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RESUMEN

La hormona liberadora de corticotropina (CRH) es una de las principales proteinas
responsables de la regulacién del estrés mediante la activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenales. Se han identificado dos receptores de la CRH, el tipo 1 (CRH-R1) y el tipo
20 (CRH-R2a), ambos miembros de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G y
con afinidades diferentes para los diversos miembros de la familia de los péptidos de la
CRH. En el presente estudio se investigaron las propiedades de unién, de internalizacién y
de senalizacion intracelular, de los receptores de la CRH cuando ambos subtipos de
receptores son co-expresados en la linea celular HEK-293. La co-expresion de estos
receptores en las células HEK-293 provocd una disminucién en la produccion de AMPc, lo
qgue sugiere que la presencia de ambos receptores, en la misma célula, modifica la
transduccién de la sefial mediada por este importante segundo mensajero; sin embargo, ni
la cinética de union ni la velocidad de internalizacion de ambos receptores se modificaron.
Ademas, nuestros resultados demostraron que estos receptores se internalizan de manera
diferente, el CRHR1 se internaliza en menor porcentaje y en menor tiempo que el CRHR2a
y cuando se cotransfectan ambos receptores la internalizacién de estos receptores semeja
al comportamiento del CRHR2a. Estudios de localizacion de los receptores de la CRH en
el cerebro han demostrado que en regiones tales como amigdala, hipocampo y nucleo
paraventricular, los ARN mensajeros tanto del CRH-R1 como del CRH-R2a se colocalizan,
por lo que estos receptores pueden estar expresandose de manera conjunta las regiones
antes mencionadas. De este modo la co-expresion de ambos receptores podria influenciar
de manera importante los efectos provocados por la CRH, contribuyendo de este modo a la
complejidad del acoplamiento diferencial de los receptores de la CRH a diferentes agentes

estresantes o a cambios endocrinos.



ABSTRACT

Corticotropin-releasing hormone (CRH) has a major role in stress regulation in the
organism. Two CRH receptors have been identified to date; type 1 receptor (CRH-R1) and
type 2 receptor (CRH-R2a), both members of the superfamily of G-protein coupled
receptors. Both receptors have different affinities to the several members of the CRH-like
peptide family. In the present study we investigated the regulation of CRH receptors when
both receptors were co-expressed in HEK-293 cell line. Co-expression of CRH-R1 and
CRH-R2a in HEK-293 cells resulted in a partially inhibited cAMP production; indicating that
in the presence of both receptors the signal transduction mediated by cAMP is impaired;
however, neither binding kinetics properties nor internalization rate were modified in both
receptors. In addition, our results demonstrated that these receptors differ in their
internalization properties, CRHR1 internalized in a lower percent and also in a shorter period
of time than CRHR2a, while in cells were both receptors were cotransfected, the
internalization rate behave as the same as for CRHR2a. Previous studies have
demonstrated that mRNA for both CRH-R1 and CRH-R2a receptors are co-localized in
cerebral regions such as amygdale, hippocampus, and paraventricular nucleus, suggesting
that both receptors can be coexpressed in these regions. Interaction between receptors can
influence in an important way the effects evoked by CRH, contributing to the complexity of
differential coupling of the CRH receptors to different stress agents or endocrine

environment.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los defectos en la transduccion de sefales de los GPCR estan relacionados con
patologias como el cancer, retinitis pigmentosa, hipercalemia y enanismo entre otros. La
presencia ubicua de los GPCR, su importancia en las senales celulares, asi como su
participacion en enfermedades en el humano demuestran la necesidad de conocer los

mecanismos intracelulares de esta familia de receptores.

La CRH vy los ligandos de la CRH participan en una amplia variedad de eventos
fisioldgicos, principalmente en la adaptacién de un organismo a un determinado agente
estresante. Por ejemplo, existe una clara participacion de la CRH y sus receptores durante
los ultimos meses del embarazo y en estados de preclampsia. También en patologias tales
como depresion y ansiedad. Ademas, en pacientes con enfermedad de Alzheimer los
niveles de la CRH se encuentran disminuidos en tanto que los niveles del CRH-R1 se
encuentran elevados. La gran diversidad de efectos que la CRH ejerce es debida
principalmente a dos caracteristicas: primero, los receptores de la CRH tienen diferentes
afinidades por los ligandos de la CRH, lo que determina la transduccion de sefal que se
activara corriente abajo una vez que el ligando se ha unido al receptor y segundo, a la
distribucion tejido especifica que los receptores de la CRH. Sin embargo, el conocimiento de
las propiedades estructurales que determinan la activacion y regulacion de los receptores de la

CRH es incompleta.

En algunas regiones del cerebro tales como la amigdala, el hipocampo y el nucleo
paraventricular del hipotdlamo se expresan ambos tipos de receptores de la CRH. Con base
en lo anterior consideramos relevante estudiar la posible heterodimerizacién de los receptores
CRH-R1 y CRH-R20 de la rata en un sistema celular heter6logo que no expresa
constitutivamente ninguno de los receptores de la CRH. Los resultados de este estudio
pudiesen sentar las bases para explicar algunas alteraciones neuroenddcrinas donde participa

la CRH.



ANTECEDENTES

HORMONA LIBERADORA DE CORTICOTROPINA (CRH)

El estrés es una respuesta no especifica del organismo debido a una alteracion del
proceso homeostatico, que desencadena una serie de estimulos para mantener un equilibrio
fisioldgico. La supervivencia es dependiente de una respuesta adecuada a un estimulo
estresante. En este proceso se activan un gran numero de de respuestas fisiologicas
integradas que incluyen a los sistemas autondémicos, endocrino, inmune, cardiovascular y
reproductivo, los cuales inducen un amplio espectro de cambios homeostaticos y de
comportamiento (Dieterich et al., 1997, Aguilera et al., 2004). La hormona liberadora de
corticotropina (CRH) funciona como un mediador clave de la respuesta al estrés al activar el eje
Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenales (HHA), al inducir una secrecién rapida de la hormona
adenocorticotropica por el corticotropo hipofisario provocando un aumento en la
concentracion de glucocorticoides circulantes, los cuales son esenciales para los procesos
de adaptaciéon al estrés [Figura 1; (Aguilera, 1998)]. La hormona adenocorticotropica
(ACTH) es producto de un precursor mayor llamado propiomelanocortina (POMC),
producido no solo en la hipdfisis sino también en el sistema nervioso. El procesamiento de
la propiomelanocortina genera varios péptidos los cuales incluyen: a la hormona
adenocorticotrépica, las formas o, p y y del receptor estimulante del melanocito, las formas
o, By y de la endorfina y el péptido del I6bulo intermedio ligado a la hormona liberadora de
corticotropina. En mamiferos, la sintesis de la CRH se realiza en un grupo de neuronas
hipotalamicas, las cuales estan situadas en la division parvicelular del nucleo
paraventricular. Posterior a la sintesis, la CRH es secretada en el sistema de circulacion
porta hipofisario hasta los receptores de la CRH en la hipdfisis anterior (Aguilera et al.,
2004). Aunque su estructura tridimensional no estd completamente establecida se ha
realizado una extensiva caracterizacion de la relacion estructura-actividad de los péptidos de
la familia de la CRH, revelando la existencia de tres dominios funcionales principales. El

primer dominio (residuos 1-16) es responsable tanto de la union como de la activacién del



agonista. El segundo dominio (residuos 17-31) se considera una regién de unién entre los
dominios 1y 3, ademas de que contiene el sitio de reconocimiento para la proteina de unidn
a la CRH. Finalmente, el tercer dominio (residuos 32-41) es importante para la unién al
receptor (Yang et al., 2010). El primer péptido de la CRH de mamifero fue aislado de
extractos hipotalamicos de ovejas en 1981 (Vale et al., 1981). Posteriormente, fueron
descubiertos nuevos miembros de la familia de ligandos relacionados a la CRH, de los
cuales a la fecha se han descrito tres: UCN-lI, UCN-Il (o péptido relacionado a la
estrescopina) y UCN-III (o estrescopina) (Figura 2). Estos ultimos parecen provenir de un
precursor ancestral (Denver, 1999). La CRH (un péptido de 41 aa) es el principal regulador
de la secrecidon de glucocorticoides y andrégenos adrenales por el eje HHS tanto en
condiciones basales como posteriores al estrés (Rivier et al., 1982, Pavlov et al., 1986). La
CRH ha sido relacionada en la fisiopatologia de varios trastornos; en particular, existe
amplia evidencia en trastornos de ansiedad crénica, depresién atipica y melancélica,
estados de fatiga y de dolor crénico, trastornos del suefio, comportamiento adictivo,
neurodegeneracion, desordenes alérgicos y autoinmunes inflamatorios, el sindrome
metabdlico y enfermedades gastrointestinales (Jones, 1990, Heinrichs and De Souza, 1999,
Sarnyai et al., 2001, Gold and Chrousos, 2002, Wahle et al., 2002). Las UCNs tienen
diferentes grados de homologia en la secuencia de aminoacidos con la CRH: la UCN-II tiene
una moderada identidad con la CRH de humano/rata (34%), con la UCN-I de humano (43%)
y la UCN-III (37-40%). Mientras que la UCN-IIl tiene una homologia menor con los otros
miembros de la familia de la CRH (18-32% de identidad; Tabla 1) (Skelton et al., 2000).
Estos péptidos estan distribuidos ampliamente en muchas estructuras centrales sensibles al
estrés y en numerosos tejidos periféricos como la hipdfisis, testiculos, tracto gastrointestinal,
timo, bazo, rifidn, corazén, glandulas suprarrenales, células sanguineas, musculo y piel (Hsu
and Hsueh, 2001, Kageyama et al.,, 1999, Lewis et al., 2001, Reyes et al.,, 2001). La
expresion de estos péptidos coincide con la distribucién central y periférica de la
propiomelanocortina, de los péptidos que la constituyen y de los receptores de la

melanocortina (Smith and Funder, 1988; Starowicz and Przewlocka, 2003), lo que sugiere



que esta familia de péptidos funcionalmente relacionados tiene un papel importante en
coordinar las respuestas al estrés del organismo (Aguilera et al., 2004).

En mamiferos, el papel fundamental de la CRH es integrar respuestas centrales y
periféricas a estimulos de estrés a través de sus receptores localizados en una amplia
variedad de tejidos (Yang et al., 2010). El receptor CRHR1 es crucial para la activacion del
eje HHS, mientras que el receptor tipo 2 parece ser importante en el control de los
mecanismos homeostaticos que controlan el balance de energia, la cardioproteccion, la
angiogénesis tisular y los efectos de regulacion gastrointestinales en la periferia (Markovic et

al., 2008).

RECEPTORES DE LA CRH

La CRH y los péptidos relacionados a la CRH ejercen sus acciones en las células
blanco mediante la activacion de dos familias de receptores de alta afinidad de la CRH
denominados R1 y R2 los cuales son codificados por diferentes genes (Chen et al., 1993,
Lovenberg et al., 1995). En humanos, CRH-R1 y CRH-R2 son localizados en los
cromosomas 17 (17912-922) y 7(7p21-p15) respectivamente, mientras que en el ratén estos
receptores estan localizados en los cromosomas 11 y 6 respectivamente (Vamvakopoulos
and Sioutopoulou, 1994, Lesh et al., 1997, Meyer et al., 1997). Ambos receptores de la
CRH pertenecen a la subfamilia de la Secretina/B de los receptores acoplados a proteinas G
(Figura 3) que incluye a los receptores para la hormona paratiroidea (PTH), calcitonina,
glucagon, al péptido 1 ligado al glucagon (GLP1) y otros péptidos de importancia clinica (Pal
et al., 2010). Estos receptores constituyen una familia pequefia que incluye 15 miembros,
los cuales tienen un dominio de unién extracelular para hormonas peptidicas de
aproximadamente 100-150 aminoacidos (Lagerstrom and Schioth, 2008). EI extremo
carboxilo del péptido se une con el dominio extracelular del receptor con una alta afinidad,
mientras del la porcion N-terminal del péptido se une al dominio transmembranal del

receptor para activarlo (Pal et al., 2010).



En el humano el gen del CRHR1, incluye 50 kb en el genoma, contiene 14 exones y
el producto completo es un receptor de 444 aminoacidos, denominado CRHR18, el cual
presenta propiedades de unidon y de sefalizaciéon defectuosos (Hillhouse and
Grammatopoulos, 2006). El ADN del CRHR1 esta sujeto a multiples modificaciones por
corte y empalme alternativo y un numero creciente de ARNm han sido descritos en humanos
y en otras especies. Estas variantes son generadas a partir de la delecion parcial o total de
ciertos exones, algunos de los cuales estan asociados con cambios en el marco de lectura
(Chen et al., 1993, Ross et al., 1994). A la fecha se han descrito nueve variantes de este
receptor (a, B, ¢, d, e, f, g, hy p/d) (Perrin et al., 1993, Vita et al., 1993, Dautzenberg et al.,
1997, Myers et al., 1998, Palchaudhuri et al., 1998, Karteris et al., 2010). En la mayoria de
estas variantes su papel fisioldgico es muy cuestionable; sin embargo, su analisis ha sido
muy util en el estudio de determinantes estructurales y de sus caracteristicas funcionales en
estudios de comparacion con otros miembros de la familia B de los GPCRs. La eliminacién
del ex6n 6 del pre-ARNm resulta en el transcrito que codifica para el CRHR1a (415
aminodacidos), el cual aparentemente es la unica forma activa de todas estas variantes
(Grammatopoulos and Chrousos, 2002). Evidencias recientes en estudios de estos
receptores variantes han demostrado que éstos pueden alterar las respuestas celulares de
la CRH, ya que la co-expresion del CRHR1a con las formas truncadas CRHR1 e y h pueden
tanto atenuar como amplificar la sefial del receptor CRHR1a (Markovic et al., 2008). Esto
llevd a proponer que estos receptores truncados actuarian como receptores sefiuelos
capaces de competir con los receptores activos por la unién de los agonistas. Por otro lado
estos receptores también podrian funcionar como reguladores dominante-negativos cuando
se co-expresan con los receptores activos para inhibir la sefial de activacion (Karteris et al.,
2010).

Otra caracteristica importante de estos receptores variantes es que su complejo
patrén de corte y empalme del ADN es tejido especifico y particular para ciertos procesos

fisioldgicos [por ejemplo la expresién del CRH-R1d en el miometrio al término del embarazo



en el humano (Karteris et al.,, 2010)]. Ademas es afectado por los estimulos del medio
ambiente [por ejemplo la expresién del CRH-R1g después de la irradiacién con UV (Ross et
al., 1994)], lo que sugiere un papel funcional en la modificacion de las acciones de la CRH
de manera tejido especificas.

El receptor de la CRH tipo 2 existe en tres formas diferentes denominadas CRH-R2a
(411-413 aminoacidos), CRH-R2p (431-438 aminoacidos) y CRH-R2y (397 aminoacidos)
(Kostich et al., 1998) (Ullrich and Schlessinger, 1990), (Vamvakopoulos and Sioutopoulou,
1994). La comparacion estructural de estos subtipos demostré que los mismos difieren en el
extremo amino-terminal (Ross et al., 1994). Los receptores tipo 1 y tipo 2 presentan una
homologia en su secuencia del 70% en muchas regiones, por ejemplo en el asa intracelular
3, la cual es importante para su interaccion con las proteinas G. La mayoria de las
diferencias en la secuencia entre ambos tipo de receptores ocurren en los dominios
extracelulares, principalmente el dominio extracelular 1, el cual sirve como el principal
dominio de unién del ligando (Perrin et al., 2006). Los dos tipos de receptores de la CRH
exhiben caracteristicas farmacolégicas distintas, reflejando su variada expresién tejido-
especifica. El CRH-R1 une CRH asi como UCN-I pero no UCN-Il y UCN-IIl con la misma
afinidad. Sin embargo, CRH-R2 une todas las UCNs con una afinidad significativamente
mas grande que para la CRH, sugiriendo que los primeros péptidos sean sus ligandos
naturales. El orden de afinidad de unién del CRH-R1 es: UCN-I > h/rCRH > a-helical CRH
9-41 (un antagonista); sin embargo, los receptores CRH-R2 unen en el siguiente orden:
hUCN-I = hUCN-Il > astresina = astresina,B = antisauvagina-30 > hUCN-IIl > a-helical CRH
(9-41) > h/rCRH >> oCRH (Behan et al., 1996, Eckart et al., 2001).

Estudios llevados a cabo por hibridacion in situ demostraron que los ARNm de los
receptores CRH-R1 y CRH-R2a tienen expresion distinta pero también sobrelapada en el
cerebro. El CRHR1 es abundante en el sistema nervioso central (SNC) y también es
encontrado en el sistema nervioso periférico. Este es el receptor que se expresa

predominantemente en la hipdfisis (Potter et al., 1994, Bale and Vale, 2004), en el



hipocampo, la corteza, el cerebelo, la amigdala y el bulbo olfatorio (Palchaudhuri et al.,
1998, Yang et al., 2010). Ademas, este receptor esta presente en bajos niveles en la piel,
los ovarios, los testiculos y en la glandula suprarrenal, también se encuentra pero en niveles
menores en los ventriculos humanos (Yang et al., 2010). En el humano el CRHR2a se
expresa en organos periféricos y en el SNC, mientras que el receptor CRHR2f se encuentra
principalmente en el SNC (Yang et al., 2010). En el corazén el CRHR2a esta presente en
las cuatro camaras, mientras que el CRHR2p se detecta principalmente en la auricula
izquierda (Yang et al., 2010). EIl receptor CRHR2y se ha detectado solamente en regiones
limbicas del sistema nervioso central como en el hipocampo y con menor expresion en la

amigdala (Kostich et al., 1998).

TRANSDUCCION DE SENALES MEDIADAS POR LOS RECEPTORES DE LA CRH

En la mayoria de células, la CRH y los agonistas de la CRH ejercen sus efectos
fisiolégicos mediante la transduccion de sefiales mediada por la adenilato ciclasa-cAMP
resultado de la activacion de la proteina Gas. Una vez que el cAMP es generado, este
interactla con varias proteinas celulares que incluyen a las fosfodiesterasas (PDEs) que se
encargan de romper el cAMP a 5’AMP, asi como a proteinas efectoras, principalmente a la
proteina cinasa A (PKA) y a la proteina de intercambio activada por cAMP (EPAC), las
cuales a su vez se encargan de realizar las acciones encaminadas a dar una respuesta
fisiolégica (Houslay, 2010). En las células del corticotropo estos eventos de sefializacién
producen la secrecién de la ACTH y por tanto la activacion de la expresiéon del gen POMC.

En células AtT-20 (Figura 4) la CRH y el cAMP inician una cascada de sefiales que
activan a la cinasa reguladora de las senales extracelulares (ERK), una de las cinasas de la
via de transduccion de sefiales de la MAPK (Jenks, 2009). En estas células la fosforilacion
de ERK es independiente de PKA, de PKC (proteina cinasa C), de PI-3K (fosfatidil-inositol 3-
cinasa) o de Ca®*. Recientemente, se ha demostrado que la fosforilacién de ERK en estas

células es resultado de la activacion del EPAC2, por lo tanto es un mecanismo de activacion



independiente de PKA pero dependiente de cAMP (Van Kolen et al., 2010). ElI cAMP en
turno activa a la proteina cinasa A (PKA) la cual actia a su vez en los canales de Ca®*
operados por voltaje (VOCC), provocando la entrada de calcio y la subsecuente activacion
de la cinasa de calcio calmodulina Il (CaMKIl). ERK directamente fosforila y activa a los
factores Nur (Nur77, Nurrt y NOR1) dando origen a la formacién de mondmeros o dimeros
que funcionan como factores de transcripcion y que tiene sitios de union en el gen POMC.
Cuando Nur77 actia como mondmero se une en el sitio NBRE localizado aproximadamente
a 70 nucléotidos corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion; por el contrario,
cuando estos factores Nur forman dimeros se unen a otro elemento de respuesta Nur
(NurRE) compuesto de dos secuencias NBRE separados por 6pb. También se ha
demostrado que el uso de inhibidores de la MAPK bloquean la actividad transcripcional de
Nur mediada por CRH y por cAMP (Jenks, 2009). EIl tratamiento con CRH también esta
asociado con el reclutamiento de co-activadores de los dimeros de Nur, en particular de la
familia de co-activadores del receptor de esteroides (SRC). Estudios llevados a cabo por
Kovalovsky y cols. (Kovalovsky et al., 2002) han demostrado que el cAMP y el Ca®,
actuando a través de la CaMKIl también pueden iniciar la cascada de sefiales de
transduccién que dan lugar a la induccién en la expresion de los factores Nur.

En células AtT-20 los factores de transcripcion Tpit y Pitx1 se unen en sus respectivos
elementos de respuesta en el gen POMC denominados colectivamente TpitRE/PitXRE
(Jenks, 2009). Se ha demostrado que ambos factores de transcripcidon son esenciales en la
regulacion del gen POMC, en la expresion diferencial tardia, en el mantenimiento de los
niveles basales de la transcripcion de este gen, asi como en la expresion inducida por
hormonas. EIl tratamiento con inhibidores de la CaMKIl o de canales de calcio tipo L
atendan la actividad transcripcional de Tpit/PitxRE inducida por CRH/CAMP, lo que
establece una relacion directa de estos factores de transcripcion en la cascada de senales
intracelulares mediadas por calcio.

Ensayos con genes reporteros han demostrado que la regién comprendida entre -173 a -

160 del gen POMC tiene elementos de respuesta a CRH por lo que esta regién fue



designada como CRH-RE. La proteina que se une en este sitio se denomino proteina de
unidon al CRH-RE (CRHREB) y tiene siete sitios potenciales de fosforilacion por PKA; sin
embargo, no se conoce con mayor detalle su mecanismo de activacion sobre la regulacion
transcripcional de POMC (Jin et al., 1994). Otro factor de transcripcion implicado en esta
regulacion es el factor de transcripcién nuclear kappa B (NF-B); sin embargo, no se tiene
mucha informacion sobre su mecanismo de activacion. Se conoce que la unién de este
factor de transcripcion es asociado con una inhibiciéon en la expresion del gen y que el
tratamiento con CRH bloquea, a través de un mecanismo desconocido, la unién a su
elemento de respuesta (NF-BRE) y por tanto promueve un incremento en la expresion del
gen POMC (Karalis et al., 2004).

Aunque en el promotor de POMC no parece tener elementos de respuesta para cAMP
(CRE) las células del corticotropo expresan a la proteina de unién a CRE (CREB) la cual es
fosforilada por PKA. La activacion del gen POMC mediada por CREB aparentemente es
debida a la inducciéon de un gen temprano inmediato, el c-Fos. La CRH induce una
expresion transitoria de c-Fos en células AtT-20 y es dependiente de PKA. Este hallazgo es
consistente con la observacion de que el gen de c-Fos contiene dos sitios CRE (Boutillier et
al., 1992). Posterior a la estimulacion con CRH existe un incremento en la transcripcién del
gen POMC debido a la uniéon de Fos y Jun al sitio de union AP-1 en el exén 1 del gen
POMC. Adicionalmente es posible que CREB se una directamente al sitio AP-1 y de que se
una e incremente la potencia de factores de transcripcién en el sitio NurRE (Mynard et al.,
2004).

El gen POMC tiene también un elemento de respuesta negativo a glucocorticoides
(nGRE). Este elemento represivo, el cual se sobrelapa con el NBRE, tiene la propiedad de
unir tres receptores de glucocorticoides (GR) (Drouin et al., 1993). Ademas de actuar
directamente en el nGRE hay otras formas para los GR de reprimir la expresion del gen
POMC. La dexametasona antagoniza a los factores Nur y por tanto la transcripcion del
POMC dependiente de NurRE a través de una interaccion directa proteina-proteina entre el

GR y los factores Nur. A través de esta interaccion los GR presumiblemente secuestran a



los factores Nur y por lo tanto no estan disponibles para la induccion de la transcripcion
(Martens et al., 2005). Por otro lado, la delecion o mutacion del sitio Tpit/PitxRE atenua la
represion inducida por dexametasona del gen POMC. Esta observacién sugiere que la
unién de GR al coactivador SRC pudiera ser la causa de la disociacion del coativador del
sitio Tpit/PitxRE dando lugar a una disminucién en la transcripcion del POMC (Murakami et
al., 2007). Por ultimo en el gen POMC también existe un sitio para el factor de
diferenciacion neurogénico (Neuro D1); sin embargo, no ha sido establecido en mecanismo
intracelular por el que NeuroD1 induce cambios en la expresion de éste gen (Poulin et al.,
1997).

En otros tejidos la transduccion de sefiales iniciada por la CRH esta mediada por
diferentes proteinas, por ejemplo la activacion de la transduccién de sefales cAMP/PKA
también incluye la activacion de la guanilato ciclasa unida a la membrana con el
consecuente incremento en la produccién de cGMP en células del musculo liso (Aggelidou
et al., 2002), estimulacion del factor nuclear Kg en timocitos de raton (Zhao and Karalis,
2002), fosforilacion de la glicogeno sintetasa cinasa-3 en neuronas del SNC (Facci et al.,
2003), supresion de la actividad de la corriente de potasio activada por calcio en las
neuronas piramidales del CA1 del hipocampo (Haug and Storm, 2000) y un incremento en la
fosforilacion de la tirosina hidroxilasa en células PC12 de rata (Nemoto et al., 2005). La
mayoria de las funciones de la CRH en el SNC y en la periferia se deben al acoplamiento de
los CRH-R a las proteinas Gas; sin embargo, otras proteinas G tienen un papel importante
en algunas funciones (Kuryshev et al., 1995). De hecho en algunos tejidos como la placenta
y los testiculos los efectos de la CRH parecen ser independientes de la Gos a pesar de
existir niveles adecuados estda de manera enddégena (Ulisse et al., 1990, Karteris et al.,
2000). Se ha demostrado que los CRH-R pueden activar diferentes subunidades de la
proteina Ga, con el siguiente orden de potencia: Gos 2 Go, > Gagr1 > Gaire > Ga,. Esto no
es sorprendente ya que muchos de los GPCR interactian con mas de una familia de

proteinas Ga, incluso algunos receptores interactian con las cuatro familias de proteinas



Ga (Bourne, 1997, Wess, 1998). La movilizacién del Ca?** mediada por Gy y Gjes a través
de la sefal de la fosfolipasa C (PLC) B, mientras que la movilizacién de pozas intracelulares
de Ca?* mediada por G; es a través de la proteina EPAC que activa a la PLCe mediante la
activacion de una proteina GTPasa pequefa, la Rap-1, de tal modo que en la movilizacién
del Ca?* mediada por la proteina G, la PKA no participa (Gutknecht et al., 2009). En células
de Leydig y en células de placenta el receptor tipo 1 estimula a la fosfolipasa C y la
formacion de inositol (1,4,5) trifosfato (IP) mediante el acoplamiento exclusivamente a la
proteina G, (Grammatopoulos et al., 2000). Los receptores de la CRH tipo 2 expresados
de manera enddgena en las células A431 (una linea celular de carcinoma epidérmico de
humano) también estimula la formacién de IP (Kiang et al., 1998). La CRH también
incrementa las concentraciones intracelulares de Ca®* en astrocitos y en células de
melanoma (Takuma et al., 1994, Fazal et al., 1998). Ademas, los receptores de la CRH tipo
1 de la corteza cerebral y transfectados en células LLCRK-1 (linea celular de rifion de
conejo) pueden acoplarse a las proteinas Gs y G4 activando las sefiales mediadas por el
cAMP vy la fosfolipasa C (Dieterich et al., 1996). Otras sefiales intracelulares que se activan
por accion de la CRH incluyen a las cinasas PKB/Akt, ERK y p38 MAPK asi como otros
segundos mensajeros importantes como la oxido nitrico sintetasa (NOS), la guanilil ciclasa,
las prostaglandinas, la cinasa RhoA/Rho vy los ligandos de Fas y Fas (Grammatopoulos and
Hillhouse, 1999, Malagoli et al., 2000, Cantarella et al., 2001, Kostic et al., 2001,
Makrigiannakis et al., 2001, Dermitzaki et al., 2002, Karteris et al., 2004). Un gran numero
de moléculas que median las funciones biolégicas de los CRH-Rs en el SNC y en la periferia
han llamado particularmente la atencién, especialmente la familia de las MAPK cinsasas, en
particular ERK y p38 MAPK. Ambas enzimas son estimuladas por la union del agonista a
los receptores tipo 1 o tipo 2 en células que expresan ambos receptores de manera
endogena o recombinante (Grammatopoulos et al., 2000, Malagoli et al., 2000, Kostic et al.,
2001, Dermitzaki et al., 2002, Brar et al., 2004a, Brar et al., 2004b, Karteris et al., 2004,

Nemoto et al., 2005). Estas sefales participan en funciones importantes de la CRH tales



como cardioproteccion contra dafo por isquemia de repercusion (Brar et al., 2004b), la
adaptacion de la memoria y del comportamiento al estrés (Sananbenesi et al., 2003),
neuroproteccion (Elliott-Hunt et al., 2002, Pedersen et al., 2002), vasodilatacion (Kageyama
et al., 2003) y contraccion del musculo liso (Karteris et al., 2004). Los requerimientos tejido
especificos para la activacion de una proteina G capaz de estimular la actividad de ERK
esta determinada por la capacidad individual de los agonistas de la CRH de activar a las
proteinas G necesarias. Se ha demostrado que en células miometriales la UCN-I, pero no la
CRH, puede activar a ERK debido a que solo la UCN-I induce el acoplamiento CRH-R-Ga,
con la subsecuente translocacién de PKC con suficiente potencia para activar esta via
(Grammatopoulos et al., 2000). En contraste, en tejido cerebral la fosforilacién y activacion
de ERK son dependientes principalmente de la activacion de la proteina Gas-PKA y tanto la
CRH como la UCN-I son capaces de activar esta cascada de senales (Elliott-Hunt et al.,
2002).

Una exposicién sostenida de la hipodfisis anterior a altas concentraciones (1 uM) de
CRH produce una disminucion en la acumulacion de cAMP, asi como en la liberacién de
hormona adenocorticotropica en las células del corticotropo (Hauger et al., 2000, Aguilera et
al., 2001). La desensibilizacion homdloga de los receptores de la CRH tipo 1 estd mediada
por la fosforilacion de estos receptores por la cinasa de los receptores acoplados a proteinas

G tipo 3.

DIMERIZACION DE LOS RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Para diferentes clases de receptores de superficie la dimerizacion constitutiva o
promovida por el ligando es necesaria para que exista una transduccion de sefiales. El
modelo de dimerizacion de muchos receptores contrasta con el modelo clasico propuesto
para los receptores acoplados a proteinas G. Era generalmente aceptado que los
receptores acoplados a proteinas G funcionaban como unidades monoméricas que se

acoplaban a una proteina G con una estequiometria 1:1 (Heldin, 1995). Aunque la



formacion de dimeros no ha sido demostrada para cada receptor acoplado a proteinas G y
para algunos su importancia no es clara, para otros la importancia de la dimerizacién en la
funcién del receptor ha sido bien establecida, algunos ejemplos se mencionan
posteriormente (Salahpour et al., 2000). Algunas evidencias experimentales sugieren que
los receptores acoplados a proteinas G pueden formar heterodimeros ya sea entre subtipos
de la misma familia de receptores o entre receptores de diferentes familias (Bouvier, 2001);
(Marshall, 2001). La formacion de heterodimeros representa un mecanismo por el cual la
unidn de un ligando a su receptor puede afectar la afinidad y eficacia de los ligandos que
actuan en el segundo receptor. Una explicacion de cémo la afinidad de un segundo receptor
se ve afectada es que la uniéon del ligando en el primer receptor puede causar una
redistribucion de las proteinas G dentro de la célula, de tal modo que el acoplamiento a la
proteina G del segundo receptor se ve modificado (Cordeaux and Hill, 2002). Por ejemplo,
la formacién del heterodimero entre el receptor tipo 1 de la angiotensina Il y los receptores
de la bradikinina B2 induce un incremento en la activacion de las proteinas G4y Gi. Por otro
lado, la dimerizacion de los receptores de adenosina A2A y dopamina D3 produce una

disminucion en la sefal de los receptores D3 (Mikhailova et al., 2007).

En algunos tipos de receptores acoplados a proteinas G la presencia de agonistas
pueden estabilizar la formaciéon de dimeros, un ejemplo es el del receptor 2-adrenérgico.
Angers y colaboradores (Angers et al., 2000) demostraron que el receptor f2-adrenérgico
humano forma homodimeros que son expresados en la superficie de células de mamifero in
vivo posteriores a la activacién con un agonista especifico. Por otro lado, estudios de
mutagénesis dirigida en dos cisteinas (que se presume son esenciales para el proceso de
dimerizacion) del receptor extracelular sensible a calcio dio lugar a un receptor con baja
afinidad para su ligando, el calcio (Pace et al., 1999). En el caso del receptor 6-opioide la
estimulacion con un agonista especifico disminuye los niveles de dimerizacion del receptor
(Cvejic and Devi, 1997). Estos hallazgos sugieren que la homodimerizacién puede tener

una participacion directa en el mecanismo de activacion de los receptores acoplados a



proteinas G o de manera alternativa puede participar en los procesos de desensibilizacion e
internalizacion dependientes de agonistas.

La heterodimerizacion entre diferentes subtipos de receptores relacionados entre si
ha cobrado gran importancia. El mejor ejemplo lo encontramos en el receptor de GABA. El
subtipo del receptor GABAgR1 (GBR1), acoplado a proteinas G, cuando es expresado en
células de mamifero se localiza como una proteina inmadura en el reticulo endoplasmico.
Por otro lado el subtipo GABAgR2 (GBR2) es un receptor que se expresa en la membrana
celular; sin embargo, estudios in vitro demostraron que este receptor es incapaz de unir a su
ligando. Al coexpresarse los receptores GBR1 y GBR2 en el mismo sistema celular se
obtiene un receptor completamente funcional y glicosilado en la superficie celular.
Probablemente in vivo, el receptor a GABAg es un heterodimero de GBR1-GBR2 (White et
al., 1998), (Jones et al., 1998), (Kaupmann et al., 1998), (Kuner et al., 1999). Otro ejemplo
de heterodimerizacién lo constituyen los receptores tipo & y « opioides que al dimerizar
forman un nuevo receptor con propiedades funcionales y de union distintas de los de cada
receptor independiente (Jordan and Devi, 1999).

Actualmente ha sido demostrada la homodimerizacién del receptor tipo 1 de la CRH
(Kraetke et al., 2005) en células HEK-293. En este estudio el CRH-R1 fue fusionado ya sea
a la proteina azul fluorescente (CRH-R1-CFP) o a la proteina amarilla fluorescente (CRH-
R1-YFP). Los receptores recombinantes fueron co-expresados transitoriamente en esta
linea celular y se observo la presencia de dimeros del receptor mediante la técnica de
transferencia de energia por resonancia fluorescente (FRET). La formacion de
homodimeros no fue dependiente de agonistas o antagonistas con diferentes grados de
afinidad al receptor, por lo que se propuso que la dimerizacion del CRH-R1 es constitutiva.
Sin embargo, no se determiné el efecto fisiolégico de la dimerizacién del receptor de la CRH.
Mediante el uso de la misma metodologia de FRET se demostré que ambos receptores de
la CRH forman no solo dimeros sino también oligdmeros en la membrana celular y que la
formacion de estos dimeros es constitutiva y no depende de la presencia del agonista

(Milan-Lobo et al., 2009). EIl receptor CRHR1 no solo forma oligémeros, también se ha



demostrado que forma heterodimeros con el receptor de la vasopresina V1b (Young et al.,

2007).



HIPOTESIS

La capacidad de union a su ligando y/o la activacion de los receptores tipo 1 y tipo 2 de la

CRH de la rata seran diferentes cuando se expresan de forma individual o sean co-

expresados en las células HEK-293.

OBJETIVOS

Objetivo General

Conocer los efectos producidos por la co-expresion de los receptores tipo 1 y tipo 2 de la CRH

sobre la unidn del ligando y la transduccion de la sefial en un sistema de expresion de células

de mamifero.

Objetivos Particulares

1.

Clonar los ADNs complementarios de los receptores tipo 1 y tipo 2 de tejido de rata en
un vector de expresion.

Expresar los ADNs complementarios de ambos receptores en la linea celular HEK-293.
Demostrar la expresion de los receptores en la linea celular mediante ensayos de
Western blot.

Identificar por ensayos de inmunoprecipitacion la formacion de agregados de los
receptores tipo 1 y tipo 2 de la CRH.

Determinar las caracteristicas de unién e internalizacion de ambos receptores.
Identificar la existencia del acoplamiento de los receptores a las proteinas Gs y G,
Evaluar mediante experimentos de co-transfeccion de los receptores tipo 1 y tipo 2 de
la CRH si existe alguna modificacion en la unidon del ligando o en la activacion del

receptor.



METODOLOGIA
1. Modelo de estudio

Las células que se utilizaron en este estudio fueron las HEK-293, esta linea celular
proveniente de riidn de embridén humano ha sido ampliamente utilizada para ensayos de
actividad de los receptores de la CRH. Las células HEK-293 no expresan de manera
constitutiva al CRH-R1 ni al CRH-R2q, lo que las hace de gran utilidad para la evaluacién de
ensayos funcionales. En este modelo celular los diferentes receptores fueron transfectados

temporalmente y su actividad se evalué mediante el uso de agonistas de estos receptores.

2. Clonacién de los genes de los receptores de la CRH

El tejido fue obtenido de ratas macho Sprague-Dawley de 28 dias de nacidas. El
ARN total fue extraido de cerebro y de corazén utilizando el reactivo de Trizol (Gibco BRL),
basado en el método de extraccion tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo. Para la
clonacién del receptor tipo 1 se utilizé la técnica de RT-PCR. EI ADN complementario
(ADNc) de 3 ug de ARN total de cerebro de rata fue sintetizado utilizando el sistema de
SuperScript Preamplification System (Gibco BRL). Para llevar a cabo la reaccion de PCR se
utilizaron dos oligonucledtidos, el R1-1 [5’'GACCGCAGCCGCCCGCCCTCCG3’] y el R1-4
[5’GACTGGCTCGTCAGTGAGCTTGC3’], los cuales corresponden a las regiones amino
terminal (de la base 1 a la 21) y carboxilo terminal (de la base 1375 a la 1397)
respectivamente, del ADNc del CRH-R1. La amplificaciéon del CRH-R1 se realizé utilizando
la técnica de touchdown-PCR. Se realizaron dos ciclos de amplificacion con una
desnaturalizacion a 94°C durante 30 s, un alineamiento a 70°C por 30 s y una extension a
72°C por 3 min; posteriormente, se realizaron otros dos ciclos de amplificacion en las
mismas condiciones pero la temperatura de alineamiento disminuy6 a 67°C. Se continuaron
con dos ciclos de amplificacién disminuyendo la temperatura de alineamiento 3°C hasta
obtener una temperatura de 55°C. Finalmente, se realizaron 35 ciclos de PCR con las
condiciones antes mencionadas con una temperatura de alineamiento de 55°C y una

extension final de 8 min a 72°C después del ultimo ciclo.



El ADNc del receptor CRH-R2a fue obtenido a partir de cerebro y de corazén de
rata. Las condiciones del RT-PCR y del touchdown PCR fueron similares a las utilizadas
para la clonacion del receptor CRH-R1. Los oligonucledtidos utilizados fueron: R2A1
[5GTGGGC GGGGAGGCACCTGGACGCTG3] y R2A2
[5°CGCGCACTCCCACTCCCAACGCGCG3] que corresponden a las regiones 100/125 y
176/200, respectivamente. Los oligonucledtidos en antisentido fueron: R2A3
[5'GGCTGTGAAGAATGAGGAAGCCGC C37] y R2A4
[5’GCACCCAAGGGTCAGTGTAGCAAG3’] correspondientes a las regiones 1489/1512 y
1529/1551, respectivamente.

Los productos de amplificacion fueron separados en geles de agarosa al 1% vy las
bandas del peso molecular deseado fueron extraidas y purificadas. Los fragmentos de ADN
fueron clonados en el vector pGEM-T easy (Promega). Cinco clonas con el inserto de ADNc
del tamafo deseado, para cada receptor, fueron secuenciadas en un secuenciador
automatico PE Applied Biosystem (373A). La secuenciacion fue llevada a cabo en ambas
cadenas utilizando los oligonucleétidos PUC/M13-F y PUC/M13-R.

Los ADNc de los receptores CRH-R1 y CRH-R2a en pGEM-T easy fueron
subclonados en pcDNA3.1 (Invitrogen) en los sitios de restriccion Hindlll 'y Xhol. La
identidad de las construcciones asi como la correcta orientacion fue verificada mediante
secuenciacién. Para estudios de transfeccion, el ADN del plasmido en gran escala fue
preparado utilizando el sistema de Endofree maxiprep kit (Qiagen). La pureza e identidad

de los plasmidos amplificados fueron verificadas por analisis con enzimas de restriccion.

3. Transfecciones transitorias de los receptores de la CRH

Las células HEK-293 se mantuvieron en Dulbeco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)/10% suero fetal de ternera (FCS)/20 ug/ml de gentamicina en una atmésfera del
5% CO, a 37°C. Se sembraron 500,000 células por pozo en 2 ml de

DMEM/FCS/gentamicina en placas de 6 pozos. Veinticuatro horas después, las células



fueron lavadas con OPTI-MEM para eliminar los restos de medio con suero. Las células
fueron transfectadas con 2 ug de ADNc de los receptores de la CRH utilizando 5 ul de
lipofectamina en 1 ml de OPTI-MEM por pozo y se incubaron a 37°C. Cinco horas después
se agrego6 a cada pozo 1 ml de DMEM/20% FCS. Veinticuatro horas después de iniciada la
transfecciéon el medio fue reemplazado por DMEM/FCS/gentamicina fresco y las células se

dejaron crecer por otras 24 h antes del tratamiento.

4. Inmunoprecipitacion y Western blot

Las células transfectadas fueron lavadas dos veces con amortiguador salino de
fosfatos (PBS) posteriormente se homogenizaron en 500 ul de amortiguador RIPA (HEPES
50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, igepal 1%, desoxicolato de sodio 0.5%, EDTA 1 mM, MgCl,
2.5 mM) suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas (pronasa 30 ug/ml,
termolisina 0.8 ug/ml, quimiotripsina 1.5 ug/ml, tripsina 0.2 ug/ml y papaina 1 mg/ml). El
homogenizado fue centrifugado por 10 min a 12,000xg a 4°C. Los extractos celulares fueron
purificados con 100 ul de proteina A-sefarosa 6MB acoplada a IgG de suero normal de
conejo o de suero normal de cabra durante 30 min a 4°C. Posteriormente, el extracto celular
fue transferido a tubos nuevos con 100 ul de proteina A-sefarosa pre-acoplados a los
anticuerpos anti CRH-R1 y anti CRH-R2a (2 ug de cada uno) y fueron incubados toda la
noche a 4°C. Doce horas después se descarto el sobrenadante, la sefarosa fue lavada tres
veces con amortiguador RIPA y el complejo anticuerpo-receptor fue resuspendido en 50 ul
de amortiguador SDS-PAGE [10 ml glicerol, 5 ml 2-mercaptoetanol, 30 ml de SDS 10% y
12.5 ml amortiguador tris 4X (Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 0.4 %) a un volumen de 100 ml de
agua] calentandose por 2 min a 95°C.

Las muestras fueron separadas en geles de tris-glicina/SDS/poliacrilamida al 10% y
transferidas a membranas de nitrocelulosa. La union del anticuerpo fue detectada utilizando

segundos anticuerpos conjugados a peroxidasa.



5. Yodacion de la CRH

El marcaje de la hormona se realizé a temperatura ambiente utilizando ['%°l] mediante
el método de IODO-GEN. En breve, 2.5 ug de hormona se disolvieron en 50 ul de
amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.4, este volumen se depositd en un vial que contenia
1.5 ug de agente oxidante (1,3,4,6-tetracloro-3a-6a-diphenilglucoril, IODO-GEN) y la
reaccion se inicié cuando se afadieron cantidades conocidas de ['?°l] que en el dia de
marcaje tuvieran una actividad cercana a 0.5 mCi. Una vez afadido el ['#I] se realizé una
agitacion suave durante 8 min y la reaccion se detuvo con 200 ul de una disolucién de
metabisulfito de sodio 30 ug/ml y 200 ul de yoduro de potasio 100 ug/ml ambos disueltos en
amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.4. La mezcla de reaccion se separé en una columna
(1x27 cm) de filtracion en gel (Sephadex G-75) previamente equilibrada con amortiguador de
fosfatos 0.05 M pH 7.4 con un flujo de 30 mi/hora y saturada con 60 mg de albumina sérica
bovina. Se colectaron 30 fracciones de 1 ml en tubos a los que previamente se le coloco 1
ml de albdmina sérica bovina al 1%.

Con el fin de conocer el patron de elucién de la hormona marcada se tomaron 3 ul de
cada fraccién y se contaron durante 1min en un contador gamma Wallac de 10 canales. La
eficiencia de incorporacion del isétopo ['*°l] se obtuvo por medio de la precipitacion de la
proteina con acido tricloroacético al 30 %. Se tomaron 3 ul de cada fraccion a las cuales se
les afadieron 150 ul de una disolucidn de albumina sérica bovina al 1% en amortiguador de
fosfatos 0.05 M y 150 ul de acido tricloroacético al 30%. La mezcla se agité vigorosamente
y se centrifugd a 1,500xg a 4°C durante 30 min. El sobrenadante obtenido se decanto y la
radiactividad presente en el precipitado se conté en un contador gamma Wallac de 10

canales durante 1 min. El pico de hormona marcada se encontré entre las fracciones 3y 7.



6. Ensayo de union al receptor

Los ensayos de unién del receptor de la CRH, en células intactas, se realizo
utilizando un rango de hormona marcada ['®IJCRH (desde 62,000 a 1,000,000 cpm) en
amortiguador de union de Tris (Tris-HCI 50 mM pH 7.6, NaCl 100 mM, CaCl, 2 mM, KCI 5
mM, suero de caballo 5% y suero fetal de ternera 0.5%). Setenta y dos horas después del
inicio de la transfeccioén las células fueron lavadas dos veces con el amortiguador de unién
de Tris. La radiactividad fue agregada a cada pozo y se incubaron a temperatura ambiente
durante 2 h. Después del tiempo de incubacion las células se lavaron con el amortiguador
de union de Tris y fueron lisadas con NaOH 1 N. Los lisados celulares fueron colectados y
la radiactividad fue determinada utilizando un contador gamma Wallac de 10 canales.

Para ensayos de internalizacién, las células HEK-293 fueron transfectadas
transitoriamente utilizando el método descrito anteriormente, excepto que se sembraron
200,000 células en placas de 12 pozos. Aproximadamente 72 h después de la transfeccion,
las células fueron lavadas dos veces con amortiguador de unién de Tris. Las células fueron
incubadas con ['®IJCRH (200,000 cpm) durante 5, 15, 30 y 60 min a 37°C. En el tiempo
indicado, la hormona marcada fue removida y la placa fue colocada en hielo. Las células se
lavaron dos veces con PBS frio y se agregaron 500 ul de una solucion acida (acido acético
50 mM, NaCl 150 mM pH 2.8) y se incubaron por 12 min en hielo. Para determinar el
ligando marcado unido en la superficie celular, la solucién acida fue colectada y la
radiactividad fue determinada en un contador gamma Wallac de 10 canales. Para
determinar el complejo radioligando/receptor internalizado las células fueron solubilizadas en
500 ul de Tritén X-100 0.1%/PBS, colectadas y cuantificadas en el contador gamma. La
uniones inespecificas para cada tiempo y para cada receptor fueron determinadas utilizando
el mismo procedimiento pero en presencia de 10 uM de CRH no marcada. Las uniones

inespecificas fueron restadas tanto de la union en la superficie celular como del ligando



internalizado. La internalizacién fue expresada como el porcentaje de internalizacion del
total unido para cada punto.
7. Yodacion de cAMP

El marcaje del cAMP se realizé a temperatura ambiente utilizando ['*°l] mediante la
técnica de cloramina T. A 0.2 ug/ul de cAMP grado yodacion, se agregaron 40 ul de
amortiguador de fosfatos 0.5 M y ['®l] a una actividad aproximada de 1 mCi.
Posteriormente, se agregaron 50 ul de cloramina T (3.5 g/ml en amortiguador de fosfatos
0.05 M pH 7.5) y se dejo que la reaccion se llevara a cabo durante 45 segundos con
agitacion suave. Finalmente, se agregaron 100 ul de metabisulfito de sodio (2.4 mg/ml en
amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.5) para detener la reaccion. La mezcla de reaccion se
separd en una columna de intercambio anidnico previamente equilibrada con 10 ml de acido
formico 0.1 M. La elucién de las fracciones se realizé con las siguientes soluciones: 15 ml
de &cido férmico 0.1 M, 15 ml de &cido férmico 2 M, 15 ml de acido féormico 4 M, 15 ml de
acido formico 8 M/formato de amonio 20 mM y 15 ml de acido féormico 8 M/formato de
amonio 200 mM. Se colocaron fracciones de 3 ml cada una y el pico de cAMP iodado se

obtuvo al correr la columna con la solucién de acido férmico 4 M.

8. Determinacion de la acumulacion de cAMP

Se sembraron 100,000 células por pozo en cajas de 24 pozos. Cuarenta y ocho
horas posteriores a la transfeccion, las células fueron lavadas dos veces con DMEM/0.1%
albumina sérica bovina/gentamicina y posteriormente estimuladas con las concentraciones
indicadas de CRH en 0.5 ml de DMEM/albumina sérica bovina/gentamicina/0.2 mM 3-
isobutil-1-metilxantina durante 2 h a 37°C. EIl medio de cultivo de cada pozo fue colectado
en tubos con 50 ul de teofilina 10 mM. Las muestras se calentaron a 95°C durante 5 min y

la cantidad de cAMP fue determinada mediante radioinmunoensayo (RIA, (Lin et al., 1998)).

9. Medida de la produccién de inositol fosfato (IP)



Se sembraron 100,000 células por pozo en cajas de 24 pozos. Cincuenta y cuatro
horas después de la transfeccion, las células fueron lavadas dos veces con DMEM/albumina
sérica bovina/gentamicina, posteriormente se incubaron en 0.5 ml por pozo de DMEM libre
de inositol con 4 uCi/ml de [*H]-inositol durante 18 h a 37°C. La células se lavaron dos
veces con DMEM libre de inositol/5 mM LiCl y se estimularon con las concentraciones
indicadas de CRH en 0.5 ml del mismo medio durante 30 min a 37°C. Las soluciones fueron
removidas y se afnadid 1 ml de acido formico 0.1 M a cada pozo. Las células se congelaron
y descongelaron y la produccién de IP totales fue determinada en el sobrenadante utilizando
columnas de intercambio anidnico previamente lavadas con 3 ml de acido férmico 0.1 M.
Los lisados celulares se colocaron en las columnas y se agregaron 2 ml de acido férmico 0.1
M a cada columna. Posteriormente se agregaron otros 3 ml de acido férmico 0.1 M y
finalmente se agregaron 3 ml de acido féormico 0.1 M/formato de amonio 1 M a cada
columna. Con esta ultima solucion se recuperaron los IP totales. Se tomd un alicuota de
500 ul de cada tubo y se determino la concentracion de IP en un contador de centelleo

(Huckle and Conn, 1987).

10. Analisis de datos

Los datos estan presentados como la media + la desviacién estandar del resultado
por triplicado de cada experimento. Los resultados fueron repetidos por lo menos tres veces
obteniendo resultados similares entre ellos. Los datos fueron analizados utilizando la
prueba estadistica de ANOVA de una, dos o tres vias, seguido por la prueba de Tukey. Los

valores de p<0.05 fueron considerados como significativos.



RESULTADOS

El ARN total del cerebro y de corazon de rata se obtuvo a partir de 600 y 450 mg de
tejido, respectivamente. La concentracion de ARN total que se obtuvo fue de 5.8 g/ml y de 4
g/ml para el cerebro y el corazdn respectivamente.

El analisis de los productos de PCR obtenidos demostr6 que para el CRH-R1 se
obtuvo la banda de peso molecular esperado en cerebro, no asi en corazén (Figura 5,
control negativo) en donde no se obtuvo ningun producto de PCR. En el caso del CRH-R2a
se probaron cuatro combinaciones de oligonucledtidos: R2A1/R2A4, R2A2/R2A3,
R2A1/R2A3 y R2A2/R2A4, obteniéndose la banda de peso molecular esperado en ambos
tejidos para las combinaciones R2A2/R2A3 y R2A2/R2A4 de oligonucledtidos (Figura 6).
Ademas, se obtuvieron multiples bandas de peso molecular menor al esperado, debido a
que en el “touchdown-PCR” se utilizan varias temperaturas de alineamiento dando origen a
productos de PCR no especificos.

Una vez que se obtuvieron los receptores CRH-R1 y CRH-R2a se procedié a la
clonacién de los productos de PCR en el vector pGEM-T easy. Posteriormente se procedio
a transformar bacterias XL1 blue (Stratagene) con los vectores recombinantes. El resultado
de la secuenciacién de las clonas analizadas demostré que en todas ellas fue posible
obtener la secuencia codificante completa de ambos receptores sin presencia de cambios
de bases comparadas con las reportadas en el GeneBank. Ambos receptores fueron
subclonados en el vector de expresion pcDNA3.1(+), para obtener altos niveles de expresion
en las células HEK-293 (Figura 7).

Los receptores de la CRH fueron expresados por separado o en forma conjunta en
las células HEK-293. Para confirmar la presencia de los receptores en las células se realizé
extracciéon de ARNm de las HEK-293 cotransfectadas transitoriamente con CRH-R1 y CRH-
R2a. En el ARNm obtenido de las células se realiz6 nuevamente la reaccién de RT-PCR

para ambos receptores y se obtuvo una banda de aproximadamente 1400 pares de bases



(pb) utilizando oligonucledtidos especificos para el CRH-R1; también se obtuvo una banda
de aproximadamente 1441pb utilizando los oligonucleétidos R2A2-RA4 especificos para el
receptor tipo 2a (Figura 8). No se observaron bandas adicionales.

La presencia de los receptores fue identificada mediante experimentos de
inmunoprecipitacion y Western blot (Figura 9). Los resultados de la inmunoprecipitacion y
western blot demuestran la existencia de una banda de 65kDa para cada receptor cuando
se expresan independientemente (Figura 9A) o en forma conjunta (Figura 9B). En los
ensayos de coinmunoprecipitacion no se observd agregacion de los receptores ya que no se
obtuvieron bandas correspondientes a multiplos del peso molecular de los receptores
individuales. Sin embargo, las condiciones de solubilizacién astringentes pueden prevenir la
deteccién de dimeros mediante la promocion de su disociacion parcial o total (Bulenger et
al., 2005).

La produccion de cAMP en células que expresan a los receptores de la CRH en
respuesta a diferentes concentraciones del agonista CRH se muestra en la figura 10. Dos
horas de estimulacion con CRH produjeron un aumento dependiente de la dosis en la
producciéon de cAMP en la células HEK-293 que expresan CRH-R1, CRH-R2a o CRH-
R1+CRH-R2a. En los experimentos de cotransfeccion del CRHR1 y CRHR2a, en donde la
concentracién de un receptor se incrementd con respecto del otro pero manteniendo la
concentracion total de ADNc de 0.1 ug/pozo se muestra en la figura 10A. Se observd una
disminucion en la produccién de cAMP cuando los dos receptores se encontraron presentes
en las células. Debido a que la mayor respuesta se obtuvo cuando la concentracion de cada
receptor fue de 0.1 ug, se investigdé el efecto de 0.1ug de ADNc de cada receptor en la
misma transfecciéon (Figura 10B). La existencia de CRH-R1 y CRH-R2a a una
concentracion final de 0.2 ug provocé una disminucion del 70% en la produccion de cAMP
comparada con las respuestas obtenidas de los receptores expresados independientemente
(Figura 10B). Para determinar si estos resultados no son un artefacto experimentos de

complementacion de ADN se realizaron con cada uno de los receptores y pcDNA3.1, no se



observd disminucidn en la produccion de cAMP en ninguno de los experimentos de
transfeccion.

Para el andlisis de unién de los receptores de CRH un modelo de dos sitios de unién
fue el mejor modelo compatible para los estudios de unidn de ligando (Figura 11) ya que no
se obtuvo una grafica lineal en el analisis de Scatchard, que es la que se obtiene cuando un
receptor tienen solo un sitio de unién al ligando, en su lugar lo que se observa es una
parabola descendiente. El analisis de las graficas de Scatchard demostré las constantes de
actividad de alta y baja afinidad, asi como las uniones maximas para ambos sitios de unién
(Tabla 2).

Las velocidades de internalizacion se muestran en la figura 12. EIl porcentaje de
internalizacion de células que expresan al CRHR1 es menor (aproximadamente 9%) que el
de las células que expresan al CRHR2a, en donde se observa que aproximadamente el
17% de estas se internalizan. Las células que coexpresan a los dos receptores presentan
un porcentaje de internalizacién de aproximadamente 14%, un dato que se asemeja mas a
lo obtenido con el CRHR2a. Sin embargo, las velocidades de internalizacion antes de llegar
a la meseta son similares entre los receptores de la CRH, encontrandose de 0.56 % de
receptor internalizado/min, 0.48% de receptor internalizado/min y 0.46% de receptor
internalizado/min para CRH-R1, CRH-R20 o0 CRH-R1+CRH-R2a respectivamente. Ademas
del porcentaje de internalizacién otra diferencia importante es el tiempo en el que se logra la
internalizacion, mientras que para las células que expresan el CRHR1 a los 15 min ya se
encontraba el maximo de internalizacion, en las células que expresan al CRHR2a y CRH-
R1+CRH-R2a su maximo de internalizaciéon se logré hasta los 30 min. Igual que para el
porcentaje de internalizacion, la coexpresion de ambos receptores presenta un tiempo de
internalizacion igual al que se obtiene solo con el CRHR2a.

Ademas de la acumulacion de cAMP se midi6 la produccion de IP en células HEK-
293. En este sistema no se observd aumento significativo en la produccién de IP en

ninguna de las combinaciones de expresion de los receptores de la CRH (Figura 13). Como



control interno para verificar la eficacia del sistema se midié la produccién de IP del receptor
de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRHR) que se observa en el recuadro
superior de la figura, en presencia de su ligando el GnRHR incrementa la produccion de IP

de manera dependiente de la dosis.



DISCUSION

Hace veintiocho afos fue publicada la estructura primaria del primer receptor
acoplado a proteinas G, la rodopsina. Se demostré que esta proteina tiene la capacidad de
transferir la energia de la luz en cascadas de sefales intracelulares, que permiten que un
individuo pueda ver. Los avances tecnoldgicos han hecho posible el desarrollo de
metodologias para medir la unién, la solubilizacion y la purificacion de diferentes GPCR; lo
que contribuy6 al concepto de la superfamilia de GPCR. EI niumero de receptores de esta
superfamilia ha crecido rapidamente y ha sido evidente que éstas proteinas pueden unir una
gran cantidad de ligandos (Lagerstrom and Schioth, 2008). Estos ligandos van desde
particulas subatémicas (un fotén), iones (H* y Ca®), moléculas organicas pequefias,
péptidos y proteinas (Kobilka, 2007). El reciente y detallado analisis del genoma humano
demostro la presencia de alrededor de 900 GPCR, de los cuales aproximadamente 460 son
receptores olfatorios (Fredriksson et al., 2003 Jalink, 2010). Las funciones de una gran
proporcion de estos 900 GPCR se desconocen y por tanto se denominan receptores
huérfanos. Sin embargo, cada vez menos GPCR no olfatorios son huérfanos y son un grupo
de gran importancia para la industria farmacedutica.

La familia de la secretina es pequefia dentro de la familia de los GPCR, todos tienen
un dominio de union a la hormona extracelular y unen hormonas peptidicas. Los 15
miembros de esta familia son los receptores para la calcitonina y ligados a la calcitonina,
para la CRH, para el glucagén, para el polipéptido inhibitorio gastrico, para la hormona
liberadora de la hormona de crecimiento, para el polipéptido activador de la adenilato
ciclasa, para la hormona paratiroidea, para la secretina y para el péptido intestinal
vasoactivo (Lagerstrom and Schioth, 2008).

Para obtener mayor informacién sobre los mecanismos de regulacién de los
receptores de la CRH, estuvimos interesados en observar los efectos de la co-expresion de
los receptores CRH-R1 y CRH-R2a en la unién del ligando y en la transduccion de sefales.

Después de clonar los receptores, éstos fueron co-transfectados transitoriamente en las



células HEK-293. Estudios de union de ligando fueron realizados para determinar la
afinidad de los receptores; en tanto que los ensayos de produccion de cAMP fueron
realizados para determinar algun cambio en la transduccidén de sefiales. Los estudios de
producciéon de cAMP demuestran, que la co-expresion de CRH-R1 y CRH-R2a disminuye
significativamente la produccién de este segundo mensajero posterior a la estimulacion con
CRH en células HEK-293. Posteriormente, los analisis de saturacién de unién del ligando y
de Scatchard demostraron que para ambos receptores de la CRH la unién del agonista no
se ve afectada por la presencia de ambos receptores ya que los valores de las Kp y las de
Bmax son similares en todos los casos. Ademas, después del tratamiento con CRH, los
receptores fueron internalizados al cabo de 15 y 30 min de incubacion y con velocidades de
internalizacion similares.

En el modelo de activacion de los GPCR los agonistas cambian la forma del receptor
de un estado inactivo (denominado R) a un estado conformacionalmente activo
(denominado R*), capaz de activar a las proteinas G. Esta activacion se ve terminada
cuando el ligando se despega de su receptor y entonces este ultimo se internaliza y/o
degrada (Vilardaga et al., 2009). Los resultados obtenidos en las células HEK-293,
transfectadas con los receptores de la CRH, en las cuales se observé un incremento de la
acumulacion de cAMP son similares a los efectos descritos para la CRH en el hipocampo en
donde la activacion de receptores especificos induce el acoplamiento a la G5 y a la adenilato
ciclasa con el consecuente incremento en los niveles celulares de cAMP cuando se lleva a
cabo una estimulacién con la CRH (Chen et al., 1986), (Battaglia et al., 1987), (Pihoker et
al., 1992), (Haug and Storm, 2000). Ha sido propuesto que el acoplamiento de los
receptores de la CRH a proteinas G especificas depende del ambiente celular; ademas, la
sobrexpresion de los receptores puede inducir el acoplamiento a diferentes proteinas G. Sin
embargo, en la linea celular que se utiliz6 no se observd incremento en la produccion de
fosfatos de inositol, lo cual podria indicar la activacion de la fosfolipasa C debida al

acoplamiento a una proteina G,



La co-expresion de CRH-R1 y CRH-R2a inhibe parcialmente la produccion de cAMP
regulando negativamente la sefializacidon de los receptores de la CRH, mientras que la co-
expresion de CRH-R1 o CRH-R2a con pcDNA3.1 no tiene efecto en la transduccion de la
sefial. Cuando los receptores fueron co-transfectados a una concentracion total de
0.2ug/pozo la inhibicién en la produccién de cAMP fue mas evidente. Estos resultados
sugieren que la presencia de ambos receptores co-transfectados en una relacion 1:1, linhibe
la produccion de cAMP. Una posible explicacion para este resultado seria la interaccion
directa de ambos receptores; de este modo al formar un dimero CRH-R1-CRH-R2a se
formaria un complejo con propiedades distintas a los receptores originales. Otra posibilidad
serian interacciones proteina-proteina que pudieran ser activadas cuando los receptores son
co-expresados y que por tanto sean responsables de la disminuciéon en la produccién de
cAMP. Una disminucion en la produccion de cAMP como consecuencia de la expresion de
dos tipos de receptores de la CRH fue demostrada posterior a la publicacion de nuestros
resultados. En ese estudio se realizé la co-transfeccién del CRHR1d (una isoforma truncada
del receptor tipo 1) con el CRHR2p y se demostré que la distribucion intracelular de la
isoforma truncada es rescatada cuanto se expresa con el receptor tipo 2; ademas, se
observd una atenuacion significativa en la produccion de cAMP y en las cascadas de
sefializacion de ERK1/2 y p38MAPK (Markovic et al., 2008). Aun cuando en el articulo de
Markovic tampoco se demuestra experimentalmente la formacion de heterodimeros es una
de las posibles explicaciones para los resultados encontrados. La activacion de los
receptores de la CRH, particularmente el CRHR1, provoca la fosforilacion y activacién de las
cinasas ERK1/2 en estructuras limbicas relacionadas directamente con el aprendizaje y la
memoria, con el procesamiento de la informacién ambiental y aspectos de comportamiento
ante algun tipo de estrés. Sin embargo, esta activacién no se observa en otras estructuras
como el hipotalamo o la amigdala, que también regulan procesos de adaptacién al estrés
(Refojo and Holsboer, 2009). En el corticotropo la activacién de ERK1/2 esta directamente

implicada en la secrecion de la ACTH, regulando asi la expresion del gen del POMC (Figura



5). Una disminucién del cAMP puede alterar la transduccién de sefales de los CRHRs y
provocar una disminucién en la fosforilacion de ERK1/2 y afectar las respuestas a estrés en
las regiones del SNC en donde se co-expresan ambos subtipos de receptores. Se conoce
que posterior a la activacion de un GPCR se forman nubes discretas de cAMP y que la
célula tiene un sistema complejo de compartamentalizacion que permite que existan
gradientes de este segundo mensajero y que son muy importantes para evitar la activacion
de proteinas inespecificas (Houslay, 2010). Se ha reportado que en pacientes con
depresion la formacion de cAMP y la actividad de la adenilato ciclasa se encuentran
disminuidas, en tanto que en pacientes con trastorno bipolar ambas proteinas se encuentran
aumentadas (Dwivedi and Pandey, 2008). Un hallazgo como el nuestro en donde la co-
expresion de ambos receptores produce una disminucion tan importante de la produccion
del cAMP pudiera tener implicaciones clinicas muy importantes considerando que los
receptores de la CRH son los principales responsables de las respuestas de un organismo
ante el estrés.

Cuando en las células se expresaron CRH-R1 y/o CRH-R2a la afinidad del ligando
por el receptor no cambid, sugiriendo que la presencia de ambos receptores no interfiere
con la unién o expresion. Al hacer la grafica de hormona unida/libre vs. hormona unida para
las transfecciones CRH-R1, CRH-R2a y CRH-R1-CRH-R2a, se obtiene una grafica de
Scatchard curva lo que indica dos sitios de union del ligando. Estos resultados obtenidos en
la linea celular HEK-293 concuerdan con lo reportado para los receptores de la CRH en la
misma linea celular transfectadas tanto establemente como transitoriamente (Ruhmann et
al., 1996), (Rominger et al., 1998), en células Y-93 (Olianas et al., 1995) y en hipdfisis y
cerebro de rata (Chen et al.,, 1986). Estudios previos realizados con un analogo no
hidrolizable del GTP, el GTPyS, demostré que los sitios de alta y baja afinidad pueden
indicar diferentes grados de unién en el acoplamiento del receptor a las proteinas G (Olianas
et al.,, 1995). También es interesante hacer notar que la Kpy, en células que expresan

ambos receptores, para el sitio de alta afinidad es similar a la Kpq observada para el CRH-



R1, mientras que la Kp, del complejo para el sitio de baja afinidad es parecida a la de baja
afinidad del CRH-R2a. Lo anterior sugeriria que cuando ambos receptores estan presentes
la unién al sitio de alta afinidad seria de manera predominante en el receptor tipo 1, mientras
que el sitio de union de baja afinidad seria el resultado de la unién al receptor tipo 2. Estos
resultados no dependerian de la formacion de un dimero entre los receptores ya que
formando agregado o permaneciendo separados la unién en sitios de alta o baja afinidad no
resultaria alterada.

La estimulacion con CRH indujo la internalizacién de los receptores de la CRH; sin
embargo, se observan algunas diferencias entre ellos. El CRHR1 se internaliza en menor
proporcion que el CRHR2a con valores de 9% y 17% respectivamente; ademas, las
velocidades a las cuales se obtiene el maximo de internalizacion varia entre ambos
receptores. Mientras que el CRHR1 alcanza su maximo al cabo de 15 min de estimulacion
con CRH, el CRHR2a alcanza su internalizacién hasta los 30 min de estimulo; sin embargo,
las velocidades de internalizacién son similares entre los receptores. La presencia de
ambos receptores en el sistema tiene propiedades de internalizacion muy similares al del
CRHR2a. Diferencias en internalizacion entre los dos subtipos de receptores de la CRH
han sido demostradas, utilizando la estrategia de microscopia confocal, en dicho estudio se
encontré6 que el CRHR1 se internaliza posterior al estimulo con CRH, mientras que el
CRHR2 no se internaliza en un periodo de estimulacion de hasta 40 min (Milan-Lobo et al.,
2009). Estos resultados si bien demuestran diferencias en las propiedades de
internalizacion entre los receptores tipo 1 y tipo 2 difieren de los resultados que nosotros
obtuvimos. Las discrepancias encontradas entre ambos estudios tienen diferencias
experimentales que pueden explicar los diferentes resultados. Los experimentos de
microscopia confocal fueron llevados a cabo en células HEK-293 establemente
transfectadas con los receptores de raton CRH-R1 y CRH-R2 acoplados a la proteina
amarilla fluorescente (YFP). Las diferencias en la concentracién de receptores en superficie

modifican la regulaciéon de los CRHRs en donde se ha demostrado que un receptor puede



incluso acoplarse a diferentes proteinas G. Otra diferencia importante es que los receptores
del estudio de fluorescencia son receptores de ratén mientras que los nuestros son de rata.
Por otro lado la inclusion de genes reporteros dentro de la secuencia de cualquier proteina
se ha convertido en una herramienta muy util para poder seguir y analizar la funcion de
éstas mediante el uso de anticuerpos o como en este caso particular mediante microscopia
de fluorescencia. Aun cuando es una estrategia ampliamente utilizada se ha demostrado
que para el GnRHR la inclusion de la hemaglutinina y la proteina verde fluorescente inducen
una mejor expresion en la membrana celular comparadas con sus contrapartes sin esas
modificaciones, lo que en pudiera conducir a una interpretacion errénea de los resultados
(Brothers et al., 2003). Sin embargo, lo que si es claro es que los receptores de la CRH se
internalizan de manera diferente entre ellos.

La terminacion de la senal iniciada por un GPCR comienza con la fosforilacion del
extremo carboxilo terminal del receptor seguido por la uniéon de la arrestina. Se produce
entonces una disminucion en la sefal debido a la internalizacién del receptor, en este punto
se consideraba que el receptor se separaba de la proteina G y de sus proteinas efectoras.
Los receptores entonces son transportados a los lisosomas para su degradacion o son
reciclados nuevamente a la membrana. Por lo tanto, la internalizacion del receptor controla
la densidad de los receptores en la superficie celular y sirve como un mecanismo para
atenuar la duracion y la fuerza de la transduccion de la sefal (Jalink and Moolenaar, 2010).
Sin embargo, ya se ha demostrado que la internalizacién de un receptor no necesariamente
conduce a la terminacién de la sefial. Estudios en el receptor de la hormona estimulante de
la tiroides (TSH) han demostrado que a pesar de la rapida internalizacion de estos
receptores no se observa disminucion en los niveles de cAMP. Los receptores de la TSH se
internalizan en asociacion con la proteina Gsa y la adenilato ciclasa en un compartimento
vesicular pre-golgi. Después de ser internalizado, el receptor unido a la TSH continua
estimulando la producciéon de cAMP durante 30 min (Calebiro et al., 2010). El hallazgo de
los receptores de la TSH y nuestras observaciones sobre la internalizacién diferencial de los

receptores de la CRH nos abre un nuevo campo de investigacién sobre la posibilidad de que



el CRHR1 y el CRHR2 pudieran seguir activando la produccién de cAMP aun siendo
internalizados. Ademas, nuestros resultados contribuyen a establecer que la regulacién de
estos receptores esta altamente controlada y es diferencial.

Si bien las propiedades de uniéon no se ven afectadas por la co-expresion de los
receptores CRH-R1 y CRH-R2q, la disminucién en la produccion de cAMP pudiera ser
debida a dos probables mecanismos: que la desensibilizacién de los receptores se aumente
haciendo que la transduccion de sefiales se vea interrumpida mas rapidamente, lo que
provocaria que la produccién de cAMP se vea disminuida. Otra posibilidad seria que la
existencia de ambos receptores modificara la afinidad por la proteina G; la sobrexpresion de
los receptores de la CRH en la linea celular puede favorecer el acoplamiento a diferentes
proteinas G. Si la co-expresion de estos receptores reduce la afinidad por la proteina G,
estos pueden facilmente acoplarse a otras proteinas G tales como la proteina G; (inhibidora)
la cual inhibe la produccién de cAMP. Sera necesario realizar experimentos posteriores
para poder determinar si alguno de estos mecanismos es responsable de la inhibicion
parcial de la produccion de cAMP en nuestros resultados.

Nuestros experimentos muestran que la expresiéon de ambos receptores disminuye
de manera sustancial la produccién de cAMP cuando se estimula con el agonista CRH, pero
no se afectan las propiedades de unién y de internalizacién de estos receptores. Resultados
previamente obtenidos que demuestran que el CRHR1 puede formar homodimeros nos
permite especular que la formacién de un heterodimero CRH-R1-CRH-R2a es factible y que
los resultados que nosotros obtuvimos pudieran ser debidos a la formacion de agregados;
sin embargo, sera necesario ampliar estos estudios con el fin de poder confirmar esta
hipotesis. Lo que si se ha demostrado es el efecto dominante negativo que ejerce uno de
los receptores truncados del receptor tipo 1 (CRHR1d) sobre del CRHR2B en células
HEK293, demostrando que existe un mecanismo de cross-talk entre ambos subtipos de
receptores. Debido a que el ARNm del CRH-R1 y el ARNm del CRH-R2a se expresan

juntos en algunas regiones del cerebro, estos receptores puedieran estar co-expresandose



en el SNC, sugiriendo asi que la interaccion entre los receptores puede tener un papel
importante en los efectos inducidos por la CRH, contribuyendo de esta manera a la
complejidad del acoplamiento diferencial de los receptores de la CRH en respuesta a

diferentes agentes estresantes o a cambios endocrinos.



CONCLUSIONES

La co-expresion de los receptores CRHR1 y CRH-R2a no alteré los parametros de
union del ligando, pero si modificé la sefializacién intracelular determinada como la
produccién de AMPc. Lo que nos demuestra que la proporcion de cada uno de estos
receptores expresados en una linea celular particular modifica las respuestas especificas a
la CRH.

Nuestra hipoétesis inicial contemplaba, en un primer postulado, un posible cambio en
los parametros de union e internalizacion del ligando de la CRH en ensayos de co-expresion
de receptores. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que ambos parametros no se
ven modificados por la co-expresidon de cada receptor comparadas con la expresion
individual de cada uno de ellos, pero se comprueba que la internalizacion de los receptores
de la CRH no son iguales. Estos resultados contribuyen a concluir que una de las
diferencias regulatorias de ambos receptores es la internalizacion de éstos posteriores al
estimulo con su ligando. El segundo postulado de nuestra hipotesis era determinar la
existencia de un cambio en la transduccién de la sefal de estos receptores cuando ambos
receptores, CRHR1 y CRHR2q, se expresan de manera conjunta en las células HEK-293.
Los resultados obtenidos demuestran de manera concluyente que existe una disminucion
muy importante en la acumulacion de AMPc en presencia de ambos receptores.

Las sefiales mediadas a través del AMPc y de la adenilato ciclasa tienen una enorme
importancia en algunos trastornos de la conducta como son depresion y trastorno bipolar. Si
consideramos que el eje HHA es el principal regulador de las respuestas de estrés en el
organismo y que alteraciones de la CRH han sido asociadas con trastornos de la conducta,
una modificacion tan importante en la produccion de AMPc pudiera tener importancia
fisioldgica en aquellas regiones del SNC en donde ambos receptores se estan co-

expresando.



PERSPECTIVAS

Una de las hipodtesis de la relacion entre el estrés y el desarrollo de una sicopatologia
es que individuos vulnerables pueden sobrexpresar agonistas de la CRH y/o de sus
receptores. Especificamente alteraciones en el sistema de la CRH del cerebro estan
asociadas con depresién y ansiedad: un aumento en los niveles de esta hormona han sido
reportados en algunos pacientes deprimidos; en contranste una disminucién de la misma se
ha observado en suicidas. En pacientes con Alzheimeir los niveles de CRH se encuentran
disminuidos en tanto que los niveles de sus receptores se encuentran elevados en la corteza
cerebral. El conocimiento de los factores que modulan la actividad de los receptores de la
CRH puede tener un impacto significativo en el conocimiento mas profundo sobre el
funcionamiento de los sistemas de la CRH. Asi, un mejor conocimiento de la regulacién de
los receptores de la CRH contribuira al conocimiento de la fisiopatologia de enfermedades

psiquiatricas.
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ANEXO |
ENSAYOS DE UNION A RECEPTORES

En los ensayos de unién se mide la interaccién de un ligando con su receptor
biolégico el cual media las acciones de la hormona. Para ensayos de union in vitro la
hormona es marcada radiactivamente (generalmente con ['*°I] o con tritio [*H]) y es incubada
con células completas aisladas o con membranas celulares que tienen el receptor, en
presencia o ausencia de hormona no marcada hasta llegar a un equilibrio de union. La
hormona unida al receptor es separada de la hormona libre o no unida mediante
centrifugacion, precipitacion o algun otro método. EI porcentaje de hormona unida al
receptor es determinada mediante el conteo del marcador radiactivo en contadores gamma
o de centelleo, dependiendo del radioisétopo utilizado. La hormona marcada
radiactivamente que permanece unida en presencia de un gran exceso de hormona no
marcada es considerada no especifica. En algunos casos es necesario utilizar analogos de
la hormona para estudios de unién, particularmente si la hormona nativa es dificil de marcar
radiactivamente, si tiene baja afinidad por el receptor o si se degrada faciimente.

La interaccién de la hormona con el receptor requiere de una especificidad bioldgica
por lo que es critico que la hormona sea marcada de manera que no se altere su integridad
o bioactividad. Ademas, debido a que los receptores son parte de la membrana celular el
receptor adquiere una forma particular diferente de la que tendria de estar en una solucion
acuosa, por lo que alternativamente los receptores pueden ser solubilizados en
amortiguadores con detergentes, de esta manera las propiedades de interaccion del
complejo hormona-receptor pueden ser estudiadas en solucién.

Las hormonas se unen a sus receptores con una alta afinidad y especificidad. La
afinidad de una hormona por su receptor puede ser calculada de la cinética de asociacion y
disociacion o de los datos de union en el equilibrio. El método mas comun de analisis es la
grafica de Scatchard (Figura). En este método, la proporcién de hormona unida vs hormona
libre en el equilibrio es graficada contra la hormona total unidad. Si la hormona es un

mondmero y si ademas tiene solo un sitio de unién la grafica de Scatchard resulta en una



linea recta (Figura). La pendiente de la recta representa el valor negativo de la constante de
unidn en el equilibrio (Kp) y la ordenada al origen en el eje de las X corresponde a la
concentracion total de receptores (Bmax). Muchos receptores presentan dos sitios de unién
de diferentes afinidades y capacidades, es decir un sitio de alta afinidad y baja capacidad y
otro sitio de baja afinidad y alta capacidad, lo que da como resultado en una grafica de

Scatchard curva (Figura).
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Corticotropin-releasing hormone (CRH) is one of the
major proteins responsible for brain stress regulation.
Two well-known receptors have been described: type
1 and type 2a, both members of the receptor super-
family of G protein-coupled receptors (GPCR). We in-
vestigated receptor regulation when both CRH recep-
tor subtypes are coexpressed in the same mammalian
cell line. When both types of receptors are coexpressed,
cAMP second messenger production is partially inhib-
ited compared to when receptors are expressed sepa-
rately. However, neither binding kinetics nor internal-
ization rates are modified by coexpression of these
receptors. To our knowledge this is the first demonstra-
tion of receptor interaction that results in the modifi-
cation of CRH-mediated signal transduction pathway.
Because CRH-R1 and CRH-R2a have overlapping mRNA
expression patterns in the brain, these receptors may
be coexpressed in neurons, suggesting that receptor in-
teraction may play an important role in the effect evoked
by CRH, contributing to the complexity of differential
coupling of the CRH receptors in different endocrine
and stress behavior responses.

Key Words: CRH receptors; cAMP pathway; receptor
dimerization.

Introduction

Corticotropin-releasing hormone (CRH) is a 41-amino-
acid peptide that stimulates the synthesis of adenocortico-
trophic hormone (ACTH) and other products of propio-
melanocortin (POMC) in the anterior pituitary (/). Human
and rat CRH are identical to one another and differ only by
seven amino acids from ovine CRH. Two non-mammalian
peptides similar to CRH, sauvagine (40 amino acids) and
urotensin I (41 amino acids), share 50% homology with
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human/rat CRH (2). CRH and urocortin I (UCN) bind with
high affinity to CRH receptor type 1 (CRH-R1). Because
CRH receptor type 2 (CRH-R2) binds urocortin with a 100-
fold affinity in relation to CRH-R1, it was proposed that
UCN was the endogenous ligand for the type 2 receptor;
however, the limited overlap between the UCN neurons and
the CRH-R2-expressing neurons suggested the existence
of additional endogenous CRH-like peptides (2). Two new
members of the CRH family that bind exclusively to CRH-
R2 have been described, stresscopin/urocortin III and stres-
scopin-related peptide/urocortin I (3,4). The CRH receptor
is a member of the class II of the superfamily of G protein—
coupled receptors (GPCR). The effects that CRH evoke are
mediated through at least two receptors: CRH-R1 (5-7), and
CRH-R2 (8-10). CRH-R1 shares 70% homology with CRH-
R2.CRH-R1is highly distributed in the central nervous sys-
tem, being the predominant receptor found in the cortico-
trophs in the anterior pituitary (//,12). Distribution analy-
sis of CRH-R2 showed that CRH-R2a is mainly localized
in the brain while CRH-R2 is found in heart and skeletal
muscles, brain, lung, and intestine (9). Binding of CRH re-
ceptors to its specific agonists changes the CRH-R confor-
mation, increasing the affinity of the receptor for the G pro-
tein, leading to the synthesis of cyclic AMP (13). In addition,
it has been demonstrated that CRH also activates the phos-
pholipase C (PLC)-PKC signal transduction pathway in rat
Leydig cells (14), astrocytes culture (15), and cerebellum
(16). Recently, it has been shown that in HEK-293 cell line
stably transfected with the CRH receptors, both CRH-R1
and CRH-R2a are able to stimulate inositol phosphate (IP)
production that accounts for the activation of Ca>* transients
by the direct activation of PLC in these cells (7).

Several studies have demonstrated that some GPCR can
form dimers. Heterodimer formation has been shown for 32-
adrenergic (18), 8-opioid (79), and dopamine D, D,, and
Djreceptors (20-22), among others. Results obtained with
those receptors indicate that dimerization affects the acti-
vation mechanism, as well as agonist-dependent desensiti-
zation and internalization (/8). Heterodimerization between
receptors has also been described (23-26).
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Fig. 1. RT-PCR of the cotransfected receptors in HEK-293 cells.
In cells expressing both receptors, the RT-PCR experiment re-
sulted in the amplification of two bands of 1320 bp and 1441 bp
corresponding to CRH-R1 and CRH-R2a, respectively.

Because CRH-R1 and CRH-R2a have overlapping mRNA
expression patterns in the brain, suggesting that both recep-
tors may be coexpressed in neurons, the aim of this study
was to determine whether coexpression of CRH receptors
modifies agonist binding, signal transduction, or internal-
ization of CRH receptors. We found that coexpression of
both receptor subtypes causes a significant reduction in the
cAMP production compared with results obtained with cells
expressing the receptors individually.

Results

CRH receptors were expressed either separately or col-
lectively in HEK-293 cells. To confirm the presence of both
receptors in the cells, CRH-R1 and CRH-R2a encoding
mRNA was verified by RT-PCR. From total RNA obtained
from these cells a band of 1320 bp was amplified using spe-
cific primers corresponding to CRH-R1 and a band of 1441
bp was amplified using specific primers for the CRH-R2a,
respectively, in cells expressing both receptors (Fig. 1). No
additional bands were observed. The presence of mature
receptors was identified by immunoprecipitation and West-
ern blot (Fig. 2). The results of immunoprecipitation and
Western blot analyses revealed the presence of a 65 kDa
band for each receptor when expressed separately (Fig. 2A),
or coexpressed (Fig. 2B). We were unable to demonstrate
the dimerization of the receptors by immunoprecipitation,
but we cannot rule out the formation of CRH receptor dimers.
In several studies where dimerization is assessed by coim-
munoprecipitation, stringent solubilization might prevent
the detection of constitutive dimers by promoting their par-
tial or total dissociation.

Dose-response of CRH-stimulated cAMP production is
shown in Fig. 3. Two hours of stimulation with CRH resulted
in dose-dependent cAMP production from HEK-293 cells
expressing CRH-R1, CRH-R2a, or CRH-R1 + CRH-R2a.

Fig. 2. Immunoprecipitation and Western blot analyses of CRH
receptors. (A) HEK-293 cells transfected with CRH-R1 or CRH-
R2a, and (B) HEK-293 cells transfected with both CRH-R1 and
CRH-R2a. The receptors were immunoprecipitated from whole
cells and identified by Western blot as described in Material and
Methods.

Preliminary results in our laboratory (data not shown) deter-
mined that for cAMP production, the best amount of DNA
transfected in HEK-293 cells was 0.1 pg/well of each recep-
tor. A representative dose-response experiment of CRH-
stimulated cAMP production is shown in Fig. 3. Experiments
where concentration of one receptor was increased with re-
spect to the other receptor to a final concentration of 0.1 g/
well are shown in Fig. 3A. A decrease in the cAMP produc-
tion is observed when both receptors are present in the cells.
Because the better response in terms of cAMP production
was obtained when the concentration of each receptor was
0.1 pg/well, we decided to investigate the effect of 0.1 pg
DNA of each receptor in the same transfection. When con-
centration of DNA is increased to a total of 0.2 pg, CRH-
stimulated cAMP response with 10~ M CRH showed a 70%
decrease when compared with the response obtained by the
CRH receptors separately (Fig. 3B). In order to determine
direct interaction between receptors, the DNA complemen-
tation experiments were performed with the receptors and
pcDNA3.1, and no decrease was observed in the cAMP re-
sponse obtained in any transfection experiment (data not
shown).

For the expression of CRH receptors, a two-binding-site
model was the best fit for the binding results (Fig. 4). Scatch-
ard analysis of the binding data showed that the dissocia-
tion constant (Kp) and Bmax for the high affinity sites for
CRH-R1, CRH-R20a or CRH-R1 + CRH-R20a were 1.6 nM
(Bmax 451,725 sites/cell); 0.5 nM (Bmax 266,217 sites/
cell); and 1.54 nM (Bmax 458,350 sites/cell), respectively.
The Kjand Bmax for the low affinity sites are 4.6 nM (Bmax
1,017,887 sites/cell), 8.5 nM (Bmax 1,746,670 sites/cell),
and 8.2 nM (Bmax 1,638,256 sites/cell) for CRH-R1, CRH-
R2a, or CRH-R1 + CRH-R2q, respectively.

Internalization rate data are shown in Fig. 5. Cells ex-
pressing CRH-R1 internalized a smaller percentage at steady
state than the cells transfected with CRH-R2a and CRH-
R1+ CRH-R2a. For all transfections the receptors are inter-
nalized at 30 min. The internalization rate before the cells
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Fig. 3. cAMP production in cells cotransfected with the CRH receptors. (A) HEK-293 cells were transfected with the CRH receptors sep-
arately or cotransfected together at a final concentration of 0.1 ug of DNA, and the cAMP production was determined after the stimulation
with different concentrations of CRH. (B) cAMP production was quantified after stimulation with 10”7 M CRH in cells transfected with
CRH receptors at 0.2 ug final concentration of DNA. Each experiment was repeated at least three times with similar results.

reach a steady state are 0.56%, 0.48%, and 0.46% recep-
tor internalized/min for CRH-R1, CRH-R2a, or CRH-R1 +
CRH-R2a, respectively, indicating that the internalization
rates are very similar between CRH receptors.

Discussion

This study shows for the first time that the coexpression
of CRH-R1 and CRH-R2a: significantly decreases the CRH-
stimulated cAMP production in HEK-293 cells. Saturation
bindings and Scatchard analysis showed that in all cases
the agonist binding to its receptor fits in a two-binding-site

model, with similar K, and Bmax. After treatment witha CRH
agonist, the receptors were internalized in a time-dependent
manner and with similar internalization rates. The results
obtained suggest that CRH-R1 and CRH-R2a may physi-
cally interact, modifying the functional characteristics of
both receptors.

Our present results in the HEK-293 cells in which we
observe an increased in the cAMP accumulation are similar
to the well-known effects of CRH in the hippocampus, where
the activation of specific receptors coupled to the G, pro-
tein and to adenylate cyclase with a consequent increase in
the cellular levels of cAMP (27-30). It has been proposed
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Fig. 4. Receptor binding of ['*I|CRH. Saturation binding of the
HEK-293 cells expressing CRH-R1 (A), CRH-R2a (B), and
CRH-R1 + CRH-R2a (C). Scatchard analysis demonstrated a
two-binding-site model for CRH-Rs. The results are representa-
tive of three independent experiments.

that the coupling of CRH-R to a specific G protein depends
on the cellular background, and the overexpression of the
receptor can also induce the coupling to a different G pro-
tein; however, in the cell line we used we did not observed
an increased in IP production (data not shown).

expression of either CRH-R1 or CRH-R2a with pcDNA
3.1 had no effect in signal transduction. When the receptors
were cotransfected at 0.2 pg/well, the inhibition in the
cAMP production was more evident. At this concentration
we found the highest response of both receptors regarding
the cAMP production when transfected independently or
coexpressed. These results suggest an interaction between
both types of receptors that account for the inhibition of the
cAMP production; however, we cannot rule out that it may
involve other interacting proteins that could be activated
once the receptors are coexpressed and that is responsible
for the decrease in the CRH signal transduction pathway.
Because UCNII and UCNIII bind exclusively to CRH-R2a
in further studies, it would be important to evaluate their
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pharmacological effects in a CRH-R1/CRH-R2a coexpres-
sion system.

When cells coexpressed either CRH-R1 or CRH-R2a. sep-
arately or together, receptor-ligand affinity does not change,
suggesting that receptor interaction does not interfere with
binding or expression of these receptors. Also, the Scatch-
ard analysis indicated that in all expression combinations
the ['>I]CRH was bound according to a two-site model of
high- and low-affinity sites. Two affinity binding states for
CRH-R1 and CRH-R2a has been reported previously in
Y-93 cells (41), in stably and transiently transfected HEK-
293 cells (42—45), and in rat pituitary and brain (27). Pre-
vious studies performed with a non-hydrolyzable analog of
GTP, GTPyS, showed that the high- and low-affinity com-
ponents may indicate different degrees of receptor coupling
to G proteins (41). This result has been reported for TRHR1
and TRHR2, where the heterodimer displayed an altered
internalization when compared to the individual receptors,
although ligand binding was similar to when receptors ex-
pressed alone (42). Similar results were obtained for the
D2R homodimer, in which no change was observed in the
binding properties for either agonists or antagonists (43).
It is also interesting that the K, for the high-affinity site is
similar to the K, observed for the CRH-R1 alone, and that
the K, for the low-affinity site is similar to the K, for the
CRH-R2a alone.

After treatment with CRH, receptors were internalized
in a time-dependent manner, but cells expressing CRH-R1
internalized a smaller percentage receptor at steady state;
however, in all receptors the internalization rate is very sim-
ilar. However, a discrepancy of our results with others stud-
ies is that CRH seems to activate the CRH-R2a receptor
more. This may be explained because we used an hetero-
logous system that does not naturally express either of the
receptors.

The present results suggest that the coexpression of CRH-
R1 and CRH-R2a substantially diminish CRH-stimulated
cAMP production, but does not affect binding and internali-
zation properties of these receptors. To our knowledge this
is the first demonstration of receptor interaction that results
in the modification of CRH-mediated signal transduction
pathway. Because CRH-R1 and CRH-R2a have overlap-
ping mRNA expression patterns in the brain, these receptors
may be coexpressed in neurons, suggesting that receptor
interaction may play an important role in the effect evoked
by CRH, contributing to the complexity of differential cou-
pling of the CRH receptors in different endocrine and stress
behavior responses.

Material and Methods

Material

CRH and Tyr-CRH were purchased from Sigma-Aldrich
Fine Chemicals (St. Louis, MO). pcDNA3.1, cell culture
media Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) and

OPTI-MEM, lipofectamine, and PCR reagents and reagents
for RNA extraction, TriZol and SuperScript Preamplifi-
cation System were obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA).
Restriction enzymes, modified enzymes, competent cells,
and the pGEM-T easy vector for subcloning were purchased
from Promega (Madison, WI). Endofree Maxiprep kit was
purchased from Qiagen (Valencia, CA). CRH-RI1 (sc-1757)
and CRH-R2a (sc-1826) antibodies were purchased from
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). The HEK-
293 cell line was a kind gift from Dr. Ana Maria Pasapera-
Limoén, Research Unit in Reproductive Medicine, IMSS
(Mexico, D.F.). cAMP antibody and protein A were kind
gifts from Dr. P. Michael Conn, Oregon National Primate
Research Center, OHSU (Beaverton, OR). All other reagents
used were of the highest degree purity available from com-
mercial sources.

CRH Receptor cDNA Cloning

Tissue was obtained from 28 d male Sprague-Dawley
rats in accordance with the ethical committee of the Hos-
pital de Pediatria del Centro Médico Nacional SXXI, IMSS.
Total RNA was extracted from rat brain using TriZol re-
agent. Three micrograms of total RNA from rat brain was
used to synthesize the cDNA using the SuperScript Pre-
amplification System. Two primers were used in the PCR
reaction: R1-1 [S'GACCGCAGCCGCCCGCCCTCCG3']
and R1-4 [5S'"GACTGGCTCGTCAGTGAGCTTGC3'],
corresponding to the amino terminal region (from 1 to 21
bases) and the carboxyl-terminus (from 1375 to 1397 bases),
respectively, from the CRH-R1 ¢cDNA. Amplification of
the cDNA was performed using Touchdown-PCR as pre-
viously described (44).

The cDNA of the CRH-R2a receptor was obtained from
the same tissue. RT-PCR and Touchdown PCR conditions
were similar to those used in the CRH-R1 cloning. The pri-
mers used were R2A2 [S'CGCGCACTCCCACTCCCAA
CGCGCG3'] corresponding to the region region 176/200
and R2A4 [S'GCACCCAAGGGTCAGTGTAGCAAG3']
corresponding to the region 1529/1551 of the CRH-R2a
cDNA.

The PCR products were first subcloned into the pGEM-
T easy vector. The wild-type cDNA for the CRH-R1 and
CRH-R2a were further subcloned into pcDNA3.1 in the
HindIll and Xhol restriction sites. The identity and the
orientation of the cDNA cloning were confirmed by sequenc-
ing in an automated sequencer PE Applied Biosystem 373 A
(Perkin Elmer, Foster City, CA).

The identity of all constructs and the correctness of the
PCR-derived sequences were verified by Dye Terminator
Cycle Sequencing according to the manufacturer’s instruc-
tions (Perkin-Elmer, Foster City, CA). For transfection, large-
scale plasmid DNAs were prepared using a Qiagen Endo-
free Maxi-prep kit (Qiagen). The purity and identity of the
amplified plasmid DNAs were further verified by restriction
enzyme analysis.
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Transient Transfections in HEK-293 Cells

Wild-type CRH receptors and altered receptors were
transiently expressed in HEK-293 cells. This is an adher-
ent human epithelial kidney cell line that does not express
either of the CRH receptors. Cells were maintained in
growth medium (DMEM) containing 10% fetal calf serum
(FCS) and 20 pg/mL gentamicin in a 5% CO, humidified
atmosphere at 37°C. Five thousand cells per well were seeded
in six-well plates (Costar, Cambridge, MA). Twenty-four
hours after plating, the cells were transfected with 2 ug DNA
per well using 5 pL. lipofectamine in 1 mL OPTI-MEM and
5 h later, 1 mL of DMEM containing 20% FCS calf serum
was added to each well. Twenty-four hours after the start of
transfection, the medium was replaced with fresh DMEM
and the cells were allowed to grow for another 24 h before
treatment.

Immunoprecipitation and Western Blot
of the CRH Receptors

Transfected cells were washed with PBS prior to harvest-
ing and homogenization in 500 pL of RIPA buffer (50 mM
HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Igelpal, 0.5% sodium
deoxycholate, | mM EDTA, 2.5 mM MgCl,) and protease
inhibitor cocktail 1X (Pancreas-extract, pronase, thermoly-
sin, chymotrypsin, trypsin, and papain; Roche, Germany).
The homogenate was centrifuged for 10 min at 12,000g
and 4°C. Cellular extracts were purified with 100 uL of
protein A-Sepharose 6MB (Sigma-Aldrich Fine Chemicals)
coupled to IgG from normal rabbit serum or normal goat
serum for 30 min at 4°C. Furthermore, the remaining cel-
lular extract was transferred to new tubes with 100 pL pro-
tein A-Sepharose pre-coupled to the CRH-R1 or CRH-R2a
antibodies (2 mg of each antibody) and were incubated at
4°C overnight. Twelve hours later, the supernatant was dis-
carded and the Sepharose were washed three times with RIPA
buffer and the complex antibody-receptor was resuspended
in 50 uL of SDS-PAGE buffer heating for 2 min at 95°C.

Samples were electrophoresed under reducing conditions
on 10% polyacrilamide gels and electroblotted onto nitro-
cellulose membranes (Hybond C+, Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, England). Bound antibody was
detected using the horseradish peroxidase-conjugated goat
anti-rabbit or mouse anti-goat immunoglobulin kit (BIO-
RAD, Hercules, CA).

Quantification of cAMP Release

One hundred thousand HEK-293 cells were plated in a
24-well plate and transiently transfected with wild-type
(WT) oraltered receptor DNAs. Forty eight hours after trans-
fection cells were washed twice with DMEM/0.1% BSA/
20 pg/mL gentamicin and then stimulated with 0, 10719,
1078, or 107® M CRH in 500 pL of medium plus 0.2 mM
methylisobutylxanthine (to inhibit phosphodiesterase activ-
ity) and were incubated for 2 h at 37°C. After stimulation,

the medium from each well was collected in tubes contain-
ing 50 uL of 10 mM theophylline. The samples were heated
at 95°C for 5 min and the amount of cAMP was determined
by radioimmunoassay as described previously (45) in a
gamma counter (PerkinElmer, Wellesley, MA).

Receptor Binding Assay

Intact cell CRH receptor binding was assessed over a
range of 62,000-1,000,000 cpm of ['>I]CRH, prepared
and purified as previously described (46), in Tris-based
binding buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 100 mM NacCl,
2 mM CaCl,, 5 mM KCl, 5% horse serum, and 0.5% fetal
calf serum) DMEM/0.1% BSA. One hundred thousand cells
were plated in a 24-well plate. Seventy-two hours after the
start of transfection, cells were washed twice with Tris-based
binding buffer. The radioactivity was added to each well
and incubated at room temperature for 2 h. The cells were
washed twice with Tris-based binding buffer and lysed with
1 N NaOH. The cell lysates were collected and the radio-
activity was determined using a Wallac 10-channel gamma
counter (Perkin Elmer).

For internalization studies, HEK-293 cells were transi-
ently transfected using the same method as described above,
except that 200,000 cells were plated per well in a 12-well
plate. Approximately 72 h after transfection, the cells were
washed twice with warm Tris-based binding buffer. The
cells were incubated with ['2’TJCRH (200,000 cpm) for the
indicated times. At the appropriate time, the iodinated
ligand was removed, and the plate was placed on ice. The
cells were washed twice with ice-cold PBS and 500 pL of
acid solution (50 mM acetic acid, 150 mM NaCl, pH 2.8)
was added to each well and incubated for 12 min on ice. To
determine the surface-bound iodinated ligand, the acid wash
was collected and counted in a Wallac 10-channel gamma
counter. To determine the internalized radioligand/recep-
tor complex, cells were solubilized in 500 pL. 0.1% Triton-
X 100/PBS, collected, and counted. Nonspecific binding
for all time points and cDNAs were determined using the
same procedure but in the presence of 10 uM unlabeled
CRH. Nonspecific binding was substracted from the sur-
face-bound and internalized radioligand and the internal-
ized radioligand was expressed as the percentage internal-
ized of the total bound at each time point.

The data shown represent the means = SEM from trip-
licate incubations. In all experiments, the standard devia-
tion was typically less than 10% of the corresponding mean.
The data were analyzed by one-way ANOVA followed by
the Duncan’s multiple range test. p < 0.05 was considered
statistically significant. Each experiment was repeated three
or more times.
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Figura 1. Diagrama ilustrando las respuestas integradas al estrés. Activacién del eje Hipotdlamo-
Hipofisis-Adrenales (HHA) en respuesta al estrés; asi como los efectos reguladores y de
retroalimentaciéon de los glucocrticoides. CRH, hormona liberadora de corticotropina; ACTH,

hormona adenocorticotropica; TC, tallo cerebral; PVN, ntcleo paraventricular; VP, vasopresina. (+)
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Péptido sefial CRH

Péptido de . S

la CRH Secuencia de aminoacidos

hCRH SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQOQAHSNREKLMETITI
oCRH SQEPPISLDLTFHLLREVLEMTEKADOQLAQQAHSNREIKLLDTITI
rSauvagina EGPPISIDLSLELLRKMIEI KQEE KEKOQOQAANNRLLLDTTI
cUrotensina NDDPPISIDLTFHLLRNMIEMARNENOQOQREOQAGLNRIEKYLDEV
hUrocortina 1 DNPSLSIDLTFHLLRTLLELARTOQSOQRERAEOQNRTITITFDS SV
hUrocortina 2 VILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNOQAATNAQILAHYV
hUrocortina 3 FTISLDVPTNIMNLLFNIAKAKNLRAQAAANAHLMAQTI

Figura 2. Secuencia de aminoacidos de la familia de neuropéptidos de la CRH. En la parte superior se
muestra la estructura de la pre-pro-hormona, la CRH es escindida en las posiciones 154 y 194 en la
region C-terminal del precursor de 196 aminoacidos. En la parte inferior se muestra la secuencia de
aminoacidos de algunos de los péptidos de la familia de la CRH. h, humano; o, oveja.
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Figura 3. Representacion esquematica de los receptores de la CRH. Los aminoacidos conservados se
representan en los circulos grises, en tanto que los residuos divergentes se representan como circulos
blancos. En los rectangulos de la regién amino terminal se presentan a la derecha los residuos del CRH-
R1 de humano y a la izquierda los residuos del CRH-R1 de Xenopus. Los residuos en las asas
extracelulares 1 y 2 importantes para la unién al CRH-R2 estan sefialados en los circulos blancos con
doble letra, las letras de la derecha muestran los aminoacidos del CRH-R2 y las letras de la izquierda los
del CRH-R1. En numeros romanos se indican los dominios transmembranales; EC, asas extracelulares; IC,
asas intracelulares. Hauger y Dautzenber, 2000.
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Figura 5. Amplificacién del cDNA del CRH-R1. Se disefiaron un par de oligonucleétidos especificos para el
receptor tipo 1, el R1-1 y el R1-4. La amplificacidn utilizando estos oligonucleétidos generd un producto de PCR
de aproximadamente 1400 pb el cual corresponde al peso molecular esperado. Solo se obtuvo amplificacion en

cerebro.
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Figura 6. Amplificacion del cDNA del CRH-R2a.. Se disefiaron cuatro oligonucledtidos especificos para el receptor
tipo 20, (R2A1, R2A2, R2A3 y R2A4). La combinacion de R2A2-R2A4 resulté en la amplificacién de un producto de
PCR de aproximadamente 144 1pb el cual corresponde al peso molecular esperado tanto en corazén como en
cerebro. La combinacion R2A2-R2A3 dio banda positiva también en cerebro.
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Figura 7. Vectores de clonacion. Los cDNAs de los receptores de la CRH fueron clonados
inicialmente en el vector pGEM-T easy y posteriormente fueron subclonados en los sitos de
restriccion Hindlll/Xhol en el vector pcDNA3.1(+). Lac Z, region que codifica para el a-peptido de
la B-galactosidasa que permite la identificacidn por color de colonias positivas; f1 ori, permite la
replicacion de DNA de cadena sencilla; Amp", marcador de seleccion para ampicilina; Pgy,y,
promotor-enhancer de citomegalovirus; BGH pA, sefial de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento de bovino y secuencia de terminaciéon de la transcripcién; Neo", marcador de
seleccién para neomicina.
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Figura 8. Amplificacion del cDNA de los receptores de la CRH en la linea celular HEK-293.
En la linea celular que expresan ambos receptores, la amplificacién por RT-PCR resulto en
la obtencién de dos bandas de 1400 y 1441 pb correspondientes a los receptores CRH-R1 y

CRH-R20, respectivamente.
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Figura 9. Presencia de los receptores CRH-R1 y CRH-R2a en células HEK-293. (A) células
HEK-293 fueron transfectadas con CRH-R1 o CRH-R2a, y (B) células HEK-293 co-
transfectadas con ambos receptores. Los receptores fueron immunoprecipitados de
células completas e identificadas por Western blot como se describe en Materiales y
Métodos.
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(A) células

HEK-293 co-transfectadas con los receptores de la CRH a una concentracion final de 0.1ug de DNA.

Figura 10. La coexpresion de CRH-R1 y CRH-R2a disminuye la produccion de cAMP.

diferentes

(B) la produccion de cAMP fue cuantificada después de la estimulaciéon

la estimulacién con
con 107M de CRH en células co-transfectadas con los receptores de la CRH a una concentracion

de

de cAMP fue determinada después

La produccidn

concentraciones de CRH.

Cada experimento fue repetido al menos tres veces con resultados similares.

p<0.001 vs. diferentes grupos

final de 0.2ug.
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Figura 11. La unién del CRH a sus receptores no se ve modificada cuando se coexpresan CRH-
R1 y CRH-R2a.. Los ensayos de saturacidon en células HEK-293 que expresan el CRH-R1 (A),
CRH-R20. (B) y CRH-R1+CRH-R2a. (C). El analisis de Scatchard demostré un modelo de dos
sitios de unidn para los receptores de la CRH. Cada experimento fue repetido al menos tres
veces con resultados similares
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Figura 12. El porcentaje de receptores internalizados y la velocidad de internalizacidn no se
modifican al coexpresar a los receptores de la CRH. Células HEK-293 fueron transfectadas
transitoriamente con los receptores de la CRH y fueron incubados por los tiempo indicados
con [*°1]CRH a 37°C. Tanto el ligando unido en la superficie como el citosdlico fueron
determinados como se describe en Materiales y Métodos. Cada experimento fue repetido al
menos tres veces con resultados similares. p<0.001 vs. datos en el tiempo similar.
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Figura 13. La expresion de los receptores de la CRH no inducen la produccion de fosfatos de inositol en
células HEK-293. Células cotransfectadas con los receptores de la CRH a una concentracion final de
0.1ug de DNA. La produccién de IP fue determinada después de la estimulacidn con diferentes
concentraciones de CRH. En el recuadro superior se muestra la produccién de IP para el receptor de
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) después de la estimulacion con diferentes
concentraciones su agonista LH-RH. Cada experimento fue repetido al menos tres veces con
resultados similares.



Dos sitios de union con
afinidades diferentes

Un solo sitio de union

Hormona unida/hormona libre

Bmax

Hormona unida

Figura. Andlisis por Scatchard de la interaccion hormona-receptor. Cuando la concentracion de
hormona unida/hormona libre es graficada en contra de la hormona unida para un modelo de
un solo sitio de unién se obtiene una linea recta como se observa del lado izquierdo. La
pendiente de la linea es el valor negativo de la constante de disociacion (Ky) y la ordenada al
origen en el eje de las abscisas es la concentracién total de receptor (Bmax). Los graficas de
Scatchard curvas son el resultado de la unién al receptor en dos sitios, en donde la curva es la
suma de dos lineas rectas que representan un sitio de alta afinidad y baja capacidad (K, y
Bmax,) y otro sitio de baja afinidad y alta capacidad (K, y Bmax,). Kahn et al., 1998.



	Portada

	Índice General

	Resumen

	Planteamiento del Problema 

	Antecedentes

	Hipótesis   Objetivos

	Metodología

	Resultados

	Discusión

	Conclusiones

	Perspectivas

	Referencias

	Anexos


