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|. RESUMEN

El Factor Liberador de Corticotropinas (CRF) participa en la regulacion de la respuesta
al estrés, en procesos patoldégicos como la depresién y la anorexia, y en los
mecanismos de aprendizaje y memoria. Dichos efectos son mediados a través de su
receptor de siete dominios transmembranales acoplado a proteinas G 0 GPCR, cuya
activacion estimula la via de MAPK. Por otro lado, el Factor de Crecimiento
Relacionado con la Insulina-1 (IGF-1) se encuentra relacionado con mecanismos de
metabolismo de la glucosa, aprendizaje y memoria y promocion de la sobrevivencia
celular e inhibicion de la apoptosis en el Sistema Nervioso Central. Ademas, al igual
gue el CRF, esta involucrado en enfermedades como la anorexia. Las acciones del
IGF-1 al interior de la célula son mediadas a través de su receptor con actividad de
cinasa de tirosinas (RTK), que activa las rutas de PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2. Existen
evidencias que sugieren el posible efecto del CRF sobre las acciones del IGF-1, sin
embargo no existen trabajos que lo hagan a nivel molecular. En el presente trabajo se
pretende determinar los posibles efectos inhibitorios que tiene el CRF sobre las
acciones del IGF-1, tratar de establecer a qué nivel se estan llevando a cabo y cuéles
son las proteinas que participan. Para ello, se utilizaron células CHO-K1transfectadas
con el receptor CRF; donde se encontré que: en este modelo celular el CRF activa la
via de las MAPK mediante la participacién de las proteinas Src, PISK y PKA. Ademas
de que inhibe la fosoforilacion de ERK1/2 inducida IGF-1. Se observé también, que la
fosforilacion en residuos de serina de IRS-1 no parece ser el mecanismo principal por
el cual CRF esté llevando a cabo sus efectos, ya que no induce la fosforilacion de IRS-

030639y la Ser®®, ni la fosforilacion de la cinasa p70S6K que fosforila a IRS-

lenla Ser
1 en dichos residuos para apagar la via de sefalizacion del IGF-1. Al parecer los
efectos del CRF se llevan a cabo a través de la inhibicién de la fosforilacion del
receptor de IGF-1 y por consiguiente de la fosforilacién de la proteina adaptadora Shc.

Al parecer en esta inhibicion mediada por CRF, la proteina mTOR tiene algun papel.



Il. INTRODUCCION

La vida existe a través del mantenimiento de un equilibrio dinamico y complejo,
llamado homeostatico, el cual estd en constante cambio debido a la influencia de fuerzas
intrinsecas o extrinsecas, reales o percibidas, denominadas estresores (Charmandari et
al., 2005).

El cuerpo humano y la mente reaccionan al estrés activando una serie de
respuestas fisioldgicas y conductuales adaptativas del sistema nervioso central (SNC), las
cuales pueden afectar el desarrollo de la personalidad y el comportamiento si son
inadecuadas, excesivas o0 prolongadas, ademas de tener consecuencias adversas en
funciones fisioldgicas como el crecimiento, el metabolismo, la circulacion, la reproduccion
y las respuestas inmunes (Charmandari et al., 2005).

Muchas hormonas centrales influencian la regulacién de la homeostasis y son de
vital importancia en la habituacion, termogénesis, y metabolismo. Uno de estos factores
es el factor liberador de corticotropina o CRF, el cual moviliza rapidamente al organismo
para responder ante estresores y para estimular al sistema nervioso central para

responder ante cambios del ambiente (Hillhouse and Grammatopoulos, 2006).

2.1 El Factor Liberador de Corticotropinas (CRF) y sus acciones

Para el afio de 1950, ya era bien conocido que el hipotalamo contenia un factor
gue era capaz de activar al eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA); sin embargo, no fue
hasta 1981 que este factor, nombrado factor liberador de corticotropina o CRF, por sus
siglas en inglés, fue aislado del hipotalamo de ovino. EI CRF es un péptido sintetizado a
partir de un precursor de 91 aminoacidos denominado pre-pro-CRF que es procesado en
un péptido de 41 aminoécidos (Vale et al., 1981; Rivier et al., 1982).

Después de la exposicibn a un estimulo estresante, el CRF es secretado y
transportado via axonal del hipotdlamo hacia la eminencia media, en donde es liberado a
la circulacion portal. Subsecuentemente induce la liberacibon de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) de la glandula pituitaria. La ACTH es transportada via la
circulacion sistémica a la corteza suprarrenal, en donde estimula la liberacion de
glucocorticoides como el cortisol en humanos (Figural) (Bruijnzeel et al., 2005).

Los glucocorticoides son los efectores finales del eje HPA y al mismo tiempo
juegan un papel importante en la regulacion de la actividad basal del mismo eje, asi como
en la terminaciéon de la respuesta al estrés actuando en centros extrahipotalamicos, el

hipotdlamo y la pituitaria. La regulacion negativa que llevan a cabo los glucocorticoides



sobre la secrecién de CRF y la ACTH sirve como limite para la duracion de la exposicion
de diferentes tejidos del organismo a ellos mismos, minimizando los efectos catabolicos,
lipogénicos, antirreproductivos e inmunosupresores de estas hormonas (Figura 1)
(Charmandari et al., 2005).

Hipotalamo

Glindula~”~

pituitaria Activacion del : by
eje HPA \ '
Suprarrenal " Medula espinal

p ! Tronco
encefalico

Glucocorticoides

+ Resistencia a la insulina
- Funcién del sistema mnmune

Figura 1. Eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA). El CRF es secretado en el hipotadlamo por las
neuronas del nicleo paraventricular y posteriormente es transportado via circulacién portal hacia la
glandula pituitaria donde se estimula la secrecion de la adrenocorticotropina (ACTH) la cual entra a
circulacién periférica y estimula la secrecién de glucocorticoides en la corteza adrenal, generando
de esta forma, retroalimentacién negativa sobre la pituitaria anterior, el hipotalamo y el hipocampo
(Iineas rojas) (imagen modificada de Arborelius et al.,1999).

El CRF no sélo controla el eje HPA, sino que también integra algunas de las
respuestas autondmicas y del comportamiento a través del CNS, cuando sucede un
evento de estrés. Sin embargo, estudios histoquimicos han demostrado que el CRF no



sb6lo se sintetiza en el ndcleo paraventricular hipotaldmico, sino también en sitios
extrahipotaldmicos del cerebro. Esta distribucion anatomica del CRF, sugiere el papel de
este neuropéptido en respuestas a estresores, en el control autonémico, en la toma de

alimento, y en los procesos de aprendizaje (Bruijnzeel et al., 2005).

2.2 El CRF y sus anélogos (Ucnl, Ucnll y Ucnlll)

El CRF pertenece a una familia de péptidos entre los cuales se encuentran las
urocortinas I, 11 'y lll (Uenl, Ucnll y Ucnlll, respectivamente) en mamiferos (Figura 2), la
sauvagina (SVG) en anfibios y, la urotenisna en peces. Estos péptidos poseen una sola
cadena polipeptidica de aproximadamente 40 aminoacidos (Dautzenberg and Hauger,
2002; Hauger et al., 2006). La Ucnl parece participar en respuestas del comportamiento y
neuroenddcrinas ante estresores, y posiblemente en la regulacion de la toma de alimento.
Este péptido se encuentra en el tracto intestinal, glandulas suprarrenales, corazén y
testiculos (Bruijnzeel et al., 2005); mientras que la Ucnll puede detectarse en corazén,
glandula suprarrenal, placenta, piel, ovario, tracto gastrointestinal, Utero, musculo
esquelético, estbmago y en células sanguineas, ademas de regiones especificas del
cerebro (Spina et al., 1996). Por otra parte, la Ucnlll ha sido detectada en hipotalamo,
septo lateral, tracto gastrointestinal, glandulas adrenales y piel (Bruijnzeel et al., 2005).
Hallazgos en células de mamifero muestran los efectos citoprotectores y proliferativos del
CRF y sus analogos (Boorse et al., 2006).

Las respuestas neuroenddécrinas, autonémicas y conductuales que llevan a cabo
estos péptidos ante el estrés, se dan mediante su interaccion con dos receptores de
membrana: CRF; y CRF, (Figura 2) (Dautzenberg and Hauger, 2002; Hauger et al., 2006).

2.3 Los receptores (CRF; y CRF;) para el CRF y sus analogos

Las acciones biologicas del CRF y sus analogos son mediadas por receptores de
membrana plasmatica pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G clase B. En mamiferos se han caracterizado dos tipos de receptores: el
receptor CRF; y el CRF,, que presentan diferencias en su secuencia (porcentaje de
identidad), su distribucién tisular, su especificidad farmacoldgica y las respuestas que
regulan (Chalmers et al.,, 1995; Lovenberg et al., 1995; Steckler and Holsboer, 1999;
Keck, 2006) .

El receptor CRF; se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro,

principalmente en la pituitaria anterior, la neocorteza y el cerebelo (Charmandari et al.,



2005); mientras que en tejidos periféricos de humanos, el receptor CRF; se expresa en
testiculos, ovarios, endometrio, miometrio, placenta, sistema suprarrenal, tejido adiposo,
piel, bazo, corazon y en células del sistema inmune (Charmandari et al., 2005). Por su
parte, el receptor CRF, es expresado en cerebro mayoritariamente en el nucleo del septo
lateral, nucleo ventromedial del hipotdlamo, bulbo olfatorio y ndcleo mesencefélico y, en
tejidos periféricos se encuentra en piel, masculo esquelético, liso y cardiaco (Hillhouse
and Grammatopoulos., 2006).

Ambos receptores son entonces, mediadores cruciales de las respuestas
fisiologicas y del comportamiento ante el estrés y poseen influencias opuestas en los
mecanismos de procesamiento de informacién que regulan las respuestas a estresores
(Risbrough et al., 2003). Se ha encontrado que el receptor CRF; se encarga de regular los
efectos del CRF sobre el eje HPA y las conductas relacionadas a la ansiedad (Liebsch et
al., 1995; Skutella et al., 1998; Liebsch et al., 1999), mientras que el receptor CRF, se
encuentra principalmente asociado con la regulacion de conductas relacionadas a la
alimentacién y al igual que el receptor CRF,, a la ansiedad; ademas se ha observado que
regula la funcién cardiovascular y al eje HPA (Spina et al., 1996; Coste et al., 2000; Keck,
2006).

Estudios recientes han demostrado que el CRF y sus analogos presentan distintas
afinidades por los receptores CRF; y CRF,. Ucnl>CRF para el receptor CRFy, Vy
Ucnl>Ucnll>UcnllI>>CRF para el receptor CRF, (Lovenberg et al., 1995; Donaldson et al.,
1996; Grigoriadis et al., 1996). Estos estudios sugieren que el CRF y Ucnl son los
ligandos naturales para el receptor CRF;, mientras que Ucnl, Ucnll y Ucnlll lo son para el
receptor CRF, (Figura 2).
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Los receptores CRF; y CRF, pertenecen a la superfamilia de receptores de siete
dominios transmembranales acoplados a proteinas G o GPCRs (Figura 3). La
caracteristica estructural comdn para todos ellos es la presencia de siete hélices a que
atraviesan la membrana y que estan conectadas por tres asas intracelulares y tres
extracelulares. Esta composicion permite que el dominio N-terminal quede orientado hacia

la regién extracelular y el C-terminal hacia la intracelular (Ulloa-Aguirre et al., 1999).
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Figura 3. Esquema general de los Receptores Acoplados a Proteinas G. Receptor de siete
dominios transmembranales acoplado a proteinas G. La unién del ligando a dicho receptor produce
la activacion del sistema efector y la posterior generacion de mensajeros intracelulares (imagen
modificada de www.jenabioscience.com).

Los GPCRs se han clasificado segun diferentes criterios; uno de estos los clasifica
en tres familias en base a la homologia en su secuencia de aminoacidos (Kolakowski, Jr.,
1994). De esta manera, la primera familia (familia A), la mas numerosa, incluye a los
receptores relacionados con la rodopsina y los receptores B adrenérgicos. La homologia
global de los receptores de la familia A es baja y restringida a un nimero de residuos
altamente conservados. En esta familia, el ligando es normalmente reconocido en un
espacio formado por los dominios transmembranales, aunque para algunas subfamilias,
activadas por péptidos pequefios, el reconocimiento se produce a nivel de las asas
extracelulares y del dominio N- terminal (Fraser et al., 1988).

La segunda familia (familia B), contiene a los receptores relacionados con el
receptor de glucagon e incluye a un nimero aproximado de 20 receptores diferentes para
hormonas peptidicas y neuropéptidicas tales como la calcitonina, el glucagén y el CRF.
Estos péptidos son reconocidos por el dominio N-terminal relativamente largo que
presentan los receptores de esta familia.

La tercera familia (familia C), incluye a los receptores relacionados con los
receptores metabotrépicos de glutamato, asi como a los receptores sensibles a calcio y
los receptores de GABA. Esta familia se caracteriza por sus dominios C-terminal y N-
terminal que son excepcionalmente largos. En esta familia el dominio N- terminal es el
que esta involucrado en la union del ligando.

Después de ser activados por su ligando, los GPCRs interaccionan con las
proteinas G o proteinas heterotriméricas recambiadoras de nucle6tidos de guanina. En su
estado inactivo, la subunidad a de las proteinas G tiene unido GDP (a-GDP), sin

embargo, cuando el ligando se une al receptor lo estabiliza para llevarlo a una
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conformacion activa, lo cual permite el contacto entre los dominios intracelulares del
receptor y la subunidad a-GDP de la proteina G heterotrimérica. Esta interaccion cataliza
el recambio de GDP por GTP en la subunidad a y permite la disociacion de la subunidad
a-GTP del heterodimero By. Una vez disociados ambos, la subunidad a-GTP y el dimero
By regulan la actividad o la inhibicién de efectores enzimaticos como la adenilato ciclasa
(AC), la fosfolipasa C (PLC), asi como la regulacion de la actividad de canales de calcio y
de potasio.

La similitud de las subunidades a, permite clasificar a las proteinas G en cuatro
categorias: Gs, Gi, Gq y Gi213. La estimulacion de la subfamilia Gs activa a la enzima AC,
mientras que la estimulacion de la subfamilia Gi lleva a la inhibicion. La estimulacion de la
subfamilia Gq activa a la enzima PLC y la subfamilia G1,/13 est4 implicada en la regulacién
de proteinas G pequefias.

Los GPCRs, dependiendo de su especificidad, pueden activar sélo un tipo de
proteina G para llevar a cabo una transduccién de sefal especifica, 0 bien pueden
acoplarse a varias clases de proteinas G para generar multiples cascadas de
sefalizacién. Ademas, los GPCRs pueden asociarse entre ellos para formar homodimeros
o heterodimeros que inducen una compleja variedad de eventos de sefializacion
(Minneman, 2007).

Tanto el receptor CRF; como el CRF, se pueden unir a la proteina Gs en la
mayoria de las células, lo cual lleva a la activacion de la AC y el incremento de cAMP. Sin
embargo, en algunos tipos celulares los receptores pueden unirse a la proteina Gq
(Dautzenberg et al., 2004; Hauger et al., 2006; Hillhouse and Grammatopoulos, 2006).
Los sitios involucrados en la interaccion con las proteinas G se localizan principalmente
en la tercera asa intracelular del receptor y estd 100% conservado en los dos tipos de

receptores para el CRF.

2.4 La estructura del receptor CRF;

Este receptor, al pertenecer a la clase B de los GPCRs posee un extremo N-
terminal largo que permite el reconocimiento y la unién del ligando con alta afinidad. Sin
embargo, esta interaccion no parece ser suficiente para estimular el acoplamiento del
receptor a las proteinas G, por lo que debe darse una interaccion adicional entre el
dominio yuxtamembranal de los receptores y los primeros residuos del CRF que se
encuentran en el extremo N-terminal, para inducir la activacion de la sefial intracelular
(Figura 4).



El receptor CRF; tiene una secuencia de 415 aminoacidos y se han identificado
cuatro sitios de N-glucosilacién en el extremo amino Terminal; los cuales al parecer son
altamente glucosilados (Figura 4). La N-glucosilacion del receptor parece ser importante
para su expresion, su localizacién en la membrana plasmética y para la unién del ligando
(Hillhouse and Grammatopoulos, 2006). Ademas, el receptor se caracteriza por poseer
sitios de fosforilacion para PKC, los cuales se localizan en la primera y segunda asa
intracelular. Tanto la tercera asa intracelular como la cola carboxilica poseen un gran
numero de sitios posibles de fosforilacion, los cuales al parecer estan involucrados en la

regulacion del receptor (Figura 4). Estos sitios se encuentran altamente conservados en
los dos tipos de receptores (CRF; y CRF,), lo que sugiere que los mecanismos que

regulan la actividad de estos receptores son muy parecidas y se han conservado a través
del proceso evolutivo (Hauger et al., 2006).
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Figura 4. Secuencia del CRF;R y CRF,R en humanos. Secuencia del receptor indicando la
importancia de aminoacidos extracelulares comprendiendo el dominio del ligando selectivo para los
receptores de CRF. Serinas y treoninas (circulos rojos) localizados en las asas intracelulares del

CRFR y en el carboxilo terminal son sitos potenciales para fosforilacion por GRK e isoformas de
PKC (imagen modificada de (Hauger et al., 2006)).



2.5 Las rutas de sefializacion del receptor CRF;

En cuanto a la sefializacion que lleva a cabo el receptor CRF;, la activacion del
receptor por su ligando CRF, resulta en un recambio GDP/GTP en la subunidad a de la
proteina G, la cual participa en la activacion de diferentes rutas de sefializacion. La
subunidad By de la proteina G puede, por si misma, activar a una variedad de efectores.

Se ha observado que el CRF y la Ucnl a través de su receptor CRF; pueden
activar la ruta de la AC/PKA (Figura 5), ya que la union de estos ligandos promueven el
cambio de conformacién del receptor de un estado inactivo a uno activo, incrementando
su afinidad por la proteina Gs. El acoplamiento de la subunidad a de la proteina Gs a la
tercera asa intracelular, estimula la actividad de la AC, la cual promueve la generacién del
segundo mensajero AMPc y la posterior activacion de PKA, lo cual lleva a la fosforilacion
y activacién del factor transcripcional CREB (Chen et al., 1993; Dautzenberg et al., 2002;
Hauger et al., 2006).

Por otro lado, el receptor CRF; en diversos tipos celulares puede activar la via de
la fosfolipasa C/PKC (Figura 5), posiblemente a través del acoplamiento a la proteina Gy,
ya que se ha observado que el CRF induce la formacion de inositol trifosfato (IP3), la
movilizacién intracelular de calcio y la translocacion rapida a la membrana celular y su
posterior activacion de la PKC (Grammatopoulos and Chrousos, 2002; Hauger et al.,
2003; Dautzenberg et al., 2004; Hauger et al., 2006).

Recientemente se ha observado que en algunos sistemas celulares el CRF induce
la acumulacion simultdnea de AMPc y de IP3, lo que sugiere la existencia de un
acoplamiento de las proteinas Gs y G al receptor activo. Sin embargo, aliin no se conocen
del todo los mecanismos por los cuales el receptor CRF; puede activar a ambas proteinas

G (Grammatopoulos et al., 2000; Dautzenberg et al., 2004; Hauger et al., 2006).
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Figura 5. Rutas de sefializacién activadas por de los receptores CRF; y CRF, La activacion de
los receptores CRF; y CRF, lleva a su asociacién con la proteina Gs, que regula la actividad de la
adenilato ciclasa (AC), y con la proteina Gq que regula la actividad de la fosfolipasa C (PLC). Estos
efectores generan segundos mensajeros, lo cual lleva a la activacién de cinasas tales como PKA y
PKC, que se encuentran involucradas en la regulacion de sefiales intracelulares como la
transcripcion genética. Recientemente se ha propuesto que los receptores para CRF pueden ser
regulados por fosforilaciéon en la tercera asa intracelular y en su cola carboxilica por accion de PKC
y de las GRKSs vy, por su interaccién con las proteinas 3-arrestinas (Hauger et al., 2006).

Ademas de las rutas anteriormente mencionadas, el CRF puede activar la via de
las cinasas activadas por mitégenos (MAPK), en particular a las ERKs (cinasas reguladas
por sefales extracelulares), en diferentes tipos celulares como son las neuronas, células
cardiacas, células del miometrio, asi como en sistemas celulares de expresion
recombinante.

Las ERKs pertenecen a una subfamilia de las MAPK, una familia conservada de
cinasas de serina/treonina de proteinas, que estan compuestas de cinasas de 42 y 44-
kDa (ERK1/2). Estas cinasas se encuentran involucradas en la regulacién de programas
celulares importantes tales como: proliferacién, diferenciacién, movimiento celular, y

sobrevivencia celular. Ademas, pueden regular procesos como la plasticidad sinaptica



(Sweatt, 2004), y el control de la expresion genética por la activacion de factores
transcripcionales nucleares (Sweatt, 2004; Lefkowitz and Shenoy, 2005).

Las rutas de sefializacion de las MAPK estan integradas por tres elementos
consecutivos: la cinasa de la cinasa de la MAP cinasas (MAPKKK o MEKK), la cinasa de
la MAP cinasa (MAPKK o MEK) y las MAP cinasas (MAPK o ERK) (Chang and Karin,
2001; Pearson et al., 2001), los cuales se van activando consecutivamente mediante
reacciones de fosforilacion (MEKK— MEK— ERK) (Figura 6).
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Figura 6. Vias de sefializacion de MAP cinasas. En vertebrados la familia de MAPK esta
compuesta principalmente por cuatro subgrupos: ERK1/2, ERK5, JNK y p38 que son activados por
la fosforilacion de MAPKKs especificas. Las MAPKKs son activadas en respuesta a factores de
crecimiento, citocinas y factores de estrés. La activacion de las MAPKs lleva a la fosforilacion de
varios factores de transcripcion como son EIK-1, Sap 1,c-jun y MEF2c, ademas de cinasas como
pP90SRK,MAPKAPK?2/3 y SGK, y proteinas del citoesqueleto. Todas estas proteinas son criticas
para una respuesta celular apropiada ante estimulos extracelulares (Imajo et al.,2006).

Para activarse, las MEKKs requieren de la activacion de componentes
intermediarios como son PKC y PKA. Estos intermediarios fosforilan residuos localizados
en los sitios cataliticos de las MEKSs, los cuales pueden corresponder a dominios de
homologia a pleckstrina que son secuencias con estructuras tipicas que facilitan la
interaccion proteina-proteina o proteina-lipido, asi como también a secuencias ricas en
prolina involucradas en la union a motivos SH3, motivos de dedos de Zinc, cierres de
leucina, secuencias de union a proteinas G o residuos fosforilados Ser/Thr (Chang and
Karin, 2001; Pearson et al., 2001).



Debido a que las estructuras primarias de las MEKKs no estan conservadas entre
si, y a su heterogeneidad estructural y la de sus dominios reguladores, estas cinasas
presentan flexibilidad para responder a una gran variedad de estimulos, ademas de tener
la capacidad de activar varias cascadas simultaneamente.

Se ha observado que en células de mamiferos la activacion de las MAPKs en el
citoplasma inicia su translocacion al nicleo, en donde activan a factores de transcripcion,
0 a otros sitios del citoplasma en donde pueden fosforilar enzimas especificas como
cinasas de proteinas, fosfatasas, lipasas, o bien, componentes del citoesqueleto (Chang
and Karin, 2001;Pearson et al., 2001).

En mamiferos se han identificado cuatro subfamilias de cinasas pertenecientes a
la familia de las MAPKs (Figura 6); la primer subfamilia es la de las ERKs (ERK1/2), la
segunda la de las Junk (IJNK1/2/3), la tercera es la de la proteina p38 (p38a/B/y/d), y
finalmente la cuarta subfamilia es la de las ERKS5. Estas cinasas son activadas de manera
especifica por diferentes MEKSs, ya sea por MEK1/2 para ERK1/2, MKK4/7(JNKK1/2) para
JNKs, MKK3/6 para p38 y MEKS5 para ERKS5 (Pearson et al., 2001). Sin embargo, las MEK
pueden ser activadas por mas de una MEKK, lo cual incrementa la complejidad y
diversidad de la sefializacion de las MAPKs.

Se ha observado que la Ucnl, pero no el CRF, activan la via de las MAPKs en
células CHO y HEK293 que sobreexpresan a los receptores CRF; (Rossant et al., 1999;
Grammatopoulos et al., 2000), lo cual parece ser mediado por una via independiente a la
activacion de PKA (Rossant et al., 1999). Ademas, se ha observado que en células CHO-
K1 que expresan los receptores CRF;, las ERK1/2 son parcialmente reguladas a través de
PI3K, PLC y Pyk2 (Brar et al., 2004). Se ha descrito también que la activacion del receptor
CRF; induce el crecimiento neuronal de células CATH.a, linea celular catecolaminérgica
de origen neuronal, a través de una via dependiente de PKA y MAPK (Cibelli et al., 2001).
De manera similar, la PKA, pero no PKC, inducen la fosforilacion de las ERK1/2 en la
linea celular tumoral de hipdfisis (AtT20) (Kovalovsky et al., 2002; Brar et al., 2004). Por
otro lado, la exposicion de células de miometrio humano o de células HEK293 que
sobreexpresan receptores CRF;, a la Ucnl estimula la fosforilacion de las MAPK,
posiblemente a través de la activacion de la via de la fosfolipasa C (PLC)
(Grammatopoulos et al., 2000). La ruta de ERK1/2 puede ser regulada por distintas
proteinas G como G, Gg, G12 Y Ggy.

Como ya se mencion0, las MAPKs se encuentran involucradas en diferentes

procesos celulares como son la proliferacion, el desarrollo y la regulacion del ciclo celular,



ya que se ha observado que la activacion de la MEKK de la via de las ERK1/2 o Raf-1
esta involucrada en la respuesta a varias sefiales mitogénicas, lo que sugiere que el
crecimiento celular es regulado por la cascada de MAPK. Ademas, se ha probado que en
células NIH-3T3 cuando Raf-1 se encuentra constitutivamente activa puede acelerar la
proliferacion celular, lo cual es necesario para la activacién de la respuesta temprana o
tardia de genes (Miltenberger et al., 1993; Seger and Krebs, 1995). Se ha observado
también que las MAPK estan implicadas en la diferenciacion monocitica, la diferenciacion
neuronal en células PC12 y maduracion de células T Adema4s, estas cinasas al tener
similitud con las cinasas de levadura KSS-1 y FUS-3, pueden estar involucradas en la

regulacion del ciclo celular en respuesta a factores de crecimiento.

2.6 El Factor de Crecimiento Relacionado con la Insulina-1 (IGF-1) y sus
acciones

Los IGFs o factores relacionados con la insulina (IGF-1 y el IGF-2) son péptidos de
7-8 kDa miembros de una superfamilia de hormonas relacionadas con la insulina que
incluyen a la insulina y a la relaxina en vertebrados (Rinderknecht and Humbel., 1976;
Isaacs et al.,, 1978). Son promotores del crecimiento y se expresan durante la
embriogénesis en ratdn. Sin embargo, después del nacimiento, los niveles de IGF-2 caen
rapida y sistematicamente, y sélo sigue expresandose en tejidos de cerebro durante la
vida adulta. El IGF-1, por su parte, es producido en el higado e incrementa su
concentracion (Siddle et al., 2001). Por otro lado, la insulina es una hormona de 5.8kDa
gue es sintetizada por las células B de los islotes de Langerhans en el pancreas y regula
principalmente el metabolismo de la glucosa.

En cuanto a su estructura, los IGFs consisten en los dominios A, B, Cy D; vy las
partes largas de las secuencias dentro de los dominios A y B son homdlogas a las
cadenas Ay B de la proinsulina humana. Esta homologia entre las secuencias es del 43%
para el IGF-1 y del 41% para el IGF-2 (Zapf and Froesch., 1986; Daughaday and
Rotwein., 1989). Los IGFs derivan de pre-propeptidos en una manera similar a la insulina,
sin embargo contienen al péptido C, que une a las cadenas Ay B, el cual es normalmente
cortado en la insulina (Luo et al., 1999). Sin embargo, no existe homologia entre los
dominios C de los IGFs y la regién del péptido C de la proinsulina humana (Zapf and
Froesch., 1986; Daughaday and Rotwein., 1987).

Los IGFs participan en el crecimiento celular, mientras que la insulina

predominantemente regula la toma de glucosa y el metabolismo celular. Se ha



demostrado que los IGFs son Unicos en su habilidad para estimular la sobrevivencia en
mioblastos, la proliferacion, asi como la diferenciacion (Stewart and Rotwein 1996).
Ademaés, la sobreexpresion de IGF-1 estd relacionada con la promocion de la
neurogénesis y la sinaptogénesis en el giro dentado hipocampal durante el desarrollo
postnatal (O'Kusky et al., 2000), y puede incrementar el nimero de neuronas y su
crecimiento en el nacleo medular de raton (Dentremont et al., 1999).

Las acciones de los factores de crecimiento relacionados con la insulina difieren de
los de la insulina, debido a que su funcién principal no es el metabolismo celular. Sin
embargo, las rutas de sefializacion de la insulina y del IGF son similares; la diferencia
entre estos dos ligandos esta en su estructura, sus receptores y la afinidad por estos
(Siddle et al.,, 2001). Sus efectos son mediados, posiblemente, por los dominios
citoplasmicos del receptor de insulina (IR) y el receptor para IGF-1 (IGF-1R) (receptores
homo- y heterodiméricos), y también por la diferencia cuantitativa en la expresion relativa

de ambos receptores en diferentes tipos celulares.

2.7 El Receptor para IGF-1 (IGF-1R)

El IGF-1R pertenece a la familia de receptores con actividad de cinasa de tirosina
0 RTKs, los cuales desempefian un papel crucial en el control de procesos celulares
basicos como proliferacion, migracién, metabolismo, diferenciaciébn y supervivencia
celular, asi como en la regulaciéon de la comunicacion intercelular durante el proceso del
desarrollo. El IGF-1R se expresa en células neuronales, células gliales, y se encuentran
en alta densidad en la corteza cerebral y en el nucleo estriado (Werther et al., 1990;
Chung et al.,2002).

Este receptor (Figura 7) estd compuesto por dos subunidades extracelulares a
(130kDa) que unen al ligando, y dos subunidades cataliticas transmembranales [
(95kDa), las cuales estan conectadas por puentes disulfuro.

El dominio extracelular del IGF-1R est4 compuesto por seis dominios estructurales
que conforman el sitio de union al ligando. Dos hélices B (L1 y L2) se encuentran
separadas por una region rica en cisteinas (CR), y al parecer el dominio CR interactla
con el IGF-1 (Luo et al., 1999). Tres residuos de tirosina son fosforilados en el loop de
activacion, lo cual resulta en la promocién de la actividad catalitica (Favelyukis et al.,
2001).
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Al unirse el ligando al receptor provoca la transfosforilacion del dominio
citoplasmico; la fosforilacion puede producirse no solo en aquellas tirosinas situadas en el
dominio cinasa del receptor. Ciertas tirosinas situadas dentro de la porcién intracelular del
receptor, pero fuera del dominio cinasa, también pueden ser fosforiladas contribuyendo a
la generacion de sitios de union de alta afinidad para ciertas proteinas. La fosforilacion
inicial del loop de activacion en el residuo Tyr****
1131 y Tyr

fosforilado el receptor, pueden unirse proteinas a una determinada fosfotirosina del

es seguida por la estabilizacion de esta

1136

estructura por la fosforilaciéon de Tyr (Favelyukis et al., 2001). Una vez

receptor, de esta manera, la proteina puede ser a su vez fosforilada en una de sus

tirosinas por el dominio cinasa del receptor y por tanto ser activada.

2.8 Las rutas de sefializacion del IGF-1
Las proteinas participantes en las cascadas de sefalizacion del IGF-1 y de la

insulina comparten ciertos dominios de unién a fosfotirosinas que son muy conservados.



Entre estos dominios se encuentran los dominios SH2 (dominio de homologia con Src 2)
y PTB (dominio de unién a fosfotirosinas). Otros dominios son los SH3 (dominio de
homologia con Src 3), los cuales permiten la interaccion con dominios ricos en prolinas
presentes en otras proteinas. De esta forma, la sefializacion depende de la fosforilacién
de sustratos o proteinas intracelulares, que pueden activar a la via de sefializacion
dependiente de la familia de proteinas Ras (Figura 8), cuya principal funcion es mediar la
proliferacion y/o la diferenciacion celular. Las proteinas Ras pertenecen a una
superfamilia de GTPasas monoméricas, familia a la que también pertenecen las proteinas
Rho y Rab, implicadas en las vias de sefializacion dependientes de receptores que
regulan tanto al citoesqueleto como al transporte vesicular, respectivamente. Al igual que
la mayoria de las proteinas que unen GTP, Ras funciona como un interruptor bimodal
gue presenta dos estados conformacionales, uno activo unido a GTP y otro inactivo
cuando se une a GDP. Estos dos estados conformacionales estan regulados por dos
clases de proteinas: las GEFs (factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina), que
participan en la disociacion del GDP y posterior captacion de GTP del citosol para la
activacion de Ras, y las GAPs (proteinas activadoras de GTPasa) que incrementan la
hidrdélisis de GTP asociado a Ras inactivandola. En las vias dependientes de Ras, existe
una proteina adaptadora llamada Grb2 (Figura 8), la cual posee un dominio SH2 que le
permite unirse a determinadas fosfotirosinas, y un dominio SH3 que le permite la
interaccion con dominios ricos en prolinas existentes en las GEFs, que en el caso de Ras
se denomina Sos (Figura 8).

Una vez activada Ras, puede ser inducida la via de las MAPKs (figura 8); en este
caso, la MAPK es fosforilada en residuos de tirosina/treonina por la MEK, que a su vez es
activada mediante fosforilacion por Raf (MEKK), la cual es activada por Ras.

Otras moléculas implicadas en la sefalizacion son los sustratos del receptor de
insulina (IRS-1, -2, -3y -4). Los IRS fosforilados por el receptor de IGF-1 pueden reclutar
a la PI3K, resultando en la activacion de cinasas dependientes de fosfoinositidos (PDKSs),
la proteina cinasa B (Akt/PKB) y la cinasa de la proteina S6 ribosomal de 70kDa (p70S6K)
(Figura 8). Entre los sustratos de PKB se encuentran factores de transcripcion forkhead
(FOXO0), la cinasa 3p de la glucégeno sintetasa (GSK3p), y el blanco de la rapamicina en
mamiferos (MTOR) (Lawlor and Alessi., 2001). Estas rutas median la expresion genética,
la sobrevivencia celular y las sefales de crecimiento. mMTOR es una cinasa de

serina/treonina que es regulada tanto por PKB como por la disponibilidad de nutrientes



como la leucina, y regula la fosforilacion de la cinasa p70S6K (Huang and Houghton.,
2003).

Figura 8.Rutas de sefializacion
activadas por IGF-1. La unién de
IGF-1 a su receptor (IGF-1R) provoca
su autofosforilacion, lo cual lleva a la
union de otras proteinas como IRS-1
que es fosforilada en residuos de
tirosina y es capaz de unir a Grb2/Sos.
Este complejo une a Ras que activara
a la cascada de las MAPK. IRS-1
también puede unir a PI3K que activa
a Akt/PKB, el cual es capaz de activar
a mTOR que se encarga de fosforilar
a IRS-1 en residuos de serina para
apagar la sefial. Por otro lado, el
receptor fosforilado puede unir a la
proteina Shc que también es capaz de
unir a Grb2/Sos/Ras para finalmente
activar a las MAPK. (imagen
modificada de www.cellsignal.com).

reaiduca de Serina

Se ha observado que el receptor de insulina (IR) es mas efectivo que el de IGF-1R
para promover la asociacion de IRS-1 con PI3K, la estimulacién de la incorporacion de la
glucosa, y la translocacién del transportador de glucosa 4 (GLUT 4). En contraste, el IGF-
1R es mas efectivo en promover la fosforilacion de Shc, la asociacion de Shc con Grb2 'y
la activacion de la cascada de las MAPK (Urso et al., 1999).

a) El Sustrato del Receptor de Insulina-1 (IRS-1) y su papel en la via de
sefializacion del IGF-1

Los IRS (sustratos del receptor de insulina) son proteinas adaptadoras que
pertenecen a una familia compuesta por al menos cuatro miembros en mamiferos: IRS-1
e IRS-2, que son las proteinas mejor caracterizadas de la familia y que se encuentran

expresadas ampliamente en una gran variedad de tejidos; IRS-3 que se encuentra



especificamente en tejido adiposo y células B pancreaticas, e IRS-4 que se encuentra
principalmente en cerebro y timo (Saltiel and Kahn., 2001; White, 2003).

Uno de los principales sustratos tanto para el IGF-1R como para el IR es el
sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1), el cual es una proteina de 185 kDa (Sun et al.,
1991; White and Yenush, 1998). IRS-1 pertenece a una familia de moléculas adaptadoras,
y es fosforilada en tirosinas en respuesta a la insulina, al IGF-1 y a citocinas, (Sesti et al.,
2001; White, 2003). Contiene dominios de homologia a pleckstrina (PH) y de union a
fosfotirosinas (PTB) en el extremo amino terminal (Figura 9), los cuales son importantes
para su reclutamiento al receptor fosforilado (White and Yenush 1998; Sesti et al., 2001,
White, 2003). ElI dominio PTB se une especificamente a la fosfotirosina 960 de la
subunidad B del IGF-1R. IRS-1 también contiene varios sitios potenciales de fosforilacién

en tirosinas y alrededor de 50 sitios potenciales de fosforilacion en serinas/treoninas.
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Figura 9. Dominios del IRS-1y su fosforilacion en residuos de serina (Ser >, Ser ®2, Ser °%9).
IRS-1 contiene dominios PH y PTB en el extremo amino terminal, lo cual le permite su
acoplamiento al receptor fosforilado. EI dominio carboxilo terminal contiene motivos consenso de
fosforilacion en tirosinas que son directamente fosforilados por el receptor. La fosforilacion en las
tirosinas Tyr608 y Tyrﬁzs, genera sitios de unién para PI3K. IRS-1 también contiene sitios potenciales
de fosforilacién en serina como Ser®”’, Ser®* y Ser®®? (que equivale a la Ser®¥%39 en humano). La
fosforilacion en la Ser*”’ desacopla a IRS-1 del receptor y disminuye su fosforilacion en tirosinas,
incrementando su degradacion. La fosforilacion en Ser®*? y Ser®®, gue se encuentran cerca de los
residuos de tirosina responsables de la unién de PI3K, pueden reducir la asociacion de PI3K con
IRS-1 (imagen modificada de (Gual et al., 2004)).



En respuesta al IGF-1, el IRS-1 es fosforilado en tirosinas, sirviendo entonces
como proteina intermediaria que provee multiples sitios de unidn para otras proteinas con
dominios SH2 (Sesti et al., 2001; White, 2002). Por su parte, la fosforilacion en residuos
de serina del IRS-1 puede inducir un cambio en su conformacion que genera un
decremento en su interaccion con el IR o con el IGF-1R (Paz et al., 1997). También se ha
sido sugerido que, una vez fosforilado en residuos de serina, el IRS-1 une moléculas de
sefializacién que impiden su interaccién con el receptor o inhiben la actividad de cinasa
del mismo (Aguirre et al., 2000) llevando a cabo una asa de retroalimentacion negativa.
Las cinasas de serina/treonina rio debajo de PI3K parecen estar involucradas en esta asa
inhibitoria (Zick, 2001).

Se ha demostrado que la estimulacién con insulina e IGF-1 incrementa la
fosforilacion de IRS-1 en la Ser307, Ser612 y Ser636/639 (Gual et al.,2003; Rui et al.,
2001) (Tabla 1). La fosforilacién en la Ser307 (Figura 9) involucra predominantemente a la
ruta de sefalizacion de mTOR en adipocitos, musculo y hepatocitos (Gual et al.,2003;
Greene et al., 2003); sin embargo, se ha observado que también JNK puede fosforilar a
este residuo (Lee et al.,, 2003). La activacion de JNK puede también promover la
activacion de mTOR, que a su vez, estimula la fosforilacion de la Ser307 (Carlson et al.,
2004). En células 3T3-L1 y en células de hepatoma, la inhibicibn de mTOR previene la
degradacion de IRS-1 inducida por la insulina (Greene et al., 2003; Lee et al., 2003).

Por su parte, la Ser612 y la Ser636/639 se encuentran localizadas cerca de los
residuos de tirosina (Figura 9), que posterior a su fosforilacién, generan sitios de unién
para PI3K. Varios estudios han sugerido que la fosforilacién en dichos residuos puede
modular la interaccién entre IRS-1 y PI3K, asi como su activacion (Mothe and Van
Obberghen, 1996; Ravichandran et al., 2001). La ruta de sefalizacion de ERK y/o la ruta
de mTOR, en respuesta a la insulina, median la fosforilacion de estos sitios (Gual et
al.,2003).

Sin embargo, se ha observado también que la fosforilacién en ciertos residuos de
serina puede actuar como protector de la inhibicion de la sefializaciéon de IRS-1
manteniéndolo activo. Por ejemplo, se ha estudiado que después de la estimulacion con
insulina, el IRS-1 puede ser fosforilado en residuos de serina dentro del dominio PTB por
PKB/Akt (cinasa de serina/treonina) y que dicha fosforilacion protege a IRS-1 de la accion
de fosfatasas de tirosina y lo mantiene en una forma fosforilada activa (Paz et al., 1999).
Uno de los residuos de serina que han sido descritos como protectores de IRS-1 es la

Ser®® (Figura 9), que esta localizada dentro del dominio PTB que es requerido para la



interaccion del IRS-1 con su receptor. Este residuo es fosforilado en respuesta al estimulo
de insulina o IGF-1 y su fosforilacién es dependiente de la ruta de sefializacion de mTOR.
En ciertas lineas celulares como en células Fao de hematoma, esta fosforilacion parece
inhibir las funciones de IRS-1 a través de la interrupcion de la interaccién con su receptor
via JNK1 (Giraud et al., 2004; Werner et al., 2004). La Ser302 también puede ser
fosforilada por p70S6K in vivo, ya que se ha encontrado que esta fosforilacion es inhibida
después del uso de siRNA contra esta cinasa (Harrington et al., 2004).



Tabla 1. Fosforilacion de IRS-1 en distintas serinas
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b) El papel de la proteina Shc y su papel en la via de sefializacion del IGF-
1

Una vez que es activado el receptor de IGF-1, ademas de fosforilar al IRS-1,
puede fosforilar también a la proteina Shc (coldgena con homologia a Src) (Mastick et al.,
1994; Sasaoka et al., 1994). Se ha demostrado que esta proteina juega un papel
importante en la mitogénesis inducida por IGF-1 (Sasaoka et al., 1994; Sasaoka et al;
1996) ya que es importante en el proceso de activacion de la proteina Ras que
desempefia un papel fundamental en la transduccién de sefiales mitogénicas iniciada por
los receptores con actividad de cinasa de tirosina, que incluye al de IGF-1 (Skolnik et al.,
1993; Mastick et al.,1994; Sasaoka et al., 1994; Sasaoka et al; 1996).

La proteina Shc esta compuesta por tres dominios distintos que incluyen un
dominio PTB (de unién a fosfotirosinas) y un dominio CH (de homologia a colagena) en la
region del amino terminal, y un dominio SH2 en la region carboxilo terminal (Pelicci et al;
1992).

Se han identificado tres genes para shc: shcA, shcB y shcC (Luzi et al., 2000).
ShcA es ampliamente expresado en tejido humano y de ratén exceptuando a las
neuronas maduras, las cuales utilizan shcC (Pelicci et al., 1992; Conti et al., 2001),
mientas que ShcB es principalmente expresado en el cerebro, aunque, su funcién no ha
sido bien caracterizada (Luzi et al., 2000).

ShcA se expresa como tres isoformas con pesos moleculares de 46, 52 y 66 kDa.
Estudios previos han demostrado que las isoformas p52shc y p46shc son fosforiladas en
las tirosinas 239, 240 y 317 después del estimulo con un factor de crecimiento. Estas
fosfotirosinas proveen los sitios de union para Grb2 (Ishihara et al., 1998; Ravichandran.,
2001; Sasaoka et al., 2001; Patrussi et al., 2005). La unién de Grb2 a Shc es requerida
para que se lleve a cabo el proceso de crecimiento y proliferaciéon inducido por IGF-1 en
diferentes tipos celulares como los preadipocitos 3T3-L1 (Boney et al., 2000), las células
CHO (Chow et al., 1998; Sasaoka et al., 2001), y los neuroblastomas (Kim et al., 1998).
En células de musculo liso (SMC), la fosforilacién en tirosinas de p52shc y la union de la
proteina Grb2 son necesarias para mediar la via de sefializacion del IGF-1 (Ling et al.,
2005). Tras la asociacion con Grb2 se forma un complejo con Sos. La unién de Shc con
Grb2 es mediada por el dominio SH2 de Grb2 que se une a los residuos fosforilados en
tirosinas dentro del dominio CH de Shc (Sasaoka et al., 1994; Salcini et al., 1996).

Diversos estudios han demostrado que Shc e IRS-1 son sustratos competitivos

para interactuar con el receptor de insulina (Sasaoka et al., 1996; Ishihara et al; 1997).



Ademas de promover las sefiales de proliferacion y crecimiento caracteristicas del IGF-1,
se ha reportado que p66shc puede regular negativamente la activacion de MAPK inducida
por EGF, sin embargo, el mecanismo no ha sido elucidado (Okada et al., 1997). Ademéas
de la fosforilacion en tirosinas, p66shc contiene mudltiples sitios de fosforilacién en
residuos de serina/treonina; dentro de este conjunto se encuentra la serina 36 que se
localiza dentro del dominio CH de Shc. Diferentes estudios han demostrado que la
fosforilacion de la serina 36 de p66shc es responsable de limitar la extension del periodo
de vida del ratén (Migliaccio et al., 1999) y media la regulacion de las especies reactivas
de oxigeno (Nemoto and Finkel., 2002) asi como, la toxicidad de péptido beta-amiloide de
la enfermedad de Alzheimer (Smith et al., 2005).

c) El papel de mTOR en laregulacion de la via del IGF-1

MTOR es una proteina cinasa de serina/treonina cuya principal accion es el control
de la tasa de procesos anabodlicos y catabdlicos, y en términos de mecanismos
moleculares actlda principalmente para fosforilar a la proteina de union de elF-4E (4E-BP)
y a p70S6K, las cuales son importantes reguladores de la transcripcion genética. Es
conocida también por su papel en procesos de proliferacion y crecimiento en células no
neuronales (Swiech et al., 2007); sin embargo, mTOR tiene un papel importante a nivel
del Sistema Nervioso Central, ya que el tamafio del soma neuronal es controlado por esta
cinasa (Kwon et al., 2003; Swiech et al., 2007). Ademas, se ha observado que una de las
caracteristicas de las enfermedades que son acompafadas por un incremento en la
actividad de mTOR es la hipertrofia, la cual también afecta al sistema nervioso
modificando severamente la morfologia de las células (Swiech et al., 2007). Estudios
recientes han demostrado que mTOR esté involucrado con el desarrollo neuronal tanto de
las dendritas como en la morfogénesis de las espinas dendriticas (Campbell and Holt,
2001; Tavazoie et al., 2005; Swiech et al., 2007).

La actividad de cinasa de mTOR es modulada en respuesta a varios estimulos
como los factores tréficos, mitbgenos, hormonas, aminoacidos y el estrés celular, incluida
la isquemia, choque térmico, dafio al DNA e infecciones virales (Kimura et al., 2003; Hay
and Sonenberg, 2004; Avruch et al., 2005; O'Shea et al., 2005; Reiling and Sabatini,
2006); esto resulta en el balance entre los procesos anabdlicos y catabdlicos en la célula.

En mamiferos, mTOR forma dos complejos protéicos heterotriméricos que resultan
distintos a nivel funcional: mMTORC1 y mTORC2. mTORC1 es sensible a la rapamicina y

esta involucrado en una amplia variedad de procesos celulares como la transcripcion,



traduccion, autofagia, ciclo celular y la dinamica de los microtubulos (Schmelzle and Hall,
2000; Lukasz et al., 2007). Por otro lado, mMTORC2 es insensible a rapamicina y regula la
dinamica del citoesqueleto de actina y controla la actividad de dos cinasas: Akt y PKCa
(Sarbassov et al., 2004; Sarbassov et al., 2005).

La ruta de sefializacién canénica para la activacion de mTOR comienza con la
activacion de un receptor con actividad de cinasa de tirosina por mitdégenos, factores
tréficos u hormonas como el IGF-1 o la insulina. Esto induce la activacion de PI3K, de
diferentes proteinas adaptadoras y de Ras; y la produccion de fosfatidilinositol 3, 4, 5-
trifosfato (PIP3). La consecuencia inmediata de este incremento de PIP3 es el
reclutamiento de la cinasa de proteinas dependiente de 3-fosfoinositidos-1 (PDK1) y Akt a
la membrana celular y la subsecuente fosforilacion de Akt por PDK1l (Hresko and
Mueckler, 2005; Sarbassov et al., 2005). Una vez que Akt es fosforilada y activa, puede
fosforilar a mTOR que a su vez fosforila y activa a p70S6K (Dan et al., 2002; Inoki et al.,
2002; Manning et al., 2002; Garami et al., 2003; Inoki et al., 2003; Tee et al., 2003).

Cuando el IGF-1 activa a su receptor se crean sitios para el reclutamiento
de IRS1 e IRS2 a la membrana. Residuos especificos que son fosforilados en IRS1 y/o
IRS2 sirven como motivos de reconocimiento para la unién de moléculas de sefalizacién
como PI3K (Um et al., 2006; Dann et al., 2007); sin embargo, la via de sefalizacién PI3K-
Akt inducida por el IGF-1 y la insulina también puede ser activada por otros factores de
crecimiento como el factor de crecimiento epidermal (EGF), y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) (Gavi et al., 2006). La estimulacion del receptor de IGF-1
activa la via de PI3K-Akt-mTOR, lo cual causa efectos pleiotropicos que incluyen la
pérdida de la expresion de IRS-1 dependiente de mTOR; la inhibiciobn de mTOR induce la
expresion de IRS-1 y elimina la inhibicibn por retroalimentacion negativa de la via,
resultando en la activacion de Akt (O"Reilly et al., 2006).

Se sabe que mMTOR esta implicada en la fosforilacion de IRS-1 en la Ser307, la
cual es fosforilada también por JNK. Es posible que JNK actie de manera independiente
o rio arriba de mTOR. Una posible explicacién para la habilidad de mTOR de mediar las
funciones de estas rutas de sefializacion es su interaccion con PKC®. Esta cinasa puede
integrar tanto las sefiales de factores de crecimiento como sefiales de estrés. Se ha
observado que la anisomicina induce la fosforilacion de IRS-1 en Ser312 via JNK, sin
embargo, también puede activar tanto a mTOR como a PKC® para mediar dicha
fosforilacion. Es interesante ver que tanto mTOR como p70S6K son activadas por IGF-1

como por estrés (tratamiento con anisomicina). Sin embargo, la fosforilacion de la Ser307



inducida por IGF-1, no es eliminada cuando se usa el inhibidor de JNK, SP600125. Esta
fosforilacion solo es inhibida cuando se usan en conjunto los inhibidores de mTOR y
PKCd (Mingo-Sion et al., 2005). Ademés de la Ser307, la fosforilacion de IRS-1 en las
serinas 302 y 636/639, es conocida por antagonizar la sefializacion de IR y se encuentra
aumentada en modelos animales de obesidad y en musculo de pacientes con diabetes
tipo 2. (Bouzakri et al., 2003). La fosforilacién de estos sitios en ratones deficientes de
p70S6K se encuentra fuertemente reducida. (Um et al.,, 2004) y estudios recientes
sugieren que la fosforilacién de p70S6K en distintos sitios media la fosforilacién de IRS en
las serinas 302 y 636/639. (Um et al., 2006)

Recientemente Shah y Hunter (2006) demostraron que existen sitios en IRS1 que
son blancos directos de p70S6K y regulan la habilidad de una cinasa desconocida
resistente a rapamicina para mediar la fosforilacién de sitios de serina/prolina que se sabe

estan implicados en la resistencia a la insulina.



lll. ANTECEDENTES

El papel del CRF en las respuestas al estrés es sustentado por estudios en los
cuales se demuestra que los estresores pueden inducir la liberacion de CRF en una gran
variedad de areas del cerebro. Ademas, la exposicidon crénica al estrés puede inducir
adaptaciones en los sistemas de CRF hipotaldmicos y extrahipotalamicos, lo cual puede
resultar en una alteracion del comportamiento y de las respuestas fisioldgicas (Bruijnzeel
and Gold, 2005).

Se ha observado también que la administracion intracerebroventricular del CRF
resulta en una serie de respuestas periféricas y del comportamiento, asi como la
activacion del eje HPA y del sistema nervioso simpatico, lo cual indica que el CRF posee
un papel importante en la coordinacion de las respuestas al estrés. La activacion cronica
de la via del estrés puede desencadenar desérdenes que son resultado del incremento
y/o la secrecion prolongada del CRF y/o glucocorticoides. Entre los desordenes en los
cuales se encuentra incrementada la activacion del eje HPA estan: anorexia nerviosa,
malnutricion, desorden compulsivo-obsesivo, panico, sobreejercitacion, alcoholismo
cronico, diabetes melitus | y I, y obesidad (Charmandari et al., 2005).

Ademas, se ha observado que los sistemas extrahipotalamicos de CRF pueden
incrementar el riesgo de presentar sintomas de ansiedad y depresion durante periodos de
uso de drogas y alcohol. La administracién de drogas o alcohol, ha sido asociada con la
produccién y liberacion de CRF en sitios de la regién extrahipotalamica, y con respuestas
ansiogénicas, ademas de estar relacionado con la liberacibn de ACTH y cortisona
mediante una via dependiente del receptor de CRF (Bruijnzeel and Gold, 2005).

Aunado a esto, el CRF a nivel central puede inhibir el apetito y activar la
termogénesis via el sistema catecolaminérgico, mientras que a nivel periférico estimula la
funcién motora del colon (Seres et al., 2004). Se ha propuesto al CRF como uno de los
péptidos anorexigénicos mas importantes (Charmandari et al., 2005).

Por otro lado, el eje HPA y los niveles consecuentes de glucocorticoides en el
plasma se encuentran muy relacionados con el nivel de masa adiposa del cuerpo;
ademas, los glucocorticoides regulan la diferenciacion del tejido adiposo, su funcion y
distribucion y, en exceso pueden promover la obesidad visceral, la resistencia a la
insulina, dislipidemia e hipertension (Seres et al., 2004).

Durante el estrés, la activacion prolongada del eje HPA lleva a la supresion de la
secrecion de la hormona de crecimiento (GH) y a la inhibicién de los efectos del IGF-1; lo

mismo se ha observado en desérdenes como la ansiedad y la depresién en donde las



concentraciones de estas hormonas se encuentran  significativamente disminuidas
(Charmandari et al., 2005).

Otra de las enfermedades en donde ambas hormonas estan presentes y en donde
los niveles de IGF-1 son bajos, es la anorexia nerviosa, ya que se ha observado que en
este desorden fisiolégico en donde se presenta leucopenia y anemia; el IGF-1, encargado
de la activacion, crecimiento y sobrevivencia de las células hematopoyéticas, se
encuentra en bajas cantidades (Counts et al., 1992; Polli et al., 2008).

También se ha observado que el CRF podria estar implicado en la enfermedad de
Alzheimer. Se ha encontrado que los glucocorticoides se encuentran en niveles elevados
en personas de edad avanzada y esto se ha relacionado con la presencia de
vulnerabilidad neuronal en el hipocampo (Sapolsky et al., 1985, 1986). Sin embargo, se
ha descrito que ante estrés agudo la presencia y fosforilacién de la proteina tau, una de
las proteinas clave en el desarrollo del Alzheimer, no se ve afectada cuando se quita la
glandula suprarrenal a los ratones (Korneyev et al., 1995); lo cual sugiere que tal vez la
secrecién de glucocorticoides no juega un papel importante, siendo el CRF el que lleva a
cabo los efectos. En el 2007, Rissman et al., encontraron que el estrés emocional agudo
puede inducir la fosofrilacion de la proteina tau en el hipocampo de roedores y que puede
ser inhibida mediante la disrupcion genética o farmacolégica de la via de sefalizacién del
receptor CRF;. Ademas, la exposicion repetida a estrés provoca efectos acumulativos en
la proteina tau fosforilada quedando en su forma insoluble que es potencialmente
patogénica.

Por su parte, el IGF-1 que tiene un papel muy importante en el crecimiento del
cerebro en etapas embrionarias (Russo et al., 2005) y en el adulto, esta involucrado en
numerosos procesos que mantienen la homeostasis del cerebro asi como en la
plasticidad sinaptica y en la neurotransmision (Trejo et al., 2004); en la enfermedad de
Alzheimer presenta niveles en suero modificados (Tham et al., 1993; Craft et al., 1998).
Se ha propuesto también que el IGF-1 es uno de los mayores moduladores de los niveles
de la proteina amiloide (otra de las proteinas implicadas en el desarrollo del Alzheimer) y
que existe una relacion inversa entre los niveles en suero del IGF-1 y de la proteina
amiloide. Al parecer el IGF-1 estimula la eliminacién de dicha proteina del parénquina del
cerebro, ademas de promover la activacion de proteinas como la transtirretina, la
albumina y la apolipoproteina que llevan fuera del cerebro a la proteina amiloide (Carro et
al., 2002). Ademas, se ha sugerido que la pérdida de la sefalizacion del IGF-1 en el

cerebro, ayuda al desarrollo de la patogénesis de la amiloidosis (Carro et al., 2004).



En el 2002, Calogero et al., describieron que el CRF era capaz de inhibir la
liberacion del IGF-1 en cultivos primarios de células de la granulosa de rata; dicha
inhibicion se revertia usando un antagonista del receptor de CRF, lo cual idica que el
efecto inhibitorio del CRF es mediado por el receptor.

Por otro lado se ha descrito la sintesis de IGF-1 en la glandula pituitaria para
promover el crecimiento de sus células, en donde el CRF actta para inducir la liberacion
de la ACTH (Webster and Scanlon, 1991; Renner et al.,, 1996; Oomizu et al., 1998).
Ademas, se ha detectado el mMRNA del receptor de IGF-1 en células de cultivo de pituitaria
usando RT-PCR, lo cual indica que las células de pituitaria de raton expresan al IGF-1R
(Goodyer et al., 1984; Rosenfeld et al., 1985; Bach and Bondy, 1992; Unger and Lange,
1997).

En cuanto a las proteinas que regulan estas rutas de sefializacion, se ha
observado por ejemplo, que mTOR esta involucrado en varias formas de plasticidad de
procesos de aprendizaje y memoria (Tang et al., 2002; Cammalleri et al., 2003;
Tischmeyer et al., 2003; Hou and Clan, 2006; Parsons et al., 2006) y se ha descrito que
existe un cambio en la actividad de mTOR en tumores cerebrales, esclerosis tuberosa,
displasia cortical y desérdenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer,
Parkinson y Huntington (Chan et al., 2004; Ravikumar et al., 2004; Lafay-Chebassier et
al., 2005; Inoki et al., 2005; An et al., 2006; Ljungberg et al., 2006; Malagelada et al.,
2006).

Otra de las funciones cerebrales con las que ha sido relacionado es la toma de
alimento ya que en el 2006, Cota et al., observaron que tanto mTOR como p70S6K
activas fueron expresadas en el hipotadlamo y que animales privados de alimento por
48hrs presentaron niveles disminuidos en la actividad de mTOR en esa area del cerebro.
Dichos niveles volvieron a la normalidad cuando se suministré alimento a los animales.
Mientras las ratas control mostraron un incremento en la toma de alimento sin pérdida de
peso corporal, las ratas a las que se les administro L-leucina o leptina presentaron efectos
severos proanoréxicos como disminucion en la toma de alimento después de la privacion
de alimento y pérdida de peso. Tanto la leptina como la L-leucina, promovieron la
fosforilacion de p70S6K inducida por mTOR vy la aplicacion de rapamicina previno esta
induccién. De esta manera se observo que la inhibicion de mTOR reduce los efectos

proanoréexicos.



Recientemente, Morrison et al. (2007) mostraron que MTOR est4d también
involucrada en el control del comportamiento alimentario en respuesta a los cambios en

los niveles de aminoacidos.



IV. HIPOTESIS

El CRF ha sido implicado en alteraciones asociadas al desarrollo de anorexia
nerviosa en donde las acciones del IGF-1 se encuentran notablemente disminuidas.
Aunque se ha evidenciado que el CRF a través de su receptor CRF; es capaz de
disminuir la sintesis y liberacion del IGF-1, hasta el momento no se ha demostrado el
posible papel del CRF en regular negativamente las acciones del IGF-1 a nivel molecular.
De acuerdo a esto, nuestra hipoétesis de trabajo plantea que el CRF es capaz de inhibir las
acciones del IGF-1 a través de la alteracion de las acciones del receptor para IGF-1 y de

las proteinas adaptadoras IRS-1y Shc.



General:

V. OBJETIVOS

Determinar los efectos que tiene el Factor Liberador de Corticotropinas a través del

receptor CRF; sobre las acciones del Factor de Crecimiento Relacionado con la Insulina-1

en células CHO-K1 y establecer a qué nivel esta llevando a cabo la regulacién de dicha

via.

Particulares:

1.

Determinar el efecto del CRF sobre la activacion de la via de las MAPK
inducida por IGF-1

Determinar el papel de la fosforilacion en las serinas (Ser®*¥®* y Ser’®) del
Sustrato del Receptor de Insulina-1 (IRS-1) como mecanismo utilizado por el
CRF para inhibir la fosforilacion de ERK1/2 inducida por el IGF-1.

Determinar el papel de mTOR y p70S6K como proteinas implicadas en la
fosforilacion de IRS-1 en residuos de serina, y en la interaccidon entre ambas

vias.

Determinar si el CRF es capaz de inhibir la fosforilacibn de la proteina

adaptadora Shc en el residuo Tyr?*¥?* inducida por IGF-1.

Determinar si el CRF es capaz de inhibir la fosforilacion del IGF-1R inducida
por IGF-1.

Proponer un modelo general que expligue la manera en que el CRF esti

llevando a cabo sus efectos sobre las acciones del IGF-1.



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo Celular

En el presente trabajo se utiliz6 como modelo de estudio a las células CHO-K1,
provenientes de ovario de hamster chino; las cuales no expresan enddgenamente al
receptor CRF; y expresan grandes cantidades del receptor para IGF-1.

Estas células fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) y medio F12K (Kaighn's Modification F12) (1:1 v/v) suplementado con 10% (v/v)
de suero fetal bovino, 100ug/ml de estreptomicina y 100l1U/ml de penicilina (medio
completo). Las células fueron mantenidas en una incubadora con atmésfera hUmeda a 5%
de CO, a 37 °C. Todos los reactivos empleados para el cultivo celular fueron obtenidos de

la compafiia Invitrogen/GIBCO,BRL.

Figura 6.1. Células CHO-K1. Células de ovario de hamster chino.

6.2 Transfeccion Celular

Las células CHO-K1 fueron transfectadas en cajas de 10 cm a una confluencia de
entre 70 y 80 %, con el plasmido pcDNA3.1/CRF;R que contiene la secuencia del receptor
CRF; (Dautzenberg et al., 1999). Esto se hizo a través de la técnica de liposomas
cationicos utilizando lipofectamina (Lipofectamine reagent, Invitrogene), siguiendo las
especificaciones del fabricante. La técnica de liposomas cati6nicos se basa en la
formacion de complejos entre lipidos catidnicos y el DNA, dichos complejos poseen
afinidad por la membrana, lo cual permite la entrada del DNA al citosol. Después de 24



horas de la transfeccion las células fueron resembradas en cajas de 6 pozos y dejadas
por 18 horas en medio sin suero, a menos que se especifique lo contrario en los pies de
figura.

6.3 Deteccion de proteinas mediante ensayos de Western Blot

El dia del experimento, a las células transfectadas se les retiré el medio completo y
se mantuvieron en medio sin suero por 18 horas (a menos que se indique lo contrario en
los pies de figura). Transcurrido este tiempo se realizaron estimulos con las siguientes
hormonas: CRF o IGF-1, a diferentes tiempos y concentraciones. También se utilizaron
inhibidores especificos para diferentes cinasas como: Rapamicina (inhibidor de la cinasa
mTOR), BIM (bisindolilmaleilmida I, inhibidor de las isoformas clasicas y nuevas de PKC),
H89 (dihydrocloride, inhibidor de PKA), Wortmanina (inhibidor de la cinasa PI3K), PP2
(inhibidor de las cinasas de la familia de Src) y el Inhibidor del IGF-1R Il (inhibidor del
receptor de IGF-1). Los inhibidores fueron incubados por 20 minutos, a las
concentraciones indicadas en los pies de figura, antes de los estimulos con los agonistas.

Después de los estimulos, el medio fue removido y las células fueron lavadas dos
veces con un buffer de fosfatos (PBS, NaCl 137mM, KCL 2.1mM, Na,HPO,O 10mM,
KH,PO,0 2mM, pH 7.4) frio y después lisadas con 100 ul de buffer Laemmli 1X (SDS-
protein gel loading solution 2X Quality Biological, INC, B-mercaptoetanol y agua).
Posteriormente las muestras fueron sonicadas con pulsos de 40 Khz durante 5
seg/muestra (Sonios Vibra cell TM, Utrasonic Processor), se calentaron a 99°C por 5
minutos (Termomixer Comfort eppendorf) para finalmente ser centrifugadas a 14,500 rpm
durante 5 minutos (MiniSpinPLUS eppendorf). Las muestras se cargaron en geles de
poliacrilamida al 8 6 10% y se realiz6 una electroforesis durante hora y media.

Al finalizar, las proteinas se transfiieron a membranas PVDF utilizando
transferencia semiseca por una hora y media, a un voltaje fijo de 15V o transferencia
hameda por 2 horas a un amperaje constante de 500mAmp dependiendo de la proteina a
determinar. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios durante toda
la noche a 4°C. Una vez incubadas las membranas, se lavaron 3 veces por 10 minutos
con buffer TBS-Tween (Tris-base 20 mM, NaCl 137 mM y Tween 20 0.1%-0.5%, pH 7.5).
Posteriormente fueron incubadas con anticuerpos secundarios, conjugados con la

peroxidasa de rabano (HRP), esto por una hora a temperatura ambiente.



Las membranas fueron visualizadas con ECL (enhanced chemiluminescence
reagent, Amersham Biosciences) y cuantificadas con ayuda de un densitometro (GS-800
Calibrated Densitometer/BIORAD).

a) Deteccion de fosfo-MAPK por Western Blot

Para la deteccion de las ERK1/2 activas y fosforiladas, se utilizé el anticuerpo primario
anti-fosfo-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) (Cell Signaling Technology) a una dilucion de
1:4000, junto con el anticuerpo secundario HRP anti—raton, a una dilucion de 1:5000
(Amersham Bioscience).

b) Deteccién de fosfo-IR/IGF1R por Western Blot

Para la deteccién del receptor IR o IGF-1 fosforilado, se utilizé el anticuerpo primario anti-
fosfo-IR/IGF-1R (Tyr1131) (Biosource), a una dilucion de 3.3ul/5ml y como anticuerpo
secundario se utiliz6 HRP-conjugado anti-conejo, a una dilucibn de 1:5000

(Zymed/Invitrogen).

c) Deteccion de fosfo-IRS-1 (Ser 636/639) y (Ser 302) por Western Blot

Para la deteccion del IRS-1 fosofrilado en las serinas 636/639 y 302, se utilizaron los
anticuerpos primarios fosfo-IRS-1 (Ser302) y fosfo-IRS-1 (Ser636/639) (Cell Signaling
Technology/Santa Cruz Biotechnology), a una dilucién de 1:1000 y como anticuerpo
secundario se utiliz6 HRP-conjugado anti-conejo, a una dilucibn de 1:5000
(Zymed/Invitrogen).

d) Deteccion de fosfo-p70S6K por Western Blot

Para la deteccion de la cinasa p70S6K fosforilada, se utilizé el anticuerpo primario fosfo-
p70S6K (Thr421/Serd24) (Santa Cruz Biotechnology), a una diluciéon de 1:1000 y como
anticuerpo secundario se utiliz6 HRP-conjugado anti-conejo, a una dilucién de 1:5000

(Zymed/Invitrogen).

e) Deteccion de fosfo-Shc por Western Blot

Para la deteccion de la cinasa Shc, se utiliz6 el anticuerpo primario fosfo-Shc
(Tyr239/240) (Santa Cruz biotechnology) a una dilucion de 1:1000 y como anticuerpo
secundario se utilizdé HRP-conjugado anti-conejo, a una dilucién de 1:5000

(Zymed/Invitrogen).



6.4 Analisis de resultados

Por cada experimento se realizaron al menos tres repeticiones. Para hacer la
cuantificacion de los Western Blot se utiliz6 el programa Quantity One 1-D Analysis
Software 2000 (BIORAD). Los datos obtenidos son reportados como unidades arbitrarias
de la 2 pixeles — >.del fondo * error estandar. Para determinar las diferencias estadisticas
se realizaron pruebas de ANOVA y post-hoc de Dunnett, con ayuda del programa de

estadistica GraphPad Prism 4.0. Se tomé como diferencia significativa a p<0.05.



VIl. RESULTADOS

7.1. El CRF induce la activacion de ERK1/2

Se ha observado en diferentes modelos celulares que el CRF tiene la capacidad
de inducir la activacion de las MAPK (Brar et al.,, 2004; Cibelli et al., 2001;
Grammatopoulos et al., 2000; Rossant et al., 1999). Con el fin de caracterizar el efecto de
esta hormona sobre dicha activacion, células CHO-K1 transfectadas transitoriamente con
el receptor CRF,, fueron estimuladas con CRF 100nM a diferentes tiempos, observandose
una maxima activacion de ERK1/2 a los 5 min, la cual disminuye a partir de los 10min y
llega a niveles por debajo del basal a los 20min (Figura 7.1.A). Este efecto inducido por
CRF también es dependiente de la concentracion, ya que se observa una activacion
méaxima de ERK1/2 al estimular a las células con CRF 100nM (Figura 7.1.B). Por lo tanto,
CRF induce la activacion de ERK1/2 de una manera dependiente del tiempo y la
concentracion del estimulo en la linea celular CHO-K1 que sobreexpresa al receptor
CRF;.

A manera de control y para comprobar que las células CHO-K1 utilizadas no
expresaban al receptor CRFy, las células sin transfectar fueron estimuladas con CRF
100nM por 5 min y se detect6 la fosforilacion de ERK1/2 (Figura 7.1.C). Se puede
observar que la fosforilacion de ERK1/2 en células no transfectadas y estimuladas con el
CRF, es igual a la fosforilacion basal. Lo anterior indica que las células no responden al

estimulo con CRF debido a la ausencia de su receptor.
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Figura 7.1. El CRF tiene un efecto dependiente del tiempo y de la concentracién sobre la
activacion de ERK1/2. Células CHO-K1 fueron transfectadas con el receptor CRF, y transferidas a
cajas de cultivo de 6 pozos. Las células fueron incubadas por seis horas en medio sin suero antes
de realizar los siguientes ensayos. A) Las células fueron estimuladas con 100nM de CRF por 5, 10,
20, 30 y 40 minutos. B) Se realizaron ensayos de dosis-respuesta estimulando con diferentes
concentraciones de CRF (0.1nM-1000nM), por 5min. C) Células CHOK-1 sin transfectar, fueron
transferidas a cajas de cultivo de seis pozos e incubadas con medio sin suero entes de realizar el
estimulo con 100nM de CRF por 5min. En todos los casos (A, B y C), se obtuvieron extractos
totales de células CHO-K1 y se determind ERK1/2 en su estado fosforilado mediante la técnica de
Western blot (descrita en la seccién de materiales y métodos). Para el control de carga se
determind Akt total. Las graficas representan el promedio de entre 3-5 experimentos +* el error
estandar y una *p<0.05 para A) y *p<0.01 para B) vs 0.




7.2. Efecto de distintos inhibidores en la activacion de ERK1/2 inducida por
CRF

Dependiendo del modelo celular, el CRF puede inducir la fosforilacion de las
MAPK a través de distintas proteinas como son PKA, PKC y PI3K entre otras (Brar et al.,
2004; Kovalovsky et al., 2002; Grammatopoulos et al., 2000; Rossant et al., 1999). Con el
fin de establecer las posibles vias y proteinas que estan participando en la activacién de
ERK1/2 inducida por CRF y caracterizar mejor al sistema, se utilizaron diferentes
inhibidores de cinasas como PP2 (inhibidor de la actividad de las cinasas de la familia de
Src), wortmanina (inhibidor de la actividad de PI3K), BIM (inhibidor de la actividad de las
PKC clésicas y nuevas) (Figura 7.2.A) y H89 (inhibidor de la actividad de PKA) (Figura
7.2.B). Se puede observar que cuando se preincuban las células con PP2, Wortmanina o
H89, hay una disminucién en la activacion maxima de ERK1/2 inducida por CRF, mientras
que cuando se preincuba con BIM no hay una disminucion significativa en dicha
activacion; estos resultados nos sugieren que CRF esta activando a ERK1/2 a través de
las vias de Src, PI3K y PKA. Por otro lado, al parecer, la via de PKC no est4 llevando a

cabo un papel importante en esta activacion.
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Figura 7.2. El CRF parece llevar a cabo sus efectos sobre la activacién de ERK1/2 a través de
Src, PI3K y PKA. Cultivos de células CHO-K1 fueron transfectadas con el receptor CRFy, y
transferidas a cajas de cultivo de 6 pozos; seis horas después de retirarsele el suero se realizaron
los siguientes ensayos: A) Se realizaron preincubaciones de 30 minutos con los inhibidores PP2
[20uM], Wortmanina (WORT) [100nM] y BIM [1uM]. Transcurridos los 30 minutos se estimuld con
el agonista CRF [100nM] durante 5min. *p<0.01 y **p<0.05 vs CRF. B) Las células se
preincubaron por 30 minutos con el inhibidor H89 [500nM] y posteriormente se estimulé con el
agonista CRF [100nM] durante 5min. *p<0.05 vs CRF. En ambos casos (A y B), Se obtuvieron
extractos totales y se determiné a ERK1/2 en su estado fosforilado mediante la técnica de Western
blot. Para el control de carga se determiné Akt total. Las gréaficas representan el promedio de entre
5-6 experimentos = el error estandar.



7.3. El IGF-1 induce la activacion de ERK1/2

El IGF-1, al ser una hormona relacionada con procesos de proliferacion y
crecimiento (O"Kusky et al., 2000; Stewart and Rotwein., 1996), ha sido ampliamente
estudiado de manera tal que se ha caracterizado como es que activa a las MAPK en
diferentes tipos celulares. En este caso, en las células CHO-K1 (que expresan
enddégenamente al receptor de IGF-1) transfectadas transitoriamente con el receptor CRF;
y estimuladas con IGF-1 50ng/ml a diferentes tiempos (Figura 7.3.A), se observa que el
IGF-1 tiene la capacidad de inducir la activacién de ERK1/2, obteniéndose una maxima
activacion a los 5min con una caida rapida a los 20min, tiempo en el cual la actividad de
ERK1/2 llega a niveles cercanos al basal. Estos datos nos indican que en este modelo
celular, la actividad de ERK1/2 inducida por IGF-1 es dependiente del tiempo y que la via
de sefializacion del IGF-1 esta siendo activada de manera normal por su ligando. Por otro
lado, la activacion de ERK1/2 inducida por IGF-1 también es dependiente de la
concentracion del agonista, ya que se observa que a partir de una concentracion de
10ng/ml se obtiene fosforilacién de ERK1/2. Sin embargo, la fosforilacion maxima se da a

una concentracion de entre 40 y 50ng/ml de IGF-1 (Figura 7.3.B).
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Figura 7.3. El IGF-1 induce la activacion de ERK1/2 de una manera dependiente del tiempo y
la concentracién. Células CHO-K1 fueron transfectadas con el receptor CRF; y transferidas a
cajas de seis pozos donde fueron dejadas en medio sin suero por seis horas antes de realizar los
ensayos. A) Las células fueron estimuladas con 50ng/ml de IGF-1 por 2, 5, 10, 20 y 30 minutos.
*p<0.01 vs control. B) Se realiz6 una dosis-respuesta utilizando diferentes concentraciones de IGF-
1 (5, 10, 20, 40, 50 ng/ml) por 5 minutos. *p<0.01 vs control. Se obtuvieron extractos totales de las
células y se determind ERK1/2 en su estado fosforilado mediante la técnica de Western blot. Para
el control de carga se determind Akt total. Las graficas representan el promedio de entre 4-5

experimentos * el error estandar para A y de 3 experimentos + el error estandar para B.



7.4. El IGF-1 activa a ERK1/2 parcialmente a través de PI3K

Para poder establecer las posibles vias y proteinas que estan participando en la
activacion de ERKZ1/2 inducida por el IGF-1 y asi caracterizar mejor al sistema, se
utilizaron diferentes inhibidores de cinasas como Rapamicina (inhibidor de la cinasa
mTOR), wortmanina (inhibidor de la actividad de PI3K), PP2 (inhibidor de la actividad de
las cinasas de la familia de Src) y BIM (inhibidor de la actividad de las PKC clasicas y
nuevas) (Figura 7.4). Se puede observar que cuando se preincuban las células con
wortmanina hay una disminucién en la activacién maxima de ERK1/2 inducida por IGF-1,
mientras que cuando se preincuba con rapamicina, PP2 o BIM no hay una disminucién
significativa en dicha activacion. Estos resultados nos sugieren que IGF-1 esta utilizando
parcialmente a PI3K para activar la via de sefializacion de las MAPK, mientras que

MTOR, Src y PKC no juegan algin papel en la activaciéon de ERK1/2.
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Figura 7.4. El IGF-1 induce la fosforilacion de ERK1/2 a través de PI3K. Cultivos de células
CHO-K1 fueron transfectadas y transferidas a cajas de cultivo de 6 pozos; seis horas después de
retirarsele el suero se realizaron los siguientes ensayos: Se realizaron preincubaciones de 30
minutos con los inhibidores Rapamicina (RAPA) [100nM], Wortmanina (WORT) [100nM], PP2
[20uM] y BIM [1pM]. Transcurridos los 30 minutos se estimuldé con el agonista IGF-1 [50ng/ml]
durante 5min. *p<0.01 vs IGF-1. Extractos totales fueron obtenidos y se determiné a ERK1/2 en su
estado fosforilado mediante la técnica de Western blot. Para el control de carga se determind Akt

total. La gréfica representa el promedio de 3 experimentos + el error estandar.

7.5. El IGF-1 activa a su receptor

Para comprobar que la via de sefializaciéon del IGF-1 esta siendo activada a través
de su receptor y que éste se esta fosforilando de manera normal, se evalué la activacion
del receptor inducida por su ligando. Se puede observar que cuando se estimula a las
células con IGF-1 [50ng/ml] (Figura 7.5) se obtiene una activacion maxima de IGF-1R
hasta los 10min; dicha activacion se sostiene por lo menos hasta los 30min. Esto indica

que el IGF-1 est4 activando a su receptor de una manera dependiente del tiempo.
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Figura 7.5. El IGF-1 activa a IGF-1R. Células CHO-K1 fueron transfectadas con el receptor CRF;
y posteriormente transferidas a cajas de seis pozos. Se dejaron de doce a dieziocho horas con
medio sin suero antes de realizar los ensayos. Las células fueron estimuladas con 50ng/ml de IGF-

1 por 2, 5, 10, 20 y 30 minutos. Se obtuvieron extractos totales de las células y se detect6 a IGF-

1131

1R en su estado fosforilado (Tyr ") mediante la técnica de Western blot. Para el control de carga

se determind Akt total. *p<0.05 y **p<0.01vs control La gréafica representa el promedio de entre 3-5
experimentos + el error estandar.

7.6. La activacion de ERK1/2 inducida por IGF-1 es mediada a través de la
activacion de su receptor

Con el fin de comprobar que la activacion de ERK1/2 inducida por IGF-1 se da a
través de la activacion de su receptor, se utilizo el inhibidor de la actividad del receptor de
IGF-1. Se puede observar que cuando las células son preincubadas con dicho inhibidor y
estimuladas con IGF-1, hay una disminucion aproximada del 70% en la fosforilacion de
ERK1/2 inducida por IGF-1 (Figura 7.6.A). Esto sugiere que el IGF-1 se esta uniendo a su
receptor para inducir su autofosforilacion y asi activarlo, y llevar finalmente a la activacion
de la cascada de las MAPK y la fosforilacion de ERK1/2.

Se realizdé un ensayo de dosis-respuesta para observar el comportamiento del
inhibidor para el receptor de IGF-1 y establecer asi si la dosis usada para inhibir la
actividad y fosforilacion del receptor era la correcta (Figura 7.6.B). Se puede observar que
a partir de una dosis de 10uM, se obtiene la inhibicion ERK1/2, la cual es completa con el
uso del inhibidor a una dosis de 50uM.
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Figura 7.6. El IGF-1 induce la activacion de ERK1/2 a través de IGF-1R. Cultivos de células
CHO-K1 fueron transfectadas con el receptor CRF4, y transferidas a cajas de cultivo de seis pozos.
Después de doce horas con medio sin suero se realizaron los siguientes ensayos: A) Se
realizaron preincubaciones de 30 minutos con el inhibidor para el receptor de IGF-1 [50uM].
Transcurridos los 30 minutos se estimuld con IGF-1 [50ng/ml] durante 5min. *p<0.01 vs IGF-1. B)
Se realizaron ensayos de dosis-respuesta preincubando con diferentes concentraciones del
inhibidor para el receptor de IGF-1 (0.01uM-50uM) por 30min y después estimulando con IGF-1
[50ng/ml] por 5min. *p<0.01 y **p<0.05 vs IGF-1. En ambos experimentos (A y B), se obtuvieron
extractos totales y se determind a ERK1/2 en su estado fosforilado mediante la técnica de Western
blot. Para el control de carga se determind Akt total. Las graficas representan el promedio de 3
experimentos = el error estandar.




7.7. El CRF inhibe la activacion de ERK1/2 inducida por IGF-1

Una vez caracterizados los sistemas, se procedié a analizar si el CRF estaba
inhibiendo la sefal del IGF-1 en las células CHO-K1. Ya que se ha encontrado que en
procesos como el estrés y la anorexia, existe una sobrestimulacion del eje HPA asi como
un aumento en los niveles del CRF, mientras que los niveles de IGF-1 se ven disminuidos
(Charmandari et al.,, 2005; Seres et al., 2004). Esto sugiere que posiblemente existe
relacion entre ambas hormonas de manera tal que el CRF esté teniendo efectos
reguladores sobre las acciones del IGF-1. Para determinar si en el modelo celular de las
CHO-K1 el CRF puede regular la via del IGF-1, se realizaron preincubaciones de CRF a
diferentes tiempos y un posterior estimulo de IGF-1 por 5min, tiempo en el que se obtuvo
el maximo efecto de dicha hormona en la activacion de ERK1/2 (Figura 7.3). Se puede
observar que el CRF tiene la capacidad de inhibir la fosforilacion de ERK1/2 inducida por
IGF-1 (Figura 7.7.A). Se obtuvo una maxima inhibicion (aproximadamente del 40%) con la
preincubacion con el CRF por 40min. También se realizaron ensayos de dosis-respuesta
para determinar si dicha inhibiciébn era dependiente de la concentracién del CRF, y se
observé que a concentraciones de entre 10 y 100nM (por 40min) disminuye la
fosforilacion de ERK1/2 inducida por 5min de estimulo con 50ng/ml de IGF-1 (Figura
7.7.B). Estos resultados sugieren que el CRF tiene la capacidad de inhibir la fosforilacién
de ERK1/2 inducida por IGF-1 de una manera dependiente tanto del tiempo como de la

dosis.
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Figura 7.7. El CRF inhibe la activacién de ERK1/2 inducida por IGF-1 de manera dependiente
del tiempo y la dosis. Después de la transfeccion, las células fueron transferidas a cajas de seis
pozos e incubadas por seis horas con medio sin suero. Transcurrido este tiempo, las células fueron
sometidas a los siguientes tratamientos: A) Se realizaron preincubaciones con CRF a diferentes
tiempos (10, 20, 30 y 40min) y posteriormente se estimularon con IGF-1 [50ng/ml] durante 5min.
*p<0.01 vs IGF-1. B) Se realizaron preincubaciones con CRF a diferentes concentraciones (0.1, 1,
10 y 100nM) por 40 min, y posteriormente se estimulé con IGF-1 [50ng/ml] por 5 min. *p<0.05 vs
IGF-1. En los dos experimentos (A y B), se obtuvieron extractos totales y se determiné a ERK1/2
en su estado fosforilado mediante la técnica de Western blot. Para el control de carga se detecto

Akt total. Las graficas representan el promedio de entre 4-6 experimentos * el error estandar.



7.8. La fosforilacion de ERK1/2 inducida por IGF-1 es inhibida por CRF
posiblemente a través de mTOR, mientras que Src, PI3K y PKC parecen no
estar involucradas

Una vez establecido que CRF inhibe la fosforilacion de ERK1/2 inducida por IGF-1,
se procedié a determinar las posibles cinasas que pudieran estar llevando a cabo dicha
inhibicién; por lo cual se utilizaron los inhibidores para la actividad de cinasa de mTOR
(Rapamicina), Src (PP2), PI3K (Wortmanina) y PKC (BIM). Las células fueron
preincubadas con los inhibidores y/o con CRF, y posteriormente estimuladas con IGF-1.
Se puede observar que cuando las células son preincubadas solamente con CRF y
estimuladas con IGF-1, existe una disminucion en la fosforilacion de ERK1/2, la cudl es
recuperada cuando se preincuba con la rapamicina. Esto no sucede cuando se preincuba
con los deméas inhibidores (PP2, Wortmanina y BIM) (Figura 7.8), lo cual sugiere que la
cinasa mTOR esté involucrada en la inhibicibn mediada por CRF, mientras que Src, PI3K
y PKC no lo estan.
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Figura 7.8. La fosforilaciéon de ERK1/2 inducida por IGF-1 es inhibida por CRF posiblemente
a través de mTOR, mientras que Src, PI3K y PKC parecen no estar involucradas. Los cultivos
celulares fueron transfectados y transferidos a cajas de cultivo de doce pozos y seis horas después
de retirarsele el suero se realizaron los siguientes tratamientos: Se realizaron preincubaciones de
30 minutos con los inhibidores Rapamicina (RAPA) [100nM], PP2 [20uM], Wortmanina (WORT)
[100nM] y BIM [1uM]. Transcurridos los 30 minutos se estimulé con el agonista CRF [100nM]
durante 40min y después de este tiempo de estimuld con IGF-1 [50ng/ml] por 5 min. *p<0.01 vs
IGF-1, #p<0.01 vs IGF-1+CRF. Extractos totales fueron obtenidos y se determiné a ERK1/2 en su
estado fosforilado mediante la técnica de Western blot. Para el control de carga se determind Akt

total. La gréfica representa el promedio de entre 3-5 experimentos + el error estandar.



7.9. El CRF no induce ni la fosforilacion de IRS-1 en la Ser636/639 ni la
fosforilacion de p70S6K

MTOR es una cinasa clasica de la via de IGF-1 que es conocida por su papel en
procesos de proliferacion y crecimiento tanto en células no neuronales (Swiech et al.,
2007) como en células neuronales (Swiech et al., 2007; Kwon et al., 2003). Esta cinasa,
como parte del sistema de regulacion negativa de la via del IGF-1, tiene un papel muy
importante al inducir la fosforilacién de IRS-1 en la serina636/639, a través de p70S6K, lo
cual lleva a la pérdida de expresion de IRS-1 (O'Reilly et al., 2006). Al mismo tiempo,
p70S6K puede fosforilar directamente a IRS-1 en la serina 636/639 y en la 302 (Gual et
al., 2004).

Sabiendo que CRF inhibe la fosforilacion de ERKZ1/2 inducida por IGF-1,
posiblemente a través de mTOR (Figura 7.8.A) y que mTOR y p70S6K son activadas
tanto por IGF-1 como por estrés (Mingo-Sion et al., 2005), se procedié a determinar si
CRF podia inducir tanto la fosforilacion de IRS-1 en la serina636/639 como la activacion
de p70S6K. Primero se confirm6 que IRS-1 estaba siendo fosforilado de manera normal
en la serina 636/639 como parte de la respuesta de regulacion negativa de la via de
sefalizacion de IGF-1; para esto se realizé un curso temporal estimulando a las células
con IGF-1 a diferentes tiempos. Se puede observar que el IGF-1 induce la fosforilacion
maxima de la serina636/639 a los 10 minutos; dicha fosforilacion se sostiene hasta los 20
minutos y cae a niveles cercanos al basal a los 30 minutos (Figura 7.9.A). Esto indica que
la fosforilacion de IRS-1 en la serina636/639 esta siendo inducida de manera normal por
IGF-1 como parte de sus mecanismos de regulacién homéloga. Una vez que se comprobé
que la fosforilacion de IRS-1 en la serina636/639 estaba siendo inducida por el IGF-1, las
células se estimularon con CRF a diferentes tiempos y posteriormente se determiné la
fosofrilacion de IRS-1 en la serina636/639 y la fosofrilacién de p70S6K. Se pude observar
que CRF no induce la fosforilacién de IRS-1 en la serina 636/639 a ningun tiempo (Figura
7.9.B); lo mismo sucede en el caso de la fosforilacion de p70S6K (Figura 7.9.C).

Estos resultados indican que el CRF no esta inhibiendo las acciones del IGF-1 a
través de la fosforilacién de IRS-1 en la serina 636/639 ya que no tiene la capacidad de
inducir su fosforilacion. Ademas, CRF tampoco puede inducir la fosforilacion de p70S6K,
la cual tiene la capacidad de fosforilar a IRS-1 en la serina 636/639 cuando se estimula
con IGF-1. Al parecer, la via del CRF esta utilizando a mTOR para inhibir la fosforilacién
de ERK1/2 inducida por IGF-1, pero no mediante la fosforilacion de IRS-1 en la serina

636/639 por dicha cinasa y tampoco a través de la activacion de p70S6K.



Z

Fosforilacion de IRS-1 (Ser636/639)

{% del control)

400

350
300
250
200
1501
100+

50

10 20

Tiempo {min)
IGF-1 [SOng/mlI]

30

40

S Mt St S (o pIRSA

0 2 5 10 20 30 min(Sere363)

— B

IGF-1 [50ng/mi]

| o

5y
~

Fosforilacion de IRS -1 [Ser636/639)

% del control)

160
140-
120-
100-
80
60+
40+
20

20 20

Tiempo {min)
CRF [100nM]

40

- : +— PIRS-1
(Ser636/639)

0 5 10 20 30 40, min
CRF [100nM]

SRR o




C

N—r

STl L

(Thra21/Ser424)

3
3 0 5 5 10 20 40 i
: 250 . 5 min
§ IGF-1 CRF [100nM]
50ng/

. 200 [50ng/mi]
=

=
X E 1504
v 3
2 = +— Akt Total
&g 100
-}
ks
6 50-
o
L
.E o T T T T T
"g' 0 10 F.+] k] 40 50
- Tiempao [min)

CRF [100nM]

7.9. El CRF no induce la fosforilacién de IRS-1 en la Ser636/639 y de p70S6K. Células CHO-K1
fueron transfectadas con el receptor CRF; y transferidas a cajas de seis pozos donde fueron
incubadas por doce horas en medio sin suero. Posteriormente se realizaron los siguientes
ensayos: A) Las células fueron estimuladas con 50ng/ml de IGF-1 por 2, 5, 10, 20 y 30 minutos; y
posteriormente a través de la técnica de Western blot se detecté IRS-1 fosforilado en la serina
636/639. B) Las células fueron estimuladas con 100nM de CRF por 5, 10, 20, 30 y 40 minutos; y
posteriormente a través de la técnica de Western Blot se detecté IRS-1 fosforilado en la serina
636/639. C) Se realiz6 un curso temporal estimulando con CRF [100nM] por 5, 10, 20 y 40min o
con IGF-1 [50ng/ml] por 5 min. Posteriormente se detect6 la fosforilacion de p70S6K mediante la
técnica de Western Blot. Para el control de carga se determind Akt total. Las gréficas representan

el promedio de 5-6 experimentos = el error estandar.



7.10. El CRF no induce la fosforilacion de IRS-1 en la Ser302

Otra de las fosforilaciones en serina de IRS-1 importantes para la regulacion
negativa de la via y el apagado de la sefial de IGF-1, a través del impedimento de la union
de IRS-1 con el receptor, es el de la serina302. Dicha fosforilacion se lleva a cabo a través
de la cinasa JNK o por p70S6K (Giraud et al., 2004; Werner et al., 2004; Harrington et al.,
2004). Por lo tanto, se probo6 si CRF podia inducir la fosforilacion de IRS-1 en la serina
302. Primero se hicieron cursos temporales con IGF-1 para verificar que IRS-1 estuviera
siendo fosforilado de manera normal como resultado de la regulacién negativa de la via
de sefializacion. Se puede observar que cuando se estimula con IGF-1 se promueve la
maxima fosforilacion de IRS-1 en la serina 302 a partir de los 10 minutos (Figura 7.10.A) y
se mantiene hasta los 40 minutos. Estos resultados indican que el IGF-1 induce la
fosforilacion de IRS-1 en la serina302 como parte caracteristica de su via de sefalizaciéon
para apagar y regular sus acciones. Ya que se establecié que IRS-1 puede ser fosforilado
en dicha serina de manera normal, se prosiguié a comprobar si el CRF era capaz de
fosforilar a IRS-1 en el mismo residuo. Para esto, se realizaron cursos temporales con
CRF y se determind la fosforilacion de IRS-1 en la serina 302. En la Figura 7.10.B se
puede observar que el CRF no induce la fosforilacion de la serina302 de IRS-1, lo cual
sugiere que el CRF no utiliza ésta via para inhibir las acciones del IGF-1.
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7.10. ElI CRF no induce la fosforilacion de IRS-1 en la Ser302. Las células CHO-K1 fueron
transfectadas con el receptor CRF,, y transferidas a cajas de cultivo de seis pozos donde fueron
incubadas por doce horas con medio sin suero. Posteriormente se realiz6 el siguiente ensayo: A)
Las células fueron estimuladas con 50ng/ml de IGF-1 por 2, 5, 10, 20 y 30 minutos; y
posteriormente a través de la técnica de Western blot se detectd IRS-1 fosforilado en la serina302.
*p<0.05 vs control y **p<0.01 vs control. B) Las células fueron estimuladas con 100nM de CRF por
5, 10, 20, 30 y 40 minutos; y posteriormente a través de la técnica de Western blot se detecté IRS-
1 fosforilado en la serina302. El control de carga se determiné con Akt total. Las graficas

representan el promedio de 5-6 experimentos + el error estandar.

7.11. ElI CRF inhibe la fosforilacién de Shc inducida por IGF-1

Una de las proteinas adaptadoras importantes en la via de sefializacion del IGF-1,
ademas del IRS-1, es la proteina Shc (Mastick et al., 1994; Sasaoka et al., 1994), la cual
es fosforilada una vez que el receptor ha sido activado por su ligando. Esta proteina es
importante para que el IGF-1 pueda llevar a cabo sus acciones mitogénicas y
proliferativas (Sasaoka et al., 1994; Sasaoka et al; 1996). Por lo tanto, ya que la
fosforilacion de algunos residuos de serina del IRS-1 no es, al parecer, la via mediante la
cual el CRF esta llevando a cabo sus efectos sobre la accidén del IGF-1, se procedio a
identificar el papel de Shc. Las células fueron preincubadas con CRF por 40 minutos
(tiempo en el que se observé la maxima inhibicion de la fosofrilacion de ERK1/2) y
estimuladas con IGF-1 por 5 minutos; y posteriormente se identificé a Shc fosforilada en la
Tyr239/240; debido a que estas fosforilaciones son las responsables de la union de Grb2

(Ishihara et al., 1998) y la posterior activacion de la via de las MAPK.



Se puede observar que cuando se preincuban las células con CRF y se estimulan
posteriormente con IGF-1 la fosofrilacion de Shc se ve inhibida en un 40%
aproximadamente en comparacion con el estimulo solo de IGF-1 (Figura 7.11). Estos
resultados nos indican que el CRF esté interfiriendo de alguna manera en la fosofrilacion
de Shc (responsable de la posterior unién de Grb2) inducida por IGF-1, lo cual hace
suponer que al verse afectada esta fosforilacion, la via de sefializacion del IGF-1 se ve
afectada de igual manera. Por lo tanto la inhibicién de la fosforilacion de ERK1/2 inducida
por IGF-1, se esta llevando a cabo mediante la interrupcion de la fosforilacion de Shc que

promueve la unién de la proteina Grb2.
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Figura 7.11. El CRF inhibe la fosforilacion de la proteina Shc inducida por IGF-1. Después de
la transfeccién, las células fueron transferidas a cajas de seis pozos y dejadas seis horas con
medio sin suero. Transcurrido este tiempo, las células fueron sometidas los siguientes
tratamientos: Las células fueron estimuladas con IGF-1 [50ng7ml] por 5 min o se realiz6 una
preincubacion con CRF [100nM] por 40min y posteriormente se estimulé con IGF-1 [50ng/ml]
durante 5min. *p<0.05 y p<0.01 vs IGF-1. Se obtuvieron extractos totales y se determiné a Shc en
su estado fosforilado mediante la técnica de Western blot. Para el control de carga se determing

Akt total. La gréfica representa el promedio de 3 experimentos = el error estandar.



7.12. ElI CRF inhibe la fosforilacidén del receptor de IGF-1

Una posible explicacién para la inhibicion de la fosofrilacion de Shc es que la
fosforilacion en tirosina del IGF-1R esté disminuyendo por accion del CRF. Para
comprobar que efectivamente el CRF tenia algun efecto a nivel de la fosforilacion del
receptor se procedio a preincubar a las células con CRF por 40 minutos y/o estimular con
IGF-1 por 5 minutos. Posteriormente se identificd al IGF-1R fosforilado en la Tyr1158 que
es un residuo que indica la activacion del receptor.

Se puede observar que cuando se preincuban las células con CRF y se estimulan
posteriormente con IGF-1 la fosforilacion del receptor de IGF-1 se ve inhibida en un 40%
aproximadamente en comparacion con el estimulo solo de IGF-1 (Figura 7.12). Este
ultimo experimento sugiere que el CRF esta ejerciendo sus acciones a nivel del receptor
de IGF-1 impidiendo o disminuyendo su fosforilacion en residuos de tirosina, lo cual
conduce a la incapacidad de fosforilar y unir a la proteina adaptadora Shc; al no
fosforilarse Shc no puede unir e inducir la fosforilacion de Grb2 y por lo tanto no se lleva a

cabo la via de sefnalizacion de las MAPK.
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Figura 7.12. El CRF inhibe la fosforilacién del IGF-1R. Después de la transfeccion, las células
fueron transferidas a cajas de seis pozos y dejadas seis horas con medio sin suero. Transcurrido
este tiempo, las células fueron sometidas los siguientes tratamientos: Las células fueron
estimuladas con IGF-1 [50ng/ml] por 5 min o se realizé una preincubacién con CRF [100nM] por
40min y posteriormente se estimuld con IGF-1 [50ng/ml] durante 5min. *p<0.05 vs IGF-1. Extractos
totales fueron obtenidos y se determiné a IGF-1R fosforilado en la Tyr1131 mediante la técnica de
Western blot. Para el control de carga se determind Akt total. La grafica representa el promedio de

3 experimentos + el error estandar.



VIIl. DISCUSION

Se sabe que tanto el CRF como el IGF-1 se encuentran relacionados en el
desarrollo de algunas enfermedades como la anorexia, en donde los niveles del CRF se
encuentran elevados y los del IGF-1 disminuidos. Ademas de estas evidencias indirectas,
existen muchas otras enfermedades en donde ambas hormonas parecen estar implicadas
de modo que el CRF se encuentra en niveles mas altos de lo normal y el IGF-1 en niveles
mas bajos. Estos trabajos hacen suponer que existe una relacion entre ambas vias de
sefalizacibn de manera tal, que una de las hormonas, en este caso el CRF, esté
regulando o inhibiendo las acciones del IGF-1, como es la fosforilacion de ERK1/2. Se
sabe que el CRF tiene la capacidad de inhibir la liberacion del IGF-1 en cultivos primarios
de células de la granulosa de rata (Calogero et al., 2002).

En el presente trabajo se muestran indicios de las posibles proteinas que
participan en la activacién de las MAPK via el CRF. En nuestro modelo celular, CHO-K1,
las cinasas que se encontrd estan involucradas son Src, PISK y PKA, mientras que PKC
no parece estar actuando de manera relevante. Algunos grupos de trabajo sugieren que el
CRF activa a las MAPK via la transactivacién del receptor con actividad de cinasa de
tirosina para EGF (Andreev et al., 2001; Kraus et al., 2003; Punn et al., 2006; Fuentes.,
2007 tesis de licenciatura), mientras que otros trabajos sugieren a las B-arrestinas como
proteinas importantes en la activacion de ERK1/2 (Oakley et al., 2007, Lefkowitz., 2007;
Luttrel., 2006).

Al parecer, la via de activacion de las MAPK por CRF depende del tipo celular; en
donde se puede estar activando PKA y/o PKC (Brar et al., 2004; Cibelli et al., 2001;
Kovalovsky et al., 2002; Rossant et al., 1999). Ademas, en el caso de PI3K, se ha
observado que esta cinasa puede jugar un papel central en la transactivaciéon de los
receptores de EGF por accion del CRF (Punn et al., 2006) para la posterior activacién de
las MAPK; sin embargo, se ha observado que CRF puede activar a PI3K sin necesidad de
transactivar al receptor de EGF (Fuentes., 2007 tesis de licenciatura). En cuanto al papel
de Src, existen trabajos en donde se determina que proteinas cinasas como Src, y
receptores para el EGF, estan implicados en la sefializacion de receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) asociados con la activacion de la cascada de sefializacion de
Ras/MAPK (Kraus et al., 2003; Andreev et al., 2001). Aunque también, por otro lado, se
ha determinado que la proteina cinasa Src se encuentra involucrada en la activacion de la

proteina PI3K (Kraus et al., 2003). En la linea celular HEK293 se ha observado que la



activacion de la cascada de las ERK1/2 por los receptores CRF;, es mediada
principalmente por la activacion de la via de PI3K/Akt (Punn et al., 2006).

En el caso de las células CHO-K1, no expresan receptores para EGF (Bringman et
al.,, 1987; Jo M et al., 2002); por lo cual, es posible que se esté utilizando otro receptor
parecido con actividad de cinasa de tirosina, como el receptor para PDGF. Ademas de
conocer cuales son las proteinas que estan participando en la activacion de las MAPK por
CRF, los experimentos realizados indicaron que en nuestro modelo celular, la expresion
del CRF;R puede activar vias de sefalizacion como la de ERK1/2.

Por otra parte, el IGF-1 al parecer esta utilizando a la cinasa PI3K para activar a la
via de sefializaciéon de las MAPK, ya que en la Figura 7.4 cuando se utiliza Wortmanina
(inhibidor de PI3K) se observa una disminucion en la fosforilacion de ERK1/2. Ademas de
esta via, IGF-1 activa la casacada de las MAPK a través de la via clasica
(Grb2/Sos/Ras/Raf/MAPK) mediante de la activacion de la proteina adaptadora Shc. Se
sabe ademas que el IGF-1 puede inducir la fosforilacion de PI3K de una manera
dependiente de la activacion de Shc y de su unién con Grb2, para llevar a cabo la
migracién celular en células vasculares de musculo liso (Radhakrishnan et al., 2008). Por
otra parte, en el 2007, Sampaio et al., propusieron que a través del estimulo del receptor
para EGF, la cinasa PI3K podia promover la fosforilacién de ERK1/2 cuando el estimulo
con EGF era débil. Este grupo de trabajo sugirié que la via a través de la cual PI3K estaba
promoviendo la cascada de las MAPK era mediante la uniébn de la proteina Gabl
(proteina de unidn tipo 1 asociada a Grb2, del inglés Grb2-associated binding protein 1) a
PISK y la posterior asociacion con Shp2 (proteina fosfatasa tipo 2 que contiene un
dominio 2 en la regién de homologia a Src, del inglés Src homology region 2 domain-
containing phosphatase 2), que finalmente activa a Ras. Se sabe también que en
fibroblastos 3T3 que son deficientes para IRS-1, la sefializacion de IGF-1 es mediada por
Gabl (Winnay et al.,, 2000). Es posible que en las células CHO-K1, el IGF-1R esté
utilizando a proteinas como Gabl y Shp2 para inducir la fosforilacion de ERK1/2 como via
secundaria a través de PI3K.

El aspecto principal que se encontrd en este trabajo de tesis es que el CRF tiene la
capacidad de inhibir las acciones del IGF-1, al parecer a través la cinasa mTOR, ya que al
usar Rapamicina se recupera la fosforilacion de ERK1/2 inhibida por CRF (Figura 7.8.A).
Sin embargo, los experimentos realizados no permiten establecer como es que mTOR
esta llevando a cabo la inhibicion de la via del IGF-1 y por tanto la inhibicion de la

fosforilacion de ERK1/2, ya que el CRF no fue capaz de inducir ni la fosforilacién de IRS-1



en el residuo de serina 636/639 (Figura 7.9.B), sitio caracteristico de fosforilacion por
MTOR, ni es capaz de fosforilar a p70S6K (Figura 7.9.C), que también puede inducir la
fosforilacion de IRS-1 en dicho residuo. Estos datos sugieren también que el CRF esta
utilizando a mTOR para llevar a cabo sus efectos, sin embargo, no lo hace a través de
activar a p70S6K que es la cinasa caracteristica activada por mTOR.

Por otro lado, el CRF no es capaz de fosforilar a IRS-1 en la serina 302 (Figura
7.10.B) que es inducida principalmente por JNK, una cinasa activada en procesos de
estrés. La fosforilacion de este residuo también se lleva a cabo de manera directa por
p70S6K, sin embargo, como se mencioné anteriormente, el CRF no activa a dicha cinasa.

Se analizaron estos dos residuos ya que, la serina 636/639 es fosforilada
principalmente por mTOR, una cinasa clasica tanto de la via de la insulina como la del
IGF-1, muy relacionada en la regulacién negativa de la via. Por lo tanto, se pensé que
podria ser activada por el CRF para llevar a cabo sus efectos inhibitorios. Por su parte, la
serina 302 que es fosforilada principalmente por JNK, se pens6 como posible blanco de
fosofrilacion del CRF ya que JNK se activa en procesos relacionados con el estrés en
donde el CRF tiene un papel primordial.

Sin embargo, no es posible descartar por completo el papel de la fosforilacién en
serinas de IRS-1, ya que dicha proteina posee mas de 50 sitios potenciales de
fosofrilacion en estos residuos, y es posible que existan otras serinas aln no estudiadas o
no evaluadas en el presente trabajo, que estén implicadas en la inhibicién inducida por
CRF. Algunas otras serinas que pueden estar jugando algun papel importante son la 307,
la 612 y la 1101 ya que se ha observado que su fosforilacion reduce la sefial tanto de la
insulina como del IGF-1 ya que se encuentran dentro de los dominios PTB o PH que son
importantes para la unién del IRS-1 a los fosfoinositidos de membrana o al receptor
fosforilado; o se encuentran dentro de regiones que son importantes para la asociaciéon
del IGF-1 a proteinas como PI3K. Por ejemplo, la Ser307 puede ser fosforilada tanto por
JNK, una cinasa implicada en la patogénesis de la obesidad y la diabetes tipo 2, como por
p70S6K; y su fosforilacion promueve la reduccién de la asociacién con el receptor y puede
llevar a IRS-1 a degradacién. Por otra parte, la Ser612 es fosforilada por ERK1/2 e inhibe
la union de PI3K a IRS-1 ya que se encuentra cerca de los residuos de Tyr implicados en
dicha unién (D’Alessandris et al., 2007). Finalmente, la Serl1101 es fosforilada por
p70S6K o por PKC-8 y su fosforilacion promueve la reduccion de la activacion de IRS-1y
la activacion de Akt. Dicha fosforilacién esté relacionada con el desarrollo de la resistencia
a la insulina (Gual et al., 2005; Tremblay et al., 2005)



Por otro lado, se sabe que la proteina Shc juega un papel primordial para que el
IGF-1 lleve a cabo sus funciones proliferativas y mitogénicas (Sasaoka et al., 1994;
Sasaoka et al; 1996). Algunos trabajos sugieren que el IGF-1 une preferentemente a Shc
méas que a IRS-1, y que inclusive estos sustratos compiten entre ellos por la unién al
receptor (Sasaoka et al., 1996; Sasaoka et al., 1996; Ishihara et al; 1997). Al parecer, a
través de la unién IRS-1 al receptor se llevan a cabo principalmente los efectos
metabdlicos y a través del Shc se llevan a cabo los efectos proliferativos y la activacion de
las MAPK.

En el presente trabajo los datos sugieren que Shc tiene un papel importante para
la activacion de las MAPK por IGF-1 y que el CRF induce la inhibicion de la fosforilacion
de Shc que lleva a la unién y activacién de Grb2 y por consiguiente la activaciéon de la via
de las MAPK y ERK1/2.

De este modo, el CRF parece estar llevando a cabo sus efectos inhibitorios
mediante la alteracién de la fosforilacion de Shc, mientras que la fosforilacion en serina de
IRS-1 no parece tener peso en el proceso inhibitorio del CRF.

La alteracion de la fosforilacion de Shc es, al parecer, mediante la modificacion de
la fosforilacion en tirosinas del receptor de IGF-1. Este receptor, al ser un receptor con
actividad de cinasa de tirosina, depende en mucho de su fosforilacion para poder
encender las vias de sefializacion para llevar a cabo sus efectos de crecimiento y
desarrollo (Li and Miller., 2006). Dicha activacion se da por la union de su ligando IGF-1 al
dominio extracelular del receptor que estimula su actividad intrinseca de cinasa de tirosina

y la autofosforilacion de loops de activacion que contienen tres sitios principales: Tyr'**,

1135 1136. 1135

Tyr—>y Tyr—°; siendo la Tyr—> el primer sito en fosforilarse (Favelyukis S et al., 2001).

Se ha observado que cuando se expresa en fibroblastos una mutante del receptor de IGF-
1 que no contiene las tirosinas del loop de activacion, existe una reduccion dramética de
la sefializacion del IGF-1 (Kato H et al., 1994; Li S et al., 1994). Ademas, en células NIH-
3T3 con una doble mutante (Y1135/Y1131F) en el receptor, es incapaz de autofosforilarse
y es incapaz de promover la sefializacion mediante Shc e IRS-1 (Hernandez-Sanchez C

1136

et al.,1995). Por otro lado, cuando se utiliza una mutante de la Tyr—, se ha encontrado

que hay una disminucion en la fosforilacion del receptor, de la sintesis de DNA y de la

1135 1131

mitogénesis, mientras que las mutaciones de la Tyr—> o de la Tyr—"" por si solas tienen
efectos pequefios (Li S et al., 1994). Se asociado una mala sefalizacion del IGF-1R con la
transformacién a células malignas en cancer (Li and Miller., 2006; LeRoith D and Roberts

CT., 2003; Valentinis B and Baserga R., 2001). En este trabajo se encontr6é que la tirosina



detectada (Tyr''®

) del IGF-1R, es importante en las células CHO-K1 para que el receptor
lleve a cabo sus efectos; ya que al preincubar las células con CRF, la fosforilacion del
receptor inducida por IGF-1 se ve disminuida, y por lo tanto se ve afectada su asociacion
con Shc y la posterior activacion de la cascada de las MAPK.

En resumen, el presente trabajo se encontr6 que el CRF no soélo inhibe la
fosforilacion de Shc inducida por IGF-1, sino que ademas lo hace a través de la inhibicion
de la fosforilacion de IGF-1R inducida por su ligando. De este modo, la inhibicién mediada
por CRF tiene lugar al impedir la fosforilacion del loop de activacion del receptor de IGF-1
y por lo tanto, la asociacion del IGF-1R con la proteina adaptadora Shc y la posterior

union de Grb2, la activacion de la via de las MAPK y la fosofrilacion de ERK1/2.
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X. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo de tesis se encontré que CRF esta utilizando a la cinasa
MTOR para llevar a cabo la inhibicion de la fosofrilacibn de ERK1/2 inducida por IGF-1.
Sin embargo, no se hicieron los experimentos suficientes para determianr co6mo es que
dicha cinasa estd ayudando a CRF a llevar a cabo sus efectos. Posiblemente lo esté
haciendo a nivel del receptor, ya que el CRF inhibe su fosforilacién; por lo tanto, seria
importante hacer experimentos que permitan dilucidar si mTOR e IGF-1 estan
interactuando de manera tal que mTOR lo esté inactivando. Ademas tendrian que hacerse
experimentos para saber si el CRF esta activando a mTOR y como es que lo esta
haciendo.

En este trabajo se encontré también, que Shc juga un papel importante en llevar a
cabo la activacion de la via de las MAPK, sin embargo, es importante conocer en este
modelo celular si para la via de IGF-1 se prefiere a la Shc o a IRS-1 como proteina
adaptadora que lleva a la via proliferativa.

Aunque al parecer la fosforilacion en serinas de IRS-1 no parece ser el mecanismo
llevado por CRF para inhibir las acciones de IGF-1, no se puede descartar que el CRF
pueda inducir la fosforilacion de algun otro residuo de serina de IRS-1, por lo cual, es
importante realizar experimentos para evaluar otras serinas de relevancia en la regulacion
negativa y apagado de la sefal de la via de IGF-1.

Por ultimo, seria importante llevar a cabo los mismos experimentos realizados en
un modelo celular endégeno en donde las células expresen ambos receptores. Ademas,
sabiendo que ambos receptores estan involucrados en enfermedades como anorexia y
Alzheimer, seria interesante buscar modelos celulares que permitan asociar a estas
enfermedades con la interaccibn entre ambos receptores y asi conocer mejor los

mecanismos a través de los cuales se llevan a cabo dichas enfermedades.
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