7 y 1, o entre -0,7 y -1.
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1.  Niveles séricos de testosterona, estradiol y progesterona en pacientes con LLC

Dada la discrepancia en la bibliografia respecto a los niveles séricos de diversas hormonas en pacientes con
LLC (Allain etal., 2018; Everaus, 1992; Everaus etal., 1992), evaluamos los niveles circulantes de
testosterona, E2 y P4 en individuos con LLC versus sus respectivos controles (Fig. 17). No se encontraron
diferencias entre los grupos (ScheirerRayHare p > 0.05). Dado que las mujeres de los grupos control (MS) y
LLC (M-LLC) eran menopausicas, observamos niveles reducidos de E2 y P4 al compararlos con sus
contrapartes masculinas (VS y V-LLC). Estos resultados fueron los esperados de acuerdo al sexo y edad de

los individuos estudiados, como ya fue establecido por otros autores (Greenblatt et al., 1976).
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Figura 17. Niveles séricos de estradiol, progesterona y testosterona en individuos sanos (S) y en pacientes con
Leucemia Linfocitica Crénica (LLC). **** indican diferencias significativas con p < 0,0001, y *** diferencias
significativas con p < 0,001, basados en la prueba Scheirer Ray Hare. VS: varones sanos; MS: mujeres sanas; V-LLC:
varones con LLC; M-LLC: mujeres con LLC; E,: estradiol; P,: progesterona; T: testosterona. Cada caja representa los
valores entre los percentilos 25 y 75. La linea media en el cuerpo de la caja representa la mediana de las mediciones.
Los bigotes que se extienden hacia arriba y abajo de cada caja representan el valor maximo y minimo, respectivamente.
Los puntos aislados representan los valores atipicos (outliers).

2. Estudio de CMSP circulantes

2.1.  Caracterizacion de la expresion de ARNm de enzimas esteroidogénicas en individuos

sanos y en pacientes con LLC

En CMSP de individuos sanos, no se detectaron los transcriptos de P450aro y 3a-HSD 1, mientras que si se
observo expresion de ARNm para P450scc, P450(17a), 5 a-R 1, 2y 3, 38-HSD, 3a-HSD 3, 17B-HSD 1, 3 y
5, P450scc, P450(17a), Sa-R 2 y 17p-HSD 3. No se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas
en la expresion de transcriptos de 50-R 1, 50-R 3, 3B-HSD, 3a-HSD 3, 17B-HSD 1 y 17B-HSD 5

relacionados al sexo, edad o fase del ciclo menstrual (Fig. 18).

51



Resultados

>

5a-R 1 5a-R 3 3a-HSD 3
g 16 s 8
Z 1
< .
g 6 . 6
% 10
s .
F 4 4 o
% 6 o ) o )
s ) .
& 2 2
)
o 0 [}
V-A) VA V-AM M-A) MA M-AM V-A) VA V-AM M-A) MA M-AM V-A) VA V-AM  M-A) MA M-AM
3B-HSD 178-HSD 1 178-HSD 5
0.30 0,4
E 4 .
Z 0,25
< 0,3
2 0,20 ’ : 3
‘5 .
° .
€ 0,15
= 0,2] -« 2
0
2 0,10 .
- .
& 0,1 1
& .05 é '-JF é
0 0 )
V-A) VA V-AM M-A) MA M-AM V-A) VA V-AM M-A) MA M-AM V-A) VA V-AM M-A) MA M-AM
B 5a-R 1 5a-R 3 3a-HSD 3
£ 14 8 8
Z 12
<
g 10 6 6
5 g
[3 4 4
c 6
0 © .
.g 4 = °
s 2 . 2
X 2
w .
0 0 0
Lu Fo Aco Mn Lu Fo Aco Mn Lu Fo Aco Mn
3B-HSD 17B-HSD 1 178-HSD 5
£ 03 0,4
z a
<
©
3 0,3
Z 02 3
T
2 0,1
E .
3 . 0,1 1 o
w
—
0 0 0
Lu Fo Aco Mn Lu Fo Aco Mn Lu Fo Aco Mn

Figura 18. Expresion de ARNm de enzimas esteroidogénicas en A) individuos sanos en cuanto a sexo y edad, y B) en
mujeres sanas en cuanto a dia de ciclo menstrual y uso de anticonceptivos. En todos los casos, los p fueron mayores a
0,05, basados en las pruebas ANOVA o su variante no paramétrica de acuerdo al caso (Kruskal Wallis o Scheirer Ray
Hare). M-AJ: mujeres adultas jovenes (20 - 39 afios); MA: mujeres adultas (40 - 59 afios); M-AM: mujeres adultas
mayores (> 60 afios); V-AJ: varones adultos jovenes (20 - 39 afios); V-A: varones adultos (40 - 59 afios); V-AM:
varones adultos mayores (> 60 afios); Lu: Iutea; Fo: folicular; Aco: uso de anticonceptivos; Mn: menopausia; 38-HSD:
3B-hidroxiesteroide  deshidrogenasa/A5-A4-isomerasa; 5a-R: 5 o reductasa; 3a-HSD: 3a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa; 173-HSD: 17f-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Cada caja representa los valores entre los percentilos
25y 75. La linea media en el cuerpo de la caja representa la mediana de las mediciones. Los bigotes que se extienden
hacia arriba y abajo de cada caja representan el valor maximo y minimo, respectivamente. Los puntos aislados
representan los valores atipicos (outliers). © indica los valores de media en distribuciones normales.
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Si bien se observo expresion de ARNm de P450scc, P450(17a), Sa-R 2 y 17B-HSD 3, y se confirm6

mediante geles de agarosa (Fig. 19), sus niveles fueron demasiado bajos para poder cuantificar.

Ne; Pos-scc S-scc LCL-scc 517 LLC-c17  Pos-c17 Neg

Figura 19. Expresion de A) P450scc (182pb), P450(17a) (209pb), B) Sa-R 2 (226pb) y C) 17B-HSD 3 (194pb) en
individuos sanos (S) y pacientes con Leucemia Linfocitica Cronica (LLC). MPM: marcador de peso molecular; Neg:
control negativo (no se agregé muestra); Pos: control positivo (placenta humana); Pos-scc: control positivo para
P450scc; Pos-c17: control positivo para P450(17a.); S-scc: P450scc en individuos sanos; LLC-scc: P450scc en pacientes
con LLC; S-c17: P450(17a) en S; LLC-c17: P450(170) en LLC. P450scc: citocromo P450 de escision de la cadena
lateral; P450(170): citocromo P450 17a-hidroxilasa/c17,20-liasa; 5a-R: 5 a reductasa; 17B-HSD: 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa; 500pb: peso molecular de la banda de mayor intensidad del MPM. El marcador de peso molecular
utilizado presenta fragmentos que van desde los 100 a los 1000pb, con incrementos de a 100pb.

En CMSP de pacientes con LLC se detectd expresion del ARNm de las mismas enzimas que en individuos
sanos, y los niveles de expresion de ARNm de P450scc, P450(17a), 5a-R 2 y 17B-HSD 3 también fueron
demasiado bajos para poder cuantificarlos (Fig. 19). Por otro lado, la expresion de transcriptos de 5a-R 1,
50-R 3, 3B-HSD, 30-HSD 3, 17B-HSD 1 y 17B-HSD 5 fue cuantificable en pacientes con LLC, y no se

encontraron diferencias entre pacientes con mLLC o uLLC (Fig. 20).
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Figura 20. Expresion de ARNm de enzimas esteroidogénicas en pacientes con leucemia linfocitica cronica (LLC)
teniendo en cuenta el estado mutacional de las regiones variables de la cadena pesada de inmunoglobulinas. mLLC:
pacientes con LLC con las regiones variables de la cadena pesada de inmunoglobulinas mutadas; uLLL.C: pacientes con
LLC con las regiones variables de la cadena pesada de inmunoglobulinas no mutadas; 3f-HSD: 3f-hidroxiesteroide
deshidrogenasa/A5-A4-isomerasa; So-R: 5 o reductasa; 30-HSD: 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 17B-HSD:
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Cada caja representa los valores entre los percentilos 25 y 75. La linea media en
el cuerpo de la caja representa la mediana de las mediciones. Los bigotes que se extienden hacia arriba y abajo de cada
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caja representan el valor maximo y minimo, respectivamente. Los puntos aislados representan los valores atipicos
(outliers).

Sin embargo, al comparar la expresion de las enzimas cuantificables entre individuos sanos y pacientes con
LLC del mismo sexo, salvo por el caso de 3B-HSD, todos los niveles d¢ ARNm de las enzimas fueron

significativamente menores en sujetos con la patologia (Fig. 21).
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Figura 21. Expresion de ARNm de enzimas esteroidogénicas en individuos sanos (S) y en pacientes con Leucemia
Linfocitica Crénica (LLC) de la misma edad. **** indica diferencias significativas con p < 0,0001, *** indica
diferencias significativas con p < 0,001, ** diferencias significativas con p < 0,01, y * diferencias significativas con p <
0,05, basados en las pruebas Scheirer Ray Hare. VS: varones sanos; MS: mujeres sanas; V-LLC: varones con LLC;
M-LLC: mujeres con LLC; 3B-HSD: 3f-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A5-A4-isomerasa; So-R: 5 o reductasa;
30-HSD: 30-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 17B-HSD: 17f3-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Cada caja representa los
valores entre los percentilos 25 y 75. La linea media en el cuerpo de la caja representa la mediana de las mediciones.
Los bigotes que se extienden hacia arriba y abajo de cada caja representan el valor maximo y minimo, respectivamente.
Los puntos aislados representan los valores atipicos (outliers).

Posteriormente estudiamos la expresion de las diferentes variantes de So-R 1 (V1, V2 y V3). No se

encontraron diferencias entre individuos sanos y pacientes con LLC (Fig. 22).
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Figura 22. Expresion de ARNm de las variantes de la enzima 5a-R 1 en individuos sanos (S) y en pacientes con
Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) de la misma edad. En todos los casos, los p fueron mayores a 0,05, basados en la
prueba Scheirer Ray Hare. VS: varones sanos; MS: mujeres sanas; V-LLC: varones con LLC; M-LLC: mujeres con
LLC; 5a-R: 5 a reductasa. Cada caja representa los valores entre los percentilos 25 y 75. La linea media en el cuerpo de
la caja representa la mediana de las mediciones. Los bigotes que se extienden hacia arriba y abajo de cada caja
representan el valor madximo y minimo, respectivamente. Los puntos aislados representan los valores atipicos (outliers).

2.2. Obtencion del antigeno para la generacién del anticuerpo anti 17 beta hidroxiesteroide

deshidrogenasa 5

Se confirmd la presencia de la proteina de interés en una de las fracciones inducidas a 37°C, mediante
SDS-PAGE (Fig. 23). Se agrego6 azida sddica al vial de interés (calle B en la Fig. 14), y se prepararon 2
viales de 1,5 mL de proteina, en una concentracion de 1,2 mg/mL. Se enviara la proteina a la Facultad de
Ciencias Veterinarias (FCV-UNL) para inmunizar a los conejos y obtener el antisuero correspondiente. Una
vez generado el antisuero, éste se purificara mediante columnas de afinidad, primero para eliminar
anticuerpos anti GST, y luego con columnas especificas conteniendo el antigeno (proteina recombinante de

17B-HSD 5) para obtener el anticuerpo especifico.

Figura 23. SDS-PAGE para confirmar la proteina de interés para inmunizar a los animales. A, D y E) Proteina
recombinante 173-HSD 5-GST inducida a 30°C. B, C y F) Proteina recombinante 178-HSD 5-GST inducida a 37°C. G)
GST pura (peso aproximado: 28kDa). MPM: Marcador de peso molecular. 36kDa: banda del MPM donde se espera
encontrar la proteina recombinante (peso aproximado, 37kDa).
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2.3.  Localizacion de 5 alfa reductasa 1 y aromatasa

Para evaluar la expresion a nivel de proteina de 50-R 1 y P450aro, se llevd a cabo un ensayo de
inmunocitoquimica (ICQ). Tanto en individuos sanos como en pacientes con LL.C, no se observd expresion
proteica de P450aro pero si de Sa-R 1 (Fig. 24 A). Esta tltima se localiz6 en el citoplasma. En pacientes con

LLC, los niveles proteicos de Sa-R 1 fueron menores versus sus respectivos controles (Fig. 24 B).
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Figura 24. A) Inmunocitoquimica para la deteccion de P450aro y S5o-R 1 en ovario humano (a, e), células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de individuos sanos (CMSP-S; b, f) y CMSP de pacientes con Leucemia
Linfocitica Cronica (CMSP-LLC; c, g). Las flechas indican tincidn positiva. En el caso de CMSP, en la caja se muestra
una imagen a mayor aumento. Se utilizé ovario humano como control positivo (a, e) y negativo (d), y también se
utilizaron CMSP como control negativo (h). En éstas, el anticuerpo primario fue pre-absorbido con su antigeno. B)
Expresion proteica de 50-R 1 en individuos S y en pacientes con LLC, expresadas en porcentaje de células positivas. **
indica diferencias significativas con p < 0,01, basados en la prueba Scheirer Ray Hare. 5a-R 1: 5 o reductasa 1;
P450aro: aromatasa; VS: varones sanos; MS: mujeres sanas; V-LLC: varones con LLC; M-LLC: mujeres con LLC.
Cada caja representa los valores entre los percentilos 25 y 75. La linea media en el cuerpo de la caja representa la
mediana de las mediciones. Los bigotes que se extienden hacia arriba y abajo de cada caja representan el valor maximo
y minimo, respectivamente. Los puntos aislados representan los valores atipicos (outliers).

56



Resultados

2.4. Estudio de metilacion de promotores de enzimas esteroidogénicas en individuos sanos y

en pacientes con LLC

Los resultados del analisis bioinformdatico de las regiones promotoras de las enzimas esteroidogénicas de
interés, detallando los posibles sitios candidatos para que ocurra la metilacion del ADN, sitios regulatorios

asociados a los mismos y union de factores de transcripcion, se indican en la figura 25.
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Figura 25. Esquema de regiones promotoras de enzimas esteroidogénicas que podrian sufrir metilacion. Los posibles
sitios de union a factores de transcripcion se muestran en circulos. Se indican las islas CpG vy sitios diana CG estudiados
para la digestion con las enzimas de restriccion sensibles a metilacion Tail, BstUI y Smal. Los sitios definitivos que
fueron cortados se indican en rectangulos. COE1: factor 1 de células B tempranas; USF1/2: factor de estimulacion via
arriba 1/2; CEBP o/B: proteina de unién alfa/beta, potenciadora de CCAAT; LFA1: antigeno 1 asociado a funcion
linfocitaria; NF1: factor nuclear; TAF1: factor de iniciacion de la transcripcion TFIID subunidad 1; Hoxa3: homeobox
A3; ZF5: zinc-finger 5; HLF: factor de leucemia hepatico; STF1: factor de transcripcion 1 de molécula pequefia;
Hox11: homeobox 11; HESI: hairy y potenciador de split-1; Pax5: proteina de caja pareada 5; p300: histona
acetiltransferasa  p300; 5So-R: 5  o-reductasa; 30-HSD: 3o-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 17p-HSD:
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Se encontraron diferencias significativas en los niveles de metilacion en 3 de los 5 sitios estudiados para
17p-HSD 1 [BstUI, Tail(b) and Tail(d)], y en los sitio Tail analizados para Sa-R 1y 17B-HSD 5 (Fig. 26). En
las mujeres sanas se evidenciaron menores niveles de metilacion que en hombres sanos en el sitio BstUI para

17B-HSD 1. Sin embargo, no se encontraron diferencias en los niveles de metilacion en este mismo sitio
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entre individuos sanos y pacientes con LLC, sin importar el sexo. En los sitios Tail(b) y Tail(d) para
178-HSD 1, y en Tail para 17B-HSD 5, observamos menores niveles de metilacion en MS versus VS, en
M-LLC en comparacion con V-LLC, y también en M-LLC vs. sus respectivos controles (MS, VS). En el sitio

Tail de Sa-R 1, los valores de metilacion fueron mayores en mujeres que en varones con LLC.
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Figura 26. Analisis de metilacion de los promotores de las enzimas 5a-R 1, 5a-R 3, 30-HSD 3, 173-HSD 1y 17B-HSD
5 utilizando enzimas de restriccion sensibles a metilacion y PCR real time en individuos sanos (S) y pacientes con
Leucemia Linfocitica Crénica (LLC). El nombre de la enzima de restriccion sensible a metilacion (Tail, BstUI o Smal)
en cada promotor se refiere a las diferentes posiciones analizadas. *** indica diferencias significativas con p < 0,001,
** diferencias significativas con p < 0,01, y * diferencias significativas con p < 0.05, basados en las pruebas Scheirer
Ray Hare (3a-HSD 3, 178-HSD 1 BstUI) y ANOVA (50-R 1, 50-R 3, 17B-HSD 1 Tail a,b,c y d, y 17B-HSD 5). Las
lineas punteadas en los sitios 17B-HSD 1 Tail(b) y Tail(d), y en el sitio 178-HSD 5 Tail indican diferencias
significativas entre sexos del mismo grupo (VS versus MS; V-LLC versus M-LLC), y las lineas continuas indican
diferencias entre grupos (S versus LLC). VS: varones sanos, MS: mujeres sanas; V-LLC: varones con LLC; M-LLC:
mujeres con LLC. 50-R: 5 a-reductasa; 3a-HSD: 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 173-HSD: 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa. Cada caja representa los valores entre los percentilos 25 y 75. La linea media en el cuerpo de la caja
representa la mediana de las mediciones. Los bigotes que se extienden hacia arriba y abajo de cada caja representan el
valor maximo y minimo, respectivamente. Los puntos aislados representan los valores atipicos (outliers). © indica los
valores de media en distribuciones normales.
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2.5.  Caracterizacion de la expresion de ARNm de citoquinas en individuos sanos y en

pacientes con LLC

En CMSP de individuos sanos, no se evidenciaron diferencias en la expresion de transcriptos de 1L 2, IL 4,
IL 6 e IL 10 relacionados al sexo, edad o dia del ciclo menstrual (Fig. 27). Tampoco se encontraron

diferencias entre pacientes con mLLC o uLLC (Fig. 28).
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Figura 27. Expresion de ARNm de citoquinas en A) individuos sanos en cuanto a sexo y edad, y B) en mujeres sanas
en cuanto a dia de ciclo menstrual y uso de anticonceptivos. En todos los casos, los p fueron mayores a 0,05, basados en
las pruebas ANOVA o su variante no paramétrica de acuerdo al caso (Kruskal Wallis o Scheirer Ray Hare). M-AJ:
mujeres adultas jovenes (20 - 39 afios); MA: mujeres adultas (40 - 59 afios); M-AM: mujeres adultas mayores (> 60
aflos); V-AlJ: varones adultos jévenes (20 - 39 afios); V-A: varones adultos (40 - 59 afios); V-AM: varones adultos
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mayores (> 60 afios); Lu: lutea; Fo: folicular; Aco: uso de anticonceptivos; Mn: menopausia; IL: interleuquina. Cada
caja representa los valores entre los percentilos 25 y 75. La linea media en el cuerpo de la caja representa la mediana de
las mediciones. Los bigotes que se extienden hacia arriba y abajo de cada caja representan el valor maximo y minimo,
respectivamente. Los puntos aisla<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>