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ABREVIATURAS

AC AdenilCiclasa

ACTH Hormona Adrenocorticotropa (del inglés
Adenocorticotropic Hormone)

ATP Adenosina Trifosfato

cAMP Adenosina Monofosfato Ciclico

CRF Factor Liberador de Corticotropina (del inglés
CorticotropinReleasing Factor)

CRF1R Y CRF2R Receptores tipo 1y tipo 2 para CRF

C-terminal Extremo Carboxilo Terminal

DAG Diacilglicerol

EGF Factor de Crecimiento Epidermal (del inglés
EpidermalGrowth Factor)

ERK Cinasas Reguladoras de Sefales Extracelulares (del
inglés Extracellular-signal-regulatedkinases 1 y2)

GAP ProteinaActivadora de GTPasas (del inglés
GTPAseActivatingProtein)

GPCRs Receptores Acoplados a Proteinas G (del inglés G-
ProteinCoupled Receptor)

Grb2 Proteina 2 de Unidn al Receptor del Factor de
Crecimiento (del inglés Growth factor receptor-
boundprotein 2)

GRK Cinasa de los Receptores Acoplados Proteinas G (del
inglés coupled Receptor Kinase)

HPA Eje Hipotalamo-Pituitaria-Suprarrenales (del inglés




Hypotalamic-Pituitary-Adrenal Axis)

IGF-1 Factor de Crecimiento Relacionado con la Insulina-1
(del inglés InsulinLikeGrowth Factor-1)

IP3 1,4,5-inositol trisfosfato

IRS-1 Sustrato del Receptor de Insulina-1 (del inglés Insulin
Receptor Substrate-1)

JNK Cinasa de la proteina c-Jun (del inglés c-Jun kinase)

MAPK Cinasa de Proteinas Activadas por Mitégenos (del
inglés Mitogen-ActivatedProteinKinase)

MEK Cinasa de la proteina MAPK (del inglés Mitogen-
ActivatedProteinKinaseKinase)

MEKK Cinasa de la proteina MEK (del inglés Mitogen-
ActivatedProteinKinaseKinaseKinase)

mTOR Cinasa Blanco de la Rapamicina en Mamiferos (del
inglés Mammalian target of rapamycin)

N-terminal Extremo Amino Terminal

NPY Neuropéptido Y

PI3K Fosfatidil-Inositol 3 Cinasa

PKA Proteina cinasa A (del inglés ProteinKinase A)

PKC Proteina cinasa C (del inglés ProteinKinase C)

PLC Fosfolipasa C (del inglés Phospholiphase C)

POMPK Proopiomelanocortina

RTKs Receptores con actividad de cinasa de tirosina (del

inglés TyrosineKinasesReceptors)




Shc

Proteina con homologia a Src y parecida al Colageno
(del inglés SrcHomologous and Collagen-LikeProtein)

SH2 Dominio con homologia a Src 2 (del inglés
SrcHomology 2 domain)

SVG Sauvagina

URO Urotensina |

UCN I-ll1 Urocortina tipo 1-3




RESUMEN

El estrés es un estimulo al que el organismo responde mediante la sintesis y secrecion del
factor liberador de corticotropina (CRF) en el hipotdlamo. Este péptido se une a su
receptor, perteneciente a la familia de los receptores acoplados a proteinas G, para
promover el inicio de la via de las cinasas activadas por mitégeno (MAPK). Cuando el
estrés se presenta de manera crénica hay una sobreactivacion del eje hipotdlamo-
pituitaria-adrenal, esto puede desencadenar enfermedades como la anorexia nerviosa, la
depresién y la ansiedad. Por otro lado, el factor de crecimiento similar a la insulina tipo
uno (IGF-1), es un péptido relacionado con el desarrollo y supervivencia celular. Estas
acciones las lleva a cabo al unirse a su receptor con actividad de tirosina cinasa que
desencadena la via de sefializacion de las cinasas reguladoras de sefales extracelulares 1y
2. Ademas, se ha reportado que niveles bajos del IGF-1 estan relacionados a patologias
como anorexia nerviosa, y depresidn. Lo anterior indica que hay una interaccién entre
estos sistemas, y se sabe que el CRF ejerce una regulacidn negativa sobre la liberacién del
IGF-1. En el presente trabajo se tratd de dilucidar el papel del CRF en la regulacién
negativa a nivel molecular de las acciones del IGF-1, si esta regulacidon se da a nivel del
receptor y que proteinas pueden estar involucradas. Para esto se utilizé la linea celular
proveniente de ovario de hamster chino, que expresa de manera enddgena al receptor
paralGF-1; sin embargo, no expresa al receptor para CRF, por lo tanto se realizaron
transfecciones transitorias con la secuencia del CRF;R.Los datos que se obtuvieron indican
que el CRF y el IGF-1 pueden activar a la via de las MAPK cinasas y dicha fosforilacidn es
dependiente del tiempo; que la transinhibicidn del sistema se da a nivel del receptor para
IGF-1ly de Ila proteina adaptadora Shc. La proteina cinasa A no participa en la
transinhibicidn, mientras que las fosfatasas de tirosina regulan de manera negativa al IGF-
1; y que la proteinaf3-arrestina 2puede participar en la transinhibicidn ejercida por CRF al

sistema del IGF-1.



INTRODUCCION

Los diferentes sistemas que conforman a los seres vivos no funcionan de manera aislada,
estos sistemas estdn en constante comunicacidon para lograr responder a diversos
estimulos y mantener al organismo en homeostasis. Sin embargo, esto se dificulta cuando
algun estimulo se genera de manera crénica y el organismo se ve afectado, pudiendo

generar diversas patologias (Joseph-Bravo y Gortari 2007; Naranjo 2009).

El estrés es percibido como un estado de amenaza al que el organismo reacciona
mediante la activacién del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Charmandari et al.,
2005 y Moya-Albiol et al., 2005), debido a que dareas especificas del Sistema Nervioso
Central (SNC) estan involucradas en la homeostasis, recibiendo informacion de los
cambios periféricos intracelulares y extracelulares, desempefiando un papel integrativo en

la respuesta a dichos cambios (Ruginsk et al., 2009; Gert et al., 2006).

Uno de los aspectos mas interesantes de los sistemas bioldgicos es conocer la manera en
gue las células perciben y responden adecuadamente a diversos estimulos, esta respuesta
puede estar mediada por un sin fin de sustancias enddgenas de diversa naturaleza

(Kawasaki et al., 2009).
El factor liberador de corticotropina y sus acciones

El factor liberador de corticotropina (CRF) es un péptido de 41 aminoacidos, fue aislado de
hipotalamo ovino y estructuralmente caracterizado en 1981 (Martinez et al., 2002). Se
sabe que las neuronas del sistema limbico inciden sobre neuronas del nucleo
paraventricular del hipotdlamo, donde es sintetizado el CRF y posteriormente liberado
como respuesta a un estimulo estresante (figura 1), participando asi en la activacion del
eje HPA. ElI CRF llega a la pituitaria por la circulacién portal y libera a la hormona
adrenocorticotropa (ACTH), que viaja por torrente sanguineo a la glandula adrenal
provocando la liberacion de glucocorticoides (Cassano y Argibay, 2010). Los

glucocorticoides no solo regulan la respuesta al estrés, también estan involucrados en el



mecanismo metabdlico e inmunoldgico, movilizan las reservas de energia, mantienen la
presidn arterial y ejercen un control negativo sobre el eje HPA (Barr et al.,, 2008; Choi et

al., 2007; Galli et al., 2008; Atkinson et al., 2008).

ESQUEMA CIRCULAR DEL
PROCESO DE ESTRES

NEURONAS L — — =
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Figural: Eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal. La activacion del eje HPA se inicia como un
mecanismo de respuesta al estrés en el nucleo paraventricular del hipotdlamo por las neuronas
hipofisiotréficas. EI CRF es secretado en dicho nucleo a través de los vasos portales a la
adenohipdfisis. El CRF entra al sistema circulatorio que une al hipotdlamo con la pituitaria y se
libera ACTH, posteriormente se estimula la liberacion de glucocorticoides por parte de las
glandulas adrenales, y finalmente el encendido del eje es regulado por retroalimentacion negativa.

(Imagen modificada de Sanchez et al., 2008).

10



El CRF4R y su distribucidn

El receptor para CRF; y CRF, pertenecen a la familia de receptores de siete dominios
transmembranales, también conocidos como receptores acoplados a proteinas G (GPCRs).
Estos receptores estan constituidos por una sola cadena de aminoacidos que cruza siete
veces la membrana celular. Los GPCRs se componen de tres dominios funcionales, uno de
ellos es el extremo N-terminal localizado en la regidn extracelular y es responsable de la
unién del agonista y la activaciéon del receptor; el segundo dominio es la regién
intracelular que se conforma de las asas y el extremo carboxilo terminal, esta regién
también permite la regulacién del receptor ya que estd expuesta a proteinas como las
cinasas y la [-arrestina que se encargan de la sensibilizacién, desensibilizacion e
internalizacién de los GPCRs, y el tercer dominio estd constituido por las asas que se

encuentran en la membrana (Sanchez-Lemus y Arias-Montafio., 2004).

Los receptores para CRF; se expresan ampliamente en cerebro, hipotadlamo, sistema
limbico, nucleo coeruleus, pituitaria y el tracto gastrointestinal (Zorrilla et al.,, 2003;
Valenzuela-Harrington et al., 2007; Ugolinietal., 2008). Sin embargo, hay evidencia
creciente que indica que el CRF y los péptidos relacionados actian como moduladores
locales del estrés en drganos periféricos y en érganos enddcrinos (Zmijewski et al., 2007;
Markovicetal., 2007). También, se sabe que el CRF contribuye al comportamiento y la
respuesta autonoma del estrés (Liu. et al.,, 2004; Matsuda et al., 2011), esto debido a que
es un factor de activacion del eje HPA y una exposicidn crénica al estrés puede resultar en
una serie de cambios biolégicos y alteraciones, que desencadena en diferentes

enfermedades (Dunn y Swiergiel., 2008; Stengel y Taché., 2009).

11



El CRF, sus analogos y sus receptores.

El CFR es miembro de una familia de péptidos con estructura y actividad bioldgica
similares. En esta familia se encuentra la urocortina uno (UCN |, de 40 aminodcidos) la
urocortina dos (UCN Il, de 38 aminodacidos) y la urocortina tres (UCN Ill, de 38 amino
acidos). También se agrupa a las urotensina 1, (UTn1), urotensina 2 (UTn2), la urotensina 3
(UTn3) y la sauvagina (Svg). Dicha familia de péptidos tiene una distribucidon
filogenéticamente amplia debido a que el CRF y las urocortinas se encuentran en anfibios
y mamiferos, las urotensinas en peces, anfibios y mamiferos, y las sauvagina en anfibios
(Dautzenberg y Hauger 2007; Fekete y Zorrilla 2007; Yhang et al., 2010; Ronan y Summers
2011). Todos estos péptidos median sus acciones a través de la union a dos principales
recetores el CRF;R y el CRF;R; sin embargo, se ha reportado que existe un tercer tipo de
receptor, el CRF3R localizado en peces. No obstante, la unién de los péptidos a estos
receptores no es inespecifica (figura 2), la UCN | y el CRF presentan mayor afinidad por el
receptor tipo uno y las UCN Il y Ill son selectivas para el receptor tipo dos (Li et al.,2002;

Abuirmeileh et al., 2007; Wang y Li, 2007).
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Figura 2: Receptores CRF;, CRF, y sus ligandos. Los receptores para el CRF y sus analogos
muestran una similitud del 70% y pertenecen a la familia A de los receptores de siete dominios
transmembranales acoplados a proteinas G. El CRF y las Ucn1, Ucn2 y Ucn3presentan una similitud
de 45%-48%.Sin embargo, las urocortinas 2 y 3 son afines Unicamente al CRF,R, la urocortina 1 es
afin para ambos receptores y el CRF es afin para ambos receptores aun que presenta mayor

afinidad por el CRF4R (imagen modificada de Taché y Bonaz, 2007).
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El CRF;R y sus rutas de seializacion.

La sefializacion se desencadena una vez que el CRF se une a su receptor, el CRF;R
generando un cambio conformacional del mismo, lo que permite el intercambio de
guanosindifosfato (GDP) por guanisintrifosfato (GTP) mediante la interaccion con las
proteinas heterotriméricas recambiadoras de nucledtidos de guanina o G triméricas que
constan de tres subunidades a, 3 y Y. Estas proteinas fueron nombradas asi porque son
proteinas fijadoras de moléculas de guanina y son muy importantes en las rutas de
sefializacién, debido a que actdan como transductores de los receptores. Las proteinas G
se acoplan a la porcién C-terminal y el asa 3-4-citoplasmatica de los receptores, sin
embargo, el acople de una proteina G para una sefializacion intracelular requiere de una
estructura especifica de las asas y la regidon C-terminal del receptor (Zmijewske et al.,

2007).

Debido a la similitud de las subunidades a las proteinas se clasifican en Gs si estimula la
actividad de la adenilatociclasa, Gi si inhibe a la adenilatociclasa, Gq si activa a la

fosfolipasa Cy G12/13 si activan a proteinas G pequefias.

La subunidad o unida al GTP interactia con efectores como la adenilatociclasa, las
fosfodiesterasas, la fosfolipasa C y los canales de calcio y potasio, que subsecuentemente
resulta en la produccién o disminucién del adenosinmonofosfato ciclico (AMPc),
guanosinmonofosfato ciclico (cGMP), inositoltrifosfato (IPs),diacilglicerol (DAG) y cambios
en el potencial de membrana (Alistair, 2007; Grammatopoulos y Crhrousos,

2002;Hillhouse y Grammatopoulos, 2006).
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Figura 3: Vias de seiializacion activadas por CRF;R y CRF,R. Hay evidencia que indica que los
receptores CRF,y CRF, pueden acoplarse a diferentes proteinas G. en el caso de su interaccion con
Gs se estimula a la adenilatociclasa y como segundo mensajero se tiene AMPc; para el caso de Gq
se regula la actividad de la fosfolipasa C, y como segundos mensajeros se obtienen IP; y DAG

(imagen modificada de Olivares-Reyes et al., 2006).
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Dentro de las vias de sefalizacién en las que el CRF esta implicado, esta la via de las
cinasas de proteinas activadas por mitégenos (MAPK), particularmente las cinasas
reguladas por sefiales extracelulares o ERK. Estas cinasas pertenecen a una subfamilia
compuesta por dos isoformas de 42 y 44 kDa cada una (ERK 1/2).Son cinasas de proteinas
serina/treonina ampliamente conservadas, implicadas en procesos como supervivencia,
neurogénesis, cambios en la transmision sindptica, proliferacion y movilidad celular,
ademas de ser un regulador importante del eje HPA y estar implicadas con la expresion
del polipéptido proopiomelanocortina (POMC, que es el precursor de la ACTH),y en la
regulacién de la expresion génica. La cascada de sefializacidn puede estar mediada por Gs,
Gq, G12y GBy (Van et al., 2009; Bhawaniji et al., 2007;Conde de la Rosa et al., 2008; Mejia
et al., 2009). Se ha reportado que esta familia de cinasas tiene un papel importante en la

transduccion de sefiales en células eucariontes.

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1,sus acciones y su distribucion.

El factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) tiene dos isoformas: (IGF-1 e IGF-2) de 7y
8 kDa, respectivamente; fueron nombrados asi por la similitud estructural que presentan
con la insulina y forman parte de la familia de factores de crecimiento cuyas acciones
desencadenan la proliferacidén celular. El IGF-1 estd constituido por una sola cadena
polipeptidica de 70 aminodcidos con tres puentes disulfuro intracatenarios. Los residuos 1
a 29 del IGF-1 presentan grandes homologias con los residuos 2 a 30 de la cadena 3 de la
insulina, y los residuos 42 a 62 son homoélogos a los aminoacidos 1 a 21 de la cadena A de
lainsulina. A pesar de la similitud que se presenta entre el IGF-1y la insulina, cuando estos
se unen a su receptor especifico los efectos son distintos ya que la insulina promueve
principalmente el metabolismo de la glucosa, mientras que el IGF-1 desencadena acciones

relacionadas con el crecimiento y proliferaciéon celular (Boucher et al., 2010).
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El IGF-1 es uno de los factores de crecimiento mds importantes debido a que regula el
crecimiento prenatal y posnatal, la proliferacién, la sinaptogénesis, la supervivencia
celular, el desarrollo e implantacién a nivel del endometrio e induce la migracién de las

células endoteliales (Vivas et al., 2005; Gomes de Souza et al.,2009; Pandey et al., 2009).

La sintesis del IGF es estimulada por la hormona del crecimiento (GH), que es segregada
por las células somatotrofas de la hipdfisis anterior; sin embargo, el aporte dietético,
energético y proteico forman parte del proceso de sintesis. Los hepatocitos tienen
receptores para la GH, y al ser estimulados aumentan la trascripcién del gen de IGF-1. La
sintesis y liberacion del IGF se da cuando este actla sobre la pituitaria inhibiendo a la GH,
ademds de provocar la liberacién hipotaldmica de somatostatina. De esta forma se
establece un circuito de retroalimentacién negativa entre el IGF-1 y la GH (Bayes-Genis et

al., 2000; Limaetal., 2009).

El IGF-1 se sintetiza en el intestino, rifidn, pulmdn, corazdn, testiculos y SNC; sin embargo,
el principal lugar de sintesis durante la vida adulta es el higado, a diferencia del desarrollo
fetal en el que casi todos los tejidos tienen la capacidad de sintetizarlo (Belfiore y Frasca,

2008).

El IGF-1, su receptor y sus vias de sefializacidn.

Los efectos del IGF-1 se deben a la activacién de receptores con actividad de cinasa de
tirosina (RTKs).Una vez que el IGF-1 se une a su receptor (IGF-1R), se desencadena una
autofosforilacidn cruzada en sitios de tirosina entre las subunidades [3 del receptor. Esta
autofosforilacion se presenta en los residuos de tirosina 950, 1003, 1131, 1135, 1136,
1250, 1251 y 1316. La fosforilacidon de dichos residuos del receptor permite el acople de
proteinas como IRS-1, IRS-2, Shc y Grb10 (Playford et al., 2000).

La activacién del IGF-1 y su via de sefializacién estan fuertemente implicadas en patologias

como el cancer y desérdenes alimenticios como la anorexia nerviosa, que se asocia a bajos
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niveles del IGF-1; este desorden psicolédgico es caracterizado por malnutricién progresiva
(Sierra et al.,, 2006). Si la ingesta caldrica es inferior a 12 kcal/kg se desarrolla
insensibilidad fisiolégica de la GH como mecanismo adaptativo, debido a la reduccién de
sus receptores periféricos, particularmente hepaticos, y consecuentemente se deja de
favorecer la expresion del gen del IGF-1 por lo que las concentraciones de este son

menores (Munoz y Argente, 2002; Calzada, 2005).
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Figura 4: Vias de sefializacion activadas por IGF-1R. Una vez que el IGF-1 se une a su receptor,

este se autofosforila de forma cruzada y permite el acople de proteinas como IRS y Shc. Estas

proteinas se fosforilan y sirven como reclutadoras, de esta manera se forman complejos proteicos

que permiten activar de p85, PI3K y AKT, y se ha descrito que esta via esta asocia a supervivencia

celular. De igual manera se puede formar otro complejo proteico en el que interviene Grb2 y SOS,

para después activar la via de las MAP cinasas que media los efectos del crecimiento celular. La

proteina Shc recluta sustratos que encienden la via de JNK (Imagen modificada de Kiely et al.,,

2004).
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Por otra parte, existe un proceso de comunicacidon entre sistemas de receptores para
factores de crecimiento como el de EGF, el de la insulina y el de IGF-1, que interactla a
nivel molecular con el sistema de receptores acoplados a proteinas G. Este proceso de
comunicacién entre receptores de membrana, también conocido como transactivacion y
transinhibicién, ha generado un amplio campo de estudio y en los ultimos afios se ha
demostrado que no es exclusivo de un tipo celular o GPCRs particulares, y que el GPCR
puede estar participando mediante un acoplamiento a Gq o Ga (Hus-Citharl et al., 2010;
Taboubi et al., 2010).

Como se menciond las investigaciones acerca de la transactivacién de RTKs abrié un gran
campo donde se demostré que Gaq de los GPCRs induce la fosforilacidon de la proteina Shc
y esto permite la formacion del complejo Shc-Grb2 (Sdnchez-Lemus y Arias-Montafiio,
2004). Ademas, de haber sido identificados en este proceso de comunicacion cruzada, los
receptores para factores de crecimiento y los receptores acoplados a proteinas G son
asociados a diversas enfermedades como la diabetes tipo dos y diferentes tipos de

cancer(Hus-Citharl et al., 2010; Taboubi et al., 2010).
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Figura 5: Proceso de comunicacién cruzada entre vias de transduccién de sefales. La activacion
sinérgica de mTOR se da a través del encendido de la via PI3K/AKT, que se desencadena de la
activacién de la PLC/PKD/ERK que es activada por la proteina Gg. Siendo asi mTOR el punto de

convergencia entre las dos vias de senalizacion (Imagen modificada de Rozengurt et al., 2010).
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ANTECEDENTES

El CRF es el principal péptido anorexigénico cuya secrecion puede estimular al
neuropéptido Y (NPY), que esta relacionado con las alteraciones del sistema de estrés
pues es uno de sus principales efectores junto con la arginina-vasopresina y los péptidos
derivados de POMC; sin embargo, una respuesta inadecuada del sistema puede derivar en
enfermedades metabdlicas, endocrinas e incluso desencadenar trastornos psicolégicos.
Todo esto debido a que tiene implicaciones neuroendocrinas que pueden adaptar al eje
HPA y generar estados de patologia. Este desequilibrio del encendido crénico del eje HPA,
causado por el CRF, esta fuertemente asociado con enfermedades como la anorexia
nerviosa cuyo origen es psicoldgico, ya que los alimentos pueden estar presentes y
disponibles. No obstante, este padecimiento es una respuesta conductual de adaptacién

al desequilibrio metabdlico (Charmandari et al., 2005; De Gortari, 2009).

La exposicién crénica al estrés puede inducir adaptaciones en los sistemas de CRF
hipotaldmicos y extra hipotaldmicos, lo cual puede resultar en alteraciones del
comportamiento y de algunas respuestas fisioldgicas debido a que el CRF puede actuar a
nivel central inhibiendo el apetito (Seres et al., 2004; Zopf et al., 2009). También se ha
reportado que el CRF, en concentraciones elevadas, inhibe la actividad de la aromatasa y
suprime la esteroidogénesis ovarica. Estos efectos supresores del CRF en la liberacién de
estrégeno ovarico pueden ser mediados por una disminucién en la produccion de IGF-1
(Calogero et al., 1998). La liberacion del CRF puede modular la funcién gonadal durante el
estrés e inhibir la liberacién de estrégenos e IGF-1 en células de la granulosa de rata

(Calogero et al., 2002).
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En el 2008 Neumann y colaboradores reportaron que existe una relaciéon entre los
estudios a nivel molecular y los estudios fisioldgicos y etoldgicos, en los que el estrés se ve
involucrado. Este grupo de investigadores demostraron que la pérdida de la funcién de la
proteina Shc estd relacionada a un acelerado envejecimiento, con aumento en la
sensibilidad al calor y aumento en estrés oxidativo. La proteina Shc es clave en la
sefializacién de algunas vias, debido a que actla rio arriba de proteinas como PI3K,

ademas de ser una proteina de andamio, activa a JNK e interactua con el gen DAF-2.

Rozengurt y colaboradores reportaron en el 2010, que la comunicacidn cruzada entre los
sistemas de receptores para factores de crecimiento y los GPCRs estan involucrados en
una amplia variedad de enfermedades una de ellas es el cdncer pancreatico. Este grupo de
trabajo encontrd, que la metformina activa a la AMPK y que ésta interrumpe la
comunicacidn entre el receptor para IGF-1 y la sefializacién del GPCR en células de cancer
de pancreas. Otros estudios fueron realizados a nivel del receptor de IGF-1, debido a que
se ha asociado a enfermedades como la hipertrofia muscular, en la que induce
elevaciones significativas de la expresion de IGF-1 y promueve el crecimiento muscular a

través de la via de sefnalizacion AKT-mTOR (Espen et al.,2008).

Por otra parte la proteina [3-arrestina 2, considerada como uno de los principales
reguladores de la sefalizacion de los GPCRs, participa en la desensibilizaciéon e
internalizacidn y sirve como molécula de andamio en la transduccion de sefiales de estos
receptores. Hua y colaboradores (2004) reportaron quela [-arrestina 2 interactla
directamente con IkBa (inhibidor de NF-kB) evitando su fosforilacién y degradacion, esto
conlleva a la activacién de NF-kB y a la expresién de los genes responsables de la
respuesta al estrés, a la apoptosis, a la proliferacion y diferenciacidon celular. Por otra
parte, la estimulacién del receptor adrenérgico 3, mejora cuando B-arrestina 2 interactua
con IkBa. Este trabajo demostré que la [-arrestina 2 participa en el proceso de
comunicacién cruzada de vias de transduccidn de sefales, y de esta manera regular el

sistema inmune y de sistema nervioso simpatico.
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La proteina PKA vy las fosfodiesterasas son piezas clave en diversas vias de sefializacion, y
por ello estdn relacionadas en procesos como la comunicacién cruzada, ya que no son
exclusivas de una sola via, y se ha reportado que interactian con otras proteinas para
llevar a cabo sus funciones. En el 2011 Dickinson y colaboradores reportaron la interaccién
de la PKA con DUSP9/MPK4, a través de un domino de interaccién con la PKA que estd
conservado. En este estudio ellos encontraron que DUSP9/MPK4 media la inactivacion de
ERK1/2 y p38 y que este proceso esta asociado al desarrollo de la placenta, la diabetes
tipo 2 y estd considerada como una probable candidata en la regulacién de la respuesta al

estrés involucrado con la respuesta a la resistencia a la insulina (Brice et al., 2007).
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HIPOTESIS

El CRF desencadena una serie de eventos, dando como resultado alteraciones fisiolégicas
como la depresidn y la anorexia nerviosa donde la respuesta del IGF-1 se encuentra
disminuida. Debido a esto la hipotesis del presente trabajo plantea que el CRF es capaz de
inhibir las acciones del IGF-1 a nivel molecular, alterando la activacién de proteinas clave
en la sefializacion del IGF-1, como su receptor o proteinas implicadas en mediar la

activacion en la via de las MAP cinasas.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del CRF sobre las acciones del Factor IGF-1 en la linea celular de ovario

de hamster chino (CHO-K1)

OBJETIVOS PARTICULARES

i. Determinar la respuesta del CRF en la activaciéon de las vias de ERK1/2 para
verificar la funcionalidad del sistema.
ii. Determinar el efecto del IGF-1, evaluando su capacidad de activacién de la via de
ERK1/2.
iii.  Determinar el papel de CRF sobre la regulacién de las acciones del IGF1, a nivel de
su receptor y de proteinas rio abajo importantes en la sefializacién de la via de las

MAP cinasas.
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MATERIAL Y METODOS
Cultivo Celular

Para cumplir con los objetivos planteados en el presente trabajo, se utiliz6 como modelo
de estudio a las células CHO-K1, linea celular de origen epitelial proveniente de ovario de
hamster chino, la cual expresa de manera enddgena al receptor para IGF-1 (Hansenetal.,
1996). Las células se mantuvieron en medio DMEM F12
(Dulbecco’smodifiedEagle’smedium) suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal

(medio completo), en una incubadora con una atmdsfera humeda a 5% de CO, y37°C.

Figura 6: Células CHO-K1 objetivo 10X, células provenientes de ovario de hamster chino
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Transfeccion celular

La linea celular CHO-K1 no expresa al CRFiR, por lo cual se realizaron transfecciones
transitorias a una confluencia del 70% aproximadamente, con el plasmido
pcDNA3.1/CRF;R (Dautzenberg, 1999) que contiene el cDNA del receptor
CRF1.Latransfeccion celular se realizé mediante la técnica de liposomas catidnicos, que
consiste en mezclar un lipido de carga y similitud a la composicién de la membrana celular
(lipofectamina 2000), con el pcDNA3.1/CRF;R; una vez que el pldasmido es rodeado por la
lipofectamina es incorporado a la célula. Después de seis horas, se retiréd el medio de
transfeccién y se dejaron en medio completo toda la noche. Las células transfectadas se
sembraron en cajas de 6 pozos y de manera previa a los experimentos, se mantuvieron en

medio sin suero por 6 horas.
Deteccién de proteinas mediante ensayos de inmunodeteccidon western blot

Para realizar los experimentos, las células se dejaron en medio sin suero durante 6 horas,
una vez transcurrido este tiempo se realizaron estimulos con las siguientes hormonas:
CRF, IGF-1 o CRF mas IGF-1 a diferentes tiempos. Por otra parte, se utilizaron inhibidores
especificos para diferentes cinasas de proteinas, como H89 (dihydrocloride) para PKA y
ortovanadato que inhibe fosfatasas de tirosina, esto con la finalidad de conocer si estas
enzimas participan en la transinhibicion del sistema de IGF-1. Los inhibidores se incubaron
por 30 minutos a las concentraciones que se indican en los pies de figura, esto de manera
previa al estimulo con los agonistas. Después de los estimulos correspondientes, el medio
se removid y las células se lavaron con una solucién amortiguadora de fosfatos fria (PBS,
NaCl 137mM, KCl 2.1mM, NaHPO4 10mM, KH,PO4 2mM, pH 7.4), el lisado celular se hizo
con el regulador LaemmlilX (SDS-protein gel loading solution 2X QualityBiological, Inc, B-
mercaptoetanol y agua). Posteriormente, los lisados fueron sonicados con pulsos de 40
Khz durante 10 segundos por muestra, se calentaron a 99°Cdurante 5 min y se
centrifugaron por 5 minutos a 14,500 rpm. Las muestras se cargaron en geles del8% o del

10% de poliacrilamida, con la finalidad de separar las proteinas por electroforesis.

27



Una vez concluida la electroforesis, las proteinas fueron fijadas en membranas de PVDF
mediante transferencia semiseca por una hora con un voltaje fijo de 15V. Para fijar a las
proteinas del receptor se utilizd la transferencia humeda durante una hora y media, con
una corriente constante de 300 mA. Finalmente, mediante la técnica de inmunodeteccién
(western blot), las proteinas se identificaron empleando anticuerpos especificos. Las
membranas se incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios a 4°C,
posteriormente se lavaron 3 veces por 10 minutos con la solucién amortiguadora TBS-
Tween (Tris-base 20mM, NaCl 137mM y Tween20 0.1%, pH 7.5); el anticuerpo secundario,
acoplado a la peroxidasa de rabano macho (HRP), se incubd durante una hora a

temperatura ambiente.

Las membranas fueron visualizadas con ECL (enhancedchemiluminescencereagent) y

cuantificadas con un densitdmetro GS 800 BioRad.
Deteccién de p-MAPK por Inmunodeteccion (western blot)

Para detectar el estado fosforilado de las ERK1/2 se utilizé el anticuerpo primario anti-
fosfo-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) (CellsignalingTechnology) a una dilucién de 1:5000. El

anticuerpo secundario anti-conejo se utilizé a una dilucién de 1:5000.
Deteccion de p-Shc por Inmunodeteccion (western blot)

Para determinar el estado fosforilado de la proteina Shc se utilizé el anticuerpo primario
fosfo-Shc (Tyr239/240) (Santa Cruz Biotecnology) a una dilucién de 1:1000 y el anticuerpo

secundario anti-conejo a una dilucion de 1:5000 (Zymed/Invitrogen), conjugado con HRP.
Deteccidon de p-IR/IGF-1R por Inmunodeteccion (western blot)

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

(Invitrogen).
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Andlisis de resultados

Por cada experimento se realizaron al menos tres repeticiones independientes. Para hacer
la cuantificacion de las Inmunodetecciones se utilizd el programa QuantityOne 1-D
Analysis Software 2000 (BIORAD). Los datos obtenidos son reportados como unidades
arbitrarias de la Ypixeles- Ydel fondo * error estandar. Para determinar las pruebas
estadisticas se realizaron pruebas de ANOVA y post-hoc de Dunnett, con ayuda del
programa de estadistica GraphPadPrism 5.0. Se consideré que la diferencia era

significativa cuando la probabilidad de la hipdtesis nula era menor del 5% p <0.05.
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RESULTADOS
El CRF induce la activaciéon de ERK1/2

Actualmente se sabe que las MAP cinasas son activadas en diferentes lineas celulares
(McDonald, 2000), a través de la accién de diferentes hormonas. Para caracterizar la
activacion de las cinasas ERK1/2 en las células CHO-K1, estas fueron transfectadas
transitoriamente con el plasmido pcDNA 3.1/HA-CRF;R, después fueron resembradas en
cajas de 6 pozos y se dejaron en medio sin suero, 6 horas previas a los estimulos con CRF a
una concentracion de 100nM. La grafica (figura 7) muestra que a los 5 min de estimulo
con CRF se alcanza una fosforilacion maxima de las ERK1/2 en comparacion con el control,
y su fosforilacion comienza a disminuir a partir de los 10min. Esto indica que la

fosforilacidn inducida por el CRF es dependiente del tiempo.
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Figura 7: El CRF induce la fosforilacién de ERK1/2 de manera dependiente del tiempo. Las células
CHO-K1 fueron transfectadas con el vector pcDNA/HA- CRF4R y transferidas a cajas de seis pozos,
se dejaron en medio si suero por seis horas antes de comenzar los estimulos con CRF 100nM por
los tiempos indicados. Las células se lavaron con PBS frio y se colectaron en buffer Laemmli para
su analisis por ensayo de western blot con los anticuerpos pERK1/2 y ERK2. Se realizé un analisis
densitométrico y los resultados se muestran en la grafica que representa el promedio de 4

experimentost el error estandar.*p<0.05 con respecto al control.
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El IGF-1 induce la activacién de ERK1/2

Se ha reportado que las células CHO-K1 tienen gran cantidad de receptores para el IGF-1
de manera enddgena, ademas, se sabe que el IGF-1 puede activar la via de las MAP
cinasas (Hansen, et al., 1996; Belfiore y Frasca, 2008). Para caracterizar la activacién de las
ERK1/2, por accion del IGF se realizaron estimulos a una concentracién de 50ng/ml de IGF
a diferentes tiempos. La gréfica (figura 8) muestra que la activacién de las ERK 1/2
comienza a los 2 min; sin embargo, el estimulo maximo observado fue a los 5 min y a
partir de los 10min la fosforilacion de ERK 1/2 disminuye. Esta grafica indica que la
fosforilacion de las ERK 1/2 por accion del IGF es dependiente del tiempo, y una vez que la
fosforilacion de las ERK 1/2 disminuye, este efecto ya no se recupera en los tiempos

observados.
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Figura 8: El IGF-1 induce la fosforilacion de ERK1/2 de manera dependiente del tiempo. Las
células CHO-K1 fueron sembradas en cajas de seis pozos, se dejaron en medio si suero por seis
horas antes de comenzar los estimulos con IGF-1 a una concentracion de 50 ng/ml por los tiempos
indicados. Las células se lavaron con PBS frio y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis por
ensayo de western blot con los anticuerpos pERK1/2 y ERK2. Se realizé un andlisis densitométrico
y los resultados se muestran en la grafica que representa el promedio de 4 experimentos * el error

estandar.*p<0.05 con respecto al control.
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El CRF inhibe la fosforilacion de ERK1/2 inducida por IGF-1

Como se menciond, el CRF y el IGF-1 interaccionan a través del eje HPA bajo condiciones
de estrés, en donde los niveles del CRF se incrementan y los niveles del IGF-1 disminuyen,
lo que indica que posiblemente el CRF estd regulando de manera negativa al IGF-1. Con el
fin de identificar un posible mecanismo regulador de las acciones del IGF por accién del
CRF, se realizaron estimulos con 100nM de CRF, y una vez transcurridos los tiempos de
estimulo (10, 20, 30 y 40 min), las células fueron estimuladas con 50 ng/ml de IGF-1 por 5
min, que es el tiempo de fosforilacion maxima de las ERK1/2 inducida por dicha hormona.
La grafica (figura 9) muestra que la fosforilacion de las MAP cinasas disminuye en
presencia de CRF a partir de los 10 min. Sin embargo, a los 40min de exposicién previa al
CRF la disminucion de la fosforilacion de ERK1/2 es evidente. Lo anterior muestra que
efectivamente el CRF media la activacién de un mecanismo que regula negativamente la

via de sefializacién del IGF-1, proceso conocido como transinhibicién.
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Figura 9: El CRF inhibe la fosforilacién de ERK1/2 inducida por IGF-1. Las células CHO-K1 fueron
transfectadas con el vector pcDNA/HA-CRF-1R y transferidas a cajas de seis pozos, se dejaron en
medio si suero por seis horas antes de estimular con CRF 100nM por los tiempos indicados. Las
células se lavaron con PBS frio y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis por ensayo de
western blot con los anticuerpos pERK1/2 y ERK2 Se realizé un andlisis densitométrico y los
resultados se muestran en la grafica que representa el promedio de 3 experimentos + el error

estandar.*p<0.05 con respecto al control.
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El CRF inhibe la fosforilacion de la proteina Shc inducida por IGF-1

La proteina Shc es una proteina adaptadora con sitios de unién para receptores de
factores de crecimiento como el de IGF-1, se localiza en la membrana plasmatica y su
funcidon es reclutar a través de sitios activos proteinas como Grb-2, SOS, RAS, RAF vy las
MAP cinasas (Song et al., 2004), esto hace de Shc una proteina clave en la activacién de las
vias de sefializacidén reguladas por factores de crecimiento, principalmente la via de las
MAP cinasas, especificamente de ERK 1/2. Por ello, se evalud la fosforilacion en tirosinas
de Shc inducida por IGF-1.Para esto se realizaron estimulos de manera previa con CRF por
10, 20, 30 y 40 min y un estimulo final por 5 min con IGF-1. La grafica (figura 10) muestra
que la fosforilacion de Shc disminuye en presencia del CRF a partir de los 30 min; sin
embargo, la disminucidn de la fosforilacion a los 40minessignificativa con respecto a los
5min de estimulo con IGF-1.Esto indica que la inhibicidn por parte del CRF hacia la
fosforilacion inducida por IGF-1 puede estar actuando a nivel del receptor, ademas puede

estar involucrado el sustrato del receptor de insulina (IRS).
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Figura 10: El CRF inhibe la fosforilacion de Shc inducida por IGF-1. Las células CHO-K1 fueron
transfectadas con el vector pcDNA/HA-CRF-1R vy transferidas a cajas de seis pozos, se dejaron en
medio sin suero por seis horas antes estimular con CRF 100nM por los tiempos indicados. Las
células se lavaron con PBS frio y se colectaron en buffer Laemmli para su analisis por ensayo de
western blot, con los anticuerpos pShc y ERK2. Se realizé un analisis densitométrico y los
resultados se muestran en la grafica que representa el promedio de 3 experimentos + el error

estandar.*p<0.05 con respecto al control.

35



El CRF altera la fosforilacién del receptor de IGF-1.

El IGF-1 su receptor y via de sefalizacién son piezas claves en procesos de diferenciacion y
desarrollo celular y, por tanto, también estan asociados a desérdenes como el cancery la
anorexia nerviosa (Okamoto et al., 2009; Isebaert et al., 2011). Un blanco facil de
alteracién puede ser el receptor, por ello se decidid investigar si el estado de fosforilacion
en tirosina del receptor de IGF se ve afectado por el CRF. Las células CHO-K1 transfectadas
con el receptor CRF;se colocaron en cajas para experimento, se realizaron estimulos con
CRF por 10, 20, 30 y 40 min y un estimulo final por 5 min con IGF-1. La grafica (figura 11)
muestra que la fosforilacidn del receptor para IGF-1 disminuye en presencia del CRF a
partir de los 10 min y ésta no se recupera, lo que sugiere que el CRF transinhibe la

sefializacién del IGF-1 a nivel de receptor.
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Figura 11: El CRF altera la fosforilacion del receptor de IGF-1. Las células CHO-K1 fueron
transfectadas de manera transitoria con la secuencia del receptor para CRF1, posteriormente
sembradas en cajas de seis pozos, se dejaron en medio sin suero por seis horas antes estimular
con CRF por 10, 20, 30 y 40min a 100nM y un estimulo final de IGF-1 a una concentracion de
50ng/ml por 5min.Para el lisado celular se siguid el protocolo descrito en material y métodos. Se
determind el estado fosforilado de la proteina mediante western blot y para el control de carga se
utilizd ERK 2 total. La grafica muestra el promedio de 3 experimentos.*p<0.05 con respecto a 5

minutos.
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[B-arrestina 2 puede estar participando en la desensibilizacion del sistema de IGF-1.

[B-arrestina 2 es una proteina considerada de andamio y participa en el proceso de
internalizacién vy reciclaje de los GPCRs. Sin embargo, se tiene evidencia de su
participacion en la comunicacién de sistemas entre GPCRs y RTKs (Oakley et al., 2007).
Para saber si la proteina [3-arrestina2 esta participando en la desensibilizacion del sistema
de IGF-1; se realizé la co-transfeccion de las células CHO-K1 con los vectores de expresion
que contiene a la B-arrestina 2 dominante negativa y al CRF;R. Después de seis horas en
medio sin suero se estimularon con CRF por 40min y un estimulo final con IGF-1 por 5min.
La grafica (figura 12) muestra una recuperacidén en cuanto a la fosforilacién de las ERK 1/2
cuando la dominante negativa de la [-arrestina 2 se sobrexpresa, esto indica que dicha
proteina puede tener implicacién como efector en la sefializacién regulada de manera

negativa por CRF.

37



£a 100 —— — -
T35 2 ' -
SE3E s PERK 1/2
$5%8 5'IGF-15IGF-1 5 IGF-15 IGF-1
s 5 40'CRF 40'CRF
25 B-arrestina pcDNA
2dn
CTL 5IGF-1 40 CRF+ CTL & |GF-1 40 CRF+
5 IGF-1 5'IGF-1

pcDNA B-arrestina 2 dn

Figura 12. B-arrestina 2 puede estar participando en la desensibilizacién del sistema de IGF-1.Las
células CHO-K1 fueron co-transfectadas con los vectores de expresion que contienen a la [3-
arrestina 2 dominante negativa y al CRF{R; como control se co-transfecté con el vector
pcDNA/HA-CRF;Ry un plasmido vacio, las células fueron transferidas a cajas de seis pozos y se
dejaron en medio sin suero por seis horas antes de estimular con CRF 100nM y 5 min con el IGF-1
a una concentracion de 50ng/ml por los tiempos indicados. Las células se lavaron con PBS frio y se
colectaron en buffer Laemmli para su andlisis por ensayo de Western Blot, con los anticuerpos
PERK1/2 y ERK2. Se realizd un analisis densitométrico y los resultados se muestran en la grafica
que representa el promedio de 3 experimentos * el error estandar.*p<0.05 con respecto al

control.
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Las fosfatasas pueden intervenir en la transinhibicion ejercida por el CRF sobre el IGF-1.
Se ha demostrado que el CRF inhibe las acciones del IGF-1 por transinhibicién, pero
existen proteinas encargadas del proceso de defosforilacién, que estdn presentes en los
diversos sistemas de transduccién de sefiales. Las fosfatasas forman parte de un grupo de
enzimas que catalizan la eliminacién de grupos fosfato. La fosforilacidon y defosforilacion
de las proteinas son de gran importancia en el control de la actividad de las vias de
sefializacién intracelulares, ademds se ha reportado que dichos procesos se dan con
mayor frecuencia en sitios de tirosina (Xu y Cheng-Kui, 2008). Para determinar si las
fosfatasas estdn participando de manera activa en el apagado del sistema de IGF-1, se
colocaron las células en cajas para experimento y después de seis horas sin suero se
incubaron con el inhibidor de las fosfatasas de tirosina (el ortovanadato) posteriormente
se realizaron los estimulos con CRF por 40min y el estimulo final con IGF-1 por 5min. La
grafica (figura 13) muestra que al ser estimuladas las células con CRF e IGF-1 disminuyd la
fosforilacion de las ERK 1/2; sin embargo, cuando el ortovanadato se preincuba al CRF y al

IGF-1 la fosforilacién de las ERK 1/2 esta por arriba del estimulo maximo con IGF-1.
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Figura 13: Las fosfatasas intervienen en la transinhibicién ejercida por el CRF sobre el IGF-1. Las
células CHO-K1 fueron transfectadas con el vector pcDNA/HA-CRF-1R y transferidas a cajas de seis
pozos, se dejaron en medio si suero por seis horas antes de comenzar los estimulos con
ortovanadato a 100nM por 30 min posteriormente CRF a 100nM por 40 min y un estimulo final de
IGF-1 por 5min a una concentracion de 50ng/ml. Las células se lavaron con PBS frio y se colectaron
en buffer Laemmli para su andlisis por ensayo de western blot con los anticuerpos ERK1/2y ERK2
Se realizd un andlisis densitométrico y los resultados se muestran en la grafica que representa el

promedio de 3 experimentos + el error estandar.*p<0.05 con respecto al control.
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La proteina cinasa (PKA) participa en el sistema de transinhibicion del CRF hacia IGF-1.

La PKA es una proteina involucrada en una gran cantidad de procesos celulares, dentro de
los que se encuentra la regulacién del metabolismo de la glucosa y de lipidos, y el ciclo
celular. La actividad de esta proteina es dependiente de AMP ciclico y se ha demostrado
gue puede regular la expresidon génica. Para determinar si la PKA esta involucrada en el
sistema, se incubaron las células de manera previa con H89, que es un inhibidor de la PKA,
por 30min para después estimular con CRF por 40 min y el estimulo final con IGF-1 por
5min. La gréfica (figura 14) indica que la PKA participa en el sistema, ya que la fosforilacion
de las ERK 1/2 disminuye cuando las células se estimularon Unicamente con CRF e IGF-
1.En cambio, cuando se preincuban las células con H89 a una concentracién 500nM para

después ser estimuladas con CRF e IGF-1, la fosforilacion de las ERK 1/2 se recupera.
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Figura 14: La proteina PKA participa en la recuperacion de la sefial de ERK1/2 inducida por IGF-1.
Las células CHO-K1 fueron transfectadas con el vector pcDNA/HA-CRF-1R y transferidas a cajas de
seis pozos, se dejaron en medio sin suero por seis horas antes de comenzar la preincubacion con
H89 500nM por 30 min posteriormente CRF a 100nM por 40 min y un estimulo final de IGF-1 por
5min a una concentracion de 50ng/ml. Las células se lavaron con PBS frio y se colectaron en buffer
Laemmli para su analisis por ensayo de western blot, con los anticuerpos p-ERK1/2 y ERK2. Se
realizd un analisis densitométrico y los resultados se muestran en la grafica que representa el

promedio de 3 experimentos + el error estandar.*p<0.05 con respecto al control.
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DISCUSION

Diversos estudios que se han realizado acerca del proceso de la comunicacién cruzada
entre los sistemas de CRF e IGF-1, indican la participacion de un sin fin de proteinas,
algunas de ellas por ser blancos especificos para la activaciéon de la via, o bien por ser
dependientes de segundos mensajeros que se generan una vez activas las vias. La
comunicacién entre los sistemas ha tomado gran importancia en los ultimos afios, debido
a que este fendmeno se asocia a diversas respuestas fisioldgicas, como la neuroproteccién
que se da mediante la transactivacion del sistema del EGF a través de la activacidn del
receptor para GABAg (Haijunet al., 2010);0 bien el proceso contrario, la transinhibicién
que se ha asociado a la inhibicidn del apetito por los niveles bajos de la hormona de
crecimiento, que se libera de manera conjunta con el IGF-1, que es uno de los factores de
crecimiento mas importantes y aunque aun no es molecularmente claro el proceso, el

estrés también se asocia a enfermedades como el Alzheimer (Rissman et al., 2011).

En el presente trabajo se realizaron experimentos que muestran que la via de las MAP
cinasas, especificamente las ERK 1/2,se activan una vez que el IGF-1 se une a su receptor,
los resultados que se obtuvieron en la linea celular CHO-K1 coinciden (figura 8) con lo
reportado en trabajos previos en los que se determind que el IGF-1, una vez que se ha
unido a su receptor, desencadena la via de las MAP cinasas y que esto esta asociado a la
neurogénesis y a la plasticidad (Yun-Sik et al., 2008; Bosch-Barrera et al.,2009).Adema3s, se
determind que el IGF-1 fosforila a las MAP cinasas de manera dependiente del tiempo y
gue el tiempo déptimo de fosforilacién es a los 5 min. De igual manera, se realizaron
experimentos para saber si el CRF activa la via de las ERK 1/2 (figura 7), una vez que se une
a su receptor. Se sabe por trabajos previos que las MAP cinasas participan en la cascada
de sefializacion del CRF (Van et al., 2009); esto coincide con los datos obtenidos de los

experimentos que se realizaron en la linea de celular CHO-K1.
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Actualmente se ha descrito que, a nivel molecular, las enfermedades no son eventos
aislados que se presentan por desequilibrio de una via de sefalizacion exclusiva, sino que
pueden estar participando otras vias de sefializacién. Como ejemplo se tiene que el CRF en
situaciones de estrés crénico desencadena anorexia nerviosa, depresién y ansiedad; no
obstante, estos padecimientos no son exclusivos de la sobre activacién de dicho sistema,
también estan asociados al sistema de IGF-1; sin embargo, en este caso sucede lo
contrario el IGF-1 se ve disminuido (Okamoto et al., 2009). Esta interaccién entre los
sistemas ha comprobado la regulacién negativa ejercida del CRF sobre el sistema de IGF-1.
Aunque la informaciéon a nivel molecular es escasa, nuestros datos sugieren que la
fosforilacion de las ERK 1/2, inducida por IGF-1, disminuye en presencia de CRF a tiempos
largos (figura 9). Estos resultados concuerdan con estudios previos en los que se
determind la transinhibicion de los sistemas mencionados (Calogero et al., 1998; Filardo et

al., 2000).

Se sabe que Shc es un adaptador molecular y un eslabdn clave en las primeras fases de la
sefializacidn por ser una proteina de andamiaje y localizarse rio arriba de las MAP cinasas
(Sweet y Tzima, 2009); ademas, se ha reportado que es blanco de procesos de
transinhibicion entre GPCRs y RTKs (Obreztchikoba et al., 2006); por esas razones se
decidié saber si Shc se ve afectada en su estado de fosforilacion cuando el CRF esta
presente y activa a sus receptores. Los resultados que obtuvimos indican que esta
proteina puede ser blanco del proceso de transinhibicion (figura 10); debido a la menor
fosforilacidon que se presenta. En este sentido, la investigacidn demostré que el receptor
de IGF-1 es otro blanco de la transinhibicion, debido a que la fosforilacién disminuye en la
tirosina 1131 (figura 11), que es uno de los sitios en los que el receptor se autofosforila

para permitir el acople de proteinas que participan en la cascada de las MAP cinasas.

Posteriormente se llevaron a cabo experimentos para tratar de dilucidar algunas de las
proteinas que pueden estar interviniendo en la transinhibiciéon que el CRF ejerce sobre la
sefializacién del IGF-1 en la linea celular CHO-K1. En diversos estudios se ha puesto de

manifiesto que la B-arrestina, ademds de participar en la internalizaciéon de los GPCRs,
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también estd descrita como proteina de andamio e interviene en la transduccién de
sefiales de RTKs y de GPCRs (Feng et al., 2011). Otros estudios han demostrado la
importancia de las [3-arrestinas en procesos antiapoptoticos mediante el encendido de las
ERK1/2, p38 y AKT. De igual manera se demostré que niveles bajos de [-arrestina 1y [3-
arrestina 2 derivan en la muerte celular. A estas proteinas se les ha asociado con procesos
de comunicacion cruzada con un papel dual. Por dichas razones se decidié saber si [3-
arrestina 2 puede participar en la transinhibicion del sistema. Nuestros resultados
muestran una recuperacion en la fosforilacién de ERK 1/2 (figura 12), en presencia de CRF
cuando la B-arrestina 2 dominante negativo estd presente. Esto puede deberse a que la 3-
arrestina 2 puede estar evitando que la proteina G se acople al CRF-1R y mds alld de una
regulacién negativa del sistema, se desencadene la transinhibicién porque se sabe que las
proteinas G no son exclusivas de la sefalizacién de GPCRs, y se ha sugerido que las
proteinas G asi como las subunidades Ga yGPyestan implicadas en la mitogénesis

mediada por IGF-1(Hupfeld y Olefsky, 2007).

El estado de fosforilacidn de los residuos de tirosina, serina y treonina son una de las
principales sefiales reguladoras en el citoplasma de células eucariontes. La transduccién
de las sefiales depende del equilibrio entre las cinasas que fosforilan y las fosfatasas que
defosforilan, con el fin de lograr una comunicacién adecuada. Se ha reportado que hay
aproximadamente 1,000 veces mas actividad de fosfatasas de tirosina en el citoplasma de
células animales, que actividad de tirosina cinasa. Las fosfatasas son parte importante de
un mecanismo de control a nivel molecular de diversos procesos biolégicos (Uhlik et al.,
2004) Una vez que las proteinas son defosforiladas, presentan un cambio conformacional
gue modifica su localizacién celular, su actividad y las interacciones con otras moléculas.
Por dichas razones en el presente trabajo se decidié saber si las fosfatasas pueden estar
participando en el proceso de transinhibiciéon que ejerce CRF sobre las acciones de IGF-1.
Nuestros resultados muestran un estado de fosforilacién mayor de las ERK 1/2 cuando se

inhibe a las fosfatasas (figura 13). Esto indica que las fosfatasas de tirosina pueden estar
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regulando de manera negativa el sistema de IGF-1,ya que estas enzimas estan asociadas a
la homeostasis y que la pérdida de su actividad se asocia con desdrdenes neoplasicos, a la

inmunodeficiencia y a defectos en el desarrollo.

La PKA es el principal mediador de los efectos del AMPc de sefiales extracelulares.
Diversos estudios indican su relacién con procesos como el metabolismo, la replicacidn
génica, el crecimiento, la organizacién del citoesqueleto, y la divisiéon y diferenciacion
celular. Esta proteina toma gran importancia en el trabajo, debido a que las
investigaciones han llevado a un consenso acerca de que CRF; activa la via de la AC/PKA
en lineas celulares enddgenas y recombinantes. Nuestros resultados muestran que una
vez inhibida la PKA la fosforilacion de las ERK1/2 aumenta (figura 14), esto sugiere que la
PKA no es una de las piezas clave en la transinhibicién. Pero esto sugiere que hay otra
cinasa regulada por segundos mensajeros, que puede iniciar la cascada de sefalizacidn de
las MAP cinasas y que esta involucrada en el proceso de comunicacidon cruzada. El
encendido de PKC es el resultado del acople de Gg. Existen estudios que sugieren que un
GPCR se acopla preferentemente a Gs; sin embargo, también puede activar a Gq (Olivares-
Reyes y Hauger,2012; Triimbachetal.,2010), no obstante hay evidencia en donde se
expone que ambas proteinas G pueden ser activadas en el mismo sistema permitiendo,
asi, la sefializacién de las MAP cinasas. En este sentido de la investigacion se ha reportado
que la PKC y los sistemas de sefializacién de PKA se encuentran asociados en procesos de

comunicacién cruzada (Yaoet al., 2008; Olivares-Reyes y Hauger, 2012).

En resumen el trabajo muestra que el CRF se une a su receptor y desencadena la via de las
MAP cinasas 1/2. Por otro lado, el IGF-1 unido a su receptor también puede activar a las
ERK 1/2. El proceso de transinhibicion que ejerce el CRF sobre el IGF-1 se da a nivel del
IGF-1R y de la proteina adaptadora Shc. 3-arrestina 2 es una de las proteinas que participa
en la transinhibicion que ejerce el CRF sobre las acciones del IGF-1. La PKA no recupera la
sefial de las ERK 1/2 y las fosfatasas de tirosina participan en el sistema, regulando de

manera negativa las acciones del IGF-1.
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CONCLUSIONES

La unién del CRF a su receptor activa la via de las MAP cinasas y esta fosforilacidon es

dependiente del tiempo.

La unidn del IGF-1 a su receptor desencadena la via de las MAP cinasas y estafosforilacién

es dependiente del tiempo.

El CRF reduce la fosforilacion de las ERK 1/2 que desencadena el IGF-1.

La transinhibicion del sistema de IGF-1 por las acciones del CRF se da a nivel de la proteina

Shc y del IGF-1R.

La B-arrestina 2 es una de las proteinas que participa en el proceso de transinhibicidn

ejercido por CRF al sistema de IGF-1.

La PKA no recupera la fosforilacion de las ERK 1/2 mediada por el IGF-1 una vez que el CRF

ha inhibido dicha fosforilacion.

Las fosfatasas de tirosina estan regulando de manera negativa al IGF-1.
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