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RESUMEN

El sistema para el factor liberador de corticotropina (CRF) esta conformado por 4
hormonas peptidicas denominadas CRF, urocortina 1 (UCN1), urocortina 2
(UCN2) y urocortina 3 (UCN3). Estas hormonas actian sobre 2 receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs): CRF1 y CRF2. Se ha descrito que los dos
receptores pueden activar las vias de sefializacion AMPc/PKA y PLC/IP3/Ca?,
PI3K/Akt y de las cinasas de proteinas activadas por mitdgeno (MAPKSs). Ademas,
dependiendo del modelo celular, la activaciéon de las MAPKs y de Akt puede
involucrar diversas moléculas de sefializacion, asi como la transactivacion de
receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTKs). En adipocitos 3T3-L1 se
determind la expresion de UCN2, UCN3 y de ambos receptores, aunque,
interesantemente, también se reportd que la expresion del receptor CRF2 se
encuentra incrementada de manera significativa con respecto a preadipocitos. No
obstante, aun no se ha descrito la activacion de ERK1/2 y Akt a través del receptor
CRF2, asi como los mecanismos moleculares implicados en la activacion de estas
cinasas en este tipo celular, lo cual resulta crucial en el entendimiento del
funcionamiento del sistema para el CRF y su papel funcional en células adiposas.
En este trabajo se determind la activacion de ERK1/2 y Akt en respuesta a
estimulos con UCN2 en adipocitos 3T3-L1, asi como algunos de los mecanismos
moleculares que llevan a dicha activacién. Se encontré que estas activaciones son
dependiente de la concentracion y se presentan con una temporalidad diferente.
Adicionalmente, empleando UCN3, el otro ligando selectivo del CRF2, también se
encontré activacion de ERK1/2 y Akt. Empleando inhibidores especificos para
algunas proteinas de sefializacién, se demostré que la activacién de ERK1/2 y Akt
inducida por UCN2 en adipocitos 3T3-L1 es dependiente de proteinas Gi/o, de
Src, de la transactivacion del EGF-R y de PI3K.
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SUMMARY

Corticotropin Releasing Factor (CRF) system is composed by 4 peptidic hormones,
named CRF, urocortin 1 (UCNL1), urocortin 2 (UCN2) and urocortin 3 (UCN3).
These hormones act through two G protein coupled receptors (GPCRs): CRF1 and
CRFo2. It has been described that both receptors activate AMPc/PKA, PLC/IP3/Ca?
PI3K/Akt and the mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) pathways. Besides,
depending on the cellular model, MAPKs and Akt activation may involve several
signaling molecules, as well as receptor tyrosine kinases (RTKs) transactivation.
Expression of UCN2, UCNS3, and both receptors was found in 3T3-L1 adipocytes,
and interestingly, CRF2 receptor was significantly increased regarding
preadipocytes. Nevertheless, at the moment, it has not been described ERK1/2
and Akt activation by CRF2 receptor, and the molecular mechanisms involved in
this two kinases activation, which is crucial to the understanding of CRF system in
adipose cells. In this work, ERK1/2 and Akt activation in response to UCN2
stimulus in 3T3-L1 adipocytes was described, and also some of the molecular
mechanisms that lead to this activation. It was found that ERK1/2 and Akt
activation exhibited a different time-course response and both were dependent on
ligand concentration. Additionally, stimulus with UCN3, the other selective ligand of
CRF2, also produces ERK1/2 and Akt activation. Using specific inhibitors for some
signaling molecules, it was demonstrated that ERK1/2 and Akt activation in
response to UCN2 is dependent of Gi/o and Src, PI3K and EGF-R. It was also
found that Src activation is entirely mediated by Gi/o, but independent of PI3K.
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1. INTRODUCCION

El sistema para el factor liberador de corticotropina (CRF) est4 conformado
por 4 hormonas peptidicas en mamiferos, denominadas CRF, urocortina 1
(UCN1), urocortina 2 (UCN2) y urocortina 3 (UCN3), y los dos péptidos no
mamiferos, Urotensina-1 de pez y sauvagina 1 de anfibios. Estas hormonas
actian sobre 2 receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) de clase B,
designados como receptor para el factor liberado de corticotropina tipo 1 (CRF1) y
receptor para el factor liberado de corticotropina tipo 2 (CRF2) (Figura 1)
(Henckens y col., 2016).

La distribucidn de este sistema ha sido ampliamente descrita en cerebro y
sistema nervioso, en donde se le han atribuido importantes funciones en la
regulacion de respuestas fisioldgicas, tanto a nivel central como a nivel periférico,
incluyendo el control del apetito, la capacidad cardiovascular, el metabolismo
energeético, la respuesta inmune y el comportamiento (Olivares-Reyes y Hauger,
2012). En la periferia, este sistema se ha encontrado en diversos tejidos como el
corazon, el tracto gastrointestinal, el pancreas, el masculo esquelético y tejido
adiposo (Kuperman y Chen, 2008; Wang Yy col., 2011) . En musculo esquelético y
pancreas, se han descrito importantes funciones relacionadas con la homeostasis
de la glucosa, las cuales estan mediadas a través del receptor tipo 2; estos
hallazgos han sugerido que el sistema puede regular el metabolismo de forma
local en tejidos metabdlicos claves a través de mecanismos autocrinos o

paracrinos (Kuperman y Chen, 2008).

Se ha descrito que los dos receptores, a través de sus diferentes ligandos,
pueden activar las vias de sefalizacion de la proteina heterotrimérica Gs (AMP
ciclico/cinasa A de proteinas 6 AMPc/PKA), la via de PLC/IP3/Ca?* (Fosfolipasa C/
inositol(1,4,5)-trifosfato/Ca?*), ya sea por medio de Gq y/o la subunidad GBy de
Gi/o; la via de PISK/PKB-Akt (3 Cinasa de fosfatidilinositol /cinasa B de proteinas),
y la via de las cinasas de proteinas activadas por mitogeno (MAPKSs) (Olivares-
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Reyes y Hauger, 2012; Henckens y col., 2016). Por lo anterior, se sugiere que
estos receptores pueden tener diferentes acciones que dependen de la

localizacion y el contexto celular.

La activacion de la via de las MAPKs, especificamente la de las cinasa
reguladas por sefiales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2), y la activacion de la via de
Akt-PKB, puede involucrar a diferentes moléculas de sefalizacion, asi como la
transactivacion de receptores con actividad de cinasa de tirosina (Rossant y col.,
1999; Brar y col., 2004a; Brar y col., 2004b; Punn y col., 2006; Grammatopoulos y
col., 2000; Sepulveda-Diaz, 2008; Markovic y col., 2011; Walther y col., 2014;
Parra-Mercado, 2015).

Urocortin 1 Urocortin 2 Urocortin 3

e a L

i » Nl asrbne o
2/@@@ ° ﬁmm
UOU X UOU <

receptor CRF receptor
type 1 type 2

Figura 1. Representacién esquematica de sistema para el CRF. Las flechas indican las
interacciones que se dan entre las hormonas y los receptores. Las lineas punteadas indican una
baja afinidad. CRF1 tiene una mayor afinidad por CRF que el CRF2, la afinidad de ambos
receptores por UCN1 es la misma, y las UCN2 y UCN3 actian a través del receptor tipo 2. EL
sistema también incluye a la proteina de unién a CRF (CRF-BP) y una variante soluble de la
isoforma a del receptor CRF2 (SCRF2a), que se expresa en ratdén. Tanto CRF-BP, como sCRF2a
unen a CRF y a UCNL1 con alta afinidad. CRFz presenta dos variantes de splicing en roedores que
difieren en su secuencia amino terminal (CRF2a Y CRFRazn, respectivamente). Modificado de
Kuperman y Chen, 2008.
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1.1 Via de MAPK/ERK1/2

Las cinasas de proteinas activadas por mitdgenos (MAPKs) son una familia
de cinasas de serinas y treoninas compuestas por las cinasas reguladas por
sefales extracelulares 1y 2 (ERK1/2), p38 y la cinasa c-Jun N-terminal (JNK), que
regulan una variedad de procesos celulares, incluyendo crecimiento, proliferacion
celular, diferenciacion, motilidad, respuesta a estrés, supervivencia y apoptosis
(Plotnikov y col., 2011). Las cascadas de las MAPKs comprende 3 cinasas: una
cinasa de la cinasa de las MAPK (MAP3K), una cinasa de las MAPK (MAP2K), y
una MAPK. La sefal dentro de cada cascada es propagada por fosforilaciones y
activaciones secuenciales de las cinasas: MAP3K es una cinasa regulada por GTP
(trifosfato de guanosina) que fosforila y activa a la cinasa intermediaria MAP2K,
esta a su vez fosforila y activa a la cinasa efectora MAPK (Kim y Choi, 2010.
Plotnikov y col., 2011).

En la via candnica de ERK1/2, MAP3K estd compuesta por 3 cinasas A-Raf,
B-Raf, y Raf-1/C-Raf;, MAP2K comprende a las cinasas MEK-1 y MEK-2, y
finalmente las proteinas cinasas efectoras son ERK1 y ERK2 (Burotto y col.,
2014). La via ERK1/2-MAPK puede ser activada por factores de crecimiento,
hormonas polipeptidicas, neurotransmisores y quimiocinas, que actdan través de
GPCRs o RTKs (Mendoza y col., 2011). La activacion a través de RTKs induce a
la dimerizacion del receptor y la autofosforilacion en residuos de tirosina en su
region carboxilo terminal, lo cual genera un sitio de unién para proteinas
adaptadoras, como la proteina de unién 2 al receptor para el factor de crecimiento
(Grb2); esta recluta al factor intercambiador de guanina (GEF) SOS hacia la
membrana plasmatica, promoviendo el intercambio de GDP por GTP en la
GTPasa Ras, y por ende, la activacion de esta proteina. Ras-GTP une y reclute a
la cinasa Raf para inducir su activacion, a su vez, Raf fosforila a MEK-1 en los
residuos de S2¥222 y a MEK-2 en los residuos de S2?%226, MEK1/2 puede
entonces fosforilar los residuos reguladores de T29%/Y204 para ERK1 y T185/y187

para ERK2, y asi activar a esta cinasa efectora. La activacion de ERK1/2 por
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GPCRs, se puede generar por la transactivacion de RTKs, o por la activaciéon
directa de algin componente de la via, por ejemplo a través de PKC (Cinasa C de
proteinas) (Fig. 2) (Mendozay col., 2011; Roskoski, 2012; Maik-Rachline y Seger,
2016).

ERK1 y ERK2 son proteinas de 44 y 42 kDa, respectivamente, que
comparten alrededor del 85% de identidad aminoacidica, asi como la misma
especificidad de sustrato in-vitro; una vez activadas, estas proteinas pueden
fosforilar diversos sustratos protéicos localizados en varios compartimentos
subcelulares, entre ellos, proteinas de membrana, proteinas nucleares, elementos
del citoesqueleto y cinasas citoplasmaticas (Cruz y Cruz, 2007; Mebratu y
Tesfaigzi, 2009). De esta forma, estas cinasas pueden regular diversos procesos
celulares, que incluyen proliferacion, diferenciacién, determinacién de la
morfologia, plasticidad neuronal, supervivencia, y, en algunas condiciones,
respuesta a estrés y apoptosis (Plotnikov y col., 2011). La via de ERK1/2 se puede
interrumpir por hiperfosforilacion de Raf y MEK1/2, desfosforilacion de ERK1/2, y
secuestro de ERK en el nucleo. La desfosforilacion de un solo residuo de ERK1/2
genera desactivacion de la proteina; estas desfosforilaciones son llevada a cabo
por 3 clases de fosfatasas, que desfosforilan: residuos de tirosinas (como PTP-SL
y STEP); residuos de serinas y treoninas (como PTP-2A y PTP-2), y fosfatasas de
especificidad dual que desfosforilan residuos de treoninas y tirosinas (como MKP1,
MKP2 y PAC-1) (Roskoski, 2012) .

1.2 Via de PI3K/Akt

Akt es una cinasa de serinas o treoninas (también conocida como proteina
cinasa B o PKB) perteneciente a al familia de proteinas cinasa AGC, que esta
involucrada en la regulacién de diversos procesos celulares, como crecimiento
celular, supervivencia, proliferacion, apoptosis, metabolismo y angiogénesis. Akt
presenta tres isoformas codificadas por diferentes genes, y conservadas en el

genoma de mamiferos, que se denominan Aktl, Akt2 y Akt3. Todas las isoformas
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de Akt comparten caracteristicas estructurales relacionadas con 3 dominios
funcionales: un dominio de homologia a pleckstrina (PH) en el extremo N-terminal,
un dominio catalitico central y una cola reguladora en el extremo C-terminal. La
activacion de esta cinasa ocurre rio debajo de la activacion de la 3 Cinasa de
fosfatidilinositol (PI3K), a través de la fosforilacion de un residuo de serina y un
residuo de treonina equivalentes en las 3 isoformas de Akt (treonina en las
posiciones 308, 309 y 305, y serina en la posicion 473, 474 and 472 en Aktl, Akt2
and Akt3, respectivamente) (Risso y col., 2015).

GF ligand®
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Figura 2. Activacion de la via MAPK/ERK1/2. La activacion de RTKs por factores de crecimiento
induce su autofosforilacién en el dominio C-terminal, generando sitios de unién para proteinas
adaptadoras como GRB2, que reclutan al GEF SOS hacia la membrana. SOS cataliza el
intercambio de GDP por GTP en la GTPasa Ras, y esta recluta y permite la activacion de Raf. La
activacion por GPCRs se puede deber a la transactivacion de RTKs, o bien a la activacion directa
de componentes de la via. Modificado de Mendoza y col., 2011.
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La via de PI3K/Akt puede ser activada por receptores con actividad
intrinseca de cinasa de tirosina (RTKSs), por diversos GPCRs, y por proteinas Ras
activas. PI3K cataliza la fosforilacion de (4,5)-bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2)
para generar (3,4,5)-trifosfato de fosfatidilinositol (PIP3) (Risso y col.,, 2015;
Manning y Toker 2017). La formacion de PIP3 promueve el anclaje de la proteina
Akt a la membrana a través de su dominio PH, lo que a su vez genera un cambio
conformacional en la proteina que expone su domino regulador, para permitir su
fosforilacion en el residuo de serina, a través de PKD1 (cinasa 1-dependiente de
fosfatidilinositol) y en el residuo de treonina, a través de mTORC2 [(complejo 2
MTOR (blanco de rapamicina en mamifero)] lo cual estabiliza su conformacién
activa (Fig. 3). (Risso y col., 2015;). Hasta el momento, se ha reportado que Akt
pudiese estar fosforilando hasta 100 sustratos diferentes; Akt fosforila
directamente proteinas de diversas funciones, entre ellas, cinasas de lipidos y
proteinas, factores de transcripcion, reguladores de proteinas G pequefas y trafico
vesicular, enzimas metabdlicas, E3 ubiquitin ligasas, reguladores del ciclo celular,
entre otras, ya sea para activar, o inhibir sus funciones. La finalizacion de la
sefializacion de la via PI3K/Akt la llevan a cabo varias fosfatasas: PTEN
desfosforila al PIP3 formado por la accion de la PI3K; la fosfatasa 2A de proteinas
(PP2A) desfosforila a Akt en el residuo T3, y las fosfatasas de proteinas con
repetidos del dominio PH rico en leucina 1y 2 (PHLPP1 y PHLPP2) desfosforilan a
Akt en el residuo S*® (Manning y Toker 2017).
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RTK

Plasma membrane

Figura 3. Activaciéon de la via PI3K/Akt. La estimulacion de los RTKs o los GPCRs generan la
activacion de PI3K, y por ende la produccion de PIP3 a partir de PIP2 en la membrana plasmatica.
La proteina Akt citosdlica e inactiva es reclutada a la membrana plasmatica a través de su domino
PH, esto permite su activacién completa mediante la fosforilacion en la T3¢ por PDK1 y en la S473
por mTORC2. La finalizacién de la activacion es realizada por la fosfatasa de PIP3 PTEN, asi como
las fosfatasas de proteinas PP2A y PHLPP. Modificado de Manning y Toker 2017.

1.3 Sistema para el Factor Liberador de corticotropina

1.3.1 Urocortina 2 y la familia de péptidos del CRF.

En 1981 se aislé por primera vez al CRF del hipotalamo de ovino (0CRF)
(Vale y col., 1981), desde entonces se ha descrito que forma parte de una familia
de péptidos homodlogos altamente conservados entre varias especies (péptidos
CRF), como rata (h/rCRF), humano (h/rCRF), cabra, vaca, cerdo y xenopus,
(Fahmy y col., 2012).

Después del aislamiento del péptido CRF, hasta la fecha, se han encontrado
otros 5 péptidos altamente relacionados estructuralmente a este. Estos
comprenden la sauvagina (caracterizada de la rana Phyllomedusa Sauvagei), la

urotensina | en peces (caracterizada del pez Catostomus commersoni) y las
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urocortinas UCN1 UCN2 Y UCN3 en mamiferos (Fahmy y col., 2012). Las
urocortinas son péptidos de 40, 39 y 38 aminoacidos, respectivamente, que
provienen de genes diferentes y que comparten elementos comunes en cuanto a
su secuencia aminoacidica (Fig. 4) (Dautzenberg y Hauger, 2002). UCN2 y UCN3
también se conocen como péptido relacionado con estrescopina (SRP) y

estrescopina (SCP), respectivamente (Hsu y Hsueh, 2001; Buckinx y col., 2011).

Urocortina 2. En el 2001, el cDNA para UCN2 fue identificado mediante
homologia de secuencia del genoma humano y de raton de manera simultdnea
por dos grupos de investigacion (Reyes y col., 2001; Hsu y Hsueh, 2001). El gen
de la UCN2 codifica para una pre-proteina de 112 aminoacidos, en la que el
péptido putativo se encuentra en el extremo C-terminal. Este comparte una
homologia del 34 % con respecto al CRF, y del 42% con respecto a la UCNL1.
Adicional a la secuencia de ratén y humano, las pre-proteinas de UCN2 se han
identificado en rata, pollo (Gallus gallus), pez, (Tetraodon nigroviridi, Takifugu
rubripes), perro, y mono rehus (Boorse y col., 2005; Fekete y Zorrila, 2007). El
gen para UCN2 en humano reside en el cromosoma 3 (3p21.3-1); este gen
contiene varios GREs (elementos de respuesta a glucocorticoides) en su region
promotora, y se ha demostrado que su expresion esta regulada positivamente por

glucocorticoides (Cheny col., 2003).

La distribucion de UCN2 ha sido estudiada tanto en el sistema nervioso
central como en tejidos periféricos. A nivel central, se ha descrito la expresion
ARNmM principalmente en el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN), en el
locus coeruleus (LC), asi como en el nucleo facial motor y las meninges (Reyes y
col.,, 2001). Con respecto a su distribucion periférica, en la mayoria de tejidos
humanos analizados por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) se ha
identificado la expresion del gen de UCNZ2, con altos niveles en corazén, pulmon,
musculo, estomago, adrenal, células sanguineas y periféricas, piel, placenta y
membranas fetales (Hsu y Hsueh, 2001) y tejidos adiposo blanco (Dermitzaki y

col., 2014). En roedores, se han visto altos niveles de expresion en musculo
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esquelético y piel, niveles moderados en pulmén, estbmago, adrenal, ovario, tejido
adiposo marron, bazo, timo y Gtero y niveles bajos en testiculo, rifién, higado,

pancreas, tejido adiposo blanco, intestino, corazén y aorta. (Cheny col., 2004).

Peptide Sequence Length Identity
(%)
hCRF SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQAHSNRKLMEII 41 100
oCRF SQEPPISLDLTFHLLREVLEMTKADQLABQAHSNRKLLDIA 41 83
URO NDDPPISIDLTFHLLRNMIEMARIENEREQAGLNRKYLDEV 41 54
hUCN DNPSLSIDLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRIIFDSV 40 43
SVG ZGPPISIDLSLELLRKMIEIEKQEKEKQQAANNRLLLDTI 40 48
hSRP IVLSLDVPIGLLQILLEQARARAAREQATTNARILARV 38 34
mUCN2 VILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNQAATNAQILAHV 38 34
hSCP FTLSLDVPTNIMNLLFNIAKAKNLRAQAAANAHLMAQI 38 32
mUCN3@® FTLSLDVPTNIMNILFNIDKAKNLRAKAAANAQLMAQI 38 26

TRENDS in Pharmacological Sciences

Figura 4. Alineacion aminoacidica de los péptidos miembros de la familia del CRF. Los
aminoacidos homodlogos entre todos los péptidos se encuentran encasillados. El péptido
relacionados a la estrescopina humano (SRP) y la estrescopina humana son idénticos a la
urocortina 2 (UCN2) vy la urocortina 3 (UCN3) humana respectivamente. h, humano; m, ratén; o,
ovino; SVG, sauvagina; URO, urotensina. Modificado de: Dautzenberg y Hauger, 2002

1.3.2 Receptores: CRF1y CRF2

Las acciones biolégicas del CRF y las urocortinas estdn mediadas por dos
receptores de membrana: CRF1y CRF2. Los receptores para el CRF pertenecen a
la subfamilia de clase B1 de los receptores acoplados a proteinas G (GPCRS), o
de siete pases transmembranales, que en humanos estan codificados por 15
genes. Se ha descrito que todos los receptores de esta subfamilia pueden
incrementar los niveles intracelulares de AMPc, mediante la activacion de la
adenilato ciclasa (AC), a través del acoplamiento a proteinas Gs; se ha descrito
ademas, que estos receptores puede acoplarse a otras proteinas G (Harmar,
2001; Hollenstein y col., 2014).
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Los receptores CRFi1 y CRF2 son codificados por genes diferentes, sin
embargo, sus estructuras proteicas comparten un 70% de homologia; sus dominio
de union al ligando, son el componente mas variable, con una homologia del 40%.
Para ambos receptores se han encontrado diferentes variables de splicing: para el
receptor CRF1 se han descrito varias isoformas no funcionales y una sola isoforma
funcional denominada CRFia; por su parte el CRF2 presenta 3 isoformas
funcionales en humanos, designadas CRF2a, CRF2 y CRF2c (conocidos
originalmente como 2a, 2B, y 2y), mientras que en otros mamiferos solo se han
encontrado las isoformas 2a y 2b. Las tres isoformas varian principalmente en el
extremo N-terminal. El receptor CRF2a contiene 411 residuos de aminoacidos en
Su estructura, los 34 primeros residuos de este receptor son reemplazados por 61
residuos diferentes en receptor CRF2p y por 20 residuos diferentes en el receptor
CRFz2c, dando una longitud de 438 residuos de aminoéacidos para el CRF2, y 397
para el CRFzc (Stengel y Taché, 2014). Ademas de las 3 isoformas descritas para
el receptor CRF2, Chen y col. (2005) describieron una variante soluble del receptor
tipo 2a en cerebro de ratén, que puede unir con alta afinidad a CRF y UCNL1,
sugiriendo que pudiese estar modulando la sefializacién de estos receptores. La
afinidad de estos receptores por los ligandos es variable (Fig. 1, Tabla 1): mientras
gue el CRF: tiene una mayor afinidad por CRF que el CRF2, la afinidad de ambos
receptores por UCN1 es la misma, y las UCN2 y UCN3 actuan principalmente a
través del receptor tipo 2 (Olivares-Reyes y Hauger, 2012).

1.5aM

1.1 nM 230 oM 320 nM
0.3 nM 0.4 nM 0.4 nM
3,500 nM 3.6nM 4.5 M
>10,000 nM 9.1 nM 12.6 nM

Tabla 1. Afinidad del a unién de agonistas a los receptores CRF1 y CRF2 de humano (h). Tomado
de Olivares-Reyes y Hauger, 2012.
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La distribucion en cerebro tanto para el receptor CRF1 como para el CRFz2ha
sido ampliamente estudiada: mientras el receptor CRF1 se expresa ubicuamente,
presentando altos niveles en la corteza cerebral, el cerebelo, la amigdala, el
hipocampo y el bulbo olfatorio, el receptor CRF2 tiene una distribucion restringida,
encontrandose principalmente en el nucleo septal lateral (LS), el nucleo
ventromedial del hipotalamo (VMH), la amigdala, el nucleo dorsal del rafe (DR), el
nacleo del lecho de la estria terminal (BNST) y elementos no neuronales del

plexos coroideo (Van Pett y col., 2000).

En relacion a sus distribuciones periféricas, tanto el receptor CRF1 como el
CRF2 se han identificado en un amplio rango de tejidos. El receptor CRF1 se ha
descrito en tejidos como ovario, endometrio, miometrio, placenta, adrenal, tejido
adiposo, piel, bazo, corazén y células del sistema inmune (Asakura y col., 1997; Di
Blasio y col., 1997; Grammatopoulos y col., 1998; Karteris y col., 1998; Heinrich y
col., 1998; Radulovic y col., 1999; Karteris y col., 2001; Pisarchik y col., 2001;
Kimura y col., 2002; Seres y col., 2004). Por su parte, el receptor CRF2 se ha
identificado el tejido adiposo blanco, tejido adiposo marrén, higado, pulmén, bazo,
rinon, diversos 6rganos del sistema digestivo, como el estbmago, el yeyuno y el
duodeno, y en particular presenta altos niveles de expresion en piel, musculo
esquelético y corazén, (Lovenberg y col., 1995; Seres y col., 2004; Chen y col.,
2005b).

La estimulacion del receptor CRF2 en la periferia modula diversos procesos
fisiologicos, entre ellos, genera cardioproteccion en procesos de
isquemia/reperfusion (Brar et al., 2004a; Cserepes y col., 2007; Townsend y col.,
2007); genera vasodilatacién en vasculaturas, e hiperpolarizacién y relajacion de
arterias mesentéricas (Secilmis y col., 2007); inhibe la apoptosis en células de la
linea epitelial AGS de adenocarcinoma gastrico humano (Chatzaki y col., 2006);
inhibe la sefalizacion de insulina en musculo esquelético (Chen y col., 2006;
Kuperman y Chen, 2008; Chao y col., 2015), y regula la secrecion de insulina
inducida por glucosa en células 3-pancreéticas ( Liy col., 2007).
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1.4 Vias de sefalizacién activadas por el sistema para el CRF

Estudios realizados en diversos tipos celulares han demostrado el
acoplamiento de los 2 receptores CRF1 y CRF2 a proteinas Gs (Aguilera y col.,
1983; Cheny col., 1993; Olianas y col., 1995; Heinrich y col., 1998; Dautzenberg y
col., 2000; Graziani y col., 2002); sin embargo, también se ha demostrado que
estos receptores puede acoplarse a proteinas Gq, Gi/Go y Gz (Grammatopoulos y
col., 1999; 2001), y, ademas, existen tejidos en los que no es capaz de activar
proteinas Gs (Ulisse y col., 1989; 1990; Karteris y col., 2000).

1.4.1. Via de AMPc/PKA-EPACs y de PLC/IP3/Ca?*

La via de AMPc/PKA, que depende del acople de la proteina Gs, se conoce
como la via clasica de los receptores para el CRF. En esta via, una vez que el
ligando se une a su receptor, se genera un cambio conformacional en este que
permite el acoplamiento de la proteina Gs a su asa intracelular (ICL3), y la
disociacion de la subunidad Gas; esta subunidad libre genera la activacién de la
AC y por ende el incremento de AMPc citoplasmatico. El AMPc, a su vez, puede
activar a la cinasa de serinas y treoninas PKA y a las proteinas intercambiadoras
de nucleétido de guanina activadas directamente por AMPc (EPACs) (Fig. 5)
(Hauger y col., 2012). PKA puede incrementar los niveles de ARN mensajero de
SGK-1 (del acrénimo en inglés serum and glucocorticoid-regulated kinase 1), una
cinasa de serinas y treoninas que contribuye a la regulaciébn de procesos de
supervivencia celular en respuesta a estrés, entre otros (Sheng y col., 2008), asi
como generar la activacion varias proteinas, entre ellas, la guanilato ciclasa de
membrana, el factor de trascripcion NF-kB, la cinasa 3 de la glucdégeno sintetasa
(GS3K), e inclusive a ERK1/2 (Rossant y col.,1999; Cibelli y col., 2001; Aggelidou
y col., 2002; Zhao y Karalis, 2002; Pedersen y col., 2002; Kovalovsky y col., 2002;
Facci y col., 2003; Brar y col., 2004b; Markovic y col., 2011). Por su parte, se ha
visto que las EPACs pueden ser mediadoras en la activacion de ERK1/2 (Traver y
col., 2006; Van Kolen y col., 2010; Markovic y col., 2011).
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Aungque la sefalizacion a través de AMPc/PKA (activada por Gs) es
considerada como la via clasica, de manera interesante, se ha encontrado que
estos receptores pueden activar la via de PLC/IP3/Ca?*. Ademas, se ha propuesto
que esta activacion pudiese ser dependiente tanto del acople a Gq como a Gi/o
(Blank, y col., 2003; Dautzenberg y col., 2004; Gutknecht y col., 2009; Brailoiu, y
col., 2012). Ulisse y col. (1990) describieron que los receptores para el CRF en
céluas de Leydig no activan la via de AMPc/PKA, y en cambio pueden activar a la
PLC; adicional a esto, Karteris y col. (2000) reportaron que en placenta y
membranas fetales el CRF no es capaz de inducir el acople y la posterior
activacion de Gs, pero si puede inducir la formacion de fosfatos de inositol (IP3,
IP2, IP), proponiendo que esta se da a traves de la activacion de Gg. Sin embargo,
existen modelos celulares en los cuales los ligandos de sistema para el CRF no
pueden activar la via PLC/IP3/Ca?* (Dautzenberg y col., 2004) No obstante, hasta

el momento no se conocen las implicaciones fisioldgicas de estas selectividades.
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Figura 5. Vias de sefializacion de receptores para el CRF. Ambos receptores para el CRF
sefializan principalmente mediante el acople de proteinas Gs y la subsecuente la activacion de las
proteinas Adenilato Cliclasa (AC), PKA Y EPAC. En Algunos modelos celulares también se puede
activar la via de PLC/IPs//Ca?*, mediante el acople a Gg. Modificado de Hauger y col., 2012
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1.4.2. Via de las cinasas reguladas por sefiales extracelulares ERK1/2.

La via de las MAPK y en particular la de ERK1/2 es una de las principales
vias de sefializacion activadas por los receptores CRF1 y CRF2. La activacion de
esta cinasa se ha implicado en la regulacion de diversas funciones fisiolégicas
ejercidas por los ligandos del sistema CRF, entre ellas, la proteccion contra dafio y
muerte celular inducida por isquemia e isquemia/reperfusién en cardiomiocitos
(Brar y col., 2000, Brar y col., 2004a), proteccion contra la muerte celular inducida
por oxidacion o excitotoxidad en hipocampo (Pedersen y col., 2002), induccién de
la diferenciacion celular (Cibelli y col., 2001) y la adaptacion del comportamiento

en respuesta al estrés (Sananbenesi y col., 2003).

A su vez, los mecanismos moleculares que llevan a la activacion de ERK1/2
por medio de los receptores CRF1 y CRF2 se han estudiado en varios modelos
celulares, tanto de expresion enddgena de los receptores, como en modelos de
transfeccion. Se ha podido establecer que la activacion de ERK1/2 puede estar
mediada por diferentes proteinas G (Gs, Gq, y/o Gi/o) y la activacién de varias
moléculas de sefalizacion, como PI3K, MEK-1, PKA, EPAC, PKC, cinasa Raf-1,
cinasas de tirosinas, calcio intracelular, asi como de la transactivacion del receptor
para el factor de crecimiento epidérmico (EGF-R) (Fig. 6) (Rossant y col.,1999;
Gammatopoulos y col., 2000; Cibelli y col., 2001; Pedersen y col., 2002;
Kovalovsky y col., 2002; Brar y col., 2004a; Brar y col., 2004b; Punn y col., 2006;
Sepulveda-Diaz 2008; Van Colen y col.,, 2010; Markovic y col., 2011; Parra-
Mercado 2015). De manera interesante, los mecanismos que conllevan a la
activacion de esta via por los receptores parece ser dependiente tanto del receptor

gue se esta activando como del tipo celular.
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Figura 6. Moléculas participantes en la via de activaciéon de ERK1/2. Para la activacion de
ERK1/2 por los receptores para el CRF se ha descrito que, dependiendo del modelo celular,
pudiesen estar participando diversas moléculas, como PKA, PKC, EPAC Gi/o, PI3K, Akty Srcy B-
arrestinas, asi como procesos de transactivacion del EGF-R. Adaptado de Grammatopoulos, 2012.

1.4.3. Via de PI3K/AKkt.

Algunos autores han descrito la activacion de Akt a través de los receptores CRF1
y CRF2 (Brar y col.,, en 2002; Facci y col., 2003; Chanalaris y col., 2003;
Chanalaris y col., 2005 Valentim y col. 2006; Punn y col., 2006; Hauger y col.,
2012; Walther y col., 2014; Markovic y col. 2011). Brar y col., en 2002 reportan por
primera vez la activacion de Akt en respuesta a estimulos con UCN1 en
cardiomiocitos de rata, tejido en el que solo se expresa el receptor CRF2, ademas,
empleando una dominante negativa de Akt, demuestran su participacién en la
proteccion cardiaca contra muerte celular inducida por Hipoxia/reoxigenacion,
estos hallazgos fueron confirmados por Chanalaris y col. (2003); ellos ademas
encontraron que esta proteccion cardiaca mediada por la activacion de Akt podia

ser inducida por las 3 urocortinas. Para este modelo celular también se ha

27



reportado que los efectos hipertréficos mostrados por UCN1 UCN2 y UCNS3 estan
mediados por la activacion de Akt, asi mismo, se ha involucrado a Akt en la
inhibicion de la autofagia inducida por isquemia/reperfusion en respuesta a UCNL1.
(Chanalaris y col., 2005; Valentim y col., 2006). Pocos son los estudios que se
han realizado para definir los mecanismos moleculares que llevan a su activacion.
En los estudios realizados han encontrado la participacion de PI3K, Gi/o, Src, B-
arrestinas, y de transactivacion del EGF-R (Markovic y col., 2011; Hauger y col.,
2012; Walther y col., 2014; Sepulveda-Diaz, 2008).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Sistema CRF en tejido adiposo.

En 2003 Friedberg y col. encontraron que al estimular adipocitos
subcutaneos humanos con CRF se disminuia la lipdlisis y la actividad de la enzima
11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa-1 (11p-HSD-1), la cual convierte a la
cortisona inactiva en cortisol activo; también encontraron que, al utilizar el inhibidor
del receptor CRF1 antalarmina, estos efecto no se veian revertidos, lo que sugirid
la posible existencia del receptor CRF2 en tejido adiposo. Seres y col. en el 2004
describen por primera vez la presencia de los receptores CRF1 y CRF2, asi como
de los ligandos CFR y UCNS3, en tejido adiposo humano visceral y subcutaneo.
Encontraron una alta expresiéon de ARNm del CRF1 y de la UCN3 comparado con
tejidos adrenales y de corazoén, y una expresion de CRF2 similar a la expresion en
corazon. Al comparar tejido adiposo subcutaneo con visceral, encontraron que el
receptor CRF2 se expresa mas en el visceral, mientras que los otros componentes
se expresan mas en el subcutdneo. De manera interesante, también encontraron
que el receptor CRF2 se encuentra en mayor abundancia en ambas clases de
tejido adiposo.

Dermitzaki y col. (2014) describen la expresion de las diversas isoformas del
receptor CRF2, encontrando que se expresan las isoformas CRF2a y CRF2b pero
no se expresa la isoforma CRFz, y que, ademas, la isoforma de expresion
mayoritaria es la de receptor CRF2p; adicional a esto, describen por primera vez la

presencia de ARNm de UCNZ2 en tejido adiposo blanco humano (Fig. 7).
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Figura 7. Expresion del sistema para el CRF en tejido adiposo. En tejido adiposo se ha descrito
la presencia de ambos receptores asi como de los cuatro ligandos CRF UCN1, UCN2 y UCN3. La
expresion del ARN mensajero del receptor CRF2 es mayor que la del receptor CRF1 La isoforma-a
es la predominante para receptor CRF2. Tomado de Seres y col., 2004 (a); Dermitzaki y col., 2014

(b).

2.2 Sistema CRF en células adiposas 3T3-L1

La linea celular utilizada en este trabajo es la 3T3-L1. Esta linea se obtuvo
por expansion clonal de fibroblastos 3T3 provenientes de embrion de raton albino
suizo (Green y Kehinde, 1974). Las células 3T3-L1 tiene la capacidad de
diferenciarse de fibroblastos a células con caracteristicas morfolégicas vy
bioquimicas de adipocitos. Estas células, una vez que llegan a confluencia en
monocapa, dejan de proliferar, entran en un estado de reposo y empiezan a
acumular triglicéridos espontaneamente cuando son cultivadas por varias
semanas con medio suplementado con suero de ternera (Green y Kehinde, 1974;
Green y Meuth, 1974). Desde entonces, diversos métodos para inducir la

diferenciacion de estas células han sido propuestos; para ello se utilizan
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glucocorticoides como dexametasona y rosiglitazona para inducir de la expresién
de genes adipogénicos, el inhibidor de fosfodiesteras isobutil-metil-xantina (IBMX)
para incrementar los niveles de AMPc, e insulina (Green y kehinde, 1975; Rubin, y
col., 1978; Zebisch y col., 2012; Russell y Ho, 1976). Este modelo celular ha sido
clave en el entendimiento de la adipogénesis, el metabolismo de lipidos y la accién

de diversas hormonas en células adiposas.

La descripcion del sistema CRF en células 3T3-L1 fue realizado por
Dermitzaki y col., en 2014. Las células expresan ambos receptores tanto en los
fibroblastos no diferenciados como en los adipocitos. De manera interesante, el
receptor CRF2 tiene una mayor expresion en adipocitos que en fibroblastos. UCN3
se expresa tanto en fibroblastos como en adipocitos, mientras que UCN2 solo se
expresa en adipocitos, y UCN1 y CRF no fueron detectados (Fig. 8). Los autores
reportan, ademas, que diferentes agonistas de los receptores CRF1 y CRF2
disminuyen la expresién de TLR4, la produccién de citosinas proinflamatorias y de

adiponectina, sugiriendo que el sistema CRF pudiese estar regulando el fenotipo

inmune de las células adiposas.
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Figura 8. Expresiéon del sistema para el CRF en Adipocitos 3T3-L1. Las células expresan al
receptor CRF1 y al CRF2, y la expresion se detecta antes y después de la diferenciacion. La
expresion del receptor CRF2 aumenta después de la diferenciacion de los fibroblastos. Ademas, se
expresan los ligandos UCN2 y UCN3, pero no se expresan el CRF y la UCNL1.
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2.3 Activacion de ERK1/2 mediada por el receptor CRF2

La primera descripcion de la activacion de ERK1/2 a través del receptor
CRF2 la realiz6 Rossant y col. en 1999, mediante el estimulo de células CHO
transfectadas con el receptor CRF2a con sauvagina, un agonista sintético para los
receptores para el CRF. Posteriormente, en el 2004 Brar y col. describen la
activacion de ERK1/2 en respuesta a estimulos con UCN1, UCN2 Y UCNS3, en
células CHO transfectadas con el receptor CRFzb, asi como algunas moléculas de
sefalizacion que estarian participando en la activacion de la via de ERK1/2 . Ellos
describen que la activacion es dependiente de Raf-1, MEK-1, PI3K, y PLC, asi
como de cinasas de tirosina y las proteinas Gi/o, y posiblemente involucra a PKA,
PKC y Ca?* (Brar y col., 2004b); ademas, estudian las posibles moléculas que
pudiesen estar involucradas en la activacion de ERK1/2 en cultivos primario de
cardiomiocitos estimulados con UCNL1, los cuales solo expresan el receptor CRF2,
y encuentran que la activacion de ERK1/2 esta mediada por MEK-1, PI3K y PLC.
Sin embargo, en este modelo, la inhibicion de PKA o PKC no afectd la
fosforilacion de ERK1/2 (Brar y col., 2004b); ademas, ese mismo afio describen
gue cardiomiocitos estimulados con UCN2 y UCN3 incrementan la fosforilacion de
ERK1/2 de una manera dependiente de, Raf-1, Ras y MEK-1, pero independiente
de AMPc, PKA 'y PKC ( Brary col., 2004a).

Markovic y col. ( 2008) demuestran que la activacion de ERK1/2 mediada por
UCN2 en células HEK-293 transfectadas con el receptor CRFz» es independiente
de internalizacién, desensibilizacion y p-arrestinas; adicionalmente, describen que
el receptor CRF2 pertenece a GPCRs de la clase A, que se internalizan sin [3-
arrestinas. En el 2011, Marcovik y col. describen en este mismo modelo que la
induccion de la fosforilacion de ERK1/2, empleando UCN2, involucra a PKA,
EPAC, PI3K y AKAP. Ellos proponen que EPAC y PKA estan mediando la

activacion de PI3K, y que la activacion de PI3K lleva a la activacion de ERK1/2.

En nuestro grupo se reporto la activacion de ERK1/2 mediada por el CRF y

las 3 urocortinas en un modelo de transfeccion del receptor CRF2a en células
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COS-7. También se evaluaron los posibles mecanismos de regulacion de esta
activacion, encontrando que el incremento en la fosforilacion de ERK1/2 es
independiente de PKC y B-arrestinas, dependiente de Src, PI3K y de la
transactivacion del EGF-R, y parcialmente dependiente del dimero GBy, ademas,
se propuso una posible participacion de PKA. A su vez, se encontré que estaba
implicada la transactivacion de EGF-R, y que esta transactivacion pudiese estar
parcialmente mediada por la activacibon de metaloproteinasas de matriz
extracelular (MMPs) (Sepulveda-Diaz, 2008). Teniendo en cuenta que se ha
propuesto que Src puede estar implicada en la transactivacion del EGF-R,
mediante la participacion en la activacion de las MMPs, se propuso un modelo de
activacion para ERK1/2 (Fig. 9).
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Figura 9. Modelo propuesto para la transactivacién del receptor CRF2a en un modelo de
transfeccién de células COS-7. La activacion de Akt y EKR1/2 estd mediada por un proceso de
transactivacién del receptor de EGF, que involucra la activacién de Src. Para ERK1/2, se propone
gue la activacion de Src se da a través del dimero Gy, y este a su vez regula la activacion de
MMP que liberan el péptido HB-EGF (Factor de crecimiento epidérmico ligado a heparina) a través
de Src. EGF activa al EGF-R y este a través de la activacion de PI3K y la activacion de Ras, Rafy
MEK1/2 conducen a un incremento en la fosforilacion de ERK1/2. La activacion de Akt esta
mediada por la transactivacion del EGF-R a través del complejo Src/B-Arrestinas. Asi mismo, la
activacion de PKA a través de la subunidad as pudiese estar participando en la activacion de
ERK1/2 y Akt. Tomado de Sepulveda-Diaz, 2008.
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2.4 Activacion de Akt mediada por el receptor CRF2

Diversos autores han reportado la activacion de Akt a través del receptor
CRF2; sin embargo, son pocos los que han ahondado en definir las moléculas
implicadas en esta activacion. Estudios en cardiomiocitos de rata se ha descrito
gue su activacion es dependiente de PI3K (Brar y col., 2002; Chanalaris y col.,
2005; Valentim y col., 2006). En miociocitos ventriculares de conejo, se encontro
que la activacion era dependiente de PI3K, pero independiente de PKA y ERK1/2
(Walther y col., 2014); en células HEK-293 transfectadas con el receptor CFR2p
reportan que la activacion de Akt inducida por UCN2 es dependiente de PI3K y
Gilo, pero independiente de PKA, PKC, EPAC y ERK1/2 (Markovic y col., 2011).
En nuestro grupo, empleando células COS-7 transfectadas con el receptor CFR2a,
Sepulveda-Diaz demostro que la activacién de Akt es completamente dependiente
PI3K, Src y de la transactivacibn de EGF-R, parcialmente dependiente de [3-
arrestinas y de MMPs e independiente del dimero GBy y de PKC. Ademas, se
propuso una posible participacion de PKA (Fig. 9).
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3. JUSTIFICACION

El sistema para el CRF ha sido ampliamente descrito en cerebro y sistema
nervioso, en donde se le han atribuido importantes funciones relacionadas con la
respuesta al estrés. En tejidos periféricos de musculo esquelético y pancreas se
han descrito importantes funciones relacionadas con la homeostasis de la glucosa,
mediadas a través del receptor CRF2, sugiriendo que el sistema puede regular el
metabolismo de forma local en tejidos metabdlicos claves a través de mecanismos

autocrinos o paracrinos.

La activacion de ERK1/2 y Akt regula diferentes funciones del sistema para el
CRF en varios modelos celulares; sin embargo, las moléculas implicadas en la
activacion de estas vias dependen tanto del receptor como del tipo celular. En
tejido adiposo y adipocitos 3T3-L1 se ha descrito la expresién de varios
componentes del sistema. No obstante, ain no se ha descrito la activacion de
ERK1/2 y Akt a través del receptor CRF2, asi como los mecanismos moleculares
implicados en la activacibn de estas cinasas, lo cual resulta crucial en el

entendimiento del funcionamiento del sistema para el CRF en células adiposas.
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4. HIPOTESIS

UCN2, a través de su receptor CRF2, puede activar a ERK1/2 y Akt en adipocitos
3T3-L1; esta activacion esta regulada por las moléculas de sefalizacion Src y

PI3K, asi como por procesos de transactivacion del EGF-R.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la activacion de las cinasas ERK1/2 y Akt en respuesta a estimulos
con UCN2 en adipocitos 3T3-L1, y elucidar los mecanismos moleculares que

[levan a la activacion de estas cinasas.

5.2 Objetivos especificos

e Determinar la activacion de ERK1/2 y Akt en respuesta a UCN2, mediante
el andlisis de pERK1/2 T2%2/Y204 y pAkt S*73 por Western blot.

e Determinar la activacion de la via de ERK1/2 y Akt en respuesta a UCNS3.

e Determinar la participacion de moléculas de sefializacion implicadas en la
activacion de ERK1/2 y Akt, como, cinasas de la familia Src, PI3K y la
proteina Gi/o, mediante el uso de inhibidores especificos.

e Determinar si la activacion de ERK1/2 y Akt es dependiente de un proceso

de transactivacion del receptor para el EGF, mediante el uso de un inhibidor

especifico para el EGF-R.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo celular

El presente trabajo se realizé en adipocitos 3T3-L1, obtenidos a partir de la
diferenciacion de fibroblastos de raton 3T3-L1 (ATCC CL-173).

6.1.1. Expansion celular

Los fibroblastos de raton 3T3-L1 fueron cultivadas Medio Basal | (MBI),
compuesto por Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Glucosa
4500 mg/L, L-Glutamina 2 mM, Piruvato de sodio 1 mM; bicarbonato de sodio
1.5 g/L), suplementado con 10% (v/v) de suero de ternera, 100 unidades/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, en una atmosfera himeda, con 5% de
CO2y 37 °C, hasta una confluencia no mayor al 80%. El medio fue reemplazado
cada 2-3 dias. Una vez alcanzada esta confluencia, las células fueron
resembradas en botellas de cultivo de 25 cm?; para ello, las células se lavaron con
verseno [PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.1 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, pH
7.4)/JEDTA] después de haber retirado el medio de cultivo; posteriormente se
despegaron mediante la adicion de 1.5 mL de tripsina y una incubacién a 37 °C y
5% de COz por 3 min. La digestion fue detenida afiadiendo DMEM suplementado
con 10% (v/v) de suero de ternera. Las células fueron contadas y sembradas en
botellas de 25 cm? para continuar la expansion, y en cajas de cultivo de 6 y 12
pozos para la induccion de la diferenciacion y la realizacién de los experimentos.

Las expansiones se realizaron hasta el pasaje 10.

6.1.2. Diferenciacion de las células 3T3-L1.

El proceso de diferenciacién se inici6 48 h después que las células habian
alcanzado una confluencia del 100% en MBI. La diferenciacion fue inducida de
acuerdo a la metodologia propuesta por Zebisch y col., 2012 (Fig. 10): el MBI se
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reemplazé por Medio de diferenciacién | (MDI, dia 3), compuesto por Medio Eagle
modificado de Dulbecco, suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS),
100 unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, Isobutil-metil-
xantina (IBMX) 0.5 mM, dexametasona 0.25 uM, insulina 1 ug/mL y rosiglitazona
2 UM, y las células se incubaron en una atmosfera humeda con 5% de CO:y 37
°C, 48 h después (dia 5) el MDI fue reemplazado por DMEM suplementado con
10% de suero fetal bovino (FBS), 100 unidades/mL de penicilina y 100 ug/mL de
estreptomicina, e insulina 1 ug/mL (Medio de diferenciacion 2, MDII) por 48 h mas.
El MDII se reemplazé por DMEM suplementado con 10% de FBS (Medio Basal Il,
MBII) por el tiempo que fuese necesario para acabar el proceso de diferenciacion,
realizando cambios de medio cada 2 dias. La diferenciaciéon completa de los
adipocitos se visualizd 5 a 7 dias después de la aplicacion del MDI, mediante la

acumulacion de gotas de lipidos.
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Figura 10. Protocolo de diferenciacién de células 3T3-L1 mediante induccidon quimica. Medio
basal | (MBI), medio basal Il (MBIl), medio de diferenciacién | (MDI), medio de diferenciacion Il
(MDI1), isobutil-metil-xantina (IBMX), suero fetal bovino (FBS), DMEM (Medio Eagle modificado por

Dulbecco). Adaptado de Zebisch y col., 2012.
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6.2 Experimentos

Las células diferenciadas fueron incubadas con DMEM suplementado con
2% de FBS toda la noche, pasado este tiempo la células se lavaron con medio
DMEM sin suero y se incubaron en este mismo medio por 4-6 h antes de los
tratamientos. Para la determinacion de las caracteristicas temporales de la
activacion de y Akt, asi como la concentracion efectiva maxima de UCN2
requerida para la activacion, las células fueron estimuladas con UCN2 a una
concentracion de 100 nM durante, 5, 15, 30, 45 y 60 min, y a concentraciones

crecientes desde 10-** M hasta 107" M por 15 min, respectivamente.

La determinacién de los mecanismos moleculares por los cuales se activa
ERK1/2 y Akt en adipocitos 3T3-L1 se realiz6 mediante preincubaciones de 30 min
con varios inhibidores, seguidas de un estimulo con UCN2 por 15 min, a
excepcion de la toxina de Bordetella pertussis (PTx) que se preincub6 durante 14
h. PI3K se inhibié con wortmanina (Wort) 100 nM; las cinasas de la familia Src se
inhibieron con PP2 20 uM (Calbiochem, nimero de catalogo 529573); para la
inhibicion de la proteina Gi/o se empleé PTx 100 ng/mL (Donada por el Dr. J.
Adolfo Garcia-Séinz del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional
Auténoma de México UNAM), y el receptor para el EGF se inhibié con AG1478
100 nM (Calbiochem, nimero de catalogo 658552). Todas las incubaciones, los
pretratamientos con inhibidores y los estimulos con UCN2 se llevaron a cabo en
una atmosfera himeda con 5% CO:zy 37 °C. Después de los tratamientos con los
inhibidores y/o UCNZ2 las células fueron lavadas con PBS frio, lisadas con buffer
Laemli [45 % (v/v) de H20 grado mili-Q, 50% (v/v) de RBS 2X (Tris Base 1 mM,
SDS 4%, Azul de bromofenol 0.2%, glicerol 20%), y 5% (v/v) de pB-
mercaptoetanol] y almacenadas a -20 °C hasta su procesamiento.
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6.3 Western blot

Los lisados celulares se sonicaron por 10 — 20 s a 40 Hz (Sonios Vibra Cell,
Ultasonic Processor), se calentaron por 5 min a 99°C con una agitacién de 950
rom (Thermomixer Comfort Eppendorf), y se centrifugaron por 5 min a 14500 rpm
(MiniSplin PLUS Eppendorf). Las muestras fueron resueltas por electroforesis en
geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) al 10%, a un voltaje
de corrida de 120V, posteriormente, se realizé una trasferencia semiseca a
membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF, inmobilon™ - millipore) a 15 mV
por 60 min (Trans Blot SD, Transfer cell, BIO-RAD). Las membranas fueron
bloqueadas a temperatura ambiente por 1 h con leche sin grasa al 5% en TBS
(Tris base 20 mM, NaCl 137 mM) y Tween 20 al 0.1% (v/v) (TBST 0.1%). Una vez
bloqueadas, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios
correspondientes durante toda la noche a 4°C (Tabla 2), lavadas con TBST 0.1%
durante 10 min por 3 veces, incubadas con el anticuerpo secundario
correspondiente a cada anticuerpo primario durante 1 h (Tabla 2), y lavadas de
nuevo con TBST 0.1% durante 10 min por 3 veces. Los anticuerpos secundarios
se encontraban conjugados con la enzima peroxidasa de rabano (HRP), que a
través de una reacciéon de quimioluminiscencia permitieron la deteccion de la
proteina de interés en placas radiograficas (Medical X-Ray Blue Film,
Carestream). La deteccion se llevé a cabo utilizando el kit Inmobilon Western HRP

Sustrate (Millipore).
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Tabla 2. Anticuerpos empleados y especificaciones de uso.

PROTEINA ANTICUERPO ANTICUERPO COMPANIA/
PRIMARIO* SECUNDARIO** NUMERO DE
CATALOGO
pERK1/2 1:10000, TBST 0.1%. a-conejo 1:10000, Leche sin | Cell
(T202/Y204) grasa al 3% en TBST 0.1% Signalling/9101
1:5000, TBST 0.1%. a-conejo 1:5000, Leche sin Sta Cruz
grasa al 3% en TBST 0.1% Biotechnology/
sc-16982
ERK 2 Total 1:15000, Leche sin grasa a-conejo 1:15000, Leche sin | Sta Cruz
al 5% en TBST 0.1% grasa al 5% en TBST 0.1% Biotechnology /
sc-154
pSrc (Y416) 1:5000, TBST 0.1%. a-conejo 1:5000, Leche sin Cell

grasa al 3% en TBST 0.1%

Signaling/2101

B-Tubulin 1:10000; Leche sin grasa a-ratén 1:10000, Leche sin Invitrogen/
al 5% en TBST 0.1% grasa al 5% en TBST 0.1% 32-2600
Actina 1:7000; Leche sin grasa al | a-ratén 1:10000, Leche sin rxk
5% en TBST 0.1% grasa al 5% en TBST 0.1%
pAkt (S473) 1:5000, Leche sin grasa al | a-conejo 1:5000, Leche sin Santa Cruz
5% en TBST 0.1% grasa al 5% en TBST 0.1% Biotechnology
/sc-7985
Akt Total 1:5000, Leche sin grasa al | a-conejo 1:5000, Leche sin Santa Cruz
5% en TBST 0.1% grasa al 5% en TBST 0.1% Biotechnology/
sc-8312

Los anticuerpos para actina, ERK 2 total y Akt total se emplearon como control de carga.

* Todos los anticuerpos primarios se incubaron durante toda la noche a 4°C.

** |a incubacién del anticuerpo secundario se realizé por 1 h a temperatura ambiente.

*** Anticuerpo monoclonal de ratén proporcionado por el Dr. Manuel Hernandez del Departamento

de Biologia Celular del Cinvestav-IPN
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6.4 Andlisis Estadistico

La cuantificacion de imagenes radiograficas obtenidas a partir de la deteccion por
Western blot se realiz6 empelando en el programa ImageJ (National Institute of
health Imaging software). Los valores obtenidos para las concentraciones
respuesta y los cursos temporales fueron analizados mediante un Analisis de
Varianza de una Via (ANOVA), seguido por un post-analisis de Dunnet. Los
resultados obtenidos para los experimentos con los diferentes inhibidores se
analizaron mediante un ANOVA de una via, seguido por un post-analisis de
Bonferroni. Todos los analisis se realizaron usando el programa estadistico
PRISM, version 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Se reportaron
diferencias estadisticamente significativas cuando la probabilidad de la hipotesis

nula fue menor al 5% (un valor de p < 0.05).

Los datos fueron normalizados usando el control o la respuesta con UCNZ2,
después de haber dividido entre la proteina total. Todos los resultados obtenidos
se presentan como la media + SEM de al menos tres experimentos separados.

Las figuras muestran blots representativos para cada experimento.
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7. RESULTADOS

7.1 UCN2 promueve la activacion de ERK1/2 y Akt de manera dependiente

del tiempo.

Para caracterizar el efecto de UCN2 en la fosforilacion de ERK1/2 y Akt en
adipocitos 3T3-L1, las células se trataron con UCN2 (100 nM) durante 5, 15, 30,
45 y 60 min, y los lisados celulares fueron analizados para la fosforilacion de
ERK1/2 y de Akt. UCN2 caus0 un incremento significativo en la fosforilacion tanto
de ERK1/2 como de Akt. Sin embargo, se pudieron observar diferencias en la
temporalidades, asi como en el tiempo al que se alcanza el efecto maximo. Los
incrementos en la fosforilacion de ERK1/2 fueron significativos a partir de los 15
min (340.9% + 23.7% de la basal, p<0.05) y hasta los 60 min de estimulo con
UCNZ2, presentando un efecto maximo a los 45 min, con un incremento de 497.9%
+ 58.8% de la basal (p<0.05). No obstante, no se analizaron tiempos mas largos
de estimulo para determinar si la respuesta se sostenia por mas tiempo (Fig. 11a).
Contrario a lo visto para ERK1/2, UCN2 produjo un incremento maximo rapido en
la fosforilacion de Akt en la S#73, siendo de 320.7% * 66.2 % de la basal (p<0.05) a
los 5 min de estimulo. Este efecto se sostuvo hasta los 45 min y disminuyé a los

60 min, aunque sin alcanzar los niveles de fosforilacién basal de Akt (Fig. 11b).
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Figura 11. UCN2 promueve la activacion de ERK1/2 y Akt en células adiposas 3T3-L1. Los
adipocitos 3T3-L1 fueron tratado con UCN2 100 nM a diferentes tiempos (5, 10, 15, 30, 45 y 60
min). Los lisados celulares se separaron mediante SDS-PAGE y se analizaron por Western blot,
utilizando los anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2 (T202/Y204), anti-ERK 2 total y anti-B-tubulina (a) y anti-
fosfo-Akt (S473), anti-Akt total y anti-actina (b). Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de
una via, seguido de un post-andlisis de Dunett, y se muestran como el promedio + S.EIM de 7y 5
experimentos independientes, respectivamente, *p<0.05.

7.2 La activaciéon de ERK1/2 y Akt inducida por UCN2 es dependiente de la
concentracion del ligando.

Adicional a las caracteristicas temporales de la activacion de ERK1/2 y Akt,
se determino el efecto de diferentes concentraciones de UCN2 en la fosforilacion
de estas dos cinasas. Para ello, adipocitos 3T3-L1 fueron tratados con UCNZ2 por
15 min a concentraciones crecientes desde 10'* M hasta 107 M. Los estimulos
con UCN2 indujeron incrementos en la fosforilacion de ERK1/2 en las T20?/Y?%4 y
Akt en la S*"® de una manera dependiente de la concentracion del ligando. No

obstante, mientras que la fosforilacion de ERK1/2 fue significativa y saturante a
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10 nMy 100 nM (351.0% + 28.5% y 341.2% + 31.4% de la basal respectivamente,
p<0.05) (Fig. 12a), la concentracion de UCN2 requerida para estimular
significativamente la fosforilacion de Akt fue de 100 nM (254.0% + 38.3%) (Fig.
12b), la cual fue la concentracion maxima usada en la medicién, por lo que,
analizando el comportamiento de la curva, no se puede asegurar que esta
concentracion haya sido suficiente para alcanzar la zona de saturacion.
Adicionalmente, los valores de ECso para la estimulacion de la fosforilacion de

ambas cinasas fueron de 1.3 nM para ERK1/2 y 5.4 nM para Akt.
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Figura 12. La activacion de ERK1/2 y Akt inducida por UCN2 en células adiposas 3T3-L1 es
dependiente de la concentracion. Los adipocitos 3T3-L1 fueron tratado con UCN2 a diferentes
concentraciones (10**M a 107M) por un tiempo de 15 min. Los lisados celulares se separaron
mediante SDS-PAGE y se analizaron por Western blot, utilizando los anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2
(T202/y204) " anti-ERK 2 total y anti-actina (a) y anti-fosfo-Akt (S#73), anti-Akt total y anti-actina (b).
Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una via, seguido de un post-analisis de
Dunett, y se muestran como el promedio + S.EXM de 3 y 5 experimentos independientes
respectivamente, *p<0.05.
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7.3 UCNS3, otro ligando selectivo del receptor CRF2, también activa a ERK1/2
y Akt.

Para corroborar que el receptor CRF2 podia activar la via de ERK1/2 y Akt/PKB en
las células adiposas 3T3-L1, se emple6 UCN3, el otro agonista selectivo del
receptor CRF2 (Hsu y Hsueh, 2001). Las células 3T3-L1 diferenciadas fueron
incubadas con UCN3 100 nM por 15 min, y las muestras obtenidas fueron
resueltas por Western blot para determinar la fosforilacion de ERK1/2 y en la
treonina-202 y la tirosina-204 (T29%/Y294), asi como la fosforilacion de Akt en la
serina-473 (S*73). Se encontré que UCNS, al igual que UCN2, es capaz de activar
significativamente a ambas cinasas, induciendo un incremento de 346.2% + 46.1%
de la basal para fosfo-ERK1/2 (p<0.05), y de 271.1% + 14.8% de la basal para
fosfo-Akt (p<0.05) (Fig. 13). Estos resultados apoyan la idea de que las vias de
ERK1/2 y de Akt pueden ser activadas por UCN2 y UCN3 en adipocitos 3T3-L1 a
través de la activacion del receptor CRF-.
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Figura 13. UCN3 promueve la activacion de ERK1/2 y de Akt en células adiposas 3T3-L1. Los
adipocitos 3T3-L1 fueron tratado con UCN3 100 nM por 15 min. los lisados celulares se separaron
mediante SDS-PAGE y se analizaron por Western Blot, utilizando los anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2
(T202/Y204) " anti-ERK 2 total, y anti-actina (a), y anti-fosfo-Akt (S473), anti-Akt total y anti-actina (b).
Los datos fueron analizados mediante una prueba t no pareada, y se muestran como el promedio +
S.E.M de 5y 3 experimentos independientes respectivamente, *p<0.05.
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7.4 La activacion de ERK1/2 y Akt es dependiente de Gi/o.

Debido a que los receptores para el CRF pueden acoplar diferentes clases
de proteinas G (Grammatopoulos y col., 1999; 2001), y que algunos estudios
previos habian reportado la participacion de las proteinas Gi/o en la activacion de
ERK1/2 y Akt mediada por el receptor CRF2 (Brar y col., 2004b, Markovic y col.,
2011), decidimos investigar si en nuestro modelo celular estaban involucradas
estas proteinas G. Para esto, pre-tratamos las células con la toxina de B. pertussis
(PTx) por 14 h (100 ng/mL), con el fin inactivar a las proteinas Gi/o via la ADP
ribosilaciéon de la subunidad-ai/o, e incubamos con UCN2 por 15 min (100 nm). El
tratamiento con PTx inhibi6 total y parcialmente (48.4 %) la activacion de ERK1/2 y
Akt inducida por UCN2 respectivamente (p<0.05) (Fig. 14), demostrando que las
proteinas Gi y/o Go participan en la activacion de estas dos cinasa. Este pre-
tratamiento con la toxina no resulté estadisticamente diferente de las células que
no recibieron ningun tratamiento (control) con respecto a la fosforilacion de
ERK1/2 y Akt, indicando que no se afecté el estado de fosforilacion basal de

ERK1/2 y Akt por la incubacion con la toxina.
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Figura 14. La activacion de ERK1/2 y Akt en células adiposas 3T3-L1 requiere de proteinas
Gi/o. Los adipocitos 3T3-L1 fueron tratado con UCN2 100 nM por 15 min después de una
preincubacion con PTx (100 ng/mL) por 14 h. Los lisados celulares se separaron mediante SDS-
PAGE y se analizaron por Western blot, utilizando los anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2 (T202/Y?204), anti-
ERK 2 total y anti-actina (a), y anti-fosfo-Akt (S473), anti-Akt total y anti-actina (b). Los datos fueron
analizados mediante un ANOVA de una via, seguido de un post-andlisis de Bonferroni, y se
muestran como el promedio + S.E.M de 4 experimentos independientes, *p<0.05. PTX: toxina de B.
pertussis.

7.5. Cinasas de la familia Src son requeridas para la activacion de ERK1/2 y
Akt.

En nuestro laboratorio previamente se encontrd6 que el receptor CRF1 puede
activar a la cinasa de tirosinas Src, y que a su vez esta proteina media la
activacion de ERK1/2 inducida por CRF (Parra-Mercado, 2015), ademas, también
se encontré que la inhibicion de Src impide la activacion de ERK1/2 y Akt en
células COS-7 transfectadas con el receptor CRF2a (Sepulveda-Diaz; 2008). La
participacion de Src en la activacion de ERK1/2 en células adiposas 3T3-L1 fue
evaluada mediante el uso del inhibidor selectivo de la familia de Src PP2. De
manera interesante, encontramos que incubaciones de 30 min con PP2 20uM

previenen la fosforilacion de ERK1/2 y Akt inducida por estimulos con UCN2 100

49



nM durante 15 min (p<0.05) respectivamente, indicando que cinasas de la familia
Src pudiesen estar regulando la activacion de ERK1/2 y Akt en nuestro modelo
celular (Fig. 15).
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Figura 15. La activacién de ERK1/2 y Akt en células adiposas 3T3-L1 requiere de cinasas de
la familia Src. Los adipocitos 3T3-L1 fueron tratado con UCN2 100 nM por 15 min después de una
preincubacion con PP2 (20 puM) por 30 min. Los lisados celulares se separaron mediante SDS-
PAGE y se analizaron por Western blot, utilizando los anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2 (T202/Y204), anti-
ERK 2 total y anti-actina (a), y anti-fosfo-Akt (S473), anti-Akt total y anti-actina (b). Los datos fueron
analizados mediante un ANOVA de una via, seguido de un post-andlisis de Bonferroni, y se
muestran como el promedio £ S.E.M de 4 experimentos independientes, *p<0.05.

7.6 Src se activa mediante un proceso mediado por Gi/o, e independiente de
PI3K.

Con el fin de determinar los pasos secuenciales que llevan a la activacion de
ERK1/2, decidimos determinar la regulacion de la activacion de Src inducida por
UCN2 en adipocitos 3T3-L1. Para esto, analizamos la activacion de Src mediante
la fosforilacion en el residuo de tirosina-416 (Y#%) en respuesta a incubaciones
con UCN2 100 nM durante 15 min, tanto en presencia como en ausencia de
inhibidores para las proteinas Gi/o y PI3K (PTx 14 h/100 ng/mL y wortmanina
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30 min/100 nM, respectivamente). Interesantemente, encontramos que la
fosforilacion de Src es completamente inhibida por PTx, indicando que la
activacion de esta cinasa es dependiente de la activacion de proteinas Gi/o (Fig.
16a). Por su parte, wortmanina no inhibié la fosforilacion de Src inducida por
UCN2 en adipocitos 3T3-L1, descartando la participacién de PI3K en su activacion
(Fig. 16b).
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Figura 16. La activacion de Src en células adiposas 3T3-L1 requiere de proteinas Gi/o pero
no de PI3K. Los adipocitos 3T3-L1 fueron tratado con UCN2 100 nM por 15 min después de una
preincubacion con PTx (100 ng/mL) por 14 h (a) y Wortmanina (100 nM) por 30 min (b). los lisados
celulares se separaron mediante SDS-PAGE y se analizaron por Western blot, utilizando los
anticuerpo anti-fosfo-Src (Y#16) y anti-actina. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de
una via, seguido de un post-andlisis de Bonferroni, y se muestran como el promedio + S.E.M de 3
experimentos independientes, *p<0.05, ns: no significativo. Wort: Wortmanina, PTX: toxina de B.
pertussis.

7.7 UCN2 activa a ERK1/2 y Akt mediante la transactivacion del receptor para
EGF.

Los estudios de los mecanismos moleculares de la activacion de ERK1/2 y
Akt, mediada por receptores acoplados a proteinas G, han demostrado que esta
via se puede activar mediante procesos de transactivacion de receptores con

actividad intrinseca de cinasa de tirosina, entre ellos el receptor para el EGF
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(Daub y col., 1997; Liebmann, 2011; Forrester y col., 2016). En nuestro
laboratorio, y estudios realizados por otros investigadores en diferentes modelos
celulares de sobre-expresion, encontraron que la activacion de ERK1/2 y de
ERK1/2 y Akt, a través de los receptores CRF1y CRFz, respectivamente, esta
mediada de la forma previamente descrita (Parra-Mercado, 2015; Punn y col.,
2006; Sepulveda-Diaz, 2008). Teniendo en cuenta los antecedentes anteriores,
decidimos estudiar el papel del EGF-R en la activacion de ERK1/2, a través del
receptor CRF2, en adipocitos 3T3-L1, realizando incubaciones con el inhibidor
especifico AG1478 (100 nM) por 30 min, seguidas de una incubacion con UCN2
(100 nM) por 15 min. Consistente con lo anteriormente descrito, encontramos que
la activacion de ERK1/2 y Akt fue completamente abolida al inhibir al EGF-R,
sugiriendo que el receptor de 7 pases transmembranales CRF2 promueve la
fosforilacion de ERK1/2 y Akt mediante un proceso de transactivacion del receptor
para EGF (Fig 17).
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Figura 17. La activacién de ERK1/2 y Akt inducida por UCN2 en adipocitos 3T3-L1 es
dependiente de la transactivacion del EGF-R. Adipocitos 3T3-L1 fueron tratados con UCN2
100 nM por 15 min después de una preincubacion con AG1478 (100 nM) por 30 min. Los lisados
celulares se separaron mediante SDS-PAGE y se analizaron por Western blot, utilizando los
anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2 (T202/Y204), anti-ERK 2 total y anti-actina (a), y anti-fosfo-Akt (S479),
anti-Akt total y anti-actina (b). Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una via,
seguido de un post-analisis de Bonferroni, y se muestran como el promedio + SSEEM de 3y 4
experimentos independientes, *p<0.05.
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7.8 PI3K es requerida tanto para la activacion de Akt como la activacion de
ERK1/2 inducida por UCN2

Como es bien sabido, la activacion de PI3K es requerida para la fosforilacion
y activacion de Akt. Ademas, algunos autores han descrito que la activacién del
EGF-R dependiente de bajas concentraciones de ligando, como ocurre en la
liberacion del factor de crecimiento epidérmico ligado a heparina (HB-EGF) por
procesos de transactivacion, promueve una activacion de ERK1/2 dependiente de
PI3K (Duckworth y Cantley, 1997; Wennstrom y Downward, 1999; Sampaio y col.,
2008; Aksamitiene y col. 2011), y, en patrticular, ya se ha demostrado que esta
proteina sefalizadora participa en la activacion de ERK1/2 inducida a través del
receptor CRF2, tanto en modelos de expresion enddégena, como en modelos de
sobre-expresion (Sepulveda-Diaz 2008; Markovic y col., 2011, Brar y col., 2004b;
2004b). Por lo anterior, decidimos estudiar el papel de PI3K en la activacion de Akt
y ERK1/2 en nuestro modelo celular, mediante el uso del inhibidor especifico
wortmanina (100 nM). El pretratamiento de los adipocitos 3T3-L1 con wortmanina
por 30 min inhibi6 la fosforilacion de ERK1/2 y Akt inducida por el estimulo de
UCN2 (100 nM) durante 15 min (Fig. 18), soportando los hallazgos encontrados
con anterioridad. Es importante mencionar que ninguno de los inhibidores
empleados modificaron de manera significativa los niveles de fosforilacion basal
de ERK1/2 y Akt.
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Figura 18. La activacion de ERK1/2 y Akt en células adiposas 3T3-L1 es dependiente de
PI3K. Los adipocitos 3T3-L1 fueron tratado con UCN2 100 nM por 15 min después de una
preincubacion con wortmanina (100 nM) por 30 min . los lisados celulares se separaron mediante
SDS-PAGE y se analizaron por Western blot, utilizando los anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2 (T?202/Y?204),
anti-ERK 2 total y anti-actina (a), y anti-fosfo-Akt (S473), anti-Akt total y anti-actina (b). Los datos
fueron analizados mediante un ANOVA de una via, seguido de un post-andlisis de Bonferroni, y se
muestran como el promedio + S.EEM de 3 y 4 experimentos independientes, *p<0.05. Wort:

wortmanina.
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8. DISCUSION

El sistema para el CRF en tejidos periféricos a empezado a ser estudiado en
los ultimos afos. Se ha encontrado la expresion de varios de sus componentes en
un gran numero de tejidos, y ademas, para algunos de ellos, se ha encontrado que
este sistema puede regular diversos procesos fisioloégicos. De manera interesante,
en muchos de los casos se ha demostrado que esta acciones estan mediadas por
el receptor CRF2 (Brar y col.,, 2004a; Cserepes y col.,, 2007; Townsend y col.,
2007; Secilmis y col., 2007; Chen y col., 2006; Kuperman y Chen, 2008; Chao y
col., 2015; Li y col., 2007).

La importancia fisiologica de la activacion de la via de ERK1/2 a través de los
receptores para el CRF ha sido bien establecida para diferentes tejidos (Hillhouse
y Grammatopoulos, 2006; Brar y col., 2000, Brar y col., 2004a; Pedersen y col.,
2002; Cibelli y col., 2001; Sananbenesi y col., 2003). Estudios previos han
demostrado la capacidad de UCN2 para modular la activacion de ERK1/2 y Akt;
asi mismo, han tratado de describir el mecanismo molecular por el cual se activa
la via de ERK1/2 tanto para el receptor CRF1como para el CRF2, principalmente
empleando modelos en los que sobre-expresan a ambos receptores, (Rossanty
col., 1999; Gammatopoulos y col., 2000; Pedersen y col., 2002; Brar y col., 2004b,
Punn y col., 2006; Markovic y col.,, 2008; 2011; Sepulveda-Diaz, 2008). Sin
embargo, la mayoria estudios que han reportado la activacion de Akt por los
receptores CRF1 y CRF2 se centran principalmente en las implicaciones
fisiologicas de la activacion de esta cinasa, y particularmente para el receptor
CRF2. Un estudio reciente en miocitos ventriculares de ratén y estudios en células
COS-7 y HEK 293 transfectadas con el receptor CRF2a y CRF2p son los Unicos que
tratan de describir los mecanismos moleculares que lleva a la activacion de esta
cinasa (Markovic y col. 2008; Walther y col., 2014; Sepulveda-Diaz 2008)

En este estudio se investigaron las caracteristicas temporales y de

concentracion de ligando en la activacion de ERK1/2 y Akt, asi como los
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mecanismos moleculares asociados a la induccion de la fosforilacion de estas dos
cinasas por UCN2 en adipocitos 3T3-L1, unas células diferenciadas a partir de
fibroblastos embrionarios de ratdn, que expresan de manera enddgena varios de
los componentes del sistema para el CRF, incluyendo al receptor CRF2
(Dermitzaki y col., 2014).

Nuestros resultados demuestran que UCNZ2 induce una activacion de ERK1/2
y Akt que depende del tiempo de estimulo; sin embargo, el curso de tiempo de la
fosforilacion de ERK1/2 fue diferente al curso de tiempo de la fosforilacion de Akt.
Contrario a lo reportado para varios modelos de transfeccion (Brar y col., 2004b;
Sepulveda-Diaz, 2008; Markovik y col., 2008; 2011), en donde la activacion de
ERK1/2 es transitoria, alcanzando un maximo a los 5 min y regresando al basal
después de los 30 min, encontramos una activaciébn que no es transitoria, y se
sostiene desde los 15 hasta los 60 min de estimulo (no se analizaron estimulos
mas largos). Este resultado concuerda con lo reportado para cultivo primario de
cardiomiocitos, donde UCNL1 a traves del receptor CRF2 promueve una activacion
de ERK1/2 que es visible aln después de 6 h de estimulo (Brar y col., 2000). Las
caracteristicas temporales de la activacién de Akt a través del receptor CRF2 han
sido menos estudiadas, y, al igual que para ERK1/2, la activacion de Akt cuando
se transfecta al receptor CRF2, difiere de la activacion que se ve en células que lo
expresan endégenamente. Sepulveda-Diaz (2008) reportd una activacion rapida y
transitoria de Akt que alcanza su maximo a los 5 min para células COS-7
transfectadas, mientras que Walther y col. (2014) reportan una activacion
significativa desde los 10 min de estimulo que alcanza una activacibn maxima a
los 30 min (80% por encima del control), el cual fue el maximo tiempo medido.
Similar a Walther y col. (2014), nuestros hallazgos muestran una activacion de Akt
gue no es transitoria, y se mantiene en el tiempo; sin embargo, nosotros
observamos una activacion mayor y mas rapida de Akt. Estos resultados indican
que las caracteristicas temporales de la induccion de la fosforilacion de ERK1/2 y
Akt a través del receptor CRF2 son dependientes del modelo celular. Ademas, el

hecho de que las caracteristicas temporales de las respuestas en modelos de

56



expresion enddgena sean diferentes a las que se ven en modelos de transfeccion,
sugieren que estas diferencias se puedan deber a la expresidon enddgena o
inducida del receptor. A su vez, las diferencias en las temporalidades de la
activacion de estas dos cinasas en relacion a los diversos modelos celulares,
pudiesen sugerir que el CRF2 puede inducir la activacion de EKR1/2 y Akt por
mecanismos diferentes, que dependen del tipo celular, o bien, que existen
diferentes mecanismos de regulacion negativa de las vias, lo cual pudiese
depender de la maquinaria molecular de cada célula. De manera interesante, para
adipocitos 3T3-L1, Kabir y col. en 2014 reportan que el EGF induce una activacion
de ERK1/2 y Akt sostenida en el tiempo, apoyando la idea de una regulacién

negativa de las vias dependiente de la maquinaria celular.

Ademas de la diferencias en la caracteristicas temporales de su activacion, la
concentracion de la hormona requerida para alcanzar un efecto maximo también
fue diferente, siendo de 10 nM para ERK1/2 y 100 nM para Akt. En adipocitos 3T3-
L1, la concentracion de UCN2 para alcanzar la activacion significativa de Akt fue
mayor a las reportadas por Walther y col. en 2014 para miocitos ventriculares de
ratbn pero menor a la reportada por Sepulveda-Diaz en 2008 para células COS-7
transfectadas con el receptor CRFza, en donde a 1000 nM la curva de
concentracion respuesta aun no llegaba a la zona de saturacién. Nuestros
resultados para la induccién maxima de la fosforilacion de ERK1/2 por UCN2 en
adipocitos 3T3-L1 son similares a los encontrados para células de eso6fago, y
células CHO y HEK-293 transfectadas con el receptor CRF2 (Brar y col., 2004b,
Cheny col., 2005, Wu y col., 2007).

Teniendo en cuenta que UCN2 y UCNS3 se consideran ligandos selectivos
para el receptor CRF2, (Reyes y col., 2001; Hsu y Hsueh, 2001), y que, ademas,
se ha demostrado que UCN2 y UCN3 son incapaces de estimular la fosforilacion
de ERK1/2 a través del receptor CRF1 (Brar y col., 2004), mediante el uso de
UCNB3, en el presente trabajo corroboramos que en los adipocitos 3T3-L1, los

cuales expresan ambos receptores (Dermiztaki y col., 2014), se puede inducir la
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activacion de ERK1/2 y Akt a través del receptor CRF2.

Algunas de las moléculas de sefializacion involucradas en la activacion de
ERK1/2 a través del receptor CRF2 son Raf-1, Ras, MEK-1, PI3K, PLC, cinasas de
tirosina y AKAP (Brar y col., 2004ba; 2004b; Sepulveda-Diaz, 2008; Markovic y
col., 2011). De manera interesante se ha encontrado que la participacion de PKA 'y
PKC es dependiente del modelo de estudio; en células COS-7 y células HEK-293
que sobre-expresan el receptor CRF2a y CRF2b, respectivamente, se ha propuesto
la posible participacion de PKA y PKA/EPAC (Sepulveda-Diaz, 2008, Marcovik y
col., 2011), mientras que en células CHO, que expresan el receptor CRFz, se
propone tanto la participacion de PKA como la de PKC (Brar y col., 2004b). No
obstante, en las células COS-7 descartan la implicacién de PKC en la activacion
de ERK1/2. Ademds, en cardiomiocitos de raton, que expresan Unicamente al
receptor CRF2 describen que la activacion de ERK1/2 es independiente de AMPc,
PKA y PKC (Brar y col., 2004a; 2004b). Lo anterior sugiere que la participacion de
estas cinasas es dependiente del modelo de estudio. Sin embargo, en el presente
estudio no investigamos la participacion de PKA y PKC en la activacion de
ERK1/2. Con respecto a Akt, se ha involucrado a PI3K, Src, B-arrestinas y MMPs,
y se ha descartado la participacion de PKA, PKC, EPAC, y ERK1/2 (Brar y col.,
2002; Chanalaris y col.,, 2005; Valentim y col., 2006; Sepulveda-Diaz 2008;
Markovic y col., 2011; Walther y col., 2014). Se ha descrito, ademas, que en la
activacion de ERK1/2 y Akt se requiere de la transactivacién del EGF-R (Parra-
Mercado 2015; Punn y col., 2006; Sepulveda-Diaz, 2008). En el presente estudio,
demostramos que la activacion de ERK1/2 y Akt por UCN2 en adipocitos 3T3-L1
involucra a las cinasas de la familia Src, a PI3K, y a procesos de transactivacion

del receptor para el EGF.

También se ha reportado que las proteinas Gi/o pudiesen estar involucradas
en la activaciéon de ERK1/2 y Akt por el receptor CRF2. En células CHO y células
HEK-293 transfectadas con el receptor CRFzb, el uso de PTx demostré que la

activacion de las proteinas Gi/o era necesaria para el incremento de la
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fosforilacion de ERK1/2 y Akt inducida por UCN1 y UCN2, respectivamente (Brar y
col., 2004b; Markovic y col., 2011). Es bien sabido que, aunque la via de
sefalizacion canonica para receptor CFR2 se lleva a cabo mediante las proteinas
heterotriméricas Gs, este puede acoplar a diferentes proteinas G, entre ellas, a las
proteinas Gi/o (Grammatopoulos y col., 1999; 2001). El intercambio del acople de
la proteina Gs por Gi ha sido bien descrito para los receptores de 7 pases
transmembranales B-adrenérgicos (Daaka et al., 1997). La activacion de la via de
ERK1/2 y Akt a través de Gi/o se ha descrito para algunos receptores GPCR, y se
ha implicado al dimero GBy en el mecanismo de activacion (Daaka y col., 1997;
Pierce y col., 2000; Shah y Catt 2002; New y col., 2007; Lodeiro y col., 2009).
Interesantemente, en nuestro grupo se encontré que en células COS-7
transfectadas con el receptor CRF2a, la activacion de ERK1/2 y Akt por UCN2
implicaba la participacion del dimero GBy (Sepulveda-Diaz; 2008).

Basados en los antecedentes anteriores, en el presente estudio decidimos
estudiar la participacion de Gi/o en la activacion de ERK1/2 y Akt inducida por
UCN2 en adipocitos 3T3-L1. Encontramos que un tratamiento de 14 h con PTx
inhibe la fosforilacion de ambas cinasas, lo cual nos indica que las proteinas Gi/o
regulan dichas activaciones. De manera interesante, no encontramos diferencias
estadisticas entre la fosforilacion basal de ERK1/2 y su fosforilacién después de
haber incubado con PTx y estimulado con UCN2, lo que nos indica una
dependencia completa de proteinas Gi/o en esta activacion. No obstante, se
recomienda incrementar el nUmero de experimentos para ver un efecto mas claro
en la inhibicion completa de ERK1/2 mediada por Gi/o. El receptor B2-adrenérgico
es un GPCR que media sus acciones a través de proteinas Gs, sin embargo se ha
demostrado que este también puede acoplar a proteinas Gi/o; interesantemente,
se ha descrito que la activacion de ERK1/2 por este receptor depende
completamente de proteinas Gi/o (Daaka y col., 1997). La participacion de las
proteinas Gi/o en la activacion de ERK1/2 mediada por GPCRs en adipocitos 3T3-
L1 ha sido descrita para la activacion del receptor para Grelina, en donde PTx

disminuy6 la activacion de ERK1/2 (Kim y col., 2004), apoyando los resultados
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encontrados por nosotros para el receptor CRF2. Por su parte, la dependencia de
PTx para la activacion de Akt fue parcial, indicando que aparte de Gi/o pudiesen

estar involucradas otras proteinas G, como Gs y/o Gq, asi como B-arrestinas,

Se ha propuesto que la activacion de ERK1/2 y Akt mediada por las
proteinas Gi/o involucra la activacion de Src a través de su subunidad GBy (Daaka
y col., 1997; Pierce y col.,, 2000; Shah y Catt 2002; Lodeiro y col., 2009). De
manera interesante, encontramos que la UCN2 induce la activacion de Src, y a su
vez, encontramos que esta activacion esta mediada completamente por las
proteinas Gi/o, pero no por PI3K, como habia sido previamente reportado para el
receptor B2-adrenérgico (Watson y col., 2016), lo cual sitia a la activacion de PI3K
rio abajo de la activacion de Src, o bien, independiente de la activacion de esta
cinasa. Ademas, el pretratamiento con PP2, un inhibidor selectivo de proteinas
cinasas de la familia de Src, inhibi6 el incremento en la fosforilacion de ERK1/2 y
Akt inducida por UCN2 en adipocitos 3T3-L1, proponiendo la participacion de esta
familia de cinasas de tirosinas no receptoras en la activacion de ERK1/2 y Akt .
Sepulveda-Diaz en el 2008, reportd que la activacion de ERK1/2 y Akt a través del
receptor CRF2a era mediada tanto por Src, como por el dimero GBy. Teniendo en
cuenta ambos resultados, proponemos que la activacion de receptor CRF2 en las
células diferenciadas 3T3-L1 promueve el acoplamiento a la proteina
heterotrimérica Gi/o, y esta, a través de su subunidad Gy, activa a la cinasa de
tirosinas no receptora Src, la cual media la activacion de ERK1/2 y Akt. El hecho
qgue la activacidbn de Src sea totalmente dependiente de proteinas Gi/o, y la
activacion de Akt sea totalmente dependiente de cinasas de la familia Src y
parcialmente dependiente de proteinas Gi/o, indica que debe existir la
participacion de otro mecanismo independiente de Gi/o que esté activando a otras
cinasas de la familia Src, y a su vez, que esté participando en la activacion de Akt.
Es importante mencionar que no se descarta la participacion de otras cinasas de

la familia Src en la regulacion de la activacion de ERK1/2.
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La transactivacion de receptores con actividad intrinseca de cinasa de
tirosina como el EGF-R se ha descrito como uno de los mecanismos por el cual
los GPCRs activan la via de ERK1/2 y Akt (New y col., 2007; Forrester y col.,
2016), y se ha propuesto que esta activacion pudiese estar mediada por la
activacion de MMPs o por accion directa de cinasas de tirosina no receptoras
como Src. En lo referente a los receptores para el CRF, estudios previos han
encontrado que ambos receptores pueden transactivar al receptor para el EGF, y
que esta activacion pudiese estar mediada por Src. El tratamiento con AG1478 en
células HEK-293 transfectadas con el receptor CRFia disminuyo la activacién de
ERK1/2 inducida por UCN1. Ademas, el analisis de la fosforilacion de residuos de
tirosina del EGF-R asociados a la activacion del receptor por la autofosforilacion
en respuesta a la unién del ligando (especificamente los residuos Y1068 y Y1148) o
por fosforilacién producida por la accién de Src (residuo Y84%), demostraron que
ambas clases de fosforilaciones pueden ser inducidas por UCNL1, indicado que
UNC1 puede generar la transactivacion del EGF-R (Punn y col., 2006). En células
COS-7 transfectadas con el receptor CRFza, la inhibicion del EGF-R y de MMP
impidieron completa y parcialmente la activacion de ERK1/2 y Akt inducida por
UCN2, respectivamente (Sepulveda-Diaz, 2008). Los hallazgos encontrados en
este trabajo corroboran lo anteriormente descrito, sugiriendo una dependencia
completa de la transactivacion del EGF-R para que se lleve cabo la fosforilacién
de ERK1/2 y Akt inducida por UCN2 en adipocitos 3T3-L1. No obstante, se
requieren de mas estrategias experimentales para corroborar que la activacion de
ERK1/2 y Akt es completamente dependiente de la transactivacién del receptor
para el EGF. Diversos estudios han reportado una transactivaciéon del receptor
para el EGF dependiente de la cinasa de tirosinas Src, la cual se activa a través
de subunidades GBy de proteinas Gi/o (Gi/o/GBy/Src/RTK) (Luttrell y col., 1996;
Shah y Catt, 2000; Pierce y col., 2002).

Tomando como referencia los mecanismos moleculares que se han asociado

a la transactivacion del receptor, y teniendo en cuenta nuestros hallazgos y los

previos sobre la participacion de Src en la activacion ERK1/2 y Akt por los
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receptores para el CRF, proponemos que la activaciéon de Src, probablemente a
través de las subunidades GBy de las de proteinas Gi/o, esta mediando la
activacion del EGF-R, ya sea mediante interaccion y fosforilacion directa o
mediante la activacion de metaloproteinasas de matriz extracelular que liberan al
péptido HB-EGF y promueve la activacion del receptor de manera autocrina o
paracrina. De manera interesante, se ha encontrado que el EGF-R se transactiva
sin necesidad de la liberacion de HB-EGF, es decir por fosforilacion directa
mediada por Src, este induce la activacion de la via de ERK1/2, pero no la de Akt,
mientras que si la activacion se da por activacion a través de la liberacion del HB-
EGF se activan ambas vias (Drube y col., 2006). Esto podria explicar la diferencia
encontrada en el comportamiento de la activacién de estas dos cinasas a través
del tiempo, y se podria entonces sugerir que la primera activacion que se da es la
mediada a través de la liberacion de ligando por MMPs, la cual lleva a una
activacion tanto de ERK1/2 como de Akt. Por su parte, la activacion de la via de
ERK1/2 se ve alimentada posteriormente por la activacion directa del EGF-R a
través de Src, lo que genera una activacion de ERK1/2 méaxima mas tardia que la
de Akt. También se podria sugerir que transactivacion del EGF-R mediada por el
HB-EGF liberado por MMPs requiere de una mayor concentracion de UCN2 que la
via de transactivacion por fosforilacion directa del receptor, por lo que Akt, que
solo depende de esta forma de transactivacion, requeriria mas concentracion de
UCN2 que ERK1/2 para alcanzar su activacion maxima. Sin embargo, hasta el

momento no se han encontrado estudios que soporten esta teoria.

La activacion del receptor para el EGF genera la activacion de la via de
MAPK/ERK1/2 y de PI3K/Akt. Interesantemente, diversos estudios han reportado
gue la activacion de ERK1/2 inducida por los receptores CRF1y CRF: es parcial o
completamente dependiente de PI3K (Markovic y col., 2011; Brar y col., 2004;
2004b; Rossant y col., 1999). Como era esperado, el inhibidor de PI3K wortmanina
inhibié completamente la fosforilacion de Akt inducida por UCN2 en adipocitos
3T3-L1, y acorde con lo que se habia reportado, encontramos que este inhibidor

también previene la activacion de ERK1/2. Los PIP3 formados por PI3K pueden
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modular el reclutamiento de la proteina de union asociada a Grb2 (GAB) a la
membrana plasmatica a traves de su dominio PH, para asi inducir su fosforilacion
por RTKs. GAB fosforilada interactua con varias moleculas, entre ellas, Shc, Grb2
y SHP2. De esta forma puede reclutar el complejo Grb2/SOS e inducir la
activacion de Ras y por ende de la via de MAPK/ERK1/2 (Aksamitiene y col.,
2011). De manera interesante, se ha propuesto que la activacion de ERK1/2 a
traves de PI3K puede ser dependiente de una estimulacion débil de los RTKs,
pues al estimular células con altos niveles de expresion de RTKs con sus
respectivos ligandos, la dependencia de PI3K en la activacion de la via se pierde.
Ademas, se ha comprobado que la activacion a través de PI3K se da cuando la
concentracion del ligando del RTK es baja (Duckworth y Cantley, 1997;
Wennstrom y Downward, 1999; Sampaio y col., 2008). Esto apoya la idea de que
la transactivacion del EGF-R, a través de la liberacion de HB-EGF, genera bajas

concentraciones del ligando y activa la via de MAPK/ERK1/2 mediante PI3K.

El receptor CRF2 se han implicado en importantes regulaciones fisiologicas
en tejidos periféricos como pancreas, corazon y musculo esquelético (Brar y col.,
2004a; Cserepes y col., 2007; Townsend y col., 2007; Secilmis y col., 2007; Chen
y col., 2006; Kuperman y Chen, 2008; Chao y col., 2015; Li y col., 2007). La
activacion de ERK1/2 a través del receptor CRF2 en respuesta a estimulos con
UCN1, UCN2 y UCNB3 tiene un papel importante en mediacion de la proteccion
cardiaca (Brar y col., 2000, Brar y col., 2004a). En hipocampo, su activaciéon a
través de CRF2 media la adaptacién del comportamiento en respuesta al estrés
(Sananbenesi y col., 2003). Por su parte, la activacion de Akt a través del CRF2 se
ha implicado en la proteccién cardiaca contra muerte celular e inhibicion de la
autofagia inducida por hipoxia/reoxigenacién, asi como en la induccién de
hipertrofia (Brar y col., 2000; Chanalaris y col., en 2003 Chanalaris y col., 2005;
Valentim y col., 2006). Este es el primer trabajo que reporta la activacion de
ERK1/2 y Akt a través del CRFz en células adiposas, asi como algunos de los
mecanismos moleculares que llevan a esta activacion; sin embargo, la
implicaciones fisiologicas de estas activaciones aun quedan por estudiar. Estudios

previos en nuestro modelo celular han encontrado que la activacion de ERK1/2
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media procesos de lipdlisis, asi como inhibicion de la apoptosis (Kim y col., 2004;
Robidoux y col., 2006). Interesantemente, Xiong y col. (2014) proponen que en
condiciones de hipoxia, el receptor CRF2 pudiese estar mediando el catabolismo
de triglicéridos en células adiposas, y plantean que se da mediante la induccién de
la fosforilacién de perilipina y de la lipasa sensible a hormona, dos proteinas clave
en el proceso de lipdlisis. La activacion de Akt en adipocitos esta relacionada
principalmente con la estimulacion de la translocacion del transportador de
glucosa-4 (GLUT4), y por ende, al incremento del influjo de glucosa a la célula, y
la posterior sintesis de lipidos (Kohn y col.,, 1996; Cong y col., 1997). Resulta
interesante saber si la activacion de ERK1/2 y Akt a través del receptor CRF2 en
adipocitos 3T3-L1 pudiesen estar modulando procesos metabdlicos de lipdlisis o

adipogénesis.

Finalmente, teniendo en cuenta tanto nuestros resultados como los
diferentes mecanismos que se han propuesto para la transactivacion del EGF-R y
la posterior activacion de ERK1/2 y Akt, proponemos que la activacion de estas
cinasas a través de estimulos del CRF2 con UCN2 en nuestro modelo celular se
lleva a cabo por las secuencia mostradas en las figuras 19 y 20. Sin embargo, no
se descarta la participacion de otras moléculas de sefializacion en la activacion de
MMPs, como PKC y Ca?*, asi como la participacion de las B-arrestinas y de otras
proteinas G heterotriméricas, como Gs y/o Gg en la activacién de cinasas de la

familia Src.
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Figura 19. Mecanismo de activacion de ERK1/2 inducido por UCN2 en adipocitos 3T3-L1. La
activacion de receptor CRF2 en las adipocitos 3T3-L1 promueve el acoplamiento a Gi/o, y esta, a
través de su subunidad GBy, activa a la cinasa de tirosinas no receptora Src. Src media la
activacion del EGF-R, ya sea mediante interaccion y fosforilacién directa del receptor, 0 mediante
una participacién en la activacion de MMPs que liberan al péptido HB-EGF y activa al EGF-R de
manera autocrina o paracrina. Estos procesos inducen la activacion de la via PI3K/MAPK/ERK1/2
no se descarta la participacion de otras cinasas de la familia Src en la transactivacién del EGF-R.
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Figura 20. Mecanismo de activacién de Akt inducido por UCN2 en adipocitos 3T3-L1. La
activacion de receptor CRF2 en las adipocitos 3T3-L1 promueve el acoplamiento Gi/o, y esta, a
través de su subunidad GPy, activa a la cinasa de tirosinas no receptora Src. Src media la
activacion del EGF-R, ya sea mediante interaccion y fosforilacién directa del receptor, 0 mediante
una participacién en la activacion de metaloproteinasas de matriz extracelular que liberan al
péptido HB-EGF y activa al EGF-R de manera autocrina o paracrina. Estos procesos inducen la
activacion de la via PI3K/Akt. B-arrestinas u otras proteinas G no identificadas en este trabajo
podrian estar involucradas en la activacion de otras cinasas de la familia Src, que también
participan en la transactivacion del EGF-R.
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se investigo la activacion de ERK1/2 y Akt en adipocitos

3T3-L1 a través del receptor CRF2, un modelo celular que expresa enddogenamente

varios componentes del sistema para el CRF. Mediante el uso de inhibidores

especificos de algunas proteinas de sefializacion, pudimos identificar algunos de

los mecanismos moleculares que llevan a la activacion estas dos cinasas en

células adiposas a través del CRF2. Los hallazgos encontrados fueron los

siguientes:

Urocortina-2 induce la activacion de ERK1/2 y Akt de una manera

dependiente del tiempo y la concentracion en células 3T3-L1.

Urocortina-3, otro ligando selectivo de receptor CRF2, también activa a
ERK1/2 y Akt en células 3T3-L1, corroborando que en estas células el
receptor CRF2 puede activar ambas vias.

La activacion de ERK1/2 es completamente dependiente de proteinas Gi/o,
cinasas de la familia Src, PI3K y de la transactivacion del receptor para el
EGF.

La activacion de Akt es parcialmente dependiente de proteinas Gi/o.

La activacion de Akt es completamente dependiente de cinasas de la

familia Src, PI3K vy de la transactivacion del receptor para el EGF.

Urocortina 2 activa a Src y esta activacion es dependiente de proteinas Gi/o

e independiente de PI3K.



e Proponemos que la activacion de ERK1/2 a través de estimulos del CRF2
con UCN2 en nuestro modelo celular se lleva a cabo por la secuencia
UCN2 / CRF2/ Gi/o / GBy / familia Src / (MMP) / EGF-R / PI3K / ERK1/2.

e Proponemos que la activacion de Akt a través de estimulos del CRF2 con
UCN2 en nuestro modelo celular se lleva a cabo por la secuencia UCN2/
CRF2 / Gilo / GBy / familia Src / (MMP) / EGF-R / PI3K / ERK1/2.
B-arrestinas u otras proteinas G no identificadas en este trabajo podrian
estar involucradas en la activacién de otras cinasas de la familia Src, que

también participan en la transactivacién del EGF-R.

La participacion del sistema para el CRF en regulaciones del metabolismo en
tejidos periféricos claves ya ha sido descrita; sin embargo, aunque en tejido
adiposo se encuentran expresado varios componentes del sistema, su funcion en
esta clase de células aun no se conoce. Los anteriores resultados proporcionan un
entendimiento adicional del sistema para el CRF en la periferia, y en particular

para células adiposas, un tejido de alta importancia metabdlica.
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10. PERSPECTIVAS

Este trabajo constituye el primer acercamiento al entendimiento de los
mecanismos moleculares que llevan a la activacion de ERK1/2 y Akt en células
adiposas, a traves del receptor CRF2. Sin embargo, aun quedan varios puntos por
estudiar: Por una parte es importante determinar la participacion de otras
moléculas de sefalizacion no estudiadas, asi como los pasos secuenciales que
llevan a la activacion de estas dos cinasas; y por otro lado, se requiere saber las
implicaciones fisioldgicas de la activacion de este receptor en este tipo celular, asi
como los procesos que pudiesen estar siendo mediados por ERK1/2 y Akt. Para

obtener lo anteriormente descrito, proponemos las siguientes acciones:

Determinar si UCN2 puede activar la via de AMPc/PKA y de Ca?/PKC en
adipocitos 3T3-L1.

e Determinar si la activacion de ERK1/2 Akt mediada por UCN2 en adipocitos
3T3-L1 requiere la participacion de otras proteina G, como Gs y/o Gg.

e Corroborar si la activacion de ERK1/2y Akt mediada por Gi/o en adipocitos
3T3-L1 se lleva a cabo a través del dimero GRy.

e Determinar si la transactivacion del receptor para el EGF, depende de un
activacion mediada por un ligando liberado por metaloproteinasas de matriz

extracelular, o se activa a través de cinasas de tirosina citosélicas como Src.
e Definir si la activacion del receptor CRF2, mediante estimulos con UCN2 en

adipocitos 3T3-L1, regula procesos de lipélisis o adipogénesis, y si a su vez

este proceso esta asociados a la activacion de ERK1/2 y Akt.
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