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RESUMEN

La pérdida de masa y fuerza del musculo esquelético, caracteristico
de ciertas miopatias como la sarcopenia, es una condicién frecuente durante
el envejecimiento, y estd asociada a disfunciones de los sistemas muscular
y esquelético. Aunque los mecanismos moleculares involucrados en esta
patologia no estan totalmente esclarecidos, existen evidencias que
demuestran que la apoptosis es en parte responsable de la pérdida de
miocitos en la adultez, contribuyendo a la patogénesis de la sarcopenia.
Puesto que los niveles de hormonas sexuales disminuyen con la edad, la
sarcopenia se ha asociado al déficit de las mismas. En este trabajo, se ha
demostrado que la testosterona, a concentracion fisioldgica, protege frente
a la apoptosis inducida por H,O, en la linea celular de musculo esquelético
murino C2C12. Las alteraciones morfoldgicas tipicas de la apoptosis tales
como fragmentacidon nuclear, desorganizacion del citoesqueleto,
reorganizacidén/disfuncion mitocondrial y liberaciéon de citocromo c inducidos
por el H,0,, son inhibidas cuando las células son previamente tratadas con
la hormona. Se ha observado que las células C2C12 muestran una
respuesta bifasica en presencia del agente apoptotico. A tiempos cortos de
exposicion al H,0,, las células activan un mecanismo de defensa, para
evitar entrar en apoptosis, el cual consiste en la fosforilacion de ERK2, Akt y
Bad y en un aumento de expresién de la proteina asociada a eventos de
supervivencia, HSP70. Simultdneamente y a partir de aproximadamente
media hora de tratamiento con H,0,, se observa la fosforilacion de INK,
p66Shc y p53, estas ultimas mostrando un pico maximo de activacion a la
1-2 hs. A tiempos mas largos de exposicion al agente apoptoético (4 hs) se
produce la defosforilacion de ERK2, Akt y Bad, se mantiene la fosforilacion
de INK, disminuye la activacion de p53 y p66Shc, se produce la liberacidon
de citocromo c, el clivaje de PARP, la fragmentacion del ADN y la pérdida
del potencial de la membrana mitocondrial, indicando que las células inician
finalmente el proceso de muerte celular programada. Sin embargo, cuando
las células son tratadas con testosterona, previo a la exposicién al H,0,, se
reduce la fosforilacién de INK, se observa la inactivacion de la proteina
apoptotica Bad, disminucién de los niveles de la proteina apoptoética Bax,

inhibicion del clivaje de PARP, prevencion de la pérdida del potencial de



membrana mitocondrial y disminucién de la fosforilacién y localizacion
mitocondrial de la proteina amplificadora del estrés oxidativo, p66Shc. El
empleo de un antagonista no esteroideo especifico para la testosterona, la
Flutamida, reduce el efecto protectivo del esteroide, involucrando al
receptor de androgenos (AR) en los efectos antiapoptéticos de la hormona.
También, se obtuvieron evidencias bioquimicas, farmacoldgicas e
inmunoldgicas, que demuestran la presencia del AR con localizacién clasica
(nuclear) y no clasica en microdominios (especificamente caveolas y rafts) y
mitocondrias. Las distintas localizaciones del AR podrian mediar el efecto
antiapoptético de la testosterona a distintos niveles subcelulares. Los
resultados aqui presentados permiten comenzar a definir y esclarecer los
mecanismos de sefalizacion activados por la testosterona y su receptor,
gue median el efecto protectivo frente al dafo oxidativo en musculo
esquelético y su relacion con miopatias asociadas al déficit de hormonas

sexuales.



ABSTRACT

The loss of muscle mass and strength with aging, also referred to as
sarcopenia, is a highly prevalent condition among the elderly, and it is
associated with skeletal muscle dysfunction. Although the exact
mechanisms underlying sarcopenia are far from being clarified,
accumulating evidence suggests that an age-related acceleration of
myocyte loss via apoptosis might represent a key mechanism responsible
for impairment of muscle performance. Sarcopenia has been associated
with a deficit of sex hormones as the levels of estrogens and/or
testosterone decline with aging. In this work, it has been demonstrated
that, at physiological concentrations, testosterone protects against H,0,-
induced apoptosis in C2C12 muscle cells. Typical changes of apoptosis such
as nuclear fragmentation, cytoskeleton disorganization, mitochondrial
reorganization/dysfunction and cytochrome c release induced by H,0,, are
abolished when cells are previously exposed to the hormone. It has been
observed that C2C12 cells show a biphasic response when they are treated
with the apoptotic agent. At short times of exposure to H,0,, C2C12 cells
exhibit a defense response showing ERK2, Akt and Bad phosphorylation and
an increase of HSP70 levels. Simultaneously and approximately after half an
hour from the beginning of H,0O, treatment, INK, p53 and p66Shc
phosphorylation are observed, with maximum activation for p53 and
p66Shc after 1-2 hours. At longer treatment times (4 hs),
dephosphorylation of ERK2, Akt and Bad is observed, JINK continues
phosphorylated, the activation of p53 and p66Shc decreases and
cytochrome c release, PARP cleavage, DNA fragmentation and the loss of
mitochondrial membrane potential occur, indicating that cells finally enter
into apoptosis. However, incubation with testosterone prior to H,O,, reduces
JNK phosphorylation, induces Bad inactivation, inhibition of PARP cleavage,
a decrease in Bax levels; reduces the loss of mitochondrial membrane
potential and p66Shc phosphorylation and its mitochondrial localization. The
employment of the androgen receptor (AR) antagonist, Flutamide,
decreases the protective effects of the hormone, pointing to a possible
participation of the AR in the anti-apoptotic effect of testosterone.

Moreover, biochemical, pharmacological and immunological data



demonstrate a classical (nuclear) and non-classical localization of the AR in
microdomains (caveolae and rafts) and mitochondria. These results assign
an active role for the AR during the anti-apoptotic effect of the hormone,
possibly, at different subcellular levels. The data presented in this work
unravel in part the molecular mechanisms activated by testosterone and its
receptor, underlying the survival action of the hormone against oxidative
stress damage in skeletal muscle and its relationship with myopathies

associated with sex hormonal dysregulation.
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AMPc: Cyclic 3’,5'-adenosine monophosphate
AR: Androgen receptor

AREs: Androgen response elements

mAR: Membrane androgen receptor

BAD: Bcl-2-associated death promoter

BSA: Bovine serum albumin

DBD: DNA-binding domain

DIABLO: Direct IAP-binding protein

DHT: Dihydrotestosterone

DHEA: Dehydroepiandrosterone

DMEM: Dulbecco "s modified Eagle medium
DTT: Dithiothreitol

ERK: Extracellular signal-regulated kinase
HSP: Heat shock protein

JNK: c-jun NH2-terminal kinase

LBD: Ligand binding domain

LDL: Low density lipoproteins

LH: Luteinizing hormone

LHRH: Luteinizing-hormone-releasing hormone
MAPK: Mitogen activated protein kinase
mPTP: Mitochondrial permeability transition pore
NF-kB: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NRs: Nuclear receptors

PARP: Poly-(ADP ribose)-polymerase

PBS: Phosphate buffer saline

PBS-T: Phosphate buffer saline supplemented with 0.1 % tween
PCR: Polymerase chain reaction

PERP: p53 apoptosis effector related to PMP-22
PI3K: Phosphatidylinositol-30H kinase

PKA: Protein kinase A

PKC: Protein kinase C

PMA: Phorbol 12-Myristate 13-acetate

PMSF: Phenylmethylsulphonyl fluoride



PUMA: p53 up-regulated modulator of apoptosis

PVDF: Polyvinylidene fluoride

qPCR: Quantitative polymerase chain reaction

ROS: Reactive oxigen species

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate - polyacrilamide gel electrophoresis
SHBG: Steroid hormone binding globulin

Smac: Second mitochondria-derived activator of caspases

StAR: Steroidogenic acute regulatory protein

TUNEL: TdT-mediated dUTP nick end-labeling

VDAC: Voltage - dependent anion - selective channel



INTRODUCCION



INTRODUCCION

La endocrinologia es una rama moderna de la ciencia, que aunque
arraigada en la antigledad, es virtualmente una creacion del siglo XX. A
mediados del siglo XIX, el fisidlogo Claude Bernard (1813-1878) introdujo el
término “secrecion interna” para describir sus observaciones sobre la
funcion gluconeogénica del higado, paso decisivo en el nacimiento de la
endocrinologia. Postulé asi la capacidad de ciertos 6rganos de producir
sustancias especificas que pasaban a la sangre para contribuir al
mantenimiento del equilibrio del organismo. Sin embargo, en el siglo XX
fueron William Bayliss (1860-1924) y Ernest Henry Starling (1866-1927) los
primeros en proporcionar una demostracion clara del mecanismo de accidn
de las secreciones internas, con su trabajo publicado en 1902 sobre la
secretina, siendo ésta considerada la primera hormona. La prueba de su
existencia y modo de accién, confirmd una idea de siglos pasados: el flujo
sanguineo transporta secreciones internas que pueden tener influencia
sobre las actividades de los drganos dentro del cuerpo. Starling acufid la
palabra “hormona” para dichas secreciones glandulares internas (palabra
proveniente de hormon, que significa poner en movimiento, excitar), que
con el tiempo fue utilizada para designar en forma genérica, a todas las
sustancias producidas por las diferentes glandulas enddcrinas. Desde
entonces, el estudio de las hormonas y su mecanismo de acciéon ha sido de

gran interés para el hombre.

I. TESTOSTERONA: HISTORIA, SINTESIS Y ACCIONES
BIOLOGICAS

1. El descubrimiento de la testosterona: breve reseia historica

Los efectos hormonales de los testiculos han sido empiricamente

comprendidos desde el Neolitico, con la observacion de los efectos que



producia la castracidon en los animales. Sin embargo, que la responsable de
tales efectos era principalmente la testosterona, se desconocié hasta casi
6.000 afios mas tarde [Freeman et al. 2001]. En 1849 Arnold Berthold
(1801-1863) ya contaba con la ventaja de la ciencia del siglo XIX para
relacionar los cambios observados en animales castrados, con alguna
sustancia secretada por los testiculos. Berthold notd que la disminucién en
el tamafio de la cresta de los gallos castrados (caracter sexual secundario
de este animal), se revertia luego de reimplantar los testiculos en la cavidad
abdominal del animal. Dado que los testiculos reimplantados ya no estaban
inervados, Berthold postuld que los mismos debian secretar a la sangre
alguna sustancia que afectara el comportamiento y los caracteres sexuales
del animal.

En 1889, a los 72 afios de edad, el fisidlogo
francés Charles Edouard Brown-Séquard (1817-
1894), discipulo de Claude Bernard, realizé sobre si
mismo un experimento realmente inusual. Observéd
gue cuando se inyectaba extractos de testiculo de
perro y de cobayo, se producia una mejora en el

estado general de su salud, de su fuerza muscular,

del apetito, de la regulaciéon intestinal y de sus Charles Edouard Brown
facultades mentales [Brown-Séquard 1889]. Séquard (1817-1894)
Brown-Séquard proclamé que sus extractos tenian el poder de “aumentar la
fuerza de muchas partes del cuerpo humano”, lo que causd sensacion y
provocd, que este experimento poco riguroso y serio desde el punto de
vista cientifico, fuera utilizado por algunos cirujanos que se enriquecian
administrando inyecciones de extractos acuosos de glicerol de testiculos de
animales, para el tratamiento de diversas enfermedades. Su popularidad
aumentaba ya que se lo promocionaba como el elixir de la eterna juventud.
[Hoberman y Yesalis 1995; Tattersall 1994; Hansen 1999].

Muchos cientificos comenzaron a investigar los testiculos y otras
glandulas para entender mejor lo que Claude Bernard habia llamado
“secrecion interna”. Paul Ancel (1873-1961) y Pol Bouin (1870-1962)
identificaron una “porcidon generativa” y una “porcién enddécrina", al
examinar la histologia de los testiculos [Haire 1925; Sengoopta 1998].

Postularon a la porcidon generativa como la encargada de la produccién de



esperma mientras que la porcién enddcrina seria la fuente de la sustancia
responsable de los efectos observados por Brown-Séquard.

Siguiendo los pasos de Brown-Séquard, el fisidlogo vienés Eugen
Steinach (1861-1944) estudid los efectos del rejuvenecimiento tras la
vasectomia en animales viejos. En 1920 Steinach postulé que al ligar el
conducto deferente testicular y bloquear la salida de esperma de la
glandula, se atrofiaban las células productoras de esperma, lo que llevaba a

I A\Y

la proliferacion de las células enddcrinas, para llenar el “espacio vacio”,
aumentando asi la produccion de hormonal. Steinach describié como en sus
experimentos las ratas mas viejas se tornaban mas vivaces luego de la
operacién. En poco tiempo la "operacion Steinach" y los injertos de tejido
testicular se convirtieron en el procedimiento quirdrgico mas popular, entre
quienes buscaban escapar de los efectos del envejecimiento. Muchos
argumentaban que la Primera Guerra Mundial habia devastado Ia
generaciéon de jévenes europeos, por lo que la "operacién Steinach"
proporcionaba una tentadora solucion [Schultheiss 1997, Hirshbein 2000,
Sengoopta 2003].

La industria farmacéutica estaba ansiosa por aprovechar la

popularidad de organoterapia a pesar de su dudosa
eficacia. Fue el estudiante de quimica Adolf
Butenandt, quién en 1929 aislé la primer hormona
sexual, la estrona, a partir de orina de mujeres
embarazadas. En 1931, Butenandt consiguié aislar
una sustancia quimicamente pura de un extracto de
15.000 litros de orina de policias. El analisis quimico

de dicha sustancia revelé que contenia un nucleo

Adolf Butenandt VT . ,
{1903-1995) policiclico muy parecido al nucleo del colesterol, al

gue estaban ligados un grupo hidroxil y una cetona. El autor denominé a la
sustancia “androsterona” (“andro”=masculino, “ster”=esterol,
“ona”=cetona) [Kochakian 1993; Daintith y Gjertsen 1999; Freeman et al.
2001]. Sin embargo, los testiculos resultaron contener un factor
androgénico aun mas potente. En 1935 Ernst Laqueur vy
colaboradores, consiguen aislar e identificar quimicamente la testosterona
(“testo”= testiculo, “ster”=esterol, “ona”=cetona) ademas de contribuir al

conocimiento de la fisiologia, farmacologia y clinica de las hormonas



sexuales. La sintesis de la testosterona llegé ese mismo afio, de la mano de
Butenandt y Hanish, quienes publicaron el trabajo titulado “Método para
preparar testosterona a partir del colesterol”. Una semana mas tarde
Ruzicka y Wettstein presentan el articulo “Preparacion artificial de Ia
hormona testicular testosterona” y reclaman su patentacion. En 1939
Ruzicka y Butenandt reciben el premio Nobel de quimica por sus trabajos
con hormonas sexuales, aunque Butenandt fue forzado por el gobierno Nazi
a rechazar tal honor [Daintith y Gjertsen 1999].

Aunque el nombre de testosterona tiene solo 65 anos, esta hormona
ha sido foco de interés cientifico por mas de 150 afios. Su influencia sobre
el desarrollo fisico y sexual, asi como sus potenciales propiedades

terapéuticas seguird inspirando nuevas investigaciones y controversias.

2. Biosintesis de la testosterona

Los andrdgenos son los principales esteroides sexuales del hombre y
los responsables del desarrollo fenotipico masculino durante la
embriogénesis y la maduracion sexual en la pubertad. El principal
andrdégeno circulante en el hombre es la testosterona aunque es la
dihidrotestosterona (DHT), su metabolito mas activo, y quien participa en
diversos procesos bioldgicos.

La testosterona, como todas las hormonas esteroideas, es un
derivado del colesterol y estd formada por una estructura bdasica de
ciclopentanoperhidrofenantreno, compuesto por tres anillos de 6 carbonos
(A, By C) y uno de 5 carbonos (D). La testosterona tiene 19 atomos
de carbono, un doble enlace entre C4 y C5, un dtomo de oxigeno en C3 y
un radical hidroxilo (OH) en C17, siendo esta estructura necesaria para el

mantenimiento de la actividad androgénica.
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El 95% de los andrégenos circulantes son producidos en las células
intersticiales de Leydig del testiculo, siendo la testosterona el esteroide
sintetizado en mayor concentracién, por lo que es considerada el principal
andrdgeno testicular. Aunque las células de Leydig son el sitio principal de
sintesis de testosterona, ésta también se sintetiza en otros tejidos a partir
de los andrdégenos circulantes (androstenediona, dehidroepiandrosterona
(DHEA)), provenientes de la corteza suprarrenal (zona reticular).

El colesterol, como se mencioné anteriormente, actia como precursor
en la sintesis de los andrdgenos. Las fuentes celulares de colesterol son: la
sintesis celular de novo a partir de Acetil CoA, las lipoproteinas plasmaticas
transportadoras de colesterol o bien las gotas citoplasmaticas de ésteres de
colesterol que actlan a modo de reservas. Aproximadamente, el 60 % del
colesterol es producido localmente por las células de Leydig, y el resto es
aportado por los ésteres de colesterol de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) las cuales atraviesan la membrana plasmatica por endocitosis
mediada por receptor. Los ésteres de colesterol pueden almacenarse en
forma de gotas de lipidos o convertirse en colesterol libre para ser utilizado
en la sintesis de esteroides. En las células esteroidogénicas existe un
equilibrio entre el colesterol libre y los ésteres de colesterol. Dicho equilibrio
es regulado por la enzima Acil CoA-Colesterol-Acil-Transferasa (ACAT) que
esterifica al colesterol, y por la enzima colesterol éster hidrolasa o esterasa
qgue cataliza la reaccion inversa.

La sintesis de testosterona comienza con la movilizacién del colesterol
hacia la mitocondria en respuesta al estimulo gonadotréfico, la cual es
mediada principalmente por la proteina StAR (steroidogenic acute

regulatory protein). Las células esteroidogénicas, en respuesta al estimulo



hormonal troéfico, sintetizan la proteina citoplasmatica StAR la cual se asocia
a chaperonas que impiden su plegamiento. La interaccién de StAR con un
receptor especifico presente en la membrana externa mitocondrial provoca
un cambio en su conformacion que generaria puntos de contacto entre las
membranas externa e interna de la mitocondria, permitiendo la entrada de
colesterol a la mitocondria. Asi, el ingreso de colesterol a la mitocondria,
estaria controlado por la sintesis y el procesamiento de StAR, y la formacién
de sitios de contacto entre las dos membranas de la organela.

Es en la membrana interna mitocondrial donde se produce la
conversion del colesterol a pregnenolona, catalizada por un complejo
multienzimatico dependiente del citocromo P-450 que escinde la cadena
lateral del colesterol (desmolasa o P450scc) entre los carbonos 20 y 22. La
pregnenolona sale de la mitocondria hacia el reticulo endoplasmatico liso,
donde puede seguir dos caminos diferentes: A* o A>, designando esta
terminologia la posicion del enlace insaturado. La progesterona, originada a
través del camino A* es transformada en androstenediona por el complejo
enzimatico 17a hidroxilasa C17-20 liasa, dependiente del citocromo P-450
(P-450c17). Pero también, la pregnenolona puede seguir la via A®
obteniéndose primeramente DHEA por accion del complejo P-450cl17 y
luego, por isomerizacion, androstenediona. En el humano la ruta mas
importante es la A®, mientras que en los roedores es la A*. El paso final en
la sintesis de testosterona esta regulado por la enzima microsomal 17pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17BHSD), que cataliza la conversién de
androstenediona a testosterona. Dicha reaccién es reversible, siendo su
direccion regulada por la concentracién de sustrato y producto. La
testosterona puede metabolizarse en otros esteroides biolégicamente
activos, en DHT a través de la enzima 5 a-reductasa y a continuacién en 3a
0 3B dioles. Finalmente, estos dioles son metabolizados a trioles, quienes
son los productos finales del metabolismo de la testosterona, muy solubles
en agua, sin actividad androgénica y que no pueden volver a convertirse en
DHT. Aproximadamente, el 80% de la DHT circulante es producida por la
conversion periférica de testosterona, y el 20% es secretada directamente
por los testiculos. Tanto la testosterona como la DHT se fijan al mismo
receptor androgénico y sus efectos se complementan entre si. Pero la DHT

posee una mayor afinidad por el receptor, unas seis a diez veces mas,
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siendo asi un andrégeno mas potente que la testosterona. También, por la
ruta de la aromatasa, la testosterona puede metabolizarse en varios tejidos
a estradiol, y la androstenediona a estrona [Bellido 1999; Cingolani y
Houssay 2010].

LDL
H,C CH,
¢ CH,
Acetil CoA——— CH, +—— Esteres de colesterol
HO
COLESTEROL Almaceén intracelular

l <4—— StAR

17 PREGNENOLONA
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17-OH Progesterana +~—— 17-OH Pregnenolana
Ruta A 4 Rutaa 5

ANDROSTENEDIONA ——— Andmstenedlol
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ESTRQHA
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Sq-androstan 3, 17p-diol Hdorecy

5o-androstan 3, 17p-diol

Ba. hidroxim/ %hidmxilasa

Bo-triel Ta-triol

Biosintesis de testosterona en las células de Leydig. La
sintesis de testosterona comienza en la mitocondria a partir del
colesterol, y luego puede llevarse a cabo a partir de la 17-hidroxi-
pregnenolona (ruta A5) o a partir de la 17-hidroxi-progesterona
(ruta A4) en el reticulo endoplasmatico liso. Una vez sintetizada, la
testosterona pasa a la circulacidon sanguinea donde es transportada
unida a proteinas. Tomado y modificado de Bellido 1999.
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3. Regulacion de la sintesis de testosterona y transporte

La sintesis de los andrégenos es
regulada por el eje hipotalamo-hipdfisis-
gbnadas. La hormona liberadora de hormona %Hipﬂélam
luteinizante (LHRH) es liberada del n [

hipotalamo, estimulando la secrecion pulsatil
———— Hipéfisis

de hormona |luteinizante (LH) en la

ativo

adenohipéfisis, la cual posteriormente E’ﬂ

estimulard a las células de Leydig para W

inducir la sintesis de testosterona. La accion u Organos
estimulatoria de la LH sobre la produccion de E blayiee
andrdgenos se ejerce a través de su unién a — @ ‘j—»Testosterona

receptores especificos ubicados en la Céxluflérdérlr_éyc‘lig
membrana de las células de Leydig, que

responden a su estimulo induciendo el transporte de colesterol a la
mitocondria y regulando las enzimas que involucradas en la biosintesis de
testosterona. La testosterona a través de un mecanismo de
retroalimentacién negativa inhibe la secrecion de gonadotrofinas,
previniendo la liberacion de la LHRH y, en consecuencia, la disminucidon de
la sensibilidad de la adenohipdfisis a la LHRH. Una vez sintetizada, la
testosterona pasa a la circulaciéon sanguinea. Debido a su hidrofobicidad, la
testosterona es transportada en sangre, en su mayor parte, unida a
proteinas. El principal transportador, es una B-globulina denominada B-
globulina fijadora de hormona sexuales (SHBG), producida
mayoritariamente por el higado. La albiumina sérica actiua también como un
transportador inespecifico de testosterona, manteniendo una unién laxa con
la hormona. Esta baja afinidad permite que la testosterona se libere
facilmente en los capilares para pasar al interior de las células de los
organos diana. Sélo un 2 % de la testosterona en sangre permanece libre.
Esta porcién puede atravesar rapidamente las membranas celulares y por
ello es la forma activa desde el punto de vista bioldgico. Asi surge el
concepto de «testosterona biodisponible» la cual comprende la suma de la

porcion de la testosterona libre mas la unida a la albumina.
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4. Funciones bioldgicas de la testosterona

La funcién clasica de la testosterona, comprende efectos
androgénicos y anabdlicos. A nivel sexual ejerce un papel fundamental
sobre el desarrollo y el mantenimiento de los caracteres sexuales
masculinos y sobre el desarrollo y funcionamiento del aparato genital
(préstata, vesiculas seminales, pene, escroto) [Mooradian et al. 1987]. Los
andrdogenos actuan sobre el sistema nervioso central (SNC), durante la
gestacién influyendo en la “masculinizacion del cerebro” mediante la
regulacion de la expresion del receptor de andrégenos [Dakin et al. 2008] y
en la adultez estimulando y manteniendo la motivacion sexual e influyendo
en el comportamiento [Berenbaum y Beltz 2011; Jordan et. al 2011]. Pero
la testosterona y sus metabolitos son bastante mas que una hormona
sexual, y desempenan numerosas acciones fisioldgicas importantes en el
organismo, para la salud y el bienestar general [Bassil et al. 2009]. Los
efectos anabdlicos de la testosterona, involucran el mantenimiento de la
masa oOsea (el hipogonadismo es una de las principales causas de la
osteoporosis en los hombres) [Rucker et al. 2004; Isidori et al. 2005; Tuck
y Francis 2009] asi como también el aumento de la masa y fuerza muscular
y reducciéon de la grasa corporal [Bhasin et al. 1996, 2001a; Fernando et al.
2010]. También ha sido bien establecida la capacidad de la testosterona de
estimular la eritropoyesis aumentando la produccidon de eritropoyetina y
estimulando las células madre de la médula dsea, empleandosela en el
tratamiento ante diversas anemias [Krabbe et al. 1978; Shahani et al.
2009]. A nivel cardiovascular, se han demostrado efectos que favorecen la
salud cardiaca, los cuales comprenden vasodilatacion y reduccion de la
presion arterial, accion antitrombodtica [Glueck et al. 1993; Webb et al.
1999; Fogari et al. 2005; Borst et al. 2010] y mejoramiento del perfil
lipidico [Monroe y Dobs 2013]. Los andrégenos desempefian también un
importante papel en la proteccidon de la funcidén cognitiva y prevencién de la
enfermedad de Alzheimer [Yao et al. 2008; Pike et al. 2009; Barron y Pike
2012].
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Androgenos y misculo esquelético

La pérdida de masa y fuerza muscular asociada al envejecimiento,
también conocida como sarcopenia, es una condicién altamente prevalente
en la adultez y en los afios posteriores a la menopausia, representando un
factor de riesgo para la osteoporosis, ya que esta asociada a discapacidad
fisica e inmovilidad produciendo pérdida de masa Osea. Esta pérdida de
masa muscular es el resultado de la reduccién tanto del tamafio como del
numero de las fibras musculares [Lexell 1993], posiblemente debido a un
proceso multifactorial que involucra la falta de actividad fisica, una reducida
ingesta nutricional, estrés oxidativo y cambios hormonales [Baumgartner et
al. 1999; Roubenoff y Hughes 2000]. A pesar de que los mecanismos
moleculares involucrados en esta patologia no han sido completamente
dilucidados, existen evidencias que sugieren que la apoptosis podria ser
responsable de la pérdida de miocitos en la adultez, siendo clave en el
deterioro del rendimiento muscular. La activacién de la muerte celular
programada, que culmina en la autodestruccién celular sin inflamaciéon ni
dafio de tejidos circundantes, seria responsable de la pérdida de musculo
esquelético, contribuyendo a la patogénesis de la sarcopenia [Dirks y
Leeuwenburgh 2002; Dupont-Versteegden 2005].

La muerte programada por apoptosis de las células musculares, es
considerada como un potencial mecanismo de atrofia y desgaste muscular
asociado al envejecimiento, a lesiones y a la patogénesis de muchas
enfermedades como cardiomiopatias, enfermedades pulmonares
obstructivas croénicas (EPOC), distrofias musculares u otros desérdenes
neuromusculares [Primeau et al. 2002; Dupont-Versteegden 2005; Kujoth
et al. 2005; Tews 2005]. La apoptosis es desencadenada por diversos
estimulos que activan una o mas vias de sefializacién que convergen en la
activacion de una familia conservada de cistein-proteasas conocidas como
caspasas [Steller 1995]. La activacién de las caspasas puede llevarse a cabo
tanto por la via intrinseca como por la via extrinseca de la apoptosis. La via
intrinseca involucra la participacién de proteinas mitocondriales y la
formacién del apoptosoma tras la activacidon de las caspasas. Mientras que
la via extrinseca se inicia a través de la activacion de los receptores de la

muerte localizados en la membrana plasmatica que transmiten la sefial de
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muerte hacia el interior celular, llevando a la activacion de las caspasas
[Kischkel et al. 1995; Ashkenazi y Dixit 1998]. Estudios en mioblastos han
demostrado que la apoptosis juega un rol importante en el desarrollo
muscular, controlando la poblacion de mioblastos proliferantes que van a
diferenciarse y generar miotubos maduros [Walsh 1997; Sandri y Carraro
1999; Huppertz et al. 2001]. Por lo tanto, los efectos de las hormonas
esteroides en el desarrollo del musculo esquelético, podrian también ser
regulados, en parte, a través de sus efectos sobre la apoptosis.

Puesto que los niveles de hormonas sexuales disminuyen con la edad,
la sarcopenia ha sido asociada al déficit de estas hormonas. Como se
menciond anteriormente, los androgenos son importantes reguladores de la
fisiologia reproductiva y de las actividades bioldgicas anabdlicas en
multiples tejidos [Omwancha y Brown 2006]. Su rol protectivo sobre los
mismos, esta recibiendo en la actualidad creciente atencion. Los efectos
beneficiosos de los andrégenos frente a la apoptosis, se han observado en
el sistema cardiovascular, el pancreas, neuronas, testiculos y hueso [Erkkila
et al. 1997; Morimoto et al. 2005; Pike et al. 2008; Chen et al. 2010;
Sanchez-Mas et al. 2010]. Es bien conocido que el musculo esquelético es
un tejido blanco para los andrégenos. La testosterona a través de sus
efectos sobre la masa muscular y tejido adiposo, es un importante
determinante en la composicion del cuerpo en mamiferos machos,
incluyendo los humanos. El suplemento con testosterona aumenta la masa
muscular en hombres saludables jovenes y ancianos, en hombres sanos
hipogonadales y en otras condiciones patoldgicas o fisiolégicas que
transcurren con bajos niveles de esta hormona [Bhasin et al. 2006]. El
aumento del tamafio del musculo inducido por la testosterona, esta
asociado a la hipertrofia de las fibras musculares y al aumento significativo
en el nUmero de miocitos y células satélites [Sinha-Hikim et al. 2002, 2003,
2006]. Estudios en ratas han mostrado también, que la administracion
exdgena de testosterona resulta en una recuperacién mas rapida de la
paralisis de los miembros posteriores inducida por la lesidn del nervio ciatico
[Brown et al. 1999], asi como también previene la apoptosis de las células
musculares del musculo elevador del ano en ratas castradas [Boissonneault
2001].
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Como se ha detallado, la testosterona cumple un rol importante en la
fisiologia del musculo esquelético. Sin embargo, no se conocen hasta el
momento, los mecanismos moleculares por los cuales esta hormona revierte
el deterioro de la fibra muscular, al mismo tiempo que favorece la
proliferacidon y diferenciacién de las células satélite.

La enzima 5a-reductasa ha sido encontrada en bajas concentraciones
en el musculo [Bartsch et al. 1980; Normington y Russell 1992; Azzouni et
al. 2012], aunque no esta del todo claro si la conversion de la testosterona
a DHT es necesaria o no para mediar los efectos androgénicos en el
musculo [Bhasin et al. 2001b]. Sin embargo, estudios realizados en ratas
empleando testosterona y un inhibidor de la 5a-reductasa, demostraron que
inhibiendo la enzima era posible bloquear selectivamente los efectos
adversos de la testosterona sobre el agrandamiento de la prostata,
preservandose los efectos anabdlicos de la hormona en hueso y musculo
[Borst et al. 2007]. Por lo que los efectos en musculo, serian mediados por
la testosterona y no por la DHT, a diferencia de lo observado en prostata,
donde la DHT es el principal agonista. En base a estas observaciones, en el
presente trabajo de investigacion se empled la testosterona para estudiar el
mecanismo involucrado en los efectos protectivos del esteroide frente al

deterioro de la fibra muscular ante el estrés oxidativo.

II. EL RECEPTOR DE ANDROGENOS

La accidon de los androgenos, se ejerce a través del receptor de
andrdégenos (AR) el cual se agrupa dentro de la familia de los receptores
nucleares (NRs). Estos comprenden una superfamilia de proteinas que
funcionan como factores de transcripcidon activados por ligandos, que
regulan la expresion de genes especificos [Evans 1988; Laudet 1997] y
estan implicados en funciones bioldgicas de desarrollo, diferenciacién,
reproduccion y homeostasis metabdlica de organismos eucariotas. Estos
NRs se han conservado durante la evolucién [Eick y Thornton 2011] y son
clasificados en subfamilias: los clase I, son receptores de esteroides que
incluyen al receptor de andrégenos, estrégenos, progesterona,

mineralocorticoides y glucocorticoides, clasicamente definidos como ligando-
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dependientes que se homodimerizan para ejercer su funcién. Los clase II,
son conocidos como familia retinoidea - tiroidea, conformada por los
receptores de la vitamina D, los tiroideos, del acido retinoico, y el receptor
activado proliferador de peroxisoma; son ligando independientes con
potencial tanto para homodimerizarse como para heterodimerizarse [Bain et
al. 2007]. Finalmente, los receptores de la tercera clase, llamados Orfan,
comprenden un grupo de proteinas que comparten secuencias con
homologias significativas, para las cuales los ligandos no han sido
caracterizados [Enmark y Gustafsson 1996; Benoit et al. 2006]. Los analisis
comparativos tanto funcionales como estructurales de los receptores
nucleares hormonales, revelaron que comparten una misma organizacion
estructural y pueden ser divididos en cuatro dominios funcionales: un
dominio N-terminal, un dominio de unién al ADN, una regidon bisagra y un

dominio de unién al ligando.

1. Organizacion estructural del gen del AR

El gen que codifica para el AR se encuentra en el brazo largo del
cromosoma X (Xql11.2-12), y fue descubierto en 1981, cuando se estudiaba
genéticamente a humanos y ratones que mostraban insensibilidad a los
androgenos [Migeon et al. 1981; Brown et al. 1989; Gao et al. 2005]. El
ADNc del AR fue clonado por primera vez en 1988, a pesar de las
dificultades para la obtencién de cantidades suficientes de la proteina
purificada, como para generar anticuerpos o secuencias aminoacidicas
parciales para disefiar sondas de oligonucleétidos sintéticos [Evans 1988;
Beato 1989]. El gen del AR posee un tamano de aproximadamente 90
kilobases y contiene 8 exones, y su organizacidn estructural es casi idéntica
a la de los genes que codifican para los otros miembros de los receptores
hormonales esteroideos, lo que sugiere un pasado ancestral comun [Kuiper
et al. 1989; Lubahn et al. 1989]. La posibilidad de la existencia de genes
del AR adicionales, que codifiquen para un AR de localizacién en membrana
plasmatica, ha sido sugerida. Esto surgié de la observacion de efectos
desencadenados por la testosterona, a tiempos cortos de tratamiento

hormonal (respuestas de unos pocos minutos o segundos) como para ser
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consecuencia de la actividad transcripcional del AR clasico, en cerebro y
osteoblastos [Bran et al. 1995; Lieberherr y Grosse 1994]. Si bien en
humanos solo ha sido detectado un gen para el AR, dos isoformas de ARNm
para el AR se encontraron en laringe masculina de Xenopus laevis [Fischer
et al. 1993]. Dado que para el receptor de estrdogenos se ha encontrado un
segundo gen que lo codifica, es posible que otros miembros de la familia de
receptores esteroideos también presenten multiples isoformas del gen

codificante.

2. Estructura proteica del AR

La proteina AR consta de aproximadamente 919 aminoacidos y una
masa molecular de 98 kDa, que se estructuran en 4 dominios funcionales
[Dehm vy Tindall 2007]. EI dominio regulador N-terminal, codificado
principalmente por el exén 1 (1-555 bp), media la actividad transcripcional.
Este dominio contiene la region de activacién de la transcripcién
independiente de ligando (TAF-1), siendo el lugar de interaccidn con ciertos
correguladores. El dominio de uniéon al ADN (DBD), codificado por los
exones 2 y 3 (556-623 bp), contiene dos dedos de zinc capaces de
interactuar especificamente con pequefias secuencias denominadas
elementos de respuesta a andrégenos (AREs). La regidon bisagra, codificada
por el exéon 4 entre 624-665 bp, es importante para el movimiento del
receptor. Finalmente el dominio de unién al ligando (LBD) C-terminal,
codificado por los ultimos exones 5, 6, 7 y 8 entre 666-918 bp, es el lugar
de unidn de los andrégenos al receptor y contiene la regién de activaciéon de
la transcripcion dependiente de ligando (TAF-2) [Hiipakka y Liao 1998;
Fragkaki et al. 2009]. EIl DBD y el LBD comparten un alto grado de

homologia con los otros receptores esteroideos.
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Representacion esquematica del gen de AR humano. El gen del AR se localiza en el
brazo largo del cromosoma X. Esta codificado por 8 exones (919 aminoacidos) y la proteina
consta de diferentes dominios estructurales.

3. Mecanismo de accion clasico del AR

En ausencia de hormona, el AR se encuentra de forma monomérica
formando un complejo con proteinas de choque térmico (Hsp), entre las que
se encuentran Hsp90, Hsp70 y Hsp56 [Heinlein y Chang 2001]. Dicho
complejo es dindamico y puede translocar entre el citoplasma y el nucleo
celular, aunque la distribucion subcelular relativa en ausencia de ligando es
principalmente citoplasmatica. Los andrégenos, como son hormonas
lipidicas derivadas del colesterol, son capaces de difundir libremente a
través de la membrana plasmatica. La unién de la hormona (testosterona o
dihidrotestosterona) al dominio de unién al ligando, produce una serie de
cambios conformacionales en el receptor (estado activado) que provocan la
liberacién de las proteinas de choque térmico, la translocacién al nucleo, (en
el caso de los receptores con localizacidon citoplasmatica al momento de
union de la hormona), fosforilaciéon y dimerizacion.

El receptor no unido al ligando se asocia débilmente al ADN. Una vez
unido a éste el AR interacciona de manera estable con las secuencias de
ADN conocidas como elementos de respuesta a andrégenos (AREs), las
cuales se caracterizan por una secuencia consenso repetida 5 -TGTTCT-"3
que se encuentra localizada en la regidn promotora y potenciadora de los
genes que responden a andrégenos [Gao et al. 2005]. Esta unidn

desencadena el reclutamiento de otras proteinas denominas correguladores
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INTRODUCCION

(coactivadores o correpresores), hecesarias para activar o reprimir la

transcripcion de genes especificos [McKenna y O’ Malley 2002].

O A— o Testosterona

5-a reductasa

Celula blanco de androgenos
Unidn del
ligando

Dimerizacion

Fosforilay

Accion de los androgenos. La testosterona circula por la sangre unida a proteinas
(albimina o SHBG). La testosterona libre ingresa a la célula blanco donde puede ser
convertida a DHT por la 5a-reductasa. La unidn de la hormona al AR induce la disociacion del
receptor de las proteinas de choque térmico (Hsp) y su fosforilacion. El AR se dimeriza y
transloca al nucleo donde se une a elementos de respuesta a andrégenos (AREs) en la region
promotora del gen blanco. Los correguladores también se unen al complejo de transcripcion
promoviendo o previniendo la interaccién de la maquinaria general de la transcripcion (GTA).
La activaciédn o represion de los genes blanco conduce a las distintas respuestas bioldgicas
que incluyen crecimiento, proliferacion, supervivencia entre otros. Tomado y modificado de
Feldman y Feldman 2001.
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4. Mecanismos de accion no-clasicos del AR

El mecanismo de accidon hormonal clasico de los receptores nucleares
es de tipo gendmico. Como se describié antes, las hormonas esteroideas se
unen a receptores presentes en el nidcleo o en el citoplasma, y a
continuacion transloca el complejo receptor-ligando al ndcleo donde modula
la transcripcién y sintesis de proteinas. Este es un proceso lento que
requiere de por lo menos 30 6 40 minutos para modificar la expresion de
genes a nivel transcripcional y de varias horas para producir cambios
significativos en los niveles de las proteinas recientemente sintetizadas
[Foradori et al. 2008]. Sin embargo, en los Ultimos afos se han descrito
acciones no genémicas mediadas por hormonas a través de sus receptores
[Losel y Wehling 2003; Simoncini y Genazzani 2003; Levin 2005]. Estas
acciones ocurren en pocos segundos o minutos después de la adicion del
agonista.

Numerosos estudios sugieren que los andrégenos modulan procesos
celulares a través de un mecanismo no clasico [Migliaccio et al. 2000; Silva
et al. 2002; Cato et al. 2002; Fix et al. 2004; Kang et al. 2004, Cheng et
al., 2007; Cinar et al. 2007; Agoulnik et al. 2008; Yu et al. 2012]. Estas
acciones no clasicas implican la estimulacién rapida de cascadas de
sefializacién induciendo el aumento en los niveles intracelulares de Ca?*,
AMPc, la activacién de MAPK, PKA, PKC y la via 3-fosfoinositol proteina
quinasa (PI3K/Akt) [Rahman y Christian, 2007]. También se ha sugerido
gue el AR citoplasmatico puede interactuar con la proteina tirosina quinasa
c-Src y causar la activacion rapida de las MAPKs y la via PI3K/Akt,
regulando asi las cascadas de sefalizacidon intracelulares de éstas quinasas
[Migliaccio et al. 2000; Sun et al. 2003]. Los mecanismos moleculares que
median estas acciones no gendmicas aun son poco comprendidos.

Se ha postulado también, que las acciones no clasicas de los
andrdgenos podrian ser inducidas a través de un efecto no-transcripcional
del AR clasico, o bien podria participar un receptor de localizacidén no clasica
en membrana plasmatica [Heinlein y Chang 2002; Rahman y Christian
2007].

La evidencia cientifica acumulada en los ultimos afios, apunta a la

existencia de receptores androgénicos en membrana (mAR), disparando las
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sefiales rapidas no transcripcionales. A pesar que la identidad molecular
exacta de los mAR es aun desconocida, se han presentado evidencias que
sugieren la existencia de sitios de ligado a los andrdégenos en la membrana
plasmatica de diversos tipos celulares y tejidos, como linfocitos T, células de
prostata, musculo esquelético, células de Sertoli y ovocitos [Benten et al.
1999; Kampa et al. 2002; Estrada et al. 2003; Fix et al. 2004; Gill et al.
2004]. El mecanismo de sefalizacion dependiente de mAR se caracterizd
recientemente en detalle en lineas celulares de cancer de préstata y mama
[Foradori et al. 2008; Kampa et al. 2008; Michels y Hoppe 2008;
Papadopoulou et al. 2009]. En células de cédncer de préstata han sido
involucradas las proteinas Akt, NF-kB, Bad, Fas y caspasa-3 en la regulacion
de la respuesta apoptética inducida por la activacién del mAR

[Papadopoulou et al. 2008].
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I. OBJETIVOS GENERALES de la tesis

Establecer en la linea muscular esquelética murina C2C12:

% El mecanismo mediante el cual la testosterona ejerce su accidn

antiapoptoética.

< El rol del receptor de andrégenos (AR) durante la accidn hormonal.

II. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Identificar las cascadas apoptoéticas activadas por el agente inductor de
apoptosis, peréxido de hidrégeno (H,0,) y evaluar sobre qué componente/s

de dichas vias la testosterona ejerce su efecto protectivo.
v Estudiar los efectos de la testosterona sobre la fisiologia mitocondrial y
la regulacion de la expresion génica en condiciones normales y de

apoptosis.

v Investigar la presencia y localizacién subcelular (clasica y no clasica) del

AR empleando enfoques bioquimicos, inmunoquimicos y farmacoldgicos.

v Evaluar la participacion del AR en las vias de sefializacién reguladas por

la hormona durante los eventos apoptéticos.
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Modelo experimental

Para estudiar los efectos de la testosterona y su receptor sobre el
musculo esquelético, se utilizd como modelo experimental la linea celular de
musculo esquelético de ratén C2C12 en estadio proliferativo.

La miogénesis, el proceso de determinacion y formacion de las células
del tejido muscular, tiene lugar desde las primeras semanas del desarrollo
embrionario y es rememorado en el musculo esquelético maduro para su
mantenimiento y reparacion. Durante la embriogénesis las células
mesenquimales totipotenciales originan una poblacidon de células fusiformes
mononucleadas Ilamadas mioblastos, precursoras de las células musculares
contractiles. Estos mioblastos, se fusionan progresivamente para formar un
sincitio plurinuclear, dando origen a miotubos que finalmente se
diferenciaran a células musculares esqueléticas maduras [Lawson y Purslow
2000]. Bajo el control de proteinas reguladoras, y como consecuencia de
acciones hormonales y/o neuronales, la fibra del musculo esquelético
aumenta de tamafo, y adquiere funciones y estructuras contractiles [Ogilvie
et al. 2000]. Un numero residual de mioblastos, escapan al desarrollo y
persisten en el musculo adulto como “células satélites” localizadas entre el
sarcolema y la membrana basal de las fibras musculares [Cooper et al.
1999]. El crecimiento y la reparacion de los musculos degenerados
dependen de este pequefio grupo de células madre del musculo esquelético
[Mauro 1961]. Las células satélites conforman un grupo de células
precursoras del musculo quiescentes y proporcionan la principal fuente de
mionucleos adicionales para el crecimiento muscular [Rosenblatt et al.
1994; Friday y Pavlath 2001]. Una vez activadas, bajo condiciones
particulares tales como denervacién, estrés por ejercicio fisico o dafo
muscular, las células satélites dan origen a mioblastos que proliferan, se
diferencian y se fusionan para formar nuevas fibras musculares o para
reparar las fibras musculares dafadas [Hawke y Garry 2001; Charge y
Rudnicki 2004].

Las células C2C12 son mioblastos murinos derivadas de células
satélites, que se comportan como el linaje progenitor, y son un subclon de
los mioblastos C2 [Yaffe y Saxel 1977]. Estas células se diferencian

espontaneamente al suplementar el medio de cultivo con 2 % de suero de
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caballo [Blau et al. 1983]. Las células C2C12 en estado proliferativo son
equivalentes a las células satélites activadas que rodean a las fibras
musculares, mientras que las referidas como “arrestadas” corresponden a

células satélites quiescentes [Yoshida et al. 1998].

Cultivos de células C2C12

Las células de musculo esquelético murino C2C12, obtenidas de
American Type Culture Collection (ATCC numero: CRL-1772™), fueron
cultivadas en el medio de cultivo DMEM (medio Eagle modificado por
Dulbecco) sin rojo fenol, suplementado con 10 % de suero fetal bovino
inactivado por calor (30 min, 56 ©°C), 1 % de nistatina y 2 % de
estreptomicina. Las células C2C12 fueron cultivadas en monocapa, a 37 °C
bajo atmodsfera humeda de 94,5 % aire / 5,5 % CO,. Los cultivos se
mantienen en medio fresco repicandolos cada 48 hs. Una vez alcanzado el
70-80 % de confluencia (120.000 células/cm?), las células fueron sometidas

a los distintos tratamientos.

Tratamientos celulares

Para estudiar los efectos protectivos de la testosterona frente a la
apoptosis inducida por H,0;, las células fueron incubadas en medio DMEM
sin suero fetal bovino durante 20 minutos. La ausencia de suero permite
sincronizar las células en un estado basal, evitando que la presencia de
suero active vias proliferativas que puedan enmascarar o eviten la
visualizacion de los efectos especificos de la hormona. Luego de esta
preincubacion de 20 minutos, se procedié al agregado de inhibidores o
activadores especificos en los casos que correspondiera. A continuacion, las
células fueron estimuladas con testosterona 10° M o con el vehiculo de la
hormona (isopropanol 0,001 %) durante 60 minutos. Luego, fueron
expuestas a 1 mM de H,0, disuelta en DMEM sin suero durante 3-4 horas,
para la induccion de la apoptosis (datos previos de nuestros grupo y otros

demostraron que el H,O, induce apoptosis en C2C12: Jiang et al. 2005;

27



Vasconsuelo et al. 2008), recambiandoles el medio con el tratamiento
correspondiente, a las 2 horas. De esta manera se mantuvo el estimulo
durante todo el tiempo de tratamiento, evitdndose la posible degradacién de
sus componentes (H,O, u hormona). Para evaluar la participacion del
receptor de andrdgenos en los efectos del esteroide, las células fueron
preincubadas con testosterona 10° M y con el antagonista de receptor de
andrégenos, Flutamida, en una concentracién de 10® M durante 60
minutos, previo a la induccion de apoptosis. Todos los tratamientos se

realizaron a 37 °C bajo atmdsfera humeda de 94,5 % aire / 5,5 % CO..

Materiales

Marca Producto

; ; Anti-fosfo-ERK1/2 (Thr202/Tyr204),

CIi”C S(IgDr;?]I\I/Z?,STelvclznchz»)l’ Anti-fosfo-Akt (Ser473), Anti-fosfo-Bad

) Y Y (Ser136), Anti-fosfo-Bad (Serl12)

Anti-ERK1/2, Anti-Smac/DIABLO , Anti-
p-p53 (Serl5), SP600125

Thermo Fisher Scientific Ant!-B-tubuIina, Anti-Bax, Anti-HSP70,
(Rockford, IL, ANti-PARP.
USA)

Santa Cruz Biotechnology, Inc. | Anti-Akt, Anti-Bad, ~Anti-AR  (C-19),
(Santa W Anti-Lamina B (C-20), Anti-Caveolina-1

(4H312 vy N-20), Anti-fosfo-JNK1/2
Cruz, CA, USA) (Tyr185 y Thri83).

4’ ,6-Diamidino-2-fenil indol
Molecular Probes (Eugene, OR, ?I:,Tilt%?r':zak?r@ Re((IjDAPI)’ MitoTracker
USA) CMXRos), Anti-Rabbit Alexa Fluor 488,
Anti-Mouse Alexa Fluor 568.

Perkin ElmleJrS'(AB)OSton, MA, Testosterona [1,2,6,7->H(N)]
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Sigma-Aldrich (St Louis, MO, Testosterona, Dihidr(_)testosterona,
USA) Progesterona, 17p-estradiol, Proteina A

Sefarosa, Anti-Actina, Cytochrome c
Oxidase Assay Kit.

Abcam (Cambridge,

MA, USA) Anti-SHC (fosfo Ser36)

Promega (Madison, WI, USA) El-gl\-/llj;l’;orbd 12-myristate 13-acetate

Western Blot

Luego de los distintos tratamientos, el medio fue removido por
aspiracién y las células fueron lisadas con buffer lisis: Tris-HCI 50 mM (pH
7,4), NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, Tritén X-100 1 %, DTT 2 mM, aprotinina
20 pg/ml, leupeptina 20 ug/ml, PMSF 1 mM, NaF 25 mM y NasVO;1 mM, a 4
OC. Los lisados se colectaron en tubos eppendorf y se agitaron con vortex
durante 30 segundos para favorecer el lisado celular. Para descartar restos
celulares, los lisados fueron brevemente centrifugados a 10.000 x g. Del
sobrenadante obtenido se tomaron alicuotas de 5 pl en donde se cuantific
el contenido proteico por el método de Bradford [Bradford 1976]. A
continuacion se tomaron alicuotas de los lisados celulares, las cuales fueron
desnaturalizadas en buffer muestra 6X (0,25 M Tris-HCI pH 6,8, 8 % SDS,
40 % glicerol, 500 mM DTT, 2 pg/ml azul de bromofenol) a 100 °C durante

5 minutos.

Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Las muestras proteicas obtenidas anteriormente, se separaron por
electroforesis sembrando 20-30 ug proteina/calle en geles de 1,5 mm de
espesor, al 10 % de poliacrilamida / bisacrilamida, de acuerdo al protocolo
en placa descripto por Laemmli [Laemmli 1970]. En paralelo, se sembraron
marcadores proteicos coloreados de peso molecular conocido de amplio
rango (220-10 kDa), para poder determinar la migracion relativa de las

bandas proteicas de interés. Los geles se corrieron a voltaje constante de
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100 V en buffer de corrida (Tris-Base 25 mM pH 8,8, glicina 192 mM, 0,1 %
SDS).

Transferencia

Las proteinas se electrotransfirieron desde los geles a membranas
sintéticas de polifluoruro de vinilideno o PVDF (“Inmobilon-P”, Millipore
Corporation, MA, USA), previamente activadas en metanol puro durante 30
segundos. La transferencia se realizé durante 2 horas a amperaje constante
de 100 mA por gel, de acuerdo al método de Towbin et al. (1979),
empleando un sistema semi-seco (Hoefer MiniVE Blotter, Amersham
Pharmacia Biotech, CA, USA) y manteniendo los geles y las membranas
embebidas en buffer de transferencia (25 mM Tris-Base pH 8,3, 192 mM
Glicina, 20 % metanol) [Towbin et al. 1979].

Bloqueo

A continuacién, las membranas fueron incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente en buffer PBS-T (200 mM NaCl, 20 mM NaH,PO4, 80
mM Na,HPQO4, 0,1 % Tween 20) conteniendo 5 % de leche descremada en

polvo para bloquear sitios de ligado inespecificos.

Revelado con anticuerpos

Las membranas con las proteinas transferidas fueron incubadas
durante toda la noche a 4 ©°C con las diluciones apropiadas de cada
anticuerpo primario (en PBS-T con albimina bovina sérica (BSA) al 1 %). Al
dia siguiente, las membranas fueron lavadas 3 veces durante 20 minutos
cada vez, con PBS-T. Luego, fueron incubadas con la dilucién apropiada del
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (anti globulina de la especie
animal correspondiente al anticuerpo primario usado) en PBS-T 0,1 % BSA,
durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacién suave. Finalmente,
las membranas se lavaron nuevamente en PBS-T, como se menciond
anteriormente, procediéndose luego al revelado de las bandas
inmunorreactivas por el método de quimioluminiscencia, siguiendo las
instrucciones del kit comercial ECL (NEN™ Life Science Products, Inc.
Boston, MA, USA). La deteccién de los inmunocomplejos se llevd a cabo

exponiendo las membranas a placas radiograficas Kodak BioMax Light film
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durante intervalos de tiempo variables. Las imagenes de
guimioluminiscencia fueron digitalizadas usando el scanner Genius
ColorPage-Vivid+ a una resolucion de 300 dpi. La cuantificacién de las
bandas se realizd con el software Imagel [NIH, USA; Abramoff et al. 2004]
y los valores numéricos fueron procesados en planillas Excel para la

realizacién de los graficos correspondientes.

Rehibridacion de las membranas de Western Blot

Las membranas de PVDF fueron rehibridadas 1-2 veces sucesivas con
diferentes anticuerpos, sometiéndolas previamente a un tratamiento
desnaturalizante con buffer stripping (Tris-HCIl 62,5 mM pH 6,8; 2 % SDS y
B-mercaptoetanol 50 mM) a 55 °C durante 30 minutos en agitacién
constante, lo cual permitié la remocion completa de anticuerpos primarios y
secundarios de las membranas. A continuacion, las membranas se lavaron
con PBS-T (1 % Tween-20) por 30 minutos y se bloguearon como se indicé
anteriormente. Luego se procedié a la incubacién con otros anticuerpos de

interés, de la manera usual.

Fraccionamiento subcelular

Luego de realizar los tratamientos correspondientes, se descartd el
medio de cultivo y las células fueron recolectadas y homogeneizadas a 4 °C
en buffer TES (50 mM Tris/HCI pH=7,4, 1 mM EDTA, 250 mM sacarosa, 1
mM DTT, 0,5 mM PMSF, 20 ug/ml leupeptina, 20 pg/ml aproteinina, y 20
Hg/ml de inhibidor de tripsina). El aislamiento de las fracciones subcelulares
por centrifugacién diferencial se realizd en una centrifuga refrigerada Sorvall
(rotor SM-24) para la obtencién de las fracciones nuclear y mitocondrial,
empledndose luego, en la etapa final del fraccionamiento, una
ultracentrifuga refrigerada Beckman (rotor Ti-50) para la obtencion de las
fracciones microsomal y citosdlica. Inicialmente, el homogenado total fue
centrifugado a 500 rpm (100 x g) durante 5 minutos para sedimentar y
eliminar los restos celulares. El sobrenadante obtenido, se centrifugd a
1.800 rpm (300 x g) durante 20 minutos para obtener el sedimento

correspondiente a la fraccion enriquecida en nucleos. El sobrenadante
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postnuclear fue centrifugado 30 minutos a 10.000 rpm (8.000 x g) para la
obtencién del sedimento enriquecido en mitocondrias. El sobrenadante
resultante se centrifugd nuevamente durante 60 minutos, a 40.000 rpm
(120.000 x g), colectandose la fraccidon citosodlica soluble y el sedimento
microsomal. Cada fraccién subcelular fue lavada, resuspendiendo los
sedimentos en buffer TES y volviéndose a centrifugar a las velocidades
especificadas anteriormente. Alicuotas de las distintas fracciones se
resuspendieron en el buffer TES y se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido, conservandose a -70 °C hasta el momento de su uso para
ensayos de binding con testosterona tritiada. Para el analisis por Western
blot de las distintas fracciones subcelulares, los precipitados fueron
resuspendidos en buffer lisis y conservados a -20 °C hasta su utilizacion.
Paralelamente, se tomaron alicuotas de cada una de las fracciones
subcelulares recuperadas para la cuantificacion de proteinas por el método
colorimétrico de Bradford (1976). La contaminacion de las fracciones
nucleares, microsomales y citosélicas con componentes mitocondriales se
evalu6 mediante la inmunodeteccién del marcador mitocondrial
Smac/DIABLO. El anticuerpo anti-Lamina B se utilizd para la
inmunodeteccién del marcador nuclear Lamina B en las diferentes

fracciones.

Aislamiento de caveolas y rafts

La purificacidon de rafts y caveolas fue llevada a cabo mediante el
empleo de un gradiente de sacarosa, de acuerdo a la modificacién del
protocolo de Brown y Rose (1992). Las células fueron cultivadas en
monocapa en placas de 10 cm hasta una confluencia del 80 %, utilizandose
8 placas por cada gradiente. Las células fueron lavadas con PBS, y luego
lisadas con buffer HEPES sin glicerol (50 mM Hepes, 300 mM KClI-Tris, 0,1
mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,1 % NP-40, 1 mM leupeptina, 0,5 pg/ml
aprotinina). El lisado celular (2 ml) fue colectado en un tubo de
policarbonato de pared delgada para centrifuga, y se le agregd 2 ml de
sacarosa al 80 % preparada en buffer Hepes. Luego se agregaron

lentamente, 4 ml de sacarosa al 30 % y finalmente 4 ml mas de sacarosa al
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5 % sobre la porcion superior del tubo. Las muestras contenidas en el
gradiente fueron centrifugadas a 120.000 x g durante 18-20 horas, en una
ultracentrifuga refrigerada Beckman (rotor SW41). La fraccion
correspondiente a las membranas ligeras (rafts y caveolas) puede
apreciarse en suspension, luego de la centrifugacion, en la interfase entre

sacarosa 30 % y sacarosa 5 %.

Tubo de centrifuga Beckman contenien-
do el gradiente de sacarosa, luego de
18-20 hs de centrifugacion a 120.000 x
g. La flecha indica las membranas
ligeras en suspensién en la interfase
sacarosa 30 % - sacarosa 5 %.

A continuacién, se colectaron alicuotas de 1 ml desde la porcién
superior hasta la porcién inferior del tubo, en 12 tubos de centrifuga, los
cuales fueron nuevamente centrifugados a 120.000 x g durante 1 hora,
para remover la sacarosa y concentrar la muestra. Finalmente, el
precipitado de cada tubo fue resuspendido en 30 pl de bufer Lisis (50 mM
Tris-HCI pH 7,4, 1% Triton X-100, 0,2 mM Na,VO,4, 2 mM EDTA, 25 mM
NaF, 1 mM PMSF, 20 pg/ml leupeptina y 20 pg/ml aprotinina) y sometido al
analisis por Western blot empleando los anticuerpos especificos contra el AR

o Caveolina-1.
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Inmunocitoquimica

Las células C2C12 se cultivaron en cajas de Petri de 3 cm con
cubreobjetos en la base, hasta alcanzar un 60-70 % de confluencia. Las
células fueron fijadas y permeabilizadas con metanol a -20 °C durante 20
minutos. Luego se realizaron 3 lavados con PBS durante 5 minutos para
eliminar los restos de metanol. Los sitios de ligado no especificos se
bloquearon con 5 % BSA en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y
en agitacién. Posteriormente, las muestras fueron incubadas durante toda la
noche a 4 °C en PBS conteniendo 2 % de BSA, con una dilucién 1:50 del
anticuerpo primario empleado en cada experimento. Al dia siguiente, luego
de 3 lavados con PBS durante 15 minutos, las muestras se incubaron con
anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforos (1:200) por 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacién, se realizaron 3 lavados mas de 15
minutos con PBS para eliminar el exceso de anticuerpo secundario.
Finalmente las muestras se montaron sobre portaobjetos con glicerol 95 %
para ser examinadas por microscopia de fluorescencia convencional o

confocal.

Microscopia

a. Microscopia de fluorescencia convencional

Las muestras fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia
(NIKON Eclipse E 600) equipado con filtros estandar adecuados para
capturar las sefiales fluorescentes. Las imagenes fueron tomadas utilizando

una camara digital acoplada al microscopio.

b. Microscopia confocal

A diferencia de la microscopia convencional, en donde todas las
partes del espécimen a lo largo de su ruta Optica son excitadas y su
fluorescencia detectada, el microscopio confocal utiliza un sistema de
iluminacién puntual en el cual sélo la luz que estd dentro del plano focal

puede ser detectada, eliminandose toda informacién que se encuentre fuera
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de foco. De este modo, la calidad de imagen es mucho mejor que las
obtenidas por microscopia de fluorescencia convencional. Se utilizé un
microscopio confocal Leica TCS SP2 AOBS. Para excitar las muestras se
empled un laser idnico de argon de 488 nm y un laser de helio-nedn de 543
nm. Se utilizé el filtro DD 488/543 para separar las sefnales de fluorescencia
rojo/verde y se uso el Software Meridian para la obtencidon de las imagenes
que luego fueron exportadas al Adobe PhotoShop para su procesamiento

digital.

Tinciones mitocondriales

a. Mitotracker

El Mitotracker es un colorante catidnico, lipofilico, fluorescente y
especifico de la mitocondria. Cuando la sonda ingresa a una célula (en su
forma reducida no fluorescente) que respira activamente, es oxidada dentro
de la mitocondria (forma fluorescente), reaccionando con los grupos tioles
de las proteinas mitocondriales, de forma especifica e irreversible. Las
células cultivadas sobre cubreobjetos hasta un 60-70 % de confluencia,
fueron incubadas en medio DMEM sin suero con Mitotracker (disuelto en
dimetil sulféxido (DMSQ)) en una concentracion final de 1 pmol/L durante
30 minutos a 37 ©°C. Luego las células fueron lavadas con PBS durante 15
minutos y fijadas con metanol a -20 °C durante 30 minutos, siempre
resguardandolas de la luz. Las muestras fueron montadas en portaobjetos
con glicerol 95 % vy analizadas por microscopia de fluorescencia

convencional o confocal como se describié anteriormente.

b. Verde Jano

Para estudiar los cambios funcionales de las mitocondrias se us6 el
colorante supravital Verde Jano. Este colorante es absorbido por toda la
célula viva tinéndola de un color azul-verdoso (estado oxidado). Sin
embargo, esta tincidn citoplasmatica desaparece unos minutos después,
debido a su reduccién, excepto en la mitocondria donde la enzima citocromo

c oxidasa, especifica de esta organela, mantiene al colorante en su estado
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oxidado [Lazarow y Cooperstein 1953; Ernster y Schatz 1981]. Luego de los
tratamientos correspondientes, las células fueron incubadas a 37 °C con
una diluciéon 1:2 de Verde Jano 0,1 % en DMEM sin suero durante 30
minutos. Luego se realizaron 3 lavados con PBS durante 5 minutos y
finalmente, se analizaron las células por microscopia convencional con luz
blanca, capturando las imagenes con una camara digital acoplada al

microscopio.

Tinciones nucleares

a. DAPI

Para estudiar la morfologia nuclear y poder detectar los nucleos
picnoticos tipicos de la apoptosis, las células se tifieron con 4 °,6-Diamidino-
2-fenil indol diclorhidrato (DAPI), el cual se une especificamente a ADN
doble hebra. Luego de la realizacidn de los tratamientos correspondientes,
las células cultivadas sobre cubreobjetos fueron fijadas con metanol a -20
OC durante 20 minutos y posteriormente lavadas con PBS. A continuacién,
las células fijadas se incubaron con una dilucién 1:500 de una solucidn
stock de DAPI 5 mg/ml durante 30 minutos a temperatura ambiente, en
oscuridad y con agitacion suave. Luego de 3 lavados con PBS durante 15
minutos, los cubreobjetos se montaron con glicerol 95 % y las muestras se
analizaron por microscopia de fluorescencia convencional. Se contaron al
menos 500 células por condicién experimental y se identificaron las células
apoptéticas por condensacién y/o fragmentacion del ndcleo. Los resultados

se expresaron como porcentaje de nucleos apoptoticos.

b. TUNEL

La técnica de TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end-labeling) [Gavrieli
et al. 1992; Gorczyca et al. 1992] ha sido la mas ampliamente utilizada
para detectar y cuantificar células apoptéticas. Durante las fases finales de
la apoptosis, las endonucleasas nucleares digieren el ADN gendmico en
fragmentos de 180-200 pares de bases. En esta técnica, los fragmentos de
ADN son teflidos mediante la incorporacion catalitica de dUTP marcado con

fluoréforos en los extremos 3°-OH libres, por medio de la enzima
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transferasa desoxinucleotidil terminal (TdT). Los nucledtidos marcados se
adicionan a los fragmentos de ADN de cadena doble o simple, y pueden ser
visualizados por microscopia de fluorescencia o cuantificados por citometria
de flujo.

Las células crecidas sobre cubreobjetos fueron sometidas a los
distintos tratamientos y luego a la deteccién in situ de la fragmentacién del
ADN nuclear mediante la técnica de TUNEL, empleando el kit comercial
DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System (Promega, Madison, USA) vy
siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, las células se montaron
con glicerol 95 % vy se evaluaron por microscopia de fluorescencia
convencional. Se contaron al menos 500 células por condicion experimental
y se identificaron las células apoptéticas por la tincién de sus nucleos
(nucleos TUNEL positivos). Los resultados se expresaron como porcentaje

de nucleos apoptéticos.

Evaluacion de la integridad de la membrana mitocondrial

a. Medicion de la integridad de la membrana mitocondrial
externa

La integridad de la membrana mitocondrial externa se evalud
mediante el empleo de un kit comercial de Sigma (CYTOC-OX1) que mide la
actividad de la enzima citocromo ¢ oxidasa, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Luego de los distintos tratamientos, las células C2C12 fueron
homogenizadas en buffer TES a 4 ©°C. Los lisados celulares fueron
centrifugados a 10.000 rpm (8.000 x g) durante 20 minutos y en frio para
sedimentar los restos celulares, ndcleos y mitocondrias, y asi obtener la
fraccion citosdlica. Del sobrenadante obtenido, se tomaron alicuotas para
determinar proteinas y actividad enzimatica. Para medir la actividad de
citocromo ¢ oxidasa se agregaron 50 ul de sustrato (citocromo c¢ reducido
0,22 mM) a 30 pl de muestra (fraccion citosodlica) y se midieron los cambios
en la absorbancia a 550 nm durante 1 minuto. El porcentaje de actividad
citocromo c oxidasa se calculé como: Unidades/ml = AAbs/min x dil x
1,1/(vol muestra) x 21,84, en donde AAbs/min = Abs/minutOmyestra

Abs/minutopance; dil: factor de diluciéon de la muestra; 1,1: volumen de
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reaccion en ml; 21,84: coeficiente de extincién. La actividad citocromo c se
normalizé respecto a los niveles proteicos de la muestra, determinados por
el ensayo de Bradford. Los resultados fueron expresados como % de

mitocondrias con membrana mitocondrial externa danada.

b. Medicion del potencial de membrana mitocondrial (AWm)

Mediante la utilizacion del kit comercial JC-1 Mitochondrial Membrane
Potential Detection Kit (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA)
se evalud el dafio mitocondrial, mediante la medicion del potencial de
membrana mitocondrial y los efectos de la testosterona y su receptor sobre
el mismo, durante el estrés oxidativo. Para ello se utilizd el colorante
fluorescente catidnico 5,5',6,6'-tetracloro-1,1’,3-3'-tetraetilben-
zimidazolilcarbocianina iodado  (JC-1). Este colorante fluoresce
diferencialmente en células apoptoéticas y en células sanas. En células cuyas
mitocondrias estan intactas, el colorante forma agregados dentro de la
organela que fluorescen color rojo, mientras que en el citosol permanece sin
agregar, fluoresciendo color verde. Las células apoptoéticas, debido a que las
mitocondrias han perdido su potencial de membrana, son incapaces de
mantener el colorante agregado en su matriz, por lo que el mismo
permanece como monomero en el citosol, disminuyendo la fluorescencia
roja y prevaleciendo la fluorescencia verde [Reers et al. 1995]. Luego de los
distintos tratamientos, las células fueron tripsinizadas, recolectadas e
incubadas con el colorante JC-1 durante 15 minutos a 37 °C, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las células fueron analizadas por citometria de
flujo en un equipo FACS Calibur (longitud de onda de excitacion de 488

nm).

Cc. Medicion de Ila apertura del poro de permeabilidad
transitoria mitocondrial (mPTP)

La tincién con el fluoréforo Calceina fue realizada como estudios
adicionales para la evaluacién de la permeabilidad transitoria mitocondrial
(mPT), seguin el método de Petronilli et al. (1999). Este método permite
visualizar los cambios de permeabilidad en las mitocondrias, in situ. Tras la
adicion del éster de calceina/acetoximetilo (calceina-AM), el colorante entra

a las células y se vuelve fluorescente tras su desesterificacién. La adicién de
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cloruro de cobalto a los cultivos celulares, extingue la fluorescencia en la
célula, excepto en las mitocondrias, debido a la impermeabilidad de la
membrana mitocondrial al cobalto. Sin embargo, durante la induccién de la
permeabilidad mitocondrial y la apertura del poro de permeabilidad
transitoria mitocondrial (mPTP), el cobalto ingresa en la mitocondria
extinguiendo la fluorescencia también en esta organela. La extincion de la
fluorescencia representa una medida de mPT.

Para evaluar la apertura del mPTP por el método calceina-AM/cobalto,
las células se cultivaron al 70-80 % de confluencia en placas de 3 cm con
vidrio para microscopia y en cajas de 10 cm para citometria de flujo. Previo
a la realizacion de los tratamientos con testosterona y el inductor de
apoptosis, las células se incubaron durante 30 minutos a 37 °C con DMEM
sin suero, conteniendo 1 mM de calceina-AM y 2 mM de CoCl, para extinguir
la fluorescencia citosélica y nuclear. Luego se lavaron dos veces con DMEM
sin suero a 37 ©9C vy posteriormente se realizaron los tratamientos
correspondientes. Para confirmar la localizacién mitocondrial de la calceina,
las células fueron también tefiidas con MitoTracker Red CMXRos (MitoRed;
100 nM) durante 30 minutos y las imagenes tanto de la tincion con calceina
como la de MitoRed fueron capturadas individualmente por microscopia de
fluorescencia convencional, mediante el uso de una camara digital. Las
imagenes fueron superpuestas para evaluar el grado de colocalizacidon de
fluorescencia.

Para el analisis por citometria de flujo, las células tefiidas con
calceina, fueron tripsinizadas y recolectadas, luego de los tratamientos,
para su analisis en el citdmetro de flujo FACS Calibur (longitud de onda de

excitaciéon de 488 nm).

Ensayos de ligado usando [3H] testosterona

Para evaluar la existencia de sitios de ligado especificos para la
testosterona en las distintas fracciones subcelulares, se utilizaron cultivos al
70-80 % de confluencia, a partir de los cuales se obtuvieron las distintas
fracciones subcelulares como se especificé anteriormente. Se incubaron 0,2

mg de proteinas contenidas en 0,1 ml de buffer TES, con 10 nM [3H]
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testosterona sola (ligado total) o en combinacién de un exceso 1000X de
hormona fria no radioactiva (ligado no especifico) durante 16 hs a 4 °C
(tiempo necesario para alcanzar el equilibrio). La separacién de la hormona
ligada de la libre se realizd agregando una suspension de carbén/dextrano
preparada al 0,5 % en buffer TE (50 mM Tris/HCI pH 7,4; 1 mM EDTA; 2
mM DTT; 0,3 mM PMSF) en proporcién 1:4 [Haddad y Chyu 1971]. La
mezcla de reaccion se incubd durante 10 min en bano de hielo (4 °C), con
agitacion suave. Luego, se centrifugd durante 3 minutos a 800 x g para
sedimentar el carbdn, y el sobrenadante se recolectd para agregarle
nuevamente la suspension de carbdn/dextrano, repitiéndose el
procedimiento 2 veces mas. El Ultimo sobrenadante fue recolectado en
tubos plasticos para el conteo de la radioactividad por centelleo liquido
usando un coctel de tolueno, omnifldor y Tritdon-X 100. El “ligado especifico”
se determiné como la diferencia entre el “ligado total” en presencia de la
hormona tritiada sola (ligado total) y el ligado “no especifico” en presencia
de un exceso de hormona fria (ligado no especifico).

Los ensayos de saturacidon, se realizaron exponiendo 140 pg de
proteinas de la fraccibn mitocondrial o microsomal, a distintas
concentraciones de [?H] testosterona que variaban entre 2 nM y 80 nM,
siendo el volumen final de reaccidon de 0,1 ml. Los valores de la constante
de afinidad (Kq) y el nimero total de sitios de ligado en las preparaciones,
fueron estimadas de acuerdo al método de Scatchard (1949) y mediante el
empleo del programa de computacion LIGAND [Munson y Rodbard 1980].

En los estudios de especificidad de ligado, se evalud la capacidad de
competicion por distintos ligandos esteroideos. Para ello, se incubaron 120
Mg de proteinas de homogenado total (volumen de reacciéon: 0,1 ml) con
una concentracidon constante de [3H] testosterona (10 nM) en ausencia o en
presencia de cada uno de los esteroides no marcados (testosterona,
dihidrotestosterona, 17p-estradiol, progesterona), en concentraciones que
variaban de 10° M a 10™*? M. Luego de 16 horas de incubacién a 4 °C, la
[®H] testosterona ligada fue separada por la técnica de carbdn/dextrano
como se describié anteriormente, y el conteo de la radioactividad se midié

por centelleo liquido.
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Preparacion de la suspension de carbon / dextrano

La suspensién de carbdén/dextrano se prepard diluyendo la droga
solida comercial “Charcoal-Dextran Coated” (Sigma-Aldrich Chemical Co.) al
0,5 % (P/V) en buffer TE (50 mM Tris/HCI pH 7,4; 1 mM EDTA; 2 mM DTT;
0,3 mM PMSF). Las preparaciones de carbdon/dextrano se conservaron a 4
°C durante no mas de 30 dias, ya que la preparacidon, una vez hidratada, se

mantiene estable por tiempo limitado.

Inmunoprecipitacion

La fraccion microsomal obtenida por centrifugacién diferencial,
conteniendo 60 pg de proteinas, fue incubada con los anticuerpos primarios
especificados en cada experimento, a razéon de 4 pg de anticuerpo/mg
proteina. La incubaciéon se llevé a cabo durante toda la noche a 4 °C, con
agitacion suave. Los complejos antigeno-anticuerpo fueron precipitados con
10 pl de una suspension al 50% de Proteina A Sefarosa (Sigma-Aldrich
Chemical Co., USA), la cual se incubd durante 4 hs a 4 °C con agitacion
suave. Luego de centrifugar 3 min a 10.000 rpm para sedimentar los
complejos, se realizaron 3 lavados sucesivos con buffer Hepes (50 mM
Hepes, 10 % glicerol, 300 mM KCI Tris, 0,1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,1%
NP-40, 1 mM leupeptina, 0,5 pug/ml aprotinina y 10 pug/ml de inhibidor de
tripsina), centrifugando cada vez. El sobrenadante de Ila primera
centrifugacién fue colectado para su analisis posterior. Los pellets finales se
resuspendieron en buffer Laemmli-SDS 2X deprivado o no del agente
reductor (B-mercaptoetanol o DTT), dependiendo del peso molecular de la
proteina de interés a detectar. Posteriormente las muestras fueron
sembradas en geles de poliacrilamida al 10 %.

Como control negativo de la inmunoprecipitacién, se emplearon
muestras del homogenado total a las cuales solo se les agregd la proteina A

sefarosa.

Preparacion de las suspensiones de proteina A sefarosa
La suspension se prepard resuspendiendo la droga sédlida, al 10 %
P/V, en buffer PBS 1X. La preparacion se centrifugé 5 min a 10.000 rpm a 4

°C. El sobrenadante se descartd y el pellet se lavd 3 veces mas con PBS 1X
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centrifugando cada vez. La proteina se prepard al menos 24 hs antes de su

empleo y se la guardd a 4 °C por no mas de una semana.

Fragmentacion del ADN

Luego de los distintos tratamientos, las células fueron lisadas con
buffer Citrato de Na 0,01 M NaCl 0,14 M. Los lisados fueron centrifugados
durante 15 min a 800 x g, descartandose el sobrenadante y solubilizando el
pellet en 2 ml de NaCl 2,6 M. Luego se agregé igual volumen de isopropanol
y se incubaron las muestras durante toda la noche a -20 °C, para precipitar
el ADN. Al dia siguiente, las muestras fueron centrifugadas a 8.000 x g
durante 20 min, y el pellet obtenido se resuspendié en agua estéril. La
integridad del ADN se evalud por electroforesis en gel de agarosa 1 %. La
deteccion de las bandas se realizd mediante la tincién de los geles con

bromuro de etidio y posterior visualizacién en un transiluminador de luz UV.

Real Time PCR

Higuchi y colaboradores consiguieron en el afio 1992 la primera
demostraciéon de la Real Time PCR, lo que representd un importante salto
tecnolégico, que ha abierto la posibilidad de nuevas y poderosas
aplicaciones para la investigacién a nivel mundial [Higuchi et al. 1992]. La
PCR a tiempo real o PCR cuantitativa es una variacion de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) estandar, utilizada para amplificar y
simultdneamente cuantificar ADN o ARN mensajero (ARNm) de una
muestra, a medida que la reaccidon avanza, es decir, “en tiempo real”.
Utilizando primers especificos, es posible determinar el nimero de copias o
la cantidad relativa de una determinada secuencia de ADN o ARN.

Cuando la PCR a tiempo real se combina con una reacciéon de retro-
transcripcion o RT (RT-PCR), puede determinarse la cantidad de ARNm de
una muestra mediante una cuantificacion relativa. Dicha cuantificacién se
denomina relativa ya que se compara entre diferentes muestras la cantidad
relativa o relacion del ARNm de un gen especifico, respecto a la cantidad de

ARNmM de un gen constitutivo (control endégeno).
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Para la cuantificacion, se mide en cada ciclo de PCR la cantidad de
amplicéon producido. La cuantificacion del producto se produce mediante la
adicion de fluoréforos que se unen al amplicon de forma cuantitativa, de
modo que a mayor producto generado, mayor fluorescencia se emitira. Los
sistemas de PCR a tiempo real detectan la cantidad de fluorescencia
producida en cada ciclo de PCR y los softwares de andlisis representan
graficamente dicha fluorescencia respecto al nimero de ciclos. La cantidad
de amplicén producido es proporcional al nimero de moléculas de ARN/ADN
iniciales (en aquellas muestras con mayor expresion del gen, el amplicén

fluorescente aparecera en ciclos anteriores) [Kubista et al. 2006].

a. Extraccion de ARN total

El ARN total fue aislado a partir de los cultivos sometidos a los
distintos tratamientos (~10° células/condicién), empleando el kit comercial
High Pure RNA Isolation kit (11828665001) de Roche, siguiendo las
instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad del ARN aislado se
determind espectrofotométricamente. Esta determinacién se basa en la
medida de la densidad Optica teniendo en cuenta que una unidad de
absorbancia a 260 nm equivale a 40 ug/mL de ARN. Se chequed la ausencia
de contaminacion proteica, considerando que la relacidon entre las
absorbancias a 260 nm / 280 nm estaba comprendida entre 1,8 - 2,0. Las

muestras de ARN fueron guardadas a -70 °C hasta su utilizacion.

b. Retrotranscripcion del ARNm a ADNc

A partir del ARNm obtenido anteriormente se sintetiz6 el ADN
complementario (ADNc) a partir de 2 ug del ARN previamente purificado,
utilizando el kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(4368814) de Applied Biosystems, provisto de random primers como
cebadores, y de la enzima MultiScribe™ Reverse Transcriptase. La
retrotranscripcién se realizé en un termociclador Eppendof Mastercycler®
Personal, empleando un programa de 10 min a 25 °C, 120 mina 37°Cy 5
min a 85 °C. La concentracion de ADNc, que debe ser similar en todas las
muestras, se determind por espectrofotometria, empleando un programa
para la medicion de single-stranded DNA. Este basa su determinacion en la

medida de la densidad Ooptica teniendo en cuenta que una unidad de

43



absorbancia a 260 nm equivale a 33 pg/mL de ADNc. EI ADNc obtenido,
correspondiente a cada condicion, se almacené a -20° C hasta su

utilizacion.

C. Real time PCR

Finalmente se evaluaron los cambios en la expresion de los genes de
interés por Real Time-PCR, empleando el reactivo SYBR Green I [Wang y
Seed 2003], siguiendo el protocolo del kit comercial KAPA SYBR® FAST
gPCR Kit Master Mix (2X) Universal (KR0389 - v8.12). Para la cuantificacion
de la expresion de los genes de interés, se empled el equipo de Real Time
PCR de Applied Biosystems modelo ABI 7500 adquirido con PME 2006-
02493 de la ANPCyT, empleando los siguientes parametros:

N° de ciclos: 40

100— 95 °C 95 °C

50—

25—

PAZO 1 FASO 1 PASO 2

Activacion Desnaturalizacion Hibridacion/Extension
de la enzima

Esquema de las fases de la amplificacién por real time PCR

En todos los casos, al finalizar los ciclos de PCR se realizaron curvas
de desnaturalizacion (curvas de melting) para confirmar la amplificacién del
fragmento adecuado, chequeando la generacidon de un Unico amplicon por
reaccion. Los primers para la amplificacion de los genes estudiados, fueron

disefiados a partir de las secuencias adquiridas del GenBank (servicio en red
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del National Center for Biotechnology Information, NCBI; perteneciente a la
National Library of Medicine, dependiente del National Institute of Heath,
NIH) y mediante la utilizacidon del programa Primer BLAST [Ye et al. 2012].

La secuencia de los primers utilizados se detalla a continuacion:

GAPDH Forward 5’ CGTCCCGTAGACAAAATGGT 3’
GAPDH Reverse 5" TTGATGGCAACAATCTCCAC 3’

Puma Forward 5" TACGAGCGGCGGAGACAAG 3’
Puma Reverse 5" GTGTAGGCACCTAGTTGGGC 3’

PERP Forward 5" ACCACATCCAGACATCGTCG 3’
PERP Reverse 5" CTCGTCCCCATGCGTACTCC 3

Bcl-2 Forward 5" GCGTCAACAGGGAGATGTCA 3’
Bcl-2 Reverse 5" TTCCACAAAGGCATCCCAGC 3’

Para determinar la expresion relativa de los genes de interés, los
datos fueron analizados por el método de la cuantificacién relativa por
comparacién de C; (threshold cycle, umbral de deteccion establecido) “AC:”
[Giulietti et al. 2001; Livak y Schmittgen 2001]. El nivel de transcripcion del
gen en estudio se compard con un gen de referencia, el cual tiene una
expresion constante. En este caso se utilizé el gen de la Gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como gen de referencia. El nivel de
transcripcion relativo se determina a partir de diferencia entre los valores

de Cr (ACy). Los valores se expresan como 24T,

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedio * desvio estandar (DE) y
representan la media de al menos 3 experimentos independientes con
resultados comparables. Las diferencias estadisticas entre los grupos fueron
determinadas mediante el analisis de la varianza (ANOVA) seguido del
estudio post hoc, considerandose significativas cuando se obtuvieron

valores de probabilidad por debajo de 0,05 (p< 0,05).
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CAPITULO I

“"El H,O, como inductor de
apoptosis en células musculares
C2C12: respuesta celular y rol de

la testosterona”



RESULTADOS

I. Activacion de proteinas asociadas a eventos de
supervivencia e inactivacion de proteinas apoptoéticas a tiempos

cortos de exposiciéon al H,0,

Como una primera aproximacién para evaluar el efecto del agente
apoptético sobre nuestro modelo experimental, los cultivos celulares fueron
tratados con H,0, 1 mM durante distintos periodos de tiempo que variaban
entre 15 minutos y 16 horas, seguido del estudio de proteinas asociadas a
eventos de supervivencia. Mediante técnicas de Western blot y utilizando
anticuerpos especificos contra las formas fosforiladas/activas de Akt y ERK1/2
MAPK, se observd una respuesta tiempo-dependiente en la activacién de las
mismas, tras la exposicion al agente apoptético. A tiempos cortos de
tratamiento con H,0,, ambas proteinas son fosforiladas, siendo maxima la
activacion a las 2 hs para Akt y a los 30 min para ERK, tiempo a partir del cual
el efecto disminuye significativamente.

H,0;

[ 1% 30 1h 2h 3h 4h 8h 16h

——— — - > p-Akt Figura 1: Estudio tiempo-
respuesta de la activaciéon

de Akt y ERK por H,0, en
células musculares. Las
> p-ERK células C2C12 fueron incubadas
con H,O, 1 mM durante los

> ERK periodos de tiempo indicados.
-_--_—af Los lisados celulares fueron
sometidos al analisis por
Western blot utilizando los
anticuerpos anti-fosfo-Akt (Ser
473) y anti-fosfo-ERK
(Thr202/Tyr 204). Se muestran
los niveles de Akt y ERK total
como control de equivalencia de
siembra en cada condicién. Los
blots fueron cuantificados por

T o e o—— 7 AK

— —

C 15' 30 1h 2h 3h 4h 8h 16 h . ,
densitometria y son
o P-ERK representativos de 3
B 400 * experimentos diferentes con
g resultados comparables. Los
® e resultados se expresan como %
o ’
g a0 de estimulo respecto al control,
g 150
&£ 100 *p<0,05.
£ 50
1]
[¥ 15° 30" 1h 2h 3h 4h 8h 16 h
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A su vez, las células fueron sometidas a tratamientos simultdneos con
testosterona y H,0, durante periodos de tiempo corto (2 hs). Para ello, los
cultivos celulares fueron pretratados con testosterona 10° M durante 60
min y luego expuestos a H,0, 1 mM durante 2 hs. Se observd, no solo la
activacion de Akt y ERK2 en presencia de H,0, (Figura 2A), sino también la
inactivacion (fosforilacion en serina 136) de la proteina apoptética Bad
(Figura 2B), probablemente como consecuencia de la activacién de Akt. La
via de sefalizacién de la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) es crucial en
numerosos aspectos celulares involucrados en el crecimiento y la
supervivencia celular [Cross et al. 2000; Brazil y Hemmings 2001]. Esta via
es estimulada fisiolégicamente como consecuencia de muchos factores de
crecimiento y conduce, corriente abajo, a la activacion de la proteina Akt la
cual tiene multiples blancos responsables de la supervivencia celular y de
los efectos antiapoptéticos de esta via [O’‘Groman et al. 2000; Xu et al.
2003; Grutzner et al. 2006]. Se ha reportado que la sefializacién por Akt
inactiva varios factores proapoptéticos como Bad (fosforildndola en serina
136) y procaspasa-9 [Datta et al. 1997, Del Peso et al. 1997; Chen et al.
2001; Wang et al. 2002], al mismo tiempo que incrementa la expresion de
genes antiapoptoticos como CREB, NF-kB y HIF-1.

Por lo que a tiempos cortos de exposicién al H,0,, las células
activarian un mecanismo de defensa frente al agente apoptético. El hecho
de que el tratamiento previo con testosterona reduzca la fosforilacidon
(inactivacion) de Bad en serina 136 inducida por el tratamiento a tiempos
cortos de H,0,, se debe probablemente al efecto protectivo frente a la
apoptosis, que ejerce el esteroide en la célula. Cuando las células son
tratadas con testosterona previo a la induccion de la apoptosis, las
condiciones son menos adversas que los cultivos sin tratamiento que se
exponen al H,0,. Es por esto que no es esencial para la célula activar un
mecanismo de defensa dado que la testosterona estd ejerciendo una
proteccion. Por lo tanto, la activacion de Akt no es necesaria, y los niveles
de p-Akt disminuyen. En consecuencia, se observan niveles menores de p-
Bad en los tratamientos simultaneos con testosterona y H,0,.

Ademas, se demostré por Western blot, que a tiempos cortos de
tratamiento con H,0O, las células aumentan la expresién de la HSP70,

proteina asociada a eventos de supervivencia (Figura 2C). Estos datos
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sugieren que tratamientos cortos con H,O, activarian vias de sefalizacién
asociadas a eventos de supervivencia como mecanismo de defensa para

evitar entrar en apoptosis.
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Figura 2: Efectos del tratamiento con H,0, y testosterona durante periodos de
tiempo cortos, en células musculares C2C12. Las células C2C12 se mantuvieron en
DMEM sin suero (C) o fueron tratadas con isopropanol (0,001 %) (IPA) durante 60 min, con
testosterona 10° M durante 60 min (T), con H,O> 1 mM por 2 hs (H,0,) o pretratadas con
testosterona 10° M durante 60 min y luego expuestas a H,O, 1 mM por 2 hs (T+H). Los
ensayos de Western blot se realizaron utilizando anticuerpos especificos A) anti-fosfo-ERK1/2
(Thr 202/Tyr 204) y anti-fosfo-Akt (Ser 473); B) anti-fosfo-Bad (Ser 136) y C) anti-HSP70.
Los niveles de actina, Akt, ERK y Bad total se muestran como controles de equivalencia de
siembra. Los blots son representativos de 3 experimentos distintos con resultados
comparables. Fueron cuantificados por densitometria y los resultados son expresados como
% de estimulo respecto al control, *p<0,05 o como % de estimulo respecto al H,0,,
#p<0,05.
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II. Efecto protectivo de la testosterona frente a la
apoptosis tras la exposicion de las células C2C12 a tiempos
largos de H,0>

Cuando las células C2C12 son tratadas con H,O, por periodos de
tiempo mas largos (4 hs), se observa la desfosforilacién/inactivacion tanto
de Akt como de ERK2 (Figura 1). Esto lleva a pensar que al prolongar el
tiempo del estimulo apoptético, las células agotan los recursos para
continuar defendiéndose e inician el proceso de muerte celular programada.

A fin de caracterizar el patréon de respuesta apoptdtica cuando se
expone las células a periodos de tiempo mas largos con H,0, y evaluar el
efecto de la testosterona, se realizaron tratamientos simultaneos con el
agente apoptotico y la hormona. Los cultivos fueron pretratados con
testosterona 10° M durante 60 min y sometidos al tratamiento con H,0, 1
mM durante 4 hs (T+H). Ademas se evalud el efecto de un antagonista del
receptor de andrdégenos, la Flutamida, a fin de determinar la participacion
del AR en los eventos protectivos. Para esto, las células se pretrataron con
testosterona 10° M y Flutamida 10® M durante 60 min y luego se
sometieron a 4 hs de tratamiento con H,0, 1 mM (T+F+H).

En concordancia con la disminucién de la fosforilacidn/activacion de
Akt y ERK2 MAPK a tiempos largos de exposicion al agente apoptético, se
observd por ensayos de Western blot la desfosforilacion (activacién) de la
proteina apoptotica Bad tras el tratamiento con H,0; (Figura 3A).

El analisis de la proteina nuclear PARP, cuyo clivaje ocurre en las
fases finales de la apoptosis, revel6 que el aumento del fragmento clivado
de PARP inducido por tratamientos largos con H,0,, era revertido cuando las
células se trataban con testosterona previo a la induccidon de la apoptosis
con H,O, (4 hs). Sin embargo, la disminucién del clivaje de PARP inducido
por la hormona, fue casi completamente suprimido cuando se agregd al
tratamiento anterior, la Flutamida (Figura 3B).

Resultados similares se obtuvieron cuando se estudid la expresién de
la proteina apoptética Bax, miembro de la familia de las proteinas Bcl-2,
que juega un rol importante en la regulacién de la apoptosis a nivel

mitocondrial. Por técnicas de Western blot se observd que el tratamiento
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con H,0; a tiempos largos, aumentaba la expresion de Bax, efecto que fue
disminuido cuando se pretratd las células con testosterona. El tratamiento
con Flutamida revirtido el efecto de la hormona, y los niveles de Bax se
vieron nuevamente incrementados (Figura 3B). Estos datos revelan que a
tiempos largos de exposicion al agente apoptético, las células inician
finalmente el proceso de muerte celular por apoptosis. Los tratamientos
simultdneos con H,0,, testosterona y Flutamida, reducen el efecto
protectivo del esteroide, indicando la posible participacion del AR como
mediador de las acciones de la testosterona durante a la apoptosis en las
células C2C12.
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Figura 3: Efecto protectivo de la testosterona frente a la apoptosis inducida por
tiempos largos de exposiciéon al H,0, en células musculares C2C12. Las células C2C12
fueron tratadas con siguientes estimulos: (C) DMEM sin suero; (IPA) isopropanol 0,001 % por
60 min; (T) testosterona 10° M por 60 min, (H,0,) H,0, 1 mM durante 4 hs; (T+H)
pretratamiento con testosterona 10° M por 60 min, seguido de 4 hs con H,0, 1 mM; (T+F+H)
pretratamiento con testosterona 10° M y Flutamida 10® M durante 60 min, seguido de 4 hs con
H,0, 1 mM. Los ensayos de Western blot se realizaron utilizando los anticuerpos (A) anti-fosfo-
Bad (Ser 112); (B) anti-PARP y anti-Bax. Los niveles de actina y tubulina se muestran como
controles de siembra. Los blots son representativos de 3 experimentos diferentes con resultados
comparables. La cuantificacion densitométrica muestra los % de estimulo respecto al control
*p<0,05 o respecto al H,0, #p<0,05.
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Efecto de la testosterona sobre los niveles de expresion de la

proteina apoptdtica Bax y actina

También se evalué el efecto directo de la testosterona sobre la
expresiéon de la proteina apoptotica Bax, asi como también sobre los niveles
de actina. Para ello las células C2C12 fueron incubadas con distintas
concentraciones de la hormona (10, 107, 108, 10°, 10'° y 107'* M) o bien
con el vehiculo isopropanol como control, en el porcentaje de alcohol
equivalente al presente en las condiciones 10° y 10® M de testosterona.
Mediante técnicas de Western blot y utilizando anticuerpos especificos
contra Bax y actina, se vio como la testosterona es capaz de disminuir
notablemente la expresién de Bax respecto al control, mostrando su efecto
protectivo al regular negativamente la expresion de la proteina
proapoptética. Al mismo tiempo, se evidencié la capacidad de la hormona
de aumentar los niveles de actina, componente primordial del citoesqueleto
celular, lo que contribuiria a su estabilizacion (Figura 4). Dado el efecto
observado de la testosterona sobre la expresion de la actina, la cual
habitualmente se emplea como control de equivalencia de siembra, es que
fue necesario dejar de utilizarla para tal fin cuando se realizaran
tratamientos hormonales, reemplazandosela por la tubulina como control de

siembra.
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Figura 4: Efectos de la testosterona sobre la expresion de Bax y actina en células
C2C12. Los cultivos celulares fueron tratados con testosterona (T) en las concentraciones
especificadas (T10°%, T107, T10%®, T10°, T10° y T10!! M) o con su vehiculo (IPA) en el
porcentaje de alcohol equivalente al presente en las condiciones 10 y 10® M de
testosterona (IPA 107, IPA 108 M), durante 60 min o bien se mantuvieron sin tratamiento en
DMEM sin suero (C). Los ensayos de Western blot se realizaron empleando anticuerpos
especificos contra Bax y actina. Los niveles de tubulina se muestran como control de
equivalencia de siembra. Los blots son representativos de 3 experimentos distintos con
resultados comparables. Fueron cuantificados por densitometria y los valores se muestran
como porcentaje de estimulo respecto al control, *p<0,05.
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Efecto de la testosterona sobre la localizacion subcelular de Bax

Como se menciond anteriormente, Bax es un miembro de la familia
de las proteinas Bcl-2, que juega un rol importante en la regulacién de la
apoptosis. Ante un estimulo apoptotico, Bax transloca a mitocondria [Hsu et
al. 1997; Wolter et al. 1997] donde induce la liberacion de citocromo c,
mediante la formacién de poros o bien por la apertura de canales, en la
membrana mitocondrial, desencadenando la muerte celular programada
[Shimizu et al. 1999; Saito et al. 2000; Kuwana et al. 2002].

Dado que previamente se observd que la testosterona es capaz de
disminuir los niveles de expresion de Bax, se estudié a continuacion el
efecto de la hormona y su receptor, sobre la distribucidon subcelular de esta
proteina apoptdtica. Las células C2C12 fueron tratadas con testosterona 10°
° M, Flutamida 10® M y H,0, 1 mM por 4 horas y luego sometidas al
fraccionamiento subcelular. Las distintas fracciones fueron analizadas por
Western blot utilizando un anticuerpo especifico contra Bax. Como se puede
observar en los blots, el tratamiento con H,0, provoca la translocacion de
Bax a mitocondria. Este efecto fue revertido por el pretratamiento con
testosterona. El tratamiento simultdaneo con la hormona, Flutamida y H,0,,
parece aumentar nuevamente la localizacion mitocondrial de Bax (Figura 5),

sin embargo no se observa un cambio altamente significativo.
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III. Efecto de Ila testosterona sobre los cambios
morfoloégicos y funcionales inducidos por el H,0, en células
C2C12

a. Evaluaciéon de la morfologia nuclear, distribucién mitocondrial

y estabilidad del citoesqueleto

Mediante técnicas inmunocitoquimicas y microscopia de fluorescencia
se evalud la morfologia nuclear, la distribucién y morfologia mitocondrial y
la estabilidad del citoesqueleto empleando los marcadores DAPI, Mitotracker
y anti-actina respectivamente, a fin de visualizar los efectos protectivos de
la testosterona frente a la apoptosis inducida por la exposicion al H,0;
durante tiempos largos. En la Figura 6 pueden observarse los nucleos
intactos/normales de las células musculares en las condiciones control
(isopropanol) y tratadas con 10° M de testosterona. Los nucleos de las
células C2C12 que fueron expuestas a H,O, 1 mM durante 4 horas,
mostraron las alteraciones morfoldgicas tipicas de la apoptosis tales como
fragmentacion o condensacion nuclear (nucleos picnéticos). Estos efectos se
vieron marcadamente disminuidos cuando se incubaron las células con
testosterona 10° M durante 60 min previo a la induccién de apoptosis. Pudo
observarse cdmo una gran proporcion de las mitocondrias de las células
expuestas al H,0, perdian su distribucion clasica de “tela de arana”
homogénea en el citoplasma (observada en el control o en la condicidon
tratada con la hormona) y se concentraban alrededor del nucleo. Esta
alteracion en la distribucion mitocondrial es prevenida por el tratamiento
con testosterona previo al agregado de H,O,. Ademas, la tipica distribucién
de los filamentos de actina observados en el control y en la condicién
tratada con la hormona, se pierde luego del tratamiento con H,0,, efecto
que es prevenido por la testosterona. Pudo visualizarse asi, que las
alteraciones morfoldgicas tipicas de la apoptosis, tales como Ila
fragmentacion nuclear, desorganizacion del citoesqueleto y relocalizacién
subcelular de mitocondrias inducidas por el tratamiento a tiempos largos
con el agente apoptético, son reducidas por el tratamiento previo con

testosterona.
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Figura 6: La testosterona previene las alteraciones morfolégicas nucleares,
mitocondriales y citoesqueléticas inducidas por el H,0, en las células C2C12. Los
cultivos celulares fueron tratados con A) isopropanol 0,001 % 60 min; B) testosterona 10° M
60 min; C) H,O, 1 mM 4 hs; D) testosterona 10° M 60 min seguido de H,O0, 1 mM 4 hs.
Luego las células fueron tefiidas con DAPI (azul), Mitotracker (rojo) o utilizando el anticuerpo
anti-actina (verde). Amplificacion 20X.
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b. Cuantificacidon de nucleos apoptdticos (picnoticos)

Una de las caracteristicas mas importantes de la apoptosis es la
condensacion del nucleo y la fragmentacion del ADN en fragmentos de 200
bp (pares de bases) o multiplos de ellos, generando un patréon de bandas de
distintos pesos moleculares conocido como DNA laddering ("escalera de
ADN"). Para poder determinar el porcentaje de células apoptéticas luego de
los tratamientos con H,0, a tiempos largos y evaluar el efecto protectivo de
la hormona, se estudiaron por inmunocitoquimica y microscopia de
fluorescencia, los cambios en la morfologia nuclear empleando las tinciones
de DAPI y TUNEL, y se contaron los nucleos picnéticos o nucleos TUNEL
positivos (ADN fragmentado), luego de los distintos tratamientos.

La tincidon con DAPI permitié demostrar que las células tratadas con
H,0, contenian un ~75 % de nucleos apoptéticos (nucleos picnéticos),
mientras que el tratamiento con testosterona previo a la induccién de
apoptosis, fue capaz de reducir el nimero de nucleo picnéticos a un ~25 %
(Figura 7).

Mediante la deteccion de la fragmentacion del ADN in situ por la
técnica de TUNEL, se vio que el numero de células TUNEL positivas
aumentd a un ~70 % luego del tratamiento con H,0,. El pretratamiento con
testosterona, fue capaz de reducir este nimero a un ~44 %. Sin embargo,
el tratamiento simultdneo con testosterona, Flutamida y H,0, elevéd
nuevamente los valores de células TUNEL positivas a un ~72 %,
disminuyendo notablemente los efectos protectivos de la testosterona, lo
gue supone la participacidon del AR en los efectos protectivos del esteroide
durante la fragmentacion nuclear (Figura 8).

Para corroborar la fragmentacion del ADN nuclear detectada por la
técnica de TUNEL, se realizaron experimentos de DNA Laddering. Para éstos
se aisl6 el ADN de los cultivos celulares sometidos a las distintas
condiciones experimentales, y se los sembré en geles de agarosa al 1 %
para chequear su fragmentacion. Pudo observarse una reduccién en los
niveles del ADN integro de las células apoptéticas resultantes de la
exposicion a H,0, 1 mM por 4 hs, efecto que parece disminuir con el

tratamiento previo con testosterona. Sin embargo, no fue posible ver un
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“laddering” nitido y claro que permitiera realizar comparaciones certeras,

entre las distintas condiciones experimentales (Figura 9).

CONTROL TESTOSTERONA
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Figura 7: Efecto de la testosterona sobre la alteracion de la morfologia nuclear
inducida por H,0, en células C2C12. Los cultivos celulares fueron tratados con H,0, 1 mM
durante 4 hs (H,0,) o preincubadas con testosterona 10° M antes de la adicién del agente
apoptotico (Test. + H,0,), y con testosterona 10™° M sola (Testosterona) o con el vehiculo de
la hormona 0,001 % (IPA) durante 60 min como control. Luego de los tratamientos las
células fueron tefiidas con DAPI como se describié en Metodologia. Se examinaron al menos
diez campos por condicidn. Se realizaron tres experimentos diferentes con resultados
comparables. Los resultados se expresan como porcentaje de nucleos apoptéticos respecto al
control *p<0,05 o respecto al H,0, #p<0,05.
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Figura 8: Efecto de la testosterona sobre la fragmentacion del ADN nuclear inducida
por el H,0,, en células musculares C2C12. Los cultivos celulares fueron tratados con
H,0, 1 mM durante 4 hs (H,0,) o preincubadas con testosterona 10° M (T+H) o con
testosterona 10™° M y Flutamida 108 M (T+F+H) antes de la exposicién al agente apoptético.
El tratamiento con testosterona 10° M sola (T) o con el vehiculo de la hormona 0,001 %
(IPA) durante 60 min fueron utilizados como control. Luego de los tratamientos las células
fueron tenidas por la técnica de TUNEL como se describié en Metodologia. Los resultados se
expresan como porcentaje de nucleos apoptdticos respecto al control *p<0,05 o respecto al

H,0, #p<0,05.
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Figura 9: Efecto protectivo de la testosterona frente a la fragmentacion del ADN
nuclear inducida por el H,0,. Los cultivos celulares fueron tratados con isopropanol 0,001
% durante 60 min (IPA), testosterona 10° M durante 60 min (T), H,O, 1 mM por 4 hs
(H,0,), testosterona 10° M durante 60 min seguido de 4 hs de H,0, 1 mM (T+H) o se
mantuvieron en DMEM sin suero, sin tratamiento alguno (C). Luego se realizd el aislamiento
de ADN como se describié en Metodologia y se evalud su integridad por electroforesis en
geles de agarosa 1 %. La deteccion de las bandas se realiz6 mediante la tincidén de los geles
con bromuro de etidio y posterior visualizacion en un transiluminador de luz UV. Las bandas
de ADN integro fueron cuantificadas por densitometria.
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c. Alteraciones en la integridad y el potencial de la membrana

mitocondrial por el tratamiento con H;0;: rol de la testosterona.

Empleo de colorantes supravitales

Los cambios funcionales de las mitocondrias se analizaron en una
primera instancia, mediante el empleo de colorantes supravitales de los
cultivos celulares con Verde Jano. Luego de los tratamientos adecuados, se
tomaron fotografias de las distintas condiciones. Las imagenes de la Figura
10 muestran que las células expuestas a tiempos largos de H,0, (panel C)
exhiben una coloraciéon azul-verdosa mas intensa en el citoplasma que las
células control (panel A) o las tratadas con testosterona solamente (panel
B). Este resultado indica que la ruptura de la membrana externa
mitocondrial debida al H,0, provocd la liberacion de su contenido al
citoplasma induciendo la oxidacion del colorante. Dicha tincién no se
observd cuando las células fueron preincubadas con la hormona y luego
tratadas con H,O, (panel D), ya que la testosterona contrarresté el dafio
oxidativo. También puede distinguirse en el panel C un alto nimero de
células con caracteristicas morfologicas tipicas de apoptosis, con forma
redondeada, nucleos picnéticos en lo cuales no logran distinguirse los
nucleolos y sin puntos de adhesién focal. Sin embargo, estas caracteristicas
son revertidas por la testosterona, observandose en el panel D un alto
porcentaje de células no apoptéticas, con su clasica forma estrellada,
citoplasmas claros, presencia de puntos de adhesion focal y nucleos no

picnoticos donde claramente pueden distinguirse los nucleolos.
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Figura 10: Efecto protectivo de la testosterona frente a las alteraciones funcionales
mitocondriales inducidas por el H,0, demostrada por la tincion Verde Jano. Los
cultivos celulares fueron tratados con A) isopropanol 0,001 % durante 60 min B)
testosterona 10° M durante 60 min C) H,O, 1 mM por 4 hs D) testosterona 10° M durante
60 min seguido de 4 hs de H,0, 1 mM. Luego de los distintos tratamientos las células fueron
tefiidas con Verde Jano y evaluadas con luz blanca por microscopia convencional. Fueron
analizados al menos diez campos por condicion. Amplificacion 40X.
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Determinacion de la actividad citocromo c oxidasa: medicion indirecta
de la integridad de la membrana mitocondrial externa y de la liberacion

mitocondrial de citocromo c

La pérdida del potencial de membrana mitocondrial es un marcador
temprano de apoptosis que se caracteriza por el aumento en la
permeabilidad de la membrana y la liberaciéon de factores proapoptéticos,
como el citocromo ¢, desde el espacio intermembrana al compartimiento
citoplasmatico [Penninger y Kroemer 2003]. Para determinar el grado de
disfuncion mitocondrial y el efecto de la testosterona durante el estrés
oxidativo, se midi6 indirectamente la liberacion de citocromo ¢ como
consecuencia de la pérdida de la integridad de la membrana mitocondrial
externa inducida por el H,O,, empleando el kit comercial (CYTOC-0OX1). Se
observé que el 44 % de las células presentaban dano mitocondrial luego del
tratamiento con H,O, por 4 hs, mientras que cuando los cultivos eran
tratados con testosterona previo a la adiciéon del agente apoptético, solo un

29 % de las células presentaban dafio (Figura 11).
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Figura 11: Efecto de la testosterona sobre la liberacion mitocondrial de citocromo c
inducida por H,0,. Las células C2C12 fueron sometidas a los distintos tratamientos y luego
la liberacién de citocromo c fue medida tal como se describié en Metodologia. (C) Células
tratadas con el vehiculo de la hormona, isopropanol 0,001 % por 60 min; (T) Células
incubadas con testosterona 10° M durante 60 min; (H,0,) Células tratadas con H,0, 1 mM
durante 4 hs; (T+H) Células incubadas con testosterona 10° M durante 60 min y luego
expuestas H,O, 1 mM por 4 hs. Los valores se expresan como porcentaje de mitocondrias
con membrana externa dafiada respecto al control *p<0,05 o respecto al H,O, #p<0,05 con
n=3.
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Apertura del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial (mPTP)

La mitocondria juega un rol fundamental en la apoptosis, liberando al
citoplasma factores proapoptoticos. Este proceso, requiere de un aumento
en la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa, la cual depende
probablemente de la activacion y apertura del mPTP. Para evaluar los
efectos de la testosterona en la funcionalidad del mPTP en las células
C2C12, se utiliz6 el método calceina-AM/cobalto. La calceina-AM es un
fluorocromo anidnico que ingresa libremente a la célula, tifendo tanto el
citoplasma como las mitocondrias, luego de que las esterasas remueven el
grupo AM. Debido a que los iones de cobalto ingresan al citoplasma
libremente, pero no son capaces de atravesar la membrana mitocondrial, la
fluorescencia de la calceina citosdlica puede ser apagada por el cobalto, no
asi la fluorescencia mitocondrial. En base a esto, la apertura del mPTP
puede ser identificada por la disminucidon de la fluorescencia mitocondrial,
ya que la apertura del poro permitiria el ingreso de los iones de cobalto a la
organela [Petronilli et al. 1999].

Los cultivos celulares fueron cargados con Calceina-AM/CoCl;, y luego
tratados con testosterona o el vehiculo de la hormona, previo a la induccién
de apoptosis con H,0, (4 hs). Las células fueron analizadas por microscopia
de fluorescencia y citometria de flujo como se describié en “Metodologia”.
Pudo observarse que el tratamiento con H,O, provocd la disminucion de la
fluorescencia de la calceina como consecuencia de su apagado por el CoCl,,
tras la induccion de la apertura del mPTP. Sin embargo, cuando las células
fueron pretratadas con testosterona, la disminucién de la fluorescencia fue
menor, sugiriendo un efecto protectivo del esteroide sobre el
funcionamiento del poro mitocondrial (Figura 12A). Estos resultados fueron
confirmados por citometria de flujo, lo que permitié la cuantificacién de la
fluorescencia celular. Las células tratadas con el inductor de apoptosis
mostraron una disminucién en la intensidad de fluorescencia verde,
evidenciado por el corrimiento de la sefial hacia la izquierda en el canal FL-
1, al mismo tiempo que se detectdé un poblacion de células con una
morfologia e intensidad de fluorescencia distinta a la de los controles. De
esta forma, se determiné que el tratamiento con H,0, redujo la

fluorescencia mitocondrial de la calceina respecto al control, de un ~80 % a
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un ~63 %. Sin embargo, en presencia de testosterona, la reduccién en la

fluorescencia de la calceina fue de menor magnitud, siendo el porcentaje de

células marcadas de un ~74 % (Figura 12B).
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Figura 12: Efecto de la testosterona sobre la apertura de mPTP inducida por H,0,,
en células C2C12. Las células fueron cargadas con calceina-AM/CoCl, y luego tratadas con
testosterona 10° M (T) o con el vehiculo de la hormona isopropanol 0,001 % (C), con H,0, 1
mM durante 4 hs (H,0,) o pretratadas con testosterona 10° M previo a la induccién de
apoptosis con H,O, 1 mM por 4 hs (T+H). La apertura del mPTP fue analizada por: A)
Microscopia de fluorescencia convencional. Las imagenes mostradas son representativas de
cada condicidon; B) Citometria de flujo. Los valores se expresan como intensidad de
fluorescencia respecto al control *p<0,05.
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Evaluacién del potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym)

Mediante la utilizacién del kit comercial JC-1 Mitochondrial Membrane
Potential Detection Kit se evalud el grado de dafio mitocondrial y los efectos
de la testosterona sobre el mismo, durante el estrés oxidativo. Para
corroborar los resultados anteriores obtenidos tras la medicion de la
actividad citocromo c oxidasa, se estudid el estado de la membrana
mitocondrial interna, mediante la utilizacion del colorante fluorescente
5,5',6,6'-tetracloro-1,1’,3-3'-tetraetilben-zimidazolilcarbocianina iodado (JC-
1). El JC-1 es un colorante cationico que fluoresce diferencialmente en
células sanas y apoptéticas. Cuando las células estan sanas, el colorante es
capaz de formar agregados dentro de la mitocondria, que fluorescen color
rojo. En células apoptéticas, el colorante es incapaz de acumularse y
agregarse en esta organela, debido a que el potencial de membrana
mitocondrial se encuentra alterado, por lo que permanece en el citosol en
su forma monomérica, fluoresciendo color verde. Por este motivo las células
apoptéticas, cuyas mitocondrias estdn despolarizadas, presentan una
disminucion de fluorescencia roja respecto de la verde [Reers et al. 1995].

Luego de los distintos tratamientos, se determindé el AWm de las
células C2C12 empleando al JC-1 como marcador. El tratamiento con H,0,
redujo significativamente el potencial de membrana mitocondrial. El
porcentaje de células que perdieron la polaridad de la membrana
mitocondrial aumenté de un 8 % en los cultivos controles (células tratadas
con el vehiculo de la hormona o con testosterona) a un 66 % en cultivos
tratados con H,0,. El tratamiento hormonal previo a la exposicién al agente
apoptético, redujo el porcentaje de células despolarizadas a un 25 %.
Ademads, el tratamiento con Flutamida, bloqued casi completamente el
efecto de la testosterona sobre el mantenimiento del AWm, aumentando
nuevamente el porcentaje de células despolarizadas a un 53 % (Figura 13).
Estos resultados muestran un efecto protectivo de la testosterona sobre la
integridad mitocondrial, y sugieren que la hormona estaria involucrada en la
inhibicion de la via intrinseca de la apoptosis en las células C2C12. El hecho
de que el antagonista del receptor de andrégenos bloquee el efecto de la
testosterona, lleva a pensar en la posible participacién del AR en los efectos

protectivos de la testosterona a nivel mitocondrial.
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CAPITULO I

RESULTADOS
o
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Figura 13: Efecto protectivo de la testosterona sobre la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial inducido por el H;0,. (C) Células tratadas con el vehiculo de la
hormona, isopropanol 0,001 % por 60 min; (T) Células incubadas con testosterona 10° M
durante 60 min; (H,0,) Células tratadas con H,0, 1 mM durante 4 hs; (T+H) Células
incubadas con testosterona 10° M durante 60 min y luego sometidas a 4 hs de tratamiento
con H,0, 1 mM; (T+F+H) Células incubadas con testosterona 10° M y Flutamida 10 M
durante 60 min y luego expuestas a 4 hs de tratamiento con H,0, 1 mM. La pérdida del
potencial de membrana mitocondrial se determind por citometria de flujo utilizando el
colorante catiénico JC-1 como se describié en Metodologia. Los valores se expresan como
porcentaje de células despolarizadas respecto al control *p<0,05 o respecto al H,0,
#p<0,05 con n=3.
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DISCUSION

Distintas evidencias reportadas demuestran que la testosterona
puede ser esencial para la supervivencia celular o bien ser capaz de inducir
apoptosis dependiendo del contexto biolégico en que se encuentren las
células [Morimoto et al. 2005; Nguyen et al. 2005; Estrada et al. 2006; Jin
et al. 2006]. En este trabajo, utilizando la linea celular de musculo
esquelético murino C2C12, se obtuvieron resultados que indican que la
testosterona, en concentraciones fisiolégicas, protege al mdusculo
esquelético de la apoptosis inducida por H,0..

Las células C2C12 responden de manera bifasica al agente
apoptético, el cual induce la muerte celular programada en una manera
tiempo-dependiente. A tiempos cortos de exposicién, el H,O, activa un
mecanismo de defensa que involucra la activacién de vias asociadas a
eventos de supervivencia, mientras que a tiempos largos de tratamiento
con H,0;, las células inician finalmente el proceso de apoptosis.

El H,0; es capaz de actuar como molécula de senalizaciéon en diversos
procesos celulares como apoptosis [Singh y Singh 2008; Vasconsuelo et al.
2008], diferenciacion [Steinbeck et al. 1998; Orzechowski et al. 2002] y
proliferacién [Sigaud et al. 2005], de manera dependiente del tiempo. En
contraposicion con la popular creencia de que el H,0O, sélo tiene efectos
nocivos para la célula, se ha demostrado que el H,O, es capaz de estimular
el crecimiento/proliferacion celular y la sintesis de ADN en distintos tipos de
células, mostrando asi su gran importancia como molécula de sefalizacion
[Rao y Berk 1992; Fiorani et al. 1995]. La exposicion al H,0, exdgena ha
sido empleada para la investigacion de multiples vias de sefalizacion
relacionadas a la contracciéon del musculo liso [Jin y Rhoades 1997], a la
proliferacidon celular [Baas y Berk 1995] asi como también a la apoptosis [Li
et al. 1997].

En este trabajo se demostrd que el tratamiento durante periodos de
tiempo cortos con H,O, 1 mM provoca la fosforilacion de ERK2 en células
C2C12 al mismo tiempo que induce la activacion/fosforilacion de Akt, y en
consecuencia, la inactivacion/fosforilacion de la proteina apoptoética Bad. La

quinasa PI3K y su quinasa blanco Akt, regulan una amplia gama de eventos

72



celulares [Cross et al. 2000; Brazil y Hemmings 2001] que incluyen tanto la
supervivencia celular como la apoptosis [O'Groman et al. 2000; Xu et al.
2003; Grutzner et al. 2006]. Dado que Bad puede ser un blanco de Akt
[Datta et al. 1997], la fosforilacion de Bad en serina 136, por parte de Akt,
bloquearia su acciéon apoptoética (Bad), manteniéndola secuestrada en
citosol y alejada de su sitio de accion mitocondrial, por la unién a la
proteina 14-3-3, favoreciendo la supervivencia celular [Datta et al. 1997,
Del Peso et al. 1997, Yano et al. 1998]. Como la exposicién por tiempos
cortos al H,O, provoca la activacién de la quinasa, se estudio la inactivacion
de Bad empleando anticuerpos especificos dirigidos contra la porcién
fosforilada en serina 136 de la proteina, la cual se vio incrementada tras el
tratamiento con H,0,. Se demostrd asi, que la estimulacién con H,0, por
periodos de tiempo cortos activa vias de sefalizacidn mitogénicas para
promover la supervivencia celular, como fue reportado también en otros
modelos experimentales [Crossthwaite et al. 2002].

Sin embargo, el tratamiento por tiempos largos con H,O, disminuye
la fosforilacién tanto de Akt como de ERK, al mismo tiempo que provoca la
activacion de Bad por desfosforilacion. Efectos opuestos del H,0, sobre el
crecimiento celular, estimulando la proliferacién [Guyton et al. 1996;
Goldkorn et al. 1998] o bien activando la apoptosis [Li et al. 1997] han sido
previamente reportados. El hecho que se desencadene una u otra
respuesta, podria depender del tiempo de exposicion al H,0,, de la
concentracion empleada o del tipo celular. Hasta las 2 hs de tratamiento
con H,0, las células no mostraron los cambios morfoldgicos tipicos de la
apoptosis (condensaciéon nuclear, redistribucion/disfuncién mitocondrial,
pérdida de estabilidad del citoesqueleto y de adhesion celular) mientras que
los tratamientos mas largos (4 hs), revelaron estos cambios al microscopio
en las células tratadas con el agente apoptotico. Es posible entonces, que la
estimulacién de las vias PI3k/Akt y ERK MAPK tras la exposicién a tiempos
cortos de H,0,, sea una respuesta temprana frente al estrés oxidativo a fin
de evitar el dafio celular.

Sin embargo, si las células C2C12 son expuestas a tiempos mas
largos con H,0, 1 mM, inician finalmente el proceso de muerte celular
programada por apoptosis. El clivaje selectivo de la proteina nuclear PARP

por las caspasas [Lazebnik et al. 1994], es uno de los Ultimos
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acontecimientos tipicamente observados durante la apoptosis inducida por
diversos estimulos. En este trabajo se mostré por ensayos de Western blot,
que la exposicién de las células C2C12 a H,0, 1 mM por 4 hs induce el
clivaje de PARP y la testosterona reduce el evento. El efecto de la hormona
fue casi completamente suprimido por el antagonista del receptor de
andrdgenos, Flutamida, sugiriendo que la accién antiapoptética de la
testosterona estaria mediada por el AR. Cuando se analizé la expresién de
la proteina Bax, se obtuvieron resultados similares. Bax es un miembro de
la familia de proteinas Bcl-2 y juega un papel fundamental en la regulacién
de la apoptosis. Bax se localiza en el citosol, pero transloca a mitocondria
tras un estimulo apoptotico [Hsu et al. 1997, Wolter et al. 1997]. Una vez
en mitocondria, induce la liberacién de citocromo ¢ ya sea formando poros
en la membrana mitocondrial externa por oligomerizacién, o bien abriendo
otros canales de membrana [Shimizu et al. 1999; Saito et al. 2000; Kuwana
et al. 2002]. Esta proteina proapoptética disminuye su expresion luego del
tratamiento con testosterona, efecto que es reducido notoriamente por la
Flutamida. Ademas, se demostrd que la regulacién negativa de Bax por la
testosterona es dependiente de la dosis, entre 10°® M y 10! M, siendo
maximo el efecto a una dosis de 10° M. Al analizar la localizacidén subcelular
de Bax, luego de los distintos tratamientos, se observé que la testosterona
también reduce la translocacidon de Bax a mitocondria, inducida por el H,0,.
Estos resultados apoyan el concepto de la inhibicion de la apoptosis por la
testosterona en células musculares.

La mitocondria juega un rol fundamental en la apoptosis. En los
ultimos anos, su participacidén en la regulacion de la apoptosis ha sido muy
bien documentada. Las células apoptoéticas presentan cambios en la
morfologia y distribucién de sus mitocondrias [Desagher y Martinou 2000].
La pérdida del potencial de membrana mitocondrial y el aumento en su
permeabilidad, provocan la liberacion de factores proapoptoticos al citosol,
que llevan a la activacion de una serie de eventos que conducen a la muerte
celular programada [Zimmermann et al. 2001], siendo la pérdida del
potencial de membrana un indicador temprano de la apoptosis. El potencial
de membrana mitocondrial es generado por el gradiente electroquimico que
se crea durante el transporte de electrones a través de la membrana

mitocondrial. El colapso del potencial de membrana, provoca la filtracion del
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citocromo c¢ desde la mitocondria, induciendo un aumento significativo de la
poblacion de células apoptoéticas, luego del estrés oxidativo inducido con
H,0,. Esta proteina se encuentra en el espacio intermembrana unida
débilmente a la membrana mitocondrial interna. En respuesta a una
variedad de estimulos apoptéticos, el citocromo c se libera al citosol [Liu et
al. 1996, Reed 1997]. Para que esto suceda es estrictamente necesaria la
pérdida de la integridad de la membrana mitocondrial externa [Crompton et
al. 1998, Green y Kroemer 2004]. En este trabajo, se evalud la integridad
de la membrana mitocondrial externa mediante la determinacion de la
actividad de la citocromo c oxidasa, la cual es un til indicador de liberacion
mitocondrial del citocromo c. El aumento de la actividad enzimatica en la
fraccion citosdlica aislada, implica necesariamente la alteracion de la
membrana externa mitocondrial que posibilite la salida de la citocromo ¢
oxidasa desde la membrana interna mitocondrial al citosol, por lo que
también seran liberados los solutos del espacio intermembrana, como el
citocromo c. Se demostré asi, que la testosterona bloquea la liberacidon de
este factor apoptético de la mitocondria inducida por el tratamiento con
H,O,. Este resultado, junto con los efectos de la hormona sobre los cambios
en la morfologia y distribucion mitocondrial observados por
inmunocitoquimica, sugiere también un rol protectivo del esteroide en esta
organela.

Centrando la atencién en la mitocondria como organela clave en la
regulacion de la apoptosis, se evalué ademas, mediante la utilizaciéon del
método Calceina-AM/CoCl,, la apertura del mPTP. Se demostré de esta
manera, que el tratamiento por tiempos largos con H,0O; induce la apertura
del poro, lo que provoca la pérdida de la fluorescencia de la calceina como
consecuencia de su apagado por el CoCl, citosédlico. La translocaciéon de la
proteina apoptética Bax a mitocondria inducida por el H,O, en las células
C2C12 mostrada en este trabajo, es un dato de importancia a tener en
cuenta en este proceso. Ha sido reportado por otros investigadores, que
Bax es capaz de interaccionar con componentes del mPTP en las
mitocondrias de diversos tipos celulares [Marzo et al. 1998; Narita et al.
1998], pudiendo regular de esta forma la apertura del mPTP. En este
trabajo se comprobdé que el tratamiento con testosterona previo a la

induccién de apoptosis, reduce la translocacion de Bax a mitocondria asi
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como también la apertura del mPTP, inducidos por el H,O,. El efecto de la
testosterona sobre el cambio de localizacion subcelular de Bax seria el
evento primario para reducir la apertura del mPTP durante la apoptosis.

También se estudid el AWm de las C2C12 empleando el colorante
catidnico JC-1, el cual fluoresce diferencialmente en células sanas respecto
de las apoptodticas. En células sanas, el colorante ingresa a la mitocondria,
se acumula en ella, y cuando se excede la concentracién critica, forma
agregados que fluorescen color rojo. Cuando las mitocondrias pierden el
potencial de membrana durante la fase inicial de la apoptosis, el colorante
es incapaz de acumularse en la organela, por lo que permanece en el citosol
en su forma monomeérica fluoresciendo color verde. Entonces, en células
apoptéticas hay una disminucién de la fluorescencia roja respecto de la
verde. Por citometria de flujo se demostré que el tratamiento con H,0, por
tiempos largos, provoca la disrupciéon del potencial de membrana
mitocondrial, registrado por la caida de la fluorescencia roja. Sin embargo,
la testosterona fue capaz de reducir el efecto del agente apoptético. Cuando
los cultivos celulares se trataron simultaneamente con testosterona,
Flutamida y H,0,, el potencial de membrana mitocondrial disminuyd
nuevamente, aumentando el porcentaje de células despolarizadas. Estos
resultados en su conjunto, sugieren un rol protectivo de la testosterona
sobre la mitocondria, y la posible participacion del AR en este evento, a este
nivel.

Resumiendo este primer capitulo, los resultados hasta aqui
presentados indican que las células C2C12 activan un mecanismo de
defensa para evitar entrar en apoptosis cuando se las trata con H,0, por
periodos de tiempo cortos. Esta respuesta defensiva ante el estrés oxidativo
involucra la fosforilaciéon de ERK2, Akt y Bad, asi como también el aumento
en la expresion de la HSP70. Sin embargo, la exposicién al agente
apoptético por periodos de tiempo mas largos, induce la desfosforilacion de
las proteinas antes mencionadas, el clivaje de PARP, la pérdida del potencial
de membrana mitocondrial y liberacion de citocromo c, desencadenando
finalmente el proceso de muerte celular por apoptosis. Cuando los cultivos
son tratados con testosterona previo a la exposicién al H,0,, se observa la
inactivacién (fosforilacion) de la proteina apoptética Bad, la inhibicién del

clivaje de PARP y de la fragmentacién del ADN, la disminucion en los niveles
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de Bax y el bloqueo de su translocacién a mitocondria, asi como también la
prevencién de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial. Estos
resultados sugieren que la testosterona regula la via intrinseca mitocondrial
de la apoptosis. El hecho que el tratamiento simultaneo con testosterona,
H,O, y Flutamida reduzca los efectos protectivos de la hormona, es
consistente con la participacién del AR en los efectos antiapoptoticos de la

testosterona.
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CAPITULO II

“Localizacion no clasica del
receptor de androgenos”



RESULTADOS

I. Distribucion subcelular del receptor de andrégenos

Como primera aproximacion para analizar la localizacion subcelular
del AR en la linea C2C12, luego de homogenizar y someter a centrifugacion
diferencial los cultivos, cantidades equivalentes de proteina de homogenado
total y de las distintas fracciones subcelulares fueron analizadas por
Western blot, empleando anticuerpos especificos contra el AR. Se
inmunodetectd no solo la banda cldsica de ~110 kDa del AR sino también
otras bandas de menor peso molecular. Estas otras bandas corresponderian
a variantes de splicing alternativo del AR (indicadas con flechas en la Figura
14A, junto al peso molecular estimado) ya que el mismo patrén de bandas
se repiti6 en experimentos independientes, por lo que se desestimd la
posibilidad que fueran productos de degradacién. También pudo detectarse
el AR y sus variantes de splicing no solo en nucleo y citosol (localizaciones
clasicas), sino también en las fracciones mitocondrial y microsomal.

Para evaluar la funcionalidad de estos ARs con localizacién no clasica
y verificar si verdaderamente eran entidades ligadoras de testosterona, se
realizaron ensayos de competicidon con 10 nM [?H] testosterona y un exceso
1000X de hormona fria en cada fraccion subcelular. En el grafico de la
Figura 14B se observa que los sitios de ligado a la hormona se encuentran
predominantemente en nucleo. Sin embargo, una proporcién considerable
de sitios de ligado especifico fueron detectados tanto en la fraccidn
mitocondrial como en la microsomal. Estos resultados indican no solo la
presencia de entidades inmunorreactivas para el AR con localizacion no
clasica en mitocondrias y microsomas, sino también la capacidad de las
mismas de ligar testosterona.

Para descartar la contaminacion con nucleos en las distintas
fracciones subcelulares, se realizaron ensayos de Western blot empleando
anticuerpos contra Lamina B como marcador nuclear. La contaminacion con
mitocondrias de las fracciones nuclear, microsomal y citosdlica fue
descartada mediante la medicidon de la expresion de Smac/DIABLO (Figura
14C).
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Figura 14: Distribucion subcelular de proteinas funcionales e inmunorreactivas
para el AR. A) Deteccién y distribucion de AR wild type de 110 kDa y de sus variantes de
splicing de menor peso molecular. Se sembraron cantidades iguales (25 pug) de homogenado
total de C2C12 (HT), fraccidn nuclear (Nu), fraccidon mitocondrial (Mit), fraccion microsomal
(Mic) y citosol (Cit) obtenidas por centrifugacion diferencial como se describié en
Metodologia. Las muestras fueron sometidas al anadlisis por Western blot empleando
anticuerpos especificos contra el AR. El blot es representativo de 3 experimentos distintos
con resultados semejantes. B) Capacidad de ligado de [3H] testosterona de las distintas
fracciones subcelulares de células C2C12. Iguales cantidades de proteina (200 pg) de
homogenado total (HT), nucleos (Nu), mitocondrias (Mit), microsomas (Mic) y citosol (Cit)
fueron incubadas durante 16 hs con 10 nM [3H] testosterona sola o en presencia de un
exceso 1000X de testosterona fria. El binding especifico total se calculé como se describié en
Metodologia. Los resultados se muestran como ligado especifico respecto al HT, *p<0,05. C)
Control de la pureza de las fracciones subcelulares aisladas. Se sembraron cantidades iguales
de proteinas (20 pg) de homogenado total (HT), fraccién nuclear (Nu), fraccion mitocondrial
(Mit), fraccion microsomal (Mic) y citosol (Cit) que fueron analizadas por Western blot,
empleando anticuerpos especificos contra el marcador nuclear Lamina B y contra el marcador
mitocondrial Smac/DIABLO.
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II. Localizacion del receptor de andréogenos en rafts y

caveolas

Para evaluar la posibilidad de una particidon diferencial del AR dentro
de la fraccion microsomal en células musculares, se realizé un gradiente de
sacarosa, de los homogenados de cultivos C2C12. Esta técnica ha sido
empleada para aislar los subdominios de la membrana plasmatica, que
presentan propiedades o composicidon quimica diferentes, como son los rafts
y caveolas. Estos representan un subcompartimiento o microdominio dentro
de la membrana plasmatica, de composicion lipidica particularmente rica en
Caveolina, abundante en ciertos tipos celulares como fibroblastos,
adipositos, células endoteliales, epiteliales y de musculo liso [Lisanti et al.
1994a; 1994b]. Los microdominios se aislaron mediante la centrifugacion
de un gradiente de sacarosa libre de detergente. Una alicuota de cada
fraccion del gradiente fue analizada por Western blot, empleando
anticuerpos especificos contra el AR y Caveolina-1 (Figura 15). Pudo
detectarse la presencia del AR mayoritariamente en las fracciones
correspondientes a las membranas ligeras (fracciones 3-5). Estas fracciones
estan compuestas por las caveolas y rafts, las cuales pueden identificarse
por la presencia de una proteina de 22-24 kDa, la Caveolina-1, que como se
menciond antes, es el principal componente de las caveolas y puede ser
utilizada como marcador de estos microdominios (rafts y caveolas)
[Rothberg et al. 1992]. Estos resultados demuestran que el AR de
localizacidon no clasica observado en la fraccion microsomal, se encuentra
especificamente en las caveolas y rafts de la membrana plasmatica de las
células C2C12.
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Figura 15: Localizacion del AR en caveolas y rafts de células C2C12. Los lisados
celulares fueron sometidos a la centrifugacién en un gradiente de sacarosa. 12 alicuotas de 1
ml fueron colectadas del gradiente y procesadas como se describid en Metodologia.
Cantidades iguales de proteinas (5 ug) fueron analizadas por Western blot utilizando anti-
Caveolina-1 y anti-AR. Los blots son representativos de tres experimentos distintos con
resultados comparables.

III. Deteccion del receptor de andrégenos con

localizacion no clasica por inmunocitoquimica

A fin de visualizar la localizacion no clasica del AR, detectado
previamente por Western blot en mitocondrias y caveolas, se realizé la
inmunodeteccién del AR por microscopia confocal. Dado que los receptores
de hormonas esteroideas, pueden perder su interaccién con membranas o
nlcleos, durante el fraccionamiento subcelular y quedar en la fraccion
citosdlica, el empleo de técnicas inmunocitoquimicas evita este posible error
de manipulacion.

La localizacién del receptor en mitocondrias se evidenci6 empleando
un anticuerpo policlonal contra el AR (fluorescencia verde) y el marcador
selectivo de mitocondrias Mitotracker (fluorescencia roja). Las imagenes
obtenidas por microscopia confocal (Figura 16A) revelan la presencia del AR
en mitocondrias, la cual queda demostrada por la sefial amarilla obtenida a
partir de la superposicidon (merge) de las imagenes individuales. Al analizar
los perfiles de intensidad de fluorescencia verde y roja a lo largo de la célula

(flecha blanca en el merge), pudo observarse la coincidencia de ambos

82



perfiles de fluorescencia en una gran cantidad de puntos a lo largo del
grafico, lo que concuerda con la sefial amarilla observada en el merge.
Resultados similares se obtuvieron cuando se emplearon anticuerpos
especificos contra el AR (fluorescencia verde) y Caveolina-1 (fluorescencia
roja) para marcar las células C2C12 previamente fijadas en metanol, a fin
de visualizar el AR en membrana plasmatica (Figura 16B). Aunque la sefal
amarilla obtenida luego de la superposicién de las imagenes, fue mucho
menos intensa y dificil de visualizar que la obtenida para el AR mitocondrial,
los perfiles de intensidad de fluorescencia mostraron la coincidencia de las
sefiales roja y verde en algunos puntos del gréafico (indicados con flechas
sobre el grafico del intensidad de fluorescencia). Si bien los perfiles de
intensidad no se corresponden exactamente el uno con el otro, y en algunos
casos oscilan en contrafase, se detectaron sitios en los cuales las
fluorescencias coinciden. La dificultad para poder ver la sefal amarilla en la
membrana plasmatica, se debe probablemente a la enorme cantidad de
Caveolina-1 en membrana respecto al AR. Esto provoca que la senal verde
del AR sea mucho mas débil que la roja (Caveolina-1), por lo que al
superponer las imagenes no logra verse el color amarillo, prevaleciendo el

color rojo.
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Figura 16: Deteccion inmunofluorescente del AR en mitocondrias y membrana
plasmatica en C2C12. A) Panel superior: Las células C2C12 fueron tefiidas con el colorante
mitocondrial Mitotracker (fluorescencia roja), con un anticuerpo especifico contra el AR
(fluorescencia verde) y analizadas por microscopia confocal. Los perfiles de intensidad de
fluorescencia roja y verde fueron monitoreados a lo largo de la célula (flecha blanca en el
merge). Se analizaron al menos diez campos por condicion. Amplificaciéon: 63X. Panel
inferior: Imagen ampliada de una célula C2C12 tefiida con Mitotracker y anti-AR como se
menciond anteriormente. B) Panel superior: Las células C2C12 fueron doblemente marcadas
con anti-AR (fluorescencia verde) y anti-Caveolina-1 (fluorescencia roja) como se describid
en Metodologia. Al menos diez campos por condicién fueron analizados. Amplificaciéon: 63X.
Panel inferior: Imagen ampliada de dos células C2C12 marcadas con anti-AR y anti-
Caveolina-1 como se menciond anteriormente. Se muestran también los perfiles de
intensidad de fluorescencia roja y verde a lo largo de la flecha blanca en el merge de las
imagenes.




IV. Efecto de Ila testosterona sobre Ila localizacion
subcelular de la HSP90

Como se ha mencionado anteriormente, los receptores esteroideos no
se encuentran en forma aislada en el citosol, sino formando
heterocomplejos de alto peso molecular con chaperonas y co-chaperonas,
que posibilitan su correcto funcionamiento. La HSP90, es la mas abundante
de las proteinas de choque térmico, contribuyendo a la estabilidad, el
correcto plegamiento y la translocacién de los receptores hacia y desde el
nucleo [Echeverria y Picard 2010; Galigniana et al. 2010; Heinlein y Chang
2001].

Luego de los distintos tratamientos, se observd que la testosterona
provoca un aumento de los niveles de la HSP90 en la fraccion mitocondrial,
al mismo tiempo que parece disminuir su nivel en la fraccién citosdlica.
Coincidentemente con la localizacion no clasica del AR en mitocondrias
observada anteriormente, la HSP90 podria regular la translocacién a esta
organela y contribuir a la estabilizacion del receptor, quién mediaria los

efectos de la testosterona a este nivel.

Figura 17: Translocacion
C IPA T HO, T+H de la HSP90 a mitocondria
inducida por la
testosterona. Por técnicas
de Western blot se evalué la
» HSP90 presencia de la HSP90 en la
fracciéon mitocondrial y
citosdlica, luego de |los

distintos tratamientos.

Mitocondria T R = e

Citosol B e —

V. Caracterizacion del AR mitocondrial y de membrana

mediante ensayos de ligado de [?H] testosterona

Con el propédsito de caracterizar las entidades ligadoras de
testosterona detectadas en mitocondrias y membrana plasmatica, se
realizaron ensayos de binding a saturacion en las fracciones mitocondrial y

microsomal, empleando distintas concentraciones de [*H] testosterona. La
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Figura 18A (panel superior) muestra que el ligado especifico de testosterona
en la fraccibn mitocondrial es un proceso saturable respecto a la
concentracion de ligando empleada, la cual varia de 2 a 80 nM. Los datos
analizados por el método de Scatchard, muestran un Unico sitio de ligado
para la hormona (Kd = 64,43 nM), con una capacidad de ligado maxima
(Bmax) de 1052 fmol/mg proteina (Figura 18A panel inferior). El ensayo
sobre la fraccion microsomal también mostrd ser un proceso saturable, con
un unico sitio de ligado para la testosterona (Kd = 143,3 nM y Bnax 2496
fmol/mg proteina) (Figura 18B).

En paralelo se realizaron ensayos de competicién en homogenado
total para evaluar la especificidad de los sitios de ligado. Se empled una
concentracién constante de [?H] testosterona como ligando vy
concentraciones crecientes (10> M - 10° M) de testosterona fria, DHT,
17B-estradiol o progesterona como competidores. La Figura 19 muestra el
desplazamiento de la testosterona radiomarcada por la testosterona y DHT,
mientras que el 17B-estradiol y la progesterona fueron incapaces de
desplazar la [3H] testosterona, demostrandose asi la selectividad de los

sitios ligadores de androgenos en C2C12.
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Figura 18: Ensayos de saturacién con [3H] testosterona en la fraccién mitocondrial
y microsomal de las células musculares C2C12. A) Ensayos de saturacion en la fraccion
mitocondrial. Panel superior: 140 pug de proteinas mitocondriales fueron incubadas a 4 °C
durante la noche, con distintas concentraciones de [3H] testosterona que variaban entre 2 y
80 nM. Panel inferior: Determinacién de los valores de Kd y Bmax @ partir de la curva de
Scatchard obtenida a partir del ensayo de saturacidn. B) Ensayos de saturacion en la fraccién
microsomal. Panel superior: 140 ug de proteinas microsomales fueron incubadas a 4 °C
durante la noche, con distintas concentraciones de [3H] testosterona que variaban entre 2 y
80 nM. Panel inferior: Determinacion de los valores de Kd y Bmax @ partir de la curva de
Scatchard obtenida a partir del ensayo de saturacion.
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Figura 19: Ensayos de especificidad para los sitios de ligado a andrégenos en
células C2C12. Los homogenados totales (120 ug) fueron incubados con [3H] testosterona
10 nM sola (ligado total, By) o en presencia de distintas concentraciones de esteroides no
marcados (B: testosterona, DHT, 17p-estradiol, progesterona) que variaban de 10'? a 10°®
M. El ligado especifico total se calculé como se describié en Metodologia y estos valores se
graficaron en funcién de la concentracidn de competidor empleada.

VI. Interaccion del AR y Caveolina-1 en la fraccion

microsomal

Para evaluar si el AR detectado previamente en caveolas y rafts
interacciona fisicamente con el componente mayoritario de las caveolas, la
Caveolina-1, se realizaron ensayos de coinmunoprecipitacion utilizando un
anticuerpo especifico contra el AR, y la fraccion microsomal de las células
C2C12 tratadas con testosterona (10° M, 60 min) o con el vehiculo de la
hormona (isopropanol 0,001 % 60 min) como control. Los
inmunoprecipitados fueron analizados por Western blot empleando un
anticuerpo anti-Caveolina-1. Como puede verse en la Figura 20, el anti-AR
inmunoprecipitd AR asociado a Caveolina-1, demostrando una interaccion
fisica entre ambas proteinas. Cuando las células fueron tratadas con
testosterona 10° M durante 60 min, esta interaccion disminuyd
significativamente. La reaccion de inmunoprecipitaciéon inversa
(inmunoprecipitacion con anti-Caveolina-1 y revelado con anti-AR) también

fue realizada, sin embargo, debido a la gran cantidad de Caveolina-1
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inmunoprecipitada con el anticuerpo especifico, las diferencias entre las
condiciones control y tratado no pudieron visualizarse por Western blot.
Dado que los datos presentados anteriormente sugieren el rol activo
del AR en la accion protectiva de la testosterona frente a la apoptosis, estos
resultados permiten hipotetizar la participacion de un AR de membrana
(mAR), el cual seria disociado por la hormona, luego de su activacion, de la
Caveolina-1 para translocar entonces a algin otro compartimiento

subcelular para ejercer su accién protectiva.

Figura 20: Interaccion del ARy
ContrOI T IP: anti-AR Caveolina-1 en células C2C12.

La fraccion microsomal (60 pg)
obtenida a partir de cultivos

tratados con el vehiculo
H isopropanol 0,001 % (C) o con
+« Cav-1 testosterona 10° M (T) por 60

| min, fue inmunoprecipitada con un
anticuerpo especifico contra el AR

; - y luego analizada por ensayos de
Western blot empleando un anti-

- |gG Caveolina-1. Se muestran también

los niveles de IgG. El blot es

representativo de tres

experimentos independientes.

VII. La testosterona induce la translocacion del mAR

La translocacion clasica del AR ha sido ampliamente reportada. El
receptor se localiza en su forma inactiva en el citosol, en forma de complejo
multiproteico junto con proteinas de choque térmico (chaperonas) e
inmunofilinas de alto peso molecular. Al ser activado por la hormona, el
receptor se disocia del complejo multiproteico y transloca al nucleo donde
ejerce su funcidn como factor de transcripcion [Gobinet et al. 2002]. Sin
embargo, existe mucha menos informacion acerca de la localizacidn no

clasica del AR.
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Dado que en este trabajo se ha demostrado que la localizacién del AR
en rafts y caveolas implica la interaccién fisica del receptor con Caveolina-1
y que dicha asociacién se pierde luego del tratamiento con testosterona, se
estudid la localizacidon del AR en las distintas fracciones subcelulares luego
del tratamiento hormonal, para determinar la localizacion del receptor
cuando pierde su interaccion con Caveolina-1. Cuando las células son
tratadas con testosterona 10° M, se observa la disminucién de los niveles
de las bandas de ~110 kDa y ~80 kDa del AR en la fraccién microsomal
respecto a las células sin tratar (Figuras 21 A y B). En concordancia con los
resultados obtenidos en los ensayos de inmunoprecipitacion, estos mARs
perderian la interaccién con Caveolina-1, abandonando las caveolas vy
dirigiéndose a otro compartimiento subcelular, probablemente al nucleo.
Como puede verse en la Figura 21 C, las variantes de splicing de ~80 kDa y
~45 kDa inmunorreactivas para el AR que disminuyen sus niveles en la
fraccion microsomal luego del tratamiento con testosterona, son las mismas
gue aumentan su expresion en la fraccion nuclear, de manera significativa.
Esto lleva a pensar que la activacion de estos mARs por la testosterona,
podria provocar la disociacion de la Caveolina y la translocaciéon del receptor
al nuacleo, para regular los efectos antiapoptéticos de la testosterona,
probablemente mediante la regulacién de la expresidén génica. Sin embargo,
la variante de ~110 kDa, si bien disminuye su expresion significativamente
en microsomas luego del tratamiento hormonal, no se observa un aumento
significativo en la fraccién nuclear, por lo que no es posible asegurar que
esté dirigiéndose al nucleo cuando abandona la fraccion microsomal. Por el
mismo motivo, el resto de las variantes no fueron analizadas ya que los

cambios en su localizacidon no fueron significativos.

91



A) Nu Mit Mic Cit

papa e - g 9+ * <+ | (~110kDa)
= e . # < Il (~80kDa)
” o » AR

i « IV (~ 45 kDa)
B) : )

180 4
*
80 4 ac
*

50 T

40 4

20

0 T T T

Nu Mit Mic Cit

160
140 4
120 4

100 oc
80 * a7
60 4
40 4
20
0 T
Mic Cit

Densidad (unidades arbitrarias)
Densldad (unidades arbltrarlas)

g 300 - g 140
B 250 el
S £ 1w
200 A -
2 oc 5 2 oc
® 150 4 =
= mT = @ mT
S 100 H 2
: :
T 504 2
£ 2
a o : : : 2 0 ;
Nu Mit Mic Cit Mic Cit
C) 1l I\

g 260 -
E 200 4

150 -

#
5 100 -
g 50 - h #
o] : : : : | ,
Nu Mic Nu Mic Nu M Nu NMic
1 1] T m N

Figura 21: Distribucion subcelular del AR luego del tratamiento con testosterona en
células C2C12. A) Los cultivos celulares fueron incubados con isopropanol 0,001 % o con
testosterona 10™° M durante 60 min, y luego se aislaron las distintas fracciones subcelulares.
Igual cantidad de proteinas provenientes de las fracciones nuclear (Nu), mitocondrial (Mit),
microsomal (Mic) y citosdlica (Cit) fueron analizadas por Western blot utilizando un
anticuerpo especifico contra el AR. El blot es representativo de tres experimentos
independientes, con resultados comparables. B) Cuantificacién densitométrica del AR wild
type (I) y sus variantes de splicing (1I, III, IV) en las distintas fracciones subcelulares. Los
resultados se expresan como porcentajes de senal respecto a las células sin tratamiento
hormonal (C), *p<0,05. C) Cuantificacion densitométrica del AR wild type (1) y sus variantes
de splicing (11, III, IV) en nucleos y microsomas, luego del tratamiento con testosterona. Los
resultados se expresan como porcentajes de sefal respecto a la misma banda
correspondiente, en la fraccidon nuclear, #p<0,05.
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DISCUSION

Varios estudios realizados in vitro e in vivo demuestran que las vias
de sefalizacién activadas por los andrdgenos y su receptor, son necesarias
para el desarrollo del musculo esquelético y para el mantenimiento de la
masa muscular, la fuerza y la sintesis proteica [Herbst y Bhasin 2004]. Los
resultados presentados en este trabajo, han mostrado que la testosterona
protege las células de musculo esquelético C2C12 frente la apoptosis, a
través de un mecanismo que involucra intermediarios de la via intrinseca de
la apoptosis y el AR. La mitocondria desempefa un importante papel en la
apoptosis inducida por muchos estimulos. De relevancia para este trabajo,
ha sido demostrada la presencia de receptores de hormonas esteroides en
esta organela en una gran variedad de células [Monje y Boland 2001;
Cammarata et al. 2004; Chen et al. 2004; Yang et al. 2004; Solakidi et al.
2005; Milanesi et al. 2008, 2009]. A su vez, existen lineas de evidencia
recientes que apoyan la existencia de un AR de membrana involucrado en la
activacion rapida de sefales no gendmicas [Papadopoulou et al. 2009].

En vista de estas evidencias, se intentd determinar en este trabajo, si
el AR que participa en el efecto protectivo de la testosterona frente a la
apoptosis en las células C2C12, podria mediar la funcidén antiapoptética
desde diferentes compartimientos subcelulares, involucrando tanto la via
intrinseca de la apoptosis, como las respuestas mediadas por proteinas de
membrana y acciones gendmicas. En una primera aproximacion para
abordar esta idea, se evalud la distribucion subcelular del AR en las células
C2C12. Los ensayos de Western blot a las distintas fracciones subcelulares,
permitieron la inmunodeteccion de una banda de ~110 kDa, probablemente
correspondiente al AR clasico, en el homogenado total y en las distintas
fracciones, incluyendo mitocondrias y microsomas. El AR es
predominantemente un receptor nuclear. Sin embargo, cada vez mas
evidencias apuntan a la presencia de entidades estructural y funcionalmente
similares al AR de localizacién extranuclear. Curiosamente, en este trabajo,
se detectaron bandas inmunorreactivas adicionales de menor peso
molecular que el AR clasico, en todas las fracciones subcelulares analizadas.

Estas proteinas inmunorreactivas podrian ser variantes de splicing
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alternativo del AR, como se ha reportado en otros estudios [Solakidi et al.
2005; Guo y Qiu 2011]. El principal producto de la transcripcion del gen del
AR, denominado como variante de transcripcion I (GI: 21322251,
Genbank), codifica una proteina de ~110 kDa (GI: 21322252, Genbank)
conocida como AR “wild type”. Ademas de esta clasica proteina de 110 kDa,
en humano han sido reportadas otras de menor peso molecular,
identificadas como productos del splicing alternativo del AR (GI:
270358642, GI: 224181614, GI: 58535455, entre otras) [Guo y Qiu, 2011].
Por el momento, sélo han sido caracterizadas las variantes humanas (las
secuencias se encuentran disponibles en el Genbank), sin embargo los
trabajos de Watson y colaboradores describen en sistemas murinos dos
proteinas de ~60 y ~80 kDa [Watson et al. 2010] que podrian ser el
producto del splicing del AR clasico.

En este trabajo se detecté no solo la banda de ~110 kDa, sino
también bandas de menor peso molecular, la cuales fueron consideradas
productos de splicing del AR. Si bien no se dispone de anticuerpos
especificos que puedan confirmar que se trate realmente de variantes del
receptor, en cada experimento realizado empleando un anticuerpo dirigido
contra el extremo C-terminal del AR, se observo el mismo patrén de
bandas. Esto ultimo descarté la posibilidad de que fueran productos de
degradacion del AR.

Las bandas detectadas en las células C2C12, podrian o no ser
analogas a las reportadas en el Genbank para el humano (GI: 270358642,
GI: 224181614, GI: 58535455), ya que pueden presentarse variantes
distintas en distintos tipos celulares dentro de una misma especie, y mas
aun entre especies diferentes. Esto ha sido demostrado y bien caracterizado
en los receptores de estrégenos, principalmente la isoforma alfa [Herynk y
Fuqua 2004].

Respecto a la capacidad de ligar la hormona (y mediar un efecto por
union a ésta) de las bandas de menor peso molecular detectadas en C2C12,
la inmunodeteccion se realizé empleando un anticuerpo dirigido contra los
ultimos 20 aminoacidos del extremo C-terminal, esto Gltimo no permite
asegurar la presencia del LBD completo o del minimo dominio necesario
para unir al esteroide. Sin embargo, los cambios en la localizacién

subcelular observados, luego del tratamiento con la hormona, en algunas de
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las bandas inmunodetectadas, podrian indicar la capacidad de respuesta al
esteroide por parte de esas proteinas.

Los resultados aqui presentados no solo demuestran la presencia de
proteinas inmunorreactivas para el AR con localizacion no clasica, sino
también la capacidad de las mismas de ligar andrégenos. La identificacién y
caracterizacion de estas entidades ligadoras de andrégenos detectadas en
homogenado total y en las fracciones subcelulares de las células C2C12, se
realizaron mediante ensayos de competicion, con [°H] testosterona como
radioligando y hormona fria. Los estudios revelaron la presencia de ligado
especifico en las diferentes fracciones subcelulares, predominantemente en
la fraccion nuclear (*p<0,05 respecto al homogenado total).

Ademds se demostré que el ligado especifico detectado en las
fracciones mitocondriales y microsomales de las células C2C12 es un
proceso saturable respecto a la concentracién de ligando. La linealizacion de
los datos obtenidos, por el método de Scatchard mostré un Unico sitio de
ligado a la hormona en cada fraccion. Los ensayos de Western blot sobre las
fracciones subcelulares, empleando anti-Lamina B como marcador nuclear y
anti-Smac/DIABLO como marcador mitocondrial, descartaron la posibilidad
de contaminacion cruzada entre las distintas fracciones subcelulares.

La deteccidn de sitios de ligado al AR no sélo en citosol y nucleo, sino
también en el restos de las fracciones particuladas aisladas, concuerda con
trabajos previamente reportados en los que se hallaron cantidades
apreciables de ARs en las fracciones mitocondrial y microsomal de distintos
tipos celulares [Benten et al. 1999; Kampa et al. 2002; Hatzoglou et al.
2005; Solakidi et al. 2005; Gatson et al. 2006; Kallergi et al. 2007; Wang et
al. 2008; Papadopoulou et al. 2008, 2009; Gu et al. 2009].

Los estudios de desplazamiento realizados con distintas hormonas
esteroideas (testosterona, DHT, 17B-estradiol y progesterona), confirmaron
la especificidad de los sitios de ligado del AR. Las entidades ligadoras de
andrdogenos detectadas en homogenados totales de C2C12, mostraron
afinidad y especificidad por los competidores androgénicos, demostrado por
el desplazamiento de la testosterona radiomarcada por la testosterona fria y
la DHT, pero no asi por el estradiol y la progesterona.

La presencia de proteinas inmunorreactivas para el AR en

mitocondrias y microsomas, fue confirmada por inmunocitoquimica vy
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microscopia confocal mediante la tincion de las células con MitoTracker rojo
y un anticuerpo anti-AR, o con anti-AR y anti-Caveolina-1, respectivamente.
Si bien el AR en membrana plasmatica fue mas dificil de visualizar en el
merge de las imagenes individuales, probablemente debido a la enorme
cantidad de caveolina-1 respecto al AR en membrana, el perfil de intensidad
de fluorescencias mostré algunos puntos de colocalizacion del AR con la
proteina integral de membrana plasmatica, caveolina-1.

Ademas, el aislamiento de microdominios mediante el empleo de un
gradiente de sacarosa, mostrd la presencia del AR en los fragmentos de
membranas de baja densidad, correspondientes a rafts y caveolas. La
caveola representa un subcompartimiento de la membrana plasmatica que
ha sido implicada en diversas vias de sefalizacion, incluyendo vias de
transduccidon acopladas a proteina G [Sargiacomo et al. 1993, Chang et al.
1994; Lisanti et al. 1994a, 1994b; Shenoy-Scaria et al. 1994; Robbins et al.
1995; Schnitzer et al. 1995]. La caveolina es una proteina integral de
membrana y el componente principal de las caveolas. En estado basal, mas
del 90 % de la caveolina se encuentra morfoldgica y bioquimicamente
localizada dentro de las caveolas de la membrana plasmatica [Rothberg et
al. 1992; Dupree et al. 1993; Smart et al. 1994]. En este trabajo también
se demostréd que la localizacion no clasica del AR en caveolas implica la
interaccion fisica del receptor con caveolina-1. Sin embargo, como se
muestra en los anadlisis por Western blot de los inmunoprecipitados
microsomales, esta asociacién se pierde luego del tratamiento con
testosterona. Se observd ademas, que algunas de las variantes de splicing
alternativo del AR, disminuian su expresion luego de la exposiciéon a la
hormona en la fraccibn microsomal, al mismo tiempo que parecian
aumentar en nucleo. La testosterona entonces, podria activar el AR de
membrana induciendo su translocacion a otros compartimentos
subcelulares, como por ejemplo al nucleo, desde donde regularia los efectos
antiapoptéticos de la hormona.

En conjunto, los resultados aqui presentados permiten proponer la
presencia de ARs extranucleares en la linea celular de musculo esquelético
murino C2C12. La similitud bioquimica e inmunoldgica de las entidades

reactivas detectadas en mitocondrias y membrana, con el AR, fortalecen la
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idea general de la existencia de una subpoblaciéon de AR con localizacién no
clasica.

En cuanto a la participacion del AR en las funciones reguladas por la
testosterona en el musculo esquelético, los resultados presentados en el
capitulo anterior mostraron que los cambios tipicos de la apoptosis, tales
como la fragmentacion nuclear, la desorganizacion del citoesqueleto,
reorganizacién/disfuncion mitocondrial, la liberacién del citocromo c, el
clivaje de PARP y la pérdida de potencial de membrana mitocondrial
inducida por H,0,, eran suprimidas por el pretratamiento con testosterona
en las células musculares C2C12. El empleo del antagonista del AR,
Flutamida, inhibid la accidn protectora de la hormona, lo que sugiere un
papel funcional del AR, cuya localizaciéon se demostré novedosamente en las
mitocondrias y caveolas de las células C2C12.

El AR podria ejercer un rol activo en la mediacién del efecto
antiapoptético de la testosterona a distintos niveles segun su localizacién
subcelular: nucleo (regulando la respuesta gendmica); mitocondria
(mediando la via intrinseca), microsomas (interviniendo en las respuestas
mediadas por proteinas de membrana y nucleares para las entidades que se
translocan a nucleo). Sin embargo, resulta altamente complejo poder
establecer qué via estd siendo regulada por cada receptor. El
desconocimiento de las estructuras quimicas, hace imposible la generacion
de técnicas que bloqueen especificamente a cada receptor y determinar asi
las vias mediadas por cada uno de ello. El conjugado de testosterona-BSA
ha sido ampliamente utilizado para el estudio de los ARs asociados a
membrana plasmatica. Sin embargo, el mAR detectado en las células
C2C12, se localiza mayoritariamente en caveolas y rafts, interaccionando
con Caveolina-1. Esto hace muy poco probable la existencia de un sitio de
ligado a la hormona en el exterior celular. El aislamiento y la secuenciacién
de cada receptor, permitiria evaluar si se trata de entidades
estructuralmente diferentes, posibilitando el disefo de secuencias de siRNA
que silencien especificamente los ARNm o anticuerpos especificos para cada
uno. También podria suceder, que sean receptores estructuralmente
similares en su secuencia aminoacidica, con modificaciones

postraduccionales que cambien su localizacion subcelular para mediar
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distintos efectos, lo cual complicaria aun mas el intento de esclarecer la

participacion del AR en los efectos antiapoptéticos de la testosterona.
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CAPITULO III

“"Activacion de vias de sehnalizacion
y regulacion de la expresion
génica durante el estrés oxidativo:
rol de la testosterona”



RESULTADOS

I. Efecto del estrés oxidativo sobre p53 en C2C12

P53, popularmente conocida como el “guardian del genoma”, es una
proteina esencial para el control del dafio celular. Su activacién se produce
postranscripcionalmente (acetilacidon, metilacidn, fosforilacidon) por diversos
estimulos que incluyen dafo del ADN, deprivacién energética, desarreglos
oncogénicos, hipoxia o estrés oxidativo. La activacion de p53 conlleva a un
numero de respuestas celulares que en su conjunto evitan la propagacion
del dafio. Las mismas, incluyen el arresto del ciclo celular, la reparaciéon del
ADN, senescencia y diferenciacién celular, o induccién de apoptosis. P53
ejerce sus funciones, actuando principalmente como factor de transcripcién,
regulando positiva o negativamente una amplia variedad de genes
[Vousden y Lu 2002; Riley et al. 2008].

Para evaluar cdmo se comporta esta proteina frente al estrés
oxidativo en nuestro modelo experimental, los cultivos de C2C12 fueron
expuestos a distintos tiempos de H,O0, 1 mM, y luego los homogenados
celulares fueron analizados por Western blot empleando un anticuerpo
especifico contra la forma fosforilada en serina 15 de p53. Como puede
verse en la Figura 22A, la activacion/fosforilacion de p53 parece
correlacionarse positivamente con el tiempo de exposicion al agente
apoptético. El leve aumento en la sefal observado, puede deberse a la
utilizacién de homogenados totales, donde probablemente la proteina se
diluye entre todos los componentes celulares, lo que dificulta Ila
visualizacidon de los cambios en su activacién. Sin embargo, es de notable
interés en este experimento, la activacion de p53 en el control (células sin
tratar, con DMEM sin suero) el cual se frend junto con el Ultimo tiempo de
exposicion al H,0; (8 hs). Supusimos que el tiempo de deprivacién de suero
(estarveo con DMEM sin suero) generaba estrés en las células, provocando
a la activacion de p53. Por lo tanto, posteriormente, para evaluar el efecto
de la deprivacién de suero sobre las células C2C12, se estudié por Western
blot la activacién de p53, tras el estarveo durante distintos intervalos de

tiempo.
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Dado que p53 al activarse actia como factor de transcripcion,
regulando la expresion de genes en el nlcleo, se estudid, el efecto del
tratamiento con H,0, durante distintos tiempos, sobre la fraccion nuclear.
De esta manera fue posible una mejor visualizacion en la correlacidon del
tiempo de exposicion al agente apoptético y la activacion de p53,
detectandose una activacién maxima de p53 a la 1-2 hs de tratamiento con
H,O, (Figura 22B). El andlisis inmunocitoquimico permitié visualizar los
efectos del H,O, sobre la activacion de p53, previamente detectados por
Western blot. Tras el estrés oxidativo inducido con H,0,, es posible observar
la localizacién nuclear de p53 activado, detectandose una intensidad de
fluorescencia nuclear maxima a la hora de tratamiento y hasta las 2 hs,
tiempo a partir del cual la fluorescencia decae significativamente, hasta
hacerse casi nula (Figura 22C). Tiempos de exposicion al agente apoptdtico
mayores a 4 hs, fueron imposibles de analizar por inmunocitoquimica ya
gue el tiempo prolongado de estrés oxidativo, provocd la pérdida casi total
de las células adheridas al cubreobjetos. Para corroborar que los efectos
fueran debido al estrés oxidativo y no a la deprivacidn de suero (como se
habia sospechado en los experimentos con homogenado total), se analizé el
efecto que tenian los distintos tiempos de deprivacién de suero sobre la
activacion de p53 en las fracciones nucleares. Se inmunodetecté a p53
activa a partir de las 4 hs de deprivacién. Esto se correlaciona con el
resultado anterior sobre homogenados totales, en el cual se habia utilizado
un control con el maximo tiempo de estarveo (8 hs) (Figura 22D).

Por lo tanto, los resultados obtenidos, por Western blots e
inmunocitoquimica, de activacion y localizaciéon nuclear de p53 hasta las 2
hs de tratamiento, corresponden a un efecto especifico del agente apotdtico

y no al efecto de la falta de suero.
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Figura 22: Activacion de p53 por H,0, en células musculares C2C12. A) Los cultivos
celulares fueron incubados con H,0, 1 mM durante los periodos de tiempo especificados o
con DMEM sin suero durante 8 hs (C). Los homogenados totales fueron analizados por
ensayos de Western blot utilizando un anticuerpo especifico contra la forma fosforilada en
serina 15 de p53. Los niveles de tubulina se muestran como control de siembra. B) Los
cultivos celulares fueron incubados durante los tiempos indicados con H,0, 1 mM. Luego se
aisld la fraccidon nuclear como se describiéo en Metodologia y se la analizé por Western blot
utilizando un anti-p-p53 (Ser 15) especifico. Los niveles de Lamina B se muestran como
control de la fraccion nuclear. C) Las células cultivadas sobre cubreobjetos fueron tratadas
con H,0, 1 mM durante los periodos de tiempo especificados y luego marcadas con anti-p-
p53 (Ser 15) como se describi6 en Metodologia. Fueron analizados, por microscopia de
fluorescencia convencional, al menos diez campos por condiciéon. Amplificacion: 63X. D) Los
cultivos celulares fueron incubados durante los tiempos indicados con DMEM sin suero. Luego
se aisld la fraccion nuclear como se describié en Metodologia y se la analizé por Western blot
utilizando un anti-p-p53 (Ser 15) especifico. Los niveles de Lamina B se muestran como
control de la fraccidon nuclear.

II. Efecto de la testosterona sobre la activacion de p53

Se evalud a continuacién, el efecto del tratamiento hormonal sobre el
estado de p53. Para ello los cultivos fueron tratados con testosterona 10° M
sola o bien junto con Flutamida 10® M durante 60 min, previo a la induccidn
de apoptosis con H,O, durante 2 hs (tiempo de tratamiento requerido para
inducir la maxima activacién de p53). Luego se aislé la fraccion nuclear de
cada condicién. El analisis por Western blot reveld una disminucién en la
activacion de p53 en presencia de la hormona, respecto al tratamiento con
H,O, sola. En presencia de Flutamida, la hormona es incapaz de producir tal
efecto, sugiriendo la participacién del AR en este evento (Figura 23A). Estos
resultados fueron también observados por inmunocitoquimica. Las células
C2C12 crecidas sobre cubreobjetos, fueron marcadas con anti-p-p53 luego
de los distintos tratamientos, y analizadas por microscopia de fluorescencia.

Puede observarse la activaciéon y la localizacidon nuclear de p53 inducida por
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el H,0, respecto a las condiciones control (células tratadas con la
testosterona o con su vehiculo) las cuales practicamente carecen de
fluorescencia. El tratamiento con testosterona previo a la induccién de la
apoptosis, parece reducir la intensidad de fluorescencia verde nuclear
observada en las células C2C12. En presencia de Flutamida, practicamente
no se observan diferencias con la condicidn de H,0, sola (Figura 23B). Esto
resultados indicarian, que en presencia de testosterona, las condiciones son
menos adversas por lo que los dafios celulares son de menor magnitud,
entonces la activacion de p53 no es requerida ya sea para frenar el ciclo y

reparar el dafio, o bien inducir apoptosis.
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Figura 23: Efecto de Ia
testosterona sobre la
activacion de p53 inducida
por H,0,. A) Los cultivos
celulares fueron tratados con: el
vehiculo de la hormona,
isopropanol 0,001 % por 60 min

- (C); testosterona 10° M
durante 60 min (T); H,0, 1 mM
durante 2 hs (H20,);
testosterona 10° M durante 60
min y luego sometidas a 2 hs de
tratamiento con H,0, 1 mM
(T+H); testosterona 10° M y
Flutamida 10® M durante 60
min y luego sometidas a 2 hs de

tratamiento con H,0, 1 mM
(T+F+H). Se aislé la fraccidén
nuclear como se describié en
Metodologia y se la analizé por
Western blot utilizando un anti-
p-p53 (Serl5). B) Las células
cultivadas sobre cubreobjetos
fueron sometidas a los mismos
tratamientos mencionados
anteriormente. Luego fueron
marcadas con anti-p-p53 (Ser
15) como se describi6 en
Metodologia, y analizadas por
microscopia de fluorescencia
convencional. Amplificacion:
63X.
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III. Efecto de la testosterona sobre la activacion de
p66Shc inducida por el H>O;

Una de las formas con que p53 induce apoptosis es mediante la
regulacién positiva de la expresién de p66Shc, una proteina adaptadora que
aumenta la produccién de H,0, mitocondrial [Trinei et al. 2002]. P66Shc ha
cobrado gran interés como determinante principal de la susceptibilidad
celular al dafo oxidativo y por sus efectos en la sobrevida de ratones
knockout para esta proteina [Migliaccio et al. 1999]. Diversas sefales
proapoptéticas incluyendo el estrés oxidativo, activan quinasas como la
PKCPB y INK las cuales provocan la fosforilacién de p66shc en serina 36. Esta
fosforilacidn/activacion induce la translocacién de p66Shc a la membrana
interna mitocondrial, donde actia como enzima redox para amplificar el
estrés oxidativo, provocando un incremento en el H,O, mitocondrial. Este
aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la mitocondria, provoca
la apertura del poro de transicidn mitocondrial, liberacién de citocromo c, y
eventualmente la muerte celular por apoptosis [Giorgio et al. 2005, 2007].

El comportamiento de p66Shc tras la induccién de apoptosis con H,0,
fue evaluado en una primera instancia, en las células C2C12. Los cultivos
fueron expuestos a distintos tiempos de H;O, 1 mM, y luego los
homogenados totales fueron analizados por Western blot empleando un
anticuerpo especifico contra la forma fosforilada (activa) en serina 36 de
p66Shc. En la Figura 24A puede observarse el incremento en la fosforilacion
de p66Shc respecto del tiempo de exposicion al agente apoptotico. Al igual
que para p53, la utilizacion de homogenado total dificulta la visualizacidon
nitida de la activacion de la proteina. Nuevamente, al igual que para p53, se
observa la activacion de p66Shc en el control (medio sin suero, frenado
junto con la ultima condicion de 4 hs de H,0,). Como se vio previamente, el
estarveo a partir de las 4 hs provoca la activacion de p53. Esta proteina,
junto a las condiciones estresantes del medio, serian las responsables del
aumento tanto en la expresion como en la activacién de p66Shc.

Para una mejor visualizacidon de los cambios inducidos por el H,0, en
la activacion de p66Shc, se estudié el efecto del tratamiento con distintos

tiempos de exposicidén al agente apoptdético sobre la fraccion mitocondrial.

105



En la Figura 24B, se observa que la localizacion mitocondrial de p-p66Shc
es maxima hasta la hora de tratamiento con H,0,, tiempo a partir del cual
decae levemente. Este resultado de activacion rapida de p66Shc se
relaciona con PKCB o con JINK, quienes estan involucradas en vias de
sefializacion de respuestas rapidas, y han sido caracterizadas como
quinasas activadoras de p66Shc.

Se evalud en paralelo a éstos resultados, si los distintos tiempos de
estarveo afectaban la localizacidon mitocondrial de p66Shc, pero no se
observaron cambios significativos en la baja sefal detectada por Western
blot (Figura 24 C).
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Los cambios de activacion/localizacién de p66Shc tras el tratamiento
a distintos tiempos con el agente inductor de apoptosis (1 mM), se
analizaron también por inmunocitoquimica. Luego de los tratamientos, los
cultivos fueron fijados con metanol y posteriormente marcados con el
anticuerpo especifico dirigido contra la regién fosforilada en Serina 36 de
p66Shc. Se observé la localizacidn casi completamente nuclear de p-p66Shc
en el control (células sin tratar mantenidas en DMEM sin suero) (Figura 25).
Como se menciond anteriormente, trabajos de otros grupos y en diferentes
lineas celulares, reportan que esta proteina permanece inactivada en citosol
hasta que un estimulo apoptdtico desencadena su activacion y translocacién
a mitocondria, donde ejerce su accién apoptética amplificando la sefal
oxidativa. Sin embargo, en la linea celular C2C12 se observa la localizacién
nuclear de p-p66Shc. Cuando las células son tratadas con H,O, se observa
un leve aumento generalizado en la intensidad de fluorescencia verde al
mismo tiempo que las células van tomando la tipica forma apoptoética
redondeada. Ademads, la localizacion de p66Shc ya no es casi
exclusivamente nuclear, sino mas homogénea a lo largo de la célula. A la 1-
2 hs de tratamiento, se aprecian los nicleos menos marcados, localizandose
una mayor intensidad de fluorescencia a sus alrededores. Esto plantea la
posibilidad que el estimulo apoptotico induce la translocacion de p66Shc
desde el nucleo (donde podria ser secuestrada por alguna chaperona o
asociada a algun factor de transcripcién, cumpliendo alguna funcion hasta el
momento desconocida) hacia la mitocondria, para regular asi la apoptosis. A
las 4 hs de tratamiento con H,O, la intensidad de fluorescencia disminuye
notablemente hasta hacerse casi imperceptible. Asimismo, el nimero de
células en esta ultima condicién se redujo considerablemente y tiempos
mayores de tratamiento fueron imposibles de analizar por
inmunocitoquimica dada la pérdida total de las células adheridas al

cubreobjetos.
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Figura 25: Efecto del H,0, sobre la activacion de p66Shc. Las células cultivadas sobre
cubreobjetos fueron tratadas con H,O, 1 mM durante los periodos de tiempo especificados,
variando entre 15 minuto y 4 horas, o bien se mantuvieron en DMEM sin suero durante 2 hs
(C). Luego fueron marcadas con anti-p-p66Shc (Ser 36) como se describié en Metodologia.
Fueron analizados, por microscopia de fluorescencia convencional, al menos diez campos por
condicién. Amplificacion: 63X.

A continuacién se estudid si la testosterona y su receptor, ejercian
algun tipo de efecto sobre la activacion de p66Shc. Las células C2C12
fueron entonces tratadas con testosterona 10° M sola o bien junto con
Flutamida 10® M durante 60 min previo a la induccién de apoptosis con
H,O, durante 2-3 hs (no se utilizaron tratamientos con H,O, mas
prolongados para evitar que las células se vean afectadas por la deprivacién
de suero). Luego de los distintos tratamientos, se aislaron las fracciones
mitocondriales de cada condicién, las cuales fueron analizadas por Western
blot empleando el anticuerpo especifico contra la forma fosforilada en serina
36 de p66Shc. En la Figura 26 se muestra como el tratamiento con

testosterona previo al H,0, disminuye la expresion de p-p66Shc en
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Densldad {unldaces arbitrarias)

mitocondria, la cual habia sido levemente aumentada por el estimulo
apoptético. Este efecto es revertido por la Flutamida, lo que sugiere la
participacion del receptor de andrégenos en la prevencion de la
fosforilacidn/activacion y/o localizacion mitocondrial de p66Shc, evitando asi

la amplificacién del estrés oxidativo por esta proteina, a este nivel.

Figura 26: Efecto de Ila
IPA T H202 T+H T+F+H testosterona sobre la
activacion de pP66Shc

inducida por H,0,. (C) Células
en DMEM sin suero; (IPA)
RRl) ¥ p-pb6Shc  Células tratadas con el vehiculo
de la hormona, isopropanol
0,001 60 min;

% por m

Células incugbadas con

testosterona 10 M durante 60

» VDAC min; (H,0,) Células tratadas
con H,0, 1 mM durante 2-3 hs;

(T+H) Célula incubadas con

testosterona 10° M durante 60

360 min y luego sometidas a 2-3 hs
p-pBBshe Mitocondrial de tratamiento con H,0, 1 mM;
100 (T+F+H) Células incubadas con
testosterona 10° M y Flutamida
10® M durante 60 min y luego
sometidas a 2-3 hs de
tratamiento con H,0, 1 mM. La

m fraccion mitocondrial fue
aislada como se describié en

59 Metodologia y se la analizd por
Western blot utilizando un anti-
- p-p66Shc (Ser36). Los niveles

de VDAC se muestran como
control de fraccién mitocondrial
y siembra. El blot fue
cuantificado por densitometria
y es representativo de al menos
2 experimentos con resultados
comparables.

El efecto de la testosterona sobre la fosforilacion de p66Shc, también
fue visualizado preincubando los cultivos celulares con testosterona 10° M
durante los periodos de tiempo indicados en la Figura 27, seguido del
tratamiento con H,O, 1 mM durante 2-3 hs. Los homogenados celulares se
analizaron por Western blot, empleando un anti-p-p66Shc especifico. Si
bien no se visualiza un cambio altamente significativo entre los distintos

tiempos de preincubacion con testosterona, pudo observarse la tendencia a
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regular negativamente la fosforilacién/activacion de p66Shc, dandole peso

estos resultados, al efecto protectivo de la testosterona a nivel mitocondrial.
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Figura 27: Efecto de la testosterona sobre la activacion de p66Shc. Los cultivos
fueron tratados con testosterona 10° M durante los periodos de tiempo especificados, que
variaban entre 30 min y 4 horas. A continuacion las células fueron expuestas a H,0, 1 mM
durante 2-3 hs. El control (C) corresponde a células que no recibieron tratamiento alguno.
Los lisados celulares fueron analizados por Western blot utilizando un anticuerpo contra la
forma fosforilada en serina 36 de p66Shc. Los niveles de tubulina se muestran como control
de siembra. Las bandas se cuantificaron por densitometria.

Para poder visualizar los efectos de los distintos tratamientos sobre el
estado de activacién de p66Shc, se realizaron analisis inmunocitoquimicos
sobre las células C2C12 luego de los tratamientos habituales y empleando
un inhibidor de JNK (SP600125) y un activador de PKC (PMA), principales
quinasas involucradas en la fosforilacién/activacién de p66Shc. Para ello, las
células crecidas sobre cubreobjetos fueron tratadas con testosterona 10° M

durante 1 hora previo a la induccidon de apoptosis con H,O, 1 mM por 2 hs, o
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bien con H,0, 1 mM sola, comparandose los efectos con las condiciones
control tratadas con la hormona sola o con su vehiculo isopropanol 0,001
%. Ademas las células fueron preincubadas en DMEM sin suero conteniendo
SP600125 10 pM durante 1 hora y luego expuestas a H,O, 1 mM durante 2
horas. También se indujo la activacién de las PCK mediante el tratamiento
con PMA 100 nM durante 2 horas. Luego, las células fueron marcadas con
anti-p-p66Shc y con el marcador mitocondrial Mitotracker, y analizadas por
microscopia de fluorescencia convencional. Como puede observarse en la
Figura 28, nuevamente se detecta una marcada localizaciéon nuclear de
p66Shc en las condiciones control (C, T). El tratamiento con H,0O, no solo
indujo el aumento de células apoptéticas con su clasica forma redondeada y
condensada (picndtica), sino también que permitié la visualizacion de la
sefial amarilla en el merge de las imagenes individuales, lo que demuestra
la localizacion mitocondrial de p-p66Shc. Puede verse ademds una
disminucidon en la marcacidon nuclear de p-p66Shc, al mismo tiempo que
aumenta la marcaciéon mitocondrial. Estos efectos fueron reducidos por el
tratamiento con testosterona previo a la induccion de apoptosis. La
activacion de las PKC por el tratamiento con PMA, produjo efectos similares
a los del H,0,, incluso mas marcados. Se detectd un alto porcentaje de
células apoptdticas intensamente marcadas, con wuna aumentada
localizacion mitocondrial de p-p66Shc, evidenciada por la sefial amarilla
detectada en el merge. Por lo que en las células C2C12 las PKC estarian
ejerciendo una funcién claramente proapoptotica. Por otro lado, la inhibicién
de IJNK bloqued casi completamente los efectos del H,0,, no detectandose
practicamente diferencias entre la condicién tratada con SP600125 + H,0, y
los controles. Esto permite asignarle a IJNK un rol fundamental en Ia

regulacion de la apoptosis, en este modelo experimental.

111



H,0,

T+H

PMA

Figura 28: Efecto de los distintos tratamientos sobre la activaciéon y localizacion
subcelular de p66Shc. (C) Células tratadas con el vehiculo de la hormona, isopropanol
0,001 % por 60 min; (T) Células incubadas con testosterona 10° M durante 60 min; (H,0,)
Células tratadas con H,O, 1 mM durante 2 hs; (T+H) Células incubadas con testosterona 107
M durante 60 min y luego sometidas a 2 hs de tratamiento con H,O, 1 mM; (PMA) Células
tratadas con PMA 100 nM durante 2 hs; (SP+H,0,) Células tratadas con SP600125 10 uM
durante 1 hora y luego expuestas a H,O, 1 mM por 2 hs. Luego de los distintos tratamientos
las células fueron tefiidas con Mitotracker y posteriormente marcadas con anti-p-p66Shc,
como se describi6 en Metodologia. Fueron analizados, por microscopia de fluorescencia
convencional, al menos diez campos por condiciéon. Amplificacién: 63X.
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IV. Colocalizacion e interaccion de p66Shc y HSP70 en

mitocondrias

Como se menciond anteriormente, p66Shc es un mediador de la
apoptosis inducida por estrés oxidativo. Ha sido previamente reportado que
la fraccion de p66Shc localizada en mitocondria se encuentra formando
complejos de alto peso molecular con otras proteinas dentro de las que se
encuentra la proteina de choque térmico HSP70 de localizacién mitocondrial
(mtHSP70). Luego de la propagacidon de la sefial apoptoética inducida por el
estrés oxidativo, los niveles de p66Shc mitocondrial aumentan levemente,
al mismo tiempo que se produce su disociacién de la mtHSP70 [Orsini et al.
2004]. Las proteinas de choque térmico son conocidas como reguladores
negativos de la apoptosis [Bruey et al 2000]. La mtHSP70, es un miembro
de la familia de las chaperonas HSP70, que esta asociada a la regulacion de
la senescencia celular e inmortalidad. Al parecer, la mtHSP70 previene el
dafio de la organela inducido por estrés oxidativo [Sadekova et al. 1997;
Yokoyama et al. 2002; Kaul et al. 2003]. Por lo que la mtHSP70
interaccionaria fisicamente con p66Shc, secuestrandola y bloqueando asi su
accion apoptotica mitocondrial. En base a esto es que se intenté determinar
la existencia de la interaccidn fisica entre las proteinas p66Shc y HSP70 en
las fracciones mitocondrial y citosdlica de las células C2C12, y si tal
asociacion se veia afectada tras el tratamiento con el inductor de apoptosis
y la testosterona. Para ello, los cultivos celulares fueron sometidos a los
distintos tratamientos y posteriormente se obtuvieron por centrifugacién
diferencial, las fracciones mitocondrial y citosélica. A continuacién se
realizaron ensayos de coinmunoprecipitacion sobre ambas fracciones
subcelulares, con un anticuerpo especifico contra la HSP70. Los
inmunoprecipitados fueron luego analizados por Western blot empleando el
anticuerpo anti-p-p66Shc. La Figura 29 indica que existe una leve
interaccion fisica entre la chaperona y p-p66shc, principalmente en la
fraccion citosdlica. Si bien el tratamiento hormonal parece aumentar
levemente la senal respecto a la condicion de H,0,, es imposible afirmar un
efecto de la testosterona en este evento, dada la baja intensidad de sefal

obtenida.
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Figura 29: Interaccion de p-p66Shc y HSP70 en células C2C12. La fraccion
mitocondrial y la fraccidn citosdlica (30 pg) obtenidas a partir de cultivos tratados con el
vehiculo isopropanol 0,001 % (C), testosterona 10° M durante 60 min (T); H,0, 1 mM
durante 2 hs (H,0,); testosterona 10° M durante 60 min y luego sometidas a 2 hs de
tratamiento con H,0, 1 mM (T+H); testosterona 10 M y Flutamida 10® M durante 60 min y
luego sometidas a 2 hs de tratamiento con H,0, 1 mM (T+F+H), fueron inmunoprecipitadas
con anti-HSP70 y luego analizadas por Western blot empleando anti-p-p66Shc. Se muestran
también los niveles de IgG. El blot es representativo de tres experimentos independientes,
con resultados comparables.

V. Efecto de la testosterona sobre la activacion de JNK

Una de las vias involucradas en la sefalizacién de la muerte celular
mediada por estrés oxidativo es la activacion de la via MAP kinasa de JNK.
La activacion de INK, induce diferentes respuestas bioldgicas, de las cuales
se destaca por sobre todo la activacién de la muerte celular programada
[Davis 2000; Wajant et al. 2003; Papa et al. 2004]. c-Jun fue el primer
sustrato de JINK descripto [Pulverer et al. 1991], sin embargo

posteriormente se identificaron otras dianas de JNK como p53, Elk-1 y c-
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Myc [Buschmann et al. 2000; Davis 2000]. Como se menciond
anteriormente, dependiendo del contexto celular y el estimulo apoptético, la
fosforilacidon/activacion de p66Shc en serina 36 puede ser llevada a cabo
por distintas quinasas, dentro de las cuales se ha identificado a JNK [Le et
al. 20011].

En una primera aproximacion para evaluar el comportamiento de las
células C2C12 ante el estrés oxidativo en lo que respecta a la activacion de
INK, los cultivos fueron tratados con H,0, 1 mM durante distintos periodos
de tiempo que variaban entre 15 minutos y 4 horas. Como puede verse en
la Figura 30, el estrés oxidativo inducido por H,0, provoca la activacion de
JNK a partir de los 15 min de tratamiento para la isoforma de 46 kDa y a

partir de la hora para la de 54 kDa, en las células C2C12.
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Figura 30: Activaciéon tiempo-dependiente de IJNK por el H,0,. Las células fueron
tratadas con H,O, 1 mM durante 15 y 30 minutos, 1, 2, 3 y 4 horas, o se mantuvieron sin
tratar en medio sin suero (C). Los lisados fueron analizados por Western blot empleando un
anticuerpo especifico anti-fosfo-JNK1/2 (Tyr185 y Thr183). Los niveles de actina se muestran
como control de siembra.

Dado que anteriormente se observé que la testosterona era capaz de
disminuir la fosforilacion de p66Shc inducida por el H,;0,, se evalud
entonces si JNK participa en estos eventos y si la testosterona ejercia algun
efecto sobre esta quinasa. Para ello, los cultivos celulares se preincubaron
con testosterona 10° M y luego se trataron con H,0, 1 mM durante 1-2 hs,
comparandose los efectos con los cultivos tratados con el agente apoptético
solo, y con los controles (células sin tratar (C) o tratadas con testosterona
10° M (T) o con el vehiculo isopropanol 0,001 % (IPA)). Por ensayos de

Western blot y empleando un anticuerpo especifico contra las formas
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fosforiladas en tirosina 185 y treonina 183 de IJNK1/2, se observé que la
activacion de la quinasa, inducida por el H,0, era revertida por el
pretratamiento con testosterona (Figura 31). Probablemente en presencia
de testosterona, las condiciones estresantes a las que se somete a las
células, no sean tan adversas como para activar a JNK. Por lo que a través
del bloqueo de la activacién de INK, la testosterona evitaria la activacion de
p66Shc, ejerciendo asi su efecto protectivo frente a la apoptosis a nivel

mitocondrial.
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Figura 31: Efecto de la testosterona sobre la activacion de JNK inducida por el H,0,.
(C) Células en DMEM sin suero; (IPA) Células tratadas con el vehiculo de la hormona,
isopropanol 0,001 % por 60 min; (T) Células incubadas con testosterona 10° M durante 60
min; (H,0,) Células tratadas con H,O, 1 mM durante 2 hs; (T+H) Células incubadas con
testosterona 10° M durante 60 min y luego sometidas a 2 hs de tratamiento con H,O, 1 mM.
Los lisados celulares fueron analizados por Western blot empleando un anticuerpo especifico
anti-fosfo-JNK1/2 (Tyrl85 y Thr183). Los niveles de tubulina se muestran como control de
equivalencia de siembra. Las bandas fueron cuantificadas por densitometria. El blot es
representativo de 3 experimentos diferentes con resultados comparables. Los valores se
expresan como porcentaje de estimulo respecto al control; *p<0,05.
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VI. Introduccion al analisis de la expresion génica

En un primer intento en el estudio de la expresion de distintos genes
involucrados en la apoptosis de las células C2C12 y su posible regulacion
por la testosterona, se analizaron por PCR cuantitativo (qPCR) la expresion
de los genes Puma, PERP (apoptéticos) y Bcl-2 (antiapoptético).

En respuesta al estrés, p53 juega un rol central en la critica decisidon
de las células de arrestar el ciclo celular y entrar en estado quiescente, o
bien desencadenar la muerte celular programada por apoptosis. Que se
desencadene uno u otro evento dependerd de la regulacidn positiva o
negativa de la expresion de los genes que induzca la activacion de p53.
Dentro de los numerosos genes target de p53, se encuentran los que
regulan tanto la via extrinseca de la apoptosis como Fas y Killer/DR5, que
codifican los receptores de muerte [Munsch et al. 2000; Takimoto y El Deiry
2000], asi como también de la via intrinseca, como Bax, Noxa y Puma (p53
up-regulated modulator of apoptosis), cuyos productos de transcripcion
pueden localizarse en la mitocondria [Miyashita y Reed 1995, Oda et al.
2000a, Nakano y Vousden 2001] y contribuir a la liberacién de citocromo c.

En una primera instancia se analizd, tras el estimulo apoptético, la
expresion del gen proapoptético activado por p53, Puma, y PERP (p53
apoptosis effector related to PMP-22) el cual se encuentra altamente
expresado en células llevadas a apoptosis, tras la activacién de p53, en
comparaciéon con aquellas en las que ocurre el arresto del ciclo celular [Ihrie
et al. 2003; Yu y Zhang 2003]. En paralelo se evalud el comportamiento del
gen antiapoptético Bcl-2, luego de la induccidon a apoptosis con H,0,. Para
determinar los niveles de expresion relativa de estos genes, se realizé qPCR
utilizando el método comparativo del C; descripto en Metodologia. Para
cuantificar los niveles de ARNm de Puma, PERP y Bcl-2 en las células
C2C12, se aislé el ARN total de los cultivos celulares expuestos a distintos
tiempos de H,0, 1 mM, que variaban entre 30 minutos y 4 horas, y se lo
utilizé para determinar los niveles relativos de expresién de los ARNm. El
gen GAPDH se utilizd6 como gen de referencia y con respecto al cual se
determind el nivel relativo de expresion de cada uno de los genes probados.
Como se muestra en la Figura 32 se detectd un incremento en los niveles

de ARNm de las proteinas apoptoticas Puma y PERP a la hora y media, y a
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las 3 horas de tratamiento con H,0,, respectivamente, tiempo a partir del
cual la expresion del mensajero decae significativamente. Por otro lado, la
expresion relativa del gen que codifica la proteina antiapoptética Bcl-2,
experimenta una clara tendencia a disminuir en funcién del tiempo de
tratamiento con el H,0,. El hecho que luego del tratamiento con H,0, la
expresion relativa de Bcl-2 aumente respecto al control sin tratar, puede ser
parte del mecanismo de defensa activado por la células a tiempos cortos de
exposicion al agente apoptotico, descripto en el capitulo I. Para los 3 genes
estudiados, se observd un muy bajo nivel de ARNm a las 4 horas de
tratamiento con H,0,, lo que probablemente sea consecuencia de la
degradacion del ADN y ARNm ante la exposicion a tiempos prolongados de
H,0..
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Figura 32: Efecto del tratamiento a distintos tiempos de H,0, sobre la expresion de
genes pro y antiapoptéticos. Los niveles de los transcriptos de Bcl-2, Puma y PERP se
determinaron por qPCR como se describid en Metodologia, a partir de cultivos de C2C12
expuestos a H,0, 1 mM durante 30 minutos (H 30 "), 1 hora 30 min (H 1:30), 3 horas (H 3h)
y 4 horas (H 4h). Los niveles de expresion de los transcriptos se expresan en unidades
relativas a la expresion del gen GAPDH. Los valores se expresan respecto al control de
células sin tratar (C).
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A continuacion se evalud, si la testosterona era capaz de
contrarrestar los efectos del H,O, sobre los niveles de expresién de los
genes analizados. Para estos estudios, los cultivos de C2C12 fueron
tratados con testosterona 10° M durante 60 min, y luego expuestos a los
mismos tiempos de H,O0, 1 mM que se analizaron anteriormente. El ARNm
se aislé como se describid en Metodologia y los niveles relativos de la
expresiéon de los genes se cuantificaron por qPCR. Las células tratadas con
testosterona previo a la induccion de apoptosis, fueron capaces de reducir el
efecto del H,O, en varios puntos de la curva, ya sea aumentando la
expresiéon del gen antiapoptético (Bcl-2), o bien revirtiendo el aumento de la
expresion de los genes proapoptéticos (Puma y PERP) inducidos por el H,0,
(Figura 33). Estos datos indican que el efecto protectivo de la testosterona
frente a la apoptosis inducida por H,O, media finalmente la regulacién de la

transcripcién génica.
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Figura 33: Efecto de la testosterona sobre la expresion de genes pro y
antiapoptoéticos. Los niveles de los transcriptos de Bcl-2, Puma y PERP se determinaron por
gPCR como se describié en Metodologia, a partir de cultivos de C2C12 preincubados con
testosterona 10° M durante 60 min y luego expuestos a H,0, 1 mM durante 30 minutos
(T+H 30), 1 hora 30 min (T+H 1:30), 3 horas (T+H 3h) y 4 horas (T+H 4h), o bien tratados
con H,O, 1 mM sola durante los mismos periodos de tiempo especificados; (C) células sin
tratar. Los niveles de expresion de los transcriptos se expresan en unidades relativas a la
expresion del gen GAPDH.
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DISCUSION

En este capitulo se evaluaron algunos de los componentes upstream
de las rutas de senalizacion clasicas de la apoptosis, que actuarian o no
como factores de transcripcién y que podrian desencadenar, finalmente, la
respuesta apoptética y en paralelo, el rol de la testosterona durante la
activacion de estas sefiales. Finalmente se determinaron los niveles de
expresion de proteinas pro y antiapoptéticas y la capacidad de regulacién de
los niveles de éstos mensajeros por parte de la hormona.

El estrés oxidativo provocado por la exposicién al H,0,, induce en las
células C2C12 la activacion de p53 de manera tiempo-dependiente, con un
nivel maximo de fosforilacién a la 1-2 horas de tratamiento, tiempo a partir
del cual decae su activacion. La via p53 es promovida por una amplia gama
de estimulos que amenazan con afectar la integridad gendmica o la
adecuada proliferacién celular, siendo p53 el eje central de esta intrincada
red, integrando y traduciendo estos estimulos en la respuesta mas
apropiada (arresto del ciclo celular, reparacion del ADN, senescencia,
apoptosis). La respuesta desencadenada por p53, se vera afectada por el
tipo celular, la naturaleza y duracién del estimulo, y por la amplia variedad
de moduladores que regulan su estabilidad y actividad [Murray-Zmijewski et
al. 2008; Levine y Oren 2009; Vousden y Prives 2009; Vousden y Ryan
2009]. En este capitulo se observd, por ensayos inmunocitoquimicos y por
Western blot, que la activacion de p53 inducida por el H,0, es reducida por
el tratamiento previo con testosterona. Las condiciones oxidativas
estresantes a las que se someten los cultivos de C2C12 por el tratamiento
con H,0,, son atenuadas en presencia de la hormona, y las condiciones
ambientales se vuelven menos adversas, por lo que el estimulo estresante
inductor de la activacion de p53 es de menor intensidad.

Esta proteina ejerce su accidn esencialmente como factor de
transcripcidon, siendo capaz de promover la expresién coordinada de una
amplia gama de genes target responsables de arrestar el ciclo celular, llevar
a senescencia o apoptosis [Levine y Oren 2009]. Segun el tipo celular, el
estimulo estresante y el medio ambiente extracelular, la activacion de p53

puede llevar a apoptosis en lugar de provocar el arresto del ciclo celular,
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induciendo la transactivacién de un numero de genes apoptéticos tales
como Bax, Bid, Puma, Noxa, p53 AIP-1, PERP [Miyashita y Reed 1995; Oda
et al. 2000a, 2000b; Nakano y Vousden 2001; Sax et al. 2002] vy la
represion de genes antiapoptdticos como Bcl-2 y Bcl-XL [Miyashita et al.
1994a, 1994b].

Una de las formas con que p53 induce apoptosis es mediante la
regulacion positiva de la expresién de p66Shc, una proteina adaptadora que
amplifica la generacion de peréxido de hidrégeno mitocondrial [Trinei et al.
2002]. P66Shc es un miembro de la familia de proteinas ShcA, la cual
comprende ademas dos proteinas adaptadoras citoplasmaticas p52Shc y
p46Shc que participan en la regulacidén de la proliferacién, asociadas a la via
de sefalizacién de Ras [Pelicci et al. 1992]. Si bien se ha reportado la
capacidad de p66Shc de competir por los sitios de ligado a Grb2 y regular
negativamente la via de Ras mediada por p52Shc/p46Shc [Migliaccio et al.
1997; Okada et al. 1997], su principal funcién comprende la regulacién de
vias implicadas en el metabolismo de ROS y la apoptosis [Migliaccio et al.
1999; Trinei et al. 2002]. En 1999, Migliaccio y colaboradores descubrieron
que la participacion de p66Shc en las vias de senalizacion activadas por
ROS, favorecia la apoptosis, el dano tisular y el envejecimiento. Observaron
que la duracion de la vida de ratones transgénicos carentes de p66Shc, era
un 30-40% mas larga que la de los ratones wild-type. Por lo que p66Shc
fue propuesta como un regulador de la longevidad en mamiferos,
despertando gran interés en el estudio del envejecimiento. Efectos
protectivos frente a la apoptosis también han sido reportados en timocitos y
linfocitos T deficientes en p66Shc [Pacini et al. 2004].

A diferencia de p46Shc y p52Shc, p66Shc posee un dominio adicional
rico en prolina N-terminal (CH2), con un sitio de fosforilacién (Serina 36).
La fosforilacion en este residuo, es esencial en su respuesta al estrés
oxidativo y su accidn apoptdtica. Varios estudios han demostrado que
p66Shc se fosforila en Ser36, en respuesta a la exposicion a los rayos UV o
al tratamiento con H,0, [Miglaccio et al. 1999; Le et al. 2001]. Dependiendo
del contexto celular y de la naturaleza del estimulo, distintas quinasas
pueden fosforilar p66Shc, dentro de las cuales se encuentran la PKCB y JNK
[Le et al. 2001; Pinton et al. 2007]. Esta fosforilacién, induce la

translocacion de p66Shc desde el citosol a la mitocondria, en donde ejerce
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su accién apoptotica provocando alteraciones en la estructura vy
funcionalidad de la organela, actuando como enzima redox generadora de
ROS, induciendo la apertura del poro de transicion mitocondrial y la
oxidacion y liberacion de citocromo c [Giorgio et al. 2005; Pinton et al.
2007]. Si bien aun se desconoce en su totalidad los mecanismos implicados
en la translocacién e internalizacion de p66Shc en la mitocondria, la
fosforilacion en Ser 36 seria el punto inicial y fundamental de dicho proceso.

En este trabajo, se demostr6 que la testosterona regula
negativamente la activacion/fosforilacion de la proteina apoptética p66Shc,
inducida por el H,0,. El tratamiento hormonal previo al estimulo apoptético,
logré reducir los niveles de p-p66Shc y su localizacidn mitocondrial,
aumentados tras el tratamiento con H,0,. El estrés oxidativo induce en las
células C2C12, la activacion de p53, el cual contribuye probablemente al
aumento de los niveles de p66Shc circulantes. Ademas, el H,O, induce la
activacion INK, la cual podrd actuar ya sea como quinasa activadora del
pool de p66Shc citosdlico, induciendo su translocacién a mitocondria para
que ejerza alli su accion apoptoética [Le et al. 2001] o bien activando y
estabilizando a p53 [Buschmann et al. 2000; Davis 2000]. En stem cells
embrionarias ha sido demostrado que el H,O, provoca la fosforilacion de
JNK mientras que la DHT, a través del AR, disminuye este efecto y los
niveles de ROS, aumentando la actividad de la catalasa [Lee et al. 2007].
En musculo de ratas seniles se ha encontrado a JNK altamente fosforilada y
el tratamiento con testosterona ha revertido esta situacién disminuyendo,
en paralelo, la expresion de la proteina p21 [Kovacheva et al. 2010]. En
concordancia con lo observado por estos autores, en este trabajo se
demostré que el tratamiento con testosterona previo a la induccién de
apoptosis, revierte la fosforilacion/activacion de JNK inducida por el H,0,. La
reduccion en la activacion de INK, por accién de la testosterona, podria ser
responsable, en parte, de la disminucion en la fosforilacion de p53 y de
p66Shc (y su translocacion a mitocondria).

En células MEFs, ha sido reportado que dentro de la mitocondria,
p66Shc se encuentra formando complejos de alto peso molecular con
distintas proteinas, dentro de las cuales se encuentra la mtHSP70,
chaperona miembro de la familia de las HSP70, de localizacién mitocondrial.

El tratamiento con agentes proapoptéticos como la radiacién UV o H,0;
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inducen la disociacidon de estos complejos y la liberacién de p66Shc, la cual
puede ejercer de esta manera, su accidén apoptética como enzima redox en
la mitocondria [Orsini et al. 2001]. Para corroborar este comportamiento en
el modelo experimental estudiado y evaluar los efectos de la testosterona
sobre la disociacion de estos complejos, las fracciones mitocondrial y
citosdlica de las células C2C12 fueron sometidas, luego de los distintos
tratamientos, a la inmunoprecipitacion mediante el empleo de un anticuerpo
especifico contra la HSP70. Los inmunoprecipitados fueron luego analizados
por Western blot utilizando un anti-p-p66Shc. Si bien una tenue banda de
~66 kDa fue detectada por encima de las inmunoglobulinas en ambas
fracciones, sugiriendo la interaccion fisica entre ambas proteinas, no se
observaron practicamente cambios en los distintos tratamientos.
Probablemente los bajos niveles de proteinas, hacen imposible la
visualizacidon de cambios claros por estas técnicas.

Estudios sobre la distribucidn subcelular de p66Shc en fibroblastos
embrionarios de ratén (células MEFs), mostraron que alrededor del 32% se
localiza en el citoplasma, un 24% en el reticulo endoplasmatico y un 44%
en la mitocondria [Orsini et al. 2004]. Dentro de la mitocondria, un 35% de
p66Shc se encuentra en el espacio intermembrana, un 56% asociada a la
membrana interna y un 9% en la matriz mitocondrial [Giorgio et al. 2005].
Las diferencias en los niveles de su distribucién subcelular, dependeran de
las influencias externas que induzcan la translocacién de p66Shc. Ha sido
reportado en células MEFs, que si bien la fosforilacién en Ser 36 es un
evento clave para la translocacion de p66Shc, en el poo/ mitocondrial no se
detecta la proteina fosforilada [Giorgio et al. 2005]. Sin embargo, estudios
posteriores del mismo grupo de trabajo demuestran un aumento en los
niveles de p-p66Shc en la fraccidon mitocondrial de ratones seniles respecto
a los ratones jovenes [Lebiedzinska et al. 2009]. Teniendo en cuenta la
teoria de los radicales libres en el envejecimiento [Harman 1956], se puede
suponer que p66Shc estd participando en la respuesta celular al estrés
oxidativo en la adultez, lo que explica el aumento en la produccidon de
radicales libres y de los dafios producidos por los mismos en ratones
seniles, asi como también la resistencia al estrés oxidativo en animales

deficientes en p66Shc.
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Por ensayos inmunocitoquimicos se intentd entonces, determinar la
localizacidn subcelular de p66Shc en las células C2C12, luego del
tratamiento con H,0; y la influencia del pretratamiento hormonal, sobre los
efectos del agente apoptoético. Sorprendentemente, los controles de células
tratadas con el vehiculo de la hormona o bien con testosterona, mostraron
una clara localizacidon nuclear de p-p66Shc. Hasta el momento, no existen
reportes que describan una localizacidn no clasica de esta proteina en
nucleo, ni de la funcidon que podria estar ejerciendo a este nivel. Sélo en
embriones bovinos fue detectada la localizacidn nuclear y perinuclear de
p66Shc [Favetta et al. 2007], aunque se desconoce el rol que cumple a este
nivel. Nuestras especulaciones apuntan a la regulacion en la activacién o
inactivacién de algun factor de transcripcion, como ya fue descripto para los
factores de transcripciéon de la familia Forkhead [Nemoto y Finkel 2002], o
bien que se encuentre unida a alguna chaperona o corregulador de la
transcripcidn génica. Se observd también que luego del tratamiento con
H,0, se produce, no solo el aumento en el nimero de células con la
morfologia clasica apoptotica, sino también el aumento de la localizaciéon
mitocondrial de p-p66Shc, evidenciada por la sefal amarilla resultante del
merge de la imagenes individuales. A su vez, estas células apoptéticas
parecen “vaciar” sus nucleos de p-p66Shc, lo que sugiere una posible
translocacion de la proteina desde el nucleo hacia la mitocondria, para
ejercer alli su accion apoptética. El tratamiento con testosterona previo a la
induccién de apoptosis revierte los efectos del H,0,, observandose
nuevamente una clara marcacién nuclear. Tras la activaciéon de las PKC por
el tratamiento con PMA, se observaron los mismos efectos desencadenados
por el H,0,, incluso aun mas marcados, lo que le confiere a estas quinasas
un claro efecto apoptdtico en las células C2C12, asi como también un
importante rol en la modulacion de la activacion de p66Shc. La utilizacion
de un inhibidor de IJNK previo a la induccion de apoptosis, bloqued casi
completamente los efectos del H,0, observandose las células C2C12 con su
clasica forma estrellada, sin la presencia de células picnéticas y con el
mismo patrén en lo que respecta a la localizacién y activacion de p-p66Shc,
qgue el observado en los controles, lo cual implica a JNK como una proteina
clave en las vias de sefalizacién que llevan a la apoptosis de las células
C2C12.
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Por ensayos de PCR en tiempo real, se determinaron también los
niveles de ARNm de proteinas pro y antiapoptéticas en la linea celular
C2C12, luego del tratamiento con distintos tiempos de H,0,, evaluandose
también el efecto del tratamiento hormonal previo al estimulo oxidativo. Los
resultados obtenidos mostraron que el H,0, regula negativamente la
expresion relativa de la proteina antiapoptética Bcl-2 en funcidn del tiempo,
al mismo tiempo que provoca el incremento en los niveles de ARNm de las
proteinas apoptéticas Puma (con un maximo de expresién a la hora y media
de tratamiento con H,0,) y PERP (maximo de expresion a las 3 horas). Sin
embargo, en presencia de testosterona, los efectos del H,O, son
contrarrestados, disminuyendo la regulacidon negativa de Bcl-2 y atenuando
el incremento del ARNm de las proteinas apoptdéticas Puma y PERP, lo que le
confiere a la hormona, también un rol protectivo a nivel de la regulacion de
la transcripcion génica.

Si bien son necesarios estudios adicionales para esclarecer el rol de la
testosterona en las vias de senalizacion que involucran a p53 y p66Shc, en
este capitulo se demostrd la accidon protectiva del esteroide frente a la
apoptosis, al atenuar la activacion de estas proteinas, inducidas por el H,0..
Ademas la testosterona reduce la activacion de JNK (posible activadora de
p66Shc y p53) mostrando a dicha quinasa con un rol central durante la
induccién de la apoptosis en las células C2C12. Asimismo, se demostré que
la hormona es capaz de reducir los efectos del H,0, sobre la regulacidon
negativa de genes antiapoptoticos y la induccion de la expresién de genes
apoptéticos, lo que sugiere un efecto antiapoptotico de la testosterona a

nivel de la regulacién génica.
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Los resultados presentados en este trabajo, permiten comenzar a
esclarecer los mecanismos moleculares activados ante el estrés oxidativo
inducido con H,0; en las células musculares C2C12 y el rol que cumple la
testosterona y su receptor en estos eventos. Se ha observado, que
dependiendo de la duracidon del estimulo oxidante, las células C2C12
responden de una manera bifasica. A tiempos cortos de exposicién al H,0;
las células activan vias asociadas a eventos de supervivencia, como un
mecanismo de defensa ante el estrés oxidativo. De perdurar el estimulo, las
células inician el proceso de muerte celular por apoptosis, provocandose las
alteraciones morfolégicas tipicas como la fragmentacién nuclear,
redistribucién/disfuncién mitocondrial y desorganizacion del citoesqueleto.
Ademads se produce el clivaje irreversible de PARP, el aumento en la
expresion y localizacién mitocondrial de Bax, la apertura del poro de
permeabilidad transitoria mitocondrial y pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, asi como también la activacién de p53, p66Shc y INK. Sin
embargo, el pretratamiento con testosterona reduce los efectos apoptdticos
inducidos por el H,0,, mediando los efectos protectivos de la testosterona,
el AR con localizacion clasica (nuclear) y no clasica (mitocondrias y

microdominios). Asimismo, la testosterona es capaz de reducir la expresiéon
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de los genes apoptoticos (Puma y PERP) que el H,O, regula positivamente y
aumentar la expresion del gen antiapoptdtico Bcl-2, regulado
negativamente por el inductor de apoptosis. Asi, la testosterona cumpliria
un importante rol protectivo a nivel transcripcional.

La hormona favoreceria entonces, la expresion de genes relacionados
con la supervivencia respecto a aquellos genes apoptoticos vy
antiproliferativos, ejerciendo de esta manera su efecto protectivo a nivel de

la expresion génica.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES GENERALES

Puntualmente, los datos obtenidos permiten concluir que:

> Las células C2C12 responden de manera bifasica al agente
apoptético, activando a tiempos cortos de exposicion al H,0,, un
mecanismo de defensa que implica vias asociadas a eventos de
supervivencia, mientras que de perdurar el estimulo, las células inician

finalmente el proceso de apoptosis.

> La exposicidon al H,O, por tiempos largos induce la apoptosis de las
células C2C12, sin embargo las alteraciones morfoldgicas tipicas como la
fragmentacion nuclear, redistribucidén/disfuncion mitocondrial y

desorganizacion del citoesqueleto, son revertidas por la testosterona.

> La activacion de Bad, el clivaje selectivo de PARP y el aumento de la
expresién de Bax y de su localizacion mitocondrial, inducidas por el agente
apoptético, se ven reducidas por el tratamiento hormonal, participando el

AR en estos eventos.

> La testosterona reduce la expresién de Bax y aumenta los niveles de

actina de una manera dosis dependiente.

> La testosterona previene la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial y la apertura del poro de permeabilidad transitoria

mitocondrial, inducidos por el H,0,.

> El AR se localiza de manera no clasica en mitocondrias y membrana

plasmatica, especificamente en caveolas y rafts.
> La localizacion del AR en caveolas y rafts implica la interaccién fisica

del receptor con Caveolina-1. Esta asociacion se pierde luego del

tratamiento con testosterona. El estudio de las fracciones subcelulares
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sugiere la translocacidon del AR desde la membrana plasmatica al nucleo,

cuando es activado por la hormona.

> La testosterona previene la activacion de p53 y p66Shc, al mismo
tiempo que reduce la fosforilacion de JINK (quinasa involucrada en la

regulacion de la activacion de estas proteinas).
> La induccidn de la expresion de los genes apoptoticos Puma y PERP,

asi como la regulacion negativa del gen antiapoptético Bcl-2 inducidos por el

H,0,, son contrarrestados por el tratamiento hormonal.
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