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Resumen.

Debido a la falta de herramientas quimicas, la funcién especifica de Rictor/mTORC2 y los
mecanismos de retroalimentacién entre Raptor/mTORC1 y Rictor/mTORC2 han sido pobremente
estudiados. Gracias al desarrollo y uso de herramientas moleculares, en nuestro laboratorio se ha
demostrado que la delecion de Rictor en las células epiteliales intestinales no solo es necesaria para
activar la sefializacién de mTORC2/Akt y la supervivencia de los colonocitos diferenciados, sino que
también existe mayor proliferacién y muerte celular en las células epiteliales, pero que esto no
afecta la viabilidad en enteroides. En general, esto indica que existen mecanismos compensatorios
qgue se disparan en las células epiteliales intestinales carentes de Rictor/mTORC2, siendo la

activacion de Raptor/mTORC1 uno de ellos.

Abstract.

Due to the lack of chemical tools, the specific function of Rictor / mTORC2 and the feedback
mechanisms between Raptor / mTORC1 and Rictor / mTORC2 have been poorly studied. Thanks to
the development and use of molecular tools, in our laboratory it has been demonstrated that the
Rictor deletion in intestinal epithelial cells is not only necessary to activate mTORC2 / Akt signaling
and the survival of differentiated colonocytes, but that there is also greater proliferation and cell
death in epithelial cells, but this does not affect viability in enteroids. In general, this indicates that
there are compensatory mechanisms that are triggered in intestinal epithelial cells lacking Rictor /

mTORC2, being the activation of Raptor / mTORC1 one of them.
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1. Introduccion.

a. Mucosa intestinal.

El cuerpo humano tiene multiples epitelios mucosos que forman barreras fisicas entre el ambiente
y el medio interno del huésped. La mucosa gastrointestinal, por lo tanto, es una barrera
semipermeable que permite la absorcidn de nutrientes y sustancias presentes en lumen intestinal,
pero a la vez limita el transporte de antigenos y microorganismos potencialmente dafiinos. Es por
eso que la mucosa intestinal juega un papel esencial para mantener la homeostasis en el sistema
inmunitario, un proceso también conocido como tolerancia inmunitaria (Vancamelbeke &

Vermeire, 2017).

La mucosa intestinal estd compuesta por un epitelio columnar simple recubierto por capas
superficiales de moco, y una ldmina propria que contiene células inmunes (Luissint et al., 2016). La
capa mucosa es la primera linea de defensa fisica en el lumen del intestino, y previene que el
contenido luminal entre en contacto directo con las células epiteliales. El moco esta formado por
proteinas de mucina altamente glicosiladas que forman un tamiz superpuesto sobre el epitelio
intestinal. De estas, la mucina 2 es la proteina del moco mas abundante del intestino, siendo
secretada por las células caliciformes. El intestino delgado Unicamente tiene una capa de gel de
moco, mientras que el colon tiene dos: una exterior, holgada, que permite la colonizacién a largo
plazo de bacterias comensales, y la interior, mas densa y libre de bacterias. Algunos reguladores
inmunes, como, por ejemplo, moléculas de PAM (péptidos antimicrobianos) y slgA
(inmunoglobulina A secretora), son liberadas en la mucosa para reforzar la separacion fisica en
gradiente de la microbiota desde el epitelio hasta el lumen. Estos reguladores inmunes se presentan
en una mayor concentracion en el intestino delgado donde la capa de moco es menos densa.
Ademas, la composicidon de la mucosa puede afectar la microbiota en el intestino, y a su vez, la

microbiota también determina las propiedades de la mucosa (Vancamelbeke & Vermeire, 2017).
b. Epitelio intestinal.

Debajo de la capa de moco, las células epiteliales son el determinante mads fuerte de la barrera
intestinal. Debido a sus funciones bioldgicas de absorcién y barrera, las células epiteliales
intestinales se deterioran con el tiempo y deben ser reemplazadas constantemente. Las células
madre epiteliales intestinales localizadas en la base de la cripta dan origen a los multiples linajes
celulares presentes en el intestino, incluyendo los enterocitos (linaje de absorcién), las células

caliciformes (productoras de moco), las células enteroenddcrinas (secretoras de hormonas) y las




células de Paneth (productoras de péptidos antimicrobianos). Otros linajes celulares generados a
partir de las células madre incluyen las células quimiosensoriales o células penacho, las cuales
juegan un papel importante en la proteccidn contra helmintos, y las células M, que son integrales

para la presentacion de antigenos luminales hacia las células del sistema inmune (Allaire et al., 2018;

Luissint et al., 2016). En conjunto, todas estas células epiteliales establecen una monocapa continua
que forma una barrera fisica que separa el lumen de la ldmina propria. La funcién de barrera del
epitelio debe mantenerse en todo momento, inclusive cuando las células madre progenitoras de la
cripta se encuentren en proliferacidon o cuando las células de la superficie se desprendan hacia la
cavidad luminal. Sin embargo, aunque las membranas celulares son impermeables a solutos
hidrofilicos, las células epiteliales expresan transportadores especificos que permiten y/o restringen
altamente el paso de muchas moléculas a través del epitelio intestinal. La absorcién de muchas
moléculas depende, por lo tanto, de la ruta transcelular que es mediada por acarreadores o
mecanismos de endocitosis mediados por receptores. Sin embargo, las sustancias para las que no
existen receptores se absorben por difusién simple a través de la ruta paracelular, regulada por las

proteinas transmembranales que forman parte de los distintos complejos de unidn, especificamente

las proteinas que forman las uniones estrechas y adherentes (Vancamelbeke & Vermeire, 2017).

Las uniones estrechas son los complejos adhesivos mas apicales y sellan el espacio intercelular.
Estan constituidos por proteinas transmembranales (claudinas y ocludinas), periféricas de
membrana (zonula occludens Z0-1, ZO-2, MAGIS) y proteinas accesorias y/o regulatorias, que, en
conjunto, regulan el transporte vectorial de agua y electrolitos a través del epitelio intestinal y
previenen la fuga de macromoléculas al lumen del intestino. Por su parte, las uniones adherentes
se encuentran justo debajo de las uniones estrechas y estdn formadas por cadherinas (proteinas
transmembranales) y cateninas (periféricas de membrana). Junto con los desmosomas, las uniones
adherentes proveen fuertes enlaces adhesivos que mantienen la integridad del epitelio. Tanto las
uniones estrechas como las adherentes estdn ligadas al anillo de actina y miosina que circunscribe
el borde apicolateral y cuya funcidn es regular la tension celular. Dado todo lo anterior, es facil
entender por qué la barrera intestinal no es una estructura estatica, sino al contrario, es una entidad
altamente dindmica que responde a estimulos internos y exdgenos (Laukoetter et al., 2008;
Vancamelbeke & Vermeire, 2017). Por lo tanto, los cambios en la expresién o las modificaciones
postraduccionales que sufren las proteinas de las uniones estrechas o el citoesqueleto de actina

resultan generalmente en una pérdida parcial o total de la funcién de la barrera epitelial.




c. Enfermedades inflamatorias intestinales.

El deterioro de la barrera intestinal se ha observado en un gran nimero de patologias del tracto
gastrointestinal, como la enfermedad celiaca, las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell) y el
carcinoma de colon. Sin embargo, el mal funcionamiento de la barrera intestinal también se ha
ligado a desordenes extraintestinales, como la enfermedad crdnica hepdtica, diabetes tipo 1y
obesidad. Para todas estas enfermedades, es comun hipotetizar que la disfuncién de la barrera
intestinal y el flujo no controlado de antigenos a través del epitelio intestinal estdn desafiando el
sistema inmune de individuos susceptibles. Dicho proceso podria no solo afectar el balance
huésped-microrganismo, sino que seria el responsable de iniciar mecanismos inflamatorios en el

intestino o algunos drganos mas distantes (Vancamelbeke & Vermeire, 2017).

Las enfermedades inflamatorias intestinales (Ell), son desordenes inflamatorios crénicos que
afectan el tracto gastrointestinal. Existen dos formas clinicas de Ell principalmente: la enfermedad
de Crohn, que puede afectar cualquier parte del tracto gastrointestinal, y la colitis ulcerosa, que se
restringe a la mucosa del colon. Las Ell tienen una etiologia desconocida, pero se sabe que resultan
de unainteraccion anémala entre factores ambientales, la microbiota intestinal y el sistema inmune
del intestino, lo que genera una respuesta inmune irregular que compromete la funcién de barrera

del epitelio (Maloy & Powrie, 2011; Torres et al., 2017).

Las fallas en el mantenimiento operacional de la barrera epitelial contribuyen al desarrollo de los
desérdenes inflamatorios crénicos en la mucosa intestinal (Luissint et al., 2016). Los mecanismos
implicados en la ruptura de la barrera epitelial en la mucosa colénica de los pacientes con Ell son
variados, e incluyen la discontinuidad de las uniones estrechas, la disrupcidén de la homeostasis
epitelial y el dafio tisular. La carga o susceptibilidad genética también juega un papel muy
importante en la destruccion de la barrera epitelial en los pacientes con Ell. Por ejemplo, mutaciones
genéticas como CARD15/NOD2 en el cromosoma 16, OCTN1/2 en el cromosoma 5 y DLG5 en el
cromosoma 10 incrementan la permeabilidad intestinal en pacientes con enfermedad de Crohn.
Ademas, la mutacion en el gen del receptor tipo Toll 4 (TLR-4), que resulta en una sefalizacién
danada por LPS, se asocia con un aumento en la permeabilidad intestinal durante el desarrollo de
colitis ulcerosa (Laukoetter et al., 2008). Sin embargo, diversos factores ambientales que alteran un
sinnimero de procesos bioldgicos incluidas, distintas vias de sefalizacion vitales para las células

epiteliales también contribuyen al deterioro de la barrera epitelial. Entender estos mecanismos




celulares es por lo tanto muy importante, ya que permitira desarrollar en un futuro tratamientos

dirigidos a paliar o contener el desarrollo de estos procesos inflamatorios.
i. Citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias.

A principios de la década de los 90’s, se encontré que los enterocitos secretan un arreglo de
guimiosinas y citocinas al entrar en contacto directo con las bacterias o sus productos. Varias de las
moléculas secretadas reclutan y activan neutréfilos, macréfagos, células dendriticas y células T que
son clave tanto en la respuesta inmune local durante la resolucién de infecciones, asi como en la
reparacion de la mucosa intestinal dafiada (Allaire et al., 2018). Los pacientes con Ell presentan un
espectro patolégico amplio y heterogéneo, lo que implica la activacidn de diversos efectores
inmunes innatos y adaptativos. Sin embargo, los distintos mddulos inmunes que definen la
respuesta inflamatoria en cada individuo son coordinados de manera eficiente por las citocinas
presentes en la mucosa intestinal. Se ha postulado que los leucocitos innatos, asi como macréfagos
y células dendriticas intestinales son los mayores productores de dichas citocinas (Maloy & Powrie,

2011).

Las citocinas son mensajeros moleculares de la inmunidad innata y adaptativa que permiten a las
células del sistema inmune comunicarse a través de distancias cortas de manera paracrina y
autécrina (Conlon et al., 2019). Las citocinas que promueven la cascada de inflamacion se
consideran mediadores proinflamatorios, e incluyen la interleucina (IL)-1B, IL-6, IL-8, factor de
necrosis tumoral (TNF)-a, quimosinas, y la familia de interferones, mientras que las citocinas que
inhiben la inflamacién al modular las respuestas de las citocinas pro-inflamatorias, se conoce como
citocinas anti-inflamatorias, e incluyen al antagonista del receptor a IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11 e IL-
13 (Boshtam et al., 2017). Al interaccionar con su receptor, todas las citocinas emiten sefiales en la
célula blanco para que incremente o decrezca una actividad enzimdtica especifica, o para modificar
la transcripcion génica, lo que a la postre altera las funciones metabdlicas y bioldgicas de un
tejido/érgano. Dado que en la mucosa gastrointestinal de individuos con Ell hay un enriquecimiento
de estas citocinas, es de especial importancia biolégica y médica encontrar los mecanismos

moleculares responsables de la traduccién de sefales rio abajo de dichas moléculas.
ii. Sefalizacion activada por los receptores JAK y PI3K/Akt.

La via JAK (cinasas Janus)/STAT (Transductores de la sefializacion y activadores de la transcripcion)

es una de las cascadas de sefalizacion mas importantes que median la inmunidad innata y la




adaptativa (Yan et al.,, 2018). Esta via consiste en tres componentes principales: un receptor
asociado a tirosin-cinasa (RTKs), las cinasas JAK y los factores transcripcionales STAT. Los RTKs son
receptores localizados en la membrana celular con la capacidad de transducir sefiales de estimulos
muy variados, dentro de los que se incluyen interleucinas (IL), factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) e interferones (IFNs). Los RTKs carecen de actividad de cinasa, pero
tienen un sitio de unidn a las tirosin-cinasas JAK en el dominio intracelular (Shea et al., 2015; Xin et

al., 2020).

Tabla 1. Activacion de JAK cinasas y su significancia bioldgica. La sefializacidn por citocinas es mediada por
la combinacidn especifica de JAK y STAT debido a la unién preferencial a los dominios intracelulares del

receptor (Gao et al., 2016)

IL-2, IL-4, IL-7,
IL-3, IL-5, GM-
Citocina IFNy, gp130 IL-9, IL-15, IL- IL-12, IL-23 IFNs tipo 1
CSF, EPO, TPO
21
Dimero JAK1 + JAK2 JAK1 + JAK3 JAK2 + JAK2 TYK2 + JAK2 TYK2 + JAK1
Inmunidad Diferenciacion
adaptativa Mielopoyesis de células Th1 Inflamacion
Inflamacion
Inflamacién Eritropoyesis y Thl7 Diferenciacion
Proceso Diferenciacion
Crecimientoy | Produccién de Inmunidad de células T
involucrado de células T
maduracion megacariocito innata virgenes
de células Inflamacion
linfoides cronica

IFNy: interferén gamma, gp130: glucoproteina 130, IL: interleucina, GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y

monocitos, EPO: eritropoyetina, TPO: trombopoyetina, IFN’s: interferones, TYK2: tirosin cinasa no receptora 2.

La familia de cinasas Janus esta compuesta por JAK1, JAK2, JAK3 y la tirosin-cinasa no receptora 2
(TYR2). Todos los miembros presentan siete dominios conservados de homologia a JAK (JH): los
dominios JH1 y JH2 presentes en el extremo C-terminal, que poseen actividad catalitica de tirosina;
los dominios JH3, JH4 y JH5, que se encuentran en el dominio similar a SH; y anclan el extremo C-
terminal con el extremo N-terminal; y los dominios JH6 y JH7, que constituyen el dominio FERM en
el extremo N-terminal, y median la asociacidn de las JAK con los receptores de citocinas a través de
dominios ricos en prolina. Estas cinasas solas como mondmeros, o como homo o heterodimeros han

estado involucradas en las vias de transduccidn de sefiales iniciadas en respuesta a la estimulacién
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por una amplia gama de hormonas de crecimiento y citocinas (Tabla 1) (Gao et al., 2016; Pencik et

al., 2018; Schindler et al., 2007).

De manera cldsica, se asume que las proteinas JAK estimulan rio abajo a los factores de transcripcion
STAT, que son una familia de proteinas formadas por siete miembros (STAT 1, 2, 3, 4, 5a, 5b y 6) (Xin
et al., 2020). Por lo tanto, cuando una citosina se une a su receptor, se promueve 1) la auto-
activacion de la cinasa JAK, 2) la oligomerizacidn del receptor, y 3) la fosforilacidon de un residuo de
tirosina en el dominio citoplasmatico del receptor lo que permite el acoplamiento para los STAT
(Figura 1). Una vez unidos al receptor a través de sus dominios SH2, los STAT son fosforilados por
las cinasas JAK en residuos de tirosinas, resultando en la formaciéon de homo o heterodimeros que
se translocan hacia el nucleo para, en la mayoria de los casos, activar la transcripcion de genes,
aunque también interaccionan con elementos regulatorios distales del ADN, controlando la
actividad potenciadora y/o el estado epigenético de los genes asociados (Pencik et al., 2018;

Villarino et al., 2017; Yan et al., 2018).

®)
d D — &9

o || €S
\edllle

STAT

Transcripcion

NYAN Promotor

Figura 1. Via JAK/STAT canénica. Cuando una citocina se une a su receptor, se fosforilan y activan las JAKs,
asi como la cola del receptor. Esto crea un sitio de acoplamiento para los STATs, que se unen al dominio
citoplasmatico del receptor. Los STATs se fosforilan y dimerizan, permitiendo su translocacion hacia el

nucleo, para regular la expresion génica. Modificado de (Shea et al., 2015).
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iii. Via de sefializacion PI3K/Akt/mTor.

Sin embargo, se sabe que de manera no clasica (Figura 2), las cinasas JAK funcionan como
activadores de otras vias de senalizacién, dentro de las cuales esta la via de la fosfatidilinositol-3
cinasa (PI3K)/Akt y de la diana de rapamicina de células de mamifero (mTOR) (Gao et al., 2016). Esta
cascada participa en diversos procesos celulares como son el crecimiento y la supervivencia, y se
encuentran tan interconectadas la una con la otra, que podrian considerarse como una sola via.
Dado que la via PI3K/Akt/mTOR es un regulador clave para la supervivencia durante el estrés celular,
la activacion descontrolada de ésta resulta en una profunda perturbacién del crecimiento celular y

la supervivencia (Porta et al., 2014).

Las PI3K’s son una familia de cinasas de lipidos cuya funcién es la generacion de segundos
mensajeros a partir de la fosforilacion especifica del grupo hidroxilo 3’ del fosfatidilinositol. La clase
| de PI3K estad formada por heterodimeros compuestos por una subunidad catalitica (p110) y otra
adaptadora/reguladora (p85). Estas cinasas se clasifican en aquellas que son activadas por
receptores con actividad de tirosin cinasa (PI3Kap&) y aquellas que son activadas por receptores
acoplados a proteinas G (PI13Ky). Entonces, una vez activadas las JAK, estas tienen la capacidad de
desprenderse de su receptor y entonces fosforilar residuos de tirosina de otros RTK's que se
encuentren localizados en la cercania, como, por ejemplo, el EGFR. Esto promueve la activacion del
receptor y el consiguiente reclutamiento de la PI3K aun en ausencia de un estimulo extracelular.
Cuando la PI3K es reclutada a la membrana por su unién directa a las fosfotirosinas en el C-terminal
de los receptores o adaptadores, la subunidad catalitica se activa, lo que lleva a que en pocos
segundos se produzca el segundo mensajero fosfatidil inositol 3, 4, 5 trifosfato (P13, 4, 5-P3). El PIP3
membranal recluta a un subgrupo de proteinas de sefializacidon que tienen dominios de homologia
a pleckstrina (dominio PH), incluidas la proteina 3-fosfoinositido dependiente de la proteina cinasa
1 (PDK1) y Akt, lo que permite la interaccidn y activacion de dichas moléculas de sefializacion. (Porta

et al., 2014).

Akt es uno de los efectores primarios de la sefializacion por PI3K. Es una serin/treonin cinasa de la
familia AGC, caracterizada por la presencia de una cola reguladora en el extremo carboxilo terminal
gue contiene uno o mas sitios de fosforilacion. En ausencia de estimulo, Akt esta constitutivamente
fosforilada en el residuo de treonina 450, el cual mantiene a Akt en una forma estable y la protege

de la degradacion al permitir la interaccidn de la cola con un parche basico en la superficie del I6bulo
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amino del dominio de cinasa. Cuando se genera PIP3, Akt se transloca hacia la membrana plasmatica
en donde es fosforilada en el residuo de Treonina 308 por PDK1 y en el residuo de Serina 473 por
mMTORC2. Una vez activada, Akt regula diversos procesos celulares como la supervivencia y

proliferacién celular a través de varios efectores rio abajo, tales como la GSK-33, FOXO, y mTORC1

entre otros (Chamcheu et al., 2019; Siess & Leonard, 2019).

(PDK1) &)Akt 8
W \/,

Figura 2. Vias JAK/STAT no canénicas. La fosforilacion de un residuo de tirosina en el dominio citoplasmético
del RTK por la unién de la citocina, permite la unién directa no sélo con STATSs, sino también con otras
proteinas como PI3Ky Scr. Esto desencadena la activacion de cascadas de sefializacién implicadas en procesos

celulares como la proliferacion y supervivencia. Modificado de (Gao et al., 2016).
d. mTORC1y mTORC2: funciones generales y regulacion.

mTOR es un una serin/treonin cinasa que controla el crecimiento, proliferacion, supervivencia,
motilidad, sintesis de proteinas, transcripcién y autofagia, y se considera como un regulador central
de varios tipos de tumorigénesis y metdstasis, asi como en algunos desdrdenes tales como la
obesidad, diabetes tipo 2 y neurodegeneracién. mTOR estd compuesta por seis dominios
funcionales: HEAT (factor de elongacién de Huntington 3, que media interacciones proteina-
proteina), FAT (dominio FRAP-ATM-TRAPP), FRB (FKBP12 unién a rapamicina, que muestra accion

inhibitoria de rapamicina cuando RAPTOR esta unida a mTOR, y cuyos residuos son necesarios para
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la unién de RAPTOR y RICTOR), PIKK (cinasa similar a la PI3K), RD (dominio de represion), y FATC

(dominio carboxilo terminal) (Sharma et al., 2017).

‘A Growth
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Figura 3. Via mTOR. mTORC1 y mTORC2 integran informacidon ambiental rio arriba para controlar su propia
activacion. Debido a que mTORC1 controla la entrada celular en un estado anabdlico que requiere grandes
cantidades de energia y macromoléculas, la activacidon del complejo solo debe ocurrir cuando los aminoacidos,
lainsulina/factores de crecimiento, el ATP y el oxigeno se encuentran disponibles. Muchas entradas convergen
en el complejo de esclerosis tuberosa (TSC), que actlia como un GAP para Rheb. Se cree que mTORC2 estd
regulado principalmente por factores de crecimiento. Aunque no esta claro dénde se produce la activacion de
mTORC2, el dominio de homologia de pleckstrina en la proteina 1 que interactia con MAPK (mSIN1) puede

reclutar mTORC2 a la membrana plasmatica. (Kim et al., 2017; Liu & Sabatini, 2020; Lone et al., 2019).
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mMTOR regula procesos celulares anabdlicos y metabdlicos a través de la formacién de dos complejos
funcional y estructuralmente diferentes: mTORC1 y mTORC2. mTORC1 estd formado por tres
componentes centrales: 1) mTOR, 2) la proteina reguladora asociada con mTOR (RAPTOR) que
facilita el reclutamiento de sustratos hacia mTORC1 a través de la unién del motivo de sefializacion
TOR vy 3) la proteina 8 letal de mamifero letal con Sec13 (mLST8) que se asocia con el dominio
catalitico de mTORC1 y estabiliza el bucle de activacién de cinasa. Adicionalmente, mTORC1
contiene dos subunidades inhibitorias, el sustrato de Akt rico en prolinas de 40 kDa (PRAS40) y el
dominio DEP que contiene a la proteina que interactia con mTOR (DEPTOR) (Saxton & Sabatini,
2017). Por su parte, mTORC2 también contiene a las subunidades mTOR, DEPTOR y mLST8, pero en
vez de RAPTOR, mTORC2 se asocia con RICTOR (compafiera de mTOR insensible a la rapamicina),
PROTOR (proteina observada con Rictor), y a la subunidad regulatoria mSinl (proteina 1 de
mamifero que interactta con la proteina cinasa activada por estrés), la cual recientemente se ha
descubierto que interactia directamente con Ras y permite el correcto ensamblaje y
funcionamiento de mTORC2. A diferencia de mTORC1, mTORC2 se caracteriza por su insensibilidad

al tratamiento agudo con rapamicina (Lone et al., 2019; Saxton & Sabatini, 2017).

La actividad de mTORC1 y mTORC2 estd altamente ligada y depende de la sefializacion mediada por
la proteina Akt (Figura 3). Cuando el complejo mTORC2 estd ensamblado y activo, fosforila el C-
terminal de Akt en la serina 473 e induce la activacion total de la molécula. Una vez que estd
completamente activada, AKT fosforila al complejo de esclerosis tuberosa 2 (TSC2) y bloquea su
asociacion con TSC1. Dado que TSC1/2 es un regulador negativo de RHEB, quien actla como
activador de mTORC], la fosforilacion de TSC2 mediada por Akt activa a mTORC1. Ademas, Akt
también fosforila a PRAS40, para disociarlo de Raptor y estimular la activacion de mTORC1. Por lo
tanto, la cascada de sefializacidn mTORC2/Akt regula positivamente la activacién de mTORC1
mediada por RHEB. Es importante clarificar que, a pesar de que la sefializacion inducida por los
factores de crecimiento estimula la cascada de PI3K/Akt, y que esta es clave para disparar la
proliferacién celular, las células no proliferan si los nutrientes, energia y macromoléculas necesarias
no estan disponibles. Por lo tanto, mTORC1 es altamente sensible a la concentracion de ATP
intracelular, glucosa y ciertos aminodacidos. De hecho, se ha observado que los bajos niveles de ATP
(y por lo tanto, altos niveles de AMP), activan a la cinasa de AMP (AMPK), la cual promueve la
formacion del complejo TSC1/2 y se inhibe a mTORC1. Entonces, la acumulacion de AMP anula las
sefiales de los factores de crecimiento y bloquea la proliferacion celular en ausencia de energia (Kim

et al,, 2017).




Las funciones bioldgicas de los complejos de mTOR son amplias y variadas. Mientras que mTORC1
regula el crecimiento celular y el metabolismo, mTORC2 por su parte controla la proliferacion y
supervivencia celular al estimular la actividad de varios miembros de la familia de proteinas cinasas
AGC (PKA, PKG, PKC). El papel mas importante de mTORC2 es probablemente la fosforilacién y
activacion de Akt, que una vez activa, promueve la supervivencia, proliferacion y crecimiento celular
a través de la fosforilacion e inhibicion de varios sustratos claves, incluidos los factores
transcripcionales FoxO1/3a, el regulador metabdlico GSK3B y el inhibidor de mTORC1 TSC2.
mMTORC2 también fosforila y activa SGK1, una cinasa AGC que regula el transporte de iones asi como

la supervivencia celular (Saxton & Sabatini, 2017).
i. Ensamble y activacion de mTORC2.

Los mecanismos de retroalimentacion entre mTORC1 y mTORC2 son bastante complejos. Se ha
postulado que la formaciéon de un complejo u otro depende de la concentracidon de subunidad
regulatoria existente en ese momento; es decir, de la concentracidon de Raptor o Rictor (Rosner &
Hengstschlager, 2008). El problema es que se desconocen los mecanismos que conllevan al
ensamble y la posterior activacion de mTORC2. De manera clasica se ha reportado que la
estimulacion con factores de crecimiento y la hiperactividad ribosomal son los principales
activadores de mTORC2. Pero, recientemente, se demostré que la activacion de Ras por aniones
superoxido hace que Ras secuestre a mSinl a la membrana plasmatica, lo que permite que mTORC2

se active y fosforile a sus dianas moleculares, AKT y PKCa (Lone et al., 2019).

No obstante, la inexistencia de un inhibidor especifico de mTORC2 ha dificultado el estudio de tal
complejo. Todo lo que se sabe hoy en dia sobre los mecanismos de ensamble y activacién de
MTORC2, es gracias al uso de herramientas moleculares que han permitido la delecién del gen que
codifica la subunidad regulatoria rictor (sistema CRISPR/Cas9), o bien, aquellas que inhiben la
transcripcién de Rictor (ARNs pequefios de interferencia o ARNs cortos de horquilla) (Lone et al.,
2019; Martinez Calejman et al., 2020; Un et al., 2018). Sin embargo, existen herramientas que son
mas especificas y que actualmente se encuentran en boga, siendo uno de ellos el Sistema de
Recombinacién mediada por Cre-loxP. Esta es una poderosa herramienta que permite la edicion de
genes mediante el uso de lineas celulares o animales modificados transgénicamente. Uno de los
padres tiene codificado el gen cre bajo el control de un promotor tejido especifico, mientras que el
otro tiene flanqueado el gen de interés con secuencias /oxP. La progenie va a expresar a la Cre-

recombinasa de manera especifica, reconociendo y cortando las secuencias /oxP. Esta herramienta
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ofrece ventajas sobre otras, ya que la delecién es constitutiva, inducible y tejido especifica (McLellan

et al., 2017).

ii. Funcion especifica de mTORC2 en el epitelio intestinal.

Haciendo uso de este sistema de delecién génica, se ha logrado eliminar de manera tejido especifico
a la subunidad regulatoria Rictor al expresar a la Cre-recombinasa bajo el control del promotor de
la villina-1, proteina que se expresa Unicamente en las microvellosidades presentes en las células
epiteliales intestinales (CEl) (Madison et al., 2002; Magee et al., 2012). En nuestro laboratorio,
empleando este modelo animal (ratén carente de Rictor), hemos observado que la sefalizacion de
PI3K/Akt/mTOR es importante no solo en el mantenimiento de la homeostasis del epitelio intestinal,
sino que también juega un papel esencial en la destruccién de la barrera epitelial y en los procesos

de diferenciacién celular (Gutiérrez-Martinez et al., 2019).
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Figura 4. Efectos de la delecién de Rictor en colonocitos. Rictor y mTOR fueron evaluadas por Western blot
en lisados de criptas aisladas obtenidas de ratones WT o carentes de Rictor (Rictor®“®) (A). Posteriormente se
realizé el andlisis por Western Blot del fosfoestatus de efectores moleculares de mTORC2 (PKCa T638 y Akt
S473), mTORC1 (S6K1 S235) y PDK1 (AKT T308) en criptas aisladas (B) y enteroides (C) de ratones WT o
Rictor®®. Adicionalmente, por medio de ensayos de Western Blot (C) e inmunofluorescencia (D) se evalud la

proliferacion (PCNA) y muerte celular por apoptosis (ACasp-3) en enteroides WT Y carentes de Rictor (Castro-

Martinez et al., 2021).

Recientemente también se encontré que la delecién genética de rictor tanto en criptas intestinales
aisladas como en enteroides, promueve un incremento en la concentracion de la subunidad

regulatoria Raptor (Figura 4A), mismo que se ve reflejado en el aumento de la fosforilacion del




residuo S235/236 de la proteina ribosomal S6 cinasa P1 (efector molecular de mTORC1), y la
disminucién en la fosforilacion de la S473 de Akt y de la T638 de PKCa (efectores moleculares
directos de mTORC2) (Figuras 4B y 4C). Entonces, estos resultados sugieren que después de la
pérdida de Rictor, mTOR se asocia con Raptor, favoreciendo la formacion y activacién de mTORC1,
fomentando asi el cambio de mTORC2 hacia mTORC1 de manera independiente de sefales

extracelulares.

AlUn mas relevante, la pérdida de Rictor/mTORC2 evidencid tener efectos sobre la viabilidad celular
de los enteroides, ya que se mostrd que existe un aumento en la concentracion del marcador de
proliferacién celular PCNA (antigeno nuclear de células en proliferacion) y en el corte y activacion
de caspasa-3 (marcador de muerte celular por apoptosis) (Figuras 4C y 4D). Todo esto en conjunto
indica que existen sefiales todavia desconocidas en el intestino que promueven la proliferacion
celular como un mecanismo compensatorio al exceso de muerte celular, mismo que es mediado por

Rictor/mTORC2 (Castro-Martinez et al., 2021).

De manera notoria, la eliminacion de rictor también resulta en el incremento de Akt fosforilada en
la Treonina 308, una fosforilacion mediada por la cinasa PDK1 (Figuras 4B y 4C). Dicho resultado
evidencia claramente que existen mecanismos compensatorios desconocidos que podrian estar

retroalimentando a la via mTORC1 en la ausencia de Rictor/mTORC2.
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2. Planteamiento del problema.

La delecién de Rictor en las células epiteliales intestinales estimula la activacion de Raptor/mTORC1
y la muerte por apoptosis. Sin embargo, usando un cultivo primario de enteroides, nosotros
identificamos que en estas células epiteliales también existe mayor proliferacién, por lo que no se
afecta la viabilidad de los organoides. El mecanismo por el cual mMTORC1 regula todos estos procesos

bioldgicos aun no se ha investigado.

3. Hipdtesis.

La hiperactivacion de mTORC1 inducida por la ausencia de Rictor promueve cambios en la viabilidad

y diferenciacién celular en las céulas epiteliales intestinales del ratén Rictor®“E',
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4. Objetivo general.

Identificar los efectos bioldgicos de la activacién del complejo mTORC1 en las criptas intestinales de

los animales Rictorc®.

a. Objetivos especificos.
1. Analizar la muerte celular en las CEl del ratén Rictor®°®.

2. Analizar cambios morfolégicos en las CEIl del ratdn Rictor®cH,

5. Disefio experimental.
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6. Materiales y métodos.

a. Experimentos animales.

Se usaron ratones de 6 a 8 semanas de edad C57BL/6J (Wt) y deficientes de Rictor en las células
epiteliales intestinales (Rictor‘t") (The Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME). Los ratones B6. Cg-
Tg(Vil1l-cre)997Gum/J (Stock No:004586) y STOCK Ptprc® Thyl® 86 Rictor™*K8/SjmJ (Stock No:
020649) fueron comprados de Jackson Laboratory. Los animales fueron alojados en un ciclo

dia/noche estandar, con acceso libre a comida y agua.
b. Anticuerpos y reactivos.

Los anticuerpos y reactivos fueron usados de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Akt1 (CST-
2938), pPKCa/B (Thr638/641) (CST-9375) Y PKCa (CST-2056), Proteina Ribosomal S6 (CST-2317),
Proteina ribosomal pS6 (Ser235/236) (CST-4858), pAkt473 (Ser473) (CST-4060) se obtuvieron de
Santa Cruz (Santa Cruz, CA). La Caspasa-3 escindida (Asp175) (CST-9661), mTOR, raptor y rictor
(D16H9; CST-9476), p-PDK1 (Ser241) (CST-3061), Receptor del Factor de Crecimiento Epidermico
EGFR (D38B1), p-EGFR (Tyr1045) (CST-2237) y p-Histona 3 (Ser10) (CST-9701) se obtuvieron de Cell
Signalling (Danvers, MA). PCNA PC10 (ab29) de Abcam (Cambridge, MA).

c. Aislamiento de criptas intestinales.

Se identificé el colon proximal y se removieron segmentos de 1-2 cm. Las visceras se abrieron, se
enjuagaron en PBS frio y fueron incubadas en solucidon de quelacién Ca2+ por 30 minutos a
temperatura ambiente (966 mM NaCl, 1.5 mM KCI, 10 mM HEPES, 10 mM TRIS, 27 mM EDTA o
NaEGTA, 45 mM sorbitol, 28 mM sacarosa y 0.1% BSA). Después de la quelacion el tejido fue agitado
manualmente para liberar las criptas. El tejido fue removido y la solucién fue centrifugada a 2000
rom durante 2 minutos. Las criptas aisladas fueron lisadas en RIPA para el posterior analisis en

Western blot (Mahe et al., 2015).
d. Establecimiento de enteroides.

El Matrigel se diluyd a 4°C hasta obtener una concentracion del 50% en medio de cultivo completo
(MCC: DMEM-F12 avanzado con suplemento N2, suplemento B27, 1 x GlutaMAX, tampén HEPES 10
UM, penicilina 1 pg/mL, estreptomicina 1 pg/mL, Y27632 3.2 mg/mL y 163.2 mg/mL NAC). Los
micropozos se esterilizaron con etanol, se lavaron x 3 en tampdn de enjuague y se colocarona 4 °C

antes de plaquear las criptas. Se afiadié una suspension de 400 uL de criptas a cada micropocillo




(5000 criptas/mL) y se dejé que las criptas se asentaran en los pocillos durante 2 min. A
continuacién, se elimind con cuidado el sobrenadante y se afadié Matrigel enfriado con hielo (400
pL). El Matrigel se complementd con las siguientes concentraciones de factor de crecimiento: 5
ng/mL Wnt-3a, 50 ng/mL EGF, 100 ng/mL Noggin y 1 ug/mL R-spondinl. Se polimerizé el Matrigel
durante 15 min a 37°C, y posteriormente se afadieron 1.6 mL de medio de cultivo completo sobre
el Matrigel. Los factores de crecimiento se repusieron mediante la adicién directa al medio cada 2
dias y el medio se cambié cada 4 dias. Se usé R-spondinl a 1 pg/mL para la siembra inicial y 500
ng/mL durante la duracidn del cultivo. Y27632 y NAC solo se incluyeron en el MCC en el momento

de la siembra inicial y se eliminaron de los medios de cultivo posteriores (Ahmad et al., 2014).
e. Western blot.

Las muestras colectadas en amortiguador de lisis RIPA (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% acido
deoxicélico, 0.1% SDS, 50 mM Tris, pH 8.0) fueron homogenizadas usando un homogenizador
Benchmark BeadBlaster™ (Benchmark Scientific; Sayreville, NJ). La concentracién de proteina se
determind por medio del ensayo de proteina BCA, (Pierce, Thermo Fisher Scientific; Walthman, MA).
Se cargaron 25 pg en SDS-PAGE desnaturalizante para WB. Las muestras fueron incubadas con

anticuerpos primarios en amortiguador de bloqueo durante toda la noche a 4°C.
f. Andlisis de proliferacion celular.

La proliferacion fue evaluada in vivo por inyeccidn intraperitoneal de 5-etinil-2-deoxiuridina (EdU)
(200 mg/kg). La incorporacion de EdU fue determinada con el Kit de Proliferacién Celular Click-iT
EdU (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific; Walthman, MA), de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.
g. Andlisis de apoptosis.

La apoptosis se evalué analizando la presencia de Caspasa 3 activa (ACasp-3). La presencia de ACasp-
3 se determind usando un anticuerpo comercial contra Caspasa-3 escindida (CST-9664). La tincidn

de inmunofluorescencia se realizé de acuerdo con instrucciones del fabricante.
h. Inmunofluorescencia.

Las muestras fueron fijadas con paraformaldehido durante 20 minutos a temperatura ambiente, y
posteriormente permeabilizadas con 0.1% Triton X-100 por 15 minutos a temperatura ambiente, y

posteriormente bloqueadas con 2% BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante 1 hora a




temperatura ambiente. A continuacidn, las muestras fueron incubadas con anticuerpo primario
durante toda la noche a 4°C, y entonces se afiadieron anticuerpos secundarios marcados con Alexa
por 1 hora a temperatura ambiente. Las imdgenes fueron tomadas con un microscopio confocal LMS
510 (Zeiss, Jena, Alemania), o con un Leica TCS SP8x (Wetzlar, Alemania). Las imagenes fueron

analizadas con el programa Fiji-lmage J (Bethesda, MD).
7. Discusion.

La fosforilacién de la Serina 308 de Akt por la PDK1 es resultado de la generacion del segundo
mensajero PIP3 a partir del reclutamiento de la PI3K hacia la membrana plasmatica por activaciéon
de receptores de factor de crecimiento epidérmico (EGFR). De manera clasica, la unién de un factor
de crecimiento promueve la autofosforilacién de su receptor, permitiendo el reclutamiento y
activacion de la PI3K. Sin embargo, de manera no candnica la activacion de la via JAK/STAT puede
activar también a la PI3K adn en ausencia de estimulo. Entonces, dado que hay un enriquecimiento
de citocinas en el coldn, la fosforilacién de la Serina 308 de Akt que se observa en las criptas
intestinales del ratén que carecen de Rictor, probablemente sea resultado de este mecanismo. Sin
embargo, esto no explica el aumento, aunque en menor medida, en la fosforilacidon de este residuo
en los organoides, ya que estos son crecidos en medios controlados. Es decir, crecidos en un sistema
donde no hay factores ambientales interactuando con ellos (como citocinas, microbiota, productos
bacterianos, por citar algunos ejemplos). Por lo tanto, deben de existir otros mecanismos que estén

activando a la PI3K.

Se sabe que los ligandos del EGFR como la anfiregulina, la betacelulina (BTC), la epirregulina, las
neurorregulinas, el factor de crecimiento transformante a (TGF-a), el factor de crecimiento similar
al EGF de union a heparina (HB-EGF) y el propio factor de crecimiento epidérmico (EGF) pueden ser
escindidos por multiples miembros de la familia de enzimas convertidoras del factor de necrosis
tumoral a (TACE, también conocidas como ADAM'’s). Estas metaloproteasas se encuentran ancladas
en la membrana plasmatica y su funcidn es cortar el ectodominio de las proteinas de la superficie
celular, incluidos los ligandos del EGFR, liberandolas para que asi puedan interactuar y activar al
EGFR (Daub et al., 1996; Ohtsu et al., 2006; Prenzel et al., 1999). Asi pues, el incremento en la
fosforilacién del residuo de Serina 308 en Akt que se observa en los organoides carentes de Rictor

podria requerir la activacidn constante de la metaloproteasa TACE/ADAM.

Otra molécula importante que probablemente se encuentra involucrada en la activacion del EGFR

es la E-cadherina. Esta es una glicoproteina transmembranal que media las uniones adherentes




entre células y se encarga del mantenimiento de la estructura normal de los epitelios. La principal
funcién de la E-cadherina es establecer y reforzar la adhesidn intercelular en las uniones adherentes
que se anclan al citoesqueleto de actina para mantener la estructura y forma de la célula (Hu et al.,
2016). La formacion de uniones homofilicas de E-cadherina favorecen el reclutamiento de la
subunidad regulatoria p85 de PI3K, lo que contribuye a la activacion de la via PI3K/Akt en los sitios
de unién célula-célula, y este podria ser un mecanismo por el cual la Serina 308 de Akt esta siendo
fuertemente fosforilada en los organoides carentes de Rictor (De Santis et al., 2009). Aunado a esto,
la E-cadherina podria estar participando en la formacién y mantenimiento de balsas lipidicas que
conservan a los pro-factores de crecimiento en cercania de TACE y RTK’s, facilitando la activacién
de estos ultimos. Sin embargo, un mecanismo que no se puede descartar es el procesamiento
proteolitico de E-cadherina que es mediado por varias proteasas membranales, incluidas la a-
secretasa, ayudada por metaloproteasas de matriz (MMP-2/3/7/9/14), TACEs (TACE10/15/17),
kallikreina 7 y plasmina. Dichas proteasas procesan proteoliticamente a E-cadherina para generar
un fragmento extracelular N-terminal de 80 kDa que es soluble y que se denomina E-cadherina
soluble (sE-cad), y un fragmento intracelular C-terminal de 38 kDa (CTF1) que es generalmente
citosodlico (Hu et al., 2016). Aunque ambos fragmentos tienen alta activad bioldgica, especificamente
la sE-cad actua como ligando del EGFR y promueve la activacion las vias de sefalizacion PI3K y
ERK1/2 rio abajo de dicho receptor (Inge et al., 2011). Entonces, el aumento en la fosforilacion de la
Serina 308 de Akt podria ser un efecto de la activacion de la PI3K rio abajo de algin RTK que es
activado directamente por la forma soluble de la E-cadherina liberada en los organoides carentes

de Rictor a través de alguna de las proteasas antes mencionadas.

Recientemente, se demostrd la participacion de ARN’s largos no codificantes (LncRNA’s) en la
sefializacion PI3K/Akt (Koirala et al., 2017; Lin et al., 2017; Zhou et al., 2020). Los LncRNA’s son ARN
gue no tienen la capacidad de codificar proteinas, por lo que se consideraban como “basura
evolutiva”. Sin embargo, evidencias recientes sugieren que este tipo de ARN regulan multiples
procesos bioldgicos a través de su asociacidén con otras macromoléculas. Es asi que se ha
demostrado que, por ejemplo, el LncRNA AK023948 interactia con la ARN helicasa A dependiente
de ATP DHX9 y con la subunidad regulatoria p85 de PI3K, lo cual estabiliza a la p85 y promueve la
actividad de Akt (Koirala et al., 2017). También, bajo ciertas condiciones el LncRNA LINK-A es
necesario para la interaccién Akt-PIP3 y la consecuente activacién enzimatica de Akt (Lin et al,,
2017). Adicionalmente, se ha demostrado que algunos LncRNA’s regulan la actividad del EGFR al

controlar la ubiquitinacidn de la molécula. Cuando el EGFR se encuentra fosforilado en la Tirosina




1045, la ubiquitin-ligasa Cb1 se une directamente y entonces el EGFR es marcado para degradacion
lisosomal (Grgvdal et al., 2004). Sin embargo, cuando el LncRNA LINC01485 se sobreexpresa, se une
al residuo de fosfotirosina 1045 y de esta forma inhibe la unién del EGFR con la Cb1, bloqueando de
manera parcial la ubiquitinacidon y posterior degradacion del EGFR. El resultado final es una
activacion sostenida de la via PI3K/Akt, promoviendo el crecimiento tumoral (Zhou et al., 2020).
Entonces, no se descarta la idea de que exista algin LncRNA que se esté sobrexpresando en las
células epiteliales carentes de Rictor y que este sea capaz de mantener hiperactivada la via de

sefalizacion PI3K/Akt.
8. Conclusion.

Debido a la contingencia sanitaria causada por la pandemia Covid-19, no tuve la posibilidad de
entrar a laboratorio, por lo cual, los objetivos de esta tesis aun se encuentran inconclusos. Sin
embargo, se realizd una exhaustiva investigacion tedrica, analizando los posibles mecanismos
moleculares que conllevan a la activacion de Raptor/mTORC1 en ausencia de Rictor/mTORC2 en
células epiteliales intestinales. De acuerdo con los resultados anteriormente obtenidos en nuestro
laboratorio y a la revision bibliografica, proponemos el siguiente mecanismo molecular (Figura 5).
Gracias a la eliminacién de Rictor/mTORC2 de las células epiteliales intestinales por utilizando un
sistema de delecidn génica Cre-LoxP, se encontré que estas células entran en procesos de muerte
celular por apoptosis o por anoikis. Ambos mecanismos de muerte celular provocan la liberacion de
grandes concentraciones de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales promueven la activacién
de metaloproteasas de la familia TACE/ADAM. Como resultado, las células apoptodticas generan por
escision, factores de crecimiento maduros, los cuales al interactuar con su receptor conllevan a la
activacion de la via de sefializacion PI3K/Akt/mTORC1. Dado que también en estas células se abolid
a Rictor/mTORC2, y por lo tanto se esta favoreciendo la formacidn del complejo Raptor/mTORC1, la
estimulacién con factores de crecimiento provoca una hiperactivaciéon de Raptor/mTORC1,
resultando en la activacion de procesos celulares de supervivencia, proliferacién y diferenciacion.
Se pretende que este mecanismo molecular propuesto sea investigado durante la realizacion del
doctorado. No obstante, tampoco se pueden descartar otros mecanismos alternos e intrinsecos que
estén promoviendo la activacion de Raptor/mTORC1 a falta e Rictor/mTORC2 (E-cadherina o

LncARN’s, por ejemplo.
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Figura 5. Mecanismo molecular propuesto. Ante la ausencia de Rictor/mTORC2, las células epiteliales
intestinales mueren por apoptosis o anoikis, lo cual promueve la activacién de metaloproteasas que generan
factores de crecimiento maduros. Estos, al interaccionar con su receptor en células vecinas, activan cascadas
de sefializacion (PI3k/Akt/mTORC1) que inician procesos celulares de supervivencia, proliferacion y
diferenciacion, como mecanismos compensatorios al exceso de muerte celular originado por la delecién de

Rictor/mTORC2.
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