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Resumen.

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) pertenece a una familia de mensajeros
intercelulares conocidos como péptidos. La TRH con actividad hipofisiotropica es sintetizada y
liberada por el nucleo paraventricular (NPV) del hipotdlamo hacia la eminencia media, desde
donde se envian terminales nerviosas a la hipdfisis anterior, en donde la TRH estimula la
sintesis y liberacion de hormona estimulante de tiroides (TSH) asi como, la sintesis y liberacién
de prolactina (PRL) y, en ciertos casos, de la hormona de crecimiento (hGH). La biosintesis de
TRH en el NPV esta sujeta a regulacién por multiples estimulos tanto fisicos como fisioldgicos.
Entre ellos destacan las hormonas tiroideas, los glucocorticoides, la leptina, el frio, la succién, el
ayuno y la inanicion. Datos previos /in vitro han demostrado que los niveles de RNAm de TRH
aumentan en forma rapida (1 a 3 horas) en respuesta al estimulo con un analogo sintético del
AMPc, 8Bromo-adenosin-monofosfato ciclico (8Br-AMPc) o con el andlogo de glucocorticoides,
la dexametasona (Dex). El 8Br-AMPc activa a la via de sefializacion dependiente de la proteina
cinasa A (PKA) la cual fosforila a la proteina de unién al elemento de respuesta del AMPc
(CREB-P). Por otro lado, la Dex es capaz de unirse al receptor de glucocorticoides (GR) el cual,
es traslocado al nucleo uniéndose al elemento de respuesta de glucocorticoides (GRE). De
manera interesante, la incubacidon de ambas no causa un efecto aditivo, la Dex disminuye el
efecto estimulador del 8Br-AMPc.

En el promotor del gen de TRH de rata, CREB-P reconoce dos secuencias responsivas
denominados elementos de respuesta a AMPc (CRE) cuya secuencia es TGACCTCA y su posicion
relativa se localiza a -59pb/-52pb (CRE-1) y TGCCGTCA en -101pb/-94pb (CRE-2) respecto al
sitio de inicio transcripcional. Por su parte, GR reconoce a los medios sitios GRE TGTTCT en: -
735pb, -560pb y -210pb, asi como un sitio invertido parecido al consenso (GGTCCAcacTCT
TGT) en -284pb y dos medios sitios invertidos TCTTGT en -275pb y -310pb. Al fragmento -
216pb/-199pb se le denomina GRE compuesto ya que, en la cadena complementaria al sitio
GRE -210pb/-205pb se encuentran dos sitios AP-1 (ATCAGT) que lo flanquean. El sitio de unién
AP-1 es comunmente reconocido por homodimeros de c-Jun o heterodimeros c-Jun/c-Fos, la
actividad de los cuales es modulada por factores de crecimiento y citocinas via proteinas

cinasas activadas por mitdgeno.

Mediante ensayos de proteccién a DNAsa (footprinting) se han podido determinar las regiones
del promotor en las cuales se unen factores de transcripcion en respuesta a los estimulos con
8Br-AMPc y/o Dex. Cuando los cultivos primarios hipotalamicos son estimulados con 8Br-AMPc,
se observa una zona de proteccion en el sitio AP-1 a -203pb/-197pb. Esta zona de proteccién
no se observa al estimular con Dex. Sin embargo, se observa una zona protegida
correspondiente al sitio GRE compuesto a -210pb/-205pb. Por el contrario, cuando las células
son estimuladas conjuntamente con 8Br-AMPc y Dex ambas zonas de proteccion se pierden.



Esto sugiere que la estimulacion con ambas drogas evita la unién de factores de transcripcion a
sus respectivas secuencias blanco, quizd a través de una competencia por los sitios unién
sobrelapantes que evitan su pegado al DNA inhibiendo asi la transcripcién del RNAm de pro-
TRH, o bien a través de una interaccion entre los factores de transcripcion estimulados que

eviten su union a DNA.

Para determinar la manera en la que GR participa ante estos dos estimulos ya sea compitiendo
por el sitio de union o interaccionando con otras proteinas, se transfectaron cultivos primarios
de hipotalamo de rata con; (a) el vector luciferasa bajo el control del promotor de TRH (TRH-
luc -776/+85) junto con (b) el vector conteniendo el DNA complementario (DNAc) para GR
silvestre (GRwt), o el GR deficiente a la union al DNA (GR L501P), o bien el GR con una triple
mutacion en tres importantes sitios de fosforilacion (GRtm: T171A, S224A, S246A) que le
impiden interactuar con otras proteinas. Las células transfectadas se estimularon con 8Br-AMPc,
Dex o ambas drogas. Observamos un aumento del 75% en la actividad del reportero con
respecto al control al estimular con 8Br-AMPc, un 65% de aumento cuando se estimularon con
Dex y un aumento del 25% cuando las células son estimuladas con ambas drogas. En las
células transfectadas con el GR L501P observamos; un aumento del 40% con respecto al
control al estimular con 8Br-AMPc y 25% mas en la actividad del reportero con respecto al
control cuando se estimularon con Dex o con ambas drogas. En las células transfectadas con el
GRtm se observo; un 60% de aumento con respecto al control al estimular con 8Br-AMPc, 10%
mas en la actividad del reportero con respecto al control cuando se estimularon con Dex y una

disminucion del 10% cuando las células son estimuladas con ambas drogas.

Nuestro propésito al trabajar con estas versiones del receptor de glucocorticoides (GR L501P y
GRtm) era poder abatir la interferencia de la Dex al efecto estimulador del 8Br-AMPc y poder
determinar el mecanismo por el cual GR participa en la incubacién con ambas drogas. Los
resultados obtenidos apoyan la necesidad de la unién del GR al DNA para estimular la
transcripcién del gen de TRH. La posibilidad de una interferencia entre GR y CREB-P u otro
factor de transcripcion por medio de interacciones protéicas no fueron evidentes por lo que sera
necesario trabajar con otras mutaciones en el GR para poder identificar los sitios importantes

en el GR implicados en esta interferencia.



Introduccion.

El cerebro, integrando una variedad de estimulos que se originan tanto del medio interno como
del externo, permite al organismo responder a estimulos sensoriales, controlar los movimientos,
aprender y recordar, generar emociones, coordinar las funciones endocrinas y las auténomas
(Charli & Joseph 2007). El cerebro de los vertebrados, junto con el cerebelo y la médula espinal
forman el sistema nervioso central (SNC) que se comunica con los 6rganos periféricos a través
de nervios que salen del tallo cerebral y de la médula espinal (sistema nervioso periférico, SNP)
(Eckert et al,, 1994).

Las propiedades especiales del sistema nervioso se deben a las caracteristicas de las neuronas,
y a su patron de organizacién (Bear et al, 2001). Las neuronas tienen una regién central o
soma, de la cual se desprenden unas extensiones que se ramifican, llamadas dendritas, y otra
extensién Unica, a veces muy larga, llamada axdén, de donde pueden surgir varias
ramificaciones que terminan en un ensanchamiento que se llama una terminal nerviosa.
Asociados en paralelo, los axones forman los nervios (Bear et al/, 2001). En el soma de la
neurona se localizan el nlcleo, los ribosomas, el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi en
donde se sintetizan y empacan las proteinas, en granulos de secrecidén que son transportados a
lo largo del axén hasta la terminal nerviosa (Bear et a/., 2001). Los neurotransmisores “clasicos”
se sintetizan en la terminal nerviosa donde las enzimas responsables de su sintesis han viajado
desde el soma. En la terminal nerviosa, los neurotransmisores son concentrados en las
vesiculas sinapticas, por proteinas llamadas transportadores vesiculares. Cada uno de los
neurotransmisores cuenta con receptores especificos localizados en la membrana plasmatica de

dendritas, soma o incluso, de la terminal nerviosa (Bear et a/., 2001).

Cada neurona puede recibir muchos contactos sinapticos de distintas células provenientes de
diversas regiones del sistema nervioso y a su vez incidir en muchas otras células, a través de
los contactos sinapticos que establecen las terminales nerviosas de cada rama del axdén. En
general, cada neurona sintetiza un neurotransmisor clasico y existe una asociacion estable entre
la localizacion de una neurona y el tipo de neurotransmisor que sintetiza (Charli & Joseph
2007). Posterior a la identificacién de los neurotransmisores “clasicos” se empezaron a
reconocer otras moléculas capaces de afectar la actividad cerebral. Su naturaleza quimica es
muy variada; algunas reconocidas antes como hormonas periféricas (esteroides), proteinas, un
gran nimero de péptidos, derivados lipidicos como los que actian sobre los receptores del
principio activo de la marihuana (endocanabinoides), nucleétidos (ATP) y, hasta gases como el
NO y el CO (Charli & Joseph 2007).

Los péptidos constituyen una gran familia de moléculas que participan en la comunicacion

celular en todos los reinos de la vida (Eckert et a/, 1994). Su biosintesis, liberacion, accion e



inactivacién tienen algunas diferencias clave cuando se comparan a los neurotransmisores
clasicos. En las neuronas los péptidos son sintetizados en el reticulo endoplasmico rugoso, en
forma de proteinas de alto peso molecular que son empacados, junto con las enzimas
procesadoras, en el trans Golgi en granulos de la via de secrecidon regulada. Las proteinas
precursoras son procesadas por la accion secuencial de varias enzimas, siendo un evento inicial
la actividad de las convertasas, enzimas que hidrolizan la cadena peptidica de manera
controlada al nivel de pares de aminoacidos basicos (lys, arg). En seguida una carboxipeptidasa
remueve generalmente los aminodcidos basicos. Se pueden formar asi varios péptidos, a partir
de un solo precursor, con actividades bioldgicas distintas como es el caso de la pro-
opiomelanocortina que es procesada a corticotropina y lipotropina, y éstos a su vez a otros
péptidos activos como la a-melanotropina y la B-endorfina. Los granulos de secrecidén se
acumulan en la terminal nerviosa conteniendo a este nivel, los péptidos procesados. Estos
granulos se fusionan con la membrana plasmatica en respuesta a la llegada de trenes de
potenciales de accién o en respuesta a neurotransmisores cuyos receptores estén cercanos a la
terminal nerviosa. Los péptidos liberados al espacio sinaptico actlan sobre receptores, a veces
localizados lejos del sitio de liberacién, que son proteinas transmebranales, casi siempre de tipo
metabotropico. Por lo tanto, los péptidos no afectan rapidamente al potencial de membrana
como los receptores de algunos neurotransmisores clasicos que son canales. Acttan en forma
mas lenta y pueden modular la actividad de neurotransmisores clasicos, por lo que se les ha
clasificado en la categoria general de neuromoduladores (Bear et al., 2001). Su inactivacion
opera principalmente por la accion de ectoenzimas, de manera analoga a la inactivacion de la
acetilcolina (Charli & Joseph 2007).

El reconocimiento de los péptidos como una gran familia de moléculas mensajeras inicia en la
década de los 70s con el descubrimiento de los péptidos hipotalamicos. El hipotalamo es una
region del cerebro que integra sefiales de diversas fuentes a un camino final comun, las
neuronas hipotalamicas regulan la funcién endocrina al controlar la pituitaria anterior, un
director de la orquestra endocrina. Las neuronas hipotaldmicas que proyectan sus terminales
hacia la eminencia media liberan las neurohormonas hacia el sistema porta-hipofisiario que las
transporta hacia la adenohipdfisis (neuronas hipofisiotropicas); otras, proyectan hacia la
neurohipdfisis o hipofisis posterior de donde se secretan la oxitocina y la vasopresina. La
adenohipdfisis (también denominada glandula pituitaria) se le considera la “glandula maestra”
ya que las hormonas secretadas por ésta, en respuesta a la sefial de las neurohormonas actéian

directamente sobre diversas glandulas (Charli & Joseph 2007).

En respuesta a distintos tipos de estimulos, tanto fisicos como fisiolégicos las neuronas
hipofisiotropicas liberan las neurohormonas, dependiendo del estimulo. Existe una alta
especificidad en su funcién, definidos en ejes neuroenddcrinos de intercomunicacién llamados

ejes hipotalamo-hipdfisis-drgano blanco (Akil H. et al, 1999). Los ejes mejor conocidos de



regulacion neuroenddcrina son: a) el eje hipotalamo-hipdfisis—adrenal (HHA); b) el eje
hipotalamo-hipdfisis-higado (HHH); c) el eje hipotalamo-hipdfisis—gdénadas (HHG); d) el eje
hipotalamo—hipdfisis—glandula mamaria (HHM); v, e) el eje hipotalamo-hip&fisis-tiroides (HHT).
Todos estos ejes tienen caracteristicas similares, en respuesta a un estimulo neuronal el
hipotalamo libera la neurohomona (factor liberador) que controla la sintesis y liberacién de una
hormona hipofisiaria especifica (Charli & Joseph 2007).

La eficiencia de la transmision sinaptica depende de la tasa de secrecion de la molécula efectora
(neurotransmisor o neuropéptido), de la unidn de ésta a su receptor, de los mecanismos de
transduccion a nivel del receptor y de la velocidad de eliminacion (Bear et /., 2001). Todos los
neuropéptidos se unen a receptores membranales que se unen a proteinas G y activan varias
vias intracelulares. Por ejemplo, la activacién de la cinasa A (PKA) incrementa los niveles
intracelulares de AMPc (segundo mensajero) repercutiendo a diferentes niveles, incluyendo la
regulacion de la expresidn génica al incrementar la fosforilacion del factor transcripcional CREB
(cAMP response element binding protein). EI CREB-P se une a una secuencia especifica del
DNA, denominada elemento de respuesta a CREB (CRE), presente en multiples promotores.
Debido a que CREB se encuentra en altas concentraciones, la respuesta celular es rapida pues
no requiere de la sintesis de otras proteinas como puede ser el caso de otro factor de
transcripcion, AP-1 que depende de la sintesis de Fos (Yumita et a/, 2003).

Las hormonas adrenales, gonadales 6 tiroideas son moléculas lipofilicas cuyos receptores se
localizan al interior de la célula y posterior a la unién de la hormona, se translocan al nicleo
donde funcionan como receptores de transcripcion. Ademas de tener un efecto de
retroalimentacion negativa sobre la sintesis de las hormonas hipofisiaria e hipotalamica
involucradas en su regulacién, tienen efectos sobre multiples células que expresan sus
receptores. Por ejemplo, los glucocorticoides (cortisol en humanos, corticosterona en rata)
participan en el metabolismo basal y han sido implicados en la regulacion de una gran parte de
los genes que codifican péptidos hormonales tanto en el SNC como en la hipdfisis (Gouilleux F.
1999). La especificidad de la respuesta depende de la existencia de receptores especificos para
estas hormonas. Para los glucocorticoides existen dos tipos; el tipo I (MR) presenta alta
afinidad y se encuentra saturado en condiciones normales. El tipo II, o receptor a
glucocorticoides (GR) presenta una afinidad menor y se postula es el que media las respuestas
al incremento de glucocorticoides provocados en situaciones de estrés (Bamberger et al.,
1996). El GR es un receptor intracelular asociado a “heat shock proteins” (hsp); la unién del
ligando induce un cambio conformacional en la molécula provocando una disociacion del
complejo GR/hsp asi como una hiperfosforilacion que permiten su translocacién al nucleo (Hu
LM et al.,, 1994; Akner G et al., 1994). Dentro del nlcleo, el GR activado puede actuar de dos
maneras. El mecanismo tipo 1 se caracteriza por la interaccion de GR con secuencias

especificas de DNA, mientras que el mecanismo tipo 2 involucra la interaccién de GR con otros



factores de trascripcién ante la ausencia de uniones especificas al DNA (Fig. 1). EIl mecanismo
tipo 1 representa el modelo clasico de accion de GR. En este modelo, un homodimero del
receptor se une al sitio GRE en regiones promotoras de genes blanco. GR, como la mayoria de
los factores transcripcionales incluyendo a CREB-P, interactia mediante sus dominios de
transactivacion con coactivadores y otros factores de transcripcion basales. Esta interaccion es
suficiente para estabilizar el complejo de preiniciacion en el promotor y potenciar la
transcripcién por la RNA polierasa tipo II (RNApol II) (Tsai M-J, O Malley BW, 1994). Ademas,
la unién del homodimero de GR puede inducir un arreglo en la estructura de la cromatina en la
region promotora respectiva, permitiendo que otros factores de transcripcién se unan al DNA
(Truss M et al., 1995).

Figura 1. Modelo simplificado de la modulacién transcripcional mediada por GR. La unién de la hormona al
receptor causa una disociacién del complejo GR/hsp, asi como la translocacién nuclear. Dentro del nticleo,
el GR activado puede actuar de dos maneras: como se indica del lado izquierdo, se puede unir a GREs en
la regién reguladora de los genes blanco (mecanismo tipo 1). Esta interaccion regula la actividad
transcripcional de los genes blanco En el mecanismo de tipo 2 (lado derecho) la interaccién del receptor
con otros factores de transcripcion, como c-Jun provoca la inhibicion de la tasa de transcripcion de los
genes blanco. GC, Glucocorticoides. (tomado de Bamberger et a/., 1996).



Antecedentes.

La hormona liberadora de Tirotropina.

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) fue el primer péptido hipotalamico en ser aislado y
caracterizado cuya secuencia es pglu-his-proNH, (Fig. 2) (Boler et al, 1969; Burgus et al.,
1969). El TRH es sintetizado en varias regiones del hipotalamo como el area preodptica,
anterior, lateral, los cuerpos mamilares, dorsomedial, supradptico, supraquiasmatico, y en el
nucleo paraventricular (NPV) donde presenta una mayor concentracion (Lechan & Toni, 1992).
Ademas se sintetiza en otras areas del sistema nervioso central (SNC) como la amigdala, el
hipocampo, el bulbo olfatorio, el nucleo reticular talamico, los nlcleos del rafe (Segerson et al.,
1987). En todas estas regiones las neuronas TRHergicas hacen sinapsis con otras neuronas
funcionando asi como neuromodulador. También se encuentra en pancreas, intestino, corazon,
prostata, ovarios y testiculos donde su funcion hormonal no ha sido completamente
caracterizada (Jackson et al., 1983; Wilber et al., 1998).

H/Q

O m Nf\n/

o NH;

Figura 2. Estructura de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) en donde se aprecian las terminales
amino y carboxilo del péptido modificadas por un grupo piroglu y una amida, caracteristicas del péptido en

su forma bioldgicamente activa.

Las neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo (NPV) que proyectan a la eminencia
media liberan el TRH que regula, en la adenohipdfisis, la sintesis y secrecién de la tirotropina
(TSH) de los tirotropos, la cual produce la secrecion de la triiodotironina (T3) y tiroxina (T4) en
la tiroides; ademas, induce la sintesis y liberacion de prolactina (PRL) en los lactétropos
(Haisendeder et al., 1992) asi como la regulacion de la sintesis y secrecién de la hormona de
crecimiento (en condiciones especificas) (Harvey et al., 1990).

La inactivacion del péptido TRH, una vez liberado se lleva a cabo por una ectopeptidasa con
alta especificidad llamada piroglutamil peptidasa II (PPII) presente en la membrana plasmatica
con sitio catalitico en el dominio extracelular (Bauer K. et a/., 1992; Charli J.L. et al, 1998).

Las neuronas TRHérgicas del NPV reciben inervaciones provenientes de otros nucleos

hipotaldamicos que son inmunoreactivas al neuropeptido Y (Broberger et a/, 2005), CRF, o



GABA, Glutamato, , el péptido relacionado con la proteina agouti (AGRP) y un transcrito
regulado por anfetamina y cocaina (CART) y ademas, de otras regiones cerebrales como el tallo
cerebral (cuyos neurotransmisores son noradrenalina & serotonina) (Fekete et al, 2005;
Mitsuma et al,, 1987; Stocca et al, 1996; al-Damluji et al., 1993); se han detectado ademas
receptores de las hormonas tiroideas y de glucocorticoides en las neuronas que expresan TRH
en el NPV (Kakucska et al.,, 1992; Lee et al., 1996). La tasa de sintesis y liberacion de la TRH se
encuentra modulada por diferentes condiciones fisioldgicas y experimentales (la lactancia, el
ciclo estral, el ciclo circadiano, tiroidectomia, adrenalectomia, estrés, entre otras) (Segerson et
al., 1987; Arancibia et al., 1983; Tsigos et al, 2002; Smith et al, 1995; Covarrubias et a/,
1988; Uribe et a/., 1991). En el caso de estimulacion por el frio o la succion, el aumento de los

niveles del TRH se observan de forma rapida y transitoria (30-60min).

Biosintesis de la TRH.

La TRH se origina de un precursor peptidico (prepro TRH) de 26kD. El transcrito de la rata y el
ratén codifica para una proteina precursora que contiene 5 copias de gln-His—Pro-Gly, mientras
el de humanos posee 6 v, el de Xenopus solo 4 (Fuse Y. et al, 1991; Lechan R.M. et at., 1986;
Richter K. et al, 1984). Las convertasas (PC1/PC2), la peptidilglicina a-amida monooxigenasa
(PAM) vy la glutaminil ciclasa se encargan de modificar los extremos amino y carboxilo de la TRH
activa (pglu-his-proNH,) (Fig. 2) (Murdoch et al., 1983, Nillni et al., 1995).

Estructura del gen del TRH.

La unidad transcripcional del TRH corresponde a un gen Unico cuya secuencia se ha descrito
tanto para humanos como para rata, rana, raton y pollo (Richter et a/, 1984; Jackson et al.,
1983; Cao et al, 1998; Vanderborne et al, 2005). El gen contiene tres exones, el primero
codifica para la regién 5 "no traducida del RNAm; el segundo, el péptido sefial y la mayor parte
de la region amino terminal y el Ultimo, el resto de la parte amino terminal, las cinco copias
generadoras del tripéptido y varios péptidos intermedios asi como la porcion carboxiloterminal
de la proteina y la regién 3 "no traducida (Fig. 3) (Lee S. L. et a/,, 1988).
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Figura 3. Estructura del gen codificante para pre-pro-TRH, en donde se observan los dos intrones (1=
750pb; 2 = 450pb) que separan los exones que codifican la proteina (abajo); y la estructura del mRNA
(arriba) incluyendo la regién traducida y las regiones 5"y 3 "no traducidas. (Lee S.L. et a/,, 1988).

Regulacién de la biosintesis de TRH.

La region reguladora de la sintesis de TRH esta comprendida entre -576 y +84 del gen de rata
(Balkan et al, 1998). La caja TATA tipica (secuencia Goldberg-Hogness) se localiza en la
posicidn -28 pares de bases (pb) respecto del sitio de inicio de la transcripcion (+1). Contiene
varios elementos de respuesta a factores de transcripcion; por ejemplo, una region rica en GC a
-119pb comun para elementos de respuesta de proteina especifica 1 (SP1) conocida como
elemento de respuesta a SP1 (SP1RE) asi como en la posicién -238pb (ésta incluye al el
elemento de respuesta al factor de crecimiento epidermal, EGFRE1). En las posiciones -59pb y —
101pb se encuentran sitios propuestos como los sitios a los que se une la proteina de union de
AMPc (CREB), [denominados elementos de respuesta a AMPc (CRE)] 6 el factor transcripcional
AP-1 [elemento responsivo a TPA (TRE)]. EI CRE-1 (-59pb) puede ser reconocido por el
receptor de hormonas tiroideas (Lee S.L. ef a/, 1988) (Fig. 4).

Los elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) se hayan distribuidos a todo lo largo de la
region reguladora (revisado en Pérez- Martinez et al., 1999). El promotor de TRH de rata carece
de un GRE consenso (5 GGTACANnnTGTTCT 37). Sin embargo, contiene mdltiples copias del
medio sitio de mayor afinidad (TGTTCT) (Dahlman-Wright ef a/, 1991) en -735pb, -560pb o -
210pb, y un sitio invertido cercano al consenso (5 GGTCAcacTCT TGT3 ") en -284pb, asi como
dos medios sitios invertidos en -275pb y -310pb (Lee et a/., 1988). El sitio -210pb/ -205pb une

GR con mayor frecuencia que los otros GRE y es importante para la trascripcion basal y para la

respuesta a glucocorticoides (Lee et a/.,, 1996).
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Figura 4. Elementos reguladores de la region promotora del TRH de rata en donde se describe la
localizacion relativa de cada elemento consenso en relacion con el sitio de inicio de la transcripcion.
(Adaptado de Pérez-Martinez et al,, 1999).

Todas las especies en las que se ha descrito el gen del TRH presentan elementos de respuesta
para los factores transcripcionales AP-1, CREB-P y el receptor de glucocorticoides (GR). Esto
sugiere que este gen es susceptible a la regulacién mediada por vias de sefializacién que actdan
a través de estos factores de trascripcion. Los tratamientos con andlogos permeables de AMPc
(8Br-AMPc o dB-AMPc) en cultivos primarios de neuronas hipotalamicas fetales, incrementan los
niveles del RNAm de TRH desde la primera hora de tratamiento. Estos efectos estan mediados
por la activacion de la PKA, ya que el bloqueador especifico de ésta cinasa (H89) reduce la
respuesta estimuladora producida por el 8Br-AMPc (Cote-Vélez A. et al, 2005). Utilizando
células transfectadas se ha demostrado que el aumento de los niveles de RNAm se debe a un
efecto en la transcripcion y se sugiere que la activacion del factor transcripcional CREB-P, el
cual es fosforilado por la PKA, puede estar participando (Cote-Vélez A. et al., 2005).

Los glucocorticoides modulan la expresiéon del gen de TRH en modelos /in vivo e in vitro. En
animales adrenolactomizados se observd un incremento en el RNAm de la TRH en el NPV lo que
sugiri6 que los glucocorticoides regulan negativamente su biosintesis en dicha regidn
hipotalamica (Kakuska et a/, 1992). Sin embargo, /n vitro la corticosterona, 6 su analogo la
dexametasona, incrementa los niveles del RNAm de TRH en cultivos primarios de hipotalamo
fetal (Pérez-Martinez et al., 1998), del diencéfalo de rata (Bruhn et al., 1994; Luo et al., 1995),
0, de la linea celular de carcinoma tiroideo CA77 (Tavianini et al., 1989). Los efectos en cultivos
primarios hipotalamicos son dependientes del tiempo y de la dosis de exposicion (Joseph-Bravo

et al., 1998; Pérez Martinez et al,, 1998). Sin embargo, la combinacion de los tratamientos de



Dex y 8Br-AMPc reduce el incremento generado por el estimulo Unico con 8Br-AMPc (Pérez
Martinez L. et al., 1998). Esta interferencia tiene exigencias temporales sutiles, ya que no se
observa cuando se preincuba por 10 minutos con glucocorticoides y luego se afiade
noradrenalina (NA); pero, al invertir el orden (10 minutos con NA seguida por la adicion de
corticosterona), el efecto estimulador disminuye significativamente (Joseph et al., 2006).

Con el objetivo de identificar el mecanismo por el cual ocurre la interferencia entre AMPc y
corticosterona se emplearon geles de super retardo, que permitieron identificar algunas de las
proteinas, obtenidas de células estimuladas con 8Br-AMPc y con Dex, que participan en la
formacion del complejo DNA-proteina en las regiones 101pb/-94pb (CRE-2) a P-CREB y c-Jun y,
a 216pb/-199pb (GRE) a, GR y Jun. Este estudio permitié reconocer ademas que el CRE-1 (-
59pb/-51pb) no presenta union a proteinas nucleares (Cote Velez et al,, 2005) y se demostrd el
sitio -210pb/-205pb es en realidad un sitio GRE compuesto (GREc) ya que contiene en la
cadena complementaria dos sitios de reconocimiento a AP1 (Cote et al., 2005) (Fig.5). El GREc,
flanqueado por dos sitios AP-1, en contacto con las proteinas del cultivo estimulado con 8Br-
AMPc, se detecta la presencia de GR, que pudiera sugerir un heterodimero de GR con Jun u

otro factor estimulado por AMPc (Cote Velez et al., 2005).
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Fig. 5. Elementos regulatorios del promotor de TRH de rata. La regidén -216pb/-199pb presenta un sitio
GRE compuesto (GREc) ya que contiene en la cadena complementaria dos sitios de reconocimiento a AP1
(Cote et al., 2005).

Ensayos de proteccién a DNAsa I (footprinting) han mostrado que las zonas GRE -210pb/-
205pb, AP1 -203pb/-197pb y CRE -101pb/-94pb del promotor no son susceptibles a digestién
cuando son tratadas con proteinas nucleares de células que fueron conjuntamente tratadas con
8Br-AMPc y Dex (Diaz-Gallardo M. Y., no publicado). Esto sugiere que la activacidon simultanea
de CREB, GR y c-Jun evita la unién a sus respectivas secuencias blanco. Debido a la cercania
entre los sitios, podriamos suponer una competencia alostérica por los sitios de unidén o bien,

por interaccion entre si o con otras proteinas puente que evitan su pegado al DNA.






Justificacion.

El estudio de los mecanismos que explican la regulacion de la biosintesis de TRH por los
glucocorticoides permite la comprension de situaciones fisioldgicas en las cuales el estrés tiene
efectos deletéreos sobre el metabolismo y la homeostasis del eje tiroideo.

Objetivo:

El objetivo del presente trabajo es tratar de identificar si la unién de GR al promotor de TRH es

esencial en los efectos de interferencia a la sefal de AMPc descrita.

Hipotesis.

La estimulaciéon de la transcripcion del gen de TRH por glucocorticoides ocurre gracias a la
union del GR a la secuencia GREc. La interferencia producida por la co-estimulacion de Dex y
8Br-AMPc puede implicar la formacion de heterodimeros que desestabilizan la unién a CRE 6 a
GREc.



Estrategia Experimental

Como se explicd en la introduccién, el GR puede afectar la transcripcion uniéndose o no al DNA.
Para poder determinar la manera en la que el GR esta participando en esta interferencia en la
respuesta estimulatoria de CREB-P, se consiguieron varios vectores que expresan al GR
conteniendo diversas mutaciones. El vector p6RGR-wt expresa el receptor de glucocorticoides
silvestre de rata (donado por el Dr. Paul Albert). EI p6RGR-L501P (donado por el Dr. Paul
Albert) expresa al receptor de glucocorticoides de rata con un cambio de leucina por prolina en
la region 501 de la secuencia lineal de aminoacidos, modificando uno de los dos dedos de zinc,
lo cual dafia el dominio de unidon a DNA mas no debilita su interaccién con otras proteinas
(Xiao-Ming Ou et al.,, 2000). El p6RGR-triple (GRtm) (donado por el Dr. Yamamoto) expresa al
receptor de glucocorticoides con una triple mutacion en los sitios T171A/S224A/S246A en el
dominio N-terminal, éstas mutaciones estan en sitios importantes de fosforilacién por lo que,
imposibilitan la dimerizacién del receptor de glucocorticoides con otros factores de transcripcién

como c-fos y c-jun pero no impiden la unién al DNA (Shena et al,, 1989).

La transfeccion de células hipotalamicas con el gen reportero de luciferasa bajo el control del
promotor de TRH (-776/+85) y el GR silvestre, el GR deficiente a la unidn al DNA (GR L501P) o
el GR con una triple mutacion que impide la interacciéon a heterodimeros y a coactivadores
permitird determinar el mecanismo por el cual GR interacciona en el promotor de TRH, ya sea
uniéndose directamente al DNA o interaccionando con otras proteinas, ante el estimulo con
ambas drogas. Las células hipotalamicas seran utilizadas al octavo dia /n vitro, tiempo al cual se

observan bajas concentraciones de GR enddgeno (A. Cote, no publicado).
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Materiales y Métodos.

Cultivo primario de células fetales hipotalamicas.

Ratas hembras virgenes de la variedad Wistar en periodo fértil (proestro) fueron puestas en
presencia de un macho durante toda la noche. Al dia siguiente, se le considerd el primer dia de
gestacién. Al dia 17 de gestacién las ratas fueron anestesiadas via intraperitoneal (ip) con
pentobarbital sédico (33mg/Kg) (Laboratorios Aranda). Los fetos fueron retirados uno a uno y
el hipotalamo disectado bajo microscopio esteroscopico (Olympus), tomando como referencias
anatémicas la parte posterior del quiasma optico, los surcos laterales y la parte anterior de los
cuerpos mamilares; los hipotalamos fueron mantenidos en solucion Hank’s (apéndice A).
Posteriormente, los hipotalamos (3/ml) fueron enzimaticamente dispersados con agitacion por
15min a 37°C en una solucidn de tripsina tipo III/DNAsa tipo I, 0.25mg/ml y 0.28mg/ml,
respectivamente. La digestion se detuvo con 200ul de suero fetal bovino (FBS) (Gibco BRL) y
200 pl de DNAsa tipo I, por cada 2ml de la suspension. Las células fueron concentradas en el
fondo del tubo por centrifugacién (1200rpm) (Beckman TJ6) durante 5 min a temperatura
ambiente (TA), el botdn celular se resuspendié utilizando 100 pl, por hipotdlamo, de medio de
cultivo DMEM (Dulbecco s Modified Eagle s Médium) suplementado (S-DMEM) con 10% de
FBS, glucosa 0.25% (Sigma), glutamina 2mM (Sigma), insulina 4 pg/ml. (sigma), Vitaminas (1X,
Gibco BRL) esterilizado por filtracion a 0.22 pym (Millipore). La suspension celular se dispersd
mecanicamente con 3 pipetas Pasteur de diferentes didmetros. Haciendo pasar el tejido
aproximadamente en diez ocasiones por pipeta. Una vez disgregado el tejido, éste se centrifugd
en las mismas condiciones anteriormente mencionadas y se desechd el sobrenadante. El botdn
celular se resuspendié en 5ml de S-DMEM por cada 1-15 hipotalamos colectados o en 10ml

para cantidades mayores a 15 hipotalamos.

Se tomaron 15 pl de la suspension celular para valorar la viabilidad y el rendimiento en una
camara de conteo (hemocitdmetro) Nneubawer (Hausser Scientific) mezclandola con 15 pl del
colorante azul de tripano (apéndice C) (incubacién 2min). Las células muertas son permeables

al colorante y se tifien de color azul.
El conteo se realizd en un microscopio éptico (Nikon SE) con un objetivo 40X. Para determinar
el nimero de células vivas/ pl, se tomd en cuenta el total de células detectadas en dos

cuadrantes. El calculo se realizé de la forma siguiente:

# células vivas x factor de dilucion x K = # células / pl

# cuadros contados de 0.005mm

En donde:



K= 4000
Factor de diluciéon = 2
# cuadros = 800

El total de células en la suspension se determind obteniendo el resultado del producto entre el
valor de la formula 1 y los pl totales de la suspensién:

(# células/pl) (pl totales en suspension) = # Total de células

Se utilizaron platos de cultivo estériles de 35mm (Corning) precubiertos con una capa de poli-D-
lisina (sigma) (apéndice D) durante tres horas a 37°C y lavados con solucién Hank’s. La
densidad celular utilizada fue de 2.7 x 10° células/plato. El volumen necesario para alcanzar esa
densidad a partir de la suspensién total se obtuvo por regla de tres. El volumen final de medio
S-DMEM por plato fue de 2ml. Los platos se mantuvieron en condiciones de humedad con 7%
de CO; a 37°C en una incubadora (Revco-Ultima). El cultivo se mantuvo en dichas condiciones
por 8 dias. Al cuarto dia de cultivo (4DIV) se agregd a cada plato 5 pl de citosina —B-D-
arabinofuranosida (ARAC) (sigma) (10 pM) para inhibir la proliferacion de células gliales. A 6DIV
se efectud la transfeccién.

Purificacion de los Plasmidos.

Para la purificacion de los plasmidos se transformaron células DH5a. (£.coli ) con los plasmidos
TRH-luc (donado por Dr. Balkan), RSV-Bgal (donado por Dr. Pedraza), pUC18, p6RGR-wt
(donado por Dr. Paul R. Albert), p6RGR-L501P (donado por el Dr. Paul R. Albert), p6RGRtm
(donado por el Dr. Yamamoto) (Fig. 10) cada uno de estos por separado. La purificacién se
realizd con columnas Mega/Giga (Qiagen, Plasmid Purification Handbook). Los vectores fueron

resuspendidos en agua bidestilada estéril y almacenados en alicuotas a -20°C hasta su uso.

Caracteristicas de los Plasmidos.

El pNASS-TRH-luc permite la expresion de la luciferasa bajo el control del promotor de TRH y es
resistente a ampicilina (Balkan et a/., 1998) (Fig. 6). El pladsmido RSV-Bgal permite la expresién
de B-Galactosidasa bajo el control del promotor del virus del sarcoma de Rous, es resistente a
ampicilina y se utiliza como control interno de transfeccién (An G. et a/., 1982) (Fig. 6).

El vector p6RGR-wt deriva del pSP65 y expresa el receptor de glucocorticoides silvestre de rata.
El p6RGR-L501P expresa al receptor de glucocorticoides de rata con un cambio de leucina por
prolina en la regién 501 de la secuencia lineal de aminoacidos, modificando uno de los dos

dedos de zinc, lo cual dana el dominio de unidon a DNA mas no debilita su interaccion con otras



proteinas (Xiao-Ming Ou et al,, 2000). El p6RGR-triple expresa al receptor de glucocorticoides
con una triple mutacion en los sitios T171A/S224A/S246A presentes en el dominio N-terminal,
éstas mutaciones caen fuera del dominio de unidn a DNA y son sitios importantes de
fosforilacién por lo que, imposibilitan la dimerizacién del receptor de glucocorticoides con otros
factores de transcripcion como c-fos y c-jun (Shena et al., 1989). Los tres Ultimos vectores son

resistentes a ampicilina.
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Figura 6. Representacion grafica de los vectores utilizados como vectores reporteros. Se muestra para

cada caso algunos de los sitios de corte por enzimas de restriccion y el gen de resistencia ampicilina (Amp"

o Ap). RSV-Bgal es el control interno de transfeccion, pNASS-TRH-luc es el plasmido que contiene la
secuencia del gen reportero luciferasa bajo el control del promotor de TRH. (An G. et al., 1982; Balkan W.
et al., 1998).

Transfeccion de cultivos primarios hipotalamicos.

Ha sido demostrado previamente que el uso de polietilenimina (PEI) incrementa la eficiencia de
transfeccién en cultivos primarios de células endoteliales de cerebro de rata y neuronas de
embrion de pollo debido principalmente a su naturaleza quimica rica en nitrégeno en forma de
grupos amino, cargado positivamente que se asocia a los fosfatos con carga negativa del DNA
(Guerra-Crespo et al., 2003). En base a esto, los ensayos de transfeccion descritos en este
trabajo se realizaron en presencia de PEIL. De acuerdo con el protocolo previamente descrito en
Guerra-Crespo et al,, 2003. Se utilizé una concentracion de iones H+ (pH) de 6.9 la cual regula
la condensacién del DNA por la presencia de policationes. La relacién PEI/DNA utilizada fue de
8:8.1. De tal manera que para realizar los ensayos de transfeccién se procedid de la siguiente

manera:

A los 6DIV se prepararon por separado S-DMEM con 10% de FBS y S-DMEM sin FBS, ambos
esterilizados por filtracion. A parte, se pesaron 8.5mg de PEI (FLUKA chemicals) en una balanza



analitica y se disolvieron con 9.5ml de agua MiliQ esterilizada por autoclave. La solucién se
mezcld por agitacién magnética y el pH se ajustd a 6.9 utilizando HCl 0.2N medido con
potenciémetro (Beckman Selection 2000) de electrodo externo. Posteriormente, se aforé a 10ml
volumen final con el agua mencionada y se esterilizd por filtracién con un filtro de 0.22 um de

didmetro de poro (Millipore).

Como vectores reporteros se transfectaron 2ug del vector pNAss-TRH-Luc y 2ug del vector
RSV-Bgal (control de transfeccion) se mezclaron con NaCl (125mM final) y agua estéril hasta
alcanzar un volumen final de 50ul. En otro tubo se mezclaron 35yl de la soluciéon PEI (10mM),
1.5ul de NaCl (150mM) y 13.5ul de agua estéril (volumen final, 50ul). Ambos tubos se agitaron
con un Vértex y se incubaron por separado a TA durante 10min. Posterior a ello, la mezcla PEI-
NaCl-agua se agrego a la mezcla DNA-NaCl-agua (no al contrario); se agitaron con un Vértex e
incubaron por 20min a TA. En el transcurso de la incubacidn, se retird todo el medio de cultivo
de los platos y se lavaron las células con 1ml de S-DMEM sin suero. Se dejaron después con
1ml PEI/DNA (100ul), ésta se llevo a un volumen final de 1ml, con S-DMEM sin suero. Dicha
mezcla se agregd a cada uno de los platos de cultivo. Los platos se incubaron durante dos
horas en las condiciones antes descritas, monitoreando la morfologia celular a la primera hora
por microscopia en contraste de fases, con la finalidad de detectar efectos téxicos. Finalizado
este tiempo, la mezcla de transfeccion se retird de los platos de cultivo, sustituyéndola por 2ml
de S-DMEM fresco con 10% de FBS. Las células se incubaron por 48hrs mas. A los 8DIV el
cultivo se estimulé con 8Br-AMPc 1mM (Sigma) disuelto en PBS (ver apéndice) y DEX 108 M
disuelto en dimetil sulféxido (DMSO) (< 0.05% concentracion final). Las drogas fueron

agregadas solas o en combinacién. Las células se incubaron durante tres horas.

Tratamiento y cosecha.

Transcurrido el tiempo de incubacion, el medio se retird y las células se lavaron dos veces con
1ml de PBS. Se utilizaron 250 pl del buffer de lisis celular para cosechar las células (Promega
Luciferase Reporter Gene Assay, high sensitivity). Los tubos se colocaron en hielo y se agitaron
intensamente en un vortex durante 10 seg. Para concentrar el debris y los restos celulares, los
tubos se sometieron a centrifugacion a 13500rpm durante 2 minutos a 4°C. Se recuper6 el
sobrenadante (extracto celular) se hicieron alicuotas de 50ul y se almacenaron a -70°C hasta su

uso.

Determinacion de la concentracion de proteinas.

La cantidad de proteina en cada lisado se determind con el método descrito (Bradford M. M.,

1976). Brevemente, para cada ensayo se realizd una curva estandar con concentraciones



ascendentes a partir de un stock de 0.2mg/ml de albimina sérica bovina (BSA) (Sigma A-7906)
mezclando un volumen constante de reactivo de ensayo de proteina (Bradford) (BioRad Labs.)

(Tabla 1). Después de esperar 10 min a TA, se determiné la absorbancia a 595nm.

BSA (ul) H20 () | Bradford | Concentracién
(1)) final BSA

2.5 797.5 200 0.5

5 795 200 1

10 790 200 2

20 780 200 4

30 770 200 6

40 760 200 8

50 750 200 10

60 740 200 12

70 730 200 14

80 720 200 16

90 710 200 18

100 700 200 20

Tabla 1. Curva estandar del ensayo de proteina. Para cada caso se prepard un duplicado en tubos de
vidrio 12X 75mm incubando a TA durante 10min previo a medir la absorbancia a A = 595nm. Los valores

fueron determinados contra un blanco que contenia 2.5 pl de buffer de lisis celular como sustituto de BSA.

Los valores expresados en unidades de concentracion (mg/ml) de la curva estandar se usaron
para extrapolar las concentraciones de las muestras. El analisis de las muestras se realizd por
duplicado con 8ul de cada uno de los extractos, 200 pl de reactivo Bradford el resto en un
volumen total de 1000pl de agua bidestilada estéril.

Ensayo de la actividad de luciferasa

La enzima luciferasa que procede de la luciérnaga Photinus pyralis cataliza la reaccién (Fig. 7)

Mgz+
Luciferina + ATP +O, —»  oxiluciferina + AMPc +PP1 +CO, + luz (560nm)
Luciferasa
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Figura 7. Reaccidn de bioluminiscencia catalizada por la luciferasa de luciérnaga.



El exceso de ATP en una solucidon que contenga los otros reactivos y la enzima bajo condiciones

estandar produce un pico de luz que es proporcional a la actividad de la luciferasa.

Para medir la actividad de luciferasa se utiliz6 un Lumindmetro (Analytical Luminescence
Laboratory Monolight 2010) junto con la luciferina (Promega Luciferasa Assay Systems E1501)
depositando 25ug de extracto celular (por duplicado) en los tubos de ensayo del lumindmetro y
se midié la emision de luz mediante la adicién automatica de 100ul de luciferina (20mM ATP,
10mM MgS0O,4, 20mM Gly-Gly (glicil-glicina), 0.2mM luciferina) durante un periodo de 10seg a

temperatura ambiente.

Ensayo de la actividad de -galactosidasa.

Se prepard una solucién buffer consistente de 1ul de soluciéon 100X de Mg [MgCl, 0.1M; B-
mercaptoetanol (sigma) 4.5M], 22ul de 1X ONPG [O-nitrofenil-B-galactopirandsida (Sigma
N1127)], disuelto en 0.1M de fosfato de sodio (4mg/ml); 67ul de fosfato de sodio 0.1M (pH
7.5) (41ml de Na,HPo, 0.2M, 9ml de NaH,PO, 0.2M) y 50ml de agua bidestilada para cada
reaccion. El buffer de reaccion se mezcldé con 3ul de extracto celular por duplicado en tubo de
plastico de 1.5ml. La reaccidn se incubd a 37°C hasta la aparicion del color amarillo
caracteristico (Sambrook et a/., 1989). La densidad oOptica se midid a A = 405 nm en un lector
de elisa. La produccion de color por la B-galactosidasa tiene una cinética lenta (Jain V.K.,
Magrath 1.T., 1991). Para normalizar los ensayos de transfeccion se tomé como referencia las
72hrs. Para cada muestra el ensayo se realizd por duplicado. El color se produce cuando en la
reaccion el ONPG y la X-gal son hidrolizados por la B-galactosidasa.

ONPG -------------- > galactosa + ONP

(sin color) (sin color)  (amarillo)

De tal manera que, aquellas cajas de cultivo que se hayan transfectado de manera mas
eficiente, habran producido mayor cantidad de la enzima B-galactosidasa y por lo tanto, podran
hidrolizar mayor cantidad de ONPG haciendo mas intenso el color de la reaccién (Sambrook et
al., 1989).

Normalizacion de la actividad de luciferasa.

Debido a que la actividad de luciferasa puede variar independientemente de los tratamientos

por el efecto de diferencias en el nimero de células en los platos o de variabilidad en la



eficiencia de transfeccion, los valores de unidades de luz fueron divididos por la cantidad de

proteina en cada plato y por los valores obtenidos de la actividad de B-galactosidasa.

Presentacion de los datos y analisis estadistico.

Los datos representan el promedio +/- el error estandar (SEM) de los valores obtenidos para
cada ensayo de 6 cultivos representativos. El andlisis estadistico se realizd con ANOVA con la
prueba de comparacion multiple (LSD) de T de Student, p< 0.05.



RESULTADOS

Desarrollo morfolégico de los cultivos.

La morfologia de los cultivos se observd de forma general similar de un ensayo a otro (de
acuerdo a lo reportado en Joseph-Bravo et al,, 2002; Cruz et al., 1991). Las células muestran
elongacién de procesos a partir del 2DIV, llegando a confluencia desde el 3DIV. El efecto de
AraC agregada al 4DIV impide que la glia y otros tipos celulares invadan el cultivo. Aquellos
platos cuya morfologia celular no fuese integra, que presentaran cimulos de restos celulares
flotando en el medio de cultivo, contaminacion por microorganismos o baja densidad
poblacional como resultado del cambio en el pH (color amarillo) del medio fueron descartados.
Los efectos de la transfeccion fueron también evaluados vy, los platos cuya morfologia no fue
satisfactoria durante las 48hrs siguientes a la transfeccion, o que no resistieron los cambios de
microambiente (muriendo aproximadamente el 80% de su poblacidn celular), fueron

descartadas del analisis.

Contenido de proteina

Como resultado de la transfeccion puede ocurrir dafio tisular y un parametro adicional fue la
cuantificacion de proteina total. El contenido de proteina total obtenido en los cultivos fue muy
similar en todos los tratamientos presentando un rango entre 0.60 y 0.98 ug/ul (Fig. 8). Los
cultivos que presentaron algun tipo de dano significativo durante el tratamiento y, por lo tanto,
presentaron concentraciones de proteina menores al rango mencionado fueron descartados del

analisis.
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Figura 8. Concentracion de proteina en cada cultivo. 8l de extracto celular se utilizaron para medir la
concentracion proteina a 595nm por duplicado. Cada barra representa el promedio de todos los platos

(tratados y control) de cada experimento independiente.

Los tratamientos no tuvieron ningin efecto sobre el contenido de proteina, segln se puede
apreciar en la figura 9.

0 control
= AMPc
E 110 _ y m Dex
% - 100 :::7555 % mA/D
E_ g - % awt
23 40 3 % @wt + AMPc
'g ‘; o4 % wt + Dex
$35 g0 | 3 % wt + A/D
§ = ::: % = L501P
=0 1] e - @L501P + AMPc
go 70 4 % L501P + D
g 34 % o e
£ 60 1] e % OL501P + A/D
o &4 % GRtm
50 - e m GRtm + AMPc
@ GRtm + D
Tramamiento thm : A?S

Figura 9. Concentracion promedio de proteina en cada tratamiento. A los 6DIV las células se transfectaron
mediante el polimero catiénico (PEI) con los vectores GRwt (wt), GRL501P (L501P) y GRtm. A los 8DIV los
cultivos celulares se estimularon con los agentes 8Br-AMPc 1mM (AMPc), Dexametasona 108M (Dex) y las
combinaciones Dex y AMPc (A/D).

Actividad especifica de la B-Galactosidasa

El andlisis de la eficiencia de transfeccion se valord con la actividad de la B-galactosidasa, la
cual muestra diferencias significativas de un cultivo a otro (Fig. 10). Sin embargo, esta
variabilidad no representa un impedimento para las comparaciones intracultivo ya que cada se

realiza la determinacion en cada plato y se toma como control interno.
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Figura 10. Actividad especifica de la B-galactosidasa en cultivos independientes. Extractos de proteina
celular (20ul) se utilizaron para cuantificar la actividad de la B-galactosidasa. Cada barra representa al
promedio de todos los platos (tratados y control) de cada cultivo en forma independiente. (cultivo 1 n=

10, cultivo 2 n= 10, cultivo 3 n=17, cultivo 4 n=8, cultivo 5 n=8, cultivo 6 n=45).
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Figura 11. Efecto de los tratamientos sobre la actividad especifica de la B-galactosidasa. A los 6DIV las
células se transfectaron con el polimero catidnico (PEI) y se trataron a los 8DIV con los agentes ya

descritos. Cada barra representa el promedio de cada tratamiento en forma independiente.

Los tratamientos no cambiaron significativamente la actividad de la B-galactosidasa,
presentandose un rango entre 0.0086 y 0.012 (Fig. 11). Al normalizar los datos con la
concentracion de proteina y con los valores de b-gal éstos son comparables entre cada

tratamiento y entre diferentes cultivos.



Expresién basal de los vectores control.

Las vectores de GR que fueron utilizados presentaron diferencias en la actividad del reportero
por si mismos cuando no fueron estimulados. Observamos un aumento del 50% con respecto al
control al transfectar el GRwt. El L501P fue el vector que mostré mayor actividad del reportero
aumentando un 125% con respecto al control. El GRtm presenté una actividad similar al control
aumentando tan sélo un 25% con respecto al control (Fig.12).
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Figura 12. Actividad del reportero de los vectores control en cultivos de células hipotalamicas fetales de
6DIV que fueron transfectadas con los vectores reporteros (TRH-Luc y B-gal) junto con alguno de los
vectores de GR. Se cuantificé la actividad de luciferasa, la cual se normaliz con los datos de B-gal y con
los ug de proteina utilizados. Los resultados se expresan en porcentajes siendo el 100% los cultivos
transfectados Unicamente con vectores reporteros sin ninguna version de GR (control). (n=7 control, n=6
GRwt, n=6 L501P, n=7 GRtm).

Efecto de los tratamientos en la actividad de luciferasa a los 8DIV.

En la figura 13 podemos observar que en el grupo de los controles hay un aumento significativo
(p<0.0001) de la actividad de luciferasa cuando el cultivo es estimulado con 8Br-AMPc a los
8DIV con respecto a su control, este aumento (p<0.0001) lo observamos al incubar ambas
drogas (AMPc/Dex) en el grupo de los controles, es decir, no se observa una interferencia. El
ligero aumento no significativo cuando los controles a los 8DIV son estimulados con Dex se
debe a que en el grupo control no se transfectdé ninguna version del receptor de
glucocorticoides y en ésta etapa del cultivo (8DIV) no se detectan concentraciones de GR
endogeno (datos de Cote-Vélez) por lo que la dexametasona no tiene receptor al cual unirse y

por lo tanto no presenta estimulacién con Dex y no interfiere en la estimulacion del 8Br-AMPc.



K=} 250
g sk sk sk sk
s T
3 200 T
[}
-g O control
= = 150
g2 o AMPc
2=
5 8 100 T @ Dex
o mA/D
3
g 50
Q
2
o 0
tratamiento
tratamiento

Figura 13. Efecto de los tratamientos sobre la actividad de luciferasa a los 8DIV. Cultivos de células
hipotalamicas fetales de 6DIV fueron transfectadas con los vectores reporteros (TRH-Luc y B-gal). Las
células fueron estimuladas a los 8DIV con 8Br-AMPc 1mM (AMPc), con Dexamatasona 10®M (Dex) o con
ambas drogas (A/D). Se cuantificé la actividad de luciferasa, la cual se normalizé con los datos de B-gal y
con los ug de proteina utilizados. Los resultados se expresan en porcentajes siendo el 100% los cultivos
transfectados no estimulados (control). **** (p<0.0001) con respecto a su propio control (control). (n=7
control, n=8 AMPc, n=8 Dex, n=8 A/D).

Al transfectar el cultivo con el GRwt observamos el mismo patron descrito en Pérez- Martinez et
al., 1998 (Fig. 14), es decir, una estimulaciéon con 8Br-AMPc, una estimulacién con Dex y una
disminucion en la estimulacion provocada por el 8Br-AMPc en la actividad de luciferasa con
respecto al control cuando se incuban ambas drogas, lo que nos garantiza la funcionalidad del
GRwt. Esta disminucién en Wt + A/D es significativamente menor (p<0.0393) con respecto al
Wt + AMPc.
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Figura 14. Efecto del GRwt sobre la actividad de luciferasa ante los estimulos con 8Br-AMPc 1mM, Dex 10
8M ambas drogas a los 8DIV. Cultivos de células hipotaldmicas fetales de 6DIV fueron transfectadas con
los vectores reporteros (TRH-Luc y B-gal) junto con el GRwt. Las células fueron estimuladas a los 8DIV
con 8Br-AMPc (wt + A), con Dex (wt + D) o con ambas drogas (wt + A/D). Se cuantifico la actividad de
luciferasa, la cual se normalizé con los datos de B-gal y con los ug de proteina utilizados. Los resultados se
expresan en porcentajes siendo el 100% los cultivos transfectados no estimulados (wt). ***(p<0.0029),
**(p<0.0064) con respecto a su propio control (wt). (n=7 wt, n=6 wt+A, n=6 wt+D, n=7 wt+ A/D).

En el grupo de los platos transfectados con el GR deficiente en la unién al DNA, es decir, el
grupo L501P, no hubo cambios significativos entre los diferentes estimulos (Fig. 15), incluyendo
al L501P + AMPc contra el L501P. Al estimular el L501P con dexamentasona no se observa
aumento en la actividad de luciferasa es comparando al Wt + Dex, lo cual nos indica que la

union de GR a su elemento de respuesta es necesaria para la estimulacion del gen de TRH.
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Figura 15. Efecto del L501P sobre la actividad de luciferasa ante los estimulos con 8Br-AMPc 1mM, Dex 10
8M ambas drogas a los 8DIV. Cultivos de células hipotaldmicas fetales de 6DIV fueron transfectadas con
los vectores reporteros (TRH-Luc y B-gal) junto con el L501P. Las células fueron estimuladas a los 8DIV
con 8Br-AMPc (L501P + A), con Dex (L501P + D) o con ambas drogas (L501P +A/D). Se cuantifico la
actividad de luciferasa, la cual se normalizd con los datos de B-gal y con los ug de proteina utilizados. Los
resultados se expresan en porcentajes siendo el 100% los cultivos transfectados no estimulados (L501P).
*(p<0.0393) con respecto a su propio control (L501P). (n=6 L501P, n=6 L501P+A, n=5 L501P+D, n=6
L501P+AD).

En el grupo de los platos transfectados con el GR deficiente en la dimerizacion pero capaz de
unirse al DNA (GRtm) podemos observar un aumento significativo (p<0.0266) del GRtm +
AMPc con respecto a su propio control (GRtm) (Fig. 16). Las platos que fueron transfectadas
con el GRtm vy estimuladas con Dex (GRtm + Dex) presentan una disminucion significativa con

respecto al wt + Dex (p<.0237). La incubaciéon con Dex (GRtm + Dex) no mostrd activacion



pero la co-incubacion con dex y AMPc resulté en una disminucion significativa con respecto al
wt + AMPc (p<.0237).
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Figura 16. Efecto del GRtm sobre la actividad de luciferasa ante los estimulos con 8Br-AMPc 1mM, Dex 10
%M o ambas a los 8DIV. Cultivos de células hipotaldmicas fetales de 6DIV fueron transfectadas con los
vectores reporteros (TRH-Luc y B-gal) junto con el GRtm. Las células fueron estimuladas a los 8DIV con
8Br-AMPc (GRtm + A), con Dex (GRtm + Dex) o con ambas drogas (GRtm + A/D). Se cuantifico la
actividad de luciferasa, la cual se normalizd con los datos de B-gal y con los ug de proteina utilizados. Los
resultados se expresan en porcentajes siendo el 100% los cultivos transfectados no estimulados (GRtm).
**** (p<0.0001), ***  (p<0.0029), **(p<0.0064), *(p<0.0393) con respecto a su propio control (GRtm).
(n=7 GRtm, n=5 GRtm+A, n=5 GRtm+Dex, n=6 GRtm+A/D)



Discusién

La regulacion neuroendocrina de la sintesis de TRH es de naturaleza compleja y dindmica. Los
experimentos /n vivo muestran que en respuesta a un estimulo fisioldgico como la exposicion al
frio o la succién incrementan en forma rapida y transitoria los niveles del RNAm de TRH. Esto
ocurre a los 30-60 minutos de exposicién, independientemente de que las ratas sigan en un
ambiente de 4-6°C, a las 2h los niveles se normalizan (Uribe et al., 1993). La dinamica de la
interaccion entre distintas vias intracelulares, activadas por diferentes efectores neuronales u
hormonales, resulta relevante para explicar la naturaleza transitoria de los cambios en la
biosintesis de TRH en condiciones /in vivo. Este tipo de informacidn sustenta una regulacién muy
fina en la cinética de la respuesta cuando se activan los factores de transcripcion, los cuales
deben encontrarse en forma precisa en el espacio y el tiempo, explicando asi como los factores
ambientales, tales como el estrés, pueden afectar la respuesta metabdlica. Las hormonas
adrenales y tiroideas son los principales factores catabdlicos que regulan el metabolismo basal.
El aumento transitorio de cortisol incrementa la concentracidén de glucosa en sangre; el nombre
genérico de glucocorticoides se debe a su efecto en la generacién inmediata de glucosa que
permite al organismo contender con el reto del estrés. La adrenalina liberada en respuesta a la
activacion del sistema simpatico activa la via de la glucdlisis de los musculos, la movilizacién de

los acidos grasos del tejido adiposo y la termogénesis.

Las hormonas como los corticoesteroides afectan el eje tiroideo en diferentes niveles,
incluyendo la biosintesis del TRH. Los eventos rapidos en la biosintesis del TRH pueden deberse
a interacciones a nivel transcripcional, traduccional o postraduccionales. El significado bioldgico
de la interaccion entre la via de PKA y la de glucocorticoides sobre la expresion del TRH explica
en parte, el efecto deletéreo del estrés sobre el eje tiroideo. El conjunto de los resultados

descritos en antecedentes apuntan por una interaccién a nivel de la transcripcion.

A nivel transcripcional, el mecanismo por el cual los glucocorticoides incrementan rapidamente
los niveles de RNAm de TRH en células de cultivo primario pueden deberse a un efecto directo
de GR en el GRE. En promotores en los cuales se encuentra sélo un medio sitio de GRE, se
postula que GR actua formando un heterodimero que estabiliza la unién. Como se menciond en
la introduccién, el promotor de TRH presenta un medio sitio GRE, flanqueado, en la cadena
complementaria, por dos secuencias similares al elemento de respuesta AP-1; este tipo de
arreglo se ha observado en CRH y otros genes y se denomina GRE compuesto (Miner &
Yamamoto 1992, Harrison et a/. 1995, Malkoski & Dorin 1999). Los resultados obtenidos con
EMSA sugierieron que al medio sitio GRE se une el heterodimero GR-Jun (Cote-Velez et al,,
2005). El GRE compuesto de TRH (-219pb/-197pb) responde a la estimulacion con Dex, pero
también con 8Br-AMPc y se observa interferencia en la unidn con proteinas nucleares obtenidas

de células co-estimuladas con ambas drogas (Cote-Vélez et a/. 2005). De manera similar, la



union a CRE se obtiene con extractos de células incubadas con 8Br-cAMP y disminuye con
aquéllos incubados también con Dex. Tenemos por tanto una interferencia mutua a ambos
sitios que pudiera explicarse mediante una interaccion de GR y CREB-P activados que debilitan
la unién a cada uno de los sitios. Sin embargo, hay pocos reportes que apoyen esta posibilidad
con excepcion de la de Stauber que propone una interferencia mutua cruzada (Stauber C et a/.,
1992).

Podria tratarse de mecanismos independientes actuando sobre GRE 6 CRE. El sitio CRE y el TRE
(que une AP-1) tienen cierta homologia por lo que tanto CREB-P como AP-1 pueden unirse a
CRE & TRE (Feng et al,, 1994, Satoh et al., 1996) Ademas, los efectos de los glucocorticoides
pueden estar mediados por Jun y Fos (Shule et a/., 1990). La interaccion entre el sistema de GR
y la via de senalamiento de Fos/Jun puede ocurrir a través de una interferencia transcripcional
(Jonat et al, 1990; Yang-Yen et al, 1990). Incluso, Jun y Fos pueden modular de manera
diferencial [positivamente (Jun/Jun) o negativamente (Fos/Jun)] la actividad de GR en GRE
(Diamond et al., 1990).

A partir del hecho de que el gen de TRH tiene secuencias responsivas para GR, CREB-P y AP-1,
podemos suponer dos modelos de interaccién. El primero, la competencia por la union
especifica a los sitios en el DNA entre los factores de transcripcion CREB-P, AP1, y GR. La
regién 5’ del gen de TRH contiene elementos de DNA que pueden unir tanto a CREB-P como a
AP-1. Segundo, la inhibicibn de los niveles de TRH pudiera estar regulada mediante
interacciones proteina-proteina entre CREB-P y AP-1. GR interactia con AP-1 (Diamond et al.,
1990; Vig et al., 1994) y con miembros de la familia CREB/ ATF (Habener, J.F. 1990) resultando

en una regulacién positiva o negativa de genes especificos (Schule & Evans, 1991).

El propdsito de este trabajo fue el de determinar si la capacidad de unién de GR al DNA era
indispensable cuando ocurre la interferencia del efecto de AMPc, 6 si era suficiente contar con
los sitios de interaccidon con otras proteinas (coactivadores, hetero u homodimeros, etc). Para
ello utilizamos 3 distintos vectores: el GRwt (wild type) que codifica para el GR intacto. Con
éste, comprobamos la efectividad del GRwt cuado no hay presencia de GR enddgeno en el
cultivo, ya que igualamos el efecto de los tratamientos previamente reportado en cultivos
maduros (Pérez-Martinez et al., 1998) 6 en células transfectadas (Cote-Velez et al., 2005).

El fragmento de 150 aminoacidos del GR de rata, que va desde el aminoacido 407 al
aminoacido 556, es suficiente para la union a GRE (Rusconi and Yamamoto 1987), la
localizacion nuclear (Picard y Yamamoto 1987), el potenciamiento transcripcional (Miesfeld et
al., 1987) y para la represion transcripcional (Miller et al., 1985). Este segmento (407-556)
contiene dos dedos de zinc coordinados por 4 cisteinas que es esencial para la union a DNA. La

mutacion L501P se localiza en uno de éstos dedos de zinc. Utilizando esta mutacion de GR no



observamos el efecto estimulador de Dex, pero tampoco el esperado por la activacién por AMPc
que, en teoria, debia permitir al CREB-P actuar sobre CRE. Curiosamente, comparando la
transcripcion basal obtenida con cada uno de los 3 GR, el L501P fue el que mostrd la mas alta
pero, al activar con 8Br-AMPc sélo se obtuvo una tendencia, comparada al transfectado sin
estimulacion. Esto podria sugerir que el GR incapaz de unirse al DNA, pero capaz de formar
interacciones con otras proteinas, logra interferir con CREB-P 6 AP-1 evitando su accién. Sera
necesario utilizar nuevas estrategias para corroborar esta posibilidad, por ejemplo, transfectar
células de lineas celulares, con concentraciones variables de CREB-P y L501P y evaluar la
posible interaccion entre ellos ya que el exceso de L501P contra el CREB-P enddgeno pudiera
opacar cualquier efecto del CREB-P aln si la interaccién fuese débil. Sin embargo, hay que
considerar que Shena et al,, 1989 realizaron mutaciones azarosas en un segmento del receptor
responsable de la unién a DNA y de la regulacién transcripcional analizando los defectos del
receptor en levaduras. Las mutaciones se hicieron en un rango de 66aa que incluye a los dos
anillos de zinc; en general los fenotipos fueron similares en levaduras y en células animales. Las
mutantes defectuosas para la unidn a DNA fallaron en potenciar o reprimir la transcripcion vy,
muchas mutaciones en el segundo dedo de zinc potenciaban selectivamente. Ellos sugieren que
estas mutantes denominadas “control positivo” pueden alterar los contactos proteina-proteina
con los coactivadores requeridos para la activacion transcripcional (Shena et al, 1989). Las
mutaciones en el GRtm (T171A/S224A/S246A) se localizan fuera de ésta region por lo que seria
necesario trabajar con mutaciones en el segundo dedo de zinc las cuales podrian ser las

implicadas en nuestra interferencia.

Los resultados obtenidos con la triple mutante (GRtm), que puede unirse al DNA pero no
interactuar con otras proteinas, mostraron una activacion con 8Br-AMPc y una interferencia de
ésta con Dex. La falta de estimulacion con Dex es facilmente explicable por no poder unirse
GRtm a los coactivadores requeridos en la transcripcion. En este caso pareciera entonces que
GRtm se une a GRE y no activa, pero también interfiere con la accién de CREB-P. La Unica
explicacién que tenemos hasta el momento es que pudiera estar reconociendo un sitio cercano
a CRE-2 (-101pb/-94pb) denominado GRE like invertido CCCCTGT localizado en -89pb/-83pb y
que en los ensayos de “foot-printing” se ha podido observar una proteccion de ésta zona al
estimularse con Dex la cual también se pierde al ponerse en contacto con proteinas de células

que se estimularon con ambas drogas.



Conclusiones:

La expresion del reportero en cada transfeccion nos muestra que:

a)

b)

c)

d)

Al transfectar las células de cultivo primario hipotaldmico con los vectores reporteros
TRH-luc y RSV-Bgal a los 6DIV y estimularlas a los 8DIV con 8Br-AMPc y Dex no se
observa una interferencia de Dex al efecto estimulador del 8Br-AMPc, corroborandose
los datos de Cote-Vélez en donde las bajas concentraciones de GR endégeno a los 8DIV

no permiten observar la interferencia.

Utilizando los datos de los controles en donde no se observa esta interferencia debido a
las bajas concentraciones de GR enddgeno pudimos comprobar la efectividad del GRwt
en nuestro modelo ya que al transfectarlo fue posible observar la interferencia de Dex

al efecto estimulador del 8Br-AMPc.

Los resultados obtenidos con las versiones del receptor de glucocorticoides (GR L501P y
GRtm) no fueron muy claros pero sugieren que si puede existir una interaccion proteica
entre GR y CREB-P que interfiere con el efecto estimulador de CREB-P y, que sera
necesario estudiar las secuencias aledafias a CRE para definir si existe la posibilidad de
que GR interfiera en ese sitio.

Sera necesario trabajar con otras mutaciones en el GR para poder identificar los sitios
importantes en el GR implicados en esta interferencia asi como disenar mutaciones en

el promotor que permitan dilucidar la importancia de los sitios GRE.



Glosario

8Br-AMPc: 8-bromo —adenosin-
monofosfato ciclico.

AMPc: 3’5 "-adenosin-monofosfato-ciclico
AP-1: Proteina activadora 1

ARA-C: 1-B-D-arabinofuranosil citosina.
BSA: Albdmina sérica bovina

CAT: Cloranfenicol amino transferasa
CRE: Elemento de respuesta a AMPc

CREB: Proteina de union al elemento de
respueta AMPc

CRH: Hormona liberadora de corticotropina
dB-AMPc: Dibutiril-adenosin-monofosfato-
ciclico

DEAE-dextran: Dietil-amino etil dextran
DEX: dexametasona

D1V: dias /in vitro

DMEM: Dulbeccos Modified Eagle s
Medium

DMSO: Dimetil sulféxido

DNA: Acido Desoxiribonucléico

EGF: Factor de crecimiento epidermal
EGFRE: Elemento de respuesta al factor de
crecimiento epidermal

FBS: Suero fetal bovino

GC: glucocorticoides

GFP: Proteina verde fluorescente

GR: receptor de glucocorticoides

HGh: Hormona de crecimiento humana.
LUC: luciferasa

NPV: Nlcleo paraventricular

NPY: Neuropéptido Y

ONPG: orto-nitrofenil-B-galactosida

PBS: Solucién buffer de fosfatos

PC1-2: Pro-hormona convertasa 1y 2.

PEI: polietilenimina

PKA: Proteina cinasa A

PKC: Proteina cinasa C

PPII: Piroglutamil peptidasa II

PpTRH: Prepro-hormona liberadora de
tirotropina

PRL: Prolactina

RLU: unidades relativas de luz.

RNAm: acido ribonucléico mensajero
RSV- B —Gal: Virus del sarcoma de Rous-
Beta galactosidasa

RT-PCR: Transcripcion reversa- Reaccion
en cadena de la polimerasa.

S-DMEM: Dulbeccos Modified Eagle s
Médium Suplementado.

SEAP: Fosfatasa alcalina de placenta
SNC: sistema nervioso central

SP1: Proteina especifica 1

T3 : triyodotironina

THRA y B: Receptores de hormona tiroidea
THRE: Elemento de respuesta a hormona
tiroidea

TPA: 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
TR: Receptor de hormona tiroidea

TRH: Hormona liberadora tirotropina

a —-MSH: Hormona estimulante de
melanocitos.

B —Gal: Beta galactosidasa.



Apéndice
A) Preparacion de 500 ml de solucion Hank's.

. Cloruro de sodio (NaCl) 4g

. Cloruro de potasio (KCL) 0.2g

. Fosfato de potasio (KH,PO,) 0.2g

. Fosfato de sodio (NaH,PO,)  0.045¢g

. D-(+)- glucosa 0.50g

. Mezclar y aforar con agua estéril a 500ml.

oOouUulh WN =

B) Preparacion de 1000ml de PBS 1X

1. Cloruro de potasio (KCL) 0.20g

2. Fosfato de potasio (KH,PO,4) 0.195¢g

3. Cloruro de sodio (NaCl) 8.12¢g

4. Fosfato de sodio (NaH,PO,) 0.97g

5. Disolver y aforar con agua estéril a 1000 ml

C) Preparacion de azul de tripano (10X)

Aproximadamente a 95ml de agua grado cultivo estéril adicionar:
1. Azul de tripano (Sigma T-0887) 0.4g

2. Cloruro de sodio (NaCl) 0.81g
3. Fosfato de potasio (KH,PO,) 0.06g
4. Azida de sodio (VO15) 0.02g

Calentar a ebullicién, esperar a que enfrie, ajustar el pH a 7.2 cpn HCI 1N.
Guardar a 4°C. Para tincion vital, diluir 1: 10 en PBS

D) Preparacion de poli-D-lisina

A un frasco de 5mg agregar 1ml de agua estéril grado cultivo.
Agitar y hacer alicuotas de 150ul y 100 pl en tubos de 0.5 ml (Eppendorf).
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