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RESUMEN

El TGF-B es una citocina que regula diversos procesos celulares como la
proliferacion, la diferenciacion, la apoptosis, y la migracion, entre otros. En el higado, la
via del TGF-B es importante para mantener la homeostasis celular. Las proteinas SKI y
SNON son co-reguladores transcripcionales que inhiben la via del TGF-B, por lo que
resulta importante estudiar los mecanismos que regulan a SKI y SNON para tratar de
entender la respuesta celular frente al TGF-p.

Este trabajo se centra en estudiar a la proteina SKI, cuya estabilidad y localizacion
subcelular son controladas por multiples mecanismos, que pueden involucrar
modificaciones postraduccionales. Un estudio in silico demostrd que SKI tiene secuencias
consenso para ser sustrato de la cinasa GSK3, por lo que en este trabajo se estudio si GSK3
puede regular a SKI y los mecanismos implicados en esta regulacion.

GSK3 es una cinasa que induce la inactivacion o degradacion de muchos de sus
sustratos. Algunos mecanismos que regulan la actividad de GSK3 son la fosforilacion en su
extremo amino que induce su inactivacion y la accesibilidad a sus sutratatos. Estos
mecanismos son mediados por las vias PI3K/Akt y Wnt, respectivamente.

Los experimentos realizados consistieron en el uso de inibidores farmacoldgicos de la
cinasa GSK3 para evaluar efectos en los niveles de SKI mediante ensayos de Western blot
e inmunoprecipitacion/Western blot, usando como modelo de estudio la linea celular C9 de
hepatocitos de rata.

Este trabajo muestra que los niveles de SKI son regulados por la actividad de GSK3.
Sin embargo, no queda claro si GSK3 favorece o reprime la abundancia de SKI debido a
que al inhibir a GSK3 con distintos inhibidores, los efectos sobre SKI son diferentes. Los
inhibidores BIO, SB21 y LiCl (a tiempo cortos de tratamiento) disminuyen la abundancia
de SKI, mientras que el LiCl a tiempos largos de tratamiento aumenta sus niveles.

Adicinalmente, los resultados obtenidos sugieren que GSK3 puede regular a SKI pero
no directamente, sino que mediante un mecanismo indirecto. Dentro de los mecanismos
probables que se evaluaron, se descartd que la regulacion de Ski por la cinasa GSK3 fuera
dependiente de la via del TGF-B y de la via Wnt/B-catenina. Al final, se plantean estrategias

para identificar en el futuro el mecanismo molecular implicado en esta regulacion.
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1 INTRODUCCION

1.1 EL TGF-B

El Factor de Crecimiento Transformante beta o TGF-f (del inglés Transforming Growth
Factor -f) es una citocina que activa la via de sefalizacion que lleva el mismo nombre, es
decir, la via del TGF-B. El TGF-B regula gran numero de respuestas celulares como la
proliferacion, la diferenciacion, el crecimiento, la apoptosis, la homeostasis, la migracion, y
la respuesta inmune, entre otros (Massagué, 1990; Liu et al., 2001; Shi y Massagué, 2003).

El TGF-B es una molécula de naturaleza proteica que se ha agrupado junto con otras
citocinas dentro de la superfamilia del TGF-p, las cuales comparten secuencias y motivos
estructurales similares, ademas de que estan involucrados en el control de procesos
fisioloégicos como el crecimiento, el desarrollo y la morfogénesis, entre otros (Massagué,
1990; Kingsley, 1994). De acuerdo con la similitud de secuencia y los efectores
intracelulares que activan, los miembros de la superfamilia del TGF-f se han clasificado en
dos subgrupos. Uno de los grupos de la superfamilia comprende a TGF-B, Activinas,
Nodal, Inhibinas y Miostatina, entre otros; mientras que el otro subgrupo estd conformado
por las Proteinas Morfogénicas de Hueso (BMPs, por su nombre en inglés Bone
Morphogenic Proteins), los Factores de Diferenciacion y Crecimiento (GFDs, del inglés
Growth and Differentiation Factors), la Hormona AntiMulleriana (AMH, del inglés
AntiMiillerian Hormone) y la Sustancia Mulleriana Inhibitoria (MIS, del inglés Miillerian
Inhibiting Substance), entre otros (Shi y Massagué, 2003).

El TGF-B se considera una citocina pleiotrdpica debido a que la respuesta celular que
induce depende del contexto celular, es decir, que depende de factores como el tipo celular
o el tejido, y de las condiciones fisioldgicas o patoldgicas, entre otros. Por ejemplo, el TGF-
B inhibe la proliferacion de la mayoria de las células epiteliales y hematopoyéticas. Para
ejercer su efecto antiproliferativo, el TGF-B puede activar a inhibidores de cinasas
dependientes de ciclina (CDKs, del inglés Cyclin-Dependent protein Kinases) o inhibir la
expresion del gen Myc, estos dos blancos del TGF- son factores importantes en la
progresion del ciclo celular (Liu et al., 2001). Por otro lado, el TGF-B ejerce un efecto

proliferativo en células mesenquimales y del musculo liso, ya que estimula la accion del
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factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, del inglés Platelet Derived Growth
Factor), una proteina que estd implicada en procesos de crecimiento y diferenciacion
celular. Respecto a procesos patologicos, en células cancerosas, por ejemplo, se pierde la
respuesta antiproliferativa del TGF-f por mecanismos que no se conocen detalladamente.
Sin embargo, el TGF-B favorece el crecimiento del tumor al inhibir la respuesta inmune y
activar el proceso de EMT (siglas en inglés de Transicion Epitelio-Mesénquima); este
proceso de EMT esta relacionado directamente con la metastasis de células tumorales.
Debido a que el TGF-B controla numerosos procesos fisiologicos, el estudio de los
mecanismos que regulan su via de transduccidén permitird tener una mejor comprension de

las respuestas celulares que ejerce de acuerdo al contexto celular y fisiologico.

1.1.1 El papel del TGF-p en el contexto hepatico

En el higado, el TGF-B controla procesos fisiologicos y patologicos relevantes, por
esto el interés de estudiar la via en este contexto. En condiciones fisiologicas, la via del
TGF- regula la homeostasis hepdtica, controlando el crecimiento y la proliferacion de los
hepatocitos; cuando el higado completa su desarrollo y alcanza su tamafio normal, el TGF-
B se encarga de mantener a los hepatocitos en arresto celular. Ademas, el higado es el
organo con mayor capacidad de regeneracion en mamiferos, y tras sufrir un dafio la sefial
del TGF-P participa en este proceso induciendo la reconstruccion de la matriz extracelular
(ECM, del inglés Extracellular Matrix), y también inhibiendo procesos inflamatorios
(Bissel et al., 2001; Dooley y ten Dijke, 2012).

Por otro lado, cuando el dafio al higado llega a ser cronico, la sobre-estimulacion por
TGF-B puede desencadenar procesos de fibrosis, provocar una pérdida en el control del
crecimiento, y finalmente dar lugar al cancer hepatocelular. Cabe mencionar que en el caso
de neoplasias, la respuesta al TGF-f sufre un cambio a manera de “switch”. Esto debido a
que en las etapas tempranas del cancer, el TGF-B actia como un inhibidor de la
proliferacion. Mientras tanto, en un estadio avanzado, el TGF-3 promueve la metastasis e
inhibe la respuesta inmune y la inflamacion, de manera que promueve un cancer mas

agresivo (Bissel ef al., 2001; Dooley y ten Dijke, 2012).
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1.1.2 Molécula del TGF-$

El TGF-p es sintetizado como un dimero que a su vez esta unido en su extremo amino
terminal a un pre-dominio denominado proteina asociada a la latencia (LAP, del inglés
Latency Associated Protein). Este complejo se exporta a la matriz extracelular, donde
permanece latente hasta ser activado por diversas sefiales como: integrinas, plasmina,
trombospondina-1, cambios de pH, y presencia de especies reactivas de oxigeno, entre
otras. La activacion del TGF-3 implica la escision de la proteina LAP en una region rica en
residuos de aminoécidos basicos, lo cual lleva a la liberacion de la forma activa del TGF-f3
(Massagué, 1990; Kingsley, 1994; Annes et al., 2003; Shi y Massagué, 2003; Munger y
Shepard, 2011).

La forma activa del TGF-B contiene cuatro enlaces disulfuro formados por ocho
residuos de cisteina dentro de cada monémero, y localizados en un motivo estructural que
se conoce como nudo de cisteinas; esta region de cisteinas es importante para estabilizar la
estructura de la proteina. La molécula del TGF-p también consta de una a-hélice en el
extremo amino terminal de cada mondémero y cuatro hojas B antiparalelas. Un noveno
residuo de cisteina participa en la estabilizacion del dimero mediante la formacion de un
quinto enlace disulfuro intermolecular (Esquema 1.1) (Kinsgley, 1994; Shi y Massagg,
2003).

13



Esquema 1.1. Estructura del dimero de TGF-p. Diagrama en que se muestra de
manera general la estructura del TGF-B constituido por dos monémeros, cada uno con
un nudo de cisteinas, cuatro hojas 3 antiparalelas y un segmento de a-hélice (sombreado
en negro), se muestra también los enlaces disulfuro que forman parte de la unién entre

cada mondmero de TGF-B. Tomado de Kingsley, 1994.

1.1.3 Via de Seiializacion del TGF-§

La via de sefializacion canodnica del TGF-f se representa en el Esquema 1.2, y comienza
con la union de la forma activa del TGF-B a su receptor tipo II, denominado TBRII. El
receptor TPRII es un receptor constitutivamente activo con actividad de cinasa de residuos
de serina (Ser) y treonina (Thr). El TGF- en union al TBRII reclutan al receptor tipo I,
denominado TPRI o ALKS (por su nombre en inglés Activin Receptor-Like Kinase 5). Para
ser activado, el receptor TPRI es fosforilado por el receptor TBRII en su dominio GS
(dominio rico en residuos de Glicina y Serina). Una vez activo, el receptor ALKS, que
también tiene actividad de cinasa de residuos de Ser y Thr, puede fosforilar a los efectores
de la via denominados proteinas Smad (Liu et al., 2001; Shi y Massagué, 2003; Akhurst y
Padgett, 2015).

Las proteinas Smad son componentes tanto de la via del TGF-B como de otras vias de

los miembros de la superfamilia, de los cuales se han identificado ocho isoformas que se
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clasifican seglin la funcién que desempenian. Dentro de la clasificacion, se encuentran las
que son reguladas por el receptor, llamadas R-Smads, comprenden las isoformas 1, 2, 3, 5,
y 8, de las cuales las isoformas 2 y 3 son especificas para TGF-B y activinas, mientras que
las BMPs activan principalmente a las isoformas 1, 5 y 8. Otro tipo de proteina Smad es el
mediador comun Co-Smad, correspondiente a la isoforma Smad4, y es la unica que
participa en todas las vias de sefalizacion. El tercer grupo de proteinas Smad son las
inhibitorias o I-Smad cuyas isoformas son la 6 y la 7, su funcién inhibitoria repercute sobre
las propias vias de sefializacion de los miembros de la superfamilia del TGF-B (Akhurst y
Padgett, 2015).

En cuanto a la via del TGF-p, las proteinas Smad2 y Smad3 son fosforiladas por el
receptor ALKS y de esta forma se asocian con Smad4, el mediador comun, para formar un
complejo activo. El complejo R-Smad/Co-Smad se traslada al ntcleo, donde controla la
expresion de genes blanco mediante su unidn a sitios en los promotores, denominados
elementos de unidon a Smad o SBE (del inglés Smad Binding Elements). La regulacion de
los genes puede ser positiva o negativa, dependiendo de que el complejo R-Smad/Co-Smad
interaccione con co-activadores o co-represores transcripcionales, lo que también varia de
acuerdo al contexto celular (Liu et al., 2001; Shi y Massagué, 2003; Akhurst y Padgett,
2015).

Algunos genes blanco que se activan al final de la via son el inhibidor del activador del
plasmindgeno-1 (PAI-1, por su nombre en inglés Plasminogen Activator Inhibitor-1) y
Smad7. Como se mencionard mas adelante, Smad7 es un inhibidor del TGF-B y la
induccion de su gen constituye un asa de regulacion negativa de la via. Por otro lado, Myc
es un ejemplo de genes cuya expresion se inhibe por activarcion de la via del TGF-B (Liu et

al., 2001).
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Esquema 1.2 Via canoénica del TGF-p. El TGF-f inicia su via de sefializacion por la
union a los receptores TPRII y TPRI, que tienen actividad de cinasa de residuos de Ser y
Thr. La sefial continua por las proteinas efectoras R-Smad que al ser fosforiladas por el
receptor TPRI se unen a la Co-Smad formando un complejo activo que se traslada al
nucleo para regular la expresion de genes blanco. En este esquema se representan la
activacion de pl5 y la represion de Myc que tienen por respuesta el arresto del ciclo

celular. Tomado de Liu ef al., 2001.

Por otro lado, existen vias no canodnicas del TGF-f que son independientes de las
proteinas Smad, algunas de éstas estan relacionadas con las vias de MAPKs (por su nombre
en inglés Mitogen Activated Protein Kinases), GEFs (por su nombre en inglés Guanine
nucleotide Exchange Factors), mTOR (por su nombre en inglés mammalian Target of

Rapamicyn) y PI3K/Akt, entre otras (Akhurst y Padgett, 2015).
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1.1.4 Mecanismos de Control de la Via del TGF-§

A lo largo de la via del TGF-B existen diversos puntos de control en donde se regula su
activacion. En el espacio extracelular, por ejemplo, la forma activa del TGF-B, es decir,
libre de la proteina LAP, condiciona la cantidad de ligando disponible para unirse a sus
receptores. La union del ligando a los receptores también puede regularse por proteinas que
atrapan al ligando activo, como la molécula decorina que es un proteoglicano y la proteina
circulante a2-macrogloblina (Shi y Massagué, 2003).

Otro punto de control involucra el acceso de las proteinas Smad a los receptores, lo cual
puede ser facilitado por la proteina SARA (por su nombre en inglés Smad Anchor for
Receptor Activation), que recluta a las proteinas Smad y las mantiene cercanas a la
membrana celular (Tsukazaki et al., 1998). También existen mecanismos que bloquean la
activacion de alguno de los receptores del TGF-B, por ejemplo FKBP12 es una proteina
citoplasmadtica que se une al dominio GS del receptor ALKS, este dominio es el que es
fosforilado para que el receptor ALKS se active, de manera que la union FKBP12 a ALKS
impide la activacion de este receptor (Chen et al., 1997).

La proteina Smad7 es otro inhibidor de la via del TGF-f que act@ia en varios puntos de la
via. A nivel de receptores, Smad7 se une a ALKS activado y evita la fosforilacion de las R-
Smads, también, Smad7 recluta ligasas de ubiquitina E3 para la degradacion de ALKS, via
el proteosoma. Adicionalmente, Smad7 en el nucleo inhibe la transcripcion de genes blanco
del TGF-p, al interaccionar con represores transcripcionales como algunas desacetilasas de
histonas (Yan et al., 2009).

Otros dos inhibidores importantes de la via del TGF-B son las proteinas SKI (por su
nombre en inglés Sloan Kettering Institute) y SNON (por su nombre en inglés SKI Novel
Gene). El mecanismo principal de SKI y de SNON para inhibir la via del TGF-B depende
de su actividad como co-reguladores transcripcionales negativos. SKI y SNON se unen a
los complejos activos R-Smad/Co-Smad, localizados en los sitios SBE, y reclutan otros co-
represores como N-CoR, HDAC (desacetilasa de histonas) y Sin3A. Adicionalmente, SKI y
SNON inhiben la union de los co-activadores que interaccionan con el complejo de

proteinas Smad en la via candnica. Aunado a esto, SKI y SNON desestabilizan el complejo
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R-Smad/Co-Smad, ya que compiten contra pSmad2 (forma fosforilada) por el sitio de
unidon a Smad4 (Akiyoshi et al., 1999; Luo et al., 1999; Sun et al., 1999a; Suzuki et al.,
2004; Ueki y Hayman, 2003; Xu et al., 2000). De manera particular, en el citoplasma SKI
inhibe la fosforilacion de R-Smads al unirse al receptor TPRI (Ferrand et al., 2010).

Por otro lado, existe un mecanismo de retroalimentacion negativa en el cual los genes
Skil (SNON) y Smad7 son activados por la misma via del TGF-f y al expresarse estas
proteinas ejercen su efecto negativo. Este mecanismo de regulacion controla de manera

rigurosa la activacion e inactivacion de la via (Deheunink y Luo, 2009; Yan et al., 2009).

1.2 LA PROTEINA SKI

SKI es una proteina que se localiza principalmente en el nicleo celular, y cuyo papel
como inhibidor de la via del TGF- es importante para la regulacion de procesos celulares
que dependen de la activacion de esta via. A nivel celular, su funcion principal es como co-
factor transcripcional que se asocia con factores transcripcionales para regular la expresion
de genes blanco, ya sea que inhiban su expresion como en el caso de genes blanco del TGF-
B o también puede promover su activaciéon como el caso del gen de miogenina (Liu ef al.,
2001; Kobayashi et al., 2007).

Inicialmente Ski fue indentificado por el grupo de Stavnezer (Li ef al., 1986) como una
secuencia gendmica comun de distintas clonas del virus Sloan-Kettering (cuyas siglas en
inglés son SKVs). Este grupo de virus SKVs constituye una clase de virus aviar, y cuyo
producto proteico, al que denominaron v-Ski, tenia la capacidad de inducir transformacion
celular. Posteriormente, se identific una secuencia homoéloga en células no infectadas por
el virus que codifica para una proteina funcional y de mayor tamafio, a la que se le
denominé c-Ski, y que también se caracteriza por su funcion transformante y oncogénica.

A modo de aclaracion, la proteina celular c-Ski en este trabajo se denomina SKI, de
acuerdo con las Guias de Nomenclatura de Genes (International Committee on
Standardized Genetic Nomenclature for Mice y Rat Genome and Nomenclature Committee,
2015; Klionsky et al., 2012). La forma viral de la proteina, v-Ski, no se indica con otra

notacion, mas bien se mantiene de acuerdo a como esta publicado en Li et al., 1986.
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En humanos, el gen SK7 se localiza en la regiéon 1p36.33, es decir, en el cromosoma 1
del brazo corto (p), especificamente en la region 36.33. Personas que presentan deleciones
u otras mutaciones dentro de este sitio desarrollan el sindrome de Shpritzen-Goldberg,
caracterizado por signos como habito marfanoide (complexion alta y delgada) y dificultad
de aprendizaje, asi como anomalias craneofaciales, musculo-esqueléticas y
cardiovasculares. Estos signos corresponden con las mismas alteraciones observadas en
ratones transgénicos que no expresan a la proteina SKI (Carmingnac et al., 2012; Doyle et
al.,2012; Zhu et al., 2013).

El gen Ski también se ha identificado en diversas especies de mamiferos, de aves, de
anfibios, de peces, en nematodos e incluso en moscas (Li et al., 1986; Nomura et al., 1989;
Ludolph et al., 1995; Huang et al., 1999; Kaufman et al., 2000).

Otras proteinas que forman parte de la familia de SKI son: SNON que se ha descrito
anteriormente como otro inhibidor importante de la via del TGF-B; Fussel-18 (por su
nombre en inglés Functional Smad Suppressing Element on Chromosome 18) y Fussel-15
(por su nombre en inglés Functional Smad Suppressing Element on Chromosome 15).
Estos ultimos se identificaron afios mas tarde, pero conservan un alto grado de homologia
con SKI y SNON, ademas de que interaccionan con las R-Smads e inhiben a las vias del
TGF-B y de las BMPs; sin embargo, la expresion de estos homodlogos es especifica del

tejido nervioso (Arndt et al., 2005; Arndt et al., 2007).

1.2.1 Funciones Bioldgicas de la Proteina SKI

Durante el desarrollo embrionario de los ratones, los niveles de SKI aumentan
principalmente en dos etapas. El primer aumento tiene lugar durante el cierre del tubo
neural y la migracion de células de la cresta neural, el segundo incremento ocurre durante el
desarrollo del musculo esquelético. Trastornos en la funcion de SKI en esas etapas del
desarrollo, trae como consecuencia alteraciones craneofaciales y una disminucion de la
masa muscular, ademds de una muerte prematura de los fetos (McGannon et al., 2006). La
sobreexpresion de SKI, por otro lado, provoca una hipertrofia muscular en ratones

transgénicos (Sutrave ef al., 1990a).
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En la etapa adulta SKI se expresa en bajos niveles en casi todos los tejidos en
comparacion a los niveles que alcanza durante las estapas del desarrollo embrionario. SKI
promueve la diferenciacion celular, principalmente de las células de Schwann del sistema
nervioso, de las células del tejido muscular y de las células hematopoyéticas (Jacob et al.,
2008; Deheunink y Luo, 2009; Bonnon y Atanasoski, 2012).

Otro efecto que ejerce SKI es la transformacion oncogénica, el cual se estudid
inicialmente en fibroblastos de pollo. Mientras tanto, en tumores ya desarrollados como los
de melanoma, carcinoma colorrectal, y cancer pancreatico, entre otros, los niveles de SKI
se encuentran aumentados, y al reducir los niveles de SKI por medio de la expresion de
miRNAs u otras estrategias, el proceso canceroso disminuye, lo que sugiere una relacion
causal entre los niveles de SKI y el cancer (Deheunink y Luo, 2009; Bonnon y Atanasoski,

2012).

1.2.2 Estructura de la Proteina SKI

La proteina SKI de humano consta de 728 residuos de aminoacidos (Esquema 1.3). El
homologo v-Ski (derivado de virus) es un fragmento de menor tamafio, 437 residuos de
aminoacidos, que corresponde a la region amino terminal de la version de pollo. Ambas
proteinas, tanto la forma celular como viral, contienen una region que les confiere su
funcion transformante, para la forma celular SKI (también denotada como c-Ski en el
Esquema 1.3) esta region se encuentra entre los residuos 76 y 304 (Wilson et al., 2004).
Cabe mencionar que la region amino terminal es la que conserva mayor homologia entre
los miembros de la familia de SKI y también entre proteinas homoélogas de diferentes
especies, en esta region se localizan dos dominios principales: DHD y SAND-like (dominio
homologo de SAND). El primer dominio, DHD (por su nombre en inglés Dachshund
Homology Domain) se encuentra entre los residuos 91 y 192, y su principal funcion es la
interaccion con otras proteinas como los factores de transcripcion R-Smad, N-CoR y Skip
(Kim et al., 2002; Wilson et al., 2004; Dahl et al., 1998; Nomura et al., 1999; Luo et al.,
1999; Akiyoshi et al., 1999; Ueki y Hayman, 2003). El dominio homoélogo de SAND
(SP100, AIRE1, NucP41/75 y DEAFI), que se encuentra préximo al dominio DHD, esta

constituido por cerca de 80 aminoacidos y contiene el sitio de union para Smad4 (Wu et al.,
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2002). Los dominios Dachshund y SAND se han caracterizado en otras proteinas por ser
elementos de unidon al DNA, sin embargo, para los miembros de la familia de SKI, sus
regiones homologas presentan alguna modificacion que no les permite unir directamente al
DNA.

El extremo carboxilo terminal de SKI es la region mas variable entre los miembros de la
familia. Esta region permite la formacién de oligdomeros, ya sean homodimeros o
heterodimeros. Este extremo carboxilo consta de un dominio Coiled-coil que a su vez esta
constituido por repeticiones en tindem y un motivo de cremallera (zipper) de leucina (LZ,
del inglés Leucine Zipper) que forman una estructura de a-hélice. Este motivo también se
ha identificado en SNON vy en otras formas de SKI (Liu et al., 2001; Deheunink y Luo,
2009; Bonnon y Atanasoski, 2012).

Otros motivos estructurales de relevancia de la proteina SKI son una region rica en
residuos de prolina entre los residuos 61 a 69 (region amino terminal), una zona donde
abundan residuos de aminoacidos basicos comprendida entre 296 y 398 (zona intermedia),
y entre los sitios 493 y 509 se identifica una region rica en residuos de Ser y Thr, que
constituye una zona potencial para sitios de fosforilacion (Wilson et al., 2004; Liu et al.,

2001).

Esquema 1.3. Dominios y motivos estructurales de miembros de la familia de SKI.
Diagrama comparativo de diferentes proteinas SKI expresadas en diferentes especies.
Se indica la longitud de las secuencias, y los dominios DHD, los dominios Homologo

de SAND y los dominios Colied-coil. Modificado de Bonnon y Atanasoski, 2012.
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1.2.3 Mecanismos de Regulacion de SKI

Los niveles de SKI pueden regularse a nivel de transcripcion, de traduccion y de
estabilidad de la proteina, sin embargo no se han estudiado ampliamente los mecanismos
que regulan la actividad transcripcional de su gen. En cuanto a la traduccion de su RNA
mensajero, se han identificado algunos miRNAs dirigidos contra el mRNA de Ski que lo
regulan de manera negativa. Por ultimo, los mecanismos que regulan los niveles de la
proteina son los que mas ampliamente se han explorado, entre estos mecanismos se
encuentran vias y factores que inducen la degradacion de la proteina SKI, y otros que
cambian su localizacion subcelular (Deheunink y Luo, 2009).

Los niveles de SKI disminuyen tras la estimulacion con TGF-B. El mecanismo de
degradacion implica la union de SKI a las R-Smad fosforiladas (activas), estas R-Smad
fosforiladas reclutan a enzimas con funcién de ligasas E3 de ubiquitina que a su vez
promueven la poliubiquitinacion de SKI y su posterior degradacion via el proteosoma (Sun
et al.,, 1999b; Nagano et al., 2007). De manera similar, SNON es degradado via el
proteosoma tras el estimulo con TGF-f; sin embargo, hasta ahora solo se han identificado
los sitios de ubiquitinacion en SNON (Stroschein ef al., 2001), mientras que para SKI
todavia no se conocen. Otro mecanismo de regulacion que ejerce el TGF-f sobre SNON es
activando la expresion de su gen, ya que es un blanco de la via, mientras que el gen Ski no
es blanco del TGF-B (Deheunink y Luo, 2009).

Los niveles de SKI también dependen del ciclo celular, ya que esta molécula se
estabiliza durante la mitosis debido a una interaccion con las proteinas CDC34, una enzima
E2 conjugadora de ubiquitina; y CDC2/ciclina B que tiene actividad de cinasa. Ademas,
SKI presenta una redistribucion hacia el huso mitotico y los centrosomas durante la mitosis,
lo cual fue observado por su co-localizacion con a- y y-tubulina, respectivamente
(Macdonald et al., 2004; Marcelain y Hayman, 2005).

La dinamica del citoesqueleto de actina constituye otro mecanismo de regulacion de los
niveles de SKI. Vazquez-Victorio et al. (2015a) reportan que las condiciones que
promueven la polimerizacion de actina, como la activacion de la via de RhoA/ROCK por
GPCRs, y el uso de farmacos como Jasplaquinolida (que induce la formacion de filamentos

de actina), provocan la degradacion de la proteina SKI via el sistema ubiquitina proteosoma
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(cuyas siglas en inglés son UPS). Mientras tanto, las condiciones que inducen la forma
globular de actina, como el tratamiento con Latrunculina B, estabilizan los niveles de SKI.
En el mismo trabajo se reportd6 que SKI estd asociado a endosomas multivesiculares
(MVE), lo que sugiere que puede participar en el trafico vesicular.

Al tomar en cuenta esta gran variedad de mecanismos de regulacion sobre la proteina
SKI, que influyen tanto en su estabilidad como en su localizacion subcelular, se propone
que estos mecanismos pueden depender de modificaciones postraduccionales, sin embargo
esto aun no se ha estudiado detalladamente. Con respecto a estas modificaciones, SKI es
una proteina que es fosforilada a nivel enddgeno (Sutrave et al., 1990b; Del Valle-
Espinosa, 2013), pero para identificar a algunos de los sitios de fosforilacion de la proteina
se han utilizado sistemas de sobreexpresion y condiciones in vitro (Band et al., 2009;
Nagata et al., 2010; Rivas ef al., 2016). Por otro lado, otra modificacion postraduccional
que sufre SKI es la poliubiquitinacion, sin embargo tampoco se han identificado los sitios
donde se afiaden las unidades de ubiquitina. Debido a estas observaciones, en el presente
trabajo se retom6 el estudio de la regulacion de SKI por fosforilacion, ya que es una
modificacion que puede regular distintos procesos como actividad, asociacion con
diferentes moléculas y localizacion subcelular, entre otros. Cabe mencionar que el estudio
de la fosforilacion de la proteina SKI endégena puede contribuir a entender los diversos
mecanismos que regulan la estabilidad de esta proteina.

De acuerdo con un analisis in silico realizado para predecir los probables sitios de
fosforilacion en la secuencia de SKI, se sugiere que esta proteina es un posible blanco de la
cinasa GSK3 (Del Valle-Espinosa, 2013), por lo que el presente trabajo se desarrolla en
torno a demostrar si la estabilidad de la proteina SKI depende de la actividad de dicha

enzima.

1.3 LA CINASA GSK3 COMO REGULADOR DE DISTINTOS
PROCESOS CELULARES

La cinasa 3 de la glucdgeno sintasa o GSK3 (por su nombre en inglés Glycogen

Synthase Kinase 3) es una enzima que fosforila residuos de serina y treonina. Se estima que
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es una de las cinasas con mayor cantidad de sustratos a nivel celular, y por lo tanto regula
una amplia gama de procesos celulares y fisioldogicos como son la proliferacion, la
apoptosis, la renovacion de células troncales, el desarrollo embrionario, el metabolismo, la
motilidad, la diferenciacion y el ritmo circadiano, entre otros (Meijer et al., 2004; Tejeda-
Muiioz y Robles-Flores, 2015). Esta proteina presenta dos isoformas codificadas por genes
diferentes: GSK3a (peso aproximado de 51 KDa) y GSK3f (47 KDa), las cuales tienen un
alto grado de homologia en su region catalitica, pero difieren en mayor grado en sus
extremos amino y carboxilo. Aun asi, ambas isoformas se expresan de manera ubicua en
diferentes tejidos y algunas de sus funciones son redundantes entre si (Meijer et al., 2004;

Tejeda-Muiioz y Robles-Flores, 2015).

1.3.1 GSK3: Mecanismos de Accion y de Regulacion

El mecanismo general de accion de GSK3 es reconociendo a un sustrato que
previamente se encuentre fosforilado, y agregando un segundo grupo fosfato en residuos de
serina o treonina que se encuentren cuatro residuos hacia el extremo amino de la primera
fosforilacion. Esta modificacion constituye una marca de reconocimiento para otras
proteinas, principalmente ligasas de ubiquitina que promueven la degradacion de diversas
proteinas via el proteosoma (Cohen y Frame, 2001; Meijer ef al., 2004).

GSK3 participa en multiples sefiales de transduccion, por ejemplo en la via Wnt,
GSK3 promueve la degradacion de B-catenina por fosforilacion. Por otro lado, en el
metabolismo de carbohidratos, GSK3 fosforila e inactiva a la enzima glucdgeno sintasa
(GS) en condiciones de ayuno (Cohen y Frame, 2001; Meijer et al., 2004).

La actividad de GSK3 puede regularse por modificaciones postraduccionales, los
principales sitios de modificacion caracterizados se muestran en el Esquema 1.4. En el
extremo amino de GSK3, los residuos Ser21 (GSK3a) o Ser9 (GSK3p) son fosforilados.
Esta fosforilacion inhibe su actividad enzimatica debido a que la region amino se pliega y
puede ser reconocida como un pseudosustrato, actuando como un inhibidor competitivo.
Los residuos de Tyr279/216 (isoformas o/B, respectivamente) que se localizan en el

dominio catalitico de la enzima son fosforilados, lo cual promueve su activacion, ya que la
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forma no fosforilada dificulta el ingreso del sustrato al sitio catalitico (Meijer et al., 2004;

Tejeda-Muiioz y Robles-Flores, 2015).

Esquema 1.4 Modificaciones postraduccionales que regulan la actividad de
GSK3. Representacion de las secuencias de las isoformas GSK3a y GSK3p, se
sefalan los sitios de fosforilacién que regulan su actividad, también se identifican el
dominio catalitico o de cinasa altamente conservado y una region rica en residuos de
glicina en el extremo amino de la forma GSK3a. Tomado de Tejeda-Muiioz y Robles-

Flores, 2015.

El mecanismo de inhibicion de GSK3 por fosforilacion en Ser 21/9 es realizado
principalmente por la cinasa Akt; aunque también PKC y PKA, entre otras, pueden
fosforilar estos sitios. En cuanto a los mecanismos que promueven la fosforilacion de
GSK3 en los residuos Tyr279/216, aun se desconocen; sin embargo, al respecto solo se han
sugerido algunas cinasas de residuos de Tyr que pudieran participar en este proceso como
SAK1 (por su nombre en inglés Zaphod Kinase 1), FYN, PYK2 (por su nombre en inglés
Ca?*-sensitive Praline-rich Tyrosine Kinase 2), y MEK1 (por su nombre en inglés Mitogen-
activated Protein Kinase Kinase 1) (Meijer et al., 2004). En el Esquema 1.4 también se
muestra un tercer sitio de fosforilacion en la Thr390, el cual es regulado por P38 MAPK y
confiere un efecto inhibitorio sobre GSK3.

Otros mecanismos que regulan la acciéon de GSK3 son la interaccion con otras
proteinas que dirigen su actividad hacia determinados sustratos, la accesibilidad a sustratos
previamente fosforilados, cambios en su nivel de expresion, y su localizacion subcelular

(Meijer et al., 2004; Tejeda-Mufioz y Robles-Flores, 2015).
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1.3.2 GSK3 y la Via de Wnt

La via de Wnt constituye una de las principales vias de sefalizacion en las que
participa GSK3. Esta via regula la proliferacion y la sobrevivencia celular, de manera que
su relevancia incide en distintas etapas del desarrollo embrionario y en la homeostasis
tisular en el adulto. Ademas, la via Wnt frecuentemente se encuentra alterada en procesos
tumorales como en los carcinomas de colon, debido a mutaciones en alguno de sus
componentes.

En el Esquema 1.5 se muestra la via candnica de Wnt. En ausencia del ligando Wnt
(que lleva el mismo nombre de la via) se forma un complejo multiproteico constituido
principalmente por GSK3p, la cinasa de caseina 1 (CK1 por su nombre en inglés Casein
Kinase 1), APC (producto del gen cuyo nombre en inglés es Adenomatous Polyposis Coli),
B-catenina que es el efector de la via, y axina, que sirve de andamio para la interaccion
entre las demas proteinas. Este complejo también es denominado complejo de destruccion
debido a que promueve la constante degradacion de P-catenina. Este mecanismo de
degradacion consiste en una primera fosforilacion de [B-catenina en el residuo Ser45
realizada por CKI1, posteriormente GSK3 reconoce este sitio fosforilado y fosforila los
sitios de Ser33, Ser37 y Thr41. Esta forma fosforilada de p-catenina es reconocida por B-
Trep, una ligasa de ubiquitina que la poliubiquitina y la manda a degradacion via el
proteosoma. Por otro lado, cuando se activa la via (panel derecho del Esquema 1.5), el
ligando Wnt actaa a través del receptor Frizzled (abreviado Fzd) y del co-receptor que es la
proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad 5 6 6 (LRP5/6 por su
nombre en inglés Low Density Lipoprotein-Related Protein 5 o 6), tanto el receptor como
el co-receptor se encuentran asociados a la membrana. Esta asociacion entre ligando y
proteinas receptoras activa a la proteina Dvl (Disheveled) mediante fosforilacion y ésta
promueve la disociacion del complejo de destruccion. Al disociarse el complejo de
destruccion, B-catenina se estabiliza y se trasloca al ntcleo, en donde se asocia con factores
transcripcionales, principalmente con factores de la familia TCF/LEF (por sus nombre en
inglés T-Cell Factor/Limphoid Enhancer Factor) y regula la expresion de genes blanco de

la via (Monga, 2015).
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Esquema 1.5 Via canénica de Wnt. En ausencia de ligando (panel izquierdo) B-
catenina se asocia al complejo de destruccion y es degradada constantemente. Al
activarse la via por el ligando Wnt, B-catenina se libera, en esta forma activa puede
traslocar al ntcleo, asociarse con factores de transcripcion y regular la expresion de

genes blanco de la via. Modificado de Monga, 2015.

Debido a que GSK3 promueve la degradacion de P-catenina, cuando ambas se
encuentran en el complejo de destruccion, entonces cuando se inhibe a GSK3 con el uso de
inhibidores farmacologicos, de siRNAs u otras estrategias, se puede mimetizar la activacion
de la via Wnt/B-catenina. El mecanismo por el cual B-catenina es estabilizada en respuesta
al ligando Wnt atin no se conoce a detalle. Una de las propuestas describe que GSK3 se
internaliza en endosomas multivesiculares junto con otros componentes de la via (Taelman
et al., 2010); curiosamente, este compartimiento subcelular coincide con la localizacion de
SKI en este organelo (Vazquez-Victorio et al., 2015a), lo cual puede sugerir una posible
interaccion entre SKI y GSK3. Por otro lado, Tejeda-Muioz et al. (2016) demostraron que
la cinasa PKCC fosforila y activa a GSK3 en el residuo Serl47, y que la dinamica de esta

fosforilacion cambia en respuesta al ligando Wnt.
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En el contexto hepatico, la via Wnt/B-catenina regula multiples procesos, por
ejemplo, promueve la proliferacion celular durante el desarrollo embrionario, en los
primeros dias de la etapa post-natal y durante procesos de regeneracion (Thompson y
Monga, 2015). La via Wnt/B-catenina es la principal via que regula la zonacion hepatica, la
cual se refiere a una localizacion diferencial de los hepatocitos en el 16bulo hepatico, de
acuerdo a las diferentes funciones metabolicas en que se especializan. Algunas de estas
funciones metabodlicas son reguladas por la via Wnt, y comprenden al metabolismo de
carbohidratos y de amonio, asi como al procesamiento de xenobioticos (Colnot y Perret
2011). En respuesta al estrés oxidativo y a los niveles de insulina, f-catenina se activa y
regula la expresion de genes mediante la union a los factores de transcripcion FOXO (por
su nombre en inglés Forkhead box protein O) (Monga, 2015). En varias patologias, algunos
de los componentes de la via Wnt se han encontrado mutados o alterados en procesos
tumorales como el cancer hepatocelular, los hepatoblastomas, las neoplasias benignas de

higado y los colangiocarcinomas, entre otros (Thompson y Monga, 2015).

1.3.3 GSK3 y la Via de PI3K/Akt

Otra via de transduccion que regula la actividad de GSK3 es la de PI3K (por su
nombre en inglés Phosphatidylinositol 3-Kinase)/Akt (también conocida como PKB, o
proteina cinasa B), que como se mencion6 anteriormente es una via que inactiva a GSK3
mediante la fosforilacion de su extremo amino. En el Esquema 1.6 se muestra un diagrama
de la activacion de la via PI3K/Akt, en este ejemplo la via es activada por la insulina, la
cual tiene receptores membranales con funcion de cinasa de residuos de tirosina. Estos
receptores actilan en dimeros transfosforilando varios sitios entre si; los residuos de tirosina
fosforilados (pY) interaccionan con sustratos de los mismos receptores denominados IRS
(por su nombre en inglés Insulin Receptor Sustrate), que a su vez son fosforilados en
residuos de tirosina. Las proteinas IRS fosforiladas reclutan a la PI3K mediante su
interaccion con la subunidad p85, de manera que la PI3K queda cercana a la membrana y
su subunidad p110 puede catalizar la fosforilacion del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP>
o PtdIns(4,5)P2, como se representa en el esquema) a fosfatidilinositol-3,4,5-triosfato (PIP3

o PtdIns(3,4,5)P3, como se representa en el esquema). El PIP3 se asocia con PDK1 (por su
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nombre en inglés 3-Phosphoinositides-Dependent protein Kinase 1) y con Akt, la PDK1
fosforila y activa a Akt. Akt a su vez inactiva a GSK3 al fosforilarla en su regién amino
terminal (Ser21 y Ser9 para las isoformas a y B, respectivamente). Como consecuencia de
la inactivacion de GSK3, algunos de sus sustratos son defosforilados por fosfatasas, lo que
conlleva a un cambio en su actividad; en el esquema se muestran como ejemplo a la
glucogeno sintasa (GS) y al factor eucariote de inicio de la transcripcion 2B (elF2B) que se

activan al remover los grupos fosfato que previamente afiadio GSK3.

Esquema 1.6 Inhibicion de GSK3 mediante sefiales que activan la via PI3K/Akt.
Esquema que representa la activacion de la via PI3K/Akt mediante la uniéon de
Insulina a sus receptores con actividad de cinasa de residuos de tirosina, estos
receptores al activarse fosforilan a proteinas sustrato denominadas IRS que a su vez
reclutan a la cinasa PI3K, conformada por las subunidades p85 y p110. La cinasa

PI3K promueve la formacion de PIP3 (representado como PtdIns(3,4,5)P3) y PIP;3 se
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asocia a las cinasas PDK1 y Akt, ésta ultima es la responsable de fosforilar a GSK3
(forma inactiva de GSK3), de manera que proteinas blanco de GSK3 como glucdgeno
sintasa y e[F2B se activan al remover los grupos fosfato que tenian. Tomado de Cohen

y Frame, 2001.

Otras sefiales que regulan la fosforilacion de GSK3 en su extremo amino son las de
los factores de crecimiento que pueden activar también a la via PIK3/Akt o a la via
MAPKSs, asi como aminodcidos libres que activan la via mTOR (Blanco de Rapamicina en
Mamiferos, o su nombre en inglés mammalian Target of Rapamicyn) y sefiales que inducen
la formacion de cAMP (adenosin monofosfato ciclico) (Cohen y Frame, 2001).

En el modelo de higado, la sefial de PI3K/Akt, particularmente promovida por
insulina, puede regular funciones metabdlicas como la sintesis de glucdgeno, ya que al

inhibir la actividad de GSK3 se activa la enzima GS.

1.3.4 Zonacion hepatica y el papel de las vias Wnt y PI3K/Akt

El proceso de zonacion hepatica representa un contexto fisioldgico del higado
normal, en el que puede verse implicada la regulacion de la actividad de GSK3 ya sea por
la via Wnt o por PI3K/Akt, por lo que a continuacion se explica brevemente en qué consiste
este proceso.

Los hepatocitos son células altamente especializadas que realizan gran niimero de
funciones metabolicas, algunas de estas funciones resultan opuestas, como vias catabolicas
y anabdlicas, por lo que para mantener la homeostasis del higado estas funciones se
realizan en distintas zonas del 16bulo hepético, lo que se conoce como zonacidn hepatica. El
l6bulo hepatico es la unidad anatémica y funcional del higado, tiene forma hexagonal y esta
constituido por dos grupos principales de hepatocitos: periportales, que se encuentran
cercanos a la periferia del 16bulo; y pericentrales, que se localizan proximos a la region
central (Esquema 1.7). Estos tipos de hepatocitos periportales y pericentrales son los que
realizan funciones diferentes, de manera que establecen la zonacidén hepatica. Entre los
procesos metabolicos que se han caracterizado por ser dependientes de la zonacion hepatica

se encuentran el metabolismo de glucosa y de lipidos, la destoxificacion del amonio, y el
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metabolismo de xenobioticos, entre otros (Colnot y Perret, 2011; Gebhardt y Matz-Soja,

2014).

Esquema 1.7. Diagrama del 16bulo hepatico. Representacion del 16bulo hepatico
conformado por hepatocitos periportales (lado izquierdo) y hepatocitos pericentrales
(lado derecho), también se muestra la localizacién de la triada hepatica (vena porta,
arteria hepatica y ducto biliar) en la periferia del l6bulo y la vena central adyacente a

los hepatocitos pericentrales. Modificado de Colnot y Perret, 2011.

La zonacion hepatica es regulada a nivel molecular principalmente por la presencia o
ausencia de APC. En los hepatocitos pericentrales, la proteina APC esta ausente, lo que trae
como consecuencia la activacion de la via Wnt/B-catenina, debido a que APC es un
componente del complejo de destruccion de la via. Debido a esto, los hepatocitos
pericentrales se caracterizan por tener un perfil transcripcional propio de la via Wnt/f-
catenina. En contraposicion, APC estd presente en los hepatocitos periportales y la via
Wnt/B-catenina, asi como su perfil transcripcional, no estan activos (Colnot y Perret, 2011;
Gebhardt y Matz-Soja, 2014).

Con base en esta clasificacion de los hepatocitos periportales y los pericentrales, se
sugiere que la enzima GSK3 esté siendo regulada por las vias Wnt/pB-catenina y PI3K/Akt
en estos tipos celulares. Por ejemplo, la via Wnt/B-catenina que se encuentra activa en
hepatocitos pericentrales puede inhibir la actividad de GSK3. Por otro lado, en los
hepatocitos periportales tienen lugar la gluconeogénesis (sintesis de glucosa) y la
glucogénesis (sintesis de glucogeno), aunque no al mismo tiempo (Colnot y Perret, 2011;
Kudryavtseva et al., 1992; Chen y Katz, 1988). Estos procesos son regulados por GSK3 a
través de la respuesta a insulina (Cohen y Frame, 2001), esto sugiere que GSK3 es regulada

por la via PI3K/Akt en hepatocitos periportales.
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En cuanto a la via del TGF-f, ain no se han reportado estudios que involucren a esta

via en el proceso de zonacion hepatica.

1.3.5 Interaccion entre GSK3 y componentes de la via del TGF-§

Algunos estudios hacen referencia a la interaccion entre GSK3 y las proteinas Smad,
como el caso de Smad3, de Smad4 y de Smadl en su forma activa (forma fosforilada o
pSmadl). En esta interaccion, GSK3 fosforila a estas proteinas Smad y promueve su
degradacion via el proteosoma (Guo et al., 2008; Demagny y De Robertis, 2016;
Fuentealba et al., 2007). De manera adicional se sabe que GSK3 fosforila a las proteinas
Smad2/3 en su region linker, que corresponde a modificaciones que involucran vias no
canonicas del TGF-B (Abushahba et al., 2012).

El proceso de la transicion de fibroblastos a miofibroblastos inducida por TGF-f se
estudio en relacion con la activacion de la via Wnt, ya sea activando a [B-catenina o
inhibiendo la actividad de GSK3. Se demostrd que al activar a la via Wnt, este proceso de
diferenciacion se bloquea en fibroblastos de piel y de pulmoén (Liu ef al., 2012; Baarsma et
al.,2012).

Respecto a la interaccion entre la cinasa GSK3 y el co-factor transcripcional SKI que
se propone estudiar en el presente trabajo, hasta el momento no se ha demostrado que la

proteina SKI sea un blanco de GSK3.
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 ANTECEDENTES

La estabilidad de la proteina SKI es regulada por multiples mecanismos, entre los que
se encuentran la via del TGF-f, los cambios en la dindmica de citoesqueleto de actina, la
localizacion en endosomas multivesiculares (MVE), y el proceso de la division celular,
entre otros. Estos mecanismos implican la regulacion de la estabilidad de la proteina SKI
por medio de modificaciones postraduccionales; siendo la fosforilacion y la ubiquitinacion,
las que se han descrito hasta el momento. En el presente proyecto se decidi6 estudiar el
efecto de la fosforilacion de SKI sobre su estabilidad, debido a que esta modificacion esta
implicada en la regulacion de una gran variedad de mecanismos como la estabilidad, la
localizacion subcelular y la activacion de muchas proteinas con diferentes funciones.

Desde que se caracterizo a la proteina SKI se determind que es una proteina con alto
grado de fosforilacion en residuos de serina, localizados principalmente en la region
carboxilo (Sutrave et al, 1990b). Posteriormente, Band et al. (2009) identificaron a la
treonina 458 como un sitio de fosforilacion de SKI, asi como una sefial de degradacién
mediada por Akt. Nagata et al. (2010) reportaron que el residuo de serina 515 es también
un sitio de fosforilacion de SKI, sin embargo, no se determind algin posible efecto
funcional ni la cinasa responsable. Mdas recientemente, Rivas ef al. (2016) demostraron que
SKI es blanco de la cinasa Aurora A (AURKA), de manera que fosforila los sitios Ser326 y
Ser383 de SKI y promueve la inestabilidad de la proteina. Es preciso mencionar que en
estos trabajos, las determinaciones se realizaron con sistemas de sobreexpresion o in vitro,
de manera que no reflejan exactamente lo que ocurre en condiciones in vivo, por lo que
hace falta demostrar si estas fosforilaciones ocurren en la proteina SKI endogena, asi como
determinar la relevancia que puedan tener en un contexto fisiologico.

En nuestro laboratorio se realizaron algunos experimentos tratando de identificar
algunas modificaciones postraduccionales de la proteina SKI endogena, sin embargo no se
han obtenido resultados concluyentes (Del Valle-Espinosa, 2013). Debido a estas
dificultades, se decidio llevar a cabo un estudio en el que se evaluo el efecto de cinasas

particulares sobre la estabilidad de la proteina SKI. Con base en un analisis in silico para

33



determinar sitios de fosforilacion de la proteina SKI (Del Valle-Espinosa, 2013), se
identificaron tres sitios potenciales, en una secuencia consenso, para ser fosforilados por
GSK3, que corresponden a los residuos Ser501, Ser497 y Thr493 (Esquema 2.1). Como se
mencion6 anteriormente, GSK3 reconoce a la mayoria de sus sustratos por una
fosforilacion previa, en SKI esta fosforilacion se predijo en el residuo Ser505 y que puede

ser fosforilado por MAPK.

Esquema 2.1. La proteina SKI posee tres sitios potenciales para ser fosforilados
por GSK3. Representacion de los sitios potenciales de fosforilacion que pueden ser
modificados por GSK3 (T493, S497 y S501) en la secuencia lineal de la proteina SKI,
asi como el posible sitio de fosforilacion cebadora modificado por MAPK (T505),
datos obtenidos mediante predicciones in silico. Modificado de Del Valle-Espinosa

(2013).

Tomando en cuenta que GSK3 puede regularse a través de su relocalizacion en
endosomas multivesiculares (MVE) promovida por la activacion de la via Wnt (Taelman et
al., 2010), también se sugiere que pueda interaccionar con SKI en este organelo.

Al analizar estas observaciones sobre sitios potenciales de fosforilacion de la proteina
SKI, y sobre la localizacion en MVE tanto de SKI como de GSK3, se propuso estudiar si la
cinasa GSK3 ejerce algin efecto sobre la proteina SKI. Los resultados de este estudio
permitirian establecer una posible interaccion entre las vias de transduccion en que estas
dos proteinas estdn involucradas, por ejemplo demostrar si la via TGF-f puede

interaccionar con Wnt o con PI3K/Akt a través de SKI y GSK3. Determinar nuevas
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interacciones entre estas vias de transduccion en el contexto hepatico contribuye a entender
las distintas respuestas celulares que tienen lugar tanto en procesos fisiologicos como
patologicos y que son reguladas por dichas vias de transduccion.

Para llevar a cabo este estudio se planted como estrategia el uso de inhibidores
farmacoldgicos que regulan la actividad de la cinasa GSK3, debido a que GSK3 se
encuentra activa cuando se retira el suero del medio de cultivo celular (Stambolic y
Woodgett, 1994) y se puede bloquear su actividad mediante estos inhibidores. Se esperaba
que al inhibir la actividad de GSK3 se observaria algiin efecto en la abundancia de la
proteina SKI, debido a que GSK3 promueve la degradaciéon de un gran nimero de
proteinas.

Para este proyecto se planteo utilizar la linea celular C9 de hepatocitos normales de
rata, debido a que es en este modelo que se encontr6 que la proteina SKI no sélo se localiza
en el nucleo, como se habia observado en otros tipos celulares, sino que también se
encuentra en el citoplasma; ademas, en esta linea celular de hepatocitos se caracterizaron
otros mecanismos de regulacion de la proteina SKI, como son los provocados por cambios
en la dindmica del citoesqueleto de actina, y su localizacion en MVE. También se ha
observado que algunos de estos mecanismos de regulacién se presentan en cultivos
primarios de hepatocitos, por lo que esta similitud permite que los datos obtenidos sean
comparables a lo que ocurre en condiciones in vivo; sin embargo, los cultivos primarios de
hepatocitos tienen el inconveniente de que no es posible mantenerlos por periodos
prolongados (mds de cinco dias) sin que sufran transdiferenciacion hacia células con
caracteristicas de fibroblastos, lo cual representa un cambio en su identidad celular. Por
otro lado, en el caso de las lineas celulares de hepatomas, como las HepG2 y AS30D, la
localizacion de SKI es practicamente nuclear, y no responde a los mismos mecanismos de

regulacion previamente descritos en hepatocitos normales (Caligaris et al., 2015).
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2.2 HIPOTESIS

Los niveles de la proteina SKI son regulados por la cinasa GSK3 en la linea celular

C9 de hepatocitos de rata.

2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo General

Estudiar los mecanismos moleculares por los cuales la cinasa GSK3 controla los

niveles de la proteina SKI.

2.3.2 Objetivos Particulares

1. Evaluar si los niveles de la proteina SKI se modifican al regular la actividad de
GSK3 mediante el uso de inhibidores farmacologicos de esta cinasa.

2. Determinar si las proteinas SKI y GSK3 interaccionan entre si.

3. Establecer si el mecanismo que regula los niveles de SKI al inhibir a GSK3 es
dependiente de algiin mecanismo conocido que regula la estabilidad de la proteina SKI,

como la via del TGF-p.
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3 METODOLOGIA

3.1 CULTIVO CELULAR

Se empled la linea celular C9 que es una linea inmortalizada, pero no transformada,
de hepatocitos de rata. Las células se cultivaron en medio DMEM adicionado con suero
fetal bovino al 10%, penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 mg/mL), haciendo un
recambio del medio cada tercer dia. Las células se incubaron a 37 °C en atmdsfera humeda

y CO; al 5%.

3.2 TRATAMIENTOS Y ESTIMULOS

Los tratamientos y estimulos de las células C9 en cultivo, se realizaron en medio sin
suero, a no ser que se especifique lo contrario. El medio de cultivo utilizado para los
estimulos fue DMEM adicionado con glutamina (2mM), penicilina (100 U/mL) y
estreptomicina (100 mg/mL), pero sin suero. Los tiempos de incubacion sin suero fueron de
14 a 16 h para tratamientos y estimulos de maximo 8 h; para tratamientos de 24 h el tiempo
de incubacion sin suero fue de 2 h, para evitar dafio a las células. En el caso de células
tratadas en condiciones con suero, las células se matuvieron con el mismo medio de cultivo
DMEM con 10% de suero fetal de bovino (FBS) y los antibidticos penicilina y
estreptomicina (mismas concentraciones que el medio sin suero).

Los inhibidores de GSK3 empleados y sus respectivas concentraciones fueron: BIO,
5 uM; LiCl, 30 mM; y SB216763, 5 uM. Otros inhibidores empleados fueron XAV939
(inhibidor de tankirasas y de la via Wnt) a una concentracion de 5 uM; y SB431542
(inhibidor del Receptor tipo I del TGF-B, TBRI o ALKS) a una concentracion de 10 uM. El

estimulo con TGF-f3 se realiz6 a una concentracion de 0.2 nM.
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3.3 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA Y WESTERN BLOT

Las células que recibieron algin tratamiento o estimulo se lisaron con buffer de lisis
RIPA (I mL por cada muestra), adicionado con inhibidores de fosfatasas y proteasas, y
trabajando en hielo, las muestras se recolectaron en microtubos y se incubaron a 4 °C en
agitacion por inversion durante 1 h. En seguida, los tubos se centrifugaron 5 min, a 13000
rpm a 4 °C y se recuperd el sobrenadante. Se realiz6 la cuantificacion de las proteinas
totales por el método de Bradford, para esto se mezclaron 800 pL de agua desionizada, 200
puL del reactivo de Bradford y 2-4 pL de cada muestra, se dejaron alrededor de 5 min
incubando y se realizaron lecturas de absorbancia a 595 nm, los datos obtenidos se
interpolaron en una curva de calibracion. Si se realizé una inmunoprecipitacion (para los
ensayos de Western blot-inmunoprecipitacion), entonces se tomaron de las muestras
cantidades iguales de proteinas y se incubaron con el anticuerpo adecuado a 4 °C en
agitacion por inversion, toda la noche; luego se anadieron 75 pL de proteina G-sefarosa,
diluida 1 a 5 en TNTE al 0.1%, incubando nuevamente a 4 °C en agitacion por inversion,
durante 1 h. Pasado este tiempo las muestras se centrifugaron a 13000 rpm a 4 °C por 1
min, se retird el sobrenadante y el precipitado de lavé tres veces con 1 mL de buffer TNTE,
los lavados consistieron en resuspender, luego centrifugar a méxima velocidad durante 15 s
y retirar el sobrenadante. Antes de la electroforesis, todas las muestras fueron
desnaturalizadas adicionando solucion Laemmli y calentando a 100 °C durante 5 min en
tubos cerrados (ver anexos).

Las proteinas desnaturalizadas en solucion Laemmli se cargaron en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida y SDS. Los geles empleados incluyen un gel
concentrador al 4% y un gel separador al 7.5 % de acrilamida. La resolucion de la muestras
se realizd en cdmaras de electroforesis, empleando buffer de corrida. Al término de la
corrida, las proteinas inmersas en el gel se transfirieron a una membrana de fluoruro de
polivideno (PVDF) en una cadmara de electroforesis especial para transferencia y utilizando
buffer de transferencia, el proceso se realizo a 100 V durante 1 h 6 320 mA durante 3 h, en
frio y con agitacion del buffer. Después, la membrana se bloqued con solucion de leche

descremada al 5 % en buffer TBS-T 1X durante 1 h, luego se incub6 con un anticuerpo
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primario de Santa Cruz Biotechnology en una concentracion 0.2 pg/mL (dilucion 1:1000);
0 a una concentracion de 0.5 pg/mL (dilucion 1:2000) si era de Cell Signaling o Sigma; la
dilucion se realiz6 en buffer TBS-T 1X y se incub6 a 4 °C toda la noche. A continuacion,
se lavo la membrada tres veces con buffer TBS-T 1X, dejando en agitacion 5 min por cada
lavado; se realizd la incubacidon con un anticuerpo secundario acoplado a HRP con una
dilucién 1:10000 en el buffer TBS-T 1X durante 1 h, a temperatura ambiente y en
agitacion. Al finalizar este paso, se realizan otros tres lavados de 5 min cada uno con buffer
TBS-T 1X. El revelado de las proteinas se realizd con un kit de quimioluminiscencia de
marca Millipore® o Thermo Scientific®. La sefial se detectd con placas de autorradiografia
sensibles al azul (Ver anexos).

El andlisis de densitometria de las senales se realizd con el software de acceso libre
ImageJ. Los datos de densitometria se indican en algunos Western Blots como veces de
cambio respecto al control; en el caso de Western Blots de lisados totales, los datos estan

normalizados con respecto al control de carga.

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un andlisis estadistico de los datos de densitometria obtenidos a partir de
los resultados de Western Blot, utilizando la prueba t-Student de dos colas, considerando

una diferencia estadisticamente significativa con un valor de P <0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 LOS NIVELES DE LA PROTEINA SKI SON REGULADOS
DIFERENCIALMENTE POR INHIBIDORES DE LA CINASA GSK3

Con el fin de estudiar el efecto de la cinasa GSK3 sobre la proteina SKI, se planted
evaluar si se presentaba algin cambio en la abundancia de SKI cuando se modula la
actividad de GSK3. GSK3 se encuentra activa en ausencia de suero (Stambolic y Woodgett,
1994), por lo que se utilizd esta condicién activa y se compard al emplear inhibidores
farmacoldgicos que bloqueran su actividad. La cinasa GSK3 participa en multiples vias de
sefalizacion como Wnt, PI3K/Akt, mTOR y Hedgehog, entre otras; sin embargo, no se
utilizaron ligandos que inhibieran la actividad de GSK3. Esto debido a que cada una de
estas vias puede activar vias canonicas y no candnicas, de manera que activarian diversos

mecanismos que dificultarian el analisis e interpretacion de los resultados.

4.1.1 Los inhibidores de GSK3: BIO y LiCl regulan de manera diferencial los niveles
de SKI

Primero se analizaron los efectos de dos inhibidores farmacoldgicos de GSK3. Uno
de los compuestos empleados fue BIO (6-bromoindirubina-3’-oxima), caracterizado por ser
un inhibidor altamente selectivo que bloquea la actividad de la enzima de manera especifica
al unirse al sitio de union a ATP (Panel A de la Figura 1) (Meijer et al., 2003). El otro
compuesto que se usd es LiCl, que aunque es un inhibidor inespecifico ha sido
ampliamente usado en terapia para reducir la actividad de GSK3. El mecanismo de
inhibicién por litio consiste en bloquear la union de Mg, un cofactor necesario para la
actividad enzimatica de GSK3, pero también induce la activacion de Akt, que a su vez
fosforila e inactiva a GSK3 en los residuos de Ser21 y de Ser9 de las isoformas a y B,
respectivamente (Panel C de la Figura 1) (Ryves y Harwood, 2001; Chalecka-Franaszek y
Chuang, 1999). En esta primera parte se realizaron tratamientos con cada uno de los
inhibidores a diferentes intervalos de tiempo en la linea celular C9, que son hepatocitos de

rata no transformados, y posteriormente se realizaron ensayos de Western blot para evaluar
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los niveles de la proteina SKI y de otras proteinas de interés como P-catenina, que es un
blanco de GSK3, y de la misma enzima GSK3.

En el Panel B de la Figura 1 se muestra el resultado representativo de dos cursos
temporales en los que se empled el compuesto BIO. Como se observa en la
inmunoprecipitacion (IP) de SKI, asi como en los lisados totales, los niveles de la proteina
disminuyen alrededor de las 2 y 4 h de tratamiento, mientras que a las 24 h parece que el
efecto se pierde y los niveles de SKI se recuperan. Esto posiblemente se debe a que el
compuesto BIO tenga un tiempo de vida limitado dentro de las células, y que a tiempos
largos sea metabolizado e inactivado. Es preciso mencionar que de las tres bandas que
detecta el anticuerpo dirigido contra SKI, el efecto de degradacion mediado por BIO es mas
notorio en la banda inferior, que corresponde a la isoforma de menor peso molecular. El
hecho de que SKI disminuye cuando se inhibe la actividad de GSK3 llama mucho la
atencion, porque se esperaba que aumentaran sus niveles, tal como sucede con otras
proteinas que son blanco directo de GSK3 (Taelman et al., 2010).

De manera adicional, se analizaron los niveles de B-catenina y GSK3p (total) para
confirmar la eficacia del inhibidor y verificar si hay algin efecto en la abundancia de la
enzima. El andlisis de B-catenina por WB representa un control para corroborar la eficacia
del inhibidor, ya que se espera que sus niveles aumenten al inhibir a GSK3. Los resultados
de WB (Panel B de la Figura 1) muestran que la B-catenina se detecta como una banda
muy abundante del tamafio esperado (85 KDa) y otras bandas menos abundantes, con un
menor peso molecular. Con respecto a la banda superior, se observd que no hay un cambio
significativo en sus niveles, atn al revelar las placas fotosensibles a un menor tiempo de
exposicion. Mientras tanto, los niveles de las bandas inferiores si cambian a lo largo del
curso temporal, siendo mas abundantes a las 2 h de tratamiento con BIO, pero a tiempos
mas largos la intensidad de la sefial regresa a su estado basal, lo que sugiere nuevamente
que el compuesto BIO es probablemente inactivado por las células. E1 WB de GSKJ (total)
se realizd para verificar si existe o no un cambio en sus niveles; sin embargo, los resultados
no muestran cambios significativos en sus niveles.

Respecto a los tratamientos con LiCl (Panel D de la Figura 1), se realizé otro curso
temporal para analizar los niveles de las proteinas SKI, B-catenina y GSK3p (total). Los

resultados muestran que a tiempos cortos (alrededor de las 2 h) los niveles de SKI
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disminuyen, mientras que de manera inesperada se encontré que a tiempos largos
(alrededor de 24 h) aumentan sus niveles casi al doble. Este resultado también es relevante
debido a que el aumento de SKI a las 24 h difiere a la respuesta que se tiene, ya sea con
BIO o con litio a las 2 h de tratamiento, lo cual sugiere que los efectos sobre la abundancia
de SKI pueden ser dependientes de los mecanismos de accion de los inhibidores. Por esta
razén se propuso estudiar con mayor detalle dichos mecanismos y sus efectos sobre la
proteina SKI. Respecto al analisis de GSK3 y de B-catenina no se observa que haya un
cambio significativo en sus niveles.

Los resultados de IP/WB de SKI fueron analizados por densitometria para observar
los cambios en los niveles de la proteina; se eligieron los tiempos de 2 y 24 h de
tratamiento, ya que son aquellos en los que se observaron los efectos mas relevantes. En
estos resultados también se observa que las tres isoformas de la proteina SKI
(correspondientes a las tres bandas que se muestran en los resultados de Western Blot)
responden de manera diferente a los tratamientos, por lo que en este analisis de
densitometria se evaluaron dos aspectos: el cambio en los niveles totales de la proteina SKI,
es decir, analizando las tres bandas en conjunto, y por otro lado, el cambio en cada una de
las isoformas.

En el panel E de la Figura 1 se muestra un resultado representativo de distintos
experimentos independientes (en el pie de figura se indica cuantas réplicas de cada punto se
analizaron), en que se indican los tratamientos y los tiempos evaluados, asi como las
1soformas correspondientes a la proteina SKI, denotadas segun su peso molecular de cada
una de las bandas: superior, intermedia e inferior. En el panel F de la Figura 1 se muestran
los cambios en los niveles de la proteina SKI al cuantificar a las tres isoformas en conjunto.
Se observa que aunque BIO a las 2 h induce una ligera disminucion en los niveles de SKI
(disminucion del 12 %) el cambio es estadisticamente significativo, mientras que no hay
diferencia aparente entre la condicion control y 24 h de tratamiento con BIO. El tratamiento
de 2 h con litio promueve una disminucion de los niveles de SKI, incluso en mayor grado
que 2 h con BIO, pero a las 24 h con litio los niveles de SKI aumentan casi al doble del
nivel basal. Aunado a esto, en el Panel G de la Figura 1, en que se analizan los cambios de
cada una de las isoformas de SKI, se observa que con BIO a las 2 h de tratamiento, la

isoforma de mayor peso molecular (correspondiente a la sefial de la banda superior) se
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enriquece ligeramente, la isoforma intermedia no tiene un cambio significativo, y la
isoforma de menor peso disminuye considerablemente. Adicionalmente, la disminucion de
la banda inferior (Panel G) es mas notoria que la disminucion de la proteina total (Panel F)
al tratar con BIO por 2 h. El tratamiento de BIO durante 24 h no presenta cambios
significativos en los niveles de SKI. El tratamiento con LiCl por 2 h promueve una
disminucion de los niveles de SKI, principalmente de las bandas intermedia e inferior,
mientras que a las 24 h las tres isoformas de SKI aumentan sus niveles. Este analisis por
separado de las isoformas de SKI puede explicar por qué el efecto que se observa en la
proteina total con el tratamiento de BIO por 2h es una ligera disminucion con respecto al
nivel basal. Con base en el analisis de estos datos, se demuestra que las diferentes

isoformas de SKI responden de manera diferente a los tratamientos con BIO y LiCl.
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Figura 1. Los niveles de SKI se regulan diferencialmente al inhibir GSK3 con BIO
o con LiCl. A y C: Representacion de los mecanismos de inhibicion de los compuestos
BIO y LiCl en la actividad de GSK3. B, D y E: Ensayos de Western blot de las
proteinas SKI, B-catenina, GSKf (total) y B-tubulina a partir de muestras obtenidas de
inmunoprecipitados de la proteina SKI y de extractos totales de células C9, segun se
indique. Los niimeros debajo de algunos Western blots indican las veces de cambio de
la sefial con respecto al control y en el caso de lisados totales estan normalizadas con el
control de carga. B: Curso temporal de BIO (5 uM), resultados representativos de 2
experimentos independientes. D: Curso temporal de LiCl (30 mM), resultados
representativos de 2 experimentos independientes, en este caso los WB de SKI y de
GSK3 (total) corresponden a uno de los experimentos (Exp. 1) y el de P-catenina
corresponde al otro experimento (Exp. 2), ambos con su respectivo control de carga (j3-
tubulina). E: Western blot representativo de SKI a partir de inmunoprecipitados de la
proteina, correspondiente a los tratamientos con BIO y LiCl a las 2 y 24 h, las lineas
negras entre cada carril indican que no son continuos. F y G: Graficas de barras del
promedio en las veces de cambio de los niveles de la proteina SKI con respecto al
control, a partir de la sefial de IP/WB, analizando la proteina total (D) o las tres
isoformas por separado (E), réplicas analizadas: BIO (2 h), n=7; BIO (24 h), n=3; LiCl
(2 h), n=5; LiCl (24 h), n=8. *P < 0.05 para una prueba de z-Student de dos colas.

4.1.2 Los factores de crecimiento contenidos en el medio de cultivo con suero

reprimen el efecto mediado por BIO y por LiCl sobre los niveles de SKI.

Como consecuencia de que el uso de los inhibidores BIO y LiCl induce efectos

diferentes sobre los niveles de SKI, se decidié explorar otras condiciones que regulan la
actividad de GSK3. A continuacion se propuso evaluar el efecto mediado por factores de
crecimiento, ya que promueven la inhibicion de GSK3 por fosforilacion en la serina 9 (S9)
por accion de cinasas como Akt, de manera similar al mecanismo mediado por LiCl. El
experimento que se propuso consistio en evaluar si los efectos de BIO y LiCl son aditivos
al emplear otra condicion que inhiba a GSK3. Para esto, se realizaron tratamientos de BIO
y litio en ausencia o presencia de suero, ya que el suero contiene factores de crecimiento

que pueden inhibir la actividad de GSK3. Para esta condicion las células se mantuvieron en
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medio de crecimiento con FBS (Suero Fetal Bovino) al 10%. En estos experimentos
también se decidid evaluar la abundancia de la forma pGSK3 (S9) para ver como se
comporta bajo los diferentes tratamientos inhibitorios.

Como se muestra en la Figura 2, nuevamente se realizaron analisis de WB. En el
Panel A se observa como cambian los niveles de SKI después de los tratamientos con BIO
y LiCl en condiciones sin suero, corroborando que BIO promueve una disminucién de SKI
a las 2 h de estimulo (principalmente de la isoforma de menor peso molecular), y el
tratamiento con LiCl la aumenta a las 24 h. Mientras tanto, en condiciones con suero los
tratamientos de BIO y LiCl disminuyeron su efecto, ya que los niveles de SKI se
mantuvieron cercanos a los niveles basales. En el mismo panel A (Figura 2) se muestra el
WB de B-catenina, en donde se observa el mismo patron de bandas que se describid
anteriormente: una banda muy intensa en la parte superior (alrededor de 85 KDa) y varias
bandas menos abundantes en la parte inferior. Como resultado, s6lo con el tratamiento de
BIO en medio sin suero aumenta la intensidad de la banda de menor peso molecular, pero
no con el tratamiento con BIO en presencia de suero. Esto indica que a pesar de que tanto
BIO como los factores de crecimiento contenidos en el suero sean inhibidores de GSK3,
dichos factores de crecimiento afectan las acciones que BIO tiene sobre la estabilidad de -
catenina.

Por otro lado, al analizar a la proteina GSK3 total, se encontré que sus niveles no
cambian considerablemente con los tratamientos (Panel A, Figura 2). Sin embargo, en un
experimento independiente (Panel B, Figura 2) se analizé la forma inactiva pGSK3p (S9).
Los resultados muestran que LiCl aumenta la forma pGSK3p (S9) en ausencia de suero;
pero con suero los niveles de pGSK3B (S9) se encuentran elevados y el uso conjunto de
litio y suero no aumenta la forma inactiva de la enzima, lo que sugiere que no hay un efecto
aditivo entre estas dos condiciones. Por otro lado, BIO reduce la forma pGSK3f (S9) so6lo
en ausencia de suero, y esta respuesta se pierde al emplear suero. Estas observaciones
nuevamente sugieren que los factores de crecimiento contenidos en el suero bloquean los
efectos de ambos inhibidores, BIO y LiCl. Aunado a esto, en este mismo panel (Panel B,
Figura 2), se analizaron tanto la inmunoprecipitaciéon de GSK3 como los lisados totales,
para descartar que el efecto de BIO no se deba a una disminucion en los niveles de GSK3,

ya que en los resultados de IP de GSK3 se observa que su seiial es poco intensa en los
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tratamientos en que se utilizé BIO, sin embargo los niveles de la proteina total se mantienen
constantes en los extractos totales. Una posible explicacion es que la unién de BIO a GSK3
modifique el plegamiento de la proteina, de manera que el anticuerpo utilizado para realizar
la inmunoprecipitacion no pueda reconocer a GSK3 en estas condiciones, pero si la puede
reconocer cuando la proteina se desnaturaliza al emplear SDS en los pasos de
electroforesis.

En el panel C de la Figura 2, se muestra un resultado representativo del cambio en
los niveles de SKI frente a los diferentes tratamientos con muestras de inmunoprecipitados
de la proteina. Nuevamente, se trazaron graficas de barras correspondientes a los promedios
de veces de cambio para cada tratamiento indicado, analizando a la proteina SKI total
(panel D, Figura 2) y a las isoformas de manera individual (panel E, Figura 2). En el panel
D (Figura 2) resalta el hecho de que en condiciones con suero se reduce el efecto mediado
por BIO y por LiCl, ya que la variacion en los resultados es mayor y la diferencia entre los
tratamientos no es significativa en comparacion con las condiciones sin suero. En el panel
E (Figura 2) se muestra que el tratamiento con BIO en condiciones de suero si tiene un
efecto significativo Uinicamente sobre la isoforma de menor peso molecular de SKI. Por
otro lado, al analizar los niveles de SKI en las condiciones control, con y sin suero, se
observa que no hay diferencias significativas entre estas dos condiciones, salvo por la
isoforma intermedia, a pesar de que el promedio de los niveles de SKI es mayor en
condiciones con suero que en su ausencia.

Estos resultados apoyan la propuesta de que la actividad de GSK3 es regulada por
mecanismos distintos y que esta modulacion a su vez tiene un impacto diferencial sobre la
abundancia de SKI. Adicionalmente, al observar que LiCl y los factores de crecimiento
contenidos en el suero aumentan la forma inactiva de GSK3, se sugiere que las condiciones
que inducen la inhibicion de GSK3 mediante fosforilacion en su extremo amino pueden
generar un aumento en la abundancia de SKI, sin embargo esto requiere comprobarse con

otros experimentos.

47



A B
Sin suero SFB 10 % Sinsuero  SFB 10 %
L) L1 1 L) L1} 1
BIO(2h) - + - - + - BIO@2h) - + - - + -
LiCl(24h) - - + -+ Kpa LiCl(24h) - - + - - + KDa
—50
= = P
Sk | = ’. = - PGSK3 — -_— - o GSK3
1 09 16 09 09 09 (S9) 1 05 22 3 11 24
—50
B-catenina ”— 75 GSK3 (total) =
- — 50
1 14 12 11 11 11 Lisados PGSK3 (S9) — Ml S - - _Il__isafos
—50 otales
GSK3 _ Totales ‘
(total) B-tubulina — e - «= G P = — 5
Sefial inespecifica S 75
(control de carga)
D Andlisis Ski
C (Isoformas Juntas)
Sinsuero  SFB 10 % 25
L) m L]
BIO(2h) - + - - + - _© 2
LiCl (24 h) - Bandas & -E
. L3 1.5
== Superior w
Ski = Intermedia azg 83
. == Inferior z 8 0 5
. 20
0
IP o Ski Control  BIO LiCl | Control BIO LiCl
Sin Suero Suero (10%)
E Andlisis Ski
(Isoformas por Separado)
3 *
— =25
X :g *
w E 2 *
Q@ T *
T © . ]
® g 15 I I m Banda Superior
T g 1 . I Banda Intermedia
% § * Banda Inferior
—0.5 T *
T
0
Controll BIO | LiCl Control BIO  LiCl
Sin Suero Suero (10%)

Figura 2. Factores de crecimiento contenidos en medio con suero reprimen el
efecto mediado por BIO y por LiCl sobre los niveles de SKI. A, B y C: Ensayos de
Western blot de las proteina SKI, B-catenina, GSKf (total), pGSK3 (S9) y B-tubulina
(control de carga) en muestras de inmunoprecipitados de SKI o de GSK3 y de extractos
totales de células C9, segun se indique, con tratamientos de BIO (5 uM) y LiCl (30
mM) en ausencia o presencia de suero (FBS 10%). A: Western blot de SKI, B-catenina y
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GSKp (total), la sefial inespecifica (control de carga) se registro en el Western Blot de
SKI, resultados representativos de 2 experimentos independientes. B: Western blot de
GSK§p (total), pGSK3 (S9) y B-tubulina, resultados representativos de 2 experimentos
independientes. C: Western Blot representativo de SKI a partir de inmunoprecipitados
de la proteina bajo los tratamientos indicados, la linea negra en el centro indica que los
carriles no son continuos. D y E: Graficas de barras que representan el promedio de las
veces de cambio en los niveles de la proteina SKI con respecto al control, analizando la
proteina total (D) o las tres isoformas por separado (E), réplicas analizadas: BIO sin
suero, n=7 y con suero, n=3; LiCl sin suero, n=8, y con suero, n=4; Control con suero,

n=4. *P <0.05 para una prueba de ¢-Student de dos colas.

4.1.3 La disminucion de los niveles de SKI es independiente de los cambios en la

abundancia de B-catenina

De acuerdo con los resultados obtenidos hasta el momento, se sugiere que diferentes
mecanismos de inhibicidn de la cinasa GSK3 pueden tener un impacto diferencial sobre los
niveles de la proteina SKI. Al comprar con lo que se ha reportado, se encontrd un estudio
realizado por Ding et al. (2000), en donde proponen que hay dos fracciones de GSK3 que
son reguladas por mecanismos independientes y los efectos sobre sustratos de GSK3 varian
de acuerdo a qué mecanismo se esté activando. En ese trabajo muestran que al inhibir a
GSK3 por activacion de la via Wnt, la f—catenina es estabilizada, pero no hay efecto sobre
la enzima glucogeno sintasa (GS), otro blanco de GSK3 que se esperaba que se activara al
inhibir a GSK3. El otro mecanismo de inhibicion de GSK3 que se caracterizo (Ding et al.,
2000) esta dado por la via PI3K/Akt activada con insulina, que induce la forma inactiva
pGSK3 (S9), como resultado solo observaron una activacion de la enzima GS, pero no un
aumento en los niveles de —catenina.

Al correlacionar estos antecedentes con los resultados que se han obtenido hasta
ahora en este proyecto, se demuestra que el inhibidor BIO tiene un efecto sobre los niveles
de P—catenina y parece mimetizar la via Wnt, mientras que el LiCl y los factores de
crecimiento contenidos en el suero generan una respuesta semejante a la de la insulina al

promover la forma inactiva de la enzima y no alterar los niveles de f—catenina. Por esta
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razon, en los siguientes experimentos, se planted corroborar si hay cambios en los niveles
de la proteina SKI al regular la fracciéon de GSK3 que esta asociada a la via Wnt, con el fin
de corroborar los efectos observados con el uso del compuesto BIO.

Para esto, se realizaron tratamientos con otros dos compuestos, uno es el SB216763
(por simplicidad se denotard SB21), que también inhibe a GSK3 mediante el bloqueo del
sitio de unidon de ATP (Panel A, Figura 3) (Coghlan et al., 2000). Al usar SB21 se espera
que tenga una respuesta similar a BIO, es decir, que disminuya la abundancia de SKI y que
aumente la abundancia de B-catenina.

El otro compuesto empleado es XAV939, un inhibidor de las enzimas tankirasas, que
promueve la estabilidad de axina, uno de los componentes del complejo proteico de
destruccion de la via Wnt, y por lo tanto tiene un efecto inhibitorio sobre la misma via al
promover la degradacion de PB—catenina (Panel B, Figura 3) (Huang et al., 2009). Cabe
mencionar que las tankirasas TANK1/2 (isoformas 1 y 2) son enzimas que afiaden grupos
de ADP-ribosa sobre residuos de acido glutamico en sus proteinas blanco. Esta
modificacion postraduccional (PTM) se conoce como PARsilacion (Poli-ADP-
Ribosilacion), y en el caso de axina esta modificacion constituye una marca para ser
reconocida por el sistema de degradacion ubiquitina-proteosoma (Riffel et al., 2012). El
inhibidor XAV939 se emple6 con el fin de determinar si la via Wnt/f—catenina influye en
la regulacion de SKI. Este planteamiento surge de la idea de que BIO mimetiza la
activacion de la via Wnt/B—catenina, por lo que la disminucion que se observa de SKI
podria ser consecuencia de mecanismos que ocurren rio abajo de la inhibicion de GSK3 y
del aumento de B—catenina. Por esto, se espera que el uso de XAV939 aumente los niveles
de SKI.

En el panel C de la Figura 3 se muestran los resultados de los tratamientos con SB21
a diferentes tiempos. Los niveles de SKI disminuyen por estos tratamientos, mientras que
—catenina muestra un aumento. Aunado a esto, los niveles de GSK3 total y de su forma
fosforilada en S9 se mantienen estables con los tratamientos, lo que descarta que SB21
tuviera algin efecto sobre la abundancia de GSK3. Estos resultados son semejantes a los
que se obtienen cuando se utiliza BIO, y sugieren que la fraccion de GSK3 que es blanco de

estos inhibidores favorece la abundancia de SKI.
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Por otro lado, en el Panel D de la Figura 3 se presentan los resultados de los
experimentos con el tratamiento con XAV939 a diferentes tiempos. De manera opuesta a lo
esperado, se observa que los niveles de SKI disminuyen. Los niveles de f—catenina también
disminuyen, lo cual era de esperarse ya que la inhibicion de las tankirasas promueve su
degradacion. Los niveles de GSK3 total y pGSK3 (S9) no cambian con los tratamientos.
Estos resultados sugieren que la fraccion de GSK3 asociada a Wnt no requiere del aumento
de B—catenina para regular los niveles de SKI; sin embargo el efecto de XAV939 sobre SKI

puede ser a causa de otro mecanismo en que participen las tankirasas.
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Figura 3. La disminucién de SKI es independiente a la regulacion de B-catenina. A
y B: Representacion de los mecanismos de accion de los compuestos SB216763 y

XAV939. C y D: Ensayos de Western blot de las proteinas SKI, B-catenina, GSKf3
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(total), pGSK3 (S9) y B-tubulina en muestras de inmunoprecipitados de la proteina SKI
y de extractos totales de células C9, seglin se indique. A: Tratamientos con SB216763
(5 uM). B: Tratamientos con XAV939 (5 uM). Resultados representativos de 2

experimentos independientes.

4.2 NO SE OBSERVA UNA INTERACCION ENTRE SKI Y GSK3

4.2.1 La formacion del complejo SKI/GSK3 no fue detectada mediante
inmunoprecipitacion/Western blot (IP/WB)

Debido a que el uso de inhibidores de GSK3 no permite concluir si SKI es sustrato o
no de GSK3, se plante6 identificar si SKI forma algiin complejo con GSK3. Esto podria
sugerir o descartar que GSK3 regule o no de manera directa a SKI, a pesar de que algunos
datos previos sugieren que la regulacion es indirecta.

Para estudiar esto, se decidi6 utilizar el ensayo de IP/WB, usando anticuerpos
especificos anti-GSK3 y anti-SKI. Se analiz6 por un lado si GSK3 se identifica en la Co-IP
(co-inmunoprecipitacion) con SKI y viceversa, es decir, si SKI se observa en la Co-IP con
GSK3. En ambos casos se realizaron tratamientos con los inhibidores BIO y LiCl debido a
que son las condiciones que estdn modulando la estabilidad de SKI de manera diferencial y
cuyo mecanismo nos interesa estudiar.

Como se muestra en la Figura 4 Panel A, en la IP de SKI se realizé un blot de GSK3,
pero la sefial que se alcanza a observar resulta ser inespecifica debido a que esta sefal se
detectd en el WB de SKI que se realizd previamente en la membrana. En la IP de SKI
también se buscO a P-catenina con el fin de encontrar otra posible interaccidon, pero
tampoco se observo su sefal; solamente se distingue una posible sefial inespecifica con los
tratamientos con BIO, ya que la banda observada tiene un peso menor a 75 KDa. En
cambio, en los lisados totales las sefiales de B-catenina si son claras, ya que se aprecia
nuevamente una banda muy intensa en la parte superior y otras menos intensas en la parte

inferior.
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En el panel B de la Figura 4, se observa que al analizar la Co-IP de GSK3, en el WB
de SKI hay una banda muy tenue por debajo de 100 KDa en el punto que corresponde al
tratamiento con BIO, sin embargo esta sefial no se aprecia en otras repeticiones del
experimetno y se descarta que corresponda a SKI. Con excepcion de este caso, en la Co-IP
de GSK3 la senal de SKI no aparece, pero si la de B-catenina, que representa un control de
que esta proteina si se encuentra asociada a GSK3.

Cabe resaltar que en la IP de GSK3 (Panel B, Figura 4), el WB muestra una
disminucién en los niveles de GSK3 al tratar con BIO, mientras que en lisados totales los
niveles de esta proteina no varian significativamente, lo cual nuevamente sugiere que BIO
altera a la enzima de manera que no es detectada por el anticuerpo correspondiente al

momento de hacer la inmunoprecipitacion.
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Figura 4. La inmunoprecipitacion de SKI y de GSK3 indica que no hay interaccion

entre estas proteinas. A y B: Ensayos de Western blot de las proteinas SKI, f-catenina,
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GSKp (total), y B-tubulina en muestras de inmunoprecipitados de SKI o de GSK3 y de
extractos totales de células C9 con tratamientos con BIO (5 uM) y LiCl (30mM) segin
los tiempos indicados. A: Inmunoprecipitacion de SKI y busqueda en la Co-IP de B-
catenina y GSK3, resultados representativos de 2 experimentos independientes. B:
Inmunoprecipitacion de GSK3 y busqueda en la Co-IP de SKI, B-catenina y GSK3,
resultados representativos de 2 experimentos independientes. En los Western blots en
que no se encontrd la sefial esperada solamente se indica la proteina y el peso que se

esperaba detectar.

43 MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA
REGULACION DE LOS NIVELES DE LA PROTEINA SKI POR EL
TRATAMIENTO CON LOS INHIBIDORES BIO Y LiCl

Debido a que los resultados anteriores sugieren que los efectos mediados por BIO y
LiCl sobre SKI involucran la participacion de componentes intermediarios entre GSK3 y
SKI, se plante6 estudiar si estos cambios sobre SKI son dependientes de otros mecanismos
ya conocidos que regulan su estabilidad, como serian la via del TGF-B, la dindmica del
citoesqueleto de actina, y la sintesis y degradacion general de las proteinas, entre otros.

A continuacion se presentan solo los resultados en que se evaluo la interaccion con la
via del TGF-. Esto debido a que parte de los objetivos de este proyecto incluyen ver como
repercute la interaccion entre GSK3 y SKI en la via del TGF-B, que a su vez pueda mediar
alguna respuesta celular en el contexto hepatico. En cuanto a la participacion de los otros
mecanismos mencionados, ain no se han explorado detalladamente y quedarian

contemplados dentro de las perspectivas de este proyecto.

4.3.1 SKI es regulada por diferentes inhibidores de GSK3 de manera independiente a
la via del TGF-§

La via del TGF- induce la degradacion de SKI via el proteosoma, y este mecanismo

requiere que SKI se asocie a las proteinas pSmad2/3 (forma activa), que a su vez reclutan a
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ligasas de Ubiquitina E3 (Nagano ef al., 2007; Sun et al., 1999b). Por lo tanto, se planted
evaluar si la disminucion en los niveles de SKI promovida por los inhibidores BIO y LiCl
(a tiempos cortos) requiere también de la presencia de pSmad2/3. Esto sugeriria que GSK3
bloquea la formacién del complejo SKI/Smad2/3, y por tanto estaria contribuyendo a
mantener o aumentar los niveles de SKI. Para esto, se emple6 SB431542, un inhibidor del
receptor ALKS (receptor tipo I de TGF-f), que inhibe la fosforilacion de Smad2/3. En el
panel A de la Figura 5 se muestra una curva (color rojo) de coémo varian los niveles de SKI
con el uso de SB43, asi como los tiempos de incubacion de los tratamientos realizados.

Por otro lado, también se realizaron estimulos con TGF-f para activar la via y
comparar los efectos cuando se usan los inhibidores de GSK3. La finalidad de este
experimento es evaluar dos mecanismos que regulan los niveles de SKI y ver cudl de sus
efectos predomina sobre el otro. GSK3 interacciona con algunas isoformas Smad y las
fosforila, ya sea para inducir su degradacion o para activar mecanismos no canénicos, por
lo que puede interferir en la via del TGF-B. En el Panel A de la Figura 5, se representa
como cambian los niveles de SKI en respuesta a TGF- (curva color negro) en células C9.
El TGF- induce la degradacion de SKI tras un estimulo de 1 h, mientras que después de 3
h se recuperan sus niveles (Vazquez-Victorio et al., 2015a; Caligaris et al., 2015). El
mecanismo que involucra la recuperacion de SKI no se conoce, sin embargo se sabe que la
fraccion de SKI que se recupera se acumula en vesiculas ricas en balsas lipidicas (Vazquez-
Victorio et al., 2015a). En este experimento se evaluaron los niveles de SKI al realizar
estimulos de 3 h totales con TGF-, tiempo en el cual los niveles de SKI se recuperan
(Panel A, Figura 5). Los tratamientos con los inhibidores BIO o LiCl fueron de 2 h, pero se
afladieron a las células cuando llevaban 1 h de preincubacion con TGF-B. Con este
experimento se pretende evaluar si la accion de los inhibidores de GSK3 impiden la
recuperacion de los niveles de SKI aun en presencia del TGF-f, lo que sugeriria que GSK3
actiia por un mecanismo independiente a la via del TGF-p.

En el panel B de la Figura 5 se muestran los resultados de los experimentos. Se
observa que 3 h de tratamiento con TGF-f (carril 4, en que solo se indica 1 h de
preincubacion, pero al considerar las 2 h de los tratamientos son 3 h totales de estimulo),
mantiene los niveles de SKI en un valor similar a las condiciones basales. El tratamiento

con SB43, el inhibidor de TGF-B (carril 7), induce un aumento en la abundancia de SKI.
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Por otro lado, el uso tanto de BIO como de LiCl inducen una disminucion de SKI,
independientemente de si las células se preincubaron con TGF-f o con el inhibidor SB43.
Estos resultados indican que la fraccion de GSK3 regulada por BIO y LiCl (a tiempos
cortos) mantiene o aumenta los niveles de SKI, pero este efecto no depende de que las
proteinas Smad2/3 estén activas, como se observa con el uso de SB43. Por otro lado, la
disminucién de SKI promovida por BIO y Litio cuando se activa la via del TGF-$ puede
sugerir que GSK3 mantiene o aumenta los niveles de SKI por un mecanismo independiente
a la via, ya que a pesar de que la via se encuentra activa, la inhibicién de GSK3 mantiene
los niveles de SKI disminuidos. Sin embargo, otra interpretacion es que la actividad de
GSK3 puede ser necesaria para restablecer los niveles de SKI cuando se estimulan las
células por 3 h con TGF-B y que al inhibir su actividad no hay una recuperacion en los
niveles de SKI. Esta interpretacion aun requeriria comprobarse, ya que se desconoce el
mecanismo por el cual el TGF-f induce la recuperacion de SKI. Lo que si es claro en los
resultados es que la regulacion mediada por los inhibidores de GSK3, BIO vy litio, es
independiente a la regulacion ejercida por la via del TGF-B, ya que dichos inhibidores
siguen promoviendo la disminucidn de los niveles de SKI independientemente de que la via

del TGF-f esté activa o inhibida.
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Figura 5. Los compuestos BIO y LiCl promueven la degradacion de SKI por
mecanismos independientes a la via del TGF-B. A: Grafica que representa el cambio
en los niveles de Ski cuando se tratan las células C9 a diferentes tiempos con TGF-f o
con SB43; las flechas y lineas negras corresponden a los experimentos con TGF-
B; y las rojas corresponden a los experimentos con SB43. B: Ensayos de Western
blot de las proteinas SKI y B-tubulina en muestras de inmunoprecipitados de SKI y de
extractos totales de células C9 con tratamientos con BIO (5 uM), LiCl (30 mM), TGF-f
(0.2 nM) y SB43 (10uM) segin se indica. Las lineas negras entre carriles indican que

no son continuos. Resultados representativos de 2 experimentos independientes.
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5 DISCUSION DE RESULTADOS

Como plateamiento inicial de este proyecto se propuso investigar si la proteina SKI
era un sustrato directo de la cinasa GSK3, de manera que regulara su abundancia. Como
estrategia experimental se emplearon diferentes inhibidores farmacologicos de GSK3 que
bloquean su actividad mediante distintos mecanismos, y se evaluaron los niveles de la
proteina SKI en respuesta a estos tratamientos.

Los inhibidores empleados fueron los compuestos BIO, SB216763 y LiCl. El
compuesto BIO (6-bromoindirubina-3’-oxima) es un compuesto derivado de indirubinas, es
permeable a la membrana celular, y actia como un inhibidor altamente selectivo de la
cinasa GSK3 al unirse al sitio de union a ATP dentro del dominio catalitico de la enzima
(Meijer et al., 2003). SB216763 es también un inhibidor especifico de GSK3 que se une al
sitio de union a ATP (Coghlan et al., 2000), de la misma forma en que BIO actiia. Sin
embargo, BIO tiene una constante de inhibicidon (ICso = 0.005 uM; Meijer ef al., 2003) menor
a SB21 (ICso = 0.034 uM; Coghlan et al., 2000) y por tanto se espera que BIO sea mas efectivo.
El litio es menos especifico para inhibir a GSK3 (ICso = 2000 pM; Klein y Melton, 1996), sin
embargo los compuestos de litio se utilizan frecuentemente en la terapia de desordenes y
enfermedades mentales por su capacidad de inhibir a esta enzima (Freland y Beaulieu,
2012; Lazzara y Kim, 2015). Litio inhibe a GSK3 al competir directamente con el sitio de
unién a Mg?*, un cofactor necesario para la actividad enzimatica (Ryves y Harwood, 2001),
y de manera indirecta, el litio activa a Akt lo cual resulta en la fosforilacion de GSK3 en la
Ser9, y con esto GSK3 adquiere una conformacion inactiva (Chalecka-Franaszek y Chuang,
1999). La cinasa Akt se inactiva al formar un complejo con B-arrestina 2 (B-Arr2) y con la
fosfatasa de proteinas 2A (PP2A por sus siglas en inglés), PP2A defosforila e inactiva a
Akt. La formacion de este complejo requiere de Mg?*, por lo que Litio desestabiliza la
formacion del complejo al competir con Mg?* (Beaulieu et al., 2008). A diferencia de BIO,
Litio no es especifico de GSK3 y también afecta la actividad enzimadtica de otras proteinas
que dependen de Mg?" como cofactor; entre estas proteinas se encuentran la ciclooxigenasa
(COX), la B-arrestina 2 (B-Arr2), la bifosfato-3’-nucleotidasa (BPNT), y las monofosfatasas
de inositol (IMPAs), entre otros (Freland y Beaulieu, 2012; Lazzara y Kim, 2015).
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Los resultados muestran que BIO, SB21 y LiCl (a tiempos cortos de tratamiento, es
decir, al rededor de 2h) inducen una disminucion de SKI, lo cual contrasta con lo que se
esperaba. Esto debido a que muchos de los sustratos de la cinasa GSK3 son fosforilados
para luego ser degradados via el proteosoma, y al inhibir la actividad de GSK3 se promueve
la estabilidad general de sus sustratos (Kim et al., 2009; Xu et al., 2009; Taelman et al.,
2010; Acebron et al., 2014). Por tanto, los resultados sugieren que GSK3 induce la
degradacion de algin componente intermediario que pudiera estabilizarse al inhibir a GSK3
y promover a su vez la disminucion de SKI. Por otro lado, el tratamiento de LiCl a tiempos
largos (24 h) si promueve un aumento en los niveles de SKI. Este resultado también es
relevante porque difiere de la respuesta mediada por el mismo litio a tiempos cortos o por
los otros inhibidores BIO y SB21, ademas de que si sugiere que SKI pueda ser blanco de
GSK3 debido a que en este caso si aumentan sus niveles. A pesar de esto, los resultados no
permiten concluir si SKI es o no un blanco de GSK3.

El analisis de la abundancia de B-catenina (sustrato de GSK3) y de la forma inactiva
pGSK3 (S9) permitid evaluar si los inhibidores son efectivos bajo las condiciones en que se
emplearon, ya que al generar distintas respuestas en los niveles de SKI surge la duda de si
realmente estdn inhibiendo a GSK3. La efectividad en el uso de BIO y de SB21 se
corrobora por el aumento de los niveles de -catenina, pero no ejercen cambios en la forma
pGSK3 (S9). Mientras tanto, LiCl también inhibe a GSK3, pero esto se confirma por un
aumento de pGSK3 (S9), y no por cambios en la abundancia de B-catenina, ya que no se
observo algiin aumento en sus niveles. Sin embargo, una propuesta para corroborar la
inactivacion de GSK3 es medir directamente su actividad.

Los resultados obtenidos sugieren que la respuesta que generan los inhibidores de
GSK3 puede ser dependiente de los mecanismos a través de los cuales inhiben a la enzima
o de efectos secundarios ejercidos por los mismos inhibidores.

Respecto a la diferencia entre mecanismos de inhibicion de GSK3, en el trabajo de
Ding et al. (2000) se propone que hay dos fracciones de GSK3 reguladas por mecanismos
independientes: la via Wnt y la via de PI3K/Akt activada por insulina. De acuerdo al
mecanismo que se active, se observan efectos distintos sobre los sustratos B-catenina y
glucogeno sintetasa (GS). Cuando Wnt se activa, B-catenina se estabiliza, pero no hay

cambios en la actividad de GS; mientras que al utilizar insulina, GS se activa, pero no se
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observa una aumento en la estabilidad de B-catenina. Los resultados obtenidos con los
inhibidores BIO, SB21 vy litio pueden correlacionarse con la propuesta de Ding et al.
(2000). Al observar que BIO y SB21 aumentan los niveles de B-catenina, se sugiere que
mimetizan los efectos de la via Wnt, lo cual también es apoyado por diversos estudios en
que se utilizan inhibidores farmacoldgicos de GSK3 como estrategia para activar esta via
(Stambolic et al., 1996; Wu y Pan, 2010). Adicionalmente, la fracciéon de GSK3 asociada a
la via Wnt no es regulada por fosforilacion en S9 (Beurel et al., 2015). Respecto a los
resultados obtenidos con LiCl a tiempos largos, la abundancia de pGSK3 (S9) promovida
por este compuesto sugiere que esta actuando sobre la fraccion de GSK3 que se regula por
la via PI3K/Akt, ya que se sabe que LiCl puede activar a Akt (Chalecka-Franaszek y
Chuang, 1999). A pesar de que no se evalud la actividad de GS, al usar LiCl no se detectd
una aumento de B-catenina, apoyando hasta cierto grado la propuesta de los mecanismos
diferenciales que inhiben a GSK3 (Ding et al. 2000).

Este planteamiento de que hay distintas fracciones de GSK3 reguladas por
mecanismos independientes resulta interesante, ya que puede sugerir que SKI sea sensible a
ambas pozas de GSK3, pero ademés que es regulada de manera distinta por cada fraccion
de la enzima (Esquema 5.1). De tal forma que se sugiere que la fraccion de GSK3 que es
regulada por BIO y SB21 mantiene o aumenta los niveles de SKI, mientras que la fraccion
de GSK3 regulada por litio diminuye a SKI a tiempos largos, pero a tiempos cortos también

aumenta a SKI.
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Esquema 5.1. Los niveles de SKI responden de manera diferente al mecanismo de
por el cual se inhibe la actividad de GSK3. Esquema que muestra los dos mecanismos
que regulan la actividad de GSK3 mediados por los inhibidores BIO y SB21, o por
LiCl. Se proponen dos fracciones de GSK3 que regulan deferencialmente la abundancia
de SKI. Las flechas negras (1) indican un efecto positivo en la abundancia de la
proteina, las flechas rojas con extremo romo () indican inactivacion de enzimas o
reduccién en la abundancia de proteinas, las flechas grises con extremo romo indican un
efecto inhibitorio que no estd presente en el mecanismo de regulacion de GSK3, pero
que si se presenta en el otro mecanismo mostrado; las flechas de linea continua indican
un efecto directo y las flechas con linea discontinua indican un efecto que puede ser

mediado por mecanismos intermediarios.

Otra propuesta que explica las diferentes repuestas generadas por los inhibidores de
GSK3 sobre los niveles SKI, es que dichos inhibidores interaccionen con otros blancos
inespecificos, denominados off-targets. Un ejemplo de esto se observa en el trabajo de
Kirby et al. (2012), en donde se emplean diferentes inhibidores de GSK3 para evaluar su
capacidad de mantener células troncales embrionarias de raton (mESC) en un estado
pluripotente, y observan que a pesar de que SB21 es un inhibidor menos especifico que
BIO, es mas efectivo para mantener a estas células en estado pluripotente y evitar su

diferenciacion.
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De manera similar, BIO que es el inhibidor con mayor grado de specificidad para
inibir a GSK3 que se utilizo en los experimentos, es el que reduce en menor medida los
niveles de SKI (disminucion de 12 %), en comparacion con SB21 (disminucion de 35 %) y
LiCl (disminucion de 35 %), que son inhibidores menos especificos.

Debido a esto, se realizd una investigacion bibliografica de posibles off-targets de los
inhibidores de GSK3. La informacién recabada se muestra en la Tabla 5.1, en que se
comparan los valores de ICso (Concentracion Inhibitoria 50) de los inhibidores con otras
enzimas o el porcentaje de actividad remanente de la enzima al utilizar el inhibidor, segun
se indique. La ICso indica la concentracion a la cual el farmaco inhibe a la enzima a la
mitad de la respuesta total y refleja de manera cuantitativa la efectividad de una sustancia
de inhibir algiin proceso bioldgico, en este caso particular refleja la efectividad de los
inhibidores de cinasas sobre su actividad enzimatica. Los off-targets que aparecen en la
tabla son aquellos que se reportaron con valores muy bajos de ICso, cercanos a la ICso para
GSK3, o también se incluyen off-targets con porcentajes de actividad remanente baja. La
mayoria de estos off-targets son cinasas dependientes de ciclina (CDKs) debido a que el
sitio activo de GSK3 y de las CDKs es similar. Inclusive, algunos derivados de indirrubinas
inhiben tanto a GSK3 como a CDKs (Leclerc ef al., 2001). BIO a pesar de que es altamente
selectivo para GSK3 (Meijer et al., 2003) posiblemente podria interaccionar también con

algunas CDKs.
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Tabla 5.1 Efecto de los inhibidores BIO, SB216763 y litio sobre la actividad de

diferentes enzimas.

Inhibidor | Especie Enzima blanco ICso (uM) o Porcentaje de | Referencias
Quimica Actividad Remanente*
BIO Derivado de | GSK3a/B ICso = 0.005 Meijer et al., 2003
indirrubina CDK5/p25 ICs0=0.085
CDK2/Ciclina A | ICso=10.30
CDK1/CiclinaB | ICso=0.32
SB21 Derivado de | GSK3 IC50=10.034;2+2 % Coghlan et al.,
Maleimida CDK1/Ciclina B 1Cs0=0.550 2000;
DYRKIA 8+4% Meijer et al., 2004;
SRPKI 16+ 1% Bain et al., 2007
ERKS 12+1%
HIPK?2 15+£1%
PIM3 29+7%
CDK2/Ciclina A | 52+5%
Litio Cation GSK3 IC50=2000; 30 £ 4 % Klein y Melton,
SmMLCK 43+6% 1996;
HIPK3 50+8% Bain et al., 2007
IKKe 51+8%

* Para determinar los porcentajes de actividad se utilizo SB216763 2 uM y LiCl 10 mM (Bain et
al., 2007).

Abreviaturas: CDK, cinasa dependiente de ciclina; DYRK, nombre en inglés dual-specificity
tyrosine-phosphorylated and -regulated kinase; ERK, nombre en inglés extracellular-signal-
regulated kinase; HIPK, nombre en inglés homeodomain-interacting protein kinase; IKKe, nombre
en inglés inhibitory xB kinase; PIM, nombre en inglés provirus integration site for Moloney murine
leukaemia virus; SmMMLCK, nombre en inglés smooth-muscle myosin light-chain kinase; SRPK,

nombre en inglés serine-arginine protein kinase.

Para dicernir entre las dos propuestas que explican los diferentes efectos ejercidos por
los inhibidores de GSK3, se propone realizar otras pruebas que sean controles de los

experimentos evaluados. Dentro de estos controles se plantean estimulos con los ligandos
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de las vias Wnt y PI3K/Akt; evaluar la activacion de genes blanco de la via Wnt o también
ensayos de gen reportero para B-catenina para corroborar si se activa o no la via con el uso
de los inhibidores. También se propone el uso de RNAs de interferencia para silenciar la
expresion de los genes de GSK3a/B o sobreexpresar formas mutadas de GSK3, una que se
encuentre constitutivamente activa y otra inactiva; esto contribuiria a dicernir si los efectos
que se observan en SKI son propios de la inhibicion de GSK3 o si se deben a efectos
secundarios de los inhibidores.

Por otro lado, uno de los resultados relevantes de este trabajo es el analisis individual
de las isoformas de SKI. Los datos de los tratamientos con BIO muestran que estas
isoformas responden de manera diferente, aun bajo las mismas condiciones. La isoforma de
mayor peso molecular aumenta su abundancia con el tratamiento con BIO por 2 h, mientras
que la de menor peso molecular disminuye sus niveles, esto explica que el cambio global en
los niveles de SKI se vea enmascarado por la respuesta individual de cada isoforma. Hasta
el momento no hay una explicacion sobre la deteccion de las tres bandas en los ensayos de
WB de SKI, s6lo se han asociado a modificaciones postraduccionales de la proteina (Del
Valle-Espinosa, 2013). Algunos intentos realizados para caracterizar las diferencias en la
regulacion o localizacion subcelular de cada isoforma de SKI mostraron que no hay
diferencias en su distribucion entre el ntcleo y el citoplasma, ni tampoco entre membranas
resistentes a detergentes (DRM) y membranas no resistentes a detergentes (NDRM), que
son compartimientos subcelulares en los que se localiza SKI (Vazquez-Victorio, 2015b).
Sin embargo, el uso de inhibidores del transporte vesicular disminuyen preferentemente la
abundancia de la isoforma de menor tamafio (Vazquez-Victorio, 2015b). Al comparar
dichos resultados con los datos obtenidos con los tratamientos con BIO, se sugiere que la
isoforma de SKI de menor peso molecular es mas sensible a disminuir en comparacion con
las otras dos.

Por otro lado, no se encontré6 que SKI y GSK3 formaran un complejo proteico, al
menos no bajo las condiciones evaluadas. Al respecto se sugiere que se evalten
condiciones que promuevan la localizacion de ambas proteinas en MVE, debido a que es el
sitio subcelular que se ha caracterizado que tienen en comun (Taelman et al., 2010;

Vazquez-Victorio et al., 2015). A pesar de que se proponga evaluar otras condiciones que
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regulen la localizacion de GSK3 y de SKI, los resultados de los experimentos realizados
hasta el momento descartan que GSK3 regule a SKI de manera directa.

En un intento por caracterizar mecanismos indirectos que mediaran la regulacion de
SKI por GSK3, una de las propuestas fue analizar el papel de B-catenina como posible
regulador de SKI. Esto debido a que P-catenina es un blanco directo de GSK3 que se
estabiliza cuando se utilizan los inhibidores BIO y SB21, por lo que puede regular otros
mecanismos. Los resultados descartan esta posible regulacion debido a que los niveles de
SKI disminuyeron de manera independiente al aumento o disminucion de los niveles de -
catenina. Por lo que se sugiere que la fraccion de GSK3 que responde a BIO y SB21 no
requiere de B-catenina para mantener o aumentar los niveles de SKI. Al respecto, no hay
reportes de que SKI y B-catenina interaccionen entre si o que el gen Ski sea regulado por B-
catenina. Unicamente se ha reportado que PB-catenina puede unir a las proteinas Smad
(Monga, 2015), pero no se ha determinado si esto altera de alguna forma a SKI. Por otro
lado, el uso del compuesto XAV939, que se empled para disminuir los niveles de f-
catenina, también disminuye los niveles de SKI, pero se propone que el mecanismo
involucrado es independiente a la via Wnt/B-catenina y también a GSK3. XAV939 que es
un inhibidor de TNK1/2 (Tankirasas 1/2), y estas enzimas regulan diversos procesos como
la estabilidad de telomeros y la formacion del uso mitotico durante la fase de division
celular, entre otros (Riffel ef al., 2012), lo que se correlaciona con la asociacion de SKI al
uso mitotico y centrosomas (Marcelain y Hayman, 2005).

También se evalud6 la via del TGF-f para verificar si GSK3 depende de esta via para
regular los niveles de SKI. Uno de los mecanismos que se evalud es la degradacion de SKI
mediada por su asociacion con las proteinas pSmad2/3, que a su vez reclutan ligasas de
ubiquitina y promueven la degradacién a SKI (Sun et al., 1999b). Una propuesta que
involucrara la participacion de GSK3 en este mecanismo era que GSK3 bloqueara la
formacion del complejo SKI/pSmad2/3, ya que GSK3 induce la degradacion de algunas
isoformas de Smad y como consecuencia induciria un aumento en SKI. Sin embargo, los
resultados obtenidos al inhibir GSK3 con BIO o con LiCl, atn al reducir los niveles de
pSmad2/3 (mediante el uso de SB43) indican que GSK3 mantiene o aumenta los niveles de

SKI por otro mecanismo que no involucra la formacion del complejo SKI/Smad2/3.

65



El otro mecanismo que se evalu6 es la recuperacion de los niveles de SKI inducida
por TGF-f a las 3 h de estimulo (Vazquez-Victorio et al., 215a; Caligaris et al., 2015). El
mecanismo por el cual ocurre esto atin no se conoce, pero el propodsito del experimento era
evaluar dos mecanismos que regulan los niveles de SKI y ver cual de sus efectos predomina
sobre el otro. Los resultados muestran que SKI disminuye por el uso de los inhibidores BIO
y LiCl a pesar de la activacion de la via del TGF-B, que en este caso induce la recuperacion
de sus niveles. Esto indica que la regulacion de los niveles de SKI por la inhibiciéon de
GSK3, predomina sobre el efecto que induce TGF- en la recuperacion de los niveles de
SKI, por lo que GSK3 actiia de manera independiente a esta via. Un posible mecanismo
que se plantea para explicar este resultado es que GSK3 puede actuar por una via alterna a
TGF-B, y que converge en el punto en que regula a SKI, pero este punto de convergencia
queda rio abajo de la via del TGF-B. Otra posibilidad es que GSK3 puede participar en la
recuperacion de los niveles de SKI, por lo que al inhibir la actividad de GSK3 también se
bloquea el mecanismo que induce esta recuperacion. Para evaluar esta ultima posibilidad
haria falta caracterizar detalladamente el mecanismo por el cual el TGF-f induce la
recuperacion de SKI. Otro planteamiento que surge como explicacion, pero que no se esta
evaluando, implica que la actividad de GSK3 pueda ser regulada por el TGF-f. Para esto se
propondria evaluar la actividad de GSK3 al usar el ligando o el inhibidor de la via. Sin
embargo, los datos obtenidos parecen indicar que no ocurre una regulacion de la cinasa
GSK3 mediada por TGF-f.

Mientras tanto, otros mecanismos que no se evaluaron detalladamente en este trabajo
pero que también pueden estar involucrados en el mecanismo de regulacion de los niveles
de SKI por GSK3, incluyen a la degradacion de SKI via el proteosoma, el transporte
vesicular, la dindmica de citoesqueleto de actina y de microtiibulos, y el recambio de
proteinas. La degradacion via el proteosoma es la principal via de degradacion de SKI, ya
sea por estimulos como la activacién de la via del TGF-B (Nagano et al., 2007) y la
formacion de filamentos de actina (Vazquez-Victorio et al., 2015a), entre otros. Se espera
corroborar si los efectos mediados por los inhibidores BIO, SB21 y LiCl (a tiempos cortos
de tratamiento) ocurre a través de esta via de degradacion. De ser asi, estos resultados
contribuirian a indicar que los cambios observados en los niveles de SKI son por regulacion

de la estabilidad de la proteina, y no por otro mecanismo que regule la expresion del gen de
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Ski. Algunos datos preliminares (no mostrados) sugieren que la diminuciéon de SKI al
inhibir GSK3 con BIO o con LiCl (a tiempos cortos) si involucra su degradacion via el
proteosoma.

Respecto al transporte vesicular, ya se menciond previamente que algunos inhibidores
del trafico vesicular como brefeldina A y monensina inducen una disminucion de SKI,
principalmente de la isoforma de menor peso molecular (Vazquez-Victorio, 2015b), lo que
se asemeja al efecto mediado por BIO sobre SKI. Existen muy pocos reportes que
establecen un papel de GSK3 en el transporte vesicular, entre ellos el trabajo de Taelman et
al. (2010) que demuestra que después de activar la via Wnt, GSK3 junto con el complejo
proteico de destruccion es secuestrado en MVE. Otros estudios reportan una regulacion de
GSK3 sobre proteinas que regulan el transporte vesicular como Rabl11 y PI4KlIla (Yoon et
al., 2005; Robinson et al., 2014).

SKI es regulado por cambios en la dindmica de citoesqueleto de actina y de los
microtubulos. Los niveles de SKI disminuyen al inducir la forma filamentosa de actina o al
inhibir la polimerizacién de microtiibulos, mientras que un aumento en la forma globular de
actina promueve un aumento en los niveles de SKI (Vazquez-Victorio et al., 2015a;
Caligaris et al., 2015). GSK3 controla el rearreglo del citoesqueleto de actina y de los
microtibulos, lo que se ha observado en podocitos y queratinocitos, entre otros tipos
celulares (George ef al., 2011; Koivisto et al., 2003; Koivisto et al., 2004). GSK3 regula la
dindmica de microtibulos al fosforilar proteinas asociadas a microtubulos (MAPs) como
las proteinas tau y MAP1B (Grimes y Jope, 2001; Jope y Johnson, 2004). Debido a estas
observaciones, se propone evaluar si los inhibidores BIO, Litio y SB21 promueven un
cambio en el citoesqueleto de actina y de los microtibulos.

SKI es una proteina con alto grado de recambio, por lo que al inhibir la sintesis de
proteinas los niveles de SKI disminuyen rapidamente (Caligaris ef al., 2015). GSK3 inhibe
también el proceso de sinteiss de proteinas, principalmente por fosforilacion de dos de sus
sustratos: elF2B (Factor Eucariote de Iniciacion 2B) y TSC2. elF2B es un factor necesario
para el inicio de la traduccion de proteinas que se inactiva al ser fosforilado por GSK3. La
via mTOR es una de las principales vias que regula la maquinaria de traduccion de
proteinas y se activa por TSC2, pero so6lo cuando TSC2 no ha sido fosforilada por GSK3.

Como alternativa para bloquear la actividad de GSK3 y promover la sintesis de proteinas
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resulta Util activar mecanismos que fosforilan e inhiben a GSK3 en su extremo amino (Jope
y Johnson, 2004; Proud, 2007).

Con base en los mecanismos sugeridos (estabilidad de microtibulos, dinamica de
citoesqueleto de actina y sintesis de proteinas) que podrian intervenir en la regulacion de la
estabilidad de la proteina SKI mediada por GSK3 y que atn faltan por explorar, se
construy6 el Esquema 5.2. En este esquema se muestran los inhibidores de GSK3 que se
utilizaron en este trabajo, estos inhibidores estan agrupados segiin su mecanismo de accion.
También se incluyen los estimulos o tratamientos cuyo efecto se sugiere que es mimetizado
por los inhibidores utilizados. De esta forma el ligando Wnt se asocia con BIO y SB21,
mientras que los factores de crecimiento e insulina se asocian con LiCl. Estas asociaciones
son especulativas y hace falta corroborarse, sin embargo ya se discutid anteriormente los

resultados que sugieren dichas asociaciones.

Esquema 5.2. Mecanismos probables que estan relacionados con la regulacion en la
actividad de GSK3 y sus efectos sobre SKI. Esquema que representa los mecanismos
propuestos a través de los cuales GSK3 pueden regular la abundancia de SKI. También
se muestran los distintos tratamientos o estimulos que regulan la actividad de GSK3,
agrupados segin su mecanismo de inhibicién, aunque no todos se evaluaron en este

proyecto. Las flechas negras (1) indican un efecto regulatorio sobre la abundancia de la
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proteina, las flechas grises indican un mecanismo de GSK3 propuesto que no se ha
estudiado en hepatocitos, las flechas rojas con extremo romo () indican inactivacion;
las flechas de linea continua indican un efecto directo y las flechas con linea discontinua

indican un efecto que puede ser mediado por mecanismos intermediarios.

En el contexto hepatico las vias Wnt y PI3K/Akt se activan en hepatocitos
pericentrales y periportales, respectivamente (Colnot y Perret, 2011), por lo que se sugiere
que GSK3 puede ser regulada de manera diferente en cada tipo de hepatocitos, segun la via
que se active. Como consecuencia resultaria interesante evaluar si los niveles de SKI
responden de manera diferencial en hepatocitos pericentrales y periportales a través de la

regulacion de GSK3.
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6 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que GSK3 participa entre los diversos
mecanismos que regulan los niveles de la proteina SKI. Sin embargo, no es posible dicernir
si la actividad de GSK3 favorece o reprime la abundancia de SKI. Esto debido a que el uso
de diferentes inhibidores farmacolégicos de GSK3 produce efectos diferentes sobre los
niveles de la proteina SKI, en la linea celular C9 de hepatocitos de rata. Los inhibidores
BIO y SB216763 inducen una disminucion de los niveles de la proteina SKI; el uso de litio
a tiempos cortos de tratamiento también induce la disminucion de SKI, sin embargo a
tiempos largos de tratamiento, el litio promueve un aumento de los niveles de la proteina.

GSK3 regula los niveles de SKI a través de un mecanismo indirecto, el cual atin hace
falta investigar. Sin embargo se encontr6 que la regulacion de SKI por GSK3 no es

dependiente de la via del TGF-B o de la via Wnt/B-catenina.
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7 PERSPECTIVAS

Dentro de las perspectivas de este proyecto, se propone identificar al mecanismo a
través del cual GSK3 regula los niveles de SKI, como propuestas se contempla la
participacion de la dinamica del citoesqueleto de actina y de microtiubulos, asi como la
regulacion de la sintesis de proteinas. Para evaluar la dindmica de componentes del
citoesqueleto se propone evaluar si los inhibidores BIO, SB21 y litio inducen algun cambio
en el citoesqueleto de actina y en la organizacion de los microtibulos en las células C9.

Otro mecanismo que se propone evaluar es la participacion de la sintesis de novo de
las proteinas, que se podria analizar con estimulos conjuntos de los inhibidores BIO, SB21
y LiCl con cicloheximida que es un farmaco que inhibe la sintesis de proteinas.

También resultaria interesante observar la localizacion subcelular de GSK3 y de SKI,
para explorar si los efectos mediados por BIO, SB21 y LiCl tienen un efecto selectivo sobre
su localizacion subcelular, ya que se plantea que existen diferentes fracciones de la enzima
GSK3 que pueden ser las que se regulan de manera diferencial por estos inhibidores, y
adicionalmente, se propone evaluar si GSK3 se localiza en los mismos compartimientos
subcelulares que SKI, a pesar de que los resultados obtenidos sugieren que no forman parte
del mismo complejo.

Otros experimentos que se propone realizar es ver si los compuestos empleados
también producen efectos similares en otras lineas celulares, ya sean cultivos primarios de
hepatocitos, células de hepatocarcinoma o incluso de otros tejidos, con el fin de determinar
si los efectos observados son unicos de la linea celular de hepatocitos normales o también
de otros contextos celulares.

Finalmente se propone evaluar si GSK3 se regula diferencialmente en hepatocitos
periportales y pericentrales; ademds de analizar como se modulan los niveles de SKI en

respuesta a estos mecanismos de regulacion.
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9 ANEXOS
A. REACTIVOS Y SOLUCIONES
Cultivo celular
El suero fetal bovino, los antibidticos penicilina/estreptomicina [100X], la glutamina
[200 mM] y el medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) fueron adquiridas de
la compaiia GIBCO (Invitrogen).

Estimulos o tratamientos

Medio de ayuno
Medio DMEM 500 mL
Antibidticos 1X
penicilina/estreptomicina
Glutamina 4 mM

El TGF-f humano recombinante fue adquirido de la compania PreproTech. Los
inhibidores BIO, SB216763, XAV939 y SB431542 se adquirieron de la compafiia Tocris.
Cloruro de litio se adquirié de Sigma.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida y Western Blot

Buffer de lisis RIPA
Tris HCl pH 7.4 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
Deoxicolato de sodio  0.5%
Nonidet P40 1%
SDS 0.1 %

Buffer de lisis con inhibidores de fosfatasas y proteasas
Inhibidores de fosfatasas:

NaF 40X 25 mM
NaPPi 100X 1 mM
NaVO4 100X 1 mM
Inhibidores de proteasas:

PMSF 200X ImM
Inhibidor de Tripsina 500X 0.1 mg/mL
Pepstatina A 0.1 mg/mL
Leupeptina 0.1 mg/mL
Benzamida 0.1 mg/mL
B-glicerofosfato 0.1 mg/mL
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Buffer TNTE

Tris pH 7.4 50 mM
NaCl 150 mM
Triton 0.5%
EDTA 1 mM

Solucion de Laemmli 2X

Tris pH 6.8 100 mM
Glicerol 20 %
SDS 2%
Azul de bromofenol 0..05 %
DTT 100 mM

Geles de poliacrilamida y SDS
Gel concentrador (3.4 Gel Separador (7.5

%) %)
Agua desionizada 11.9mL 21.7 mL
Tris pH 6.8, 0.5 M 5mL -
TrispH 8.8,1.5M - 11-25 mL
Acrilamida/bis (30 % : 0.8 2.7 mL 11.25 mL
%)
Soluciéon de SDS al 10 % 200 pL 450 pL
Solucion de APS al 10 % 220 pL 350 uL
TEMED 15 uL 25 uL

Los reactivos acrilamida, bis-metilano-acrilamida y APS (persulfato de sodio) se
adquirieron de Sigma-Aldrich.

Buffer de corrida 10 X, pH 8.3

Tris base 302 ¢
Glicina 144 g
Soluciéon de SDS al 10 100 mL
%

Aforo a 1 L con agua deionizada

Buffer de transferencia 10X
Tris base 303 ¢g
Glicina 144.15 ¢
Aforo a1 L con agua desionizada

Buffer de transferencia 1X

Tris base 25 mM
Glicina 192 mM
Metanol 20 %

Aforoa 1 L con agua
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Buffer TBS 10X

Tris base 242 ¢
NaCl 80 g
HCI 1IN 38 mL

Aforoal L con agua

Buffer TBS-T 1X
TBS 10X 100 mL
Tween-20 I mL
Aforoal L con agua

Reactivo de Bradford se adquirié de la compafiia BioRad. La proteina G acoplada a
agarosa y la membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) se adquirieron de Millipore.
El reactivo de quimioluminiscencia Immobilon también se adquirié6 de Millipore, mientras
que el reactivo Super Signal West Pico se obtuvo de la compaiiia Thermo.

El anticuerpo primario anti-pGSK3 (S9) (9336S) se adquiri6 de Cell Signaling, el
anticuerpo primario anti-B-tubulina (T5293) se adquiri6 de Sigma y los anticuerpos
primarios anti-SKI (H-329 SC-9140), anti-B-catenina (E-5, SC-7963) y anti-GSK3 3 (H-76,
SC-9166) fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnology, Inc. El anticuerpo secundario
anti-conejo “Light chain”(L) acoplado a HRP (211-032-171) se adquiri6 de la compaiiia
Jackson ImmunoResearch Laboratories y el anticuerpo secundario anti-ratén acoplado a
HRP (SC-2005) se adquiri6 de Santa Cruz.

85



	Portada 
	Índice
	Resumen  
	1. Introducción  
	2. Planteamiento del Problema  
	3. Metodología 
	4. Resultados 
	5. Discusión de Resultados  
	6. Conclusiones  
	7. Perspectivas  
	8. Referencias  
	9. Anexos  

