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1. RESUMEN

El estrés es un estimulo que moviliza los sistemas energéticos para responder a un
desafio que altera la homeostasis. El eje HPA responde al estrés y su producto final
son los GC, liberados de la corteza adrenal. Los GC ejercen su efecto a través de
su receptor nuclear GR que a su vez es un factor de transcripcién dependiente de
ligando. Cuando GR se activa, migra al nucleo donde se une al sitio GRE en el
promotor de sus genes blancos. El promotor proximal del gen pro-TRH tiene un sitio
GRE compuesto y un sitio CRE al que se une CREB fosforiliada por la PKAc. La
incubacion de dexametasona (Dex; analogo sintético de glucocorticoides) en
conjunto con los analogos de AMPc, inhibe la transcripcion del gen pro-TRH. La
interferencia entre la via de los glucocorticoides y del AMPc se debe a la interaccion
GR:PKAc que impide que GR activado o CREB se unan a sus elementos de
respuesta en el promotor de pro-TRH. Con el objetivo de comparar la eficiencia de
transfeccion de las distintas mutantes de GR, su localizacion subcelular al
estimularlas con Dex o con Dex+Fsk, y si respaldan lo observado en su actividad
transcripcional evaluada en un trabajo previo, se transfecté la linea celular SH-SY5Y
con GR mutados en el dominio de uniéon al DNA (DBD) L501P o el dominio amino-
terminal (N-terminal) S224A y T171A, y se estimularon con Dex [1x107 M]y con
Dex [1x107 M]+Fsk [1x10° M]. Se separaron los extractos proteicos citosélicos de
los nucleares para hacer WB. Los resultados presentados en esta tesis son
preliminares y sugieren que los residuos T171 y L501, con base en los resultados
de su actividad transcripcional (Tesis de maestria Sotelo-Rivera, 2012), son
importantes para la interaccion con PKAc ya que se libera la interferencia observada
bajo la incubacidon con Dex+Fsk; también podrian ser importantes para la
localizacion celular de GR. La fosforilacibn de S224 es importante para la
localizacion celular de GR y para su vida media, pero podria no ser importante para
la interaccion de GR con PKAc.



2.INTRODUCCION.

2.1. EL ESTRES Y EL EJE HIPOTALAMO- PITUITARIA-ADRENAL (HPA).

El estrés es un estimulo que moviliza los sistemas energéticos para responder a un
desafio que altera la homeostasis (Myers et al., 2014), activa mdultiples vias en el
sistema nervioso central (SNC), dependiendo del estimulo (fisico o psicoldgico), que
convergen en el hipotdlamo, estimulando la respuesta del sistema nervioso
auténomo (SNA) simpatico y al sistema neuroendocrino (Kvetnansky et al., 2009).
Estresores fisiolégicos como el frio, el dolor y la enfermedad se consideran
estresores fisicos e involucran circuitos neuronales que usualmente son codificados
al nivel del tallo cerebral, mientras que los estresores psicoldgicos son motivados
por experiencias previas e involucran areas del sistema limbico como la amigdala,
el hipocampo y la corteza frontal. Todos estos estimulos inciden, de manera directa
o indirecta en el nucleo paraventricular (PVN) del hipotdlamo (Herman et al., 2012)
en donde neuronas hipofisiotrépicas CRHérgicas dan inicio a la activacion del eje
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA).

Ademas de la activacion del eje HPA, la respuesta al estrés incluye al SNA simpato-
adrenal, responsable de la liberacion de adrenalina (Adr) y noradrenalina (NA).
Segun su terminacion y rol funcional, el sistema simpato-adrenal se puede dividir en
dos vias: 1) las células cromafines en la médula adrenal constituyen la porcién
periférica del sistema simpato-adrenomedular, que es principalmente responsable
de la liberacion de Adr circulante y aproximadamente del 30% de NA en el plasma;
2) neuronas ganglionares simpaticas en el paravertebral (ganglios superiores
cervicales estrellados) y ganglios simpaticos prevertebrales que inervan 6rganos y
tejidos periféricos cuyas terminales sintetizan y liberan NA. El sistema simpato-
adrenomedular (liberacion de ADR) responde a estresores como la inmovilizacién,
la hipoglucemia, la hemorragia hipotensiva, la angustia emocional, el shock y el
miedo, mientras que el sistema simpato-neural (liberacion de NA) desempefia

papeles clave en respuesta a la exposicion al frio, el ejercicio, la inmovilizacion,
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escape activo, hemorragia no hipotensora, dolor, glucoprivacién, evitacion, ingesta
de sal alterada e inmersion en agua (Kvetnansky et al., 2009) (Figura 1); su accién
es especifica sobre los 6rganos involucrados dependiendo del tipo de estrés (i.e.
frio-tejido adiposo pardo). Los sistemas HPA y simpato-adrenal son los principales
sistemas efectores que sirven para mantener la homeostasis durante una

exposicion a varios estresores.
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Figura 1. Organizacion central de respuesta al estrés. CA: catecolamina; CORT: corticosterona;
ADR: adrenalina; NA: noradrenalina. Modificada de Kvetnansky et al. (2009).

Cuando el eje HPA se activa, las neuronas hipofisiotropicas CRHérgicas del PVN
liberan la hormona liberadora de corticotropina (CRH) a la eminencia media donde
se encuentra un sistema de vasos capilares (sistema porta); la CRH viaja por el
sistema porta hasta la pituitaria anterior en donde estimula la sintesis y la liberacion
de la hormona adrenocorticotropina (ACTH) a la periferia (circulacion sistémica). El
organo blanco de la ACTH es la corteza de la glandula adrenal donde estimula la
secrecion de glucocorticoides (GC) (cortisol en humanos y corticosterona en
roedores). Los GC ejercen una retroalimentacion negativa sobre el eje HPA
mediante la represion transcripcional de Crh en el PVN y pro-opiomelanocortina
(Pomc) en la hipdfisis anterior (precursor de ACTH) (Myers et al., 2014).



Los GC participan en la regulacion de multiples eventos fisiolégicos como por
ejemplo durante el desarrollo, la reproduccién, la homeostasis metabdlica, la
cognicion, la proliferacién celular y la respuesta inmune e inflamatoria (Beato & Klug,
2000; Biddie et al., 2012; Schmid et al., 1995; Wilder et al., 1993).

2.2 RECEPTOR DE GLUCOCORTICOIDES (GR).

La actividad bioldgica de los GC esta mediada por dos receptores, pertenecientes
a la superfamilia de receptores nucleares hormonales que los reconocen con distinta
afinidad: el receptor de mineralocorticoides (MR) y el receptor de glucocorticoides
(GR). MR tiene una alta afinidad por los GC, por lo que a niveles basales se
encuentra activado en la mayoria de los tejidos; el GR, al tener una afinidad 10
veces mas baja, solo se compromete durante una respuesta al estrés y en el zenit
del ciclo circadiano, cuando los niveles de GC en plasma son altos (Gomez-Sanchez
& Gomez-Sanchez, 2015; Sacta et al., 2016).En este trabajo nos concentraremos

en el efecto de los GC a través del receptor nuclear GR.

GR es un factor de transcripcion inducible por ligando (Vandevyver et al., 2012;
Whitfield et al., 1999), reside predominantemente en el citosol de la célula, en
asociaciéon con un complejo de proteinas chaperonas compuesto por proteinas de
choque térmico (Hsp) Hsp90, Hsp70, Hsp40, inmunofilinas, proteinas de union a
FK506 (FKBPs), ciclofiina 40 (Cyp-40) y p23. Este complejo de chaperonas
participa en el plegamiento y maduracion de GR, modifica su conformacion
permitiéndole pasar de un estado de baja a alta afinidad por el ligando (Vandevyver
et al., 2012).

Existen diferentes isoformas de GR resultantes del “splicing” alternativo, las mas
estudiadas por su abundancia son GRa y GRB (Lu & Cidlowski, 2006; Revollo &
Cidlowski, 2009). GRa se une a GC mientras que GRB no y sdlo interactta con el
DNA funcionando como un inhibidor dominante negativo de GRa (Lewis-Tuffin &
Cidlowski, 2006; Oakley et al.,1999).



Como la mayoria de los receptores nucleares hormonales, GR esta organizado en
tres dominios funcionales principales. En el extremo amino (N)-terminal, que
comprende los aminoacidos del 1 al 417, se encuentra el dominio de funcion de
activacion 1 (AF-1), requerido para el reclutamiento de co-activadores y de su
capacidad de asociacion con diversos factores de transcripcion (FT). El area central
de GR (aminoéacidos 418 a 487) contiene dos dedos de zinc que conforman el
dominio de unién a DNA (DBD) y un dominio de localizacion nuclear (NLS1) que
contiene una estructura bipartita situada cerca del limite del DBD (Rogatsky et al.,
1998) el cual se encarga del importe nuclear rapido de GR (Savory et al., 1999).
Los dedos de zinc son cruciales para la uniéon de GR a la secuencia de DNA, la cual
se denomina elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE), presente en el
promotor del gen blanco (Beck et al., 2009). Junto a este dominio se encuentra una
secuencia corta (aminoacidos 488 a 520) conocida como region bisagra (HR) que
también participa en la translocacion nuclear. Finalmente, en el extremo carboxilo
(C)-terminal de GR (aminoacidos 521 a 777) se encuentra el dominio de unién al
ligando (LDB), responsable de la union de GR con los GC. Dentro de LBD también
se encuentran otras regiones como: el dominio de funcion de activacion 2 (AF-2)
que queda expuesto después del cambio conformacional inducido por la union al
ligando (Kassel & Herrlich, 2007), una segunda secuencia de translocaciéon nuclear
(NLS2) que en comparacion con NLS1 funciona més lentamente y es incapaz de
brindar una completa localizacion nuclear (Savory et al., 1999), y secuencias
importantes para la interaccion de GR con las proteinas Hsp (Figura 2). La funcion
de ATPasa de Hsp90 y Hsp70 es importante para hacer que el dominio LBD sea

accesible al ligando (Morishima et al., 2000).
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Figura 2. Estructura y dominios funcionales de GR. NTD: Dominio N-terminal. DBD: Dominio de
union a DNA. HR: Region bisagra. LBD: Dominio de union a ligando. AF1 y AF2: Funcién de
activacion 1y 2. NLS 1y 2: Secuencia de translocacién nuclear 1y 2

Segun el modelo clasico, una vez que los GC llegan al receptor en el citosol, se
unen al LDB en la regién C-terminal y GR es sometido a un cambio conformacional
que lo hace liberarse del complejo multiprotéico y exponer su secuencia de
translocacién nuclear; el complejo GR-GC se mueve rapida y libremente a través
del citoesqueleto hasta introducirse en el nucleo de la célula donde activa o reprime
la transcripcién de genes inducibles por GC. Para que haya una completa activacion
transcripcional de GR, el complejo GR-GC debe unirse al promotor del gen, para
esto requiere que los dedos de zinc del DBD del receptor se unan al surco mayor
del DNA, en el palindrome imperfecto del GRE en el promotor
(5’GGTACANNNTGTTCT 3’).

GR, asi como el resto de los miembros de la superfamilia de receptores esteroideos,
es sometido a modificaciones post-traduccionales tales como la fosforilacion, la
acetilacion y la ubiquitinacion. Los efectos de la fosforilacion de GR varian
dependiendo del sitio de fosforilacidn, el contexto celular y las secuencias GRE del
promotor, afectando su asociacion con co-activadores, su translocaciéon nuclear y
su estabilidad (Beck et al., 2011, 2009; Biddie y Hager, 2009; Blind et al., 2012;
Galliher-Beckley and Cidlowski, 2009; Kino et al., 2007; Krstic et al., 1997; Popovic
et al., 2010; Schena et al., 1989; Ratman et al., 2013; Wang et al., 2002). Andlisis

de la secuencia de GR de rata (rGR), raton (mMGR) y humano (hGR) indican la


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Popovic%20N%5Bauth%5D

conservacion de los sitios de fosforilacién y de sus secuencias adyacentes (Almolof
et al.,1995; Bodwell et al., 1991; Galliher-Beckley & Cidlowski, 2009; Ismaili &
Garabedian, 2004; Rogatsky et al.,, 1998b). La Tabla 1 muestra los sitios de
fosforilaciéon importantes en la actividad transcripcional de GR de ratén, rata y
humano. El rGR tiene 4 principales sitios de fosforilacion localizados en su dominio
N-terminal, las serinas 224, 232, 246, y la treonina 171 (Krstic et al.,1997).

La treonina 171 (T171) es fosforilada por dos cinasas: la cinasa dependiente de
mitogeno (MAPK) (Krstic et al.,1997) y la cinasa glicogeno sintasa 3 (GSK3)
(Rogatsky et al., 1998b) que fosforila a éste residuo de una manera mucho mas
eficiente; esta fosforilacion se encuentra sujeta a cambios en el ciclo celular (Hu-Jm
et al.,1994). La serina (S) 246 (S246) es fosforilada solo por la C-Jun N-terminal
cinasa (JNK) (Rogatsky et al.,1998a). Tanto T171 como S246 en el rGR se
encuentran fosforiladas de manera constitutiva (Krstic et al., 1997; Pocuca et al.,
1998) y tienen un efecto negativo en la actividad transcripcional del receptor (Krstic
et al.,1997; Rogatsky 1998a). La fosforilacion constitutiva de la S246 del rGR es
importante porque podria estar comprometiendo la actividad transcripcional del
receptor, previniendo la fosforilacion de la S224 y S232 (Popovic et al., 2010). La
S224y S232 del rGR son fosforiladas por cinasas dependientes de ciclinas (CDK)
y la fosforilacion solo ocurre en presencia de su ligando (Krstic et al.,1997; Pocuca
et al., 1998). La fosforilacion de S224 y S232 es co-dependiente y requerida para
una completa activacion transcripcional del rGR (Krstic et al.,1997). De acuerdo a
Wang et al., (2002), la fosforilacion en la S211 de hGR (S232 en rGR) podria alterar
la conformacién del receptor y modular interacciones con cofactores que faciliten la
transactivacion del receptor. Estos datos en conjunto permiten deducir que existe
una fuerte relacion entre la fosforilacion de S211 (hGR) y la transactivacion del

receptor.



Tabla 1. Importantes residuos fosforilados del GR de rata (rGR) con sus posiciones equivalentes en

el GR de humano (hGR) y ratén (mGR).

*Hay una alanina en el hGR en la posicién equivalente a T171 en rGR, pero no se ve afectada

por GSK-3.
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CDKs y MAPKs fosforilan al GR y modulan su estabilidad, su localizacion nuclear y
su actividad transcripcional. Sin embargo, debido a que estas cinasas pueden estar
reguladas por otros factores, ademas de tener una expresion tejido-especifica, la
modulacion de la funcion de GR adquiere mayores niveles de complejidad. Los
miembros de la familia MAPKs reciben sefales de estimulos extracelulares que
controlan la respuesta celular al ambiente, tales como el estrés y mitdgenos (Davis,
2000; Karin & Gallagher, 2005; Yang et al., 2003). La fosforilacion del receptor dada
por varios complejos ciclina/CDK ocurre durante el ciclo celular.

Experimentos realizados por Schena et al., (1989), utilizando mutaciones puntuales
del rGR que afectaban su activacion transcripcional, revelaron que la reduccion se
debia a una regién de 66 aminoacidos en los dedos de zinc; especificamente, las
mutaciones que afectaron la union del receptor al DNA fueron aquéllas realizadas
en las cisteinas distribuidas a lo largo de los dedos de zinc ya que éstas coordinan
los iones de zinc. Otras mutaciones importantes fueron en los 5 aminoacidos rio
abajo de cada dedo de zinc, como la de la lisina 501 (L501) del rGR que utilizaremos

en este trabajo.

2.3 SENALIZACION MEDIADA POR GR.
Una vez que el GR esta en el nucleo, dimeriza con otro GR y el homodimero se une
a su sitio GRE, llevado a cabo la activacién o represion de la transcripcion (Figura
3-A). En el modelo clasico, GR recluta componentes clave de la maquinaria basal
de transcripcion (co-activadores o co-represores) a la caja TATA del promotor;
algunos de estos componentes pueden ser remodeladores de la cromatina
(Wallberg et al., 1999).

Una forma exclusiva de transrepresion es debido a elementos de respuesta a
glucocorticoides negativos (nGRE) (Figura 3-B)(Sakai et al., 1988); la interaccion
GR-nGRE lleva a cabo la represion de genes evitando la dimerizacion del GR, por
lo que su unién al DNA se da como mondmero y en una orientacion Unica. Existen
NGRESs en promotores de varios genes, por ejemplo el de POMC (Dostert & Heinzel,
2004).



Es posible también que un GRE se encuentre sobrelapado a un elemento de
respuesta de otro FT, de manera que GR y el FT compiten para unirse al DNA
resultando en una respuesta transcripcional negativa (Figura 3-D). Un ejemplo claro
de ésto se observa en el promotor de osteocalcina, cuya caja TATA se sobrelapa
con el GRE (Ratman et al., 2013; Stromstedt et al.,1991).

GR puede unirse a un promotor conteniendo sélo a un medio sitio de la secuencia
consenso GRE; el mondémero del GR se estabiliza al asociarse con un factor de
transcripcion cuyo elemento de respuesta se encuentra cerca (c-Jun, por ejemplo).
A este sitio se le conoce como GRE compuesto (cGRE) (Figura 3-C). El
heterodimero de GR puede tener una actividad transcripcional positiva como en el
promotor del virus del tumor mamario de raton (MMTV) en donde GR y el
transportador de cationes organicos 1 (Oct-1) se unen cooperativamente al DNA
para activar la trascripciéon (Kassel & Herrlich, 2007; Miksicek & Borgmeyer, 1987);
0 puede ser negativa, como sucede en el gen de la glutation S-transferasa (GST)
A2, en donde GR se une a su cGRE y posteriormente recluta al co-represor
transcripcional llamado mediador del silenciamiento de receptores del &cido
retinoico y de hormona tiroidea (SMRT) (Ki, et al., 2005).

GR también puede activar o reprimir la transcripcion de promotores que carecen de
GREs mediante interacciones proteina-proteina con otros FT que estan unidos al
DNA (Figura 3-E). Este mecanismo se denomina “de anclaje” (tethering). Un
ejemplo de este mecanismo en todo el genoma sucede entre GR y el transductor
de sefal y activador de la transcripcion 3 (STAT3), cuando STAT3 se encuentra
unido al DNA, el anclaje de GR reprime la transcripcion (Langlais et al., 2012); por
otro lado o de manera inversa, cuando el factor de transcripcion del promotor de
ovoalbumina de pollo tipo Il (COUP-TFII) se encuentra unido a su elemento de
respuesta, el anclaje de GR potencia la activacién del promotor (De Martino et al.,
2004), lo mismo sucede cuando GR se ancla a STAT5 unido a su elemento de
respuesta (Stoecklinet al., 1997). En algunos casos el anclaje puede ser asistido

por un mediador (Figura 3-F), como sucede en la represion de GR en promotores
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regulados por el factor nuclear kB (NF-kB) y la proteina activadora 1 (AP-1). Una
isoforma nuclear de Trip6 (nTrip6, una proteina de adhesion focal que contiene un
dominio LIM) interactia directamente NF-kB o AP-1 brindando una plataforma
esencial para el reclutamiento estable de GR (Diefenbacher et al., 2010; Kassel et
al., 2004).

Otro mecanismo conocido es el “secuestro” (squelching), en el cual GR interactla
con otro FT evitando que éste se una a su elemento de respuesta en el DNA (De
Bosscher et al., 2003) (Figura 3-G).

Glucocorticoides

®

. v
Espacio extracelular i

Espaciointracelular

— » Mecanismos no
Chaperonas genomicos

Mecanismos genomicos

i GRE Anclaje Anclaje asistido
A) i C) compuesto E) J F) por un mediador

S mp e S B SOn

B) nGRE SRE D) GRE Anclaje asistido

compuesto competitivo Anclaje por un mediador G) Secuestro

Figura 3. Mecanismos de sefalizacion mediados por GR. A) Un homodimero GR-GR se une al
elemento de respuesta a GC (GRE) en el promotor de genes inducibles por GC para activar su
transcripcion. B) Mecanismos de represion de genes que responden a GC mediante la interaccion
de GR con un GRE negativo (hnGRE). C) Activacion o represion de genes que cuentan con medio
sitio GRE (12GRE) en su promotor flanqueado por secuencias de unién para otros FT lo que forma
un GRE compuesto (cGRE). GR se une al cGRE formando un heterodimero con el FT en cuestién.
D) Represién de genes en cuyo promotor tienen un GRE sobrelapado con sitios de unién a otros FT.
GR como homodimero y un FT que activa la transcripcién compiten por dicho sitio. E) Mecanismo
de activacién o represion de genes que no cuentan con un sitio GRE en su promotor, por lo que GR
ejerce su efecto mediante su interaccion con otro FT que si se puede unir al DNA. F) De manera
similar al mecanismo anterior, al no contar GR con su sitio de union al DNA en el promotor de sus
genes blanco, GR ejerce su efecto represor o activador mediante su interaccion con un intermediario
gue a su vez interactda con otro FT, que si se puede unir al DNA. G) Mecanismo de represién en el
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que GR evita la unién de un FT a su sitio de unién en el promotor del gen en cuestién. Modificada
de Sacta et al. (2016).

2.4 LA HOMEOSTASIS DE LA ENERGIA Y EL EJE HIPOTALAMO-

PITUITARIA-TIROIDES (HPT).
La homeostasis energética o el balance energético es un proceso en donde el
consumo de energia estd en equilibrio con el gasto energético dado por el
metabolismo basal, la actividad fisica y la termogénesis. Este proceso es necesario
para asegurar una adecuada distribucion de substratos a las vias metabdlicas, lo
que le permite al individuo confrontar sus necesidades energéticas durante el dia, a
cambios en el clima estacional, crecimiento, enfermedades, embarazo, lactancia,
ejercicio, etc. El consumo de energia esta determinado por la ingesta de alimentos;
asi como por la cantidad de energia disponible de fuentes internas y externas
(Schwartz & Zeltser, 2013). El metabolismo de lipidos y carbohidratos se lleva a
cabo por la accién de las hormonas tiroideas (HT), GC y las catecolaminas (NA o
ADR). El hipotalamo es reconocido como el sitio de la regulacion homeostética ya
que integra la informacién neuronal y las sefiales hormonales que informan sobre el
estatus de energia al organismo y es donde se regulan los ejes neuroenddcrinos y

auténomos.

En situaciones de demanda de energia se activa el eje Hipotalamo—Pituitaria—
Tiroides (HPT). En el hipotalamo las neuronas hipofisiotroficas del PVN sintetizan y
liberan a la hormona liberadora de tirotropina (TRH) (Figura 4-A), la cual llega a la
eminencia media (Figura 4-B) y luego a la pituitaria anterior donde se estimula la
sintesis liberacion de tirotropina (TSH) (Figura 4-C). La TSH liberada a la circulacién
periférica actia sobre la glandula tiroides y estimula la sintesis y liberacion de las
HT, 3,5,3’,5-tetraiodotironina (T4) y 3,5,3-triiodotironina (T3) (Figura 4-D). T4 es
convertida a T3 por la actividad de las enzimas desiodasas 1y 2, localizadas dentro
de la mayoria de los tejidos blanco, incluyendo el sistema nervioso central (Fekete
y Lechan 2014). Las HT tienen multiples blancos responsables de la distribucion del

gasto de energia, por ejemplo, el tejido adiposo pardo y el higado (Figura 4-E). La
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hormona T3 es la forma biolégicamente activa a nivel transcripcional, mediante los

receptores a HT (TRa y TRB) que actian como factores transcripcionales que

regulan a multiples genes.
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Figura 4. Eje Hipotalamo-Pituitaria-Tiroides (HPT). A) En el nlcleo paraventricular del hipotalamo
(PVN), neuronas TRHrgicas sintetizan a la hormona liberadora de corticotropina (TRH). B) TRH es
liberada en la eminencia media donde puede ser regulada por los tanicitios. C) A través de un sistema
de capilares la TRH estimula la sintesis y liberacion de tirotropina (TSH). D) La TSH llega a la tiroides
en donde estimula la sintesis y liberacion de HT (T4 y T3). T4 es convertida a T3 por la actividad de
las enzimas desiodasas 1y 2, localizadas dentro de la mayoria de los tejidos blanco. E) El higado y
el tejido adiposo pardo son dos blancos de las HT. Modificado de Joseph-Bravo et al (2015b).

Las HT ejercen un efecto de retroalimentacion negativa a través de la isoforma 2
del receptor B (TRB2) en la pituitaria e hipotadlamo inhibiendo la transcripcion de TSH

y TRH, respectivamente. El eje HPT se inhibe también en condiciones de balance
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de energia negativo como el ayuno, la restriccion de alimento o ante situaciones
patolégicas incluyendo infecciones o enfermedades criticas, disminuyendo los
niveles en suero de TH, asi como de la expresion de Trh en neuronas

hipofisiotréficas. (Fekete y Lechan 2014).

2.5 TRH.
2.5.1 BIOSINTESIS DE TRH
TRH es sintetizada a partir de un precursor inactivo (pro-TRH) a través de una serie
de modificaciones post-traduccionales mientras es transportado a través de una via
de secrecion. Antes de pro-TRH, se sintetiza primero el transcrito primario prepro-
TRH (hnRNA) en el nicleo del soma neuronal, que consta de 225 aminoéacidos (Fig.
5-A). Después de su splicing, el RNA maduro es transportado al citosol en donde
comienza la transcripcion del preproTRH por los ribosomas; los 25 primeros
aminoécidos dan lugar a un péptido sefial que dirige a la proteina recién sintetizada
hacia el lumen del reticulo endoplasmico rugoso en donde esta secuencia es
escindida, dando lugar a la proteina pro-TRH (Figura 5-B). Pro-TRH contiene cinco
copias de la secuencia progenitora de TRH: glutamina (GlIn) - histidina (His) - prolina
(Pro) - glicina (Gly), mas cuatro péptidos que no-TRH localizados entre las
secuencias progenitoras y péptidos flanqueantes en los extremos N-terminal y C-
terminal (27). EIl precursor proTRH es transportado del reticulo endoplasmico a la
red trans-Golgi, donde los péptidos N-terminales y C-terminales de proTRH son
empaquetados junto a enzimas procesadoras en diferentes vesiculas de la via
secretora (Fig. 5-C); estas enzimas llevan a cabo el ultimo paso del procesamiento
de TRH. Primero, las enzimas prohormona convertasa (PC) 1 y 2 escinden el
extremo carboxilo de los amino&cidos basicos (Lisina (Lys)-Arginina (Arg) y Arginina
(Arg) - Arginina (Arg)) que se encuentran flanqueando a las secuencias progenitoras
de TRH (Figura 5-D). La carboxilpeptidasa E remueve dichos residuos basicos
dejando Unicamente la secuencia progenitora de TRH (Figura 5-E), GIn-His-Pro-Gly,
la cual es posteriormente amidada por la peptidilglicina-a-monooxigenasa amidante
(PAM) que usa a la Gly N-terminal como donadora del grupo amida (Figura 5-F).
Finalmente, la Gly N-terminal es ciclada a piroglutamina por la piroglitaminasa,
resultando en la forma madura de TRH (Figura 5-G) (Nillni, E. et al., 2010). El
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procesamiento de proTRH de rata resulta en 5 copias de TRH y siete péptidos no-
TRH.
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Figura 5. Biosintesis de TRH. A) El proceso de sintesis inicia en el soma de la neurona. El transcrito
primario de prepro-TRH (hnRNA) es sintetizado en el ndcleo. B) EI RNA maduro se transporta al
citosol donde sucede la transcripcion del mRNA de prepro-TRH. En el reticulo endoplasmico se
escinde el péptido sefial, dando lugar a la proteina pro-TRH. C) los péptidos N-terminales y C-
terminales de proTRH son empaquetados junto a enzimas procesadoras en vesiculas. D)
prohormona convertasa (PC) 1 y 2 escinden el extremo carboxilo de los aminoacidos bésicos. E) .
La carboxilpeptidasa E los residuos béasicos dejando Unicamente la secuencia progenitora de TRH.
F) La secuencia progenitora es amidada por la peptidilglicina-a-monooxigenasa amidante (PAM). G)
la Gly N-terminal es ciclada a piroglutamina por la piroglitaminasa, dando origen a TRH. Modificada
de Joseph-Bravo et al. (2015a).

2.5.2 PROMOTOR PROXIMAL DE TRH Y SU REGULACION
TRANSCRIPCIONAL.

El promotor proximal del gen de pro-Trh (250 pares de bases rio arriba de la caja
TATA) contiene varios elementos de respuesta para FT especificos cuya actividad
es modulada por varias sefiales y estan involucrados en la regulacion de la
transcripcion de Trh. El gen pro-Trh es inducible por GC, aunque carece de
secuencias consenso del elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE) tiene
varios medios sitios consenso (12GRE) (Figura 6-A). El 12.GRE se encuentra

flanqueado en la cadena complementaria por secuencias del elemento de respuesta
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a la proteina activadora 1 (AP1), formando un sitio GRE compuesto (cGRE) (Figura
6-B), a este sitio cGRE se une GR formando un heterodimero con cJun (Cote-Vélez
et al., 2005; Diaz-Gallardo et al., 2010a).

Cerca del sitio TATA se encuentra un sitio denominado "Site 4" (TGACCTCA) que
es un elemento de respuesta a hormonas tiroideas (THRE (AGGTCA)), al cual se
une el receptor de hormonas tiroideas (TR) (Figura 6-C). ElI elemento de respuesta
a adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (CRE), reconocido por la proteina de unién
al elemento de respuesta a AMPc (CREB), esta flanqueado por elementos de
respuesta para los factores de la familia Sp/Kruppel (como SP-1), una secuencia
rica en GC en el lado 5’ y en el 3’ la secuencia CACC (Diaz-Gallardo et al., 2010;
Sotelo-Rivera et al., 2014); en conjunto se le conoce a esta regibn como CRE
extendido (Figura 6-D). CREB es un activador transcripcional ubicuo, que una vez
fosforilado (pCREB) se une a este sitio como homodimero o unido a otro FT
relacionado. Se sabe que multiples sefales intracelulares son capaces de fosforilar

a CREB en el nucleo.

B) cGRE D) CRE extendido
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GG boxSply, F SPT e
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Figura 6. Organizacion del promotor del gen Trh de rata. A) La transcripcion del gen es inducida por
glucocorticoides por lo que el promotor cuenta con varios medios GRE (12GRE). B) EIl promotor del
gen cuenta con GREs compuestos (cGRE), integrados por 12GRE flanqueado por secuencias de
reconocimiento para la proteina activadora 1 (AP1), C) El Site 4 se encuentra cerca de la caja TATA
y contiene elementos de respuesta a hormonas tiroideas (THRE). D) La transcripcion del gen puede
ser inducida también por AMPc (adenosin monofosfato ciclico) ya que contiene un elemento de
respuesta a AMPc (CRE) flanqueado por elementos de respuesta para factores de transcripcion
como SP-1, también por una secuencia rica en GC en el lado 5’ y en el 3’por la secuencia CACC
(CRE extendido, la forma fosforilada de la proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc
(CREB) reconoce dicho sitio. Modificada de Diaz-Gallardo et al., (2010).
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La regulacion de las neuronas TRHérgicas ocurre en respuesta a un estimulo; por
ejemplo, el frio, estimula neuronas de la médula espinal y liberan NA en el PVN. La
NA es un modulador hidrofilico que interactia en la membrana y se une a su
receptor membranal acoplado a proteina G, el dominio transmembranal de esta
proteina activa a la enzima adenilato ciclasa que a su vez incrementa los niveles
intracelulares de AMP ciclico (AMPCc), esto induce la activacion de la proteina cinasa
dependiente de AMPc (PKA). PKA es un complejo tetramérico de dos subunidades
cataliticas y dos subunidades reguladoras; AMPc activa a PKA uniéndose a las
subunidades reguladoras, lo que causa la disociacién y translocacion nuclear de las
subunidades cataliticas (PKAc). En el nucleo, PKAc fosforila a CREB el cual ya

fosforilado se une a CRE, activando la transcripcion (Figura 7).

Cultivos primarios de células hipotaldamicas han permitido estudiar la regulacion de
la sintesis de TRH. La incubacién con Fsk que activa al adenilato ciclasa,
aumentando los niveles intracelulares de AMPc, o con analogos permeables de
AMPc tales como el 8-bromo AMPC (8-BrAMPc) y el dibutirilF-AMPc (db-AMPc), o
inclusive con NA, incrementan los niveles de mRNA de Trh. En este sistema se
caracterizo la union de pCREB a CRE extendido del promotor del gen de Trh (Diaz-
Gallardo et al., 2010).

La incubacién de cultivos primarios de células hipotalamicas fetales mostrd también
un efecto estimulador de Dex en los niveles de mMRNA de pro-TRH y la unién de GR
al cGRE (Diaz-Gallardo et al., 2010). Sin embargo, la co-incubacion de 8Br-AMPc
con Dex reduce el efecto estimulatorio en la transcripcién y en la unién de GR o
pCREB al promotor, sugiriendo un antagonismo entre la estimulacion de la via de
GC y la via de PKA (Pérez-Martinez et al, 1998; Sotelo-Rivera et al., 2017).
Recientemente se demostré por medio de co-inmunoprecipitaciones utilizando
anticuerpos contra GR o PKAc en extractos citoplasmaticos y nucleares de células
tratadas con db-AMPc, Dex, o ambas drogas juntas, que hay una interaccion

proteina:proteina entre GR y PKAc. Esta asociacién promueve un mecanismo
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rapido para disminuir la fosforilacion de CREB vy la transcripcion de TRH ( Sotelo-

Rivera et al., 2017) como se muestra en el modelo de la Figura 7.
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Figura 7. Modelo de la interferencia de los glucocorticoides y la via de sefializacion de AMPc en la
activacion transcripcional del gen de pro-Trh. Tomada de la tesis de maestria de Sotelo-Rivera
(2012).

3. ANTECEDENTES

Con el objetivo de estudiar si la interaccion de GR con PKAc requiere de la proteina
intacta se obtuvieron mutantes de GR (Figura 8) con las que se compard su
actividad transcripcional sobre la expresion del gen reportero TRH-luc (tesis de

maestria de Sotelo Rivera, 2012).
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Figura 8. Localizacién de las modificaciones de GR. Modificada de Rogatsky et al.,1998 y Schena,

etal., 1989.

Se co-transfectaron las mutantes, el GR-WT y los pldsmidos reporteros, TRH-luc y

B-gal, en células SH-SY5Y (derivadas de un neuroblastoma humano), se incubaron

con Dex, AMPc y combinados. La estimulacidén por Dex se pierde al transfectar con

la mutante de GR en el DBD (L501P) y GR-T171A mientras que la interferencia con
AMPCc se pierde con éstas y con GR-S224A (Figura 9). Estas mutantes pueden

afectar la translocacion nuclear y la interaccién con co-reguladores, demostrando

gue estos sitios en GR son importantes para que se lleve a cabo el efecto de Dex

tanto en la estimulacion de la transcripcién como en la interferencia con la via de

sefalizacion de PKA (tesis de maestria de Sotelo-Rivera, 2012).
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Figura 9. Efecto de GR-WT, GR-L501P, GR-S224A y GR-T171A sobre la actividad del gen reportero,
bajo el estimulo de dexametasona (Dex), AMPc y Dex+ AMPc (. (Tesis maestria |. Sotelo-Rivera).
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4. JUSTIFICACION.

El andlisis de los componentes estructurales del GR permitird contribuir a entender
el papel del sitio AF-1y el DBD en la actividad transcripcional de GR y su interaccién
con PKAc.

5.HIPOTESIS.

Las mutaciones en GR de los sitios AF-1 y DBD estan alterando la localizacion

subcelular de GR y/o la interaccion entre GR y PKA

6. OBJETIVO GENERAL.

Comparar la eficiencia de transfeccion de las distintas mutantes de GR y su

localizacion subcelular en respuesta a la estimulacion por Dex y Fsk.

7. OBJETIVOS PARTICULARES.

#% Transfectar la linea celular SH-SY5Y con GR silvestre y/o mutados.

#% Determinar si las mutaciones de GR afectan su localizacion celular.

#% Determinar si la incubacion con Dex o Dex+Fsk afecta la localizacién celular

de las mutantes de GR.

8. MATERIALES Y METODOS.

8.1. CULTIVO CELULAR.
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La linea celular SY-SH5Y (ATCC® CRL-2266™), proveniente de neuroblastoma
humano, fueron cultivadas en placas de 100 mm (p100) en una combinacién de
medio DMEM (Dulbeco Modified Eagles Medium) y medio F12 (DMEM-F12),
suplementado con 10% suero fetal bovino, 0.25% de glucosa, 2 mM de glutamina y
la mezcla de antibiotico al 1%; el medio fue filtrado con un filtro de 0.22 uym. Las
células fueron incubadas a 37 °C y 5% de COz, el medio se sustituyé cada tercer

dia hasta que se alcanz6 una confluencia del 80-90% aproximadamente.

Las células se pasaron a placas de 35 mm (p35) retirando previamente el medio e
incubando con 1.5 mL de tripsina-EDTA por 5 minutos a 37 °C. Las células
desprendidas se recuperaron en un tubo falcon de 15 mL el cual se centrifugd a
1500 rpm durante 7 minutos a temperatura ambiente (TA). Se desechd el
sobrenadante y el sedimento de células se resuspendié en 3 mL de medio DMEM-
F12 suplementado. Se tomaron 50 uL de las células en suspension y se mezclaron
con 50 pL de azul de tripano para llevar a cabo el conteo de células totales (vivas y
muertas). Se sembraron 800,000 células vivas en cada p35, previamente recubierta
con poli-D-lisina. Finalmente, las células se diferenciaron por 7 dias en medio
DMEM-F12 5% SFB con 1.6 x 10°M de TPA (12-O-tetradecanoliforbol-13-acetato).
La linea celular SH-SY5Y no expresa el mMRNA de TRH, pero si posee las vias de
transduccion involucradas en la sefializacion de GC, PKC y MAPK. Estos factores
nucleares muestran caracteristicas similares a los factores nucleares de cultivos
hipotalamicos (Cote-Vélez et al., 2005; Cote-Vélez et al.,2008).

8.2. TRANSFECCION TRANSITORIA.
Al finalizar la diferenciacion de las células SY-SH5Y, se sustituyo el medio DMEM-
F12 suplementado por DMEM-F12 sin antibi6tico con 5% de SFB. Al siguiente dia
el medio se volvio a sustituir el medio por DMEM-F12 no suplementado.
Posteriormente, se prepararon las mezclas de transfeccidon para dos cajas Petri de
60x15 mm con cada uno de los plasmidos (GR-WT o mutante, puc18, p-gal, TRH-
luc) (Tabla 2) y la lipofectamina en medio DMEM-F12 no suplementado. Se coloco

la mezcla de transfeccion a cada caja, como se indica en la Figura 10, y se dejo por

21



5 horas, pasado este tiempo se sustituy6 la mezcla por medio DMEM-F12 5% SFB

no suplementado. 48 horas después, las células se estimularon y cosecharon.

Tabla 2. Plasmidos contenidos en la mezcla de transfeccién.

Plasmidos Descripcion del plasmido y cantidad.

9600 ng. Plasmido de expresion del GR silvestre de rata, p6RGR-WT (GR-

R-WT .
G WT), fue donado por Dr. Albert (Marcin Boruk, 1998).

9600 ng. Plasmido p6RGR-L501P expresa al rtGR con un cambio de leucina
por prolina en la posicion 501 de la secuencia lineal de aminoacidos,
modificando al segundo dedo de zinc, lo cual dafia el dominio de unién a
DNA (Marcin Boruk, 1998).

GR-L501P

9600 ng. Plasmido p6RGR-S224A mutante en el dominio N-terminal del
GR-S224A | rGR, tiene sustituida una serina 224 por una alanina. Donado por el
Dr.Yamamoto (Ifiiguez-lluhi et al.1997)).

9600 ng. Plasmido p6RGR-T171A, mutante en el dominio N-terminal del
GR-T171A | rGR, la treonina 171 es sustituida por una alanina. Donado por el
Dr.Yamamoto (Ifiguez-lluhi et al.1997)).

7200 ng. Plasmido vacio utilizado para completar la carga requerida de

Pucls DNA (800 ng), segun el protocolo estandar de transfeccion.

3600 ng. Plasmido reportero pNASS-TRH-luc, permite la expresion de la
TRH-luc | luciferasa bajo el control del promotor de TRH. Donado por el Dr. Balkan
(Geriatric Research, Education, and Clinical Center, USA).

3600 ng. Plasmido reportero RSV-B-gal utilizado como control interno de
transfeccién, permite la expresion de la 3-galactosidasa bajo el control del
promotor del virus del sarcoma de Rous. Donado por la Dra. Susana Castro
(Instituto de Fisiologia, Universidad Nacional Autdnoma de México, MEX)

B-gal
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Lipofectamina = 48 L
Medio DMEM-F12 - 3952 uL
(volumen total de 4000 pl)

1 1

1 1

mL mL mL mL
Plasmidos: Plasmidos: Plasmidos: Plasmidos:
» GR-wt = 9600 ng + GR-L501P > 9600 ng * GR-S224A -» 9600 ng * GR-T171A -> 9600 ng
+ Pucl8 > 7200 ng * Pucl8 - 7200 ng * Pucl8 = 7200 ng * Pucl8 - 7200 ng

* TRH-luc = 3600 ng * TRH-luc = 3600 ng * TRH-luc = 3600 ng * TRH-luc = 3600 ng

+ B-gal > 3600 ng * B-gal > 3600 ng * B-gal > 3600 ng * B-gal > 3600 ng
Medio DMEM-F12 > Medio DMEM-F12 = Medio DMEM-F12 > Medio DMEM-F12 >
Aforar a2 mL Aforar a 2 mL Aforar a2 mL Aforar a 2 mL

7\

mL im
@ @

Dex + Fsk Dex + Fsk Dex + Fsk Dex + Fsk

Figura 10. Transfeccién de la linea celular SH-SY5Y.

8.3. ESTIMULACION Y COSECHA. OBTENCION DE PROTEINAS CITOSOLICAS

Y NUCLEARES.
La mitad del medio fue reemplazada con una de las drogas disueltas en medio
DMEM-F12 sin SFB a una concentracion para dexametasona (Dex) de 1x107 My
para forskolina (Fsk) de 1x10° M, o con ambas drogas. Las células se incubaron
con las drogas durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron con
500 uL de PBS 1x y se desprendieron del plato con el émbolo de una jeringa para
ser recolectadas en un tubo falcon de 15 mL. Los tubos se centrifugaron a 3500 rpm
durante 7 minutos, se desecho el sobrenadante, se resuspendié el sedimento de
células en 200 uL de buffer hipoténico y se lavé el tubo con 150 pL mas de buffer.
La suspension de células se transfirié a un tubo eppendorff en donde se incubaron
a 4 °C por 20 minutos. Se les anadi6 6 pL de detergente tritbn 10% y se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Se recuper0 el sobrenadante

donde se encuentran las proteinas citoplasmaticas.
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El sedimento se volvio a resuspender en 200 uL de buffer hiperténico y se dejaron
los tubos en agitacién suave por 30 minutos a 4 °C. Transcurrido este tiempo los
tubos se centrifugaron a 13,500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Finalmente, el
sobrenadante se recuperg, ya que contiene a las proteinas nucleares. Se separaron

alicuotas de 10 uL para la cuantificacion de proteinas.

8.4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS
Se realiz6 una curva estandar con concentraciones ascendentes a partir de un stock
de 0.2 mg/ml de albimina sérica bovina (BSA). A las muestras y a la curva estandar
se les agrego 200 uL de reactivo de Bradford y se determiné su absorbancia a 595

nm.

8.5. WESTERN BLOT
A las muestras conteniendo proteinas citosolicas o nucleares se les agregé el buffer
de muestra 1X y se hirvieron durante 7 minutos. Se cargaron 40 pl de proteina total
en un gel a 10% Tris/Glicina SDS-Poliacrilamida que se corrié en buffer de corrida

100 voltios durante 2 horas, aproximadamente.

Una vez separadas las proteinas por electroforesis SDS-PAGE, se transfirieron las
proteinas a una membrana de nitrocelulosa con buffer de transferencia a 100 voltios
durante 75 minutos. Luego, la membrana se bloque6 con leche descremada al 6%
durante 2 horas en agitacion. La membrana se incubd con el anticuerpo primario
especifico anti GR de conejo (H-300, sc-8992, Biotecnologia Santa Cruz, California,
USA) 1:500 en agitacion a 4 °C toda la noche. Al siguiente dia se lavé la membrana
3 veces durante 7 minutos con 10 mL de TBS-Tween 0.1% con leche descremada
al 1%, seguido de 3 lavados de 7 minutos con TBS 1X. Enseguida, se incubo la
membrana con el anticuerpo secundario conjugado a proteina A, en agitacion por
75 minutos. Los lavados descritos antes, con TBS-Tween 0.1% con leche al 1% y
TBS 1X, se repitieron. Finalmente, la membrana se reveld con la solucion
quimioluminiscente para luego ser expuesta a una pelicula autorradiografica

durante 45 minutos.
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8.6. STRIPPING PARA LA REUTILIZACION DE MEMBRANAS.

Para reutilizar la membrana e incubarla con otros anticuerpos se preparé una
solucién de stripping. La soluciéon de stripping se calentdé a 60°C y se sumergi6 en
ella la membrana durante 30 minutos en agitacion suave. Pasado este tiempo, las
membranas se lavaron 3 veces con 10 mL de TBS-Tween 0.1% a temperatura
ambiente y en agitacion por 5 minutos en agitacion. Después de los lavados, la
membrana se bloqueé nuevamente con leche descremada al 6% durante 2 horas.
Finalmente, la membrana quedo lista para incubarla con anti Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de conejo (14C10, Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA) 1:2500 y luego de otro Stripping contra c-Fos de conejo (K-25:
sc-253, Biotecnologia Santa Cruz, California, USA) 1:1500.

9. RESULTADOS.

9.1. ESTANDARIZACION DE LA TRANSFECCION.
Para encontrar la cantidad de proteina total y concentracion de GR transfectado que
permita una éptima deteccion de la sefial se realizé un cultivo de la linea celular SH-
SY5Y, el cual fue transfectado transitoriamente con diferentes concentraciones de
GR silvestre (GR-WT): 0 ug (-GR), 1.5 pg, 2 ug y 2.5 pg. En el Western Blot (WB)

de los extractos celulares se cargd 40 pg.

40 pg de proteina 20 ug de proteina

-GR 15pug 2pug 25ug -GR 15ug 2ug 25ug

-

Figura 11. Sefial de diferentes concentraciones de GR-WT transfectadas presentes en 40 ug y 20 ug
de proteina total cargados en el WB

.3

GR
95 KDa
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Como se observa en la Figura 11, la sefial se ve mejor cuando se transfecta con 2
pug de GR y se cargan 40 ug de proteina total. Sin embargo, la banda sin sefal
correspondiente a 2 ug, al cargar el gel con 20 g, indica tal vez un error durante la
transfeccion o al momento de cargar el gel. Lo ideal seria que se viera una banda

con la mitad de intensidad que la de 2 pug con 40 ug de proteina.

9.2. SH-SY5Y EXPRESA BAJAS CANTIDADES DE GR ENDOGENO.
Para eliminar el posible enmascaramiento entre el GR enddgeno de la linea celular
y los GR transfectados de los plasmidos, se hizo un WB de células SH-SY5Y

transfectadas con GR-WT y células SH-SY5Y no transfectadas.

GR
95 KDa ' “ |

Figura 12. Comparacién de células SH-SY5Y transfectada con GR-WT (+GR) y células SH-SY5Y no
transfectadas (-GR).

En la Figura 12 se ve una la sefial es casi imperceptible en la regidén correspondiente
a las células SH-SY5Y no transfectadas, lo que indica que GR enddgeno se expresa

a concentraciones muy bajas comparado a la sefial de la célula transfectada.

9.3. EXPRESION DE MUTANTES DE GR BAJO ESTIMULACION DE

DEXAMETASONA Y DE DEXAMETASONA+FORSKOLINA.
Una vez que se estandarizaron las condiciones de transfeccion, una serie de
diferentes cultivos celulares de SH-SY5Y fueron transfectados con GR-WT o las
mutantes (GR-L501P, GR-S224A, GR-T171A) y estimulados durante una hora con
Dex [1x107 M] o con Dex [1x107 M] + Fsk [1x10®° M] para finalmente ser
cosechados. Para ver el efecto del estimulo en la localizacion celular de GR-WT y
las mutantes fue necesario separar los extractos celulares citoplasmaticos de los

nucleares durante la cosecha de cada uno de los cultivos celulares. Utilizando los
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extractos celulares obtenidos se realiz6 una serie de WB. Debido a la cosecha

insuficiente de proteina total solo fue posible realizar un WB por cada cultivo.

En el WB del primer cultivo se obtuvo un blot con bandas inespecificas y ruido de
fondo (Figura 13).

Dex

Citosol Nucleo

GR- GR- GR- GR- GR- GR-
L501P S224A T171A L501P S224A T17T1A

[ e A |

GR
95 kDa
Dex + Fsk
Citosol Nucleo
GR- GR- GR- GR- GR- GR-
wr L501 s24  TITA wr L501 s24  TITA
GR
95 kDa

Figura 13. WB de proteinas citosélicas y nucleares del primer cultivo estimulado durante una hora
con Dex [1x10-7 M] o con Dex [1x10-7 M] + Fsk [1x10-5 M]. Se observa gran cantidad de bandas
inespecificas y ruido de fondo.

Mejorando las condiciones del WB para el segundo cultivo, solo se obtuvo sefial en
el blot de las proteinas nucleares. La presencia de una burbuja de aire entre la
membrana y el gel durante la transferencia dio lugar a la formacion de una burbuja

gue interfiere con la sefial de las bandas de interés en dos carriles (Figura 144).
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Dex Dex+Fsk

GR- GR- GR- GR- GR- GR- GR- GR-
WT L501P  S224A T171A WT L501P S224A  T171A

BB 0 M B
GR - g JJ t e —

—_
95 KDa by A

Figura 14. WB de proteinas nucleares del segundo cultivo celular estimulado por una hora con Dex
[1x10-7 M] y con Dex [1x10-7 M] + Fsk [1x10-5 M]. Se reveld contra GR y se observa en el blot las
bandas correspondientes a GR-WT y mutantes en el peso molecular correspondiente a 95 KDa mas
otras bandas inespecificas y la burbuja que se formé durante la transferencia.

Para analizar de manera objetiva la sefial obtenida en los blots, se utilizaron
meétodos densitométricos para medir la cantidad relativa de proteina (MacPhee,
2010). Por medio del equipo de andlisis y documentacion de geles,
Gel Doc ™ XR System (Biorad ®), se obtuvo un valor de densidad optica (D.O.)

para la sefial de GR.

En la Figura 15-A se compara la D.O. de GR-WT y las mutantes entre los diferentes
tratamientos y en la Figura 15-B se graficé la suma de la D.O. dada para la sefial de
GR-WT y mutantes estimulados con Dex mas la sefial de GR-WT y mutantes
estimulados con Dex+Fsk. En el caso de las bandas donde se encontr6 una burbuja,
se analiz6 un cuadro que comprendiera el espacio de sefial y ese mismo cuadro se

colocé en las otras bandas para asi establecer una comparacion adecuada.

A , B
o0 GR en nucleo GR total en nucleo
= 300,000
3 400 &
[ 5 250,000
'—
3 300 g 200,000
z .
© 200 8 150,000
S +
< 100 I II I § 100,000
0 - u o S 50,000 I I
GR-WT GR-L501P GR-S224A GR-T171A || & 0
N Dex M Detfsk GR-WT GR-L501P GR-5224A GR-T171A
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Figura 15. Densidad éptica (D.O.) obtenida para el WB de las proteinas nucleares del segundo
cultivo. A) D.O. de la sefial dada por cada GR transfectado y tratado con Dex y Dex+Fsk. Se muestra
el porcentaje (%) respecto a GR-WT estimulado con Dex=100%. B) Sumatoria de la D.O. de la sefial
de GR con Dex mas la D.O. de la sefial de GR con Dex+Fsk.

Pese a los problemas que presenta el WB del segundo cultivo, los datos de
densidad 6ptica sugieren que las células fueron exitosamente transfectadas. Sin
embargo, dadas las diferencias en la sefial total (GR con Dex mas GR con Dex+Fsk)
de cada GR transfectado (Figura 15-B) se sugiere que la transfeccion ocurrié con
diferente eficiencia. Al no tener los datos de las proteinas del citosol no podemos
evaluar la proporcién que se translocé al nicleo para cada plasmido y tratamiento.
Falta, ademas, un marcador que nos indique la cantidad de proteina nuclear
depositada en el gel y transferida a la membrana para poder calcular la eficiencia
de cada plasmido. Como se trata del mismo cultivo, es posible comparar para un
mismo plasmido su presencia en los cultivos estimulados con Dex o con Dex+Fsk;
el cultivo transfectado con el GR-WT es el Unico que presenta una menor cantidad
cuando se incuba con Dex+Fsk comparado a Dex que podria ser debido a una
interferencia en activar a GR como fue observado en el trabajo de Sotelo-Rivera
(Tesis de maestria, 2012). Otra posible explicacién al resultado de la Figura 15 (Ay
B) es que, durante la cosecha hay eventos que influyen en la cantidad de proteina
obtenida, lo que podria reflejarse en las diferencias de la sefial total detectada por
el anticuerpo o bien, que la activacion por Dex o Fsk cambia diferencialmente la
capacidad de reconocimiento del GR mutado por el anticuerpo. El anticuerpo
utilizado reconoce la region de GR entre 121 y 140; las mutantes GR-S224A y GR-
T171A presentan modificaciones en esta region por lo que pudieran tener afinidades
distintas que dificultan ain mas un calculo preciso de eficiencia de transfeccion

entre ellos.

Con el objetivo de aumentar la cantidad de proteina cosechada, se realizaron
nuevos cultivos. Se utilizé un cultivo diferente para cada estimulo. Uno de los
cultivos fue estimulado con Dex (cultivo 3) y el otro con Dex+Fsk (cultivo 4).
Siguiendo con la intencidén de mejorar los resultados obtenidos en este experimento,

se cuidd que las proteinas citosolicas no contaminaran los extractos nucleares, y
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viceversa, mediante un lavado extra con buffer hipotonico durante la extraccion de

las proteinas del citosol.

Con los extractos proteicos del citosol y del nucleo de los cultivos 3 y 4 se realizo el
tercer WB en el que ademéas de evaluar la localizacion de las mutantes
transfectadas de GR, también se evallo la contaminacion de la sefial, es decir, la
presencia de proteinas nucleares en el citosol y de proteinas citosdlicas en el
nacleo, para ambos cultivos. Esto se hizo mediante el “stripping” de las membranas
incubadas y reveladas contra el GR para después incubarlas y revelarlas contra la
GAPDH (una proteina exclusiva del citosol) y luego de otro “stripping” contra c-Fos
(una proteina preferentemente localizada en ndcleo). En la Figura 16 se muestran
los blots obtenidos de las membranas del WB y sus consecutivos “stripping”. El blot
correspondiente a las proteinas citosdlicas da sefial para GAPDH, pero no para c-
Fos (Figura 16-A); respaldando lo anterior, el blot de las proteinas nucleares da
sefal para c-Fos, pero no para GAPDH (Figura 16-B). En este experimento se
demostré que la presencia de GR en el citosol no se debia a la contaminacion del

GR nuclear o viceversa.

Dex Dex+Fsk
GR-wt GR-L501P GR-S224A GR-T171A GR-wt GR-L501P GR-S224A GR-T171A
Citosol
GR i
R | e — —_— .

KDa

GAPDH

c-Fos
55
KDa

Nucleo

GR

95 KDa N __— e v -—; . -“'-
-F ! — e
55 KDa | g l'- -H — -

GAPDH
45 KDa

Figura 16. Expresion nuclear y citosélica de GR (95 kDa), GAPDH (45 KDa) y c-Fos (55 KDa) de
cultivos estimulados durante una hora con Dex [1x10-7 M] o con Dex [1x10-7 M] + Fsk [1x10-5 M].
Este es un WB representativos de la tendencia general observada en este trabajo.
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La Figura 17 muestra los datos correspondientes a la localizacion subcelular de GR-
WT y mutantes con Dex. En la gréfica se calcul6 el porcentaje (%) de la D.O. de la
sefial de GR (GR-WT y mutantes) tomando como el 100% la suma de la D.O. de la
sefial detectada en citosol + la D.O. de la sefial detectada en nucleo. Al calcular en
% del total de sefal para cada plasmido corregimos las diferencias en eficiencia de
transfeccion y podemos evaluar la proporcién que pasa a nucleo contra la que se
gueda en citosol. Estos datos sugieren que el GR-WT se transloca a ndcleo mejor

que cualquiera de los otros plasmidos y, el GR-T171A, mucho menor.

GR en % del total de |la sefial

100

80
60
40
20 I
0

GR-WT GR-L501P  GR-S224A  GR-T171A

100%

% de GR respecto a GR-WT Dex
Citosol+Ntcleo

m Citosol Nucleo

Figura 17. D.O. de GR-WT y mutantes presentada como % de GR-WT estimulado con Dex en citosol
+ GR-WT estimulado con Dex ntcleo=100%.

Tomando en cuenta los marcadores que permiten evaluar la cantidad relativa de
proteina, se calculé la relacion entre el GR y el marcador citosélico GPDH, o nuclear
cFos. Debido a la diferencia en la expresién de estos marcadores no se puede
sumar la sefial de citosol + nudcleo, por lo que solo se calculo el porcentaje respecto
a la sefal relativa de GR-WT; se opto por calcular contra el GR-WT y no contra la
sefal del GR enddgeno que fue muy débil en el cultivo 3. Es importante destacar
que se comparé la cantidad relativa del GR entre compartimentos de un mismo

tratamiento porque cada tratamiento corresponde a un cultivo diferente (Figura 18).
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Figura 18. Distribucion de la D.O. de los blots obtenidos en el WB de las proteinas citosoélicas y
nucleares del cultivo estimulado con Dex, calculando la sefial de GR/marcador.

La estimulacién con Dex+Fsk se realizé en un cultivo distinto en el cual la sefal en

general fue mas débil.

En el caso de GR-WT, Dex fomentaria su translocacién al nicleo y la co-
estimulacion de Dex+Fsk interferiria con su correcta translocacion al nucleo si la
interaccion se da en el citosol. En la Figura 18 puede apreciarse que en respuesta
a Dex, la presencia de GR-WT aumenta en el ndcleo, mas de lo que se observa con
las mutantes. La co-incubacion de Dex+Fsk, aun cuando la cantidad recuperada es
menor que en el cultivo anterior estimulado con Dex, permite observar niveles
similares de GR-WT y GR-T171A en ambos compartimentos y una menor cantidad

de GR-S224A y GR-L501P en el nacleo en comparacion con el citosol.

Debido a que dos de los cultivos en los que se incubaron las células con Dex+Fsk
presentaron problemas en los que, en uno, la transfeccion con dos plasmidos fue
deficiente y el otro, como se muestra en la Figura 16, no presenta sefal de cFos lo
que impide calcular la sefal relativa. Se calcul6 en % de la sefial de GR tomando
como 100% la sefial de GR-WT en cada compartimiento en el cultivo estimulado

con Dex y en el cultivo estimulado con Dex+Fsk (Figuras 19-A 'y B).
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Figura 19. Densidad 6ptica de GR respecto a GR-WT=100%. A) Densidad 6ptica de GR en el cultivo
estimulado con Dex; B) Densidad 6ptica de GR en el cultivo estimulado con Dex+Fsk.

Las Figuras 19-A y B sugieren que:

a) Todos los plasmidos son transfectados, aunque no fue posible calcular la
eficiencia de transfeccion.

b) La distribucion de los pladsmidos en ndcleo, de células incubadas con Dex, es
mayor para GR-WT y GR-L501P comparado a GR-224A y GR-T171A que
fue el menor. Lo contrario se observa en las células incubadas con Dex+Fsk
gue presentan un maximo de concentracién en nucleo de la mutante GR-
T171A y menor de GR-WT.

Como se menciond en la Figura 15, la eficiencia de la transfeccion, de la cosecha
de proteinas y de posibles diferencias de afinidad de las mutantes hacia el

anticuerpo de GR, podria influir en la cantidad de GR detectado.

10. DISCUSION

Con respecto a los aspectos técnicos, durante el desarrollo del trabajo se
presentaron varias complicaciones con las técnicas experimentales. La primera fue

durante la cosecha de las proteinas porgue la cuantificacién de la proteina mostraba
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una cantidad insuficiente para completar los 40 pg que se necesitaban cargar en el
WB. Debido a este problema se optd por realizar los cultivos en cajas Petri de 60
mm, en lugar de las de 35 mm; de esta manera la proteina cosechada quedaria
menos diluida. Al realizar WB de las proteinas cosechadas hubo casos en los que
no se detecto sefial en algunas de las membranas (Figura 14). La ausencia de sefial
podria deberse a varias razones: a) mala centrifugacién o cuantificaciéon de la
proteina, b) problema en la diluciébn del anticuerpo, c) ausencia o bajas
concentraciones de antigeno, d) las soluciones usados (lavados prolongados)
(Mahmood & Yang, 2012). El anticuerpo usado ya habia sido evaluado
anteriormente y es el mismo que se uso6 en otros experimentos que forman parte de
los antecedentes del presente trabajo; los buffers eran preparados cuidadosamente
y siguiendo el mismo protocolo en todas las repeticiones. El problema de
contaminacion por centrifugaciones deficientes se resolvié evaluando la proteina
citosdlica GAPDH o la nuclear c-Fos. Por tanto, el problema de la ausencia de sefial
recae en la ausencia o baja concentracion del antigeno (GR). Otro problema
detectado en el WB fue la presencia de bandas inespecificas en las membranas
donde si habia sefial. Uno de las razones por las que podria haber ocurrido esto es
por la degradacion de las proteinas por proteasas (Mahmood & Yang, 2012);
aungue las muestras eran frescas y el buffer con los que se realizo6 la cosecha
contenian inhibidores de proteasas, un descuido en el tratamiento de las muestras

pudo haber causado el problema.

Finalmente, es importante tomar en cuenta que los datos obtenidos en un WB son
semicuantitativos. Esto se debe a que proporciona una comparacion relativa de los
niveles de proteina, no una medida absoluta de la cantidad (Mahmood & Yang,
2012), por lo que se pueden utilizar métodos densitométricos para medir la cantidad
relativa de proteina (MacPhee, 2010). Para contender con estos problemas se

calculd la relacién entre GR y el marcador citosélico o nuclear.

Con respecto a los resultados obtenidos, la activacion de GR inducida por Dex se
da por la fosforilacion de varios residuos involucrados en la translocacion nuclear

de GR, en su habilidad para formar homodimeros o heterodimeros con factores de
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transcripcion, o en el reconocimiento del GRE. En este trabajo se estudid la

localizacion subcelular de mutantes de GR estimuladas con Dex y con Dex+Fsk.

De acuerdo los resultados de este trabajo, en donde GR-WT esta mas presente en
el ndcleo cuando se estimula con Dex (Figura 16-A), y a lo observado en la actividad
del reportero TRH-luc inducido por Dex con GR-WT (Tesis de maestria de Sotelo-
Rivera, 2012) (Figura 9), se sugiere que GR-WT esta translocando al nucleo de
acuerdo con el modelo clasico. Cuando GR-WT se estimula con Dex+Fsk (Figura
16-B) los niveles de proteina son similares en citosol y nucleo, lo que no
corresponde con su actividad transcripcional (Tesis de maestria Sotelo-Rivera,
2012) (Figura 9). En este caso, al disminuir la actividad transcripcional de GR y no
tener ninguna mutacion que impida su translocacion, su presencia en el citosol

deberia ser mayor que en el ndcleo.

Como se mencion6 previamente, el promotor del gen pro-Trh contiene un GRE
compuesto y al estimular conjuntamente la via de los glucocorticoides y la via de
AMPc se da una interferencia que impide la transcripcion del gen (Cote-Vélez et al.,
2005; Pérez-Martinez et al., 1998), dicha interferencia sucede como consecuencia
de la interaccion proteina:proteina entre GR y PKAc y, por evidencias citoldgicas,
también se observa que esta interaccion evita la adecuada translocacién de GR o
de PKAc al nucleo (Sotelo-Rivera et al., 2017). Los resultados mostrados en la
Figura 16, en donde GR-WT est4 presente en el nucleo en la misma proporcion
que en el citosol, tanto en los incubados con Dex como Dex+Fsk no concuerdan
con lo detectado por inmunocitoquimica de células completas (Tesis de maestria de
Sotelo-Rivera, 2012) donde se demuestra que GR enddgeno esta presente en el
nucleo de células incubadas con Dex, pero muy poco en aquéllas incubadas con
Dex+Fsk. Estas diferencias pueden deberse a un problema en la concentracion,
mientras que GR endogeno pudiera ser suficiente para atrapar a PKAc en el citosol
y evitar asi su translocacion, como se mostrd en la Figura 12, la concentracion del
GR transfectado es mucho mayor que el endégeno. Estos resultados sugieren que

la interferencia de Dex con la sefalizacion de PKA en la transcripcion de Luc-TRH
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observado en la Figura 9 no se debe a un problema de atrapamiento de GR y de
PKAC en citosol. Habra que demostrar qué ocurre con la PKAc a través de una co-

inmunocitoquimica o una co-inmunoprecipitacion

La unién del GR al DNA requerida para la transcripcion inducida por Dex de TRH-
luc fue confirmada con la mutante GR-L501P (Figura 9) la cual no mostro respuesta
a Dex, pero si aumento la transcripcion del gen reportero bajo el estimulo Dex+Fsk,
sugiriendo que esta mutante elimina la interferencia entre las vias de AMPc y GC
permitiendo el efecto de PKAc (Tesis de maestria Sotelo-Rivera, 2012). Como la
L501 no participa en la translocacion de GR, se esperaba que su localizacion
subcelular no cambiara con ninguno de los dos estimulos, sin embargo, en este
trabajo se encontré que con Dex, gran parte de la proteina se quedo en el citosol.
Este resultado podria sugerir que el dominio de union al DNA podria estar
interfiriendo con la localizaciéon de GR ya que se encuentra en la region bisagra
(HR), que también participa en la translocacion nuclear y se encuentra cerca de la

mutaciéon L501.

La mutante GR-T171A se mantuvo predominantemente en el citosol con Dex
(Figura 16-A) y su presencia en el ndcleo no aumento con Dex+Fsk (Figura 16-B).
En cuanto a su actividad transcripcional (Figura 9) (Tesis de maestria Sotelo-Rivera,
2012) la expresion del gen reportero con GR-T171A no responde al estimulo de
Dex, pero si lo hace a AMPc; tal comportamiento permite sugerir que la mutacion
impide que GR interaccione con PKAc, por lo que la respuesta transcripcional del
gen reportero con GR-T171A se debe Unicamente a la accion de la PKAc (Tesis de

maestria Sotelo-Rivera, 2012).

Por otra parte, la mutante GR-S224A, al igual que GR-T171, presenta una mayor
presencia en el citosol con Dex (Figura 16-A), lo mismo que sucede con Dex+Fsk,
aungue en menor medida. Este resultado era esperado dada la importancia de S224
para la fosforilacion de S232, un residuo que promueve la translocacion nuclear de
GR y su actividad transcripcional (Popovic et al., 2010). La actividad transcripcional

de GR-S224A no muestra cambios significativos entre ambos estimulos, sugiriendo
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que dicha mutante mantiene la interferencia (Figura 9) (Tesis de maestria Sotelo-
Rivera, 2012). Comparando ambos resultados, se tiene que la localizacion de la
mutante no apoya lo observado en su actividad transcripcional. Una posible
explicacion de esto es que la mutacién solo podria estar afectando su localizacion
celular, pero no su interaccion con PKAc, por lo que el complejo GR-PKAc podria
ser detectado tanto en el nicleo como en el citosol. Faltaria confirmar esto mediante

una co-inmunoprecipitacion.

Otra posible explicacion sobre la presencia en el nicleo de la mutante, a pesar de
la interdependencia que existe entre la fosforilacion de S224 y S232 para la
translocacion nuclear de GR, esta dada por lo que sugieren Ismaili y Garabedian
(2004) que demostraron gque la mutante GR-S224A no impedia la fosforilacion de
S232 ni su translocacién. Esto podria estar pasando también en este trabajo, al igual
en el realizado por Webster (1997) y en donde observo o mismo.

Finalmente, la disminucion de la presencia de las mutantes en el citosol al ser
estimuladas con Dex+Fsk y al compararlas con la sefial de GR endbégeno podria
deberse a la degradacién por proteosomas. GR hiperfosforilado es marcado para
su degradacion por proteosoma (Wallace & Cidlowski, 2001) y dicha fosforilacion
podria darse por la PKAc, como se muestra en trabajos previos con otros modelos,
donde la fosforilacion de GR por PKAc fue sugerida in vitro pero nunca fue
confirmada in vivo (Haske, et al.,1994; Rangarajan, et al., 1992). Se ha mostrado
también que el exporte nuclear esta ligado a la degradacion de la proteina (Liu,
2000), y en el caso particular de S224, la mutante no impide la fosforilacién del

residuo S246, cuya funcion es promover el exporte nuclear.

11. CONCLUSION

Los resultados presentados en esta tesis son preliminares pero prometedores ya
que sugieren que los residuos T171 y L501, con base en los resultados de su

actividad transcripcional (Tesis de maestria Sotelo-Rivera, 2012), son importantes
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para la interaccion con PKAc ya que se libera la interferencia observada bajo la
incubacion con Dex+Fsk; también podrian ser importantes para la localizacion
celular de GR. La fosforilacion de S224 es importante para la localizacién celular de
GR y para su vida media, pero no parece afectar la posible interaccion de GR con
PKAC.

Para tener conclusiones definitivas, es importante repetir los cultivos, las
transfecciones, las cosechas y los WB, para verificar los resultados y refuercen lo

concluido en esta tesis.

12. ANEXOS.

12.1. ABREVIATURAS.

1/2GRE Medio elemento de respuesta a glucocorticoides

8-br-AMPc 8 bromo AMPc

ACTH Adrenocorticotropina

ADR Adrenalina

AF-1 Dominio de funcidn de activacion 1

AF-2 Dominio de funcion de activacion 2

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

AP-1 Proteina activadora 1

Arg Arginina

CDK Cinasa dependientes de ciclina

cGRE Elemento de respuesta a glucocorticoides compuesto

COUP-TFII Factor de transcripcion del promotor de ovoalbimina de pollo tipo Il

CRE Elemento de respuesta a AMPc
CREB Proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc
CRH Hormona liberadora de corticotropina
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Cyp-40 Ciclofilina 40

DBD Dominio de unién a DNA

DMEM Dulbeco Modified Eagles Medium
db-AMPc  Dibutiril AMP ciclico

FKBPs Proteinas de union a FK506

FT Factores de transcripcion

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GC Glucocorticoides

GIn Glutamina

Gly Glicina

GRE Elemento de respuesta a glucocorticoides
GR Receptor de glucocorticoides

GSK3 Cinasa glicogeno sintasa 3

GST Glutation S-transferasa

His Histidina

hGR Receptor de glucocorticoides de humano
HPA Hipotalamo-Pituitaria-Tiroides

HSP Proteinas de choque térmico

HT Hormonas tiroideas

JNK C-Jun N-terminal cinasa

LBD Dominio de unidn al ligando

MAPK Cinasa dependiente de mitégeno

mGR Receptor de glucocorticoides de raton
MMTV Virus del tumor mamario de ratén

MR Receptor de mineralocorticoides
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NA
NF-k
NGRE
NLS 1
NLS 2
Oct-1
PC
pCREB
PKA
PKAc
Pomc
Pro
PVN
rGR

SMRT

SNC
STAT3
STATS
T4

T3

TA
THRE
TPA
TRa
TRB

Noradrenalina

Factor nuclear k3

Elemento de respuesta a glucocorticoides negativo
Sefal de translocacion nuclear 1

Sefal de translocacion nuclear 2

Transportador de cationes organicos 1
Prohormona convertasa

Proteina de union al elemento de respuesta a AMPc fosforilada
Proteina cinasa dependiente de AMPc

Subunidad catalitica de PKA
pro-opiomelanocortina

Prolina

Nucleo paraventricular

Receptor de glucocorticoides de rata

Mediador del silenciamiento de receptores del acido retinoico y de
hormona tiroidea

Sistema nervioso central

Activador de la transcripcion 3

Activador de la transcripcion 5
3,5,3',5’-tetraiodotironina
3,5,3’-triiodotironina

Temperatura ambiente

Elemento de respuesta a hormonas tiroideas
12-O-tetradecanoliforbol-13-acetato
Receptor de hormona tiroidea a

Receptor de hormona tiroidea 3
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TRB2 Isoforma 2 del receptor B
TRH Hormona liberadora de tirotropina

TSH Tirotropina

12.2. CoOMPOSICION DE BUFFERS UTILIZADOS.

v DMEM (1L)
- Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 3.79
- Glucosa 35¢g
- pHav

v F-12 (1L)
- Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 1.76 ¢
- pH7

v PBS 1x (1L)
- Cloruro de potasio (KCL) 0.2g
- Fosfato de potasio (KH2POa4) 0.195¢g
- Cloruro de sodio (NaCl) 8.12 ¢
- Fosfato de sodio (NaH2POg) 0.97¢g

- AjustarelpHa7.2
v Buffer hipoténico
- 1x Complete (“protease inhibitor cocktail tablets” 50X en 1 mL)
- 2 mM Ortovanadato de sodio (NasVOa)
- 10 nM Cloruro de sodio (NaF)
- 10 mM Butirato de sodio
v Buffer hipertonico
- 1x Complete (“protease inhibitor cocktail tablets” 50X en 1 mL)
- 2 mM Ortovanadato de sodio (NasVOa)
- 10 nM Cloruro de sodio (NaF)
- 0.01 M Tritén 10%
v' Tris-Gly 1X
- 25 mM Tris base (trizma)
- 192 mM Glicina

41



v TBS 10X
- 25 mM Tris HCI, pH 8.0

- 190 mM NacCl

v TBS-Tween 0.01% (0.5L)
- TBS 10X 50 mL
- H20 450 mL
- Tween 500uL

v Buffer de muestra
- 125 mM Tris-HCI
- 8% SDS
- 10% B-mercaptoetanol
- 17.5% glicerol
- 1x Complete (“protease inhibitor cocktail tablets” 50X en 1 mL)

v' Buffer de transferencia (1L)

- Tris-Gly 10X 100 mL

- Metanol 200 mL

- H20 700 mL
v' Buffer de corrida (1L)

- Tris-Gly 10x 100 mL

- SDS 10% 10 mL

- H20 890 mL

v" Solucién de Stripping
- 62.5mM Tris-HCl pH 7.5
- 100 mM B-mercaptoetanol
- 2% SDS
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