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. RESUMEN

El receptor CRF, pertenece a la superfamilia de los GPCRs. Su activacion normal se
lleva a cabo en cerebro, glandulas suprarrenales, gbénadas, tracto digestivo, placenta y
tejidos donde se presenta inflamacion. Sin embargo, cuando este receptor se encuentra
sobre-expresado en 6rganos como el corazéon y el cerebro, puede causar desérdenes
como hipertension y ansiedad. Recientemente se encontrd que estos receptores tienen
un papel importante en la regulacién del ciclo celular mediante la activacion de la via de
las MAPKs. Algunos estudios sugieren que las B-arrestinas, proteinas de regulacion de
los GPCRs, pueden también funcionar como proteinas transductoras alternativas de la
sefalizacion de estos receptores, al formar complejos con otras proteinas como Src, Raf,
MEK. Ademas, dado que la B-arr promueve la internalizaciéon del receptor, fosforilado por
GRKs, la internalizacion y estas cinasas podrian tener un papel importante en la
activacion de vias proliferativas. Se ha demostrado también que el receptor CRF4 puede
activar la via de MAPKs, en especial a las ERK1/2, por lo que el presente trabajo tiene
como objetivos: estudiar el papel de los determinantes extructurales del receptor CRF;,
estudiar la posible participacion de proteinas de regulacién como las B-arrs y las GRKs 3
y 5, y determinar el papel de la internalizacién del receptor CRF; en la activacién ERK1/2
mediada por CRF. Para ello, células COS-7 se transfectaron con los receptores: CRF;
WT, dos receptores deletados en el extremo C-terminal: CRF;-A386 y CRF-A412, y dos
con mutagénesis puntual en residuos de Ser/Thr de IC3: CRF4 IC3-WT y CRF, IC3-A386.
Se encontré que la ausencia de estos residuos de manera independiente, no modifica la
activacion de las ERK 1/2; en cambio, cuando se eliminan en la mutante IC3-A386, la
fosforilacion de estas cinasas se modifica de manera significativa. Como estos dominios
son importantes para la interaccién con las B-arrs 1 y 2, células COS-7 fueron
cotransfectadas con el receptor CRF; WT e individualmente con las B-arrs 1y 2 y se
encontr6 que la sobre-expresion de la B-arr2 aumenta de manera significativa la
activacion de las ERK 1/2. Ademas se evaluo el papel de la sobre-expresion de las GRKs
3 y 5 en la activacion de las ERK 1/2 y de manera interesante observamos que esta
condicion no modifica de manera significativa la activacion de las ERK 1/2. Esto sugiere
que estas isoformas de GRK no se encuentran involucradas en la activacién de las ERK
1/2. Finalmente se determiné si la internalizacion del receptor CRF es requerida para la
activacion de las ERK1/2, empleando para ello varios inhibidores de la internalizacion:
sacarosa y oxofenilarsina (vesiculas recubiertas de clatrina), la B-ciclodextrina (formacion
de caveolas) y la sobre-expresion de una dominante negativa de Dyn-l. En todos los
casos, se observd una disminucién de la activacién de las ERK1/2 inducida por CRF, lo
cual nos sugiere que el receptor CRF; requiere ser internalizado para llevar a la

activacion de las ERK1/2.




Il. INTRODUCCION

2.1 Respuesta Fisioléogica ante el

Estrés.

Mantener un estado homeostatico es
esencial para la vida; sin embargo, las condiciones
ambientales tienden a modificar ese equilibrio.
Hans Selye en 1946 observé que determinados
estimulos ambientales provocaban una respuesta
de adaptacion similar en las personas. Quines no
lograban adaptarse, desarrollaban “enfermedades
de adaptacion” (Goldstein y Kopin 2007).

En base a esto, Selye introduce el concepto
de estrés como el sindrome o conjunto de

reacciones fisiolégicas no especificas del

Efecto fisiologico del estrés ) _ _
en el crecrebroe humano. organismo a diferentes agentes nocivos del

ambiente, ya sean de naturaleza fisica o quimica.
No obstante, este concepto se ha modificado debido a que las demandas ambientales
que percibimos actualmente son diferentes.

Al dia de hoy, el estrés se considera como una discrepancia entre la percepcion de
un estimulo y los mecanismos que pueden dar respuesta a las demandas ambientales
(Goldstein y Kopin 2007).

Ante la presencia constante de factores estresantes, los organismos desencadenan
una serie de reacciones fisiolégicas con las cuales trata de recuperar el estado
homeostatico inicial. Estas respuestas adaptativas afectan tanto al comportamiento de los
organismos, como a las funciones viscerales de los sistemas: nervioso auténomo,
endocrino e inmune. (Taché y Bonaz 2007, Tsigos y Chrousos 2002, Charmandari et al.
2005).

Dentro de las respuestas reguladas por el sistema endocrino, se encuentra la
secrecion de diversas hormonas que se producen en el cerebro, principalmente en el
hipotalamo. Cuando estas secreciones son transportadas a través de la sangre, excitan,
inhiben o regulan la actividad de algunos érganos, o bien, tienen un efecto sobre el
mismo sistema nervioso o en los tejidos de la periferia.

El eje que participa mayoritariamente en las respuestas ante estrés es el eje
Hipotalamo-Pituitaria-Suprarrenal (Tsigos y Chrousos 2002, Arborelius et al. 1999,
Chrousos y Gold 1992).




2.2 Eje Hipotalamo-Pituitaria-Suprarrenal.

El cerebro, mediante sus receptores sensitivos percibe cuando el organismo se
encuentra ante una condicidon de estrés, y como consecuencia de ello, manda sefales
quimicas desde el hipocampo para que se pueda activar al eje Hipotalamo-Pituitaria-
Suprarrenal o HPA (del inglés Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis).

De esta manera, el hipotalamo es estimulado para secretar hormonas
relacionadas con las respuestas ante el estrés, como el factor liberador de corticotropinas
(Tsigos y Chrousos 2002, Raux-Demay y Girard 1985). Estas hormonas viajan hasta la
parte anterior de la pituitaria, donde se produce la liberacion de pro-opiomelanocortina y
sus péptidos derivados como la hormona adenocorticotropa y la B-endorfina (Slominski et
al. 2006, Charmandari et al. 2005, Arborelius et al. 1999).

Cuando estas secreciones llegan hasta las glandulas suprarrenales por via
sanguinea, liberan catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) involucradas en el
incremento de la presion arterial, el ritmo cardiaco, y el nivel de glucosa en la sangre; y
glucocorticoides, que participan ya sea en el incremento de la gluconeogénesis, lipdlisis,
protedlisis y la resistencia a la insulina, o disminuyen la accién del sistema inmune
(Charmandari et al. 2005, Tsigos y Chrousos 2002, Arborelius et al. 1999) (Figura 1).

El cortisol es uno de los principales glucocorticoides en primates (y corticosterona
en roedores), cuya concentracién aumenta en la sangre por accién del eje HPA. Funciona
como una forma de retroalimentacién negativa del sistema, ya que suprime la actividad
del eje HPA a nivel de la parte anterior de la pituitaria, del nucleo paraventricular del
hipotalamo o del hipocampo (Charmandari et al. 2005, Tsigos y Chrousos 2002,
Arborelius et al. 1999) (Figura 1). Esta regulacién incluso parece ser necesaria para la
actividad normal del mismo eje (Arborelius et al. 1999, Jacobson y Sapolsky 1991).

Mediante la activacién del eje HPA, el organismo es capaz de modular las
interacciones del medio interno con el externo (homeostasis), con lo cual aumenta sus
posibilidades de supervivencia (Tsigos y Chrousos 2002, Chrousos y Gold 1992). Sin
embargo, ante la presencia de multiples factores estresantes, las respuestas fisioldgicas
del organismo son insuficientes. Como consecuencia de ello, se generan desordenes
psiquiatricos como estrés crénico, depresién, anorexia nervosa, malnutricion, obesidad
compulsiva, panico, alcoholismo crénico, etc. Pero que pueden desencadenar en dafos
graves e irreparables a nivel de 6rganos fundamentales como el rindn, o enfermedades
relacionadas con el sindrome metabdlico (Taché y Bonaz 2007, Charmandari et al. 2005).

La hormona que inicia la reaccion endécrina a través del eje HPA es el Factor
Liberador de Corticotropinas (Hillhouse y Grammatopoulos 2006, Tsigos y Chrousos
2002, Chrousos y Gold 1992).
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Figura 1. Eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA). Se trata de una respuesta
neuroendocrina del cerebro ante la presencia de factores estresantes. Se muestran las tres
glandulas participantes, asi como las hormonas que se secretan principalmente en cada una de
ellas: (a) Hipotalamo — CRF, (b) Parte anterior de la Pituitaria o Hipofisis — ACTH, y (c¢) Glandula
Adrenal — Glucocorticoides y Catecolaminas. La hipersecrecion de las hormonas del eje HPA se
asocia a enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, asi como desérdenes relacionados
con la actividad metabdlica del organismo; pero también se le ha visto relacionado con problemas
conductuales y emocionales.

2.3 Factor Liberador de Corticotropinas o CRF

El Factor Liberador de Corticotropinas, o también conocido como CRF/CRH por
sus siglas en inglés Corticotropin Releasing Factor/Hormone, se trata de un péptido
sintetizado a partir de su precursor: pro-CRF, de 91 aminoacidos, que al ser procesado

forma una cadena de 41 aminoacidos.




Este factor fue descrito y caracterizado por primera vez en el hipotdlamo de ovino
(Spiess et al. 1981, Vale et al. 1981) y posteriormente en rata (Rivier et al. 1983) y
humano (Shibahara et al. 1983); se trata de un modulador del eje HPA y del sistema
nervioso central (Hilhouse y Grammatopoulos 2006, Perrin y Vale 1999, Tsigos y 2002,
Raux-Demay y Girard 1985, Vale et al. 1981). Es una hormona que al secretarse por
neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo, se transporta hasta la parte anterior
de la pituitaria (o hipofisis) para generar una respuesta neuroenddécrina de adaptacion
ante el estrés (Charmandari et al. 2005, Tsigos y Chrousos 2002).

Su actividad se lleva a cabo principalmente en la region cortical y limbica del
Sistema Nervioso Central como un neurotransmisor, participando en respuestas
auténomas, inmunes, de comportamiento, emocionales y cognitivas (Oakley et al. 2007,
Hauger et al. 2006). Ademas participa en la regulacion de funciones especificas que
coordinan la homeostasis de diversos sistemas fisiolégicos (Orozco-Cabal et al. 2006,
Hillhouse y Grammatopoulos 2006, Slominski 2006, Linton et al. 2001, Slominski et al.
2001, Perrin y Vale 1999, Tsigos y Chrousos 2002, Chrousos y Gold 1992).

Por otro lado, también se sabe que puede tener un papel importante en el balance
energético, metabolismo, sistema inmune, e incluso en otras funciones relacionadas con
la reproduccion (Tabla 1) (Teli et al. 2005, Tsigos y Chrousos 2002, Linton et al. 2001,
Grammatopoulos y Hillhouse 1999, Chrousos y Gold 1992).

Varios estudios han revelado que, cuando esta hormona es hipersecretada, puede
generar desordenes depresivos, ansiedad y estrés (Oakley et al. 2007, Taché y Bonaz
2007, Hilhouse y Grammatopoulos 2006, Hauger et al. 2006) que ocasionan problemas
ya sea a nivel de érganos vitales como la insuficiencia renal, la neurodegeneracion y
cambios cardiovasculares; o a nivel conductual como anorexia nervosa, estados de
fatiga, panico y desorden del suefio (Kehne 2007, Hilhouse y Grammatopoulos 20086,
Uehara et al. 1998, Calabrese et al. 1987) (Tabla 1). EI estrés conduce a la
hipersecrecion de esta hormona en el nucleo paraventricular del hipotalamo (Romeo et al.
2007, Tacheé y Bonaz 2007, Hilhouse y Grammatopoulos 2006). Por esta razén, el CRF
se considera como uno de los principales reguladores de las respuestas fisiolégicas ante
el estrés, mediadas por el eje HPA, y consecuentemente, su regulacion podria ser un
blanco para el tratamiento de los padecimientos generados por estrés (Kehne 2007).

El CRF presenta varios analogos estructurales cuya secuencia de aminoacidos
tiene una homologia de aproximadamente del 45% con la del CRF. Estos péptidos fueron
clonados de tejidos de rata y de humano (Donaldson et al. 1996, Vaughan et al. 1995) y
existen tres tipos: la urocortina | (UCN-I) y las urocortinas Il y Il (UCN-Il y UCN-III,
respectivamente, también llamadas estrescopinas) (Taché y Bonaz 2007, Hilhouse vy

Grammatopoulos 2006, Hauger et al. 2006, Dautzenberg y Hauger 2002).
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La expresion de estos péptidos analogos tanto en el cerebro como en los tejidos
de la periferia es diferencial, sin embargo, su actividad se asemeja a la del CRF, pues

pueden activar de manera especifica a los receptores para el CRF: CRF; y CRF, (Taché

y Bonaz 2007).

Sistema
Nervioso
Central

Regién cortical y
limbica

Neurotransmisor

ACTIVIDAD NORMAL

Respuesta auténoma
Respuesta inmune
Comportamiento
Respuestas emocionales

Respuestas cognitivas

DESORDENES

Depresion

Ansiedad

Estrés

Desordenes conductuales
Anorexia nervosa

Fatiga

Panico

Desorden del suefo

Sistemas
fisiologicos

Accion
hormonal

Regulador de homeostasis
Balance energético
Metabolismo

Sistema inmune

Dafios en 6érganos vitales

Insuficiencia renal
Neurodegeneracion

Cambios cardiovasculares

Implantacion del 6vulo
fecundado

Tabla 1. Efectos del CRF en el Sistema Nervioso Central y en algunos sistemas fisiolégicos:
actividad normal y desérdenes causados por su hipersecrecion.

2.4 Receptores para CRF: CRF; y CRF,

Los receptores para el CRF pertenecen a la superfamilia de receptores de siete
dominios transmembranales, también llamados receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs, del inglés G Protein-Coupled Receptors). A la fecha se han caracterizado dos
tipos de receptores: el CRF4 y el CRF;, que varian tanto en su distribucion en los tejidos,
como en su afinidad por los ligandos (Taché y Bonaz 2007, Hauger et al. 2006, Hillhouse
y Grammatoupoulos 2006, Perrin y Vale 1999, Chalmers et al. 1995), lo cual es
importante para la regulacion de respuestas endécrinas y conductuales (Charmandari et
al. 2005).

La similitud entre ellos es del 70% y estan codificados por genes distintos. Sin
embargo, ambos pertenecen al grupo B de los GPCRs (Taché y Bonaz 2007, Hillhouse y
Grammatoupoulos 2006, Perrin y Vale 1999) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica del
prototipo de la familia B de los GPCRs.
Dentro de esta familia se encuentran los
receptores relacionados con el receptor de
glucagén. La familia esta compuesta por
aproximadamente 20 miembros diferentes que
se caracterizan por su largo extremo N-
terminal donde pueden ser reconocidas
hormonas como calcitocina, glucagon y CRF.
(Modificado de Kalakowski 1994; Kalakowski et
al. 1994).

El receptor CRF,, codificado en el cromosoma 7p21p15 (Meyer etal. 1997) y
compuesto por 397-438 aminoacidos, es el receptor del cual se conoce menos. Presenta
tres isoformas generadas por splicing alternativo: CRF,,, 3y ,. Se expresa en el nucleo
hipotalamico ventromedial, en la amigdala, el tallo cerebral, las glandulas suprarrenales,
ovarios, testiculos, endometrio, miometrio, en la vascularizacién periférica, placenta,
tejido adiposo, corazén, piel, en musculo cardiaco y esquelético, asi como en el tracto
gastrointestinal (Slominski et al. 2006, Charmandari et al. 2005, Dautzenberg y Hauger
2002) (Figura 3). Aunque se sabe que tiene mejor afinidad por UCN-II y UCN-III,
recientemente se ha visto que también puede ser activado por el CRF y UCN-I (Tache y
Bonaz 2007, Chen et al. 2005).

El receptor CRF,;, por su parte, se codifica en el cromosoma 17912922
(Vamvakopoulos & Sioutopoulou, 1994) y esta compuesto por 415 aminoacidos. Puede
expresarse en la parte anterior de la pituitaria, en el nlcleo hipotalamico lateral,
hipocampo, talamo, corteza, cerebelo, glandulas suprarrenales, musculo esquelético,
musculo liso, corazén y piel (Hillhouse y Grammatopoulos 2006, Slominski et al. 2006,
Charmandari et al. 2005) (Figura 3). Este receptor, a diferencia del receptor CRF,,
solamente puede activarse por la unién del CRF y la UCN-I.

Al parecer, el CRF tiene una afinidad 10 a 40 veces mayor por el receptor CRF;
que por el receptor CRF,, mientras que las urocortinas presentan mejor afinidad por el
receptor CRF, (Tache y Bonaz 2007, Chen et al. 2005, Vaughan et al. 1995).

En sus mecanismos de transduccidén, ambos receptores activan la cascada de
sefalizacion mediada por la proteina Gs, que activa a la Adenil Ciclasa (AC) y
consecuentemente a la proteina cinasa A (PKA, por sus siglas en inglés Protein Kinase
A) (Arborelius et al. 1999, Grigoriadis et al. 1996, Chalmers et al. 1995). Sin embargo, se
ha visto que presentan una influencia dependiente del tejido para su senalizacion (Taché
y Bonaz 2007, Hillhouse y Grammatopoulos 2006), que asimismo, se encuentra

relacionada con los efectos fisioldgicos que ejerce cada uno de los receptores.
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RECEPTOR

Cromosoma

UCN-I

UCN-II

17912922

UCN-III

7p21p15

Aminoacidos

415-446

397-438

Variantes de

“Splicing”

Fucional: CRF1,

CRFig, 6, n (N-terminal)
CRF 1, £ (intracelulares)

CRF 44 (tfransmembranales)

No funcionales:

CRF2,
C:RFZ[)Y c

(variantes del N-terminal)

Distribucion

Central

Pituitaria anterior
Nucleo Hipotalamico Lateral
Locus Ceroleus
Hipocampo/Amigdala
Talamo
Neocortex
Cerebelo

Nucleo Ventromedial
Hipotalamico
Terminales estriadas
Septo Lateral
Rafé Dorsal
Tallo Cerebral

Nucleo mesencefalico

Distribucion

Periférica

Figura 3. Tipos 1y 2 del receptor para CRF. Se muestra la afinidad diferencial por los ligandos:
CRF y sus analogos (UCN-I, Il y 1l), asi como las caracteristicas principales de cada uno de estos

Glandula Adrenal
Ovarios/Testiculos
Piel
Endomietrio y Miometrio
Placenta
Tejido adiposo
Bazo
Corazon

Células del sistema inmune

Vasculatura Periférica
Corazon
Musculo esquelético y liso

Tracto Gastrointestinal

receptores en humanos (Modificado de Taché y Bonaz 2007; Taché y Bonaz 2007).
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Mientras que el receptor CRF; se encuentra relacionado con la respuesta ante
estrés a través de su participacion en el eje HPA, el receptor CRF, parece tener efectos
antagonicos, pues su actividad disminuye el comportamiento de ansiedad y estrés (Coste
et al. 2000, Kishimoto et al. 2000, Hauger et al. 2006).

Ademas de esto, la sobre-expresiéon del receptor CRF; se asocia con
enfermedades endocrinas, psiquiatricas, neurolégicas e inflamatorias (Hauger et al. 2006,
Hillhouse y Grammatopoulos 2006) y dichos efectos pueden ser aumentados por la
hipersecrecion de su ligando, el CRF (Arborelius et al. 1999). El receptor CRF,, por su
variabilidad y expresion, se vincula mas con efectos que disminuyen las respuestas
activadas por el receptor CRF4. Por esta razén, en este trabajo nos enfocaremos al

estudio del receptor CRF.

2.5 Estructura del receptor CRF;

El receptor CRF,; de mamiferos esta compuesto por 415 aminoacidos. El gen de
este receptor ha sido clonado en humanos, rata, raton, tupaya, hamster, borrego, ovino,
bovino, pollo y en mono rhesus (Hillhouse y Grammatopoulos 2006, Oshida et al. 2004,
Pisarchik y Slominski 2002, Perrin y Vale 1999, Palchaudhuri et al. 1998, Myers et al.
1998, Yu et al. 1996, Vita et al. 1993, Chen et al. 1993).

Tiene ocho isoformas generadas por splicing alternativo (Figura 4) de las cuales,
solamente el receptor CRF4, es funcional. El resto de las isoformas generadas carecen
de exones que al parecer son relevantes para que el receptor pueda adquirir una
confomacién activa, y una a su ligando, o bien, para interaccionar con otras proteinas. La
razon por la cual estas isoformas se han conservado, aun se desconoce. (Hillhouse y
Grammatopoulos 2006, Slominski et al. 2006, Nabhan et al. 1995).

En su parte extracelular, el receptor CRF; posee varias caracteristicas
importantes: un extremo N-terminal largo caracteristico de los GPCRs clase B; sitios de
glicosilacién que se encuentran involucrados con su expresion y localizacién en la
membrana plasmatica, y multiples residuos de cisteinas formando puentes disulfuro en
sus asas extracelulares (Hillhouse y Grammatopoulos 2006).

Aunque estos motivos también participan en la unién del ligando al receptor,
recientemente se encontraron tres regiones que al parecer mejoran la afinidad por el CRF
al receptor: la primera de ellas, y probablemente la mas relevante, esta conformada por la
tercer asa extracelular en conjunto con el quinto dominio transmembranal, y las otras dos
se encuentran en la segunda asa extracelular, en los aminoacidos 175-178 y en la
Histidina 189 del receptor CRF, (Liaw en 1997).




Variantes del Receptor
CRF,; en Humanos

Delecién Delecion
Exén 3 Exén 6

Delecion Exén 11 y
parcialmente eones 10y 12

Delecién
TR T e g T A T A LT T .
(=7 B8 B(® B0B(T B2 B3 B4 6~

%

nmov VooV

Figura 4. Isoformas generadas por “splicing alternativo” en el receptor CRF;. A partir del gen
que codifica para el CRF/R se pueden generar ocho variantes exénicas y estructurales, de las
cuales, el CRF,,R (sefialada en circulo) es la isoforma funcional y por tanto, la que se utilizara en
este trabajo. (Modificado de Hillhouse y Grammatopoulos 2006; Hilhouse y Grammatopoulos
2006).

Como parte de la familia de los GPCRs, el receptor CRF; se acopla a las
proteinas G heterotriméricas Gs y G, (Hillhouse y Grammatopoulos 2006, Hauger et al.
2006, Slominski et al. 2006). Los sitios de union del receptor CRF, a estas proteinas, se
encuentran principalmente en la tercer asa intracelular (IC3, del inglés third Intra-Cellular
loop) (Figura 5). Es en este mismo sitio, ademas de algunos otros localizados en la cola
carboxilica (C-terminal), donde el receptor puede ser fosforilado por las cinasas de
receptores acoplados a proteinas G (GRKs, por sus siglas en inglés G-protein coupled
receptor kinases) en residuos de serina/treonina para llevar a cabo su regulacion,
principalmente por internalizacién (Hauger et al. 2006, Teli et al. 2005).

De manera interesante, estos sitios son semejantes en los dos tipos de receptores
para CRF (CRF; y CRF,), lo cual podria ser evidencia de que los mecanismos de
regulacion han sido conservados (Hillhouse y Grammatopoulos 2006).

También existen otros sitios potenciales de fosforilacion por la proteina cinasa C
(PKC por sus siglas en inglés Protein Kinase C), los cuales se hallan en la primera y
segunda asas intracelulares, y en los ultimos residuos de la cola carboxilica del receptor
(Oakley et al. 2007, Hillhouse y Grammatopoulos 2006, Teli et al. 2005) (Figura 5). Estas
regiones, también podrian ser fosforiladas por PKA, sin embargo, esto todavia no se ha
estudiado detenidamente (Teli et al. 2005).
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En otros GPCRs, lo sitios de fosforilacion de la segunda asa intracelular participan
en la union de proteinas reguladoras como la B-arrestina, que modula la internalizacion.
El papel que tienen estos sitios de fosforilacion en la actividad del receptor CRF, aun se
desconoce, sin embargo, es muy probable que también se encuentren asociados con la
regulacion del receptor. (Oakley et al. 2007, Hillhouse y Grammatopoulos 2006, Teli et al.
2005, Hauger et al. 2003).

N-Terminal @CCOCOOCOOOOCICIOO00CO000eCOCOO00O0CH

SOCO0000000 LB EEEEE

(] [ ]

T8 78 a1 &3 ‘-r'_'_-_‘_"-._‘
Je_m o a
OREDEDDEREDO00.. Saco de unién del
> & receptor CRF,

Dominio selectivo de unién a
ligando en el receptor CRF,

Dominio selectivo de unién a

ligando en el receptor CRF, \
EC3

REGION
EXTRACELULAR

MEMBRANA

REGION
INTRACELULAR

~hEJ 305
Sitio potencial =N 3 T = (r')"J
A RCOTCUCUNE

Sitio de acoplamiento a G,

Sitio potencial para PKC Sitio potencial para PKC

Figura 5. Estructura del receptor CRF; en humanos. Se indican los residuos de aminoacidos
importantes para la regulacién de la actividad del receptor. En la parte extracelular se sefialan los
sitios de union a su ligando, mientras que en la parte intracelular se muestran los residuos de
serina y treonina (circulos rojos) potenciales para la fosforilacion del receptor. (Modificado de
Hauger et al. 2006; Hauger et al. 2006).

2.6 Vias de Senalizacién activadas por el receptor CRF,

La senalizacidon comienza con la unién del ligando al receptor. Una vez que el
receptor se encuentra activado, éste presenta cambios conformacionales que, ademas de
aumentar su afinidad por el ligando, le permiten el acoplamiento de las proteinas G
heterotriméricas, de las cuales se encuentra bien caracterizada la unién de G ¥ Ggs al
receptor CRF; (Hillhouse y Grammatopoulos 2006, Hauger et al. 2006, Slominski et al.
2006). Dicha interaccion promueve el recambio de GDP por GTP en la subunidad a de la

proteina G, ocasionando que se disocie esta subunidad del complejo By.
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De esta manera, la subunidad G, puede activar a otras proteinas involucradas en
el incremento de segundos mensajeros capaces de estimular la actividad de proteinas

efectoras que terminan la sefializacion con la transcripcion de genes en el ndcleo celular.

a) Acoplamiento del receptor CRF, a la via de G,s/AC/PKA

Algunos estudios demuestran que el acoplamiento de G,/AC/PKA es la via
preferencial de los receptores para CRF (Hillhouse y Grammatopoulos 2006), pues al
parecer, cuando la proteina G,s se une al receptor, la afinidad por el ligando se
incrementa hasta 1300 veces (Hauger et al. 2006). Mediante esta via, la proteina G
estimula la actividad de la Adenil Ciclasa la cual a su vez incrementa la produccién del
segundo mensajero denominado AMP-ciclico. Este, al activar a la PKA, desencadena la
amplificacién de la sefal activando factores transcripcionales como CREB, AP-1 y NF«kb
(Slominski et al. 2006, Dautzenberg et al. 2002) (Figura 6).

PI{4.5)P,

" Transcripcién de

Genei

Figura 6. Vias de Senalizacion del receptor CRF,; mediadas por las proteinas Gs y Gq. El
recambio de GDP por GTP en la subunidad a de la proteina G permite la disociacién del complejo
heterotrimérico. Mediante la proteina Gs se activa la via de AC/PKA, mientras que la proteina Gq
activa la via de PLC/PKC. Las proteinas efectoras: PKC y PKA terminan con la sefializacion al
activar factores de transcripcién de genes en el nicleo.
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b) Acoplamiento del receptor CRF, a la via de G,4/PLC/PKC

El receptor CRF; también puede acoplarse a la proteina G,q. Por este mecanismo
se activa la fosfolipasa C o PLC (por sus siglas en inglés Phospho Lipase C), que al
hidrolizar fosfolipidos de membrana (Fosfatidil inositol 4, 5 bisfosfato 6 PIP2), forma dos
segundos mensajeros: el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5 tris-fosfato (IP3). Este
ultimo interacciona con receptores que se encuentran en la membrana del reticulo
endoplasmico, liberando Ca* al medio intracelular. El Ca®*, junto con el DAG, activan a la
PKC, que es un amplificador de la sefial celular involucrado en la transcripcion de genes
(Hillhouse y Grammatopoulos 2006, Hauger et al. 2006, Slominski et al. 2006, Teli et al.
2005) (Figura 6).

2.7 Mecanismos de Desensibilizacion e Internalizacion del

Receptor.

Muchos estudios han demostrado que la sefializacién de los GPCRs mediada por
la unidén del ligando es rapidamente atenuada por un mecanismo denominado
“desensibilizacion” (Oakley et al. 2007, Lefkowitz 2007, Luttrell 2006). Ante un estimulo
continuo ocasionado por la presencia de una alta cantidad del ligando, los GPCRs
presentan un mecanismo para disminuir su capacidad de ser estimulados nuevamente.
Cuando la concentracién de ligando disminuye, los receptores vuelven a su estado
habitual, permitiendo la “resensibilizacién”. Estos cambios surgen como un mecanismo de
regulacion que previenen la actividad constitutiva de los receptores.

Existen dos vias distintas de desensibilizacién: la desensibilizacién homdloga y la
desensibilizacion heterdloga. Si la regulacion del receptor se inicia por accién de su
ligando, se habla de un mecanismo de desensibilizacion homologa, mientras que si este
mecanismo se lleva a cabo en ausencia de su ligando, entonces se ftrata de
desensibilizacion heteréloga. Ambos tipos de regulacién requieren de la fosforilacion del
receptor (Lefkowitz 2007, Luttrell 2006).

En el caso de la desensibilizacidn homdéloga, la union del ligando provoca que las
cinasas de receptores asociados a proteinas G se transloquen en la membrana
plasmatica, donde pueden fosforilar al receptor, principalmente en residuos de
serina/treonina que se encuentran en la tercer asa intracelular y en el extremo carboxilo
terminal (Oakey et al. 2007, De Wire et al. 2007, Hupfeld y Olefsky 2007, Reiter y
Lefkowitz 2006, Luttrell 2006, Teli et al. 2005, Shenoy y Lefkowitz 2005, Krasel et al.
2004) (Figura 7).
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Dicha fosforilacion, al parecer genera un cambio conformacional en el receptor
que promueve el reclutamiento de las proteinas denominadas arrestinas (Figura 7 y 8),
mismas que al competir por el sitio de union a las proteinas G, terminan con la
sefalizacion mediada por el agonista (Oakley et al. 2007, Lefkowitz et al. 2006, Shenoy y
Lefkowitz 2005, Krasel et al. 2004, Reiter y Lefkowitz 2006, Ferguson 2001).

Resensibilicacién
o Reciclaje

Degradacion en

Lisosomas
(Regulacion Hegativa)

Descensibilizacid
Homéloga

Vesiculas
Recubiertas de

Clatrina Proteinas
,¥ Efectoras
:  MAPKs 7?7

Eliminacidn de la
Cubierta de Clatrina.

Defosforilacion

P

Figura 7. Mecanismos de regulaciéon del receptor CRF,. Las proteinas GRKs fosforilan al
receptor activado por su ligando, con lo cual se promueve la traslocacion de la B-arrestina a la
membrana plasmatica. La B-arrestina recluta a otras proteinas involucradas en la formacion de
vesiculas de clatrina como a la dinamina y la AP2; para que el receptor sea internalizado. Durante
este proceso, la unién de la B-arrestina al receptor impide el acoplamiento de las proteinas G
(Desensibilizacion Homdloga); la B-arrestina se desprende, llevando a una posible activacion de
vias de sefializacion alternas; y finalmente, a través de la desfosforilacion del receptor cuando se
encuentra en los endosomas, éste se degrada en lisosomas (Regulacion Negativa) o se recicla
hacia la membrana plasmatica (Resensibilizacion).
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Las arrestinas funcionan ademas como proteinas adaptadoras para formar la
maquinaria endocitica compuesta por la proteina adaptadora AP2, la guanosin-
trifosfatasa pequefia ARF6 y su factor de recambio de nucledtidos de guanina ARNO, las
proteinas de fusion sensibles a N-etilmaleimida y la clatrina (Shenoy y Lefkovitz 2005).
Este complejo proteico localizado alrededor del receptor, forma las vesiculas recubiertas
de clatrina, mientras que una proteina G monomérica que se encuentra en el citosol y
que se conoce como dinamina, se ensambla en el cuello de la vesicula para extrangular a
la vesicula y separarla de la membrana plasmatica y que de esta manera pueda llevarse
a cabo la endocitosis del receptor.

La consecuente desfosforilacidon del receptor en los endosomas ayudara a que las
proteinas del complejo en la vesicula se despolimericen, dejando a la vesicula libre para
que se recicle y se fusione nuevamente con la membrana plasmatica y que asi, el
receptor pueda seguirse activando por su agonista (resensibilizacion o reciclaje); o bien,
para que éste sea degradado al fusionarse la vesicula endocitica con la membrana de los
lisosomas y que van a digerir su contenido (regulacion negativa) (Figura 7) (Oakley et al.
2007, Shenoy y Lefkowitz 2005, Krasel et al. 2004, Reiter y Lefkowitz 2006, Ferguson
2001).

Cuando se descubri6 la B-arrestina, ésta fue identificada como una proteina que
inducia la internalizacién de los GPCRs, bloqueando su sefalizacién. Sin embargo, mas
tarde se encontré que la B-arrestina también podia unirse a proteinas de regulacion y
cinasas implicadas en diferentes vias de senalizacion (Lefkowitz 2007, Luttrell 2006,
Shenoy y Lefkowitz 2005, Pierce y Lefkowitz 2001). Estudios recientes con los receptores
B, adrenérgicos (B2AR) y con el receptor tipo 1A para angiotensina Il (AT4) demuestran
que, si bien la interaccién de B-arrestina con el receptor inhibe las vias de sefializacion
mediadas por proteinas G, esta condiciéon también puede activar vias alternas. Este
mecanismo de sefializacion se caracteriza por la formacion de complejos proteicos con
los GPCRs. De esta manera, la nueva maquinaria formada es capaz de activar a otras
proteinas efectoras entre las cuales se ha visto involucrada a la cinasa Src (c-Src) (Figura
7) (Oakley et al. 2007, De Wire et al. 2007, Kohout y Lefkowitz 2006, Shenoy y Lefkowitz
2005, Lefkowitz et al. 2004, Ferguson 2001).

2.8 B-Arrestinas.

Las arrestinas son proteinas que se descubrieron a finales de los afios 80’s como
proteinas involucradas en la desensibilizacién de los GPCRs. La primera fue encontrada
estudiando al receptor para rodopsina, y ésta fue llamada “arrestina visual” o arrestina-1.
Estudios moleculares posteriores revelaron la presencia de dos isoformas que son afines
por el receptor B,AR, y a estas les llamaron: B-arrestina 1 y 2 (o arrestinas 2 y 3,

respectivamente).
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Mientras que la arrestina-1, es exclusiva de los receptores para rodopsina, las -
arrestinas 1y 2 pueden interaccionar con otros GPCRs para inducir su internalizacién (De
Wire et al. 2007). El porcentaje de identidad entre las B-arrestinas 1y 2 es del 78%, pues
varian en tan solo ocho aminoacidos de la cola carboxilica y poseen dominios muy
semejantes de union a otras proteinas. En el extremo amino se encuentran dos sitios de
unién a cinasas como c-Src (SH1 y SH3), mientras que los sitios de uniéon a proteinas
involucradas en la internalizacion del receptor (AP2 y clatrinas) se encuentran en la cola
carboxilica (Figura 8).

Las B-arrestinas regulan la actividad de la mayoria de los GPCRs, sin embargo, la
afinidad de las isoformas de B-arrestina por los distintos receptores varia. Al parecer, la -
arrestina2 se encuentra mas relacionada con la regulacion del B,AR, en cambio, la
actividad del receptor AT 4R puede ser regulada por ambas isoformas (De Wire et al.
2007, Holmes et al. 2006, Reiter y Lefkowitz 2006).

Las B-arrestinas también tienen un papel importante en la regulacion del receptor
CREF,. Después de la activacion del receptor, tanto la B-arrestina1l como la p-arrestina2 se
reclutan en la membrana plasmatica y se unen en los sitios fosforilados por GRKs
(principalmente GRK 3 y GRK 6) o por PKC. De esta manera, el receptor queda
desensibilizado en aproximadamente el 60% de su sefalizacion (Oakley et al. 2007,
Holmes et al. 2006, Perry et al. 2005, Rasmussen et al. 2004, Hillhouse vy
Grammatopoulos 2006).

N-terminal C-terminal

_——— f eeee——— ee——— B ee——y

R-arrestina 1 R1 . .

1

R-arrestina 2 R1
1

Src-SH3 Clatrina

Src-SH1 JNK3 NSF
Ask1 (¢, Otras MAPKKKs?) Mdm2
(¢ Otras MAPKKKs?)

Figura 8. Esquema representativo de la estructura de las p-Arrestinas 1 y 2. Se sefalan los
extremos amino y carboxilo terminal, los sitios de unién para las proteinas involucradas en la
formacién de la maquinaria endocitica (Clatrinas y AP2), asi como las regiones sugeridas para el
pegado de proteinas de sefializacion (Src, JNK3, etc.) (Modificado de Lefkowitz y Luttrell 2002;
Luttrell y Lefkowitz 2002).
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A pesar de que ambas isoformas participan en la regulacién del receptor CRF4,
parece ser que la B-arrestina2 se encuentra mas involucrada en los mecanismos de
activacién de vias independientes de proteinas G al unirse en sitios especificos de la
tercer asa intracelular y de la cola carboxilica del receptor (Oakey et al. 2007).

Los sitios de fosforilacion en los GPCRs son importantes para su interaccién con
las B-arrestinas, pues ayudan a que los receptores sufran cambios conformacionales que
les permiten mejorar su afinidad con otras proteinas que podrian estar participando en
vias de sefalizacion independientes de proteinas G (Perry et al. 2005). Puesto que la
afinidad de las B-arrestinas con los distintos GPCRs es diferencial, estos receptores se
clasifican en dos clases: A y B. Los receptores que pertenecen a la clase A son menos
afines por la B-arrestina; cuando la vesicula de clatrina se internaliza, no va acompanada
de B-arrestina, haciendo que el receptor se recicle rapidamente. En cambio, en los
receptores del tipo B, la B-arrestina permanece unida al receptor, se internaliza con éste y

por tanto, tarda mas tiempo en volver a la membrana plasmatica (Figura 9).

(1) Desensibilizacion

Vesicula
Recubierta

Vesicula de
Reciclaje

Compartimento
vesicular acidificado

Reciclaje lento Degradacién

Degradacion

:. @

€) Reciclaje / Regulacion Negativa

Figura 9. Papel de las f-arrestinas en la desensibilizacién, secuestro y trafico intracelular de
los GPCRs de clase A y B. El receptor activado por su agonista (H) se fosforila por GRKs,
promoviendo el reclutamiento de p-arrestina. Estas ultimas compiten por el sitio de union a
proteinas G e impiden que se activen otras proteinas efectoras (E). Las p-arrestinas ademas, se
unen a las proteinas que forman las vesiculas de clatrina, mientras que la dinamina inicia el
proceso de estrangulacion al cerrar las vesiculas formadas. Los GPCRs se clasifican en: ‘Clase B’,
si la p-arrestina forma un complejo estable con el receptor (reciclaje lento); y los de la ‘Clase A’, si
la p-arrestina se disocia rapidamente, por la consecuente desfosforilacién (reciclaje rapido)
(Modificado de Lefkowitz y Luttrell 2002; Luttrell y Lefkowitz 2002).
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Ademas de esto, los receptores que pertenecen a la clase B, poseen un motivo de
serina/treonina en la cola carboxilica que ayuda al acoplamiento de B-arrestina con el
receptor. Este motivo no se encuentra en los receptores de clase A, y de manera
interesante, estos receptores reclutan preferencialmente a la B-arrestina2, mientras que
en los de clase B, pueden unirse a cualquiera de estas isoformas (Reiter y Lefkowitz
2006, Oakey et al. 2000).

El receptor CRF; y los receptores (B, y ai, adrenérgicos pertenecen al tipo A,
mientras que el receptor ATa y €l receptor tipo 2 para vasopresina (V) pertenecen al tipo
B (Oakey et al. 2007, De Wire et al. 2007, Holmes et al. 2006, Rasmussen et al. 2004).

Estudios moleculares que han demostrado la presencia de sitios en las B-
arrestinas, para su union con proteinas efectoras (Tabla 2 y Figura 10), sugieren que

éstas son capaces de activar vias de sefializacion a través de los GPCRs.

Consecuencia funcional

Proteina de union Isoforma de B-arr

Proteinas de trdfico
Endocitosis
Endocitosis
Endocitosis y reciclaje.

Clatrina B-arr 1, 2
AP2 B-arr 1, 2
NSF B-arr1

G pequenas/GEFs

ARF6
ARNO
Ral-GDS

RhoA

Componentes de la
cascada de MAPK

ASK1
c-Raf-1
JNK3

ERK2

Torosinas-cinasas
c-Src
Yes
Hck

Fgr

B-arr 2 >>> 1
B-arr 2
B-arr 1, 2

B-arr 1

B-arr 1, 2
B-arr 1, 2
B-arr 2 >>> 1

B-arr 1, 2

B-arr 1, 2
B-arr 1

B-arr 1

B-arr 1

Endocitosis

Endocitosis

Cambios en el citoesqueleto
mediados por Ral

Formacion de fibras de estrés
dependientes de Ang Il

Proteinas de senalizacion

Activaciéon de JNK3 y p38
Activacion de ERK
Estabilizacion de pJNK en
endosomas

Estabilizacion de ERK en
endosomas

Endocitosis, activacion de ERK
Activacion de Gqq Yy transporte
de GLUT4

Exocitosis de granulos en
neutrofilos

Exocitosis de granulos en
neutrofilos

Tabla 2. Proteinas de union a f-arrestinas 1y 2, y sus efectos ocasionados por la formacion
del complejo. Algunas proteinas de la cascada de MAPK pueden interactuar con las isoformas 1
y 2 de p-arretina, ocasionando la fosforilacion de sustratos que promueven mecanismos como
proliferacién y diferenciacion celular. Asi mismo, a través de algunas cinasas, principalmente las
que pertencen a la familia de Src que pueden activar a las ERK para generar estos mismos
efectos celulares. (Modificado de Shenoy y Lefkowitz 2005; Shenoy y Lefkowitz 2005).
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Asi mismo, se ha visto que algunos de estos receptores, como el receptor B,AR,
el receptor ATqa, el receptor para la hormona paratiroidea (PTHR), e incluso el receptor
CRF4, son capaces de activar cascadas de sefnalizacion alternas, como es el caso de la
via de las MAPKSs (De Wire et al. 2007, Lefkowitz et al. 2006, Rey et al. 2006, Hillhouse y
Grammatopoulos 2006, Brar et al. 2004, Waters et al. 2004, Tohgo et al. 2003, Tohgo et
al. 2002, Miller y Lefkowitz 2001, Rossant et al. 1999).

Se ha sugerido que este mecanismo puede ser a causa de la interaccion directa
de la arrestina con algunas de las MAPKs (De Wire et al. 2007, Shenoy y Lefkowitz 2005)
(Tabla 2), sin embargo, no en todos los casos se conoce si la B-arrestina se encuentra
involucrada en dicha activacion, y de ser asi, de qué manera lo hace. Lo que si es
evidente, es que se requiere de la union del agonista al receptor (Figura 10), y en
ocasiones, de su fosforilacion e internalizacion (Oakey et al. 2007, Lefkowitz 2007, De
Wire et al. 2007, Hupfeld y Olefsky 2007, Krasel et al. 2004).

. B
_Dominio-N Mdm2, ASK

Cambios conformacionales
en B-arrestina

[f-arrestina
7]

C-terminal no expuesto [ C-terminal expuesto

Figura 10. Modificaciones estructurales que sufren las S-arrestinas al interaccionar con un
GPCR activado por su ligando y fosforilado por GRKs. A) Conformacion tridimensional de la f-
arrestina. B) Sitios de unién a proteinas efectoras. C) Fosforilacion del GPCR y su unién con f-
arrestina. Esta interaccién provoca cambios conformacionales en la f-arrestina, de manera que los
dominios de unién a proteinas efectoras quedan expuestos. Por ello, la p-arrestina se considera
una proteina adaptadora con potencial de desencadenar sefializacion alterna mediante su unién
con los GPCRs. (Modificado de Lefkowitz 2003; Lefkowitz et al. 2003).
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Otro mecanismo que se encuentra mejor caracterizado, es el denominado
“transactivacion”. Se trata de un proceso en el que los GPCRs desencadenan una
sefalizacién que activa a los receptores con actividad de cinasa de tirosina, y en el cual
podrian estar participando cinasas como la Src e incluso la B-arrestina (De Wire et al.
2007, Natarajan y Berk 2006, Jafri et al. 2006, Shenoy y Lefkowitz 2005, Slomiany y
Slomiany 2004, Waters et al. 2004, Luttrell y Luttrell 2003, Tohgo et al. 2003, Tohgo et al.
2002, Miller y Lefkowitz 2001).

2.9 Transactivacion de Receptores con actividad de cinasa de

tirosina.

Los receptores con actividad de cinasa de tirosina o RTKs (por sus siglas en
inglés Tirosin Kinases Receptors) son un tipo de receptores que, como su nombre lo
indica, tienen actividad intrinseca de cinasa de tirosina, pues poseen en su parte
intracelular una region catalitica que permite la autofosforilacion del receptor y de otros
sustratos proteicos. En presencia del agonista, los dominios con actividad de cinasa
fosforilan a los residuos de tirosina del receptor (fosfotirosina), los cuales al ser
fosforilados, promueven la formacién y reclutamiento de un complejo proteico (Shc-Grb2-
SOS) importante para iniciar la sefializacidon del receptor en la que se activan proteinas
que son fosforiladas en secuencia lineal.

Estos receptores pueden ser activados por estrés o por la accidén de citocinas, sin
embargo, los ligandos mas frecuentes para RTKs son factores de crecimiento (Figura 11)
como: el factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés Epidermal Growth Factor), el
factor derivado de plaquetas (PDGF, del inglés Platelet Derivated Growth Factor), la
interleucina 1 (IL-1, del inglés Interleucin-1), etc. El ligando, al unirse al receptor, favorece
la dimerizacion para que se lleve a cabo la transfosforilacion.

Posteriormente, dependiendo del estimulo inicial, se activa una de las cuatro vias
de las MAPKs. Las cinasas de dicha cascada se fosforilan en secuencia lineal, para
finalmente activar diversos factores transcripcionales involucrados con proliferacion,
diferenciacion y apoptosis (figura 11).

Una de las vias de senalizacion que se activan por la union del agonista a su
receptor (el receptor para EGF, por ejemplo), es la cascada de MAPKs (Figura 12). El
complejo Shc-Grb2-SOS activa a la proteina Ras, misma que recluta a la proteina Raf, la
primer cinasa Ser/Thr de la cascada de sefializacién, que fosforila a MEK para que esta a
su vez pueda activar a las ERK 1 y 2. Cuando estas ultimas se activan, se translocan al
nucleo en donde regulan la actividad de diversos factores de transcripcion como Jun, Fos
y Myc (Leroy et. al 2007, Roberts y Dell 2007, Dhillon et al. 2007, Pearson et al. 2001,
Chang y Karin 2001).
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Figura 11. Cascadas de MAPK en mamiferos. Existen cuatro principales cascadas. Mientras que
la via de ERK se activa comunmente por factores de crecimiento, las vias de JNK, p38 y ERK5 se
activan por estrés ambiental, incluyendo shock osmoético y radiacién ionizante. Muchos de los
sustratos de MAPKs corresponden a factores de transcripcion nucleares (Modificado de Roberts y
Dell 2007; Roberts y Dell 2007).

Factores de
transcripcion

Figura 12. Cascada de Senalizacion de
las MAPKs (Mitogen Activated Protein
Kinases) La sefializacién comienza con
la unién del ligando, que corresponde a
un factor de crecimiento (EGF), esto
induce a la dimerizacion de los
receptores para EGF. Una vez que el
receptor se encuentra activado por su
ligando, los residuos cataliticos del
receptor se encargan de fosforilar a los
residuos de tisorina, promoviendo el
reclutamiento de proteinas efectoras que
son activadas en secuencia lineal. La
respuesta termina con la transcripcion de
genes en el nucleo que se encuentran
involucrados con procesos de
diferenciacién y proliferaciéon celular,
principalmente (Modificado de Roberts y
Dell 2007; Roberts y Dell 2007).
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Dentro de la familia de las MAPKs, las ERKSs, son las proteinas a las cuales se le
ha atribuido la capacidad de inducir crecimiento y diferenciacion celular (Sugden y Clerk
1997, Cowley et al. 1994). Pero no solamente estos procesos han sido identificados, sino
también proliferacion, supervivencia, desarrollo y transformacion, asi como control del
ciclo celular (De Wire et al. 2007, Pearson et al. 2001, Chang y Karin 2001).

Ya se habia visto que los agonistas de muchos GPCRs como el &cido
lisofosfatidico, la trombina, la endotelina-1, el carbacol o bombesina, regulan procesos
como el crecimiento, diferenciacion y transcripcion genética mediante la via de
sefalizacion de Ras-MAPK (Dhanasekaran et al. 1998). También la mutacion de estos
receptores se encuentra asociada a la transformacioén de varios tipos celulares (Xu et al.
1994, Allen et al. 1991), y a la aparicion de otras formas tumorales (Lyons et al. 1990,
Parma et al. 1993). A nivel molecular, se sabe que la cascada de MAPKs puede ser
activada no solamente a través del ligando de los RTKs, sino que también por medio de
la activacion de los GPCRs. A este mecanismo, de activacion de los RTKs se le
denomina “transactivacion” (Pyne et al. 2004, Daub et al. 1996).

En distintos GPCRs vy tipos celulares puede ocurrir este proceso (Natarajan y Berk
2006, Ferry et al. 2005, Piiper y Zeuzem 2004, Schafer et al.2004, Fergusson 2003, Saito
y Berk 2001, Liebmann y Bohmer 2000, Daub et al. 1996); los receptores B, adrenérgicos
(Karkoulias et al. 2005, Askari et al. 2005, Cussac et al. 2002, Maudsley et al. 2000,
Zhong y Minnerman 1999), el receptor AT, (Olivares-Reyes et al. 2005, Lefkowitz et al.
2004, Thogo et al. 2002) y el receptor para la hormona paratiroidea (PTHR) (Sneddon y
Friedman 2007, Gesty-Palmer et al. 2006, Rey et al. 2006, Lederer et al. 2000), son los
que mas se han estudiado en la transactivacion del receptor para el EGF. Se han
propuesto varios mecanismos para la transactivacion de RTKs, pero en general, es
aceptado que la activacion de la via de MAPKs es dependiente del tipo celular (Prenzel et
al. 2000). Uno de ellos es en el que se involucra la activacion de proteinas efectoras
intracelulares incluyendo a la proteina PYK2 (tirosina-cinasa citoplasmica) (Dikic et al.
1996) y varios miembros de la familia de Src (Figura 13) (Prenzel et al. 2000, Cao et al.
2000, Dikic et al. 1996, Luttrell et al. 1997, Luttrell et al. 1996).

Se ha visto que la cinasa Src se recluta en la membrana plasmatica como
consecuencia de la activacion de algunos GPCRs y al parecer posee sitios de unién a
estos receptores (Cao et al. 2000). También se ha propuesto que puede ser activada por
las subunidades By de algunas proteinas G (Luttrell et al. 1997), o bien, por su interaccion
con las B-arrestinas (De Wire et al. 2007, Millar et al. 2000), y que dicha activacion puede
conducir a la senalizacion de la via de MAPKSs, principalmente de las ERK 1/2, mediante
la fosforilacion directa del receptor para EGF en los residuos cataliticos (Luttrell et al.
1997) o mediante la participacién de PI3K (De Wire et al. 2007, Punn et al. 2006).
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Existen otras evidencias de que las B-arrestinas pueden tener un papel importante
en la amplificacion de la sefal mediada por GPCRs de una manera independiente a la
activacion de proteinas G (Figura 13) (Snedon y Friedman 2007, Lefkowitz 2007, Shenoy
y Lefkowitz 2005, Millar et al. 2000, Luttrell et al. 1996). Existen algunos GPCRs de Clase
B (cuya interaccion con la B-arrestina es estable) en los cuales, la transactivacion es
dependiente de la internalizacion del receptor, y por tanto, de la formacion de complejos
proteicos receptor/p-arrestina con proteinas como Raf, MEK y ERK (Lefkowitz 2007,
Shenoy y Lefkowitz 2005).

En este caso, la activacion dura el tiempo que ERK fosforilado se encuentre
asociado a las vesiculas citosdlicas, generando mecanismos como migracion celular y
quimiotaxis. Pero en el caso de los receptores que tienen una interaccion débil con la
arrestina (Clase A) no se encuentra claro si se requiere de internalizacion y cual es el

mecanismo que activa la via de MAPKSs.
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Figura 13. Transactivacion del receptor de EGF a partir de un GPCR. Varios componentes de
la cascada de sefializacion de algunos GPCRs, como la subunidad By de la proteina G, las
cinasas de la familia de Src, las p-arrs, la PKC, entre otros, podrian estar participando en la
transactivacion del receptor para EGF, para llevar a la activacion de la via de MAPKs y regular
otros mecanismos celulares. Sin embargo, el mecanismo exacto aun se desconoce (Modificado de
Prenzel et al. 2000, Prenzel et al. 2000).

También se ha descrito otro mecanismo en el que la PKC puede activar a la
metaloproteasa (MMP) via Ros y Src. La metaloproteasa actia sobre el complejo EGF-
heparina (HB-EGF), presente en la membrana celular y como consecuencia de esto, se
induce el desprendimiento del EGF al medio extracelular. EI EGF liberado, puede activar
a su receptor EGFR, llevando asi a la senalizacion de la via de MAPKs ((Shah et al.

2006, Penzel et al. 2000) (Figura 14).
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Los ultimos estudios con el receptor CRF4, demuestran que en presencia de su
ligando (CRF), este receptor es capaz de activar la via de MAPKSs, especificamente a las
ERK 1/2. Los mecanismos aun no se conocen bien, sin embargo, diversos autores han
sugerido que puede ser a través de la participacién de la PKC o la PKA (Pedersen et al.
2002), aunque otros estudios revelan que no se requiere de PKA para llevar a cabo dicha

transactivacion (Rossant et al. 1999).

LGP Src
t
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t

PKC/CaZ* Akt Raf
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Sobrevivencia Mf“
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Figura 14. Papel de la metaloproteasa (MMP) en la transactivacion del EGF. La unién de
algunos GPCRs (como el receptor a;AR) con su ligando activan proteinas intracelulares
(PKC/Ros/Src) que tienen un efecto sobre la metaloproteasa. Esta dltima, al actuar sobre el
complejo HB-EGF, induce a la liberacion de EGF, el cual puede activar la via de MAPKs mediante
su interaccion con el receptor EGFR (modificado de Shah et al. 2006; Shah et al. 2006).
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lll. ANTECEDENTES

El CRF es un factor sumamente importante en la regulacion de las respuestas
fisiologicas ante estrés que se activan por el eje HPA. Sus efectos negativos causados
por la hipersecrecion de esta hormona han llevado a la busqueda de sus efectos
moleculares en el ser humano. Evidencias recientes sugieren que la actividad del CRF
también puede estar asociada a la regulacion del crecimiento y diferenciacion celular
(Graziani et al. 2007, Slominsky et al. 2006, Smith y Vale 2006, Zbytek y Slominsky 2005,
Zbytek et al. 2005, Wang et al. 2003), y que este mecanismo ocurre mediante la
activacion de vias proliferativas como la cascada de MAPKs (Kageyama 2007, Hillhouse
y Grammatopoulos 2006, Wang et al. 2003, Cibelli et al. 2001).

Existe evidencia de que a través del estimulo de varios GPCRs es posible activar
algunas cinasas de la cascada de MAPKs, como Raf, MEK y ERK, y que este mecanismo
aparentemente es dependiente de la transactivacion del EGFR, ya sea mediante la
participacion de la metaloproteasa, las cinasas de la familia de Src, la subunidad Gpy, las
B-arrestinas, o posiblemente mediante la participaciéon de PKA o PKC (Leroy et al. 2007,
Faure et al. 1994, Hawes et al. 1995).

Recientemente en nuestro grupo de trabajo se comenzaron a estudiar las vias de
sefalizacion activadas por el receptor CRF; a través de CRF en células COS-7
transfectadas con el receptor. De manera muy interesante encontramos que, al igual que
ocurre con otros GPCRs, el receptor CRF; puede activar la via de las MAPKs,
especificamente de las ERK 1/2. Este dato nos llevé a buscar el mecanismo por el cual
se activa esta via alterna.

El grupo de Prenzel et al. en el 1999, propuso que varios GPCRs pueden llevar a
cabo el proceso de transactivacion del receptor para EGF. Este mecanismo propuesto es
dependiente de la liberacion de EGF del factor HB-EGF activado por una proteina
transmembranal llamada metaloproteasa, que a su vez, se activa por PKA y PKC
(Prenzel et al. 1999). Con el receptor CRF4, nosotros encontramos que este mecanismo
no se encuentra involucrado, en cambio, si observamos la participacion de otros factores
intracelulares que se ilustran en la figura 15 y que a continuacion se describen (Fuentes-
Gonzalez 2007).

Lo primero que hicimos fue probar el inhibidor del receptor para EGF (AG1478)
para determinar la manera en que esta condicion modifica la fosforilacion de las ERK 1/2.
Con este experimento, nosotros encontramos que el CRF requiere de la transactivacion
del receptor de EGF para activar la via de las ERK 1/2. Como control, también
verificamos la actividad de la PI3K detectando la fosforilacién de su sustrato (Akt), tanto

en condiciones normales, como en presencia del inhibidor del receptor para EGF.
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Asombrosamente, observamos que la fosforilacion de Akt no se modifica con el
inhibidor, lo cual indica que la activacién de PI3K puede llevarse a cabo de manera
independiente de la transactivacién del receptor para EGF. Este resultado nos llevd a
preguntarnos si PI3K esta involucrada en la activacion de las ERK 1/2 a través del CRF,
por lo tanto, se utilizé wortmanina (inhibidor de PI3K). Este tratamiento nos dio evidencia
de que PI3K si se encuentra involucrada, pero de manera independiente de la
transactivacion del receptor para EGF (Figura 15). El grupo de Grammatopoulos et al.,
recientemente confirmaron la participacion de PI3K en la activacion de las ERK 1/2 a
través de el estimulo con CRF (Grammatopoulos et al. 2006).

Posteriormente, dada la importancia de las cinasas de la familia de Src en la
activacion de vias proliferativas, se utilizé el inhibidor de ¢-Src (PP2). Dichos resultados
revelaron que esta proteina tiene un papel importante en la activacién de las ERK 1/2
mediada por CRF. Ademas, para discernir la ubicacién de esta cinasa con respecto a
PI3K en la via de senalizacion que nos encontrabamos describiendo, también probamos
la fosforilacion de Akt. Con el tratamiento de PP2, la activacion de esta proteina
disminuy6 significativamente, indicando que la cinasa Src se encuentra rio arriba de
PI3K.

Ademas, en presencia de PP2, la fosforilacion de la MAPKs se abatié por
completo, sugiriendo que la activacion de las ERK 1/2 a través de CRF es un mecanismo
totalmente dependiente de la activacién de c-Src.

Como ya se habia visto la participacion de las subunidad Gy en la transactivacion
del EGFR a través del B,AR (Lefkowitz el al. 2000) y o,AR (Luttrell et al. 1997), también
se pensd en la posibilidad de que ocurriera un mecanismo similar. Por lo tanto, se
transfectd ct-BARK, un fragmento de la proteina GRK 2 que secuestra al complejo Gpy
impidiendo que active a otras proteinas efectoras. Se encontré6 que este complejo
participa en la activacion de las ERK 1/2 mediada por CRF. Entonces determinamos la
fosforilacion de c-Src y de Akt en presencia de ct-BARK y observamos una disminucion
significativa en ambos casos. Esto indica, que el estimulo con CRF libera al complejo
complejo GPy, que activa a c-Src y, consecuentemente a PI3K para llevar a cabo la
fosforilacion de las ERK 1/2 (Figura 15).

Los ultimos datos obtenidos con el uso de la toxina pertussis, revelan la
participaciéon de la proteina G, en el mecanismo hasta ahora descrito (datos no
publicados Olivares-Reyes y Fuentes-Gonzalez 2007).

Es importante mencionar que el uso de ct-BARK disminuye la fosforilacion de las
MAPKSs solamente en un 50% (Figura 16), lo cual sugiere que puede haber un factor mas
involucrado en la activacion de las ERK 1/2 a través del estimulo con CRF que

posiblemente también se encuentre activando a la cinasa Src (Fuentes-Gonzalez 2007).
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Figura 15. Representacion esquematica del modelo propuesto en células COS-7, en donde
el agonista CRF al unirse al receptor CRF; activa la cascada de senalizacion de las ERK1/2.
El receptor CRF; a través del complejo By activa a la proteina cinasa Src, la cual parece estar
involucrada en la activacién de la via PI3K / Akt, cinasas que participan en la activacion de las
ERK1/2. Por otro lado, Src puede también activar a la proteina PYK2 y al receptor para EGF en
sus residuos de fosfo-tirosina 845 (pY 845). Este dltimo activa la cascada de senalizacién de las
MAPK especificamente a las ERK1/2, llevando a proliferacién celular (Fuentes-Gonzalez 2007).

Los estudios realizados con otros GPCRs (B2AR, AT4a y PTHR) demuestran que
un posible mecanismo de transactivacién del receptor de EGF, en el que participan las
proteinas B-arrestinas, principalmente de la p-arrestina2.

En el caso del receptor B,AR, que también pertenece a la clase A de GPCRs, de
acuerdo a su interaccién parcial con la p-arrestina, se ha encontrado que la
transactivacién del receptor de EGF es un mecanismo dependiente de la unién de -

arrestina al receptor, asi como de su internalizacién (Lefkowitz et al. 2006).
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Figura 16. Participacion del complejo By en la fosforilacion de ERK1/2 mediada por el
receptor de CRF Y EGF. La presencia de ct-BARK disminuye el efecto de CRF sobre la
fosforilacion de las ERK 1/2 en aproximadamente el 50% de su sefalizacion. (Modificado de
Fuentes-Gonzalez 2007; Fuentes-Gonzalez 2007).

También el grupo de Limbird recientemente demostr6 que a través de la
activaciéon del receptor a,AR pueden fosforilarse las ERK mediante un mecanismo
dependiente y otro independiente de la activacion de Src, donde se requiere de la
participacion de las proteinas G. Ademas, encontraron que en este proceso, la B-arrestina
tiene un papel esencial en el reclutamiento de Src y, consecuentemente, en la activacion
de las ERK (Wang et al. 2006).

De la misma manera, en el receptor para la hormona paratiroidea (PTHR)
aparentemente existe un mecanismo de transactivacién del EGFR en el que, al ser
activado el receptor, se recluta la B-arrestina2 a la membrana plasmatica, misma que
activa a c-Src. Esta ultima, por algin mecanismo, posiblemente su traslado en la
membrana plasmatica, puede activar al EGFR.

En estos trabajos, como en algunos otros referentes a GPCRs de la clase B, se
requiere tanto de la internalizacion del receptor, como de la formacion de complejos
proteicos con la maquinaria endocitica. Al parecer, el reclutamiento de proteinas (cinasas
principalmente) son un factor que promueve la activacion de vias de sefializacion alternas
(De Wire et al. 2007).

Un mecanismo similar podria estar ocurriendo en el caso del receptor CRF,, ya
que las proteinas B-arrestinas probablemente participen en la activacion de c-Src, de
manera independiente a la que lo hace el complejo GBy. Sin embargo, los estudios con
respecto al receptor CRF; y B-arrestina en la activacion de vias proliferativas han sido

muy pOCOS.
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Ademas de esto, los sitios intracelulares de los GPCRs, en los que puede haber
interaccion con B-arrestinas, han sido un foco importante para conocer los papeles
multifactoriales que tienen estas proteinas en la regulacion de la sefalizacion de estos
receptores. Pues estos sitios de fosforilacion por GRKs regulan la translocacion y unién
de la B-arrestina 2 en el extremo carboxilo terminal (C-terminal) de varios GPCRs (Oakley
et al. 2007, Braun et al. 2003, Fergusson 2001, Holliday et al. 2005, Kohout y Lefkowitz
2003).

Los estudios han demostrado que los residuos de serina/treonina en la cola
carboxilica funcionan como sitios de anclaje a p-arrestinas, puesto que su eliminacion en
algunos GPCRs que pertenecen a la clase B, disminuyen la estabilidad del complejo
receptor/B-arrestina, cambiando de la clase B a la A (Oakley et al. 2007, Oakley et al.
1999, Oakley et al. 2001).

Recientemente Oakley et al., crearon mutantes del receptor CRF4 que carecen de
los sitios problables de fosforilacién localizados en la cola carboxilica y en la tercera asa
intracelular (IC3) del receptor (Oakley et al. 2007). Con estos receptores se evalud la
importancia de estos motivos de fosforilacion por GRKs, en el reclutamiento de B-
arrestinas. Ellos encontraron que la fosforilacion del receptor inducida por su agonista
ocurre tanto en IC3, como en la cola carboxilica, al parecer de manera jerarquica, pues
se requiere de la cola carboxilica para que el motivo STTSET en IC3 pueda fosforilarse.

Interesantemente, el reclutamiento de la B-arrestina2 coincide con este patron de
fosforilacion; en cambio, la internalizaciéon no se ve afectada en ninguno de los casos. De
esta manera, ellos concluyen que la cola carboxilica del receptor posee sitios importantes
tanto para su fosforilacion, como para el reclutamiento de p-arrestina2 v,
consecuentemente, para regular la actividad del receptor.

Los estudios con respecto al mecanismo de transactivacion del receptor para EGF
a través del CRF han sido pocos. Si bien ya se conoce que uno de los mecanismos
involucra a GBy/Src/PI3K, aun no se sabe si las proteinas involucradas en la regulacion
negativa del receptor CRF,; (B-arrestinas y GRKs) pueden tener también un papel
importante en dicho mecanismo. Para evaluar esta posible via alterna de transactivacion
del EGFR mediada por CRF, en este trabajo se estudiaran los determinantes
estructurales del receptor que pertenecen a los sitios de regulacion del receptor mediante

la fosforilacion de sitios especificos, asi como por union de las B-arrestinas.
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IV. HIPOTESIS

Considerando que:

1. La cola carboxilica y la tercer asa intracelular del receptor CRF; poseen sitios
importantes (Ser/Thr) para la regulacion del receptor a través de su fosforilacion y
de la union de las proteinas B-arrestinas, y que

2. las B-arrestinas pueden funcionar como proteinas transductoras alternativas de la
sefalizacién de los GPCRs al formar complejos proteicos con otras proteinas

como Src, Raf, MEK, llevando a la activacion de las MAPKSs,

entonces, estos sitios de regulacion pueden tener un papel importante en la activacién de

la via de MAPKs, especificamente de las ERK 1/2 mediada por CRF.
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V. OBJETIVOS

Nuestro objetivo principal es estudiar el papel que tienen la cola carboxilica y la tercer asa
intracelular del receptor CRF, en la activacion de las ERK 1/2 mediada por CRF. Para ello

se pretenden alcanzar los siguientes cuatro objetivos particulares:

1. Determinar el papel de la cola carboxilica y la tercer asa intracelular del receptor
CRF; en la activacion de las ERK1/2, mediante el uso de receptores mutados en
estos sitios (descritos en materiales y métodos).

2. Analizar si se modifica la activacion de las ERK 1/2 mediada por el receptor CRF;,
WT con la sobre-expresion de las B-arrestinas 1 y 2 a diferentes tiempos.

3. Estudiar el efecto de la sobre-expresion de las GRKs 3 y 5 en la activacion de las
ERK 1/2 mediada por el receptor CRF; WT.

4. Determinar si la internalizaciéon del receptor CRF; WT es requerida o no para la
activacion de ERK 1/2.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo celular.

Se utilizé como modelo celular a la linea COS-7 obtenida de la American Type
Culture Collection (ATCC: Manassas, VA), para todos los experimentos. Estas células,
provenientes de rindbn de simio verde africano (Cercopithecus aethiops) (Figura 17),
fueron cultivadas en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado con 1%
de penicilina-estreptomicina y 10% (v/v) de suero bovino fetal (Fetal Bovine Serum

HyClon), en una incubacion de 37 °C y con 5% de CO..

Figura 17. Células COS-7 Del lado izquierdo se puede apreciar la morfologia estrellada de estas
células de rifién, y del lado derecho, la especie de simio al que pertenecen (Cercopithecus
aethiops).

Para las transfecciones y cotransfecciones, las células fueron cultivadas en cajas
de 10 cm de diametro con una confluencia del 70%, y después de 24 horas se
resembraron en cajas de 6 y 12 pozos (segun el requerimiento de los experimentos), con
una confluencia del 70-85% para el dia del experimento.

Los experimentos fueron realizados 48 horas post-transfeccion, y después de

haber incubado a las células por 6 horas con DMEM sin suero.

6.2 Transfeccion.

La transfeccion se realizé por medio de una técnica de liposomas catidnicos en la
cual se mezclan vesiculas lipidicas con el plasmido que contiene a la region codificante
para la proteina requerida. De esta manera, los plasmidos quedan atrapados en las
vesiculas, y éstas ultimas, por su hidrofobicidad, permiten la introduccién del plasmido al

medio intracelular.
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Esto se llevd a cabo en DMEM sin suero, 5 pl/ml de LipofectAMINE 2000
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) y los plasmidos’, cuyas especificaciones se
encuentran mas adelante:

1. CRF;{ WT (1 pg/ml)

2. CRF4 A412 (1 pg/ml)

3. CRF4A386 (1 ug/ml)

4. CRF4IC3-WT (1 ug/ml)
5. CRF41C3-A386 (1 pg/ml)

El tiempo de transfeccion fue de 6 horas, siguiendo las especificaciones del
fabricante, y en las condiciones en las que se encontraba descrito anteriormente (Oakley
et al. 2007).

El receptor CRF4 de humano (plasmido 1) fue previamente amplificado de una
libreria de cDNA de células Y79 de retinoblastoma por PCR, y subclonado en pcDNA3.1
(Invitrogen: Carlsbad, CA) utilizando los sitios Kpn/ y Xbal (Oakley et al. 2007). El epitope
de hemaglutinina (HA) de influenza: YPYDVPDYA, fue insertado entre los residuos Cys30
y Glu31, que es una regién del extremo amino terminal, usando mutagénesis dirigida
(Quick ChangeTM kit, Stratagene: La Jolla, CA) (Oakley et al. 2007). La actividad de
estos receptores fue confirmada por los experimentos previamente reportados de
sefializacion de AMPc en células HEK293 (Oakley et al. 2007).

Se generaron varias formas truncadas del receptor WT (plasmido 1) (Figura 18):
El CRF{ WT fue truncado en las siguientes posiciones:
1) Serd412, que remueve los ultimos 4 aminoacidos (STAV) de la cola carboxilica
(CRF4 A412)

2) Ser386, que remueve los Ultimos 30 aminoacidos (SIRARVARAMSIPTSPT
RVSFHSIKQSTAYV) de la cola carboxilica (CRF; A386)

Y se realizé mutagénesis dirigida en sitios especificos de fosforilacion por GRKs y PKC,
de la tercer asa intracelular del receptor (IC3). Esto fue tanto para el CRF; WT, como
para el CRF; A386:

3) Los residuos de serina/treonina contenidos en la tercera asa intracelular o IC3
(Ser ' Thr®?Thr*®Ser*™GIu*®Thr*®),  fueron intercambiados por alanina,
generando los receptores: IC3-5ST/A (CRF; IC3-WT) y A386-IC35ST/A (CRF;
IC3-A386).

* Todos los plamidos fueron obtenidos en el laboratorio de Richard Hauger en California y fueron las
mismas construcciones utilizadas por Oakey et al. 2007 (Oakley et al. 2007).
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Las secuencias creadas de DNA complementario (cDNA), fueron confirmadas por

secuenciacion (Oakley et al. 2007).
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Figura 18. Regioén intracelular del receptor CRF,. Se senalan en circulos rojos los sitios
potenciales de fosforilacién del receptor, y asi mismo se indican las posiciones en las que éste fue
truncado para la realizacién de los experimentos. (Oakley et al. 2007).

6.3 Cotransfeccion
a) B-Arrestina2 y p-Arrestina1

Para determinar el efecto de la sobreexpresion de las B-arrestinas, y puesto que la
expresion enddégena de estas proteinas en el modelo celular es baja (Tohgo et al. 2003,
Luttrell 2002) se llevd a cabo su cotransfeccién. Esta fue realizada bajo las mismas
condiciones que la transfeccion, utilizando el receptor CRF4; WT (0.5 ug/ml) y afadiendo
el plasmido con B-arrestina 2 (1 ug/ml) e independientemente con FLAG-B-Arrestina 1 (1
ug/mil).

b) GRKs 3y 5

Las proteinas GRKs se encargan de fosforilar residuos intracelulares del receptor
con la finalidad de regular su actividad. Para evaluar el efecto de la fosforilacién por
GRK3 y 5, se cotransfectaron utilizando el plasmido del receptor CRF; WT (0.75 ug/ml) e
individualmente los plasmidos con GRK3 y GRK5 (0.5 ug/ml).

c) Dominante Negativa de Dinamina | (DN-Dyn-I)

Puesto que la dinamina es una proteina que participa en la formacién de vesiculas
de clatrina y de caveolinas, se cotransfecté una dominante negativa de esta proteina para
evaluar el papel de la internalizacion en la activacion de las ERK 1/2. Las condiciones
fueron las mismas utilizando el plasmido del receptor CRF; WT (0.75 ug/ml) y afiadiendo

el plasmido con DN-Dyn-I (0.5 pg/ml).
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6.4 Ensayos con inhibidores de internalizacion.

Para analizar el papel de la internalizacion del receptor CRF4 en la activacion de
las ERK 1/2, las células transfectadas con el receptor CRF; (1 pg/ml) fueron
preincubadas con medio sin suero que contenia, de manera independiente, a los

siguientes inhibidores:

Nombre del Inhibidor Concentracion Tiempo de estimulo

Sacarosa

B-Ciclodextrina

Oxofenilarsina (PAO)

Y posteriormente, sin retirar el medio con el inhibidor, se estimulé con CRF 100

nM a distintos tiempos.

6.5 Deteccion de proteinas por Western Blot

Después de la realizacién de cada experimento, se removio el medio y las células
fueron lavadas en dos ocasiones con PBS frio (Buffer de fosfatos casero que contiene:
NaCl 137mM, KCL 2.1mM, Na,HPO,O 10mM y KH,PO,O 2mM, con un pH de 7.4) Este
ultimo también fue retirado por completo y a cada pozo se le afiadieron 100 ul de Laemli
1X (SDS-protein gel loading solution 2X Quality Biological, INC + B-mercaptoetanol +
agua). Cada muestra obtenida se sonicé en pulsos de 40Khz por 10 segundos (Sonios
Vibra cell TM, Utrasonic Processor).

Posteriormente se calentaron a 99°C durante 5 minutos (Termomixer Comfort
Eppendorf) y finalmente se centrifugaron 5 minutos a 14.5 rpm (MiniSpinPLUS
eppendorf). Después se tomd una alicuota de cada muestra (15 ul del sobrenadante en
pozos pequenos y 20 ul en pozos grandes, correspondiente a ~ 50 ug de proteina) y ésta
fue cargada en geles de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE). Estos se corrieron en
electroforesis a 80V durante 20 minutos y posteriormente a 120V por aproximadamente
70 minutos.

Las proteinas contenidas en los geles, al término de la electroforesis, se
transfirireron a membranas PVDF en camara de transferencia semiseca (Biorad) a 15V y
durante 90 minutos, para posteriormente llevar a cabo la deteccion de proteinas con
anticuerpos especificos.

Todos los blots se se bloquearon por 1 hora con buffer TBS-Tween (TBS-T Tris-
base 20 mM, NaCl 137 mM y Tween-20 al 0.1%, pH 7.5) y leche al 5%, para
posteriormente incubarlos con los anticuerpos primarios (tabla 3) durante toda la noche a

4°C.
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Al dia siguiente, las membranas se lavaron tres veces con TBS-T 0.1%, antes de
colocar el anticuerpo secundario correspondiente (tabla 3) conjugado con la peroxidasa

de rabano (HRP) durante 90 minutos a temperatura ambiente.

Proteina: Anticuerpo Dilucion Anticuerpo Dilucion
primario secundario

Fosfo-ERK 1/2 | a-p-ERK 42/44 (Thr202/Tyr204) 1:4000 o-mouse 1:5000
(Cell Signaling Technology) (ZYMED)

ERK2 TOTAL o-ERK2 1:2000 *** o-rabbit 1:4000 ***
(Santa Cruz Biotechnology) (ZYMED)

p-arrestina 2 a-B-arrestina 2 1:1000 a-mouse 1:3000 ***

(Santa Cruz Biotechnology) (ZYMED)

FLAG a-OctA-Probe 1:000 a-goat 1:3000
(Santa Cruz Biotechnology) (KPL)

GRK3 a-GRK3 1:000 a-rabbit
(Santa Cruz Biotechnology) (ZYMED)

GRK5 o-GRK5 1:000 o-rabbit
(Santa Cruz Biotechnology) (ZYMED)

Dinamina | o-Dyn-I 1:000 o-goat
(Santa Cruz Biotechnology) (KPL)

Tabla 3. Lista de anticuerpos primarios y secundarios. Todos los anticuerpos fueron diluidos

*k%k

en buffer TBS-T 0.1% y leche al 5%, excepto los marcados con ***, que fueron incubados en el
mismo buffer pero sin leche.

Después se les anadi®6 un kit de inmunodeteccion de proteinas por
quimioluminiscencia (enhaced chemiluminescence reagent, Amershan Biosciences),
siguiendo las indicaciones del fabricante, por 3 minutos y fueron reveladas en cuarto
oscuro con los reactivos Kodak, para finalmente detectar la intensidad de cada banda
obtenida en las placas, por medio del densitometro GS-800 (Bio-Rad laboratorios). La

cuantificacion de estos datos se llevé a cabo en el programa Quantity One® Version 4.6.3.

6.6 Analisis de Resultados

Con una n = 3 0 4, los experimentos fueron evaluados en porcentajes y
posteriormente analizados en el programa PRISMyy, version 4.0 (GraphPad Software:
San Diego, CA) para ser graficados. En este mismo programa se realizé la prueba
estadistica de ANOVA de una y dos vias, tomando como diferencias significativas a
p<0.05. En los casos en los que esta prueba fue significativa, se hizo un analisis post-hoc
usando la prueba de comparacién multiple Bonferrioni para determinar las diferencias

individuales entre grupos.
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VIl. RESULTADOS

a) La tercer asa intracelular (IC3) y la cola carboxilica del receptor
CRF; son sitios importantes para regular la activacion de las
ERK1/2 inducida por CRF.

En la region intracelular del receptor CRF4, existen varios sitios potenciales de
fosforilacion (figura 18), que se encuentran principalmente en la tercer asa intracelular y
en la cola carboxilica. Estos residuos son importantes para la regulacion de la actividad
normal del receptor (Oakley et al. 2007). Para determinar el papel de estos sitios en la
activacion de las ERK 1/2 a través de CREF, se utilizaron las mismas formas truncadas del
receptor que en el reporte de Oakley et al. (2007): el receptor deletado en la Ser412
(A412), que remueve los ultimos cuatro aminoacidos de la cola carboxilica (STAV); el
receptor deletado en la Ser386 (A386), a la cual le faltan los ultimos 30 aminoacidos de la
cola carboxilica (SIRARVARAMSIPTSPTRVSFHSIKQSTAYV), y la mutante IC3-5ST/A,
que elimina un cluster de residuos de serinas y treoninas por residuos de alanina, en
cercana proximidad a un residuo acido (STTSET). Tanto la cola carboxilica como la
tercera asa intracelular contienen sitios potenciales de fosforilacion por GRKs y cinasas
dependientes de segundos mensajeros (Oakley et al., 2007; Oakley et al., 2001).
Ademas, la cola carboxilica contiene el motivo TSPT, el cual puede servir como sitio de
unién a B-arrestinas (Oakley et al., 2001).

Células COS-7 fueron transfectadas de manera independiente con las formas
truncadas del receptor CRF: A412 (figura 19a) y A386 (figura 21a). Después de 48 horas
se estimulé con CRF 100 nM a distintos tiempos y asi mismo, se realizaron ensayos
dosis dependientes con cada una de las truncantes del receptor (rango 0.1 nM-1uM).

Los resultados obtenidos muestran que, en presencia del receptor normal (CRF;
WT), el CRF (100 nM) induce una activacion rapida de las ERK 1/2, observando una
fosforilacion desde los 2 minutos y llegando al punto maximo entre los 5 y 10 minutos de
estimulo, para posteriormente disminuir gradualmente aunque nunca retornando al nivel
de fosforilacion basal (figuras 19b y 21b). También, la activacion de estas cinasas fue
dependiente de la dosis del agonista. Sin embargo, no se observa una clara activacién de
las ERK 1/2 sino hasta el estimulo de CRF en concentracion 100 nM (Figura 20), misma
que aumenta y llega cerca del efecto maximo a una concentracion de CRF 1 yM, sin
llegar a una saturacion.

En comparacion con el efecto dado por la activacion del receptor CRF; WT, el
estimulo con CRF 100 nM con los receptores CRF{ A412 y CRF, A386 no modifica de
manera significativa la activacion de ERK 1/2, ni temporalmente (figuras 19 y 21 b), ni de

manera dependiente de la dosis del agonista (figuras 20 y 22).
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Esto sugiere que la eliminacién de la cola carboxilica del receptor por si misma no
tiene un papel importante en la activacién de estas cinasas.

También se determiné el papel de los sitios de fosforilacion en IC3 (figura 23a) y
para ello se utilizé el receptor CRF4 IC3-WT y un receptor con las mismas mutaciones en
IC3, pero ademas, truncado en Ser386 (CRF4 IC3-A386) (Oakley et al. 2007). Este ultimo
receptor elimina todos los posibles sitios de fosforilacion localizados en la tercera asa y la
cola carboxilica. Ambos receptores fueron transfectados independientemente en el
mismo modelo celular, y después de 48 horas se realizaron ensayos con estimulos de
CRF 100 nM a distintos tiempos.

Los resultados obtenidos demuestran que la mutacién en los sitios STTSET en el
receptor CRF, IC3-WT no participan en la activaciéon de las ERK 1/2, puesto que su
eliminacién no afecta de manera significativa la activacion de estas cinasas (figura 23b).
Sin embargo, cuando se eliminan estos sitios y la cola carboxilica del receptor en la
mutante IC3-A386, la activacion de las ERK 1/2 disminuye de manera significativa desde
los 5 y hasta los 30 minutos de estimulo con CRF 100 nM, pero conservando la misma
cinética de activacion (figura 24).

Los datos anteriores indican que tanto la cola carboxilica como la tercera asa
intracelular del receptor CRF, son importantes para la activacién de la via de MAPKSs,
pero que se requiere de ambos dominios para que se lleve a cabo la regulacién de la
actividad de estas cinasas.

Se demostré recientemente, en células HEK293 y COS-7, la expresion de las
formas truncadas del receptor CRF4 que se utilizaron en este trabajo, pero ademas, que
son mutantes funcionales que contindan activando la via de G,s (Oakley et al. 2007).
También se controlé que el numero de células transfectadas, asi como la concentracion
de los plasmidos, fueran iguales en todos los experimentos con la finalidad de evitar

diferencias en el nivel de expresion de los receptores normales y truncados.
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Figura 19. Fosforilacion de ERK 1/2 mediada por activacion de los receptores CRF; WT y
receptores CRF; A412. a) Estructura de la cola carboxilica del receptor en detalle, donde se
especifica con una linea roja el sitio donde fue deletado el receptor. b) Curso temporal de la
activacion de ERK 1/2 inducida por CRF en células COS-7 transfectadas con el receptor CRF;
WT, e independientemente, con el receptor CRF, A412. Las células se estimularon con CRF (100
nM) en los tiempos indicados, se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su
anélisis de inmunoblot con los anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos obtenidos
se realizdé una prueba estadistica ANOVA de dos vias para hacer la comparacion entre ambas
condiciones, tomando como 100% el control de cada experimento (tiempo cero). No hubo
diferencias significativas.
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Figura 20. Fosforilacion de ERK 1/2 mediada por activacién de los receptores CRF; WT y
receptores CRF; A412. Ensayo dosis-dependiente de la activacion de ERK 1/2 inducida por CRF
en células COS-7 transfectadas de manera independiente con los receptores CRF; WT y CRF;,
A412. Las células se estimularon con CRF en las concentraciones indicadas, durante 5 minutos,
se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su andlisis de inmunoblot con los
anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos obtenidos se realiz6 una prueba
estadistica ANOVA de dos vias para hacer la comparaciéon entre ambas condiciones, tomando
como 100% e control de cada experimento (tiempo cero). No hubo diferencias significativas.
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Figura 21. Fosforilacion de ERK 1/2 mediada por activaciéon de los receptores CRF,
WT y receptores CRF; A386. a) Estructura de la cola carboxilica del receptor en detalle, donde
se especifica con una linea roja el sitio donde fue deletado el receptor. b) Curso temporal de la
activacion de ERK 1/2 inducida por CRF en células COS-7 transfectadas con el receptor CRF;
WT, e independientemente, con el receptor CRF,; A386. Las células se estimularon con CRF (100
nM) en los tiempos indicados, se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su
analisis por inmunoblot con los anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos obtenidos
se realizdé una prueba estadistica ANOVA de dos vias para hacer la comparacion entre ambas
condiciones, tomando como 100% e control de cada experimento (tiempo cero). No hubo
diferencias significativas.
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Figura 22. Fosforilacion de ERK 1/2 mediada por activacion de los receptores CRF;
WT y receptores CRF; A386. Ensayo dosis-dependiente de la activacion de ERK 1/2 inducida
por CRF en células COS-7 transfectadas de manera independiente con los receptores CRF; WT y
CRF, A386. Las células se estimularon con CRF en las concentraciones indicadas, durante 5
minutos. Se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis de
inmunoblot con los anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos obtenidos se realizé
una prueba estadistica ANOVA de dos vias para hacer la comparacion entre ambas condiciones,
tomando como 100% e control de cada experimento (tiempo cero). No hubo diferencias
significativas.
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Figura 23. Fosforilacion de ERK 1/2 mediada por activacién de los receptores CRF,
WT y CRF; WT-IC3. a) Estructura de la tercer asa intracelular del receptor, donde se encuentran
en circulos rojos los aminoacidos que fueron cambiados por Alanina. b) Curso temporal de la
activaciéon de ERK 1/2 inducida por CRF en células COS-7 transfectadas de manera independiente
con los receptores CRF; WT y CRF,; WT-IC3. Las células se estimularon con CRF (100 nM) en los
tiempos indicados. Se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis de
inmunoblot con los anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos obtenidos se realizé
una prueba estadistica ANOVA de dos vias para hacer la comparacion entre ambas condiciones,
tomando como 100% e control de cada experimento (tiempo cero). No hubo diferencias
significativas.
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Figura 24. Fosforilacién de ERK 1/2 mediada por activacién de los receptores CRF,
WT y CRF,R IC3-A386. Curso temporal de la activacion de ERK 1/2 inducida por CRF en
células COS-7 transfectadas de manera independiente con los receptores CRF; WT y CRF; IC3-
A386. Las células se estimularon con CRF (100 nM) en los tiempos indicados. Se lavaron con PBS
frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis por inmunoblot con los anticuerpos a-
PERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos obtenidos se realizé una prueba estadistica ANOVA de
dos vias para hacer la comparacion entre ambas condiciones, tomando como 100% e control de
cada experimento (tiempo cero). Significancia: *P<0.05, **P<0.01.
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b) La sobre-expresion de la f-arrestina2, pero no la p-arrestinat,

aumenta la fosforilacion de las ERK1/2.

Los resultados obtenidos con el uso de las formas truncadas del receptor CRF4,
interesantemente concuerdan con los datos que el grupo del Dr. Richard Hauger publicé
con respecto a la interaccion de las p-arrestinas con el receptor. De la misma manera que
la eliminacion de los residuos de fosforilacion en IC3 y la cola carboxilica modifican la
activacion de las ERK 1/2 a través del estimulo con CRF, estas mismas mutaciones
alteran la interaccion de las p-arrestinas con el receptor (Oakley et al. 2007).

Estas similitudes, ademas de los datos publicados con otros receptores como el
B2AR, en donde las B-arrestinas participan en la transactivacién del receptor de EGF,
indican que hay la probabilidad de que estas proteinas tengan un papel importante en la
activacion de las ERK 1/2 mediada por CRF. En la figura 25a se comprobd que la
expresion enddégena de ambas isoformas de B-arrestina en las células COS-7 es muy
baja (Menard et al. 1997). Asi pues, para determinar el papel de estas proteinas se
sobre-expresaron las B-arrestinas1 y 2 de manera independiente y se realizaron ensayos
de cursos temporales con CRF 100 nM.

Los resultados que se muestran en la figura 25b indican que la sobre-expresion de
la B-arrestina1l no modifica la activacion de las ERK 1/2 mediada por CRF, pues la
fosforilacion de estas cinasas en presencia de la B-arrestina1 es igual que en la condicion
normal. En cambio, si se sobre-expresa la B-arrestina2, la fosforilacion de las ERK1/2
aumenta de manera significativa desde los 2 y hasta los 40 minutos de estimulo con
CRF, en comparacién con el control (sin B-arrestina2) (figura 26). De manera interesante,
la activacion de las ERK 1/2 en presencia de la B-arrestina2, a pesar de ser mayor,
vuelve a los niveles basales a los 60 minutos al igual que en condiciones normales.

Estos datos demuestran que la p-arrestina2, pero no la B-arrestinal, participa en

la activacién de las ERK 1/2 mediada por CRF.

-45 -



FLAG =—p - -
W
WT WT wT wT
+FLAGRarr +Rarr2

b)
CURSO TEMPORAL CRF 100 nM
& — =A=' CRF, + FLAG B-arr1
=5
[} S
82
c
10O
=)
S
5
[T N
[72]
o
[T
50 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)
CRF, WT CRF, WT + FLAG-B-Arr1
pERK{:g:: - i S G == PERK{:;:: — — G-
ERK 42 — | ap - & D - - ERK 42 —» | e -0 &0 &5 - -
Tiempo 0 IZ’ 5 100 15° 3I]’I Tiempo 1] IZ’ 5 100 1% 3I]’I
CRF 100 nM CRF 100 nM

Figura 25. Papel de la sobre-expresion de f-arrestina 1 en la activacion de ERK 1/2
mediada por CRF. a) Sobre-expresion de FLAG-p-arrestinal y p-arrestina2 en células COS-7.
Las células transfectadas de manera independiente con CRF; WT, CRF,; WT/p-arrestina1, y CRF;
WT/p-arrestina2, se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis de
inmunoblot con los anticuerpos a-OctA-Probe y a-parr2. b) Curso temporal de la activacion de
ERK 1/2 inducida por CRF en células COS-7 cotransfectadas con el receptor CRF; WT y con la -
arrestinal. Las células se estimularon con CRF (100 nM) en los tiempos indicados. Se lavaron con
PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su andlisis de inmunoblot con los anticuerpos a-
PERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos obtenidos se realiz6 una prueba estadistica ANOVA de
dos vias para hacer la comparacion entre ambas condiciones, tomando como 100% e control de
cada experimento (tiempo cero).No hubo diferencias significativas.
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Figura 26. Papel de la sobre-expresion de f-arrestina 2 en la activacion de ERK 1/2
mediada por CRF. Curso temporal de la activaciéon de ERK 1/2 inducida por CRF en células
COS-7 cotransfectadas con el receptor CRF; WT y con la f-arrestina2. Las células se estimularon
con CRF (100 nM) en los tiempos indicados. Se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer
Laemmli para su analisis por inmunoblot con los anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los
datos obtenidos se realizé una prueba estadistica ANOVA de dos vias para hacer la comparacion

entre ambas condiciones, tomando como 100% e control de cada experimento (tiempo cero).
Significancia: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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c) La activacion de las ERK 1/2 inducida por CRF es

independiente de la sobre-expresion de GRKs 3 y 5.

Ya se habia estudiado anteriormente que la sefalizacion del receptor CRF; se
regula a través de su fosforilacion, mediada principalmente por GRKs 3 y 6 (Holmes et al.
2006, Teli et al. 2005, Dautzenberg et al. 2002, Dautzenberg et al. 2001). Asi mismo,
también se ha visto que la sobre-expresion de las isoformas 5 y 6 de GRK pueden regular
la activacion de las ERK 1/2 mediada por algunos GPCRs como el AT1a, el V2R, el FSHR
y el B2AR (Kim et al. 2004, Kara et al. 2006, Ren et al. 2005, Shenoy et al. 2005).

Para determinar el papel de las GRKs 3 y 5 en la activacion de las ERK 1/2
mediada por CRF se sobre-expresaron estas isoformas de manera independiente en
células COS-7. Primeramente se detectd la expresion de estas proteinas, como se
observa en la figura 27a, esta linea celular expresa de manera endogena sélo la GRK 3.

Posteriormente, se utilizaron células sin transfectar, células transfectadas
solamente con el receptor CRF y células co-transfectadas con el receptor CRF; y con las
GRKs 3 y 5 (individualmente), y se estimularon con CRF 100 nM por 5 minutos. Como se
muestra en la figura 27b, en ausencia del receptor CRF4, el CRF no induce la fosforilacion
de las ERK 1/2; en cambio, cuando el receptor se encuentra presente, el CRF es capaz
de activar a estas cinasas y este efecto es independiente de GRKs 3 y 5, puesto que la
sobre-expresiéon de ambas isoformas de GRK no modifican de manera significativa la
activacion de las ERK 1/2 inducida por CRF.
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Figura 27. Papel de la sobre-expresion de GRKs 3 y 5 en la activaciéon de ERK 1/2
inducida por CRF. a) Sobre-expresion de las GRKs 3 y 5 en células COS-7. Las células
transfectadas de manera independiente con CRF; WT, CRF; WT/GRK3, y CRF; WT/GRK5, se
lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis de inmunoblot con los
anticuerpos a-GRK3 y a-GRKbS. b) Efecto de la sobre-expresion de GRKs en la fosforilacién de
ERK 1/2 mediada por CRF. Células COS-7 se cotransfectaron con el receptor CRF; WT y con las
GRKs 3 y 5 individualmente, para posteriormente realizar los estimulos indicados con CRF (100
nM). Finalmente se colectaron en buffer Laemmli para su analisis de inmunoblot con los
anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 tota (ERK 42). Con los datos obtenidos se realizé una prueba
estadistica ANOVA de una via, comparando todas las condiciones contra el tiempo cero del
control (100%). Significancia: **P<0.01.
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d) La activacion de las ERK1/2 mediada por CRF es dependiente

de la internalizacion del receptor CRF;.

Las B-arrestinas son proteinas que participan en la regulacion de la formacion de
complejos proteicos que se asocian al receptor de CRF; para su internalizacién por
vesiculas de clatrina. Algunos estudios reportan que el mecanismo de transactivacion del
receptor de EGF a través de un GPCR como el PTHR, requiere de la internalizacion del
receptor (Sneddon y Friedman 2007). Para estudiar el papel de la internalizacién en la
activacion de la via de MAP cinasas se utilizaron varios inhibidores de internalizacion.

La sacarosa y la oxofenilarsina (PAO), ya se habian probado anteriormente,
demostrando su efectividad al reducir en aproximadamente el 80% la internalizacion del
receptor tipo 1 para angiotensina Il (AT1R) y del receptor para EGF (Shah et al. 2002).
Razén por lo cual, nosotros consideramos conveniente utilizar estos inhibidores de
internalizacion.

La sacarosa, segun un estudio publicado en 1989 por Heuser y Anderson, tiene
un efecto osmoético en la célula que modifica la polimerizacion de las clatrinas, por lo que,
los recubrimientos de clatrina, en presencia de sacarosa se reducen, al igual que la
internalizacion de los receptores (Heuser y Anderson 1989).

El PAO, por su parte, es un inhibidor de fosfatasas de tirosina. Su efecto no es
muy especifico porque afecta algunos mecanismos de sefalizacion involucrados en el
influjo de calcio y en la polimerizacién de actina, principalmente. Sin embargo, se ha
utilizado para ver el papel de la internalizacion mediada por vesiculas recubiertas de
clatrina en receptores como el de EGF (Shah et al. 2002).

Primeramente, como control positivo, se evalué el efecto de la sacarosa 0.45 M en
la activaciéon de las ERK 1/2 mediada por el receptor EGF, para lo cual se realizaron
ensayos estimulando a las células con EGF 10 ng/ml, en presencia y ausencia de
sacarosa. Los resultados que se muestran en la figura 28 indican que la activaciéon de las
ERK 1/2 requiere de la internalizacion del receptor EGF, pues al utilizar sacarosa, la
fosforilacion de estas cinasas disminuye de manera significativa a los 15 y 30 minutos de
estimulo con EGF, como ya lo habia demostrado Shah et al., en el 2002 utilizando este y
otros inhibidores de internalizacion como dansilcadaverina (MDC), concanavalina A
(ConA) y oxofenilarsina (PAQO) (Shah et al. 2002).

Lo siguiente fue estudiar si la internalizacion mediada por clatrinas se requeria o
no para la activacién de las ERK 1/2 inducida por CRF. Se realizaron ensayos de curso
temporales con CRF 100 nM en células preincubadas con este mismo inhibidor de la
internalizacion (sacarosa 0.45 M) y con PAO (2.5 uM), que ya se habia utilizado
anteriormente para inhibir la internalizacion mediada por clatrinas en el receptor para
EGF y en otros GPCRs como el receptor AT, (Hunyady et al. 2000).
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Figura 28. Papel de la internalizacién del receptor EGF mediada por clatrinas en la
activacion de ERK 1/2 por EGF. Efecto de la sacarosa 0.45 M (inhibidor de internalizacion
media por vesiculas de clatrina) en la fosforilacion de ERK 1/2 a través de EGF. Células COS-7 se
transfectaron con el receptor CRF; WT y se resembraron en cajas de 6 pozos. A las 48 horas
después de la transfeccion, las células se mantuvieron en medio sin suero durante 6 horas,
posteriormente se preincubaron durante 10 minutos con medio sin suero que contenia sacarosa
0.45 M y asi mismo se trataron con EGF (10 ng/ml) en los tiempos indicados. Se lavaron con PBS
frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis de inmunoblot con los anticuerpos a-pERK
1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos obtenidos se realiz6 una prueba estadistica ANOVA de dos vias
para hacer la comparacién entre ambas condiciones, tomando como 100% e control de cada
experimento (tiempo cero). Significancia: **P<0.01, ***P<0.001.

Como se puede observar en la figura 29, la activacion de las ERK 1/2 en
presencia de sacarosa disminuye de manera significativa a los 5 y 10 minutos
principalmente, y este nivel de activacién es aparentemente constante hasta los 30
minutos. Dado este cambio en la cinética de activacion de las ERK 1/2, se probaron
tiempos mas largos de estimulo con CRF, y como se puede ver en la figura 30, la
activacion de las ERK 1/2 en presencia de la sacarosa, aunque es minima, se mantiene
constante después de los 30 minutos e incluso hasta los 120 minutos, mientras que en
condiciones normales, a los 120 minutos la fosforilaciéon de las ERK 1/2 se abate por

completo.
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Figura 29. Papel de la internalizacién del receptor CRF; WT mediada por clatrinas
en la activacion de ERK 1/2 inducida por CRF. Efecto de la sacarosa 0.45 M (inhibidor de
internalizacién media por vesiculas de clatrina) en la fosforilacion de ERK 1/2 inducida por CRF,
en los tiempos: 2, 5, 10, 15y 30 min.). Células COS-7 se transfectaron con el receptor CRF; WT y
al tiempo del experimento, se preincubaron durante 10 minutos con medio sin suero que contenia
sacarosa 0.45 M y asi mismo se trataron con CRF (100 nM) en los tiempos indicados. Se lavaron
con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis de inmunoblot con los anticuerpos
a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos obtenidos se realizé una prueba estadistica ANOVA de
dos vias para hacer la comparaciéon entre ambas condiciones, tomando como 100% e control de
cada experimento (tiempo cero). Significancia: *P<0.05, ***P<0.001.
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Figura 30. Papel de la internalizacién del receptor CRF,; WT mediada por
clatrinas en la activaciéon de ERK 1/2 inducida por CRF. Efecto de la sacarosa 0.45 M en
la fosforilacion de ERK 1/2 inducida por CRF, en los tiempos: 5, 10, 30, 60 y 120 min. Células
COS-7 se transfectaron con el receptor CRF; WT y en el tiempo de experimento se preincubaron
durante 10 minutos con medio sin suero que contenia sacarosa 0.45 M y asi mismo se trataron
con CRF (100 nM) en los tiempos indicados. Se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer
Laemmli para su analisis de inmunoblot con los anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los
datos obtenidos se realizé una prueba estadistica ANOVA de dos vias para hacer la comparacion
entre ambas condiciones, tomando como 100% e control de cada experimento (tiempo cero).

CRF 100 nM CRF 100 nM

Significancia: **P<0.01, ***P<0.001.
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Los datos anteriores sugieren que la internalizacion mediada por clatrinas es
requerida para la activacién de las MAP cinasas por accion del CRF.

Es importante mencionar que en estos experimentos, la sacarosa permanece
actuando en las células por mas de 20 minutos debido al disefio experimental. Posterior a
este tiempo, parece ser que la sacarosa tiene un efecto osmaético en las células ya que
induce a la activacion de las ERK 1/2 en condiciones de no estimulo, por lo que en las
graficas representativas se resta este efecto que puede verse en los blots al estar
incrementados los niveles basales con sacarosa.

Sin embargo, para corroborar que la internalizacién es requerida, se utilizé
nuevamente sacarosa, pero en menor tiempo (15 minutos tiempo total), ademas de PAO.
Los resultados que se muestran en la figura 31, demuestran claramente que al inhibirse
este tipo de internalizacién, la activacion de las ERK 1/2 se elimina por completo,
indicando que la internalizacién del receptor CRF4 por vesiculas de clatrina es requerida
para que el CRF pueda inducir a la activaciéon de las MAP cinasas.

También se probd la sobre-expresion de una dominante negativa de la dinamina-|
(DN-Dyn-l). Se trata de una mutante que carece de dominio PH (del inglés Plextrin
Homology), y que por lo tanto, no puede unirse a los fosfolipidos de membrana para
cerrar las vesiculas de internalizacion (Hunyady et al. 2000).

Para ello se cotransfectaron células COS-7 con el receptor CRF4 y con la DN-Dyn-
| y se realizaron estimulos con CRF 100 nM. Como control, en la figura 32a se analiza la
expresion de la DN-Dyn-l1 en el modelo celular, tanto la proteina endégena como la
dominante negativa sobre-expresada, y en el panel b de la misma figura se muestra el
efecto de la sobre-expresion de DN-Dyn-| en la activacion de las ERK 1/2 mediada por
CRF.

Estos datos confirman que la internalizacion es requerida para la activacion de las
MAP cinasas, pues en presencia de la DN-Dyn-I, la fosforilacion de las ERK 1/2 se
elimina por completo en todos los tiempos.

Por otra parte, bajo las mismas condiciones de cotransfeccién se determin6 el
requerimiento de la internalizacion en la activacién de las ERK 1/2, pero esta vez
mediada por UCN-I (Urocortina-I, péptido analogo de CRF). Los resultados se muestran
en la figura 33 y de manera interesante, la presencia de la DN-Dyn-I disminuyé la
activacion de las ERK 1/2 de manera significativa, pero en comparacién con el efecto
causado por CRF, esta activacién no se elimina por completo, lo cual indica que UCN-I
puede activar la via de MAPKs de una manera dependiente y otra independiente de la

internalizacion del receptor.
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Figura 31. Papel de la internalizacion del receptor CRF; WT mediada por clatrinas
en la activacion de ERK 1/2 inducida por CRF. Efecto de la sacarosa 0.45 M y la
oxofenilarsina (PAO) 2.5 uM en la fosforilaciéon de ERK 1/2 mediada por CRF. Células COS-7 se
transfectaron con el receptor CRF; WT y al tiempo del experimento se preincubaron durante 10
minutos con medio sin suero que contenia, de manera independiente, a los inhibidores de
internalizacién en las concentraciones indicadas, y asi mismo se trataron con CRF (100 nM)
durante 5 minutos (estimulo maximo). Se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli
para su analisis de inmunoblot con los anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos
obtenidos se realiz6 una prueba estadistica ANOVA de una via, tomando dos vias para hacer la
comparacién entre ambas condiciones, comparando todas las condiciones contra el tiempo cero
del control (100%). Significancia: *P<0.05, ***P<0.001.
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Figura 32. Papel de la internalizacion del receptor CRF; en la activacion de ERK 1/2
mediada por CRF. a) Sobre-expresion de la dominante negativa de Dinamina | (DN-Dyn-1) en
células COS-7. Las células transfectadas de manera independiente con CRF; WT, CRF; WT/DN-
Dyn-I, se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis de inmunoblot
con los anticuerpos a-Dyn-I. b) Efecto de la inhibicién de internalizacién en la fosforilaciéon de ERK
1/2 mediada por CRF. Células COS-7 se cotransfectaron con el receptor CRF; WT y con la DN-
Dyn-I, y se resembraron en cajas de 6 pozos. A las 48 horas después de la transfeccion, las
células se mantuvieron en medio sin suero durante 6 horas, para posteriormente tratarlas con CRF
(100 nM) en los tiempos indicados. Se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli
para su analisis de inmunoblot con los anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos
obtenidos se realizé6 una prueba estadistica ANOVA de dos vias para hacer la comparacion entre
ambas condiciones, tomando como 100% e control de cada experimento (tiempo cero).
Significancia: **P<0.01, ***P<0.001.
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Figura 33. Papel de la internalizacion del receptor CRF; en la activacion de ERK 1/2
mediada por UCN-I. Efecto de la inhibicion de internalizacion en la fosforilacion de ERK 1/2
mediada por UCN-I. Células COS-7 se cotransfectaron con el receptor CRF; WT y con la DN-Dyn-
I, y se resembraron en cajas de 6 pozos. A las 48 horas después de la transfeccion, las células se
mantuvieron en medio sin suero durante 6 horas, para posteriormente tratarlas con UCN-I (100
nM) en los tiempos indicados. Se lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su
analisis de inmunoblot con los anticuerpos a-pERK 1/2 y a-ERK 2 total. Con los datos obtenidos
se realizé una prueba estadistica ANOVA de dos vias para hacer la comparacion entre ambas
condiciones, tomando como 100% e control de cada experimento (tiempo cero). Significancia:
***P<0.001.

Por ultimo se probd el efecto de la B-ciclodextrina 10 mM, un inhibidor de la
internalizacion mediada por caveolas (que al parecer forma complejos con el colesterol),
en la activacién de las ERK 1/2 mediada por CRF.

Se transfecté al receptor CRF, y posteriormente se estimularon las células con
100 nM de CRF por diferentes tiempos en presencia y ausencia del inhibidor. La B-
ciclodextrina también tiene efecto inespecifico sobre la activacion de la via de MAPKSs; sin
embargo, el analisis de resultados se realizé con respecto al control (100%) de cada

experimento.
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Como se puede observar en la figura 34 en presencia del inhibidor, la fosforilacién
de las ERK 1/2 disminuye de manera significativa en comparacion con la condicion
normal (sin inhibidor) pero tiene un minimo efecto que aparece después de los 5 minutos
de estimulo con CRF y que se mantiene en los tiempos posteriores a éste, de la misma
manera que con el uso sacarosa.

Estos datos sugieren que la internalizacion mediada por caveolas también tiene
un papel importante en la activacion de las ERK 1/2 mediada por este tipo de

internalizacion.
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Figura 34. Papel de la internalizaciéon del receptor CRF; WT mediada por caveolas
en la activacion de ERK 1/2 inducida por CRF. Efecto de la p-Ciclodextrina 10 mM
(inhibidor de internalizacion media por caveolas) en la fosforilacién de ERK 1/2 a través de CRF.
Células COS-7 se transfectaron con el receptor CRF,; WT y se resembraron en cajas de 6 pozos.
48 horas después de la transfeccion, las células se mantuvieron en medio sin suero durante 6
horas, posteriormente se preincubaron durante 30 minutos con medio sin suero que contenia -
Ciclodextrina 10 mM, y asi mismo se trataron con CRF (100 nM) en los tiempos indicados. Se
lavaron con PBS frio, y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis de inmunoblot con los
anticuerpos a-pERK 1/2 y o-ERK 2 total. Con los datos obtenidos se realiz6 una prueba
estadistica ANOVA de dos vias para hacer la comparaciéon entre ambas condiciones, tomando
como 100% e control de cada experimento (tiempo cero). Significancia: *P<0.05, ***P<0.001.
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VIIl. DISCUSION

En la estructura de los GPCRs existen residuos especificos de fosforilaciéon
importantes para la regulacion de su sefalizaciéon. El papel fundamental de estos sitios
radica en que, dada su composicion, pueden inducir el reclutamiento de proteinas. Este
efecto se provoca, tanto por la fosforilacion del receptor, como por los consecuentes
cambios conformacionales que provocan la exposicidon de dominios de unién a estas
proteinas.

En nuestro grupo de trabajo, recientemente se demostré6 que la via de MAP
cinasas puede ser activada a través del estimulo con CRF mediante la transactivacion del
receptor para EGF. EI CRF, a una concentracion de 100 nM, induce una rapida
fosforilacion de las ERK 1/2, y ademas, la activacion de estas cinasas es dependiente de
la dosis del agonista (Fuentes-Gonzalez 2007).

Estos datos los confirmamos en este trabajo, sin embargo, en el ensayo dosis-
dependiente, la fosforilacion de las ERK 1/2 llega cerca del efecto maximo a una
concentracién de CRF 1 yM pero no se satura. Lo cual, puede ser debido al origen del
ligando. Aguilera et al. en 1982 encontraron que el CRF de humano y ovino tienen una
respuesta semejante en la produccion de AMPc, pero la curva del ligando de ovino no
tiene una saturacion clara (Aguilera et al. 1982). El péptido que nosotros utilizamos fue de
origen ovino, mientras que los receptores transfectados fueron de origen humano. Esto
podria explicar la variabilidad que se tuvo en la respuesta.

Si bien ya se conocian algunos de los mecanismos para transactivar al receptor
para EGF a través de CRF, todavia no se habian estudiado los componentes
estructurales del receptor CRF; involucrados en este mecanismo de sefializacién. Por
esta razdn nosostros nos interesamos en estos determinantes estructurales que podian
participar de alguna manera.

En la region intracelular del receptor CRF4, existen varios sitios potenciales de
fosforilacion, no solamente por GRKs, sino también por otras proteinas como PKC. El
grupo del Dr. Richard Hauger identificd estos residuos de manera especifica y crearon
varias mutantes del receptor en las cuales se eliminaban estos sitios sin modificar su
capacidad de activar la via de AMPc (Oakley et al. 2007). De esta manera, pudieron
estudiar el papel que tienen estos residuos en la fosforilacion e interaccion con las -
arrestinas 1 y 2. Estos mismos receptores los utilizamos en este trabajo, en esta ocasion
para determinar su papel en la activacion de las ERK 1/2, y de manera interesante, los
datos obtenidos de interaccion con p-arrestinas concuerdan con los datos actuales

obtenidos en este trabajo.
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Oakley et al. encontraron que en el receptor deletado en la Ser412, la fosforilacion
se disminuye solamente en aproximadamente el 35% en comparacion con el receptor
CRF; WT, y que esto no afecta el reclutamiento de la B-arrestina2 (Oakley et al. 2007).
Nosotros vimos que la eliminacidén de los cuatro ultimos aminoacidos en este receptor,
que incluyen a la Ser412 y a la Thr413 (residuos importantes de fosforilacién), no
modifican la activacion de las ERK 1/2, indicando que estos sitios no participan en la
regulacién de la actividad del receptor.

Por otra parte, en el receptor CRF, A-386, la fosforilacion disminuye de 80-90% y
la interaccion del receptor con B-arrestina2, a diferencia de los receptores WT y A-412,
disminuye solo parcialmente (Oakley et al. 2007), a pesar de que en esta regién se
localiza el motivo TSPT, el cual puede actuar como un posible sitio de unién a arrestinas
(Oakley et al. 2001).

Cuando nosotros evaluamos la ausencia parcial de la cola carboxilica, empleando
la truncante A386, en la activacion de las ERK por accion del CRF, encontramos que la
activacion de estas cinasas no se modifica de manera significativa, indicando que la cola
carboxilica del receptor no participa por si misma en la regulacidén de este mecanismo.

Esto podria ser debido a que esta truncante activa a las proteinas G de la misma
manera que lo hace el receptor WT, y consecuentemente, libera a la subunidad Gg,,
involucrada en la via de transactivacion del receptor EGF (Fuentes-Gonzalez 2007). Pero
ademas, si la B-arrestina 2 se sigue uniendo al receptor, esta interaccién podria también
ser suficiente para continuar activando a la via de ERK. Para comprobar esto,
necesitarian realizarse estudios de interaccion de p-arrestina2 con los receptores
truncados, ya sea por inmunoprecipitacion o por microscopia confocal.

Del mismo modo, la evaluacion de la mutante del motivo STTSET en IC3,
demostré que la fosforilacién de este receptor es menor en comparacién con el receptor
WT, pero que esta mutacion altera solo parcialmente su interaccion con la pB-arrestina2
(Oakley et al. 2007).

Nosotros observamos que la mutacion de los sitios de fosforilacién en IC3, no
modifican de manera significativa la activacion de las ERK 1/2 en comparacion con el
receptor CRF; WT. En cambio, en la mutante CRF, 1C3-A386, donde la fosforilaciéon es
perceptiblemente alterada, al igual que su interaccion con B-arrestina2, la activacién de
las ERK 1/2 disminuye considerablemente (Oakley et al. 2007). Esto indica, que se
requiere tanto de la cola carboxilica del receptor como de los sitios de fosforilacion

presentes en IC3 para regular la activacién de las ERK 1/2 mediada por CRF.
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Varios estudios recientes demuestran que algunos GPCRs pueden activar vias de
sefializacion alternas como la de MAP cinasas, a través de su interaccién con (-
arrestinas (De Wire et al. 2007, Lefkowitz et al. 2006, Rey et al. 2006, Brar et al. 2004,
Waters et al. 2004, Tohgo et al. 2003, Tohgo et al. 2002, Miller y Lefkowitz 2001, Rossant
et al. 1999).

De acuerdo a los resultados obtenidos con las truncantes del receptor CRF4, es
probable que exista un mecanismo similar en este receptor, que sea dependiente de su
interaccion con las B-arrestinas. Para demostrar esto se sobre-expresaron las isoformas 1
y 2, y de manera interesante, la B-arrestina2, pero no la -arrestinal, aumenta de manera
significativa la activacion de las ERK 1/2 a través de CRF. Estos datos concuerdan con
nuestra hipétesis de que las B-arrestinas estan involucradas en el mecanismo de
transactivacién del receptor EGF. Sin embargo, la p-arrestinal no participa,
probablemente porque ésta proteina tiene menor afinidad por el receptor que la f-
arrestina2 (Oakley et al. 2007).

Por otra parte, la actividad de varios GPCRs puede ser regulada por fosforilacion
mediada por GRKs. Como ya habiamos visto, los sitios que se encuentran en la tercer
asa intracelular y en la cola carboxilica del receptor CRF4 son importantes para llevar a
cabo la activacion de las ERK 1/2 a través de CRF.

Al modificar o truncar estos motivos, la fosforilacion se encuentra
perceptiblemente alterada, principalmente en la truncante IC3-A386, al igual que su
interaccion con B-arrestina2, por tal motivo, nosotros consideramos la posibilidad de que
la fosforilacion del receptor CRF; también tenga un papel importante en la activacion de
la via de MAPKs.

En el caso del receptor CRF4, su regulacion se lleva a cabo principalmente por
accién de las GRKs 3 y 6 (Holmes et al. 2006, Teli et al. 2005, Dautzenberg et al. 2002,
Dautzenberg et al. 2001). Dautzenberg et al. en el 2001 demostraron que el uso de
secuencias antisentido para GRK3 en células de retinoblastoma, ocasiona la inhibicion de
la desensibilizacion del receptor de CRF4 en aproximadamente el 65% de su sefalizacion
(Dautzenberg et al. 2001).

Mas tarde en el 2005, Teli et al., describieron que las GRKs 3 y 6 son las
principales isoformas que se unen al receptor CRF, y que dicho reclutamiento requiere de
las subunidades Gg, y de la participacion de la B-arrestina (Teli et al. 2005). Pero fue
hasta el 2006 cuando Holmes et al., demostraron que en células HEK-293, la sobre-
expresion de las GRKs 3 y 6 promueve la interaccién de B-arrestina2 con el receptor

CRF4, mientras que las GRKs 2 y 5 la disminuyen (Holmes et al. 2006).
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Asi mismo, algunas isoformas de GRKs promueven la activacion de la via de las
ERK 1/2 mediada por GPCRs, mientras que otras la disminuyen. Kim et al., en el 2004
vieron que si se inhibia la expresién de las isoformas 2 y 3 de GRK, la activacion de las
ERK 1/2 mediada por Angiotensina-Il a través del receptor AT1a aumentaba, mientras que
la inhibicion de las isoformas 5 y 6 la disminuian; y que el efecto era opuesto, con la
sobre-expresion de cada una de las isoformas de GRK (Kim et al. 2004). En el 2006,
Kara et al., observaron un efecto similar con el receptor para la hormona foliculo-
estimulante (FSHR), donde la via de activacion de las ERK 1/2 dependiente de B-
arrestina, requiere de la participacion de las GRKs 5 y 6 (Kara et al. 2006), al igual que el
receptor para vasopresina V2 (Ren et al. 2005) y el B,AR (Shenoy et al. 2005).

La GRK3 tiene un papel importante en la regulacion del receptor CRF,4, al
aumentar la interaccion de B-arrestina2 con el receptor, mientras que la GRKS5 tiene el
efecto contrario (Holmes et al. 2006, Teli et al. 2005, Dautzenberg et al. 2002,
Dautzenberg et al. 2001). Sin embargo, debido a que la isoforma 5 se ha visto
involucrada en la activacion de las ERK 1/2 mediada por GPCRs a través de B-arrestina
(Kara et al. 2006, Ren et al. 2005, Shenoy et al. 2005, Kim et al. 2004).

Nosotros determinamos el papel de las isoformas 3 y 5 de GRKs en la activacion
de las ERK 1/2 y al contrario de lo esperado, los resultados fueron que la sobre-expresion
de estas cinasas no modifican la activacion de las ERK 1/2 mediada por CRF.

El mecanismo descrito hasta ahora indica que la activacién de la via de ERK es
dependiente de ambos sitios de regulacion (IC3 y C-terminal) y de B-arrestina2, pero
independiente de las isosformas 3 y 5 de GRKs (figura 35). Esto puede ser debido a que
el receptor CRF4, al ser activado por su ligando, podria estar generando un cambio
conformacional que no depende de fosforilacion pero que permite la exposicion de
residuos de unién a proteinas efectoras como la B-arrestina que pueden llevar a la
activacion de las ERK 1/2.

Aunque es cierto que al modificar las dos regiones del receptor, su fosforilacion se
elimina por completo y disminuye notablemente su asociacion con B-arrestina2, la
ausencia de estas regiones de manera independiente, no reducen su fosforilacién, ni su
asociacion con B-arrestina2 de la misma manera (Oakley et al. 2007). Este argumento
justifica en parte, el hecho de que las mutantes CRF, IC3-WT y CRF, 386 no afectan la
activacion de las ERK 1/2 mediada por CRF. Sin embargo, también podria considerarse
el efecto de otras proteinas como la GRK 6, que también se encuentra involucrada en la
regulacion de la actividad del receptor (Holmes et al. 2006, Teli et al. 2005), u otras
proteinas como PKC, que recientemente se ha visto que pueden fosforilar al receptor
CRF (Oakey etl al. 2007, Hillhouse et al. 2006, Hauger et al. 2003).
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También las B-arrestinas son proteinas que normalmente se encargan de la
regulacion de los GPCRs, ya que inducen su desacoplamiento a las proteinas G y la
internalizacion de los receptores mediada por vesiculas de clatrina. De acuerdo a la
afinidad de los receptores por la B-arrestina, algunos de los que pertenecen a la clase B
(los que se internalizan con la B-arrestina) como el ATaR, requieren de internalizacion
para activar a la via de MAP cinasas.

Nosotros evaluamos el papel de la internalizacién en la activacion de las ERK 1/2,
primeramente mediante el estimulo con EGF, y el uso de sacarosa nos dio evidencia de
que este mecanismo es dependiente de la internalizacion mediada por clatrinas.

Esto ya habia sido demostrado anteriormente por el grupo de Shah et al. en el
2002 cuando observaron el efecto de la internalizacién en la activacién de la via de ERK
1/2 mediada por angiotensina Il. En sus experimentos, la sacarosa induce la
internalizacion del receptor de EGF en aproximadamente el 80% en células C9, pero
ademas, elimina la fosforilaciéon de las ERK 1/2, indicando de la activaciéon de estas
cinasas es un efecto dependiente de la internalizacion del receptor de EGF (Shah et al.
2002).

Asi mismo, probamos el efecto de este mismo inhibidor en la activacién de las
ERK 1/2 mediada por CRF y los resultados fueron que en presencia de la sacarosa, la
fosforilacion de las MAP cinasas disminuye de manera significativa y practicamente
queda abatida, desde los 2 y hasta los 120 minutos de estimulo con CRF. Esto indicaria
que la activacion de las ERK 1/2 mediada por CRF es dependiente también de la
internalizacion del receptor CRF.

Los experimentos con B-arrestina-GFP, realizados por el grupo del Dr. Richard
Hauger, indican que la B-arrestina2 no se internaliza con el receptor CRF4, es decir, que
pertenece a la clase A de GPCRs (Oakley et al. 2007). Tomando en cuenta esto, y los
datos con los inhibidores de internalizacién obtenidos en este trabajo, podemos inferir
que el mecanismo de activacion de ERK 1/2 a través de CRF depende en algin momento
de la formacién del complejo receptor/B-arrestina2/proteinas efectoras (posiblemente
cinasas de la familia de Src) en la membrana plasmatica (figura 35).

Pero ademas, también requiere de la disociacién del complejo para poder
participar en la transactivacion del receptor de EGF (figura 35). Esto quiza podria ocurrir
de una manera similar a la que se sugiere en un estudio reciente con el receptor PTH en
el que c-Src podria trasladarse por la membrana plasmatica para activar al receptor de

EGF, de una manera dependiente de p-arrestina (Buchanan et al. 2006).

-63-



Por otra parte, las subunidades Gg, tienen un papel importante en la
transactivacién del receptor de EGF (Fuentes Gonzalez 2007). Si la B-arrestina compite
por el sitio de unién a las proteinas G, impidiendo que se disocien las subunidades Gg,, la
B-arrestina, al permanecer mas tiempo unida al receptor CRF4 en presencia del inhibidor
de internalizacion, podria tener un efecto inhibitorio sobre la via de ERK. De ser asi, se
confirmaria el hecho de que la B-arrestina2 requiere disociarse del receptor para activar la
via de MAP cinasas.

Aun faltan evidencias de esto, sin embargo, podria probarse mediante ensayos de
inmunoprecipitacion del receptor CRF, en el que se detecte la presencia, ya sea de j-
arrestina 2 y/o de c-Src en distintos tiempos; o detectarse la asociacion del receptor de
EGF con c-Src principalmente, pues estudios recientes han demostrado que algunos
GPCRs, como el receptor activado por proteasas tipo 2 (PAR-2) al unirse a su ligando,
induce a la asociacion de c-Src con el receptor de EGF (Caruso et al. 2006).

De la misma manera, Wang et al. en el 2006 estudiando al receptor a,AR, que al
igual que el receptor CRF,, pertenece a la clase A de GPCRs (se internaliza sin la -
arrestina), demostraron que se requiere de B-arrestina para activar la via de Ras-Raf-
MEK a través de este receptor.

En presencia de su agonista, la B-arrestina se reluta en la membrana para unirse
al receptor y a Src, pero ademas, esta interaccién induce la fosforilaciéon de Src y la
activacion de esta via de MAPKSs, con lo cual se demuestra que la p-arrestina se
encuentra involucrada en la activacion de las MAPKSs a través de Src (Wang et al. 2006).

Puesto que la sacarosa al parecer tiene un efecto osmaético sobre las células que
induce por si misma a la activaciéon de la via de MAP cinasas, también se utilizd este
compuesto en tiempos reducidos (15 minutos de tiempo total) y un inhibidor mas de
internalizacion mediada por vesiculas de clatrina (PAO). Los resultados de estos
experimentos corroboran que la activacion de las ERK 1/2 mediada por CRF es un
mecanismo dependiente de internalizacion.

Estos mismos resultados se obtuvieron con el uso de la dominante negativa de
Dyn-I, que también elimina por completo la fosforilacion de las ERK 1/2 mediada por
CRF. De manera interesante, el efecto inducido por UCN-I en presencia de la DN-Dyn-|
no abate por completo la fosforilacion de las MAP cinasas, lo cual podria estar indicando
que UCN-l activa a las ERK 1/2 mediante un mecanismo dependiente y otro
independiente de la internalizacion del receptor. Esto difiere del efecto de CREF,

probablemente por la afinidad diferencial de los agonistas por el receptor CRF;.
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Por ultimo se probd un inhibidor mas de internalizacién mediada por caveolas (j3-
Ciclodextrina) y los resultados indican que la activacion de las ERK 1/2 depende también
de este tipo de internalizacion. Por estos resultados, podriamos decir que el receptor
CRF; se internaliza no solo por vesiculas de clatrina, sino por otros mecanismos como a
través de las caveolas o bien, mediante la participacion de otros factores como Ras,
Rab4 y Rab5 (Holmes et al. 2006).

Aunque esto todavia no se encuentra bien demostrado, podria explicar también
por qué la truncante CRF; A386 no modifica la activacion de las ERK 1/2, pues a pesar
de que su fosforilacion es baja, al parecer esta fosforilacion es suficiente para que el
receptor continle reclutando a la B-arrestina2, y asi mismo, se internalizandose (Oakley
et al. 2007).

Otros factores que podrian estar involucrados en la transactivacion del receptor de
EGF a través de CRF, podrian ser cinasas de la familia de Src, por lo que, lo siguiente
seria probar el papel de estas proteinas en la activacion de la via de las ERK 1/2 en la via
que involucra la participacién de las B-arrestinas, pues al parecer, éstas ultimas poseen
dominios de unién a Src e incluso a las mismas proteinas de la cascada de MAP cinasas
(De Wire et al. 2007, Shenoy y Lefkowitz 2005).

Ademas de esto, el uso de otros modelos celulares que expresen endégenamente
tanto al receptor CRF;, como al receptor EGF, o bien, a la B-arrestina2 en mayor
proporcion para el uso de siRNA, podrian confirmar los resultados obtenidos en el
presente trabajo. Un buen modelo para esto serian las células MEFs (Mouse Embryonic
Fibroblasts) que no expresan B-arrestina y que han sido utilizadas para estudiar el papel
de estas proteinas en diversos mecanismos de regulacion de GPCRs (Vines et al. 2003,
Kohout et al. 2000).

En un principio mencionamos que CRF es la hormona que inicia la respuesta ante
estrés en el eje HPA, razon por la cual, su actividad se asocia a la aparicién de
enfermedades, principalmente cardiovasculares. La Federacion Mundial del Corazén, a
través de la Organizacion Mundial de la Salud, afirma que las enfermedades
cardiovasculares son la primer causa de muerte a nivel mundial. Si entendemos los
mecanismos moleculares por los cuales el CRF puede modular la respuesta ante estrés a
través de sus receptores CRF; y CRF,, es probable que nos acerquemos a un blanco
terapéutico que nos permita controlar la aparicion de los desérdenes generados por el

estrés.
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Figura 35. Modelo de activaciéon de la via de las ERK 1/2 a través de CRF: Mecanismo
mediado por p-arrestina2. Cuando el receptor CRF; es activado por su ligando, tiene un cambio
conformacional que permite la exposicion de sitios importantes (en IC3 y C-terminal) para su
interaccién con f-arrestina2. Esta ultima proteina promueve la internalizacién del receptor mediada
por vesiculas recubiertas de clatrina, pero ademas, forma complejos proteicos con proteinas de
sefializacion (posiblemente c-Src). Cuando el receptor se internaliza, el complejo formado se libera
para activar la via de las ERK 1/2 a través de la transactivacion del receptor para EGF.

- 66 -



IX. CONCLUSIONES

A partir de los datos obtenidos en este trabajo podemos concluir que:

1. Los sitios de fosforilacion tanto de la cola carboxilica del receptor, como de IC3
son importantes para regular la activacién de la via de las MAP cinasas inducida
por CRF.

2. La B-arrestina2, pero no la B-arrestina1, participa en la transactivacion del receptor
de EGF mediante el estimulo con CRF.

3. La activaciéon de las ERK 1/2 mediada por CRF, es un mecanismo independiente
de GRKs 3y 5.

4. La transactivacion del receptor de EGF requiere de la internalizacion del receptor
CRF4, la cual ocurre mediante un proceso sensible a sacarosa, oxofenilarsina y -

cilodextrina, por lo que podria ser mediante vesiculas de clatrina o por caveolas.
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