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. RESUMEN

El receptor sensor de calcio extracelular (CaR, por sus siglas en inglés, Calcium-
sensing Receptor) es un receptor acoplado a proteinas G (GPCR, por sus siglas en
inglés, G Protein-Coupled Receptor) responsable de mantener los niveles normales
de calcio extracelular, lo cual es de suma importancia para la mineralizacion de
hueso, despolarizacion nerviosa, contraccibn muscular, coagulacion sanguinea,
entre otros procesos. La importancia fisiolégica del CaR es incuestionable ante el
hallazgo de enfermedades como la hipercalcemia hipocalciuria familiar (FHH, por
sus siglas en inglés, Familial Hypocalciuric Hypercalcemia) y el hiperparatiroidismo
neonatal severo (NSHPT, por sus siglas en inglés, Neonatal Severe
Hyperparathyroidism), asi como la hipocalcemia dominante autosémica (ADH, por
sus siglas en inglés, Autosomal Dominant Hypocalcemic), causadas por mutaciones
inactivantes y activantes del CaR, respectivamente. Mutaciones inactivantes del CaR
causan una alteracion radical en la inhibicion de la secrecién de la hormona
paratiroidea (PTH, por sus siglas en inglés, Parathyroid Hormone) y en la
estimulaciéon de la excrecién de calcio urinario, conduciendo a patologias como
hipercalcemia e hipocalciuria. La expresion y actividad del CaR es una determinante
importante de la funcién celular de la paratiroides, y su regulacion anormal es
importante para el desarrollo de hiperparatiroidismo secundario. El factor de
crecimiento transformante B (TGF-B, por sus siglas en inglés, Transforming Growth
Factor-B) se expresa en la glandula paratiroides, predominantemente en las células
endocrinas, y éste regula negativamente la proliferacion celular y la produccién de la
PTH en estas células. La importancia de la comunicacién cruzada entre las vias de
sefializacion del CaR y la del TGF-B radica en que dado que ambos receptores se
expresan en la glandula paratiroides y ademas, ambos regulan negativamente la
proliferacion celular y la secrecion de la PTH; la atenuacion de la sefializacion de un
receptor por efecto de la activacion del otro podria causar la proliferacién
inadecuada de las células de la paratiroides y, probablemente, contribuir al
desarrollo de procesos tumorigénicos en esta glandula. En el presente trabajo
demostramos que la activacién del CaR regula negativamente la fosforilaciéon de las
proteinas Smad2 asi como la actividad transcripcional de la via del TGF-(, lo cual
puede ser el inicio de una investigacion que conduzca a encontrar posibles blancos
terapéuticos que contrarresten el desarrollo de procesos tumorigénicos en la

glandula paratiroides.




[I. INTRODUCCION

2.1 Importancia del calcio en el cuerpo humano y su homeostasis

El calcio (Ca®*) es un i6n divalente esencial para muchos procesos importantes en el
cuerpo humano. La mineralizacion de hueso, la despolarizacidbn nerviosa, la
contraccion muscular, la coagulacion sanguinea y la formacion de adhesiones
intercelulares son algunos ejemplos de eventos fisiolégicos que requieren calcio
extracelular para funcionar normalmente. Por otro lado, en el contexto intracelular el
calcio participa en eventos de permeabilidad y diferenciacion celular, secrecion de
hormonas, metabolismo del glucégeno, proliferaciéon y motilidad (Reyes Ibarra,
2007).

Es importante que el calcio se mantenga en una concentracion normal de 10
mg / 100 ml de sangre, cuya molaridad equivalente es de 1.5 mM. El organismo
mantiene estable dicha concentracion de calcio a través de un sistema altamente
organizado que involucra a las glandulas tiroides y paratiroides, y a los sistemas
renal, 6seo y gastrointestinal. La disminucion de calcio en sangre es detectada por la
glandula paratiroidea la cual responde a este estimulo secretando la hormona
paratiroidea (PTH, por sus siglas en inglés, Parathyroid Hormone) al torrente
sanguineo. Tres organos blanco responden a PTH: los rifiones, huesos e intestino,
mismos que expresan receptores acoplados a proteinas G (GPCR, por sus siglas en
inglés, G Protein-Coupled Receptor) especificos para PTH en la superficie de las
Células del tubulo renal, osteoblastos y células del epitelio intestinal,
respectivamente. Los GPCRs para PTH se acoplan a Ga; inhibiendo la produccién
de adenosina monofosfato ciclico (AMPc, por sus siglas en inglés, Cyclic Adenosine
Monophosphate), un segundo mensajero importante que regula la fosforilacion de
proteinas intracelulares. En el rifidén la PTH tiene tres efectos principales; incrementa
la reabsorcion del calcio por estimulacion activa del tdbulo distal tortuoso;
incrementa la excrecion de iones fosfato; y estimula la 1a-hidroxilasa que activa a la
vitamina D. En los huesos la PTH causa la degradacion de éstos liberando iones
calcio y fosfato. Finalmente, en los intestinos el principal efecto de la PTH es a
través de la activacion de la vitamina D la cual eleva la absorcién de calcio en el
tracto gastrointestinal. Todos los eventos ya descritos conllevan al incremento de
calcio en sangre y, por lo tanto, al restablecimiento de su concentracion normal. Una
vez que el nivel de calcio es restaurado la secrecién de PTH es inhibida. Por otro

lado, el exceso de calcio por encima del nivel normal es detectado por la glandula




tiroides la cual responde a este estimulo secretando calcitonina, a través de sus
células parafoliculares, al torrente sanguineo. El efecto que tiene la calcitonina en el
organismo es la reduccién del nivel de calcio. La calcitonina actta en riiidn y hueso,
sitios que presentan GPCRs especificos para esta hormona. Los GPCRs para
calcitonina incrementan la produccion de AMPc para llevar a cabo sus efectos
celulares. En el rifidn la calcitonina inhibe la reabsorcién de calcio y fosfato, por tanto
estos iones son excretados. En los huesos actia principalmente en los osteoclastos,
inhibe la actividad de estas células evitando asi la degradacion del hueso. Los
eventos descritos conllevan a la disminucion de calcio en sangre y, como
consecuencia, se restablece la concentracion normal (Fig.1) (Brown EM et al., 1998).

A nivel molecular, el responsable de mantener los niveles normales de calcio
extracelular y, por tanto, de mediar el proceso homeostatico del mismo es el receptor
sensor de calcio extracelular (CaR, por sus siglas en inglés, Calcium-Sensing
Receptor), el cual se expresa en células de la glandula paratiroides para mediar la
inhibicién de la secrecién de la PTH (Brown EM et al., 1998).
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reabsorcion  absorcion liberacion ‘ > 4

Fig. 1 Homeostasis del calcio extracelular. La concentracién de calcio extracelular ([Ca2+]o) es
regulada por una serie de sistemas que |nvolucra a las glandulas tiroides y paratiroides, y a los
sistemas gastrico, renal y 6seo. Cuando la [Ca "o disminuye, la PTH es secretada por la glandula
paratiroides y actta sobre sus células blanco a nivel de huesos, hlgado rifién e intestino promoviendo
el incremento de la [Ca "o en sangre. Por otro lado, cuando la [Ca "o aumenta, la calcitonina es
secretada por la glandula tiroides actuando en Ios mismos blancos celulares desencadenando una serie
de eventos que llevan al decremento de la [Ca o en sangre (Modificado de Reyes Ibarra, 2007).




2.2 Receptores acoplados a proteinas G
Los GPCRs son una superfamilia de receptores transmembranales que tienen como

caracteristica principal la presencia de siete a-hélices transmembranales asi como
de transmitir su sefial hacia el interior de la célula al activar a las proteinas G, que a
su vez promueven la regulacion de proteinas efectoras. Estos receptores modulan
una gran cantidad de estimulos extracelulares que van desde drogas,
neurotransmisores, hormonas, iones, luz, sabores y olores, entre otros. Existen
alrededor de 1,000 miembros de esta superfamilia de receptores en organismos
vertebrados, razén por la cual los GPCRs han sido clasificados en tres principales
familias de acuerdo a su homologia estructural y funcional; la familia 1 incluye a los
receptores para olores y pequefios ligandos como la rodopsina, y los (32
adrenérgicos, asi como los receptores para algunas citocinas y hormonas. La familia
2 incluye receptores para proteinas y hormonas de alto peso molecular, como el
glucagon y la secretina. Finalmente, la familia 3 incluye a los receptores para GABA
B, el receptor metabotrépico para glutamato y al CaR (Fig.2) (Bockaert, 1999).

Las proteinas G heterotriméricas estan formadas por las subunidades Ga vy el
heterodimero By. Cuando los GPCRs son estimulados por su ligando, la subunidad
Ga pasa de su forma inactiva, unida a GDP, a su forma activa, unida a GTP,
liberando al heterodimero By. Dependiendo de la proteina G que activen sera la
funcién dentro de la célula, de esta forma los GPCRs pueden activar a la proteina
Ga; inhibiendo la produccion de AMPc, a la proteina Gas que activa la produccion de
AMPc, a la proteina Ga,q la cual estimula la produccion de diacilglicerol (DAG) y de
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) o a las proteinas Ga,,13 que activan a la proteina Rho.
Por otra parte, el heterodimero By en su forma libre puede activar a proteinas como
GTPasas de la familia de Rho, a la fosfatidil-Inositol 3-cinasa (PI3K), canales i6nicos
y a la fosfolipasa-C B (PLCPB, por sus siglas en inglés, Phospholipase-C B), entre
otros (Bockaert, 1999).
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Fig. 2 Clasificacion de la superfamilia de GPCRs. Los GPCRs se clasifican en tres familias
dependiendo de la ubicacion del sitio de union a su ligando. De esta manera la familia 1a incluye a los
receptores para pequefios ligandos como los receptores para rodopsinas y a los receptores (-2
adrenérgicos. Estos receptores unen su ligando en una cavidad formada por los dominios
transmembranales 3 al 6. La familia 1b contiene receptores para péptidos y citocinas que se unen en la
region amino terminal del receptor. La familia 1c contiene a los receptores para algunas hormonas
glucoproteicas. Por otra parte, la familia 2 incluye a los receptores para hormonas de alto peso
molecular como la secretina y el glucagon. Su sitio de unién al ligando se localiza en el extremo amino
terminal y en la primera asa extracelular. La familia 3 incluye a los receptores metabotropicos para
glutamato, al de GABA B y al receptor sensor de calcio extracelular (CaR); estos receptores se
caracterizan por tener el dominio amino terminal en forma de “atrapamosca” donde se une el ligando y
un carboxilo terminal grandes (Tomada de Bockaert et al., 1999).

2.3 El receptor sensor de calcio extracelular (CaR)
Existen pocos estudios dirigidos hacia la caracterizacion del gen CaR. El gen

humano esté localizado en el brazo largo del cromosoma 3 (3g21-g24). El gen para
el CaR humano contiene al menos siete exones. Seis codifican para el dominio
extracelular (ECD, por sus siglas en inglés, Extracellular Domain), mientras que un
exon codifica para los siete dominios transmembranales (7TMD, por sus siglas en
inglés, 7-Transmembranal Domain) y el extremo COOH (Brown EM and MaclLeod
RJ, 2001).




2.3.1 Estructura del CaR
El CaR es expresado abundantemente en paratiroides y rifién, donde su activacion

inhibe la secrecion de la PTH y promueve la excrecion de calcio urinario,
respectivamente. La organizacion molecular del CaR en la membrana plasméatica de
estos tejidos es en forma dimérica (Bai M et al., 1998).

El CaR humano (hCaR) es un GPCR miembro de la familia 3. Esta formado
por una cadena polipeptidica de 1078 residuos de aminoacidos el cual comprende
un ECD N-terminal, los 7TMD y un extremo C-terminal intracelular. El ECD contiene
11 sitios potenciales de glicosilacién, de los cuales al menos tres deben ser
glicosilados para que el receptor se exprese en la membrana plasmatica. La
glicosilacion parece no ser crucial para la funcionalidad del CaR, pero si en su
plegamiento y trafico celular. La caracterizacion bioquimica de una forma del ECD
secretado y purificado muestra que el CaR funcional inicia en la tirosina 20,
observacién que coincide con la segmentacién de un péptido sefal hidrofébico. La
protedlisis triptica de la proteina purificada revela dos principales sitios de
segmentacion entre los residuos 360 - 380 y entre el 520 - 570. Estos dos sitios de
segmentacion expuestos en la superficie corresponden al loop3 y al sitio de unién
del dominio de “atrapamoscas” (VFT, por sus siglas en inglés, Venus Fly Trap
Structure) con el dominio rico en cisteinas, respectivamente (Fig.3) (Hu and Spiegel,
2003).

a) Dominio de atrapamoscas (VFT)
La determinacién de la estructura 3D de los residuos 20-540 del hCaR muestra que

esta porcién del ECD estd formado por una region de atrapamoscas (VFT)
bilobulado y por una region rica en cisteinas. Un modelo del dominio VFT del hCaR
basado en la estructura del cristal del receptor-1 metabotrépico para glutamato
(mGIuR1) muestra que el VFT esté formado por dos Iébulos (LB1 y LB2) conectados
entre si. Cada Iébulo estd formado por a-hélices y 3-plegadas conectadas por cortos
loops. El LB1 contiene cuatro loops largos, designados loop 1-4. El estudio de
mutaciones del CaR con deleciones de partes de cada uno de estos loops ha
revelado que una gran parte (365-385) del loop3 puede ser deletado sin perjudicar la
funcién del receptor, pero que deleciones del loopl (50-59) o loop4 (438-445),
aunque no disminuyen la expresion del receptor si reducen su activacion. Por otro
lado, deleciones del loop2 incrementan la sensibilidad a Ca®" del CaR mutante
(Reyes Cruz et al., 2001).




b) Dominio rico en cisteinas
El VFT y los 7TMD estadn unidos a través de una region de 84 residuos de

amino&cidos la cual contiene nueve cisteinas separadas en distancias pequefias,
esta region se denomina dominio rico en cisteinas. Con la excepcion del receptor
GABAg, el cual carece de este dominio, otros GPCRs de la familia 3 contienen las
mismas nueve cisteinas con espaciamiento conservado. La mutacién de algunas de
estas cisteinas por serinas perjudica severamente la expresion y funcion del CaR
(Fan et al., 1998). La delecion del dominio rico en cisteinas resulta en la abolicién de
la activacion del CaR, a pesar de su expresién en la superficie celular (Hu et al.,
2000). Esto sugiere que el dominio rico en cisteinas juega un papel importante en la
transmisién de la sefial del dominio VFT a los 7TMD. Est4d demostrado que el
dominio VFT del CaR dimérico no se une por puentes disulfuro al dominio rico en

cisteinas ni tampoco a los 7TMD (Hu et al, 2001).

c) Los 7TMD y el dominio intracelular
Se ha sugerido que los 7TMD, ademas del dominio VFT, pueden contener sitios

para la unién de policationes para la activacion del CaR. Por otro lado, varios
residuos de los 216 (889-1078) del extremo C-terminal del CaR pueden ser
truncados sin perjudicar la expresion del receptor en la superficie celular ni su
activacion (Ray et al.,, 1997). Sin embargo, el extremo C-terminal puede ser
responsable de otras propiedades del CaR, tales como su respuesta cooperativa al
Ca”* (Gamma and Breitwieser, 1998), y su union a proteinas adaptadoras como la
filamina (Hjalm et al., 2001). La funcion del CaR esta regulada directamente por la
Proteina Cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés, Protein Kinase C) quien lo fosforila
(Bai et al., 1998; Jiang et al., 2002). De hecho, cada monémero del CaR contiene
cinco sitios putativos de fosforilacion de PKC en el extremo C-terminal. Cada
mondémero también contiene dos sitios regulatorios para la Proteina Cinasa A (PKA,
por sus siglas en inglés, Protein Kinase A) cuya relevancia fisiolégica es

desconocida.

d) Union del agonista
El Ca®" activa al CaR en concentraciones milimolares, implicando que hay una baja

afinidad entre el Ca?" y su sitio de unién en el CaR. La activacion del CaR muestra
una cooperatividad positiva, incrementando la posibilidad de multiples sitios de union

del Ca*" dentro del VFT o en otros sitios (Conigrave et al., 2000). Ademas del Ca?",




otros cationes polivalentes tales como Gd** y compuestos policatiénicos, tales como
espermina y neomicina, actian como agonistas para el CaR (Handlogten 2000).
Esto ha conducido a la sugerencia de que los agonistas policatidnicos pueden
activar al CaR dado que éste presenta residuos de aminoacidos cargados
negativamente, abundantes a lo largo del ECD, pero particularmente presentes en la
parte terminal del LB2, entre los residuos 215-251.

La estructura del cristal del VFT del mGIluR1 unido a glutamato ha revelado los
residuos clave en el LB1 y LB2 implicados en la unién del agonista (Kunishima et al.,
2000). Estudios de receptores quiméricos (Hammerland et al., 1999; Brauner-
Osborne et al., 1999; Hu et al., 2000) muestran que el sitio predominante de unién
del agonista del CaR, y probablemente de la mayoria de GPCRs de la familia 3,
reside dentro del dominio VFT. Sin embargo, los residuos de aminoéacidos
especificos responsables de la unién del Ca** en el CaR todavia no se han definido.

La mutacion de los residuos de aminoéacidos 758, 759 o 767 mejora la
sensibilidad a Ca®" por parte del receptor, sugiriendo que estos residuos en el loop2
extracelular pueden ayudar a mantener al CaR en su estado inactivo (Hu et al.,
2001).

e) Dimerizacion del VFT
El CaR se expresa en la membrana plasmatica como un dimero unido por puentes

disulfuro intramoleculares entre el ECD de dos mondmeros. La mutagénesis de las
diez cisteinas dentro del VFT indica que las cisteinas 60, 101, 236, 358, 395, 437 y
449 son cruciales para la expresion normal y funcién del receptor, mientras que las
cisteinas 129, 131y 482 (Fig.3) pueden ser mutadas sin perjudicar la funcion de éste
(Fan et al., 1998). El cristal del mGIuR1 muestra que los pares de cisteinas 60-101,
358-395 y 437-449 — equivalentes en el CaR — forman tres puentes disulfuro
intramoleculares, los cuales son probablemente cruciales para la integridad
estructural del VFT. Aunque la mutacion de Cys129 o Cys131 en el loop2 no causa
la pérdida de la funcion del CaR, una doble mutacion en estos mismos residuos
causa la expresion del CaR como un mondémero, identificando estos residuos como
los cruciales para la dimerizacion del CaR (Hu et al., 2001).

La dimerizacién del CaR también implica interacciones no covalentes, ademas
de los dos puentes disulfuro intermoleculares (Zhang et al., 2001; Ray et al., 1999).

La importancia funcional de la dimerizacion del CaR estd demostrada por la




“‘complementacién de funcién entre mondmeros del CaR”, cuando cada mondmero
presenta distintas mutaciones en diferentes dominios del receptor. Las mutaciones
localizadas en el VFT o en el C-terminal causan una funcion minima del receptor
cuando es expresado como homodimero, pero dicha funcién se recupera cuando
éste es coexpresado como heterodimero. Se ha sugerido que la complementacién
funcional requiere dos dominios ricos en cisteina y dos dominios 7TMD intactos para
la comunicacion entre el VFT y los 7TMD (Hauache, et al., 2000).

Dominio de
atrapamoscas| pominio

extracelula

449
Dominio rico

en cisteinas

[
[
[
[
[
C

Dominio de uniéon Dominio
a filamina intracelular

Fig. 3 Estructura del CaR. El CaR es un GPCR el cual se divide en tres dominios: el dominio
extracelular N-terminal (ECD), los 7 dominios transmembranales (7TMD) y el dominio intracelular C-
terminal. El ECD se subdivide en el dominio de atrapamoscas y el dominio rico en cisteinas. El dominio
de atrapamoscas presenta dos I6bulos (LB1 y LB2); ésta estructura se mantiene integra gracias a tres
puentes disulfuro intramoleculares. EI dominio de atrapamoscas presenta ademas cuatro loops que
unen las a-hélices y B-plegadas de cada l6bulo. Ademas, la dimerizacién del CaR esta mediada por las
cisteinas 129 y 131, localizadas en el loop2. Los 7TMD presentan tres asas extracelulares (EC1-3) y
tres asas intracelulares (IC1-3). Finalmente, el dominio intracelular presenta cinco sitios de fosforilacion
para la PKC, dos para la PKA y un dominio de unién a filamina (Hu et al., 2001; Bai et al., 1998; Jiang
et al., 2002).




2.4 Vias de sefializacién activadas por el CaR
En varios tipos celulares el CaR se ha relacionado con la regulacién de diversos

procesos celulares tales como secrecion, quimiotaxis, apoptosis, proliferacion,
diferenciacion y actividad de canales i6nicos. Sin embargo, en esta seccion se
enfatizara el papel del CaR en la inhibicion de la secrecion de la PTH. Como en el
caso de muchos receptores de superficie celular, la unién del agonista al CaR
resulta en la activacion de una intrincada y ramificada red de sefializacién dentro de
la célula, la cual permite que segundos mensajeros dirijan numerosas funciones
intracelulares (Fig.4) (Hofer and Brown, 2003).

El CaR ademas de sensar [Ca*'], tiene la capacidad de activarse por la unién
de otros iones divalentes como el magnesio, bario, cadmio, cobalto, hierro y niquel,
también responde a poliaminas, asi como a compuestos no idénicos como la
neomicina (Handlogten et al., 2000). El CaR, una vez activado por su ligando,
transduce la sefial mediante la activacion de proteinas G heterotriméricas,
promoviendo el intercambio de GDP por GTP, actuando éste como un factor
intercambiador de nucleétidos o GEF (Tsao et al., 2001). Actualmente se sabe que
el CaR activa a las proteinas Ga;y Gag, a través de los cuales regula la produccion
de segundos mensajeros. La activacion de la proteina Ga; tiene como consecuencia
la inhibicion de la adenilato ciclasa (AC), disminuyendo asi la produccion de AMPc y,
por tanto, el decremento de la actividad de la PKA. Por otra parte, la activacion de la
Ga, conlleva a la activacion de las fosfolipasas C (PLC), D (PLD) y A, (PLA,). La
activacion de la PLC hidroliza el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) para formar IP3
y DAG, con el consecuente incremento del calcio intracelular debido a su liberacién
del reticulo endoplasmico, y la activacion de la PKC. Una vez activada PKC media la
fosforilacion de las cinasas ERK 1/2. La PLD actua en fosfolipidos de membrana
para liberar el acido fosfatidico biol6gicamente activo. La PLA, actla también en
fosfolipidos de membrana para liberar &cido araquidénico, el cual es entonces
metabolizado para activar a mediadores como &cido hidroxiperoxieicosatetranoico o
acido hidroxieicosatetranoico, el cual puede entonces decrementar la secrecion de
PTH (Bordeau et al., 1994, 1992). Esto ha mostrado la importancia de los efectos de
la PKC y de Ga; para activar la via de cinasa de proteinas activadas por mitbgenos
(MAPK, por sus siglas en inglés, Mitogen Activated Protein Kinase) para fosforilar y
activar a la PLA, (Kifor et al., 2001). Por otro lado, estad demostrado que el extremo

C-terminal del CaR interacciona con la proteina Filamina A, y esto puede contribuir a
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la activacién de las MAPK mediada directamente por el CaR (Hjalm et al., 2001). En
paralelo, el CaR también activa a la fosfatidilinositol-4-cinasa (PI4K), el cual es una

de las enzimas de la via biosintética que conduce al reemplazamiento del PIP,.
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Fig. 4 Vias de sefializacion activadas por el CaR. El CaR activa a mas de una proteina Gy, por lo
tanto, activa varias vias de sefializacién dependiendo del tejido donde se exprese y a qué proteina G se
acople. Si el receptor se acopla a Gai, inhibe a la adenilato ciclasa (AC) evitando la produccién de
AMPc. Cuando el CaR se acopla a Gaq permite la formacion de IP3 y diacilglicerol (DAG), ya que activa
a la fosfolipasa C (PLC), permitiendo asi la liberacion de calcio intracelular y la activacion de la Proteina
Cinasa C (PKC). También se ha observado que cuando el CaR se acopla a Ga; se activa la fosfolipasa
A2 (PLA2) y se produce &cido araquidénico (AA) (Tomada de Hofer AM, et al., 2003).

e
Nucleus

2.5 Mutaciones activantes e inactivantes del CaR y su relevancia
fisiologicay patoldgica
La importancia fisiolégica del CaR es incuestionable ante el hallazgo de

enfermedades como la hipercalcemia hipocalciuria familiar (FHH, por sus siglas en
inglés, Familial Hypocalciuric Hypercalcemia) y el hiperparatiroidismo neonatal
severo (NSHPT, por sus siglas en inglés, Neonatal Severe Hyperparathyroidism).
Estas enfermedades son causadas por mutaciones inactivantes en el gen que
codifica para el CaR lo cual provoca pérdida de su funcion. Por otro lado, la
hipocalcemia dominante autosomica (ADH, por sus siglas en inglés, Autosomal

Dominant Hypocalcemic) es debida a mutaciones activantes que tienen como
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consecuencia un aumento en la funcion del CaR. Estas mutaciones se encuentran
distribuidas a lo largo de todo el CaR (Fig.5), principalmente en las regiones N-
terminal y en los 7TMD y algunas, no menos importantes, en el dominio C-terminal.
Las mutaciones presentadas en el CaR son principalmente de tipo puntual, es decir,
gue se cambia un aminoacido por otro. Sin embargo, existen mutaciones donde se
elimina parte de la proteina y se cambia el marco de lectura tal como es el caso de
la mutacion A895-1075, que es una mutacion activante del CaR donde se eliminan
180 residuos de aminoécidos del dominio C-terminal (Lienhardt et al., 2000).

2.5.1 Mutaciones inactivantes en FHH y NSHPT
Mutaciones inactivantes del CaR causan una alteracion radical en la inhibicion de la

secrecion de PTH y en la estimulacion de la excrecion de Ca?" urinario, conduciendo
a patologias como hipercalcemia e hipocalciuria en sujetos con FHH y NSHPT. La
severidad de la alteracion en el fenotipo bioquimico esta correlacionada con el tipo
de mutacion. Las mutaciones nulas que evitan la expresion del CaR causan FHH
leve cuando el individuo es heterocigoto, pero causa NSHPT cuando es homocigoto
0 heterocigoto compuesto. Las mutaciones en pacientes heterocigotos que permiten
la expresion del CaR pero perjudican su funcion pueden causar formas de FHH o
NSHPT mas severos por actuar como dominante negativa del CaR sin mutacion,
presumiblemente por heterodimerizacion. Las mutaciones que truncan del hCaR
proximal al residuo 888 interrumpen la funcién del receptor; asi, cambios en el marco
de lectura o mutaciones sin sentido causan tales truncamientos y, por tanto, son
ejemplos de mutaciones inactivantes (p. ej. R648stop produce un CaR inactivo con
un simple dominio transmembranal). Las mutaciones causantes de FHH / NSHPT
pueden inactivar al CaR por causar un mal plegamiento y mala expresion en la
superficie celular o por impedir la activacion del receptor expresado apropiadamente.
Alrededor de 30 mutaciones inactivantes sin sentido han sido identificadas hasta la
fecha en FHH / NSHPT vy su distribucién no es azarosa. Mas de la mitad de éstas se
encuentra entre los residuos 13 y 297 del ECD, mientras que so6lo una se ha
reportado entre los residuos 298 y 548 (Hendy et al., 2000; D’Souza-Li, et al., 2002).
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Fig. 5 Mutaciones activantes e inactivantes del CaR. Se han descrito una gran cantidad de
mutaciones en el CaR, las cuales son de tipo inactivante (en rojo), es decir, disminuyen la funcién del
receptor, o activante (en verde), que aumentan la sensibilidad del receptor por el calcio (Tomada de Hu
J, et al. 2003).

La mutacién L13P, dentro del péptido sefal, identificado en una paciente con
hipercalcemia severa, presumiblemente evita la expresion normal del CaR. Tres
mutaciones (E297K, Y218S y R66C) pueden directamente impedir la unién del
Ca?*al CaR; sin embargo, R66C puede inactivar al receptor porque interfiere con la
formacion del puente disulfuro intramolecular 60-101. De manera similar, la mutacion
C395R evita la formacion del puente disulfuro 358-395, también intramolecular.
Dada la importancia de la rotacién promovida por el agonista sobre la interfase del
dimero, no es sorprendente que muchas mutaciones inactivantes del CaR impliquen
residuos en la interfase del dimero, especialmente en el LB1 (S53P, P55L, L159P,
N178D y posiblemente Y161C y L174R) y en el LB2 (D215G, R220W/Q, P221S y

R227L/Q). Se ha especulado que tales mutaciones impiden la rotacion promovida
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por el agonista sobre la interfase del dimero, bloqueando asi la activacién del CaR.
Por otro lado, R185Q y R227L, identificadas como mutaciones en NSHPT, se
comportan como dominantes negativas. Tres mutaciones localizadas justo después
del loop2 en el ECD (S137P, T138M y G143E) pueden causar inactivacién porque
evitan el cambio conformacional dependiente de agonista dentro de ese loop (Hu et
al., 2001).

Tres mutaciones (G549R, G553R y C582Y) dentro del dominio rico en
cisteinas probablemente eviten el plegamiento normal de este dominio. De las
mutaciones sin sentido en los 7TMD, para la R680C en el loopl extracelular se ha
sugerido que impide la formacion de un puente disulfuro entre C677 y C765,
mientras que la R795W en el IC-3 intracelular puede evitar el acoplamiento de las
proteinas G. V8171 puede evitar un cambio conformacional dependiente de
activacion dentro del TMD6 (Hu et al., 2001).

2.5.2 Mutaciones activantes en ADH
Mutaciones activantes en sujetos heterocigotos con ADH conducen al desarrollo de

hipocalcemia relativa e hipercalciuria. Con excepcién de la delecion S895-V1075
(Lienhardt et al., 2000) las mutaciones activantes en pacientes ADH son mutaciones
sin sentido. Tales mutaciones presumiblemente actdan liberando del constrefiimiento
inhibitorio que mantiene al CaR en su conformacién inactiva. La mayoria de las
mutaciones en individuos ADH incrementa la sensibilidad de CaR al Ca®*. Al igual
gue las mutaciones inactivantes que ocurren de manera natural, las mutaciones en
individuos con ADH estan agrupadas en regiones particulares del CaR. La mayoria
de éstas ocurren presumiblemente en la interfase del dimero en el LB1 (T151M,
loop2 A116T, N118K, N124K, L125P, E127A/K, F128L, C129F/S y C131W) y en el
LB2 (P221L, E228Q y QZ245R). Dada la localizacion de las mutaciones se ha
especulado que éstas mejoran la sensibilidad del CaR al Ca?* facilitando la rotacion
del dimero promovido por el agonista (Hu et al., 2001).

Las mutaciones F589L, E604K y F612S estan localizadas entre el dominio rico
en cisteinas y el primer dominio transmembranal. Dado el probable papel del
dominio rico en cisteinas en la transmisién de la sefal del VFT a los 7TM, se ha
especulado que estas mutaciones acttan facilitando la comunicacion entre el VFT
unido a su agonista y los 7TMD. Por su parte, un grupo de mutaciones estan

localizadas en las hélices transmembranales 5, 6 y 7 y en el EC-3. La mutacién
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E799K en el IC-3 puede ser la contraparte a la mutacién inactivante R795W,
sugiriendo que incrementando la carga positiva de esta asa se mejora el

acoplamiento de la proteina G (Hu et al., 2001).

2.6 Mecanismo de sefalizacion del TGF-B
La sefalizaciébn mediada por el Factor de Crecimiento Transformante 3 (TGF-B, por

sus siglas en inglés, Transforming Growth Factor-B) controla una gran diversidad de
procesos celulares durante la embriogénesis asi como en tejidos adultos, tales como
proliferacion, diferenciacion y apoptosis, entre otros, (Patterson and Padgett, 2000;
ten Dijke et al., 2002; Massagué J, and Chen YG, 2000).

La familia del TGF- es un grupo de citocinas relacionadas entre si que
funcionan como ligandos, siendo el TGF-B el prototipo. La superfamilia del TGF-3
contiene dos subfamilias, la subfamilia TGF-B / Activina / Nodal y la subfamilia BMP
/ GDF / MIS, definidas por la similitud en su secuencia de residuos de aminoacidos y
por las rutas de sefializacién especificas que éstas activan. Aunque los diversos
ligandos de la familia del TGF- generan diferentes respuestas celulares, todos ellos
comparten una serie de caracteristicas estructurales y a nivel de secuencia de
aminodcidos. La forma activa del TGF- es un dimero estabilizado por interacciones
hidrofébicas, la cual es posteriormente reforzada por un puente disulfuro
intersubunidad en la mayoria de los casos. Cada monémero comprende algunas
laminas 3 extendidas unidas por tres puentes disulfuro conservados que forman una
estructura conocida como “nudo de cistinas". La conformacion dimérica de los
ligandos sugiere la formacién de un complejo con dos receptores tipo | (RI) y dos
tipo Il (RII). El acceso del ligando a los receptores esté regulado por una gran familia
de proteinas colectivamente conocidas como “atrapadoras de ligando” (Massague,
1998).

Los receptores de los miembros de la superfamilia del TGF-B son miembros
de la familia de receptores con actividad de cinasa en residuos de serina y treonina,
gue en el humano comprenden 12 miembros — 7 para el Rl y 5 para el RIl — todos
dedicados a la sefalizacion (Manning et. al., 2002). Los TBRI como los TRRII son los
receptores para el TGF-B3, y tienen una longitud de alrededor de 500 residuos de
aminodcidos, organizados en una region N-terminal extracelular donde se localiza el
dominio de unién al ligando, una region transmembranal y una regién C-terminal

intracelular donde se encuentra el dominio con actividad de cinasa. La estructura del
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dominio de union al ligando del RI para proteinas morfogénicas de hueso (BMP, por
sus siglas en inglés, Bone Morphogenetic Protein) (Kirsch et. al., 2000) como el RII
para activinas (Greenwald et. al., 1999) y TGF- (Boesen et. al., 2002) exhiben una
conformacion similar a la toxina de tres dedos, donde cada dedo esta formado por
un par de laminas B antiparalelas (Fig.6).

Existen dos modos distintos de interaccién ligando-receptor, uno ejemplificado
por miembros de la subfamilia de las BMPs y otro representado por las activinas y
TGF-Bs. Las BMPs presentan una alta afinidad por el dominio de unién al ligando del
BMPRI y una baja afinidad por el mismo dominio en el BMPRII. Este complejo
ligando-RI preensamblado tiene una alta afinidad de unién por el RIl. Se ha sugerido
qgue interacciones hidrofébicas entre las BMPs y el RI son esenciales y
predominantes (Kirsch et. al., 2000). Por otro lado, activinas y TGF-Bs muestran una
alta afinidad por el RIl y no interaccionan con RI aislados (Massagué, 1998). En este
caso, el ligando se une primero al ectodominio del RII; esto permite la subsecuente
incorporacion del RI, formando asi un complejo de un ligando dimerizado y cuatro
moléculas de receptor. Los RI, pero no los RIl, contienen una secuencia
caracteristica SGSGSG, denominada dominio GS, localizado en direccion N-terminal
inmediato al dominio cinasa. La activacion del Rl implica la fosforilacion de su
dominio GS por el RIl, conformando asi un complejo de sefalizacién en el que

ambos tipos de receptores estan unidos al ligando.

2.6.1 Mecanismo de activacion del receptor para TGF-8
La unién a los dominios extracelulares de ambos tipos de receptores por parte del

ligando dimérico TGF-B induce una estrecha proximidad, facilitando la fosforilacién y
la subsecuente activacion del TBRI. ElI TBRII, al parecer constitutivamente activo,
fosforila multiples residuos de serina y treonina en la secuencia TTSGSGSG, de la
region GS citoplasmica del TRRI, conduciendo a su activacién (Massagué, 1998). La
region GS sirve como un importante dominio regulatorio para la sefalizacion del
TGF-B. Los TBRI no fosforilados en GS son incapaces de interaccionar con R-Smad
cascada abajo, mientras que los TBRI fosforilados se unen eficientemente a las R-
Smad y muestran un mejoramiento notable en la fosforilacion especifica de residuos
de serina en el C-terminal de R-Smads (Huse et. al., 2001). La regién GS del TRRI
actiia como un interruptor mediando la exposicién del sitio de unién para un inhibidor

0 exponiendo la superficie de union de substratos como las R-Smads.
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Fig. 6 Representacion esquemaética de los receptores para TGF-B. Los receptores para
TGF-B, TBRI y TBRII, son proteinas transmembranales cuya longitud es de 500 y 570
residuos de aminoacidos, respectivamente; ambos poseen actividad de cinasa en residuos
de Ser / Thr (Massagué 1998). Ambos receptores son similares entre si, siendo el dominio
con actividad de cinasa la region més conservada (Massagué 1998). El extremo N-terminal
de ambos receptores se localiza en la parte extracelular, contiene solo 150 residuos de
aminoacidos y el sitio de unién al ligando, la secuencia sefial; ademas, es rico en residuos de
cisteinas. El extremo C-terminal se localiza en la parte intracelular y en ambos receptores
contiene dos dominios con actividad de cinasa. Solo el TRRI presenta el dominio GS, rico en
residuos de glicinas y serinas, que es fosforilado por el TRRII para activar el dominio cinasa
del TBRI. ElI TBRI también presenta el loop L45 a través del cual se da el reconocimiento
entre el TBRI y las Smads. El extremo carboxilo terminal es muy corto en el TBRI comparado
con el del TBRII (Modificado de Lebrin F, et al., 2005).
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2.6.2 Regulacion de la activacion del receptor para TGF-B
Los pasos que conducen a la activacion del receptor estan estrechamente

regulados. El acceso del TGF-B a su receptor estd controlado por dos clases de
moléculas con funciones opuestas. La primera clase comprende un grupo diverso de
proteinas solubles que actian como atrapadoras de ligando, secuestrando el ligando
e impidiendo su acceso a sus receptores correspondientes. Dentro de las proteinas
gue se unen al TGF- estan LAP (latency-associated polypeptide), decorina y a2-
macroglobulina. La folistatina se une a activinas y BMPs, mientras que noggina,
cordina y DAN se unen a las BMPs exclusivamente.

Noggina es un regulador critico de la actividad de BMPs durante la
diferenciacion dorsoventral, induccion y diferenciacién neural y esqueletogénesis en
vertebrados (Brunet et. al., 1998; Gong et. al.,, 1999; Lim et. al.,, 2000). Noggina
inhibe la actividad de la BMP7 bloqueando la superficie que se requiere para
interaccionar con sus respectivos receptores BMPRI y BMPRII (Groppe et. al.,
2002). El segmento N-terminal de cada mondmero de noggina adopta una
conformacion extendida y se enrolla alrededor de un monémero de BMP7 ocupando
directamente el sitio de contacto con su receptor. Por otro lado, la proteina BAMBI
(también conocida como Nma) representa un tipo de regulador negativo de la
activacion del receptor (Onichtchouk, et. al., 1999). BAMBI tiene un dominio
extracelular y una region citoplasmica corta cuya secuencia es similar con los
BMPRI. BAMBI compite con el BMPRI para la incorporacién en el complejo receptor
inducido por ligando, inhibiendo la activacion del receptor.

La otra clase de moléculas que controlan el acceso del ligando al receptor
incluye proteinas ancladas a la membrana que actdan como receptores accesorios,
o correceptores, favoreciendo la unién del ligando para la sefializacion de los
receptores. La proteina transmembranal betaglicano, también conocida como el
TBRIIl de TGF-B, es conocida por mediar la unién del TGF- al RIl, una funcién
particularmente critica para el TGF-B2 (Brown CB, et. al., 1999a, Massagué, 1998).
El betaglicano no se une a activinas ni a BMPs. La evidencia genética y bioquimica
sugiere que la proteina endoglina facilita la union de miembros de la familia del TGF-
B ALKI (un TBRI) en células endoteliales, siendo su funcién critica en procesos de

homeostasis vascular (Marchuk, 1998; Massagué et. al., 2000).
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La activacion del receptor es también regulado por proteinas intracelulares. Se
cree que la unién de FKBP12 al dominio GS del TRRI no fosforilado constrifie la
actividad basal del receptor, evitando asi la fosforilacién y activacién del receptor
independiente del ligando (Huse, et. al., 1999). Una vez activados, los receptores de
la familia del TGF-B son regulados negativamente por las I-Smad como la Smad?.
Smad7 se une a los receptores activados y compite con las R-Smad (Kavsak, et. al.,
2000; Suzuki, et. al., 2002). La interaccion de Smad7 con el receptor conduce a la
ubiquitinacion y degradacion del receptor con ayuda de ligasas E3 de ubiquitina y los
factores regulatorios de ubiquitinacion de Smad (Smurfs) (Ebisawa et. al., 2001;
Tajima et. al., 2003). ElI complejo TGFB-receptor-Smad7-Smurf es dirigido hacia el
proteosoma para su degradacion via vesiculas ricas en caveolinas (Di Guglielmo et.
al., 2003).

2.6.3 Caracteristicas de las proteinas Smads
Las proteinas Smads son los Unicos sustratos conocidos que son activados por

fosforilacion directamente por los complejos activos de los receptores para el TGF-3,
y que sirven como mediadores directos de este ligando, al actuar como factores de
transcripciéon que modulan la expresion de los genes encargados de la respuesta
celular especifica al TGF-B (Briones Orta, 2006).

Las proteinas Smads fueron identificadas en Drosophila, en donde se
denominaron Mads (por sus siglas en inglés, Mothers Against Decapentaplegic).
Posteriormente proteinas homélogas fueron identificadas en C. elegans donde
fueron nombradas Sma (por sus siglas en inglés, Small Body Size). Con base en
estos estudios, los genes en vertebrados fueron clonados y se denominaron Smad
por la fusion de los nombres Mad y Sma (Briones Orta, 2006).

Hay ocho proteinas Smads identificadas en el humano, pero solo Smad2 y
Smad3 sirven como sustratos especificos para los complejos de receptores activos
del TGF-B y la activina, mientras que las Smad1, Smad5 y Smad8 son sustratos de
los receptores de las BMPs. Todas estas Smads se encuentran dentro del grupo
denominado R-Smads o Smads reguladas por el receptor. La proteina Smad4 se
denomina Smad comun o Co-Smad y se asocia a todas las R-Smads fosforiladas. El
altimo grupo de Smads lo constituyen las proteinas Smad6 y Smad7, denominadas
Smads inhibitorias o I-Smads (Briones Orta, 2006).
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Las proteinas R-Smads y Co-Smad, ambas de alrededor de 500 residuos de
aminodcidos de longitud, presentan dos dominios estructurales conservados: el
dominio MH1 N-terminal y el dominio MH2 C-terminal (Fig.7). Las R-Smads, pero no
la Co-Smad, contienen un motivo SXS caracteristico en su extremo C-terminal. El
dominio MH1 de Smad4 y de la mayoria de R-Smads presenta una secuencia
especifica de union a DNA, requerida para su importacion al nucleo y la regulacién
negativa de la funcion del dominio MH2. El extremo N-terminal de las I-Smads
muestra homologia en su secuencia en comparaciéon con el dominio MH1 de las R-
Smads pero no se une a DNA. En contraste, el dominio MH2 es responsable de la
interaccion de las Smads con el receptor, formacion de complejos homomeéricos y
heteroméricos entre Smads, y del contacto directo con el poro nuclear para su
traslocacion al nucleo. De manera importante, la fosforilacion del extremo C-terminal
en dos residuos de serina del motivo SXS conduce a la activacion de las R-Smads.
Tanto el dominio MH1 como el MH2 interaccionan con un gran nimero de proteinas

en el ndcleo para regular asi la transcripcion de genes.
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Fig. 7 Esquema representativo de las principales estructuras de las proteinas Smads. Se
observan los dominios MH1, “linker” y MH2, y los elementos funcionales que contienen. En el caso del
dominio MH1 se observa el dominio de unién a DNA (hp, “hairpin”). En el dominio “linker” se localizan
sitios de fosforilacion por cinasas, el motivo de interaccién con Smurf (PY) y en el caso de la Smad4
(Co-Smad) un sitio de localizacién de exportacion nuclear (NES, “Nuclear export signal”). En el dominio
MH2 se localiza el bolsillo basico que permite la interaccion entre las R-Smads y el TBRI, y de las R-
Smads fosforiladas con la Co-Smad, el corredor hidrofébico que permite la interaccién de las Smads
con proteinas de retencién nuclear, nucleoporinas y factores de transcripcién. En el caso de Smad4 se
localiza una regién que media la interaccion con activadores y represores transcripcionales (SAD,
“Smad4 activation domain”) (Modificado de Briones Orta, 2006).
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Aunque la secuencia linker, ubicada entre el dominio MH1 y MH2, es
divergente entre las Smads, esta region contiene mdltiples sitios de fosforilacion, el
cual permite mecanismos de comunicacién cruzada especificos con otras vias de
sefalizacién. También tiene un motivo PY, el cual media la interaccion especifica

con las Smurf.

2.6.4 Regulacion del acceso de las R-Smads al receptor activado
El reconocimiento de las R-Smads por los receptores puede ser facilitado por

proteinas auxiliares. Por ejemplo, Smad2 y Smad3 pueden ser inmovilizadas
especificamente cerca de la superficie celular por SARA (Tsukazaki et al., 1998), a
través de interacciones entre una secuencia peptidica de SARA y una superficie
hidrofobica extendida en Smad2/Smad3 (Wu et al., 2000). SARA contiene un
dominio FYVE de unién a fosfolipidos a través de la cual se ancla a la membrana de
endosomas tempranos (Tsukazaki et al.,, 1998). Estas interacciones permiten un
reclutamiento mas eficiente de Smad2 o Smad3 hacia los receptores para su
fosforilacion (Tsukazaki et al., 1998).

La fosforilacion de Smad2 unido a SARA ocurre en la membrana plasmatica
pero es mas eficiente en endosomas primarios ricos en SARA en los cuales el
complejo del receptor activado es internalizado via vesiculas cubiertas de clatrina (Di
Guglielmo et al., 2003; Hayes et al., 2002; Lu et al., 2002).

Otra proteina que contiene un dominio FYVE es Hgs, que coopera con SARA
en la sefalizacion de las Smads (Mirura et al., 2000). Recientemente otras proteinas
adaptadoras incluyendo a Disabled-2 (Hocevar et al., 2001), axina (Furuhashi et al.,
2001), y la ELF B-espectrina (Tang et al., 2003) han sido reportadas que facilitan la
sefializaciéon del TGF-B mediando la unién de Smad2/Smad3 al receptor. Sin

embargo, se desconoce el mecanismo molecular de accién de estas proteinas.

2.6.5 Sefalizacion de las proteinas Smads
En estado basal, las R-Smads estan localizadas en el citoplasma, mientras que las I-

Smad tienden a estar localizadas en el nucleo. Por otro lado, la Co-Smad se

distribuye tanto en citoplasma como en nlcleo dado que es translocada

continuamente a estos dos sitios independientemente de la sefalizacion por TGF-.
Después del estimulo con TGF-B las R-Smads son fosforiladas directamente

por el TBRI activado (Kretzschmar et al., 1997; Macias-Silva et al., 1996). Algunas
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lineas de evidencia han demostrado que la fosforilacion de las R-Smads tiene lugar
en dos residuos de serina del C-terminal dentro del motivo SSXS (Abdollah et al.,
1997; Souchelnytskyi et al., 1997). La fosforilacion de las R-Smads desestabiliza su
interaccion con SARA, permitiendo su disociacién de este complejo y la subsecuente
exposicion de una regién de importe nuclear en su dominio MH2 (Xu et al., 2000).
Ademas, las R-Smads fosforiladas se asocian con Smad4 y se translocan al nacleo
donde interaccionan con factores de transcripcion para promover o reprimir la

expresion de genes (Chacko et al., 2001) (Fig. 8).

Citoplasma

FSmads  Ligasa E3
Smad6/7 de ubiquitina

R-Smads Smad2/3
Co-Smacd Smad4

Fig. 8 Mecanismo general de activacion del receptor para TGF-B y de las proteinas
Smads. En la superficie celular el TGF-B se une su receptor TRRII con actividad de cinasa
(Ser/Thr) e induce la transfosforilacion en la region GS (en amarillo) del TBRI. ElI TBRI
consecuentemente activado fosforila a las R-Smads (Smad2/3) en su dominio MH2 C-
terminal y éstas forman un complejo con la Co-Smad (Smad4). El complejo Smad se
transloca al nicleo donde regula la transcripcion de genes blanco por su interaccion fisica
con el elemento de unién a Smad (SBE, por sus siglas en inglés Smad Binding Element) y
por su interaccién con coactivadores o correpresores de la via del TGF-g como p300 y CBP 6
Ski y SnoN, respectivamente. La activacion de las R-Smads por el TBRI es inhibida por
Smad6/7. Las ligasas E3 de ubiquitina, Smurfl/2 median la ubiquitinacién y consecuente
degradacion de las R-Smads y pueden también interaccionar con Smad7 para ubiquitinar al
receptor y mandarlo a degradacion via proteosoma (Modificado de Derynck R, et al., 2003).
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El mecanismo de translocacion nuclear de las Smads todavia no se conoce
con precision. Por un lado se propone que la hélice H2 en el dominio MH1 podria
actuar como un dominio de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas en inglés
Nuclear Localization Sequences) en Smadl y 3 dado que la porcion C-terminal de
ésta es invariante entre todas las R-Smads (Xiao et al., 2000a, 2001). Por otro lado,
un mecanismo alterno para el importe nuclear de las R-Smads ha sido dilucidado por
la observacion de que el dominio MH2 de éstas se une directamente a componentes
del poro nuclear, las nucleoporinas CAN/Nup214 y Nup153 (Xu et al., 2002).

Smad4 y todas las R-Smads, excepto Smad2, se unen al DNA en sitios
especificos denominados elemento de uniéon a Smad (SBE, por sus siglas en inglés
Smad Binding Element), a través de un B-hairpin de unién a DNA localizado en su
dominio MH1 el cual hace contacto directo con el SBE (Chai et al., 2003; Shi et al.,
1998). Comparado con las otras Smads, Smad2 contiene una insercion de 30
residuos de aminoacidos entre el B-hairpin y la hélice H2; esta variacion en la
secuencia ha resultado en la poca habilidad de unién a DNA por parte de Smad2,
presumiblemente debido a la interrupcién de la conformacion del B-hairpin (Shi et al.,
1998).

Tanto la activacion como la represién de la expresién génica usan la misma
serie de proteinas Smads activadas. Cualquier tipo de respuesta depende del tipo
celular y de las proteinas de asociacién a Smad. Entre los reguladores negativos de
la funcién transcripcional de las Smads se encuentran c-Ski y SnoN, miembros de la
familia de protooncoproteinas Ski. Ski 0 SnoN antagonizan la sefializacion del TGF-3
a través de interacciones directas con Smad4 y las R-Smads (Liu et al., 2001; Wang
et al., 2000). El mecanismo de represion de la sefializacion del TGF-B mediada por
Ski fue principalmente atribuida a la modulacion transcripcional, a través del
reclutamiento del correpresor transcripcional nuclear (N-CoR) y desacetilasas de
histona (HDAC) asi como la interferencia en la unién mediada por Smads hacia los
coactivadores transcripcionales, p300/CBP (Liu et al., 2001). Un mecanismo
adicional fue aportado por la reciente estructura de Smad4 unida a c-Ski, el cual
revela un sobrelapamiento entre Ski y la superficie de unién de las R-Smads en
Smad4 (Wu et al., 2002). Entonces, Ski compite con las R-Smads por la interaccion
con Smad4 e interrumpe la formacién de un complejo funcional entre Smad4 y las R-
Smads. Dado que Ski contiene elementos de secuencia de interaccion para ambas

proteinas, tanto Smad4 como las R-Smads pueden permanecer adheridas a Ski una
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vez que se ha interrumpido el complejo funcional (Luo et al., 1999; Stroschein et al.,
1999; Wu et al., 2002).

Las Smads pueden también unirse al correpresor transcripcional TGIF (Wotton
et al., 1999a), el cual recluta HDAC y otros represores via la proteina adaptadora
Sin3 y CtBP para reprimir la transcripcion (Wotton et al., 2001; 1999a, 1999b). Al
igual que Ski 'y SnoN, TGIF se piensa que actia como un inhibidor de la activacion
de genes dependiente de TGF-p.

Por otro lado, el dominio MH2 tanto de las R-Smads como de Smad4
interacciona con los coactivadores transcripcionales CBP, p300, ARC105 y Smif (Bai
et al., 2002; Derynck et al., 1998; Kato et al., 2002; Massagué and Wotton, 2000).
Por tanto, es interesante conocer como las proteinas Smads conducen a la
activacion o represion de la expresion génica en la misma célula, al mismo tiempo

dependiendo del gen blanco, de sus proteinas de asociacion y del tipo celular.

2.6.6 Terminacion de la sefializacion de las Smads
La defosforilacion de las Smads por fosfatasas aun no identificadas (Randall et al.,

2002), asi como la ubiquitinacion y degradacion via proteosoma de las R-Smads
activadas son mecanismos para la terminacion de la sefial de las Smads.
Smurflubiquitina a Smadl y Smad5 para su degradacion en células no estimuladas
(Zhu et al., 1999). Esta funcion puede ser importante para mantener el estado basal
de estas células. Por otro lado, Smad2 fosforilada es ubiquitinada en el nucleo y
degradada via el proteosoma (Lo and Massagué, 1999), proceso que puede implicar
a Smurf2 (Lin et al.,, 2000; Zhang et al., 2001). La ubiquitinacion de Smad3
fosforilada parece estar mediada por una ligasa E3 diferente (Fukuchi et al., 2001).
Smurfl y 2 también median la ubiquitinacion de receptores de TGF- activados
conduciendo a su degradacion via proteosoma (Ebisawa et al., 2001; Tajima et al.,
2003).

Las proteinas I-Smads, Smad6 y Smad7, son las encargadas de regular
negativamente la sefial de BMP y TGF-f3, respectivamente. La proteina Smad6
forma complejos con Smad4 y evita que se asocie con Smadl, una R-Smad que es
activada de manera similar a Smad2/3 pero que pertenece a la via de las BMPs,
resultando en la inhibicién de esta sefial. El mecanismo de inhibicidon por Smad7 es
diferente, ya que por un lado se une directamente a los receptores activos para TGF-

B, compitiendo asi con Smad2/3 por el receptor y evitando que éstas sean
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fosforiladas. Por otro lado, Smad7 puede formar complejos con Smurf2 y unirse a los
receptores activos para TGF-B, los cuales son ubiquitinados y enviados a
degradacién via proteosoma. En ambos casos el resultado final serd la regulacion

negativa de la via de sefalizacién del TGF- (Briones Orta, 2006).

2.7 Importancia de la comunicacion cruzada entre la via de sefializacion
del TGF-B y la del CaR
El TGF-B puede ser considerado como el prototipo de una citocina multifuncional,

debido a los efectos que tiene sobre los diferentes blancos celulares. Es el inhibidor
mas potente de la proliferacion de células de origen mieloide, mesenquimal, epitelial,
linfoide, endotelial y de varios tipos de células malignas. Dado que la sefializacion
del TGF-B generalmente tiene un efecto negativo en la proliferacion celular, la
inactivacion de esta ruta de sefializacion contribuye al desarrollo de procesos
tumorigénicos (Peralta Zaragoza et al., 2001).

Ahora bien, la importancia de estudiar una comunicacién cruzada entre la via
de sefalizaciéon del TGF-B y la del CaR radica en que en el hiperparatiroidismo
primario o un desorden endocrino caracterizado por hipercalcemia, causada por una
secrecion excesiva de la PTH, que puede deberse a adenomas de la paratiroides, a
hiperplasia de la glandula paratiroidea o a carcinomas de la paratiroides, los
pacientes con hipocalcemia familiar autosémica dominante, causada por mutaciones
en el CaR, también presentan hiperpatatiroidismo primario, que la proliferacion de
las células paratiroideas y la secrecion de la PTH es regulada de manera autdcrina y
paracrina por el TGF-B, y que la pérdida de la sefalizacion mediada por el TGF-f,
debido a la inactivacion de la menina, contribuye de manera significativa con la
tumorigénesis de la glandula paratiroidea. Nosotros suponemos que la regulaciéon de
la secrecién hormonal y otros procesos celulares mediados por el CaR se pudieran
estar llevando a cabo mediante la regulaciéon de otras vias. De igual forma, teniendo
en cuenta que los mecanismos moleculares de activacion, inhibicion o modulacién
de la transduccion de sefales promovidas por el CaR no se han definido
completamente, ni se ha podido entender como mutaciones encontradas en este
receptor llevan al desarrollo de enfermedades en los humanos. Consideramos que la
basqueda de mecanismos de comunicacion cruzada con otros receptores, como por
ejemplo con el de TGF-B, capaces de modular las funciones del CaR, proveera de
informacion que ayudard a entender las acciones y regulacion de este receptor.

Nuestros estudios serdn el punto de partida para ir estableciendo la identidad de
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redes de accién intracelular que permitan entender cémo las sefales transmitidas
por el CaR son integradas a nivel celular y sera el inicio de una investigacion que
podria contribuir en un futuro a encontrar posibles blancos terapéuticos que

contrarresten el desarrollo de estas patologias.
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[ll. ANTECEDENTES

La glandula paratiroides es un oérgano interesante. Esta glandula reacciona
Unicamente cuando la concentracion de calcio en el fluido extracelular (ECF, por sus
siglas en inglés, Extracellular Fluid) esta por debajo de la concentracion normal,
secretando la PTH que, como consecuencia de su accion, estabiliza dicha
concentracién. Por otro lado, cuando la concentracién de calcio esta por encima de
su nivel normal, una cascada de sefializacion intracelular conlleva a la degradacién
>90% de la PTH, evitando asi su secrecion (Silver J et al., 2002).

La PTH es una potente hormona para el tratamiento de enfermedades como la
osteoporosis. Sin embargo, cuando estid presente en exceso destruye huesos,
particularmente en pacientes con falla renal crénica e hiperparatiroidismo secundario
(Silver J et al., 2002).

En el hiperparatiroidismo secundario hay una baja regulacién del CaR sobre la
inhibicion de la secrecion de la PTH, a pesar de que la concentracién de calcio esté
por encima del nivel normal en el ECF. Esto también ocurre en otras situaciones, tal
como es el caso de los adenomas primarios asi como en ratas transgénicas donde
se sobreexpresa la ciclina D1, molécula clave que promueve proliferacion celular,
causando esta misma patologia. Por lo tanto, la expresion y actividad del CaR es
determinante para la funcion celular de la paratiroides, y su regulaciéon es importante
para el desarrollo de hiperparatiroidismo secundario (Silver J et al., 2002).

Las células de la paratiroides se dividen de modo poco frecuente, sin
embargo, éstas retienen en latencia esta habilidad para proliferar. El
hiperparatiroidismo primario puede ser debido a mutaciones inactivantes en un gen
supresor de tumores tales como el gen MEN1, codificante para la menina.
Mutaciones en el gen MEN1 estdn asociadas con el 20% de adenomas
desarrollados en la paratiroides. Otros adenomas de la paratiroides se han asociado
con translocaciones en el promotor del gen codificante para la ciclina D1, causando
una proliferacion excesiva de las células paratiroideas (Silver J et al., 2002).

Tal como se menciond anteriormente, la importancia de la comunicacion
cruzada entre las vias de sefalizacion del CaR y la del TGF-f radica en que ambos
receptores se expresan en la glandula paratiroides y ademdas, ambos regulan
negativamente la proliferacion celular y secrecion de la PTH, la atenuacion de la

sefalizacién de un receptor por efecto de la activacion del otro podria causar la
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proliferaciéon inadecuada de las células de la paratiroides y, probablemente,
contribuir al desarrollo de procesos tumorigénicos en esta glandula. Sin embargo,
hasta el momento no existe un solo reporte en el que se haya demostrado un
mecanismo de comunicacion cruzada entre el receptor para TGF-B y el CaR, pero si
hay reportes que sugieren que dicho mecanismo podria llevarse a cabo por lo que
se mencionaran algunos ejemplos.

En 2000 y 2001, el grupo de Edward M. Brown demostr6 que el CaR se
expresa en lineas celulares de cancer de mama y prostata, respectivamente, y que
la activacion de éste regula la secrecion del péptido relacionado con la PTH (PTHrP,
por sus siglas en inglés, PTH-related Protein). Ademas, demostraron que la
secrecion del PTHrP no solo es regulada positivamente por el CaR sino también por
el TGF-B, y que ambos actuan de manera sinérgica en este mismo proceso.
También se da la hip6tesis de que ambos receptores podrian cooperar en un
mecanismo de retroalimentacion en el que la secrecion del PTHrP media procesos
de erosion esquelética, caracteristica distintiva de pacientes con cancer de prostata
(Sanders JL et al., 2000; Sanders JL et al., 2001).

En 2007 el grupo de John MaclLeod demostr6 que lineas celulares de
miofibroblasto de colon expresan el CaR y sintetizan y secretan BMP-2 en respuesta
a la activacion de éste. Por otro lado, también demostraron que la activacion del
CaR regula negativamente la producciéon de noggina, antagonista del receptor para
BMPs (BMPR), y disminuye la produccion de la BMP4. Se piensa que la activacion
del CaR en células de miofibroblasto de colon puede mediar procesos de
homeostasis intestinal, principalmente promoviendo la funcién de barrera del
intestino, lo cual concuerda con estudios recientes en los que se ha demostrado que
la BMP2 esta presente en colon humano de personas adultas donde probablemente
inhibe la proliferacion celular o incrementa la apoptosis (Hardwick JCH et al., 2004,
Peiris D et al., 2007).

Por otro lado, en 2004 el grupo de Kazuo Chihara demostré por primera vez
gue el TGF-B se expresa en la glandula paratiroides, predominantemente en células
endocrinas, y que éste regula negativamente la proliferacion celular y produccién de
la PTH en estas células. En este caso el TGF-B y los componentes de su via de
sefalizacién, que median esta funcion como regulador negativo de crecimiento,
pueden ser considerados como supresor de tumores. Entonces, el bloqueo de la

sefializacion del TGF-B puede afectar el estado celular delicadamente balanceado,
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dirigiéndolo hacia un inapropiado crecimiento que eventualmente resulta en la
formacion o progresiéon de tumores y en la consecuente produccion desrregulada de
la PTH. Este estudio es el primero que demuestra que el TGF-B inhibe la produccién
y secrecion de la PTH en células de la paratiroides (Sowa et al., 2004).

En este trabajo también se da la hipbtesis de que la menina puede estar
implicada en las acciones antiproliferativas del TGF- en células de la paratiroides.
Primero se demostro que la expresion de la menina fue inducida rdpidamente por el
TGF-B en cultivos primarios de células de la paratiroides. Enseguida se mostré que
la inactivacion de la menina revierte la inhibicion de la proliferacion celular y
secrecion de la PTH inducida por el TGF-B. Finalmente, el grupo de Geoffrey Hendy
determiné que la menina interacciona fisicamente con Smad3, dado que ambas
proteinas coinmunoprecipitan, pero no con Smad2 ni Smad4. Por otro lado,
demostré que la interaccion de la menina con Smad3 se da en el nucleo y que la
region MH2 de Smad3 y el extremo N-terminal de la menina son esenciales para
dicha interaccion (Kaji H et al., 2001).

Estos datos demuestran que la menina es esencial para la sefializacion
inducida por TGF-B en células de la paratiroides, y sugiere que la pérdida de la
funcién de esta via de sefializacion por inactivacién de la menina puede resultar en
el desarrollo de procesos tumorigénicos en la glandula paratiroides. Este conjunto de
datos sugieren al TGF-B como un nuevo blanco terapéutico para patologias como
hiperparatiroidismo (Sowa et al., 2004).

En 2004 el grupo de A. Spada demostro la relacion existente entre la expresion
de la ciclina D1, molécula clave que promueve la progresion a través de la fase G1-S
del ciclo celular, y reguladores de crecimiento celular tales como bFGF, EGF y TGF-
B, y sefiales especificas en la paratiroides como la activacién del CaR. Este grupo
demostré que la activacion de los receptores para bFGF (FGFR1 y R2) y EGF
incrementa significativamente la expresion de la ciclina D1 por un mecanismo que, al
menos en parte, estd mediado por ERK1/2. Sin embargo, el incremento en la
expresion de la ciclina D1 por bFGF y EGF fue bloqueado tras la activacion del CaR
(Corbetta et al., 2004).

Demostraron también que el TGF-B redujo efectivamente la expresion de la
ciclina D1 en la mayoria de células de tumor de paratiroides, lo cual concuerda con

los conocidos efectos antiproliferativos de esta citosina. Sin embargo, en dos casos
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en el que se activé al CaR el TGF- fue incapaz de reducir la expresion de la ciclina
D1 (Corbetta et al., 2004).

Estos ultimos datos sugieren un posible efecto de la activacién del CaR sobre
el receptor para TGF-B3, lo cual conlleva un incremento en la expresion de la ciclina
D1. Por otro lado, esta demostrado que la ciclina D1 interacciona directamente con

la menina y que ésta inhibe a la ciclina D1 (Sowa et al., 2004).
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IV. HIPOTESIS
Considerando que:

1. al igual que el CaR, el TGF-B regula positivamente la expresién del
PTHrP y que ambos receptores actlan de manera sinérgica en este
proceso, y que

2. el TGF-B y el CaR regulan negativamente la produccion de la PTH y
la proliferacion celular en la glandula paratiroides,

entonces, existe un mecanismo de comunicacion cruzada entre el receptor sensor

de calcio extracelular y el receptor para TGF-f3.
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V. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente proyecto es determinar la influencia de la via de
sefializacion del CaR en las funciones del receptor para TGF-B. Para ello, se

pretenden alcanzar los siguientes objetivos particulares:

1. Determinar la comunicacién cruzada entre la via de sefalizacion del CaR y la
via del TGF-B.

2. Determinar la participacién de mutantes activantes e inactivantes del CaR en
la comunicacién cruzada entre la via de sefalizacion del CaR y la del TGF-.

3. Analizar la fosforilacion de las proteinas Smad2 en presencia del CaR
activado.

4. Analizar la expresion de genes blanco de la via del TGF-B en presencia del

CaR activado.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo de células HEK293
Se utiliz6 como modelo celular la linea HEK293 (Human Embryonic Kidney-293),

obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC: Manassas, VA) para todos
los experimentos. Estas células provenientes de rifion de embrion humano (Homo
sapiens) (Fig.9), fueron cultivadas en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
(GIBCO) suplementado con 1% de penicilina-estreptomicina y 10% (v/v) de suero
bovino fetal (SFB) (PAA Foetal Bovine Serum, Orig. Canada), e incubadas a 37°C en
una atmadsfera de 5% de CO,* (NUAIRE™US AUTOFLOW).

Fig. 9 Células HEK293. En el panel izquierdo se puede observar la morfologia estrellada de
las células HEK293, provenientes de rifion de embrion humano (Homo sapiens) (panel
derecho).

Para las transfecciones transitorias las células fueron cultivadas en cajas Petri
de 10 cm de diametro con una confluencia de 80%, y después de 24 horas se
resembraron en cajas de 6 cm para los ensayos de luciferasa y RT-PCR del gen
smad7, y en cajas de 10 cm para la deteccion de Smad2 fosforilada con una
confluencia del 70-85% para el dia del experimento.

Los experimentos fueron realizados 48 horas post-transfeccion en todos los

casos.

6.2 Transfeccidn
La transfeccion transitoria de las células HEK293 se realiz6 por el método de

lipofectamina, técnica de liposomas cationicos en la cual se mezclan vesiculas

lipidicas con los pladsmidos de interés codificantes para la proteina requerida. Esta

* Las condiciones de incubacién son las mismas en todos los casos.
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técnica permite que los plasmidos queden “encapsulados” en las vesiculas, y éstas
Gltimas, por su hidrofobicidad, se fusionan con la membrana plasmatica de la célula
y permiten la introduccién del plasmido al medio intracelular.

En todos los casos la transfeccion se realiz6 en DMEM sin SFB, usando
Lipofectamine Reagent (Invitrogen) y los plasmidos CaR WT*, L125P* (mutante
parcialmente activa del CaR), E297K* (mutante inactiva del CaR), 3TP-lux**
(codificante para la luciferasa), B-galactosidasa** (codificante para la f-
galactosidasa) y pCR3.1* (vector sin inserto), segun sea el caso.

Para los ensayos de la actividad de la luciferasa las células fueron
transfectadas segun los siguientes parametros:

Vector Cantidad

CaR WT, L125P 6 E297K 1.2 yg
3TP-lux 0.24 pg

B-galactosidasa 0.12 ug
pCR 3.1 Variable
Cantidad total 4.2 pg

Tabla 1. Vectores utilizados para los ensayos de la actividad de la luciferasa.

Para los ensayos de RT-PCR del gen smad7 las células fueron transfectadas
con 1.2 ug de CaR WT, L125P, E297K o pCR 3.1, segln sea el caso, mientras que
para los ensayos de deteccién de Smad2 fosforilada se transfectaron con 4 pug.

El método de transfeccién seguido fue el siguiente:

01.-) Diluir cada vector en 480 pl de DMEM sin SFB.

02.-) Preparar una solucién de lipofectamina. Por cada vector a transfectar agregar
18 ul de lipofectamina en 480 pl de DMEM sin SFB. Resuspender muy bien.

03.-) Agregar la solucion de lipofectamina al respectivo tubo con el vector a
transfectar. Incubar por 30 min a temperatura ambiente.

04.-) Retirar con vacio el medio DMEM 10% SFB de las células a transfectar.
Lavarlas con PBS 1X (Buffer de fosfatos casero que contiene NaCl 137 mM, KCl 2.1
mM, Na,HPO,O 10 mM y KH,PO,0O 2 mM, con un pH de 7.4) y agregar 2 ml de
DMEM sin SFB a cada caja.

05.-) Agregar la solucién de transfeccidn a cada caja. Agitar en cruz.

06.-) Dejar transfectando durante 6 horas a 37°C.

07.-) Recuperar las células con DMEM 10% SFB. Las cajas de 6 cm se recuperaron

con 3 ml, mientras que las cajas Petri de 10 cm se recuperaron con 5 ml.

* Plasmidos obtenidos del laboratorio de la Dra. Guadalupe Reyes Cruz, CINVESTAV-Zacatenco, IPN,
México, DF.

** Plasmidos obtenidos del laboratorio de la Dra. Marina Macias Silva, IFC, UNAM, México, DF.
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6.3 Ensayo de la actividad de la luciferasa

Para determinar el efecto de la activacion del CaR en la actividad transcripcional de
la via del TGF-B por ensayos de la actividad de la luciferasa se transfectaron células
con los plasmidos correspondientes. 24 horas después las cajas de 6 cm se
dividieron en cajas de 24 pozos cubiertas previamente con fibronectina (FN) [20
pg/ml] (Calbiochem), de acuerdo al siguiente método:

01.-) Preparar la solucién de fibronectina [20 ug/ml] y agregar 350 ul a cada pozo.
Incubar 1 hora a temperatura ambiente.

02.-) Retirar con vacio el medio DMEM 10% SFB de cada una de las cajas de 6 cm.
Lavarlas con PBS 1X.

03.-) Agregar 0.5 ml de tripsina por cada caja. Incubarlas de 3-5 min a 37°C.

04.-) Agregar 11.5 ml de DMEM 10% SFB a cada caja para neutralizar la tripsina.
Resuspender muy bien.

05.-) Tomar 6 ml del inéculo y agregarlos a 6 ml de DMEM 10% SFB.

06.-) Sembrar 1 ml de in6culo en cada pozo. Incubar a 37°C hasta el siguiente dia.
07.-) Ayuno de suero. Retirar el DMEM 10% SFB, lavar con PBS 1X y agregar 1 ml
de DMEM sin SFB a cada pozo. Incubar a 37°C por 6 horas.

08.-) Ayuno de calcio. Retirar el DMEM sin SFB de cada pozo y agregar 1 ml de
DMEM sin SFB suplementado con 0.5 mM CaCl,. Incubar a 37°C por 1 hora.

09.-) Estimulo con calcio. Emplear dos concentraciones de CacCl, (Quality Biological,
INC.), 0.5 y 4 mM, donde 0.5 mM CaCl, no activa al CaR pero permite que las
células se mantengan adheridas a su sustrato, mientras que 4 mM CacCl, si activa al
CaR. Incubar 1 hora a 37°C.

10.-) Estimulo con TGF-B. Estimular con 100 pM de TGF-B (Peprotech). Incubar 16
horas a 37°C.

11.-) Obtencién de lisados celulares. Preparar buffer de lisis 1X (Promega Cat.
#E397A) y mantener a 4°C. Retirar el medio de cultivo de las cajas de 6 cm y
lavarlas con PBS 1X. En una cama de hielo, agregar 50 ul de buffer de lisis 1X a
cada caja. Una vez obtenidos los lisados guardarlos a -70°C (Forma Scientific) hasta
el momento de su analisis.

12.-) Medicién de la expresion de la proteina B-galactosidasa. En una caja de 96
pozos agregar 10 ul de la muestra mas 90 ul de la solucion MIX8 (ver anexo).

Incubar la caja a 37°C durante 15 min aproximadamente o hasta que la solucion se
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torne en un color amarillo claro. Analizar la expresién de la B-galactosidasa en un
lector de ELISA (Problot6 hybrization oven) a una longitud de onda de 415 nm.

13.-) Andlisis de la actividad de la proteina luciferasa. En un tubo de 1.5 ml agregar
25 pl del sustrato de la luciferasa (Promega) a 5 ul de lisado celular. Dicho andlisis

se hace por luminometria (20/20n luminometer turner biosystems).

6.4 Deteccion de Smad2 fosforilada por Western Blot
Para determinar el efecto de la activacion del CaR en la fosforilacion de las proteinas

Smad2, las células se transfectan y 24 horas después se les cambia el medio de
cultivo por 10 ml de DMEM 10% SFB, manteniéndolas en incubacién hasta el
siguiente dia. La deteccidon de Smad?2 fosforilada por inmunoprecipitacion y Western
Blot se realiza en base al siguiente método:

01.-) Ayuno de suero y calcio. Retirar el DMEM 10% SFB, lavar con PBS 1X y
agregar 10 ml de DMEM sin SFB suplementado con 0.5 mM CacCl,. Incubar 16 horas
a 37°C. Al cabo de las 16 horas retirar 5 ml de medio de cultivo para realizar los
estimulos en un volumen final de 5 ml.

02.-) Estimulo con calcio. Estimular las células con 4 mM CaCl, (Quality Biological,
INC.), o tratarlas con 0.5 mM CacCl,, segun sea el caso, para que las células se
mantengan adheridas a su sustrato. Incubar 1 hora a 37°C.

03.-) Estimulo con TGF-B. Estimular las células con 200 pM de TGF-B (Peprotech).
Incubar 30 min a 37°C.

04.-) Obtencion de lisados celulares. Adicionar a las células 1 ml de buffer de lisis B
frio con inhibidores de proteasas y fosfatasas (inhibidores de proteasas: PMSF 1
mM, leupeptina 1 pg/ul y aprotinina 1 pg/ul; inhibidores de fosfatasas: B-
glicerofosfato 10 mM, NaF 1 mM y ortovanadato de sodio 1 mM). Mantener las
muestras en hielo todo el tiempo. Raspar las cajas y transferir el liquido a tubos de
1.5 ml. Incubar los tubos 15 min a 4°C en agitacion y luego centrifugarlos a 14,000
rom (Eppendorf Centrifuge 5415R) por 5 min a 4°C. Transferir el sobrenadante a
tubos de 1.5 ml. Evitar el pellet.

05.-) Cuantificar la concentracion de proteina de los extractos. Para cada
inmunoprecipitacion usar 0.5 mg o hasta 2 mg de proteina.

06.-) AfAadir 2 pl del anticuerpo especifico (a-Smad2/3 (N-19): sc-6032; en cabra,
Santa Cruz) a cada tubo. Incubar en el rotador toda la noche a 4°C.

07.-) Adadir 50 pl de gamma bind (Millipore).
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08.-) Incubar en el rotador a 4°C por 2 horas, no por mas tiempo.

09.-) Centrifugar los tubos a 14,000 rpm por 10 seg.

10.-) Descartar el sobrenadante y lavar el pellet 3 veces con 1 ml de buffer de lisis B
frio con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Entre cada lavado centrifugar los
tubos a 14,000 rpm por 10 seg descartando el sobrenadante.

11.-) Después del ultimo lavado centrifugar los tubos a 14,000 rpm por 10 seg y
remover el exceso de liquido con vacio, cuidando de no remover la agarosa.

12.-) Resuspender cada muestra en 30 pl de buffer de muestra, de solucion Laemmli
(SDS-protein gel loading solution Quality Biological, INC + 3-mercaptoetanol + agua).
13.-) Hervir las muestras de 3-5 min, dejar enfriar y guardar a -20 o -70°C, o
inmediatamente cargar el sobrenadante en un gel de poliacrilamida al 6% después
de centrifugarlas 1 min a 14,000 rpm. Correr el gel a 30 mA por aproximadamente 1
hora.

14.-) Transferir las proteinas a una membrana de nitrocelulosa en camara de
transferencia humeda a 320 mA por 2.5 horas (SIGMA, Chemical CO).

15.-) Bloquear los blots con leche libre de grasa (Svelty) al 5% en TBS-Tween (TBS-
T, Tris-base 20 mM, NaCl 137 mM y Tween-20 al 0.1%, pH 7.5).

16.-) Para la inmunodeteccion de las proteinas de interés las membranas se incuban

con los anticuerpos primarios especificos (tabla 2) durante toda la noche a 4°C.

Proteina a Anticuerpo Dilucién Anticuerpo Dilucién

detectar primario secundario
a-P-Smad?2 a-rabbit
(Chemicon) (KPL)

P-Smad2

a-Smad2/3 a-goat
(Santa Cruz) (Jackson)

a-mouse
CaR WT o E297K a-ADD (KPL)

Tabla 2. Lista de anticuerpos primarios y secundarios para la deteccién por Western
Blot de Smad2 fosforilada.

17.-) Al dia siguiente, las membranas se lavan tres veces con TBS-T 0.1% durante

Smad2/3

15 min por cada lavado, seguido de la incubacion con el anticuerpo secundario
correspondiente (tabla 2) conjugado con la peroxidasa de rabano (HRP) durante 1
hora a temperatura ambiente.

18.-) Las proteinas de interés se detectan con un kit de inmunodeteccion de
proteinas por quimioluminiscencia (Millipore Immobilon Western), siguiendo las
indicaciones del fabricante, y son reveladas en cuarto oscuro con reactivos Kodak.

19.-) Las bandas obtenidas se cuantifican con el programa Imagen version 1.40g.
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6.5 RT-PCR del gen smad7
Para determinar el efecto de la activacion del CaR sobre la expresién del gen smad7
las células para experimentos de RT-PCR del gen smad7 se cultivan en cajas de 6
cm, se transfectan y 24 horas después se les cambia el medio de cultivo por 5 ml de
DMEM 10% SFB manteniéndolas en incubacion hasta el siguiente dia. EI método
seguido para los experimentos de RT-PCR es el siguiente:
01.-) Ayuno de suero. Las células se ayunan de suero con 3 ml de DMEM sin SFB.
Incubar a 37°C por 4 horas.
02.-) Ayuno de calcio. Las células se ayunan de calcio con 2 ml de DMEM sin SFB
suplementado con 0.5 mM CacCl,. Incubar a 37°C por 1 hora.
03.-) Estimulo con calcio. Estimular las células con 4 mM CacCl, (Quality Biological,
INC.), o tratarlas con 0.5 mM CaCl,, segln sea el caso, para que las células se
mantengan adheridas a su sustrato. Incubar 1 hora a 37°C.
04.-) Estimulo con TGF-B. Estimular las células con 300 pM de TGF-3 (Peprotech).
Incubar 2 horas a 37°C.
05.-) Obtencién de lisados celulares. A partir de este paso es indispensable usar
guantes y limpiar todo el material con una solucion de RNAsas. Agregar 1 ml del
reactivo TRIZOL (Invitrogen) a cada caja de Petri de 6 cm. Mantener las muestras en
hielo. Incubarlas 5 min. Resuspender el liquido durante 5 min para terminar de lisar
las células. Junto con la resuspension hay que girar la caja para lisar el mayor
namero de células. Transferir los lisados celulares a tubos de 1.5 ml nuevos y
estériles. Congelar las muestras a -70°C.
06.-) Aislamiento del RNA total.

- Descongelar las muestras a temperatura ambiente.

- Agregarles 0.2 ml de cloroformo por cada ml de TRIZOL de la muestra. Agitar

fuertemente durante 15 seg.

- Dejar las muestras a temperatura ambiente durante 2-3 min.

- Centrifugar las muestras a 12,000 rpm por 15 min a 4°C.

- Transferir la fase acuosa (fase superior) a un tubo limpio y estéril de 1.5 ml. No

tocar la interfase blanca, en caso de hacerlo volver a centrifugar.

- Agregar 0.5 ml de isopropanol por cada ml de TRIZOL de la muestra. Mezclar

levemente. Incubar 10 min a temperatura ambiente.

- Centrifugar las muestras a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C. Desechar el

sobrenadante.
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- Afadir 1 ml de etanol al 75% (preparado con H,O/DEPC) por cada ml de TRIZOL
de la muestra. Despegar el pellet golpeando suavemente el tubo con los dedos.
- Centrifugar las muestras a 12,000 rpm por 5 min a 4°C. Remover el
sobrenadante cuidadosamente.
- Afadir 1 ml de etanol al 75% (preparado con H,O/DEPC) por cada ml de TRIZOL
de la muestra.
- Centrifugar a 12,000 rpm durante 5 min a 4°C.
- Dejar secar el pellet de 5-10 min a temperatura ambiente.
- Homogeneizar el pellet con 20 ul de H,O/DEPC.
- Calentar las muestras a 60°C durante 5 min. Posteriormente dejar enfriar en
hielo.
- Cuantificar las muestras por espectrometria (BECKMAN DU® 650). Se realiza
una dilucién 1:500 y se lee a una longitud de onda de 260 nm. Calcular el volumen
que contenga 5 ug de RNA total.
07.-) Transcripcion Reversa. Una vez aislado el RNA total de cada una de las
muestras se procedié a realizar la sintesis del cDNA de cada una de éstas, para lo
cual se utilizé la enzima M-MVL RT (Invitrogen). Los componentes utilizados para

hacer la RT fueron los siguientes:

Componente Cantidad
RNA 5 ug
Hexameros 1l
dNTP’s 1l
Buffer 5X 4 pl

DTT 0.1 M 2 ul

M-MVL RT 1u

H,O/DEPC Variable
Volumen total 19 pl

Tabla 3. Componentes para la sintesis de cDNA de los genes B-galactosidasay smad7.
- Calentar las muestras a 65°C durante 5 min y después poner los tubos en hielo.
- Agregar a cada uno de los tubos 4 pl de buffer 5X'y 2 yl de DTT 0.1 M. Mezclar
muy bien.
- Incubar las muestras a 42°C durante 2 min.
- Agregar 1 pl de le enzima M-MLV a cada una de las muestras. Mezclar muy
bien.
- Incubar las muestras 10 min a 25°C.

- Incubar las muestras 50 min a 37°C.
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- Incubar las muestras 15 min a 70°C.

- Guardar las muestras a -20°C hasta el momento de realizar la PCR.
08.-) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Una vez realizada la
transcripcidon reversa se procedié a amplificar los cDNA obtenidos por la técnica de
la PCR. Las PCRs se realizaron con los cDNA como molde y oligonucledtidos
especificos para los genes smad7 (Sigma) y B-actina (Sigma). En la PCR se utilizé la
polimerasa REDTaq (SIGMA, Jump Start™ REDTaq®ReadyMix PCR Reaction Mix).
Los componentes utilizados, asi como sus cantidades, para realizar la PCR fueron

los siguientes:

Componente Cantidad
Ready Mix
Oligonucle6tido sentido
(gcc ctc tct gga tat ctt ct)
Oligonucle6tido antisentido

1l

(gct gea taa act cgt ggt ca) 1l
DMSO 2.5yl

| H,0 5.5 |l |

| cDNA 2.5yl |

Tabla 4. Componentes para la amplificacién de los cDNA de los genes B-galactosidasa
y smad?7.
- Amplificacion del gen smad7. Las condiciones para la amplificacion del gen

smad7 son 1 min a 95°C de desnaturalizacion, 1 min a 55°C de alineamiento y 1
min a 72°C de elongacion, con 32 ciclos de amplificacion.
- Amplificacion del gen B-actina. Las condiciones para la amplificacion del gen -
actina son 30 seg a 94°C de desnaturalizacién, 30 seg a 55°C de alineamiento y 1
min a 72°C de elongacion, con 25 ciclos de amplificacion.

- Correr las muestras en geles de agarosa al 1.5%.

6.6 Andlisis de resultados
Con una n = 3, los experimentos fueron evaluados en porcentajes y posteriormente

analizados en el programa PRISM, version 4.0 (Software, Inc., San Diego CA) para
ser graficados. En este mismo programa se realiz0 la prueba estadistica ANOVA de
una via, tomando como diferencias significativas a p < 0.05. En los casos en los que
esta prueba fue significativa, se hizo un analisis usando la prueba de comparacion

multiple Newman-Keuls para determinar las diferencias individuales entre grupos.
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VIl. RESULTADOS

7.1 La activacién del CaR disminuye la actividad transcripcional de la via
de sefializacion del TGF-8
Se realizaron experimentos para determinar si la activacién del CaR tenia algin

efecto sobre la actividad transcripcional de la via del TGF-B. Por medio de ensayos
de la actividad de la proteina luciferasa, empleando como gen reportero el 3TP-lux,
se determind la atenuacién de la via del TGF-B por la activacion del CaR como lo
muestra la figura 10. Cuando el CaR WT es estimulado con 4 mM CacCl, por 1 hora
la actividad transcripcional de la via del TGF-f disminuye significativamente. Por otro
lado, se encontré que la simple presencia del CaR WT, tratado con 0.5 mM CacCl,
por 1 hora, tiene el mismo efecto sobre la actividad transcripcional de la via del TGF-
B aunque en menor magnitud.

Por otro lado, para demostrar que la atenuacién observada se debia al efecto
de la activacion del CaR y no a la presencia de 4 mM CaCl, que pudiera estar
activando otras proteinas como canales o ATPasas, procedimos a realizar
experimentos con la L125P, mutante constitutivamente activa del CaR. Nuestros
resultados demuestran que la activacion de la mutante L125P por 1 hora present6 el
mismo efecto atenuante observado en el CaR WT sobre la actividad transcripcional
de la via del TGF-B, como se muestra en la figura 11. Finalmente, para no dejar
duda que la activacion del CaR atenula la actividad transcripcional promovida por el
TGF-B nos dimos a la tarea de realizar experimentos con la E297K, mutante
inactivante del CaR. Nuestros resultados indicaron que la actividad transcripcional
de la via del TGF-B no se ve afectada por este receptor mutante a pesar de ser
tratado con 4 mM CacCl, por 1 hora, tal como lo muestra la figura 12. A diferencia del
CaR WT, la simple presencia de la L125P y de la E297K no afect6 la actividad
transcripcional de la via del TGF-B. Al realizar la grafica comparativa entre el efecto
atenuante ejercido por el CaR WT y la L125P no se encontraron diferencias
significativas, es decir, ambos receptores disminuyen en la misma magnitud la
actividad transcripcional de la via de sefializacion del TGF-8 (Figura 13).

Este conjunto de datos demuestran que para que se lleve a cabo la efectiva

atenuacion de la via del TGF-[3 se requiere la presencia y activacion del CaR.
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Fig. 10 Efecto de la activacion del CaR WT en la actividad transcripcional de la via del
TGF-B. El gen reportero de la via del TGF-B, 3TP-lux, y el CaR fueron transfectados
transitoriamente en células HEK293. Las células fueron incubadas con 0.5 y 4 mM CacCl, por
1 hora y, posteriormente, con 100 pM de TGF-B por 16 horas en donde se indica (barras
negras). Se observa que el CaR WT activado, estimulado con 4 mM CaCl,, disminuye
significativamente la actividad transcripcional de la via del TGF-f. Por otro lado, el CaR WT
en estado inactivo, tratado con 0.5 mM CacCl,, de igual manera disminuye la actividad
transcripcional de la via del TGF- aunque en menor magnitud. Con los datos obtenidos se
realizé una prueba estadistica ANOVA comparando todas las condiciones contra la actividad
transcripcional del control estimulado con TGF-f3.

*p <0.01, *p <0.001, n=18.
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Fig. 11 Efecto de la activacion de la L125P en la actividad transcripcional de la via del
TGF-B. El gen reportero de la via del TGF-B, 3TP-lux, y la L125P, mutante constitutivamente
activa del CaR, fueron transfectados transitoriamente en células HEK293. Las células fueron
incubadas con 0.5 y 4 mM CaCl, por 1 hora y, posteriormente, con 100 pM de TGF-f3 por 16
horas en donde se indica (barras negras). Se observa que la L125P, estimulado con 4 mM
CaCl,, disminuye significativamente la actividad transcripcional de la via del TGF-B. Sin
embargo, a diferencia del CaR WT, la simple presencia de la L125P no afectd la actividad
transcripcional de la via del TGF-B. Con los datos obtenidos se realizaron pruebas
estadisticas de ANOVA comparando todas las condiciones contra la actividad transcripcional
del control estimulado con TGF-.

*p<0.001,n=09.
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Fig. 12 Efecto de la presencia de la E297K en la actividad transcripcional de la via del
TGF-B. El gen reportero de la via del TGF-B, 3TP-lux, y la E297K, mutante inactiva del CaR,
fueron transfectados transitoriamente en células HEK293. Las células fueron incubadas con
0.5y 4 mM CaCl, por 1 hora y, posteriormente, con 100 pM de TGF-B por 16 horas en donde
se indica (barras negras). Se observa que la E297K no tiene ningun efecto sobre la actividad
transcripcional de la via del TGF- a pesar de ser tratado con 4 mM CaCl,. A diferencia del
CaR WT, la simple presencia de la E297K no afectd la actividad transcripcional de la via del
TGF-B. Con los datos obtenidos se realizaron pruebas estadisticas de ANOVA comparando
todas las condiciones contra la actividad transcripcional del control estimulado con TGF-3. No
hubo diferencias significativas en ningin caso.

n=12
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Fig. 13 Comparacién del efecto sobre la actividad transcripcional de la via del TGF-B
promovido por el CaR WT y las mutantes L125P y la E297K. Se puede observar que
cuando se activa al CaR WT con 4 mM CacCl, éste ejerce un efecto atenuante sobre la
actividad transcripcional de la via del TGF-B, efecto ejercido también por la L125P en el
mismo sentido y magnitud. Por otro lado, este efecto atenuante se revierte con la E297K, a
pesar de ser tratado con 4 mM CaCl,. Con los datos obtenidos se realizaron pruebas
estadisticas de ANOVA comparando todas las condiciones contra la actividad transcripcional
del control estimulado con TGF-(.

*p <0.01, *p <0.001
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7.2 La activacion del CaR disminuye la fosforilacion de las proteinas
Smad?2
Una vez demostrado que la activacion del CaR disminuye la actividad transcripcional

de la via del TGF-B, se realizaron experimentos para determinar a qué nivel de la via
del TGF-B ejerce su efecto atenuante el CaR. Se realizaron experimentos para
determinar si la activacion del CaR tenia efecto directo sobre el receptor para TGF-f3,
especialmente sobre el TRRI por ser el que fosforila a las R-Smad, por lo que se
analizé6 la fosforilacibon de Smad2 por activacion del CaR. Por medio de
experimentos de deteccién de la fosforilacion de la Smad2 por Western Blot, se
determiné que la activacién del CaR disminuye la cantidad de Smad2 fosforilada
dependiente de TGF-B. La figura 14 demuestra que cuando el CaR es activado con
4 mM CaCl, por 1 hora la cantidad de Smad2 fosforilada disminuye
significativamente, en comparacion con la condicion en el que el CaR esta presente
pero no esta activado.

Por otro lado, en los experimentos con la E297K se encontré que la cantidad
de Smad2 fosforilada no se ve afectada por este receptor, incluso aunque éste sea
tratado con 4 mM CacCl,, tal como lo demuestra la figura 15.

Este conjunto de datos demuestra que la para la efectiva disminucion de la

cantidad de Smad2 fosforilada se requiere la presencia y activacion del CaR.
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Fig. 14 Efecto de la activacién del CaR WT en la fosforilacién de Smad2. Vector sin
inserto pCR3.1 y el CaR WT fueron transfectados transitoriamente en células HEK293. Las
células fueron incubadas con 4 mM CaCl, por 1 horay, posteriormente con 200 pM de TGF-f3
por 30 min. Se observa que la activacién del CaR WT, estimulado con 4 mM CacCl,,
disminuye significativamente la cantidad de Smad2 fosforilada dependiente de TGF-B. Con
los datos obtenidos se realizaron pruebas estadisticas de ANOVA comparando todas las
condiciones con el control estimulado con TGF-.

*n <0.01,n=4.

- 47 -



Vector E297K

CaCl, 4 mM - - - + - +
TGF-B 200 pM

P-Smad2 (50 kDa)

Smad2 (50 kDa)
Smad3 (55 kDa)

E297K (130/150 kDa)

90 =
80 =
o 70 =
£
N~ 609
29
C*g' 50 =
RS
‘—%&\O, 40 =
S 30
[72]
o
s 20 =
10 =
0-
caCl, 4 mM - - -
TGF-B 200 pM - + - - + +

Vector E297K

Fig. 15 Efecto de la presencia de la E297K en la fosforilacion de Smad2. Vector sin
inserto pCR3.1 y la E297K fueron transfectados transitoriamente en células HEK293. Las
células fueron incubadas con 4 mM CaCl, por 1 horay, posteriormente con 200 pM de TGF-f3
por 30 min. Se observa que la E297K no disminuye la cantidad de Smad2 fosforilada
dependiente de TGF- a pesar de ser tratado con 4 mM CacCl,. Con los datos obtenidos se
realizaron pruebas estadisticas de ANOVA comparando todas las condiciones con el control
estimulado con TGF-B. No hubo diferencias significativas en ninguno de los casos. n = 3.
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7.3 La activacién del CaR no afecta la expresion del gen smad7
El gen smad7 fue identificado con base en su similitud con el gen de las otras

Smads, y el papel de la proteina fue dilucidado por medio de experimentos con
genes reporteros en los que se observd que tenia un papel negativo en la
sefializacion del TGF-B (Hayashi et al. 1997; Nakao et al. 1997). Los analisis de los
perfiles de expresion de Smad7 revelaron que los niveles de RNAm de esta proteina
aumentan en las células tratadas con TGF-, sugiriendo que Smad7 forma parte de
un mecanismo de retroalimentacion negativa para terminar con las sefiales de la via
del TGF-B (Nakao et al. 1997), en el que el promotor del gen es el blanco de las
Smads activas (Nagarajan et al., 1999). Con este antecedente como referencia, se
realizaron experimentos para determinar si la activacién del CaR afecta la expresion
del gen smad7 dependiente de TGF-B. Realizando experimentos de amplificacion
del gen smad7 por RT-PCR, determinamos que la activacion del CaR por 1 hora no
afecta la expresion del gen smad7 dependiente de TGF-B. La figura 16 demuestra
gue cuando el CaR es estimulado con 4 mM CacCl, la expresion del gen smad7 no
disminuye, en comparacion con la condicién en la que el CaR esta presente pero no
esta activado. Sorpresivamente encontramos que 4 mM CaCl, directamente
favorece la expresion del gen smad7 independientemente del TGF-.

Este conjunto de datos demuestra que dado que la activacion del CaR no
disminuyo la expresion del gen smad7 y dada la inespecificidad en la expresion de
este gen dependiente del estimulo con CaCl, y TGF-, el gen smad7 no contribuye
a caracterizar el efecto atenuante del CaR sobre la via de sefializacion del TGF-3
por lo que sera necesario demostrar el efecto atenuante del CaR sobre otro gen
blanco del TGF-.
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Fig. 16 Efecto de la activacién del CaR WT en la expresién del gen smad7. Vector sin
inserto pCR3.1 y el CaR WT fueron transfectados transitoriamente en células HEK293. Las
células fueron incubadas con 4 mM CacCl, por 1 hora 'y, posteriormente con 300 pM de TGF-3
por 2 horas. Se observa que la activacién del CaR WT, estimulado con 4 mM CacCl,, no
afecta la expresion del gen smad7 dependiente de TGF-B. Por otro lado, también se observa
que 4 mM CacCl, por si mismo promueve la expresion del gen smad7. n = 3.
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VIIl. DISCUSION

El presente trabajo representa el primer reporte en el que se demuestra que el CaR
tiene un efecto negativo sobre la via de sefializacién del TGF-B. En primer lugar,
nosotros demostramos que al activar al CaR con 4 mM CaCl, la actividad
transcripcional de la via del TGF-B disminuye significativamente, lo cual fue
corroborado en experimentos con L125P, mutante activante del CaR, que de igual
manera tiene un efecto atenuante sobre la via de sefializacion del TGF-B. Por otro
lado, también demostramos que al activar al CaR y a la L125P la cantidad de Smad?2
fosforilada disminuye significativamente, lo cual sugiere entonces que el CaR ejerce
su efecto atenuante, a nivel de la membrana plasmatica directamente sobre el
receptor para TGF-3, probablemente sobre el TBRI por ser éste quien fosforila a las
R-Smads, con la consecuente disminucién de la actividad transcripcional de esta via
de sefializacion.

A pesar de la falta de informacién respecto al presente tema, existen reportes
gue pueden ayudar a caracterizar el mecanismo de atenuacion del CaR sobre la via
de sefalizacion del TGF-B en la cual podrian participar algunas proteinas
accesorias. Por ejemplo, la filamina 1 (también llamada ABP-280) es una proteina
citoesquelética que existe como homodimero, cuyo peso molecular aproximado es
de 280 kDa. La filamina contiene un dominio de unién a actina en su extremo N-
terminal y 24 repeticiones en tandem de 96 residuos de aminoacidos cada uno,
siendo la ultima repeticion el dominio de dimerizacién de la molécula. La filamina se
une a filamentos de actina conectandolos a receptores de la membrana plasmaética.
Ademas, actia como proteina de andamiaje para proteinas intracelulares estando
asi implicada en mecanismos de transduccién de sefiales (Sasaki et al., 2001).

En 2001 el grupo de Ken Watanabe demostr6 que la filamina interacciona con
las proteinas Smads 1, 2, 4, 5y 6 (R-Smads: 1, 2 y 5; Co-Smad: 4; e I-Smad: 6).
Dada esta interaccion se sugiere a la filamina como una proteina implicada en la
sefializacion de la superfamilia del TGF-B. Este grupo demostré también que células
sin filamina muestran deficiente sefializacion del TGF-f comparado con células
suplementadas con esta proteina. Esto se demostré dada la disminucion en la
fosforilacion de Smad2 en respuesta al estimulo con TGF-$ en células sin filamina.

Dado que la fosforilacién de las R-Smads desencadena la sefalizacion del TGF-B, la
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interaccion de éstas con la filamina podria ser esencial para su efectiva fosforilacion
y la consecuente sefializacion de la via del TGF-$ (Sasaki et al., 2001).

Algunas hipoétesis sobre el mecanismo por el cual la filamina regula la
fosforilacion de las R-Smads son las siguientes: (1) la filamina podria servir como
una proteina de andamiaje, controlando la localizacién de las R-Smads cerca de su
receptor de la superficie celular; (2) por otro lado, las R-Smads asociadas con
filamina probablemente pueden mantener su conformacién adecuada para ser
fosforiladas por su receptor. Para el caso de Smad2 y 4, los dominios MH1 y MH2
pueden interaccionar entre si en su conformacién inactiva, sin embargo, la
asociacion con filamina podria interrumpir esta conformacion manteniendo ambos
dominios separados, favoreciendo asi la fosforilacion de Smad2 y su consecuente
heterooligomerizacién. (3) También existe la posibilidad de que la filamina proteja a
las proteinas Smads de degradacion dependiente de ubiquitina por
enmascaramiento de los sitios de ubiquitinacién de las Smads. Por tanto, en vista de
gue la filamina se asocia con varios mediadores de sefializaciéon intracelular,
incluyendo a las proteinas Smads, se propone a ésta como una proteina de
andamiaje que media procesos de comunicacién cruzada entre la superfamilia del
TGF-B y otras vias de sefalizacion celular (Sasaki et al., 2001).

Por otra parte, en 2005 el grupo de Gerda E. Breitwieser demostr6 que el CaR
interacciona fisicamente con la filamina. Se determind que la filamina interacciona
con el CaR a través de dos motivos B-plegada localizados entre los residuos 962-
981 del CaR y que la activacion de éste mejora significativamente su interaccién con
la filamina. Segun la via de sefalizacién candnica del CaR se sabe que éste es
capaz de activar la via de las MAPK. Pues bien, este grupo demostré6 que la
activacion de la cascada de sefializacion de las MAPK requiere que el extremo C-
terminal del CaR interaccione con la filamina. Por otro lado, se demostré que la
filamina incrementa tanto la localizacion del CaR en la superficie celular como la
cantidad total de este receptor en la célula. Ademas, la filamina estabiliza el anclaje
del CaR en la membrana plasmatica, lo protege de degradacion y mejora la
localizacién de éste en caveolas. Se han propuesto dos hipétesis que explican cémo
la activacion del CaR mejora su interaccion con la filamina: (1) la primera menciona
gue la activacion del CaR induce un cambio conformacional dentro de su extremo C-
terminal el cual promueve su interaccién con la filamina, o (2) o la filamina sufre un

cambio conformacional, inducido por la activaciéon del CaR, el cual facilita su
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interaccion con el receptor. Por tanto, faltaria determinar si la activacion del CaR
afecta la estabilidad y conformacién de la filamina (Zhang M et al., 2005).

Ahora bien, dado que el CaR interacciona con la filamina y que dicha
interaccion se mejora cuando el CaR es activado, y dado que la filamina al parecer
es una proteina esencial para la efectiva fosforilacion de las R-Smads, es de
principal interés para nosotros demostrar si la activacion del CaR, lo cual conlleva un
mejoramiento de su interaccion con la filamina, que al mismo tiempo interacciona
con las Smads, impide el acceso y fosforilacion de las R-Smads por el TBRI y, por lo
tanto, este sea el mecanismo por el cual se explique el efecto atenuante del CaR
sobre la via de sefializaciéon del TGF-B (Fig.17).

Otra proteina de interés para nosotros es la menina, un polipéptido de 610
residuos de aminoacidos con un peso molecular aproximado de 69 kDa. La menina
presenta dos dominios de localizacién nuclear (NLS-1 y NLS-2) en su extremo C-
terminal y cinco motivos consenso en el extremo N-terminal caracteristicos de
GTPasas o proteinas de union a GTP, lo cual es consistente con la unién especifica
de la menina a GTP o GDP, aunque su afinidad por esta molécula es baja. La
menina se une a DNA a través de su region C-terminal, siendo aparentemente el
NLS-1 y NLS-2 esenciales para dicha unién. En el extremo N-terminal la menina
también presenta dos zipper de leucina cuya funcién es desconocida. A la menina se
le conoce principalmente por su funcién como supresor de tumores; pacientes con
mutaciones en el gen menl, el cual codifica para la menina, desarrollan tumores en
la glandula paratiroides, pituitaria anterior y pancreas endocrino. También se sabe
gue media la inhibicién de la secrecién de hormonas como la prolactina, insulina 'y la
hormona del crecimiento, ademas de participar en la diferenciacion de osteoblastos
a partir de células mesenquimaticas y en procesos hematopoyéticos que mantienen
una cantidad constante de linfocitos en sangre (Balogh K et al., 2006).

Tal como se menciond anteriormente, estd demostrado que el TGF- se
expresa en la glandula paratiroides donde regula negativamente la proliferacion
celular y produccién de la PTH (Sowa et al.,, 2004). Ademas, se piensa que la
menina puede estar implicada en las acciones antiproliferativas del TGF-3 en células
de la paratiroides ya que la inactivaciéon de la menina revierte la inhibicion de la
proliferacion celular y secrecion de la PTH inducida por el TGF-$ (Sowa et al., 2004).
Por otro lado, se demostré que la menina interacciona fisicamente con Smad3 en el

nucleo celular y que la region MH2 de Smad3 y el extremo N-terminal de la menina
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son esenciales para dicha interaccién (Kaji H et al., 2001). Estos datos sugieren que
la pérdida de la funcién de la via de sefalizacién del TGF-B por inactivaciéon de la
menina puede afectar el estado celular delicadamente balanceado, dirigiéndola
hacia un inapropiado crecimiento que eventualmente resulta en la formacion o
progresion de tumores y en la consecuente produccion desrregulada de la PTH.
Ahora bien, dado que la menina es una proteina esencial para la efectiva
sefializacion del TGF-B en la glandula paratiroides, es de principal interés para
nosotros demostrar si la activacion del CaR de alguna manera impide la interaccion
de Smad3 con la menina y de esta manera el CaR bloquea la via de sefializacién del
TGF-B (Fig.17). Este conjunto de datos sugiere al TGF-B como un nuevo blanco
terapéutico para patologias como hiperparatiroidismo.

Por otro lado, también se mencioné anteriormente que estd demostrada la
relacion existente entre la expresion de la ciclina D1, molécula clave que promueve
la progresioén a través de la fase G1-S del ciclo celular, y reguladores de crecimiento
celular tales como bFGF, EGF y TGF-B, y senales especificas en la paratiroides
como la activacion del CaR. Se demostré que la activacion de los receptores para
bFGF (FGFR1 y R2) y EGF incrementan significativamente la expresion de la ciclina
D1 mientras que la activacion del receptor para TGF- reduce la expresion de la
ciclina D1 en la mayoria de células de tumor de paratiroides. Sin embargo, en dos
casos en el que se activé al CaR el TGF-f fue incapaz de reducir la expresion de la
ciclina D1 (Corbetta et al., 2004). Estos ultimos datos sugieren un posible efecto de
la activacion del CaR sobre el receptor para TGF-f3, lo cual conlleva un incremento
en la expresion de la ciclina D1. Por otro lado, esta demostrado que la ciclina D1
interacciona directamente con la menina y que ésta inhibe a la ciclina D1 (Sowa et
al., 2004).

Ahora bien, tomando en consideracién los datos anteriores, un mecanismo
complementario por el cual el CaR atenda la via de sefalizacion del TGF- podria
ser que el efecto atenuante sobre el receptor para TGF-B, por activacion del CaR,
conlleva un incremento en la proteina ciclina D1 misma que interacciona con la
menina e impide que esta Ultima interaccione con Smad3, abatiendo asi la via de
sefalizacion del TGF-f (Fig.17).

Otra molécula de interés para nosotros es la proteina AMSH. La AMSH es un
polipéptido de 424 residuos de aminoécidos con un peso molecular aproximado de

48 kDa. Esta proteina se clond utilizando el dominio SH3 de la proteina STAM. El
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analisis de la secuencia de la AMSH determind que esta proteina presenta un NLS
en la regiéon conformada por los aminoacidos L112-L127. También presenta, entre
los aminoacidos Q323-P369, una regibn homéloga a la proteina 1 de unién al
dominio de activaciéon a Jun, JSH, y presenta dos motivos de interaccion con el
dominio SH3, localizados entre las regiones que comprenden la P195-P198,
denominado P1, y entre la P227-P231, denominado P2. Esta proteina se expresa en
varios tejidos humanos, dentro de los que destaca el rifion por ser un oOrgano
importante en la homeostasis del calcio (Reyes Ibarra, 2007).

El resultado preliminar obtenido con la AMSH indica que esta proteina, al
parecer, revierte el efecto atenuante del CaR sobre la via de sefializacién del TGF-p.
Si esto llega a confirmarse, entonces la AMSH representaria la molécula de
retroalimentacion negativa de este mecanismo de atenuacién sobre la via de
sefializacion del TGF-B.

Se ha reportado informacién que contribuye a explicar como la AMSH podria
revertir la atenuacion de la via del TGF-. Por ejemplo, en 2001 el grupo de Susumo
Itoh demostré que la AMSH-1 interacciona con Smad6 y 7 (I-Smads), pero no con
las R- ni la Co-Smad, e interrumpe la interaccion de Smad6 con el Rl para BMPs.
Estos datos sugieren que la AMSH-1 interacciona y secuestra a Smad6 evitando que
ésta inhiba al receptor para BMPs, permitiendo una eficiente fosforilacién de las R-
Smads, potenciando asi sefializacion mediada por las BMPs (Itoh et al., 2001).

En 2004 el grupo de Matthias Mann cloné una nueva molécula sefalizante
denominada AMSH-2, por su homologia con la AMSH-1, y demostr6 que esta
proteina regula positivamente la via de sefializacion del TGF-f ya que ésta
interacciona directamente con Smad7, bloqueando asi sus efectos inhibitorios sobre
el receptor de TGF-B. El alto grado de homologia entre la AMSH-1 y -2 sugiere que
la AMSH-2 también podria interaccionar con Smad6 y, en consecuencia, regular
positivamente la via de las BMPs (lbarrola et al., 2004).

Por otro lado, en nuestro laboratorio se demostré que la AMSH-1 interacciona
directamente con el extremo C-terminal del CaR regulando negativamente la
actividad del receptor (Herrera Vigenor et al., 2006). También se demostré que la
AMSH-1 promueve la degradacion del CaR ya que lo redirecciona de vias de
reciclamiento lento a vias de degradacion, reduciendo la expresion del CaR en la

membrana celular y disminuye la secrecion de la PTHrP (Reyes Ibarra et al., 2007).
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Ahora bien, de confirmarse que la AMSH realmente revierte el efecto
atenuante del CaR sobre la via de sefializacion del TGF-B, esto podria deberse a
gue, por un lado, la AMSH regula negativamente la actividad del CaR, por lo cual se
esperaria que en consecuencia el efecto atenuante del CaR sobre el receptor para
TGF-B también disminuya. Por otro lado, dado que la AMSH interacciona y
secuestra a las |-Smads, se esperaria que la via del TGF-B se potencie como
consecuencia de una mayor eficiencia en la fosforilacion de las R-Smads. Por lo
tanto, estos dos eventos en conjunto podrian ser el mecanismo que explique como
la AMSH revierte el efecto atenuante del CaR sobre el receptor para TGF-§ (Fig.17).

Una vez determinado el mecanismo de comunicacién cruzada entre el CaR y
el receptor para TGF-B también es de interés para nosotros determinar si la
activacion de otros receptores tales como el S1P1, S1P3, CXCR2, CXCR4 y M2
tienen algun efecto sobre el receptor para TGF-B. En 2004 el grupo de Andrea
Huwiler reportd la primera evidencia en la que se demuestra que el receptor para
esfingosina-1-fosfato (S1P, por sus siglas en inglés, Sphingosine-1-Phosphate) es
capaz de transactivar al receptor para TGF-B,, estimulando asi la cascada de
sefalizacibn mediada por las proteinas Smads a través de la cual puede imitar las
respuestas celulares inducidas por el TGF-B (Xin C et al., 2004). Por otro lado, en
2007 el grupo de Tomiko Asano demostré que agonistas para GPCRs, incluyendo
ET-1, ET-3, LPA y carbacol, asi como TGF-f inducen independientemente la
expresion de proteinas especificas de masculo liso (SMA, por sus siglas en inglés,
Smooth Muscle Actin). Sin embargo, combinaciones de un simple agonista para
GPCRs con TGF-B cooperativamente incrementan el nimero de células positivas a
SMA asi como el nivel de expresién de estas proteinas en células individuales
(Morishita R et al., 2007).

Finalmente, como se menciond al principio, la glandula paratiroides interviene
en la regulacién de los niveles de calcio en la sangre. La exactitud de los niveles de
calcio es muy importante en el cuerpo humano, ya que pequefias desviaciones
pueden causar trastornos nerviosos Yy musculares. Patologias como el
hiperparatiroidismo, que es la hiperfuncion de la glandula paratiroides, se
caracterizan por la liberacion excesiva de la PTH que a su vez aumenta los niveles
de calcio en sangre, lo cual lleva al desarrollo de enfermedades como osteoporosis,
calculos de los riflones y tumores benignos en esta glandula. Ahora bien, conocer a

nivel molecular el mecanismo por el cual el CaR abate los efectos antiproliferativos
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mediados por el TGF- puede contribuir a encontrar posibles blancos terapéuticos
gue contrarresten el desarrollo de procesos tumorogénicos en la glandula

paratiroides.

Fig. 17 Representacién esquemaética del posible mecanismo de atenuacién de la via de
seflalizacién del TGF-B por activacion del CaR en células de la glandula paratiroides.
La activacion del CaR, al interaccionar con la filamina, proteina de andamiaje que
interacciona con Smad2, podria impedir que las R-Smads sean fosforiladas por el TBRI. Por
otro lado, los niveles de la proteina ciclina D1 podrian incrementarse dada la atenuacion
sobre el receptor para TGF-B quien bloquea su expresion. Por lo tanto, la ciclina D1, que
interacciona con la menina, podria secuestrar a ésta impidiendo su interaccién con Smad3 y
ésta dltima con el DNA, bloqueando asi la sefializacion de la via del TGF- que, en
consecuencia, conduce a una proliferacion celular anormal y al desarrollo de procesos
tumorogénicos. Finalmente, la proteina AMSH al regular negativamente la actividad del CaR
y al potenciar la via de sefializacién del TGF-B por inactivar a las I-Smads podria revertir el
efecto atenuante del CaR sobre el receptor para TGF-f3.
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IX. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir que:

1. La activacibn del CaR regula negativamente la actividad
transcripcional de la via de sefalizacién del TGF-8.

2. La activacion del CaR regula negativamente la fosforilacion de la
proteina Smad2.

3. Laactivacion del CaR no regula la expresion del gen smad7.
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X. PERSPECTIVAS

Tomando como antecedentes los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
pueden hacer estudios posteriores con el fin Gltimo de caracterizar el mecanismo a
nivel molecular que emplea el CaR para atenuar la via de sefalizacion del TGF-.
Por lo tanto, para la continuacién del presente proyecto se sugiere lo siguiente:

1. Determinar si hay degradacion de las proteinas Smad2/3 por activacion del
CaR. Estos experimentos permitirAn conocer si la disminucion en la
fosforilacion de Smad2 se debe a que las proteinas Smad2/3 son enviadas a
vias de degradacion por activacién del CaR. De ser asi, se determinaria si su
degradacion es via proteosoma o lisosoma.

2. Determinar la fosforilacién de Smad2 en células que sobreexpresan filamina.
Estos experimentos permitiran conocer si la activacion del CaR, a través de
su interaccion con filamina, impide el acceso y la fosforilacion de las R-
Smads por el receptor para TGF-.

3. Determinar la expresion de las proteinas SARA y STRAP (MAWD) por
activacion del CaR. Dado que la fosforilacion de las R-Smads es regulada
positivamente por proteinas que interaccionan con el receptor para TGF-$
tales como SARA y MAWD es de principal interés determinar el nivel de
expresion de estas proteinas por activacion del CaR.

4. Analizar la actividad transcripcional de la via del TGF-8 por activacién del
CaR en presencia de la menina. Dado que la menina es una proteina
esencial para la sefalizacion del TGF-B, estos experimentos permitiran
determinar la participacion de la menina en el efecto atenuante del CaR
sobre la via de sefializacion del TGF-B.

5. Analizar la fosforilacion de Smad2 por activacion del CaR en presencia de la
proteina AMSH. Estos experimentos permitirdn determinar si la proteina
AMSH es capaz de revertir el efecto atenuante del CaR sobre la via de
sefializacion del TGF-B.

6. Ensayos de secrecion del PTHrP por activacion del CaR. Dado que el TGF-
regula positivamente la secrecion del PTHrP es de principal interés
determinar el nivel de secrecidn de éste por activacion del CaR.

7. Ensayos de la actividad transcripcional de la via del TGF- por activacion de

otros GPCRs. Estos experimentos permitirdn determinar si la activacion de
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otros GPCRs tiene un efecto positivo o negativo sobre la actividad

transcripcional de la via del TGF-f3.
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XI. ANEXOS

Soluciones para la cuantificacion de la B-galactosidasa
* Solucion Mg100X (0.1 M MgCl,)

Ejemplo: para 50 muestras

- MgCl, 0.5 M 10 pl
- B-mercaptoetanol 15.5 ul
- Agua estéril 24.5 ul

* Solucién MIX8

Ejemplo: para 50 muestras

- Mg100X 50 ul
- ONPG 1.1 ml
- Fosfato de sodio 3.35ml

Obtencion de plasmidos por gradientes de cloruro de cesio
Primer dia
1. Transformar las bacterias con el pladsmido requerido. Se recomienda que

sean transformaciones y cultivos frescos para mayor rendimiento.

Segundo dia
2. Picar una colonia y crecerlas en 20 ml de medio LB, con el antibi6tico

correspondiente, todo el dia a 37°C.
3. Del cultivo de todo el dia, tomar 5 ml y crecerlos en 500 ml de medio LB, con

el antibiético correspondiente, toda la noche a 37°C.

Tercer dia

4. Los cultivos se centrifugan a 5,000 rpm por 10 min a 4°C, para empastillar las
bacterias (SORVALL).

5. El sobrenadante se elimina y la pastilla se resuspende en 4 ml de buffer TS,
en tubos Falcon de 50 ml. Los tubos Falcon deben estar lavados y
autoclaveados.

6. A cada tubo adicionar 4 ml del buffer ELT. Dejar reposar 10 min a
temperatura ambiente. No mover.

Nota: el buffer ELT se prepara al momento.
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7. Mientras transcurren los 10 min, o incluso antes, preparar el bafio Maria a
70°C. También hay que enjuagar los tubos para CsCl, con agua estéril.
Nota: los tubos para CsCl, no se autoclavean ni se lavan con etanol.

8. Los tubos se calientan en el bafio Maria a 70°C por 10 min, no por mas
tiempo. Esto se hace con el objetivo de terminar de lisar las células.

9. Se vacia la solucion a tubos de centrifuga. Mantener a 4°C. Los tubos se
equilibran con buffer TS y se centrifugan a 40,000 rpm por 20 min a 4°C con
el rotor 70.1 Ti.

10. El sobrenadante se recupera en un tubo corex de 30 ml, al cual se le
adiciona PEG-NaCl en proporcion 1:1; se tapa con parafilm y se mezcla por
inmersion. El PEG-NaCl se utiliza para precipitar el DNA, por lo que el tubo
se debe tornar turbio.

11. Los tubos se incuban 30 min en hielo.

12. Calibrar los tubos con PEG-NacCl.

13. Centrifugar a 7,000 rpm 10 min a 4°C.

14. Desechar el sobrenadante y la pastilla se resuspende vortexeando en 3 ml
de buffer TE.

15. Se agrega 5 pl de RNAsa A (20 mg / ml) toda la noche a 37°C o 25 ml por 2
hrs.

Nota: hasta aqui el DNA se puede almacenar a 4°C.
Cuarto dia

16. Pesar 4g de CsCl, y adicionarlo al tubo corex que contiene el DNA. Mezclar
bien y vortexear.

17. Colocar la mezcla en tubo para ultracentrifuga y adicionar a cada uno 400 pl
de bromuro de etidio [10 mg / ml], llenar el tubo con 500 pl de buffer TE y
calibrar en la balanza analitica con buffer TE.

18. Sellar los tubos y centrifugar a 90,000 rpm por 3 hrs a 16°C con el rotor
NVT9O0.

19. Retirar la muestra cubierta con papel aluminio y extraer el DNA picando el
tubo con una jeringa (de 3 ml de preferencia) en un cuarto oscuro con la
lampara de luz UV. Sdlo las bandas que fluorescen.

20. Colocar el DNA extraido en un tubo Falcon de 15 ml y adicionar 5 ml de

butanol saturado para eliminar el bromuro de etidio. Vortexear y centrifugar a
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21.

1,200 rpm 1 min a temperatura ambiente. Retirar la fase de butanol (roja) y
volver a repetir este paso hasta eliminar todo el color rojo. En general, al
tercer lavado se elimina dicha tincion roja.

Adicionar al tubo 3 volimenes (del volumen obtenido) de EtOH 70% frio para

precipitar el DNA y dejar toda la noche a -20°C.

Quinto dia

22.

23.
24.

25.
26.
27.

28.

29.

30.
31.
32.
33.
34.
35.

Centrifugar a 8,500 rpm 30 min a 4°C, eliminar el sobrenadante decantando,
dejar secar la pastilla y resuspenderla vortexeando en 500 pul de buffer TE.
Nota: la pastilla también puede secarse con vacio.

Pasar la solucién a tubos eppendorf de 1.5 ml.

El DNA se limpia con 500 pl de fenol-cloroformo-isoamilico (tomar la fase de
abajo) (pH 7.8, 25:24:1, Research Organics). Agitar en el vortex hasta
emulsionar.

Centrifugar a 12,000 rpm 10 min a temperatura ambiente.

La fase acuosa (la de arriba) se recupera en un tubo eppendorf.

Agregar acetato de sodio 3M (1/102 parte del volumen obtenido), vortexear y
afiadir 2.5 volumenes (del volumen obtenido) de EtOH absoluto frio.

Los tubos se invierten ligeramente hasta observar la formacion de la red de
DNA.

Los tubos se incuban 20 min a -70°C y después se centrifugan a 12,000 rpm
5 min a 4°C.

Quitar el sobrenadante con vacio.

Lavar con EtOH frio al 70%, 500 ul por cada tubo.

Centrifugar a 12,000 rpm por 5 min.

Quitar el sobrenadante con vacio.

Dejar secar 30 min.

Resuspender la pastilla en 100 pl de buffer TE y cuantificar.
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Preparacion de soluciones
* Buffer TS (Tris-Sacarosa)
- Tris-HCI pH 7.5 1M 2.5 ml
- Sacarosa 125¢g

Ajustar con agua estéril a 50 ml

Nota: Disolver muy bien la sacarosa.

* Buffer ELT (EDTA / Lisozima / Triton)

-EDTAO05M 0.9 ml
- Lisozima 9 mg

- Tritobn 10% 45 pl

- Agua 3.55 ml

Preparar al momento 4.5 ml por muestra.

Nota: Mantener a temperatura ambiente.

* Buffer PEG-NaCI (Polietilenglicol-NaCl)

- PEG 6,000 109

- NaCl 5M 10 mi
- Tris pH8 1M 0.5 ml
- EDTA 0.5M 1.0 mi

Ajustar a 50 ml de agua estéril.
Autoclavear la solucién para eliminacion de RNAsas.

Nota: El PEG 6,000 se agrega al final, no se autoclavea.

* Buffer TE

- 200 pl Tris-HCI 1M

-40 yl EDTAO0.5 M

- 19.76 ml de agua estéril

Preparar 20 ml

[final]
50 mM
25 %

[final]
20%
1M

10 mM
10 mM

[final]
10 mM
1mM

Nota: Esterilizar el agua en autoclave, aproximadamente 25 min a 120°C.

* Butanol saturado con agua

Agregar un volumen de butanol por un volumen de agua, es decir, 25 ml de butanol

en 25 ml de agua.
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