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2. Abreviaturas

2-NBDG: 2-(N-(7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-il) amino)-2-deoxiglucosa). Analogo
fluorescente de glucosa.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

AICAR: 5-Aminoimidazol-4-Carboxamide-1-4-Ribofuranoside

AIP: del acronimo inglés Autocamptide-2 Related Inhibitor Peptide (inhibidor de
CaMKIl).

AMP: Adenosina monofosfato

AMPK: Proteina quinasa activada por AMP

ATP: Adenosina trifosfato.

B-MHC: Cadena pesada de la B-miosina.

BrdU: 5-Bromo-deoxiuridina.

CaMKI1: Proteina quinasa dependiente del complejo Ca?*/calmodulina.

DMEM: Medio Dulbecco modificado por Eagle.

DTT: Ditiotreitol.

EDTA: Acido etilén diamino tetra acético.

FT: Factor de transcripcion.

GLUT1: Transportador de glucosa 1.

GLUT4: Transportador de glucosa 4.

Luc: Luciferasa.

MEF2C: del acronimo inglés: myocyte enhancer factor 2C.

p38 MAPK: Proteina quinasa p38 activada por mitdgeno.

PGC-1a: Co-activador 1a del receptor activador de la proliferacion de peroxisoma y.
PBS: Amortiguador fosfato salino.

PMSF: Fenil metil sulfonil fluoruro.

RA.: Receptor intracelular para andrdgenos.

RL: Renilla luciferasa.

ROI: Region de interés.

siRNA: small interfering RNA, en espafiol ARN pequefio de interferencia.

SKA: a-actina esquelética.
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3. Resumen

El cardiomiocito, la célula contractil del corazén, requiere el suministro continuo de
energia para llevar a cabo la contraccion muscular y sus diversos procesos celulares que
incluyen sobrevida, crecimiento y metabolismo. Los efectos anabodlicos de la
testosterona, la principal hormona esteroide anabolica/androgénica, sobre el
cardiomiocito implican adaptaciones metabolicas. En este tipo celular el ATP se genera
por B-oxidacion y en menor medida por glicdlisis. En condiciones fisiologicas, la
respuesta metabolica del cardiomiocito comprende una interaccion entre las necesidades
y la disponibilidad de sustratos energéticos. A pesar de los avances en el conocimiento de
los efectos de la testosterona sobre el sistema cardiovascular, poco se sabe de las vias
metabolicas usadas por esta hormona en cardiomiocitos.

El co-factor transcripcional PGC-1a es un coactivador transcripcional que regula la
biogénesis mitocondrial y diversos genes del metabolismo oxidativo y glicolitico. PGC-
la es regulado por diversas proteinas, tales como la quinasa dependiente del complejo
Ca2*/Calmodulina tipo 11 (CaMKI1) y la proteina quinasa activada por AMPK (AMPK).
El objetivo de este trabajo fue estudiar la participacion de estas proteinas quinasas en la
activacion de PGC-la mediada por testosterona en condiciones de hipertrofia del
cardiomiocito.

Los resultados muestran que la testosterona (100 nM) produce un aumento de la
localizacion nuclear de PGC-1la y de la actividad del plasmidio reportero PGC-la
luciferasa a las 24 h de estimulo. En este tiempo el cardiomiocito presenta un fenotipo
hipertrofico. La inhibicion de CaMKII con el péptido inhibidor, AIP (Autocamptide-2
Related Inhibitor Peptide) bloqued tanto la translocacion nuclear como la actividad
transcripcional de PGC-la. Por otro lado, la testosterona aumentd la expresion de
Hexoquinasa Il (HKII) y la captacién de glucosa. Este Gltimo fue inhibido por Indinavir
(inhibidor del transportador de glucosa GLUT4) y AIP. Ademas, el aumento en la
captacion de glucosa inducido por testosterona fue bloqueado por el uso de un siRNA
dirigido contra PGC-1a.

Estos resultados sugieren a PGC-la como un regulador clave en los cambios
metabdlicos inducidos por testosterona, donde la CaMKII es necesaria para la activacion

de PGC-la. La participacion de CaMKII y PGC-1a parecen ser actores claves en el
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control del metabolismo inducido por la testosterona para inducir hipertrofia del

cardiomiocito.
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4. Abstract

Cardiomyocytes require a continuous supply of energy to maintain muscle
contraction as well as hemodynamic adaptation, survival, growth and metabolism.
Anabolic effects of testosterone, the main anabolic/androgenic steroid hormone, on
cardiomyocytes involve metabolic adaptations. In cardiomyocytes, ATP required for
cellular energy is generated mainly by fatty acid oxidation and in less proportion by
glucose as energy substrate. Because the heart must adapt to continuously changing
energy demands but has limited capacity for storing fatty acids or glucose, cardiomyocyte
energy substrate flux must be tightly matched with demand.

To elicit functional actions, androgen receptor once activated by testosterone must
interact with coactivator proteins. A main metabolic coactivator in cardiac cells is the
peroxisome proliferator-activated receptor (PPARY) coactivator-la (PGC-1a), which is
a key transcriptional energy regulator. PGC-1a obtains information from upstream
signaling pathways as Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase 11 (CaMKII) and
AMPK protein kinase activated by AMP (AMPK) to connect energy demands with cell
growth via gene expression. However, the signaling mechanisms that regulate cardiac
metabolic adaptation during testosterone-induce cardiomyocyte hypertrophy are up until
now incompletely understood. The objective of this work was to study the involvement
of these protein kinases in the activation of PGC-1a by testosterone during cardiomyocyte
hypertrophy.

The results show that testosterone (100 nM) increased nuclear localization of
PGC-1la and PGC-la-luciferase activity. Inhibition of CaMKIIl with autocamptide-2
related inhibitor peptide (AIP) blocked both nuclear translocation and transcriptional
activity of PGC-1la. Moreover, testosterone increased hexokinase 1l (HKII) expression
and glucose uptake. Glucose uptake was inhibited by indinavir (a GLUT4 inhibitor) and
AIP. Moreover, glucose uptake increases induced testosterone was blocked by siRNA to
PGC-1o.

Together, these results suggest that CaMKI |1 is required for PGC-1a activation and
PGC-1a is a key regulator of the metabolic changes induced by testosterone in

cardiomyocytes.
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5. Introduccién

5.1. Testosterona
Los androgenos corresponden a hormonas masculinas involucradas en el desarrollo de
los caracteres sexuales primarios y secundarios. La testosterona, es el principal esteroide
anabolico/andrdgenico y posee multiples efectos en el organismo, tales como el desarrollo
la masa muscular, eritropoyesis y densidad Gsea, entre otras. Esta hormona también se
produce en mujeres, pero Se encuentra en concentraciones menores que en hombres.
Mujeres en edad pre-menopdusica presentan 1/10 de los niveles de testosterona
encontrados en hombres (Wittnich et al, 2013), debido a la conversion de testosterona a
estradiol por la enzima aromatasa. Esta enzima convierte la testosterona producida en los
ovarios a estradiol (Mooradian et al, 1987). La testosterona ejerce sus efectos a través de
mecanismos dependientes e independientes del receptor de androgenos. El primero,
dependiente del receptor de andrdgenos intracelular (RAI) genera un complejo
testosterona-RAi que migra al nucleo y se une a distintos elementos de respuesta a
androgenos ubicados en el ADN para regular la expresion o represion de diversos genes
(Beato et al, 1987; Simental et al, 1992). Este receptor intracelular se encuentra presente
en cardiomiocitos (Hickson et al, 1984; Marsh et al, 1998). El segundo mecanismo es
independiente del RA;y se postula la union de la testosterona a un receptor de membrana
acoplado a proteina G (Foradori et al, 2008; Pi et al, 2010). Nuestro grupo de
investigacion ha descrito efectos a través de este receptor en células de neuroblastoma,
musculo esquelético y cardiaco. Esto genera efectos rapidos, mediado principalmente por
cambios en las sefiales del Ca?* intracelular y activacion de diversas proteinas quinasas,
lo que a su vez desencadena la activacion de factores transcripcionales (Vicencio et al,
2006; Estrada et al, 2003; Guo et al, 2002; Altamirano et al, 2009; Vicencio et al, 2011).
Por lo tanto, el mecanismo de accion de la testosterona en el cardiomiocito involucra
un efecto cooperativo entre estas vias para ejercer los efectos fisioldgicos y en ocasiones

patoldgicos de esta hormona.

5.2. Efectos cardiovasculares de la testosterona

Los cardiomiocitos, las células contractiles del corazén, son un blanco para la accion
de los andrdgenos. La testosterona induce hipertrofia cardiaca tanto in vitro como in vivo
(Marsh et al, 1998; Sullivan et al, 1998; Altamirano et al, 2009). Elevadas dosis de
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testosterona o sus derivados sintéticos se asocian a hipertrofia cardiaca, remodelado
ventricular, cardiomiopatia, infarto del miocardio y muerte cardiaca subita. Sin embargo,
dentro del rango normal de concentraciones plasmaticas, las acciones de los andrégenos
son necesarias para el desarrollo y procesos fisiologicos del cardiomiocito (Weidemann
& Hanke, 2002; Ikeda et al, 2005). Los andrégenos también pueden producir un aumento
en la contractibilidad cardiaca, relajacion del masculo liso vascular y reducir la post-carga
cardiaca (Li et al, 2004). Ademas, la administracion prolongada de testosterona en ratas
que con infarto del miocardio induce un patrén de hipertrofia cardiaca fisiologica sin
producir efectos perjudiciales, lo que sugiere una mejora en la funcién cardiaca
(Nahrendorf et al, 2003). Por lo tanto, el efecto de la testosterona sobre el sistema
cardiovascular ain no esta bien dilucidado ya que se han observado tanto efectos
beneficiosos como patoldgicos. Sin embargo, muchos de los efectos descritos son
simplemente observacionales y carecen de estudios cientificos rigurosos.

Diversos estudios han evaluado la relacion que existe entre los niveles plasmaticos de
testosterona y enfermedades metabolicas. Muthusamy mostré que la deficiencia de
testosterona se correlaciona con una deficiente oxidacién de glucosa en musculo
esquelético, higado y tejido adiposo (Muthusamy et al, 2007). Por otro lado, también se
ha mostrado que la disminucion en las concentraciones plasmaticas de la testosterona se
asocian al desarrollo de sindrome metabélico, diabetes mellitus tipo 2 (Saad, 2009) e
insuficiencia cardiaca (Malkin et al, 2010). A esto se suman los ensayos clinicos
demostrando que la administracion de testosterona mejora el pronéstico de la
insuficiencia cardiaca en hombres con sindrome metabolico (Cook & Romashkan, 2011).
A pesar de estos efectos beneficiosos, la administracion de elevadas dosis de testosterona
se asocia con el desarrollo de hipertrofia cardiaca (Sachtleben et al, 1993).

El efecto de la testosterona como un modulador metab6lico podria mejorar la
sensibilidad a la insulina y la captacion de glucosa en el corazon. Sin embargo, para
establecer protocolos de intervencion o de reemplazo hormonal se requiere mayor
investigacion acerca de los mecanismos celulares y moleculares implicados en las
acciones metabdlicas de la testosterona.

Nuestro grupo de trabajo determiné que la testosterona (100 nM) induce aumento en
la expresion de las proteinas f-MHC y SKA a las 24 h de estimulo, lo que indica que la
testosterona induce hipertrofia del cardiomiocito (Figura 1) (Altamirano et al, 2009).
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Figura 1: Testosterona induce hipertrofia del cardiomiocito. Las células fueron estimuladas por 12 y
24 h con 100 nM de testosterona. Se observa un aumento en la expresion de B-MHC y SKA alas 12 y 24
h de estimulo, estas proteinas son marcadores de la hipertrofia del cardiomiocito. **p < 0,01 vs basal.
Adaptada de Altamirano et al, 2009.

5.3. Metabolismo cardiaco
El corazon es un érgano que requiere un constante suministro energético y por ende

cantidades suficientes de ATP para mantener la funcion contractil y la viabilidad celular.
El corazdn usa una amplia variedad de sustratos energéticos como &cidos grasos,
aminoéacidos, glucosa, lactato y cuerpos cetonicos. Por lo tanto, la funcién cardiaca
depende de una estrecha regulacion de las vias metabolicas necesarias para dar respuesta
a la alta demanda energética del corazén. Bajo condiciones normales, la mayor parte del
ATP formado proviene de la B-oxidacion de acidos grasos en la mitocondria, del cual
aproximadamente un 60-70% es destinado a la contraccion (Weiss & Maslov, 2004;
Balaban, 2012). La glucosa, en menor cuantia, es el otro sustrato que a través de la
glicolisis es metabolizada para generar ATP. Los &cidos grasos ingresan a la célula
mediante proteinas translocasas ubicadas en la membrana plasmatica, luego deben ser
transportados a la mitocondria para la B-oxidacion, proceso mediado por la enzima
carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT-1). La captacion de glucosa ocurre mediante dos
transportadores de glucosa, GLUT1 y GLUT4 (Zorzano et al, 1997). La captacion basal
de glucosa estd determinada por la presencia de GLUT1 en la membrana plasmatica de
los cardiomiocitos. Estimulos como insulina y estrés metabolico inducen la translocacion
de GLUT4 desde el citoplasma hacia la membrana plasmatica (Brownsey et al, 1997).
Una vez en el interior de la célula, la glucosa es rapidamente fosforilada para ser

catabolizada directamente o incorporada en glucdgeno. Como sustrato energético, la
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glucosa es metabolizada a través de la via glicolitica donde es oxidada hasta CO- en la
mitocondria o genera lactato y alanina por la via no oxidativa (Depré et al, 1998). Tanto
la incorporacion de glucosa a través de transportadores tipo GLUT vy la regulacion de las
enzimas hexoquinasa-1l (HK-1l) y fosfofructoquinasa 1(PFK-1) son los mayores
determinantes de la glicodlisis en el corazén (Allard, 2004). Estas enzimas son reguladas
mediante alosterismo y por la razén sustrato/producto (Ingwall, 2009; Weiss & Maslov,
2004; Bround et al, 2013)

Tanto la B-oxidacion como la glicélisis convergen en la produccion de acetil-CoA, la
cual ingresa al ciclo de Krebs para generar NADH y FADH.. Estos dos metabolitos son
utilizados posteriormente por la mitocondria para generar ATP mediante la cadena
transportadora de electrones.

Durante el desarrollo de hipertrofia cardiaca se modifica el metabolismo celular,
alterando la razén entre 3-oxidacion y glicélisis para la generacion de ATP. Por ejemplo,
la hipertrofia cardiaca producto de una sobrecarga de presion conlleva un aumento en la
tasa glicolitica y una disminucién en la B-oxidacion. Por otro lado, en la hipertrofia
cardiaca fisiologica producida por ejercicio existe un aumento en la oxidacion de glucosa
y &cidos grasos con disminucion de la glicolisis (Stanley et al, 2005; van der Vusse et al,
2002, 2000; Allard, 2004). Por lo tanto, parece ser que la naturaleza del estimulo
hipertrofico es un determinante clave de los cambios metabélicos generados por en el
cardiomiocito para optimizar la produccion de ATP durante el desarrollo del fenotipo
hipertréfico (Scolletta & Biagioli, 2010).

En la insuficiencia cardiaca, el corazén no es capaz de producir suficiente ATP para
la contraccidn, lo que desencadena un desempefio contractil deficiente. Se ha descrito que
existe una asociacién entre esta patologia y bajos niveles de testosterona plasmatica (Saad
& Gooren, 2009; Saad, 2009). Adicionalmente, la testosterona es necesaria para mantener
la insulina y glucosa plasmatica en niveles adecuados (Kelly & Jones, 2013).
Recientemente, nuestro laboratorio ha descrito que de forma aguda la testosterona
produce un aumento en la captacién de glucosa dependiente del transportador GLUT4 en

cardiomiocitos (Figura 2) (Wilson et al, 2013).
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Figura 2 : Testosterona induce la captacion de glucosa en cardiomiocitos. Cinética de captacion de
analogo fluorescente de glucosa 2-NBDG en cardiomiocitos estimulados con 100 nM de testosterona por
los tiempos indicados. Insulina (100 nM) fue usado como control positivo. Se observa un aumento en la
captacion de glucosa a los 120 min de estimulacion con la hormona; *p<0.05. Adaptado de Wilson et al.
2013

5.4. Co-activador la del Receptor Activador de la Proliferacion de Peroxisoma y
(PGC-1a)

Los factores de transcripcién (FT) funcionan acoplandose a proteinas especificas co-
activadoras o co-represoras. En general, los FT contienen dominios especificos de unién
al ADN, pero carecen de la maquinaria enzimatica necesaria para activar la transcripcion
de sus genes blanco. Esta actividad bioguimica la aportan co-reguladores, que
usualmente existen en forma de complejos multiproteicos en el nicleo y son reclutados
por los FT en respuesta a diversos estimulos como temperatura, estado nutricional y
actividad fisica (Lin et al, 2005). Los co-activadores son reclutados al gen blanco
mediante interacciones proteina-proteina con los FT. Ellos estimulan la transcripcion
modificando la estructura de la cromatina de los genes blanco o mediante la asociacion
con la maquinaria de la ARN polimerasa. Un mismo co-activador puede interactuar con
maultiples FTs y un FT puede interactuar con mas de un co-activador (Knutti & Kralli,
2001).

La familia de co-activadores PGC-1 son uno de los principales actores que integran
vias de sefializacién en el control del metabolismo celular y sistémico, principalmente

sobre el metabolismo oxidativo. PGC-1a fue el primer miembro descrito de esta familia
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y en grasa parda promueve la proliferacion mitocondrial, el desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa a través de la proteina UCP-1y la disipacion de energia en forma
de calor (Lin et al, 2004). En musculo esquelético y cardiaco la sobreexpresion de PGC-
la promueve la biogenesis mitocondrial, fosforilacion oxidativa y la captacion de glucosa
mediada por GLUT4 (Lehman et al, 2000; St-Pierre et al, 2003). En el corazén, la
expresion de PGC-1a es inducida perinatalmente y luego en la adultez, lo que sugiere que
PGC-1a regula la biogénesis mitocondrial en el estado perinatal (Lehman & Kelly, 2002).
La estrecha regulacion de PGC-1a es clave para el funcionamiento normal del corazén.
En este contexto, se han disefiado modelos de ratones transgénicos para estudiar el rol de
PGC-1a. En ellos se ha determinado que la sobreexpresion de esta proteina conduce a
una biogénesis mitocondrial descontrolada que finalmente lleva a la pérdida de la
estructura sarcomérica del cardiomiocito y cardiomiopatia dilatada (Lehman et al, 2000;
Riehle & Abel, 2012). Por otro lado, modelos knock out (KO) de PGC-1a presentan
hipertrofia e insuficiencia cardiaca y ademas muestran un deterioro en la respuesta
ionotrépica y cronotropica frente a ejercicio y agonistas B-adrenérgicos como la
dobutamina (Barger et al, 2000; Garnier et al, 2003; Arany et al, 2005). Pero ademas,
PGC-1a parece tener un rol protector. La hormona T3 induce hipertrofia del
cardiomiocito asociado a una disminucion en la expresion de PGC-1a. Utilizando un
adenovirus para sobreexpresar la proteina, se logro inhibir la hipertrofia del cardiomiocito

inducida por T3y restituir sus niveles basales de PGC-1a (Xu et al, 2012).

5.4.1 Regulacion de PGC-la

PGC-1la es un regulador metabdlico que integra multiples sefiales ambientales y
fisioldgicas para coordinar diversos factores de transcripcion que regulan el metabolismo
energético; por lo que no es sorprendente que existan variados puntos de regulacion para
este co-activador (Patten & Arany, 2012; Fernandez-Marcos & Auwerx, 2011; Villena,
2015). De hecho, la vida media de la proteina PGC-1a es de 2-3 h y es estabilizada
mediante la fosforilacion en tres sitios (T262, S265 y T298) por la proteina p38 MAPK
(Knutti et al, 2001; Puigserver et al, 2001). Se ha descrito que la expresion de PGC-1a es
regulada por cambios del Ca?* intracelular a través de la quinasa dependiente del
complejo Ca?*/Calmodulina (CaMK) y calcineurina (Cn) (Ojuka et al. 2003; Ojuka 2004;

Guerfali et al. 2007). La activacion mediada por CaMK activa una serie de genes blanco
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de PGC-1a involucrados en el metabolismo de la utilizacion de glucosa y oxidacion
mitocondrial (Schaeffer et al. 2004). En musculo esquelético se sugiere que p38 MAPK
podria ser un blanco rio abajo de CaMKII, lo que finalmente llevaria a un aumento en la
expresion de PGC-1a y la biogénesis mitocondrial (Wright et al, 2007). Otra de las
quinasas que es capaz de fosforilar a PGC-1a en 2 sitios (T177 y S538) es la proteina
quinasa activada por AMP (AMPK). Esta quinasa se activa en respuesta a un aumento en
los niveles de AMP y en masculo aumenta los niveles de un grupo en particular de genes
blanco de PGC-1a, tales como GLUT4 y citocromo ¢ (Winder et al, 2000; Ojuka, 2004;
Handschin & Spiegelman, 2006).

Ademas de fosforilaciones, existen otras modificaciones post-traduccionales que
pueden regular la actividad de PGC-1a. La acetilacion de este coactivador parece tener
gran influencia sobre su actividad, proceso mediado por enzimas acetiltransferasas y
desacetilasas (Jeninga et al, 2010). En musculo la desacetilacion mediada por SIRT1
(activada por aumentos en la razdn NAD*/NADH) es necesaria para la activacion de
PGC-1a. La activacion de AMPK induce un aumento en la razén (NAD*/NADH) y
fosforila directamente a PGC-1a, ambas acciones activan a PGC-1la y promueven la
expresion de sus genes blanco.

En células de cancer de prostata los andrégenos promueven el crecimiento celular
dependiente de AMPK, lo que es acompafiado por un cambio metabélico que incluye un
aumento en la biogénesis mitocondrial dependiente de PGC-1a (Tennakoon et al, 2013).
Recientemente, se observé que en ratas castradas con infarto del miocardio existe un
mayor dafio mitocondrial, disminucién en la expresién de PGC-1a y funcion cardiaca
deficiente. El tratamiento con testosterona aumento la expresion de PGC-1a, disminuy6

la apoptosis de cardiomiocitos y el dafio mitocondrial (Wang et al, 2015).

5.5. Sefializacion por Ca?*y CaMKI |

El ion Ca?* es un segundo mensajero intracelular universal en eucariontes y constituye
uno de los mensajeros mas complejos dentro de la célula ya que participa de multiples
procesos y funciones. En musculo, el Ca?* es conocido por su funcion en la actividad
contréctil, pero ademas regula multiples procesos como el balance energético, entre otros.
El tipo de la sefial de Ca?* va a determinar el proceso y/o funcion a seguir, por ejemplo

sefales rapidas y altamente localizadas en forma de “spikes” regulan respuestas rapidas,
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mientras que sefiales transitorias u ondas de Ca®* determinan respuestas mas lentas y
duraderas (Berridge et al, 2000).

Los efectos de las sefiales de Ca?* generadas por diversos agonistas, son decodificadas
por proteinas especificas de union a Ca®*, como Calmodulina (CaM) y Troponina C
(TnC). También es importante la localizacion subcelular de la sefial, ya que sus efectos
también son regulados en zonas discretas de la célula por cambios en la concentracion
local de Ca?* (Bers, 2008).

Una de las principales proteinas que decodifican las sefiales de Ca?* es la CaMKI|, la
que se expresa altamente en cardiomiocitos. CaMKII puede responder a oscilaciones de
Ca2* de gran amplitud o frecuencia y requiere autofosforilacion para activarse (Bers,
2008; Zhang et al, 2004; Vicencio et al, 2011). En el corazén la isoforma predominante
de CaMKII es la CaMKIIo. Esta quinasa es activada por la union del complejo
Ca?*/calmodulina y tiene un rol clave en la transcripcion génica y el desarrollo de la
hipertrofia cardiaca (Zhang et al, 2004). Bajo condiciones como estrés, la sobreactivacion
de CaMKII promueve insuficiencia cardiaca y arritmia (Wu et al, 2002; Zhang et al,
2003). Ademas, se ha mostrado que en la hipertrofia cardiaca existe un aumento en la
actividad de esta quinasa (Hoch et al, 1999).

Estos antecedentes son interesantes ya que nuestro grupo de investigacién demostro
que la testosterona produce un aumento en el Ca?* intracelular y también activacion de
CaMKII en cardiomiocitos (Figura 3), mostrando la habilidad de esta hormona para

activar vias intracelulares dependientes de Ca?* (Vicencio et al, 2006; Wilson et al, 2013).
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Figura 3: Testosterona aumenta la fosforilacion de CaMKII en cardiomiocitos. Los cardiomiocitos se
estimularon con 100 nM de testosterona para determinar los cambios en la fosforilacion de CaMKII en
Thr286 por Western blot a diferentes tiempos. n=4; * p < 0.05. Adaptado de Wilson et al. 2013

5.6. Proteina Quinasa Activada por AMP (AMPK)

La proteina quinasa activada por AMP (AMPK) corresponde a una serina/treonina
quinasa que regula el metabolismo y diversas funciones celulares y es considerada el
principal sensor energético intracelular (Hardie, 2011). La AMPK es una proteina
heterotrimérica compuesta por una subunidad catalitica a,, una subunidad regulatoria  y
una subunidad y (Carling et al, 1994; Heidrich et al, 2010). En corazén, se expresan
principalmente las subunidades a2, B2y y2, (Stapleton et al, 1996; Sakamoto et al, 2007;
Chen et al, 1999). La unién de AMP a la subunidad y activa a la AMPK por cambios
conformacionales en la subunidad o que promueven la fosforilacién en Thrl72 por
quinasas rio arriba de AMPK, como LKB1, CaMKK y CaMK. Por ultimo, la inhibicion
de la fosforilacion puede ocurrir por diversas proteinas fosfatasas que regulan la actividad
de AMPK (Hawley et al, 1996; Shaw et al, 2004; Woods et al, 2003).

Estimulos fisioldgicos o patoldgicos que reducen los niveles energéticos de la célula
como estrés oxidativo, hipoxia, isquemia o deprivacion de nutrientes llevan a un aumento
en la razon AMP/ATP y por ende activacion de AMPK. Esta activacion coordina un
programa celular que limita el gasto de ATP y promueve cambios compensatorios para
mantener los niveles celulares de ATP (Li & Keaney, 2010). En general, se inhiben los
procesos que consumen energia y se estimulan aquellos procesos catabélicos productores
de ATP. Asi, AMPK promueve: (1) un aumento en la entrada de acidos grasos a la
mitocondria y oxidacién, que corresponde al principal combustible del corazon en estado
normal; (2) un aumento en la captacion de glucosa y (3) estimulacion de la glicolisis
(Dolinsky & Dyck, 2006; Sambandam & Lopaschuk, 2003; Ewart & Kennedy, 2011). El
efecto sobre la captacién de glucosa ocurre por un aumento de la residencia del
transportador de glucosa GLUT4 en la membrana plasmatica, ya sea estimulando la
translocacion a la membrana plasmatica y/o disminuyendo su endocitosis. Por otro lado,
la AMPK es capaz de estimular la glicolisis activando a la fosfofructoquinasa-2 (PFK-2),
una de las principales enzimas reguladoras de la via glicolitica (Young et al, 2005). Se ha

descrito a AMPK como un potente cardioprotector durante la isquemia-reperfusion. En
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ratones transgénicos que expresan una quinasa muerta dominante negativo de la
subunidad o. de AMPK, se observé pérdida de la fuerza contractil y bajos niveles de ATP,
sugiriendo que AMPK juega un papel crucial en la funcidon cardiaca (Russell et al, 2004).
Adicionalmente, en un trabajo de nuestro laboratorio se determin6 que AMPK es
determinante en el aumento en la captacion de glucosa y translocacion de GLUT4 a la

membrana bajo los efectos de testosterona en cardiomiocitos (Wilson et al, 2013).
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6. Problema

Considerando los efectos anabolicos de la testosterona, esta hormona debe regular y
controlar madltiples vias metabdlicas para producir sus efectos fisioldgicos. El
conocimiento actual, ademéas indica que la disminucion de las concentraciones
plasmaticas de testosterona se relaciona con diferentes patologias metabolicas. Por otro
lado, elevadas concentraciones de testosterona inducen hipertrofia cardiaca y un elevado
consumo de nutrientes y energia. A pesar de este nuevo conocimiento, los mecanismos
de accion de la testosterona sobre la célula cardiaca permanecen poco estudiados. El
factor transcripcional PGC-la es un regulador maestro del metabolismo en
cardiomiocitos, por su control en procesos como la captacion de glucosa y expresion de
genes metabdlicos como HK-II. Se desconoce si la testosterona es capaz de activar a
PGC-1a produciendo cambios en el metabolismo del cardiomiocito. Por otro lado,
nuestros antecedentes muestran que la testosterona induce aumentos en el Ca?
intracelular y activacion de la proteina CaMKII. Esta proteina ha sido descrita como
regulador de PGC-1a en otros modelos celulares. Sin embargo, no hay antecedentes que
muestren que la testosterona regule la via CaMKII/PGC-1a en cardiomiocitos.

En esta tesis proponemos que la testosterona activa a PGC-1a a través de un mecanismo
dependiente de CaMKII, lo que ademas conlleva cambios en el metabolismo durante la

hipertofia del cardiomiocito.
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7. Hipdtesis. “La testosterona aumenta la captacion de glucosa por activacion de PGC-

1o en cardiomiocitos”

8. Objetivo General. Investigar el papel de CaMKIl y AMPK sobre la activacion de
PGC-1a mediada por testosterona en condiciones de hipertrofia del cardiomiocito

9. Objetivos Especificos.
9.1. Objetivo Especifico 1. Determinar el efecto de la testosterona sobre PGC-1a.

9.2. Objetivo Especifico 2. Evaluar la participacion de CaMKIIl, y AMPK sobre PGC-
la

9.3. Objetivo Especifico 3. Estudiar los cambios en patrones del metabolismo de la

glucosa y la participacion de la via a traves de PGC-1a
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10. Materiales y Métodos
10.1. Materiales y Reactivos.

Testosterona, AICAR, insulina y pancreatina fueron obtenidos desde Sigma
Chemical Company (St Louis, MO, USA). El péptido inhibidor AIP fue obtenido desde
Calbiochem (La Jolla, CA). Los siRNA contra CaMKIIl y PGC-1a fueron adquirirdos
desde Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). El analogo fluorescente de glucosa 2-
NBDG (2-(N-(7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-il) amino)-2-deoxiglucosa) y el
anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-rabbit fueron adquiridos desde Invitrogen
(Eugene, OR, USA). Los anticuerpos anti-fosfoAMPKa, antiAMPKa y anti-GAPDH
fueron adquiridos desde Cell Signalling (Danvers, MA), anti-PGC-1a desde Novus
Biologicals (Littleton, CO) y anti-B-actina desde Sigma Chemical Company (St Louis,
MO, USA.) La colagenasa tipo Il fue adquirida desde Worthington Biochemical
Corporation (Lakewood, CA, USA). Todos los otros reactivos utilizados en este trabajo

fueron de grado analitico.

10.2. Cultivo primario de cardiomiocitos.

Se utilizaron ratas neonatas Sprague-Dawley de 1 — 3 dias de edad, provenientes del
Bioterio Central de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, bajo la
aprobacién del comité de bioética de esta institucion (CBA # 0768 FMUCH).

10.2.1 Aislamiento de corazones desde ratas neonatas.

El aislamiento y cultivo celular de cardiomiocitos se realizé en conformidad al
protocolo descrito por Vicencio et al., 2006. Brevemente, las ratas fueron sacrificadas por
decapitacion y posteriormente los corazones fueron removidos con pinzas y lavados en
medio Hank’s. Posteriormente, los ventriculos izquierdos fueron separados de las
auriculas, para ser digeridos mecanicamente hasta formar un macerado homogéneo de
células. Luego, se agregé medio de digestion celular (colagenasa tipo 11 (0,25 mg/mL) y
pancreatina (0,8 mg/mL) disueltas en medio Hank’s) y se agitd por 30 min. a 37°. Luego,
se dejo sedimentar por 5 min. el tejido ain no digerido y se rescatd el sobrenadante,
centrifugandolo a 900 x g por 10 min. a 20 °C. El pellet resultante fue re-suspendido en

medio completo (DMEM: M199 = 4:1, suplementado con 10 % de suero fetal bovino
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(SFB) y 1% de penicilina-estreptomicina) hasta pre-plaquear. El tejido sin digerir fue
sometido a dos procesos de digestion adicionales para el aislamiento de los
cardiomiocitos aun remanentes en el tejido. Para descartar los fibroblastos, las células
fueron preplaqueadas por 60 min. a 37°C. Posteriormente, se rescato el sobrenadante, se
afiadid 5-bromo-2-deoxirudina (BrdU) (100 pM), para evitar la proliferacion de
fibroblastos remanentes. Los cardiomiocitos fueron mantenidos a 37°C en una atmdsfera
himeda con 5% de CO2y 95% de aire.

10.3. siRNA y transfecciones.

Para evaluar la participacion de CaMKII los cardiomiocitos se transfectaron con un
RNA de interferencia dirigido contra la isoforma CaMKIIS. Para determinar la
participacion de PGC-1a las células se transfectaron con un siRNA para PGC-1. En todos
los casos se utilizd un siRNA scramble como control. Todas las transfecciones se

realizaron utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen).

10.4. Extraccion de proteinas totales.

Para determinar la cantidad relativa de proteinas totales y fosforiladas, los
cardiomiocitos fueron sembrados en placas plasticas de 35 mm de diametro (2 x 108
células/placa) en el dia 1 de cultivo. En el dia 2 de cultivo, se reemplaz6 el medio de
cultivo por medio al 2% por al menos 8 h previo a la realizacion de los experimentos.
Luego, las células fueron removidas mecanicamente con una espatula destinada para este
fin (Cell scraper, Orange) y tratadas con una solucion de lisis celular que contuvo Buffer
RIPA (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL) NasVO4 (10 mM), PMSF (1 mM) y mezcla
de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL) por 20
minutos a 4°C. El lisado celular obtenido fue centrifugado a 15.000 x g por 20 min. a 4°C.
Se rescato el sobrenadante y se mididé concentracion de proteinas mediante el kit
Commassie Plus, de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL). Las proteinas fueron denaturadas por 5 min. a 95°C y diluidas en una
solucion que contuvo Tris-HCI (52,5 mM, pH 6,8), glicerol (10% v/v), dodecil sulfato de
sodio (2% p/v), DTT (100 mM) y azul de bromofenol (0,01% p/v). Las muestras fueron
almacenadas a -20°C hasta el momento de la electroforesis.
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10.5. Inmunodeteccion por Western blot.

Las proteinas obtenidas fueron separadas electroforéticamente en geles de SDS-PAGE
al 10% en una cdmara Miniprotean (BioRad) y transferidas a membranas de nitrocelulosa
(Thermo Scientific, Rockford, IL), por medio de un sistema de electro-transferencia
utilizando el equipo PierceG2 Fast Blotter (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). Las
membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con leche o albimina de suero bovino
(BSA) al 5% en TBS-Tween-20 (0,05% v/v) (TBS-T) por 1 h a temperatura ambiente y
posteriormente incubadas con los anticuerpos primarios correspondientes; anti-fosfo-
AMPK (Thr 172) (rabbit, 1:1.000), anti-AMPKa (rabbit, 1:1.000), anti-p-actina (mouse,
1:5.000), anti-PGC-1a (rabbit, 1:1000) y anti-GAPDH (rabbit, 1:1000) disueltos en
leche o BSA al 5% en TBS-T (0,05% v/v) a 4°C durante toda la noche (12-16 h) con
agitacion. Posteriormente, las membranas fueron lavados con TBS-T (0,05% v/v) e
incubadas con los respectivos anticuerpos secundarios (anti-rabbit o anti-mouse, 1:1.000,
conjugados a la enzima peroxidasa de rabano, Sigma) en leche o BSA al 5% en TBS-T
(0,05% v/v) por 1 h a temperatura ambiente con agitacion. La deteccion de las proteinas
se realizd6 mediante un ensayo de quimioluminscencia (Thermo Scientific enhanced

chemiluminescence Western blotting detection system)

10.6. Medicion de la actividad transcripcional.

Para determinar la actividad transcripcional de PGC-1a, se utiliz6 un gen reportero
asociado con luciferasa. En principio se utilizé el plasmidio PGC-1a promoter luciferase
deltaMEF (Addgene, plasmidio 8889), luego se utilizo el plasmidio PGC-1a promoter
2kb luciferasa (Addgene, plasmidio 8887). Los cardiomiocitos fueron co-transfectados
con el plasmidio PGC-1a y un plasmidio que expresa Renilla (CMV-Renilla) como
control de transfeccion. Luego se determino la actividad luciferasa utilizando el kit “Dual-
Luciferase Reporter Assay System” (Promega) en un lumindémetro. Los datos se expresan

como razén Luciferasa/Renilla.

10.7. Inmunofluorescencia.
Luego de los estimulos correspondientes, las células fueron lavadas con PBS 1x a
4°C, fijadas en paraformaldehido al 4% por 15 min. y tratadas con Triton X-100 al 0,01%

con el fin de permeabilizar las células y posteriormente se incubo con solucién de bloqueo
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(BSA 1% en PBS) por 1 h a temperatura ambiente. Las células se incubaron con un
anticuerpo especifico (anti PGC-1a, 1:100) a 4°C durante toda la noche. Luego de la
incubacion las células fueron lavadas con PBS 1x y se incubaron con un anticuerpo
secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (anti rabbit, 1:500) durante 1 h para
posteriormente incubar con Hoechst 1:500 por 5 min. Las imégenes fueron obtenidas en
un microscopio de fluorescencia (Colibri 2, Carl Zeiss, Alemania), donde se recolectaron
imagenes de al menos 100 células por condicidn experimental utilizando un aumento 63x.
El analisis de las imagenes se realizd utilizando regiones de interés (ROI) circulares de

40 x 40 pixeles.

10.8. PCR en tiempo real.

El ARN se extrajo de las placas de cultivo utilizando 1mL de reactivo TRIZOL
(Invitrogen). La pureza del ARN se verificO mediante la razon de absorbancia 260 nm/280
nm y su concentracion se determind en un espectrofotometro Thermo Genesys 10UV. Para
la sintesis de cADN a partir de ARN extraido por transcripcion inversa se utilizé 1 ug de
ARN vy la enzima SuperScriptll (Invitrogen). Una vez obtenido el cDNA, se tomaron 2 pL
del producto de la reaccion reversa y se realizé un PCR en tiempo real en un termociclador
StepOnePlus (Applied Biosystems) usando un kit de amplificacion Brilliant 11 Ultra-Fast
QPCR & QRT-PCR Master Mix (Agilent Technologies) utilizando partidores especificos:
para HKII (partidor sentido CCAGCAGAACAGCCTAGACC vy partidor antisentido
AGATGCCTTGAATCCCTTTG); para PFK-2 (partidor sentido
CCTATGCACTAGCCAACTTC vy partidor antisentido CACCCGCATCAATCTCATTC);
para GLUT4 (partidos sentido TTCCAGCAGATCGGCTCTGA vy partidor antisentido
AAGACATTGTTGGCCAGCAT). Como control se utilizd 18S (partidor sentido
CGACGACCCATTCGAACGTCT y partidor antisentido
GCTATTGGAGCATGGAATTACCG).

10.9. Captacion de 2-NBDG.

Para evaluar la captacion de glucosa por testosterona, las células fueron sembradas
sobre cubreobjetos de vidrio de 25 mm de diametro en placas de 6 pocillos (500.000
células por cubreobjeto). Luego, los cardiomiocitos fueron tratados con activadores o

inhibidores farmacoldgicos y estimulados con testosterona segun corresponde.
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Posteriormente, los cardiomiocitos fueron incubados en medio Krebs sin glucosa por 15
min. y luego incubados con el analogo fluorescente de glucosa 2-NBDG (300 uM) por
15 min. a 37° C, evitando la exposicion a la luz. La emision fluorescente fue recolectada
en células unicas (al menos 100 células por cada condicidn experimental por cultivo) a
través de un microscopio de fluorescencia (longitud de onda de excitacion A ==+ 480 nm),

realizando ROI (Region of interest) circulares de 30 x 30 pixeles.

10.10. Expresion de resultados y andlisis estadistico.

Los datos experimentales se presentan como el promedio + error estandar de la media
(SEM) de un ndmero de experimentos indicados como (n) o como resultados
representativos de al menos 3 experimentos independientes. Los datos experimentales se
sometieron a un andlisis de varianza y las comparaciones entre los grupos se llevaron a
cabo a través de andlisis de varianza (ANOVA) y post test tales como Bonferroni o
Dunnett, mediante el uso del programa GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San
Diego, CA). Un valor p < 0.05 se consider6 como una diferencia estadisticamente

significativa.
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11. Resultados

11.1 Efecto de la testosterona sobre PGC-l1la

11.1.1 Efecto de la testosterona sobre los niveles proteicos de PGC-1a. En primer
lugar se evalu6 el efecto de la testosterona sobre los niveles proteicos de PGC-1a por
western blot. Se utilizé la proteina GAPDH como control de carga. Previamente se
demostr6 que la concentracion 100 nM de testosterona induce hipertrofia del
cardiomiocito. Por esta razon, las células se estimularon con 100 nM de testosterona desde
0 hasta 24 h (n=3) con el fin de estudiar su efecto sobre PGC-1a durante el desarrollo de
la hipertrofia. Los resultados muestran que la testosterona no afecta los niveles de proteina

total de PGC-1a en los tiempos estudiados (Figura 4).
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Figura 4: Cinética de estimulacion con testosterona 100 nM para PGC-1a. Los cardiomiocitos fueron
tratados con 100 nM de testosterona por los tiempos indicados (n=5). Se utilizo la proteina GAPDH como
control de carga. Los datos corresponden al promedio = SEM. El analisis estadistico se realizé con analisis
de varianza (ANOVA) para multiples comparaciones seguido del post-test Dunnett. A los tiempos
estudiados no se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las condiciones vs la
condicién basal.

11.1.2. Efecto de la testosterona sobre la actividad de PGC-1a. Para evaluar la
actividad transcripcional de PGC-1a se utilizé un ensayo de gen reportero del promotor

de PGC-1a (PGC-1a promoter 2kb luciferase). Renilla se utilizo como control del ensayo
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reportero. Los cardiomiocitos se co-transfectaron con ambos plasmidios por 24 h y luego
se estimularon con 100 nM de testosterona por otras 24 h. Los resultados muestran que la
testosterona aumento la actividad transcripcional de PGC-1a (p < 0,001 vs basal, n=6)
(Figura 5). Estas condiciones se utilizaron para los siguientes experimentos de la

actividad transcripcional de PGC-1a.
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Figura 5: Efecto de la testosterona sobre la actividad transcripcional de PGC-1a. Las células se co-
transfectaron con el plasmidio reportero PGC-1a-luciferasa (PGC-1a-luc) y el plasmidio Renilla como
control de transfeccion por 24 h. Luego fueron estimulados con testosterona por 24 h (100 nM) (n=6). Los
datos corresponden al promedio + SEM. . El anlisis estadistico se realizd con t-test para muestras no
pareadas ***p < 0,001 vs basal.

11.1.3. Efecto de la testosterona sobre la localizacion subcelular de PGC-1a. PGC-1a
es un cofactor transcripcional que es modulado a través de modificaciones post-
traduccionales, las que regulan su localizacion subcelular (Cant6 et al, 2009). Producto
de estas modificaciones PGC-1a puede migrar entre citoplasma y nucleo. Para evaluar
estos cambios, se determind la localizacién subcelular de PGC-la mediante
inmunofluorescencia.

La Figura 6A muestra que la testosterona (100 nM) aumento la localizacion nuclear de
PGC-1a luego de 24 h de estimulacién, lo que se traduce en un aumento en la razén
nucleo/citoplasma de la proteina (p < 0,001 vs basal, 180 células por condicion, n=3)
(Figura 6B).
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Figura 6: Efecto de la testosterona sobra la localizacién subcelular de PGC-1a. Los cardiomiocitos se
estimularon con testosterona por 24 h (100 nM) (n=180 células por condicion, 3 cultivos independientes).
En (A) PGC-1a en color verde, Hoechst indica los nucleos en azul. En (B) los datos corresponden al
promedio £ SEM. El andlisis estadistico se realizd con t-test no pareado. ***p < 0,001 vs basal.UA: unidades
arbitrarias

Estos resultados muestran que la testosterona aumenta la actividad transcripcional de
PGC-1a e induce un aumento en la localizacién nuclear de este cofactor, sin alterar la

expresion de la proteina.



11.2. Efecto de la testosterona sobre AMPK.
11.2.1. Efecto de la testosterona sobre la fosforilacion de AMPK a tiempos cortos.

Dos proteinas activadoras de PGC-1a son la AMPK y la CaMKI|I. Primero, para evaluar
la participacion de AMPK sobre PGC-1a se determind el efecto de la testosterona sobre
el estado de fosforilacion de AMPK en el residuo Thrl72, lo que se correlaciona con la
activacion de la proteina. Como control positivo se utilizd AICAR, un activador
farmacologico de AMPK que tiene una estructura andloga a AMP. La Figura 7 muestra
que a concentraciones de 2 mM de AICAR se produce un aumento en la fosforilacion de
AMPK respecto a la condicion basal (n=3).
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Figura 7: Efecto de la concentracion de AICAR sobre la fosforilacion de AMPK. Los cardiomiocitos
se estimularon con AICAR a la concentraciones descritas por 30 minutos (n=3 para cada condicién). Los
datos corresponden al promedio + SEM. El andlisis estadistico se realizé con t-test para muestras no
pareadas comparando cada condicion vs el basal. *p < 0,05 vs basal.

Luego de esto se realizé una cinética de estimulacion con testosterona a tiempos cortos.
La Figura 8 muestra que a los 60 min de estimulacion con testosterona existe un pequefio
aumento en la fosforilacion de AMPK. Sin embargo, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 8: Efecto de la testosterona sobre la fosforilacion de AMPK a tiempos cortos. Los
cardiomiocitos se estimularon con 100 nM de testosterona por los tiempos indicados (0-60 min) y con 2
mM de AICAR por 30 min (n=3). Los datos corresponden al promedio £ SEM. El andlisis estadistico se
realiz6 con analisis de varianza (ANOVA) para multiples comparaciones seguido del post-test Dunnett.

11.2.2. Efecto de la testosterona sobre la expresion de AMPK a tiempos largos. Para
evaluar los efectos de la testosterona sobre la expresion proteica de AMPK a tiempos
largos se realizd una cinética de estimulacién desde 0 hasta 24 h (Figura 9). Luego de 24
h de estimulo con 100 nM de testosterona, se observo un aumento en la cantidad de
AMPK total (p < 0,05 vs basal, n=3).
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Figura 9: Efectos de la testosterona sobre la expresién de AMPK. Los cardiomiocitos se trataron con
100 nM de testosterona por los tiempos indicados (n=3). Los niveles de proteina de AMPK se determinaron
por westen blot, se utiliz6 p-actina como control de carga. Los datos corresponden al promedio + SEM. El
andlisis estadistico se realizd con andlisis de varianza (ANOVA) para multiples comparaciones seguido del
post-test Dunnett. *p < 0.05 vs basal.

11.3. Efecto de CaMKIIl y AMPK sobre PGC-1a.

11.3.1 Efecto de AMPK sobre la actividad de PGC-1a. La actividad transcripcional
de PGCla se evalu6 a través del plasmidio PGC-1a SMEF (PGC-1a promoter SMEF).
La participacion de AMPK sobre la actividad de PGC-1a se determind en cardiomiocitos
transfectados con un siRNA contra la isoforma a2 de AMPK. La Figura 10 muestra que
al estimular con testosterona por 24 h y reducir la expresion de AMPK se observa una
tendencia al aumento en la actividad de PGC-1a, sin embargo estos cambios no presentan

diferencias estadisticamente significativas (n=3).
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Figura 10: Efecto de AMPK sobre la actividad transcripcional de PGC-1e Las células se co-
transfectaron con el plasmidio reportero PGC-1a-luciferasa (PGC-1a-deltaMEF-luc), el plasmidio Renilla-
luc (control de transfeccion) y un siRNA contra AMPKa2 (n=4) por 24 h y luego se estimularon con
testosterona (100 nM) por 24 h. Los datos corresponden al promedio £ SEM. El anélisis estadistico se
realiz6 con analisis de varianza (ANOVA) para multiples comparaciones seguido del post-test Bonferroni.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones estudiadas.

11.3.2 Efecto de CaMKII sobre la actividad de PGC-le. Para determinar la
participacion de CaMKII sobre la actividad transcripcional de PGC-la se utilizd
autocamtide-2-related inhibitory peptide (AIP), un péptido inhibidor de CaMKII. En
presencia de este inhibidor el aumento en la actividad transcripcional de PGC-1la-luc

inducido por la testosterona fue bloqueado (p < 0,05 vs T, n=4) (Figura 11).
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Figura 11: Efecto de CaMKII sobre la actividad transcripcional de PGC-1a: Las células se co-
transfectaron con el plasmidio reportero PGC-1a-luciferasa (PGC-1a-luc) y el plasmidio Renilla como
control de transfeccion por 24 h. Los cardiomiocitos se pre-trataron con AIP (1 uM) por 30 min para luego
ser estimulados con testosterona por 24 h (100 nM) (n=4). Los datos corresponden al promedio + SEM. El
analisis estadistico se realizd con andlisis de varianza (ANOVA) para multiples comparaciones seguido del
post-test Bonferroni. *p < 0,05 vs basal. #p < 0,05 vs T.
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11.3.3. Efecto de CaMKII sobre la localizacion subcelular de PGC-1a. Con la
finalidad de determinar la participacion de CaMKII en la localizacion intracelular de
PGC-1aq, los cardiomiocitos se incubaron con AIP previo al estimulo con testosterona. La
Figura 12A muestra que la testosterona aumenta la tincion nuclear de PGC-1a, efecto que
no es observado al utilizar AIP. El grafico (Figura 12B) muestra que el aumento en la
razon nucleo/citoplasma inducido por testosterona fue inhibido con AIP (p < 0,001 vs T,
n= 200 células por condicion, 2 cultivos independientes). Este resultado sugiere que

CaMKII estéd involucrada en la regulacion de la localizacién subcelular de PGC-1a.
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Figura 12: El aumento de la localizacién nuclear de PGC-1a estimulado por testosterona depende de
CaMKI|I. Los cardiomiocitos se pre-trataron con AIP (1 uM) por 30 min para luego ser estimulados con
100 nM de testosterona por 24 h (n=200 células por condicidn, 2 cultivos independientes). En (A) PGC-1a
en color verde, Hoechst indica los nicleos. En (B) los datos corresponden al promedio + SEM. El anélisis
estadistico se realizé con andlisis de varianza (ANOVA) para multiples comparaciones seguido del post-
test Bonferroni. ***p < 0,001 vs basal. ###p < 0,001 vs T.
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11.4. Cambios en la expresion de genes metabolicos inducidos por la testosterona.
Diversos estudios han demostrado que la testosterona induce cambios en el metabolismo
cardiaco (Muthusamy et al, 2007; Kelly & Jones, 2013). Datos publicados de nuestro
laboratorio muestran que a tiempos cortos la testosterona induce un incremento en la
captacion de glucosa dependiente de GLUT4 (Wilson et al, 2013). Esto sugiere el
metabolismo de la glucosa es uno de los principales blancos de la accién de la
testosterona. Considerando esto se evalud la expresion de los genes hexoquinasa Il
(HKI1), fosfofructoquinasa 2 (PFK-2) y el transportador de glucosa GLUT4.

La Figura 13A muestra que la estimulacion de los cardiomiocitos con 100 nM de
testosterona por 12 h incrementa los niveles de mRNA de HKII (p < 0,01 vs basal, n=3).

No se observaron cambios en la expresion de PFK-2 y GLUT4.
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Figura 13: Efecto de la testosterona sobre la expresion de genes del metabolismo glicolitico. Los
cardiomiocitos se estimularon con 100 nM de testosterona por 12 h. Se muestran los niveles de mMRNA para
HKII (A), PKF-2 (B) y GLUT4 (C). Los datos fueron normalizados con el nivel de mRNA de 18S (n=3).
Los datos corresponden al promedio + SEM. El andlisis estadistico se realizd con t-test para datos no
pareados. **p < 0,01 vs basal.

11.5. Participacion de GLUT4 en el aumento de la captacion de glucosa. Datos
publicados de nuestro grupo de trabajo muestran que testosterona también incrementa la
captacion de glucosa luego de 24 h de estimulo, por lo que evaluamos la participacion de
GLUT4 en estas condiciones. La Figura 14 muestra que el incremento en la captacion de
glucosa inducido por la testosterona fue bloqueado al tratar previamente a los
cardiomiocitos con Indinavir, un inhibidor de GLUT4, (p < 0,05 vs T, n=3), sugiriendo

que el aumento de la captacion de la glucosa es dependiente de GLUT4.
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Figura 14: El aumento de la captacién de glucosa inducido por testosterona es dependiente de
GLUTA4. Los cardiomiocitos se incubaron con Indinavir por 30 min (100 uM) para luego ser estimulados
por 24 h con testosterona (100 nM). Como control positivo de la captacion de 2-NBDG se utiliz6 insulina
(100 nM) por 15 minutos (n=3). Los datos corresponden al promedio = SEM. El analisis estadistico se
realiz6 con analisis de varianza (ANOVA) para multiples comparaciones seguido del post-test Bonferroni.
***p < 0,001 vs basal. #p < 0,05vs T.

11.6. Rol de CaMKIIl y PGC-1a en el aumento de la captacion de glucosa. Para
evaluar la participacion de PGC-1a en la captacion de glucosa, las células se transfectaron
con un siRNA contra PGC-1. La efectividad de este se determin6 evaluando la expresion
de PGC-1a por western blot. La Figura 15 muestra que se logré una disminucion cercana

al 50% en los niveles de la proteina (p < 0,05 vs siRNA scramble, n=3).
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Figura 15: siPGC-1 reduce los niveles de PGC-1a. Los cardiomiocitos se transfectaron con un siRNA
contra PGC-1 por 24 h. La expresion de PGC-1 fue reducida en aproximandamente un 50% respecto a la
condicion control (siRNA scramble) GAPDH fue utilizado como control de carga (n=3). Los datos
corresponden al promedio + SEM. El andlisis estadistico se realiz6 con t-test para datos no pareados. *p <
0,05 vs siRNA scramble.
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La inhibicion de CaMKII con AIP bloque6 el aumento en la captacion de glucosa
inducido por la testosterona (p < 0,05 vs T, n=3) (Figura 16A). Mas aun, el aumento de
la captacion de glucosa inducida por la testosterona también es inhibido al disminuir los
niveles de PGC-1a con el sSiRNA-PGC-1 (p < 0,05 vs T, n=3) (Figura 16B).
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Figura 16: El aumento de la captacion de glucosa inducida por testosterona depende de CaMKII y
PGC-1la. Se utilizé 2-NBDG 300 uM para determinar la captacion de glucosa. En (A) los cardiomiocitos
se incubaron por 30 min con AIP (1 uM) (n=3) para luego ser estimulados con testosterona (100 nM) por
24h. En (B) los cardiomiocitos se transfectaron con un siRNA control o siRNA contra PGC-1a por 24 hy
luego se estimularon con testosterona por 24 h. Como control positivo de la captacién de 2-NBDG se utilizé
insulina (100 nM) por 15 minutos (n=3). Los datos corresponden al promedio + SEM. El anlisis estadistico
se realizd con andlisis de varianza (ANOVA) para multiples comparaciones seguido del post-test
Bonferroni. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs basal. #p < 0,05vs T.

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que tanto CaMKI1I como PGC-1a regulan
la accién de la testosterona sobre la captacion de glucosa, posiblemente mediante la
regulacion de la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmaética.

4



12. Discusion

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la testosterona sobre
parametros del metabolismo de la glucosa a través de la participacion de PGC-1a en
cardiomiocitos. Antecedentes de nuestro grupo de trabajo muestran que la testosterona
activa a CaMKII e induce un aumento en la captacion de glucosa. Sin embargo el rol de
PGC-1a no ha sido descrito.

En esta tesis se demostrd que la testosterona activa a PGC-1a, lo que es mediado
por CaMKII. Ademas, el aumento en la captacion de glucosa inducido por testosterona
es dependiente tanto de CaMKII como de PGC-1oa. La Figura 3 muestra que la expresion
de PGC-1a no se modifica luego de 24 h de estimulacion con testosterona, lo que sugiere
gue esta hormona no produce cambios en los niveles de PGC-1la. Se ha determinado,
tanto en miotubos en cultivo como en tejido de musculo esquelético que el tratamiento
con testosterona (100 nM) induce aumentos en los niveles de mMRNA de PGC-1a, lo que
se correlaciona con aumento en los mMRNA de NRF-1 y 2, Tfam y citocromo c, que
corresponden a proteinas involucradas en la biogénesis mitocondrial; este efecto fue
prevenido tanto al utilizar Flutamida, un inhibidor del RAI, y en ratones knock out para
el receptor de androgenos (Usui et al, 2014). Ademas, la testosterona parece ser un
regulador clave en patologias metabdlicas y cardiovasculares, ya que ratones castrados
con infarto del miocardio muestran una disminucién en los niveles de PGC-1la vy el
tratamiento con testosterona produce aumento de PGC-1a y disminucion del dafio al
miocardio (Wang et al, 2015). Por otro lado, en ratones alimentados con dieta alta en
grasas, la deficiencia de testosterona induce una disminucién ain mayor en los niveles de
PGC-1a hepaticos y una desregulacion de la homeostasis lipidica, lo cual es corregido
mediante la suplementacion con la hormona (Senmaru et al, 2013).

En cardiomiocitos, el aumento en la actividad de PGC-la mediado por
testosterona podria ser una respuesta clave en patologias como diabetes, obesidad e
hipertensién, que impactan al sistema cardiovascular de forma negativa. En estas
condiciones la testosterona podria modular los niveles de PGC-1a de manera de adaptarse
a circunstancias que exigen cambios en el metabolismo celular del cardiomiocito. PGC-
lo. también es regulado por modificaciones postraduccionales como fosforilacion,

acetilacion y metilacion (Knutti & Kralli, 2001; Teyssier et al, 2005). De hecho, para
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ejercer su accion, PGC-1a debe estar fosforilada y desacetilada. Por ello, en estudios
futuros en esta linea de investigacion, seria interesante evaluar los niveles de PGC-1la
fosforilado, acetilado y metilado en cardiomiocitos estimulados con testostorena y si, los
posibles cambios en los niveles de fosfo-PGC-1a pueden ser dependientes de CaMKII o
de otras vias como AMPK o p38 MAPK.

Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que AMPK es clave para
inducir un aumento en la captacion de glucosa por testosterona a las 2 h de estimulacion
(Wilson et al, 2013). Sin embargo, evaluar la participacion de AMPK sobre el aumento
en la captacion de glucosa inducido por testosterona a las 24 h no se ha realizado ain. En
esta tesis se mostrd gque testosterona aumenta los niveles de AMPK a 24 h, mismo tiempo
en el que existe un aumento en la captacion de glucosa. La expresién de la proteina AMPK
en corazon aumenta durante el desarrollo fetal, sin embargo comienza a descender luego
del nacimiento (Kim et al, 2012). El incremento en AMPK podria ser uno de los
mecanismos del cardiomiocito para responder a los cambios en las demandas metabdlicas
generadas durante la hipertrofia inducida por la testosterona.

La Figura 9 muestra que la actividad transcripcional del promotor de PGC-1la
tiende a aumentar en forma basal al transfectar los cardiomocitos con un siRNA contra
AMPK, lo que se podria reflejar un mecanismo compensatorio del metabolismo. Tanto
PGC-1a como AMPK son regulares claves del metabolismo, entonces al disminuir la
actividad de uno, el otro podria compensar aumentando su actividad. En un modelo de
ratén knock out para PGC-1a se describié que AMPK esta constitutivamente activo, lo
que refleja un déficit energético que es compensado por otra proteina clave del
metabolismo como AMPK (Lin et al, 2004). El plasmidio utilizado en estos experimentos
presenta una mutacion en el sitio de union de MEF2C en el promotor de PGC-1a.
Resultados del laboratorio muestran que testosterona aumenta la actividad transcripcional
de MEF2C, razon por la que no se observaron cambios en el gen reportero en el
tratamiento con testosterona. Sin embargo, se necesitan experimentos adicionales para
confirmar la participacion de AMPK sobre el aumento en la actividad transcripcional de
PGC-1a inducido por la testosterona.

El aumento tanto de la actividad transcripcional como de la localizacion nuclear
de PGC-1a inducidos por testosterona fueron blogueados al inhibir CaMKII. Estos datos

sugieren que CaMKI|I esta involucrada en la regulacion de PGC-1a. Sin embargo, si este
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efecto es a través de una fosforilacion directa o mediado por otras proteinas debe ser
estudiado en més detalle. Un argumento a favor de este mecanismo es que la testosterona
activa a CaMKII, al factor transcripcional MEF2C y a la quinasa p38-MAPK en
cardiomiocitos. Ademas, el aumento en la actividad transcripcional de MEF2C inducido
por testosterona es dependiente de CaMKI1y p38 MAPK (Tesis Bioquimica Javier Durén
2015). El promotor de PGC-1a tiene un sitio de union para MEF2C (Czubryt et al, 2003),
por lo que las proteinas CaMKIl y p38 MAPK podrian ser unas de las vias que la
testosterona es capaz de activar para ejercer control sobre los genes regulados por la via
MEF2C/PGC-1a. Adicionalmente se ha descrito en musculo esquelético que la CaMKIV
activa a PGC-1o promoviendo la union de CREB a su sitio de union en el promotor de
PGC-1a. Testosterona también activa a CREB (Estrada et al, 2003). Calcineurina activa
a PGC-1a promoviendo la union de MEF a su sitio en el promotor de PGC-1a (Handschin
et al, 2003). Esto demuestra como dos proteinas codificadores de las sefiales de Ca2*
pueden regular el metabolismo a través de PGC-1a.

En condiciones de ejercicio fisico, se produce un aumento en la captaciéon y
utilizacion de glucosa en el masculo, fenédmeno que puede ser explicado, en parte, por el
aumento en la tasa de transcripcién y sintesis proteica de HK-II, lo que produce aumento
de la glucosa fosforilada (Devlin, 1992). En esta tesis se muestra que la testosterona
induce un aumento en la captacién de glucosa y un aumento en la expresion de HK-II, lo
que sugiere que la testosterona no solo aumenta la incorporacién de glucosa a la célula,
sino que ademas podria estar regulando su utilizacibn mediante un aumento en la
expresion de HK-II. El poder determinar cual serd el destino final de la glucosa es
sumamente interesante, ya que la testosterona podria estar aumentado la utilizacién de la
glucosa para aumentar la glic6lisis o bien estar utilizando la glucosa como sustrato para
aumentar el metabolismo oxidativo durante la hipertrofia del cardiomiocito. Resultados
no publicados de nuestro laboratorio en colaboracion con el laboratorio del Dr. Cristian
Ibarra en Suecia indican que la testosterona produce aumento en la tasa de acidificacion
del medio extracelular y aumenta el consumo de oxigeno en cardiomiocitos, lo que no
ocurre utilizando un siRNA contra PGC-1a. Esto podria apoyar la hipotesis de que el
aumento en la captacion de glucosa y del mMRNA de HKII favorecen la glicolisis. Sin

embargo, esto debe ser estudiado en mas detalle.

44



AMPK también regula de la expresion de HK-Il. Se ha observado que la
activacion de AMPK con AICAR produce aumento en la transcripcion de HK-11, GLUT4
y proteinas mitocondriales en musculo (Holmes et al, 1999; Winder et al, 2000; Jessen et
al, 2003; Jargensen et al, 2007), lo cual no ocurre en ratones knock out para la isoforma
a2 de AMPK (Jagrgensen et al, 2005). Ademés, PGC-1a es necesario para el aumento en
la expresion de GLUT4 y proteinas mitocondriales inducido por AICAR (Leick et al,
2010). Esto sugiere un mecanismo diferencial en musculo esquelético, ya que la expresion
de estas proteinas parece ser regulado por el eje AMPK/PGC-1a. Por lo tanto, evaluar si
AMPK regula la expresion de los genes antes descritos seria clave para determinar la
participacion del eje AMPK/PGC-1 sobre los cambios en la expresion de HK-Il y la
captacion de glucosa inducida por testosterona en cardiomiocitos.

Los resultados de esta tesis estan de acuerdo a los observados al tratar miotubos
de la linea celular C2C12 con dehidroepiandrosterona (DHEA), un precursor de la
testosterona. En estas células se observd que existe un aumento en la captacion de
glucosa, activacion de AMPK y aumento en la expresion de PGC-1a a las 3 y 6 h de
tratamiento con DHEA (Yokokawa et al, 2015). En otro estudio utilizando tejido
muscular proveniente de animales castrados se determind que existe un aumento en el
MRNA de PGC-1a que es revertido al tratar los animales con nandrolona, un derivado
sintético de la testosterona. Sin embargo, no se observaron cambios en la fosforilacion de
AMPK (White et al, 2013). Mas aln, al tratar con testosterona miotubos provenientes de
biopsias humanas de musculo se observé una disminucién en la incorporacion de glucosa
a glucogeno y aumento en la oxidacion de acidos grasos, aunque no hubo cambios en la
fosforilacion de AMPK (Garrido et al, 2014). En adipocitos se ha descrito que la
testosterona aumenta la captacion de glucosa y translocacion de GLUT4 a través de la via
LKB1/AMPK a las 2 h de tratamiento (Mitsuhashi et al, 2015). Esto sugiere que los
androgenos regulan el metabolismo a través vias metabolicas comunes como PGC-1a, ya
sea como estimulo agudo (6 h) o a largo plazo (animales castrados), sin embargo el rol
de AMPK no esta del todo claro.

La mayor parte de los resultados presentados en esta tesis se obtuvieron de
cardiomiocitos estimulados con testosterona por 24 h. A este tiempo el cardiomiocito
presenta un fenotipo hipertrofico. Se ha descrito que en estas condiciones la hipertrofia

del cardiomiocito es dependiente del RAI (Marsh et al, 1998). En cancer de prdstata se
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ha mostrado que existe una interaccion fisica entre PGC-1a y el RAi lo que promueve el
crecimiento tumoral mediado por el RAI (Shiota et al, 2010). Por lo tanto, seria
interesante evaluar si los efectos metabolicos de la testosterona observados en estas tesis
son dependientes del RAI y si ademas, esta hormona promueve la interaccion de PGC-1a
con el RAI para ejercer sus efectos en el cardiomiocito. Tanto la hipertrofia como los
cambios en el metabolismo del cardiomiocito inducidos por la testosterona parecen ser
consecuencia de activacion de vias genémicas y no-genémicas, lo que sugiere a esta
hormona como un modulador global del funcionamiento del cardiomiocito en
condiciones fisiologicas y patoldgicas.

En conclusion, los resultados de esta tesis muestran que la testosterona activa a
PGC-1la através de CaMKIlI, lo que regula el aumento en la captacion de glucosa durante

la hipertrofia del cardiomiocito inducida por esta hormona (Figura 16).
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Figura 17: Modelo propuesto de trabajo. Se postula que la testosterona activa a PGC-1a a través de
CaMKIl, lo que genera un aumento en la captacion de glucosa. Ademas se determind que la testosterona
aumenta la expresién de HKII.
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13. Proyecciones

Producto de las conclusiones de este estudio se destaca que la testosterona produce
cambios en el metabolismo de la glucosa durante la hipertrofia del cardiomiocito, lo que
es mediado por la via CaMKII/PGC-1a. El poder determinar cuales son los efectos de la
testosterona sobre el metabolismo oxidativo resulta un punto clave para conocer el efecto
global de esta hormona en los cardiomiocitos.

Otros trabajos han demostrado la relacidn que existe entre los niveles de testosterona
y diversas patologias metabdlicas y cardiacas. Por lo tanto, desarrollar investigaciones in
vivo que permitan dilucidar el mecanismo de accion de la testosterona es el siguiente paso
I6gico para evaluar el efecto sistémico de la hormona, para asi poder observar los

beneficios y posibles efectos adversos.
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14. Limitaciones del estudio

Los resultados presentados en esta tesis corresponden al trabajo con
cardiomiocitos de ratas neonatas. A pesar de las muchas similitudes, las células cardiacas
de animales recién nacidos tienen ciertas diferencias con las de animales adultos. Por lo
que es necesario evaluar si los efectos de la testosterona observados en esta esta tesis son
similares en cardiomiocitos adultos.

Por otro lado, no se determind si los cambios en metabolismo del cardiomiocito
son dependientes del RAI, el mecanismo clasico de accion de la testosterona. Evaluar la
participacion del RAI y la posible interaccion con PGC-1a es clave para dilucidar el

mecanismo de accion la testosterona en el cardiomiocito.
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15. Anexos
15.1. Efectos de la testosterona sobre la linea celular HL-1

Actualmente, las células HL-1 son la unica linea celular de cardiomiocitos que se dividen
continuamente y se contraen espontaneamente manteniendo un fenotipo cardiaco
diferenciado. Esta linea celular proviene de un tumor de auricula de corazén humano.
Mediante diferentes técnicas se ha demostrado su similitud con cardiomiocitos ya que
poseen actividad contractil espontanea y expresion de algunos marcadores cardiacos
(Elcarpio et al, 1998; White et al, 2004). No solo han sido utilizadas para evaluar la
funcién de cardiomiocitos en términos de sefializacion, regulacion transcripcional y
metabdlica en condiciones normales, ademas se han realizado diversos estudios en
condiciones patologicas como hipoxia, isquemia-reperfusion, hipertrofia y apoptosis
(Nguyen & Claycomb, 1999; Hong et al, 2011; Brady et al, 2007).

Se desconoce la accidn de la testosterona sobre las células HL-1, es por esto que se evalud
si los efectos son similares a los observados en cardiomiocitos ventriculares de rata
neonata. Al evaluar la localizacion subcelular de PGC-1a, se observo un efecto similar a
nuestro modelo de estudio. Testosterona produjo un incremento en la localizacion nuclear
de este cofactor, efecto que fue inhibido al tratar las células con AIP, inhibidor de CaMKI|
(Fig. 17). Este resultado sugiere que testosterona activa vias similares para ejercer su
efecto sobre ambos tipos celulares.

A pesar de que esta linea celular presenta varias diferencias con los cardiomiocitos
ventriculares, evaluar la accion de la testosterona sobre estas células abre una nueva area
de estudio de las acciones de la testosterona en células cardiacas. Es por esta razon que
se hacen necesarios mas estudios para determinar los efectos de la testosterona sobre este

tipo celular.
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Figura 18: Efecto de la testosterona sobre la localizacion subcelular de PGC-1a en células HL-1. Las

células se pre-trataron con AIP (1 uM) por 30 min para luego ser estimulados con testosterona por 24 h
(100 nM) (n=1). Los datos corresponden al promedio + SEM
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