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Resumen

La hormona liberadora de la corticotrofina (CRH) y sus péptidos relacionados, las urocortinas
(UCNSs) ejercen un rol clave en la respuesta neuroendocrina y comportamental frente al
estrés. CRH regula la actividad en el eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) y ademas se
encuentra ampliamente distribuido en el sistema nervioso central donde funciona como un
neuromodulador, integrando aspectos comportamentales y afectivos de la respuesta a
estrés. Por otro lado, las UCNs también se encuentran en el sistema nervioso central, pero
su expresion es mas restringida en comparacion con CRH. Se ha demostrado que la
desregulacion del sistema CRH/CRHR1, se encuentra asociada a patologias relacionadas
con el estrés, la ansiedad y la depresion. Sin embargo, este sistema cuenta también con un
receptor de alta afinidad para las UCNs, el CRHR2. Este receptor y el accionar de sus
ligandos es un terreno que se encuentra en exploracion y del que aun se conoce poco.
Tanto el CRHR1 como el CRHR2 son receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) de clase
B. Los GPCRs son los mediadores de las respuestas celulares a una gran cantidad de
estimulos, lo que los convierte en blanco del estudio de nuevos farmacos para el tratamiento
de muchas patologias.

Respecto al accionar de los GPCRs, existe una via canénica donde se acoplan a proteinas
G heterotriméricas que, a su vez, desatan la regulacion de multiples proteinas efectoras.
Hoy en dia se conoce un nuevo paradigma en la sefalizacion de los GPCRs que involucra
mecanismos independientes de las proteinas G y la sefalizacién desde endosomas luego
de la internalizacion del receptor. Recientemente, nuestro laboratorio demostré que el
CRHR1 mediante la activacion por CRH, cumple con el nuevo paradigma en la sefializacion
de los GPCRs. Se sabe que la activacion de los receptores de CRH produce un incremento
de los niveles intracelulares de AMPc (de sus siglas Adenosin Monofosfato Ciclico), la
consecuente activacion de la quinasa de proteina A (PKA) y la entrada de calcio. Nuestro
laboratorio ha demostrado que el CRHR1 estimulado por CRH, activa ERK1/2 en dos fases
mediante mecanismos diferentes y presenta una sefalizacién sostenida de la respuesta de
AMPc mediada por una adenilil ciclasa soluble (sAC) en entornos neuronales. La fase mas
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tardia de ERK1/2 en este entorno celular depende de la endocitosis y se efectia desde los
endosomas. Decidimos ampliar estos conocimientos al otro receptor de CRH en el cerebro,
el CRHR2a.

En este trabajo nos focalizamos en estudiar con profundidad las vias de sefializacion
activadas por el CRHR2a en un entorno celular neuronal ya que la mayoria de los trabajos
con los que contamos hoy en dia se han realizado en lineas celulares periféricas. Para
responder a esto, generamos un sistema celular utilizando la linea celular neuronal
hipocampal de raton HT22 que expresa de manera estable el CRHR2a. Por otro lado, de
manera comparativa, utilizamos las células de insulinoma de ratén MIN6 que expresan los
receptores de CRH de manera endégena y que corresponden a un entorno celular periférico
(células B pancreaticas).

En primer lugar, utilizando diferentes herramientas de biologia molecular, describimos el
perfil de activacion de ERK1/2 al estimular el CRHR2a utilizando diferentes ligandos. A su
vez, demostramos que el ERK1/2 se activa rio abajo del AMPc que proviene de ambas
fuentes generadoras (tmACs y sAC) en el entorno celular hipocampal, mientras que en las
células MING, el perfil de activacion de ERK1/2 es similar pero la estimulacion del CRHR2a
no evoca la respuesta del segundo mensajero. Caracterizamos ademas la respuesta de Akt
y de CREB gatillada por las UCNs mediante el CRHR2q, siendo la fosforilacion de Akt
dependiente sélo del AMPc generado por sAC, y CREB dependiente de ambas fuentes de
AMPc. Por otro lado, las UCNs son capaces de generar un aumento en la actividad de PKA
en las células HT22-CRHR2a. El aumento en la fosforilacion tanto de CREB como de
ERK1/2 dependen de esta quinasa, mientras que sobre Akt tiene un efecto inhibitorio. A su
vez describimos la induccién en la expresion de c-fos generada por ambos receptores de
CRH, tanto en las células HT22 como el cultivo primario de neuronas de hipocampo y de
corteza.

En segundo lugar, observamos cambios morfolégicos en las células HT22-CRHR2a
evocados por la activacion del CRHR2a dependiente del ligando, ya que las UCN1 y 3 son
capaces de generarlos mientras que la UCN2 no tiene esta capacidad. Sélo el AMPc
generado por sAC participa en este proceso de diferenciacion, asi como también participa
la PKA/CREB y probablemente c-fos.

Finalmente, nos propusimos estudiar el transito del CRHR2a en las células HT22.
Observamos un comportamiento particular, donde en condiciones basales el receptor se
encuentra mayormente dentro de la célula, luego de 6 minutos de estimulo la cantidad en
membrana aumenta y luego de 30 minutos vuelve a niveles basales. En base a este
resultado profundizamos el estudio en la endocitosis y el reciclado del receptor, donde al
bloquear ambos procesos, aumenta la activacion de ERK1/2 y disminuye la de Akt, lo que
nos sugiere un posible crosstalk entre estos efectores.

Palabras clave: GPCR, CRH y UCNs, CRHR2a, AMPc, ERK1/2, neuronas hipocampales
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Abreviaturas

AC: Adenilil Ciclasa
AMPc: Adenosin Monofosfato ciclico
CREB: De sus siglas en inglés, cAMP Response Element-Binding

CRH: Hormona liberadora de corticotrofina, de sus siglas en inglés, Corticotropin-

Releasing Hormone

CRH-BP: Proteina de unién a CRH, de sus siglas en inglés, CRH-Binding Protein
CRHR1: Receptor de CRH de tipo 1

CRHRZ2: Receptor de CRH de tipo 2

EPAC: De sus siglas en inglés, Exchange Protein Activated by cAMP

ERK1/2: De sus siglas en inglés, Extracelular signal-Regulated Kinases

Fks: Forskolina

GPCR: Receptor acoplado a proteinas G, de sus siglas en inglés G-Protein

Coupled Receptor

IEGs: Genes de expresion inmediata temprana, de sus siglas en inglés:

Immediately Early Genes

PDEs: Fosfodiesterasas, de sus siglas en inglés, Phosphodiesterases

PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa, se sus siglas en inglés, Phosphoinositide 3-kinase
PKA: Proteina quinasa A

PKB/Akt: Proteina quinasa B

SAC: Adenilil ciclasa soluble

tmACs: Adenilil ciclasa transmembrana

UCN: Urocortina
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Introduccién

El sistema CRH

1 ¢Qué es el estrés?

Los organismos vivos necesitan de manera indispensable contar con mecanismos
gue les permitan afrontar situaciones de estrés. Por el 1950 se describi6 el Sindrome
de Adaptacion General (SAG), hoy, mejor conocido como sindrome del estrés. Hans
Selye lo describié como la respuesta de un individuo para afrontar cualquier situacion
gue implique un cambio (Selye, 1950). Encontrar un consenso que abarque todas las
areas en las que el estrés esté involucrado no es tarea facil, sin embargo, existe
comun acuerdo en que el sistema de respuesta a estrés de un organismo es activado
tanto por estimulos externos como internos (estimulos estresores) y que éstos
producen cambios bioquimicos, funcionales y comportamentales inmediatos, como
asi también modificaciones a largo plazo que son necesarias para la supervivencia

del individuo.

Una visibn mas actual de este fendmeno involucra a los factores genéticos junto con
los estimulos del entorno y afirma que el riesgo de enfermedad est& determinado por
la interaccién entre la predisposicion genética y los factores ambientales, que a
menudo se manifiestan a través de marcas epigenéticas, es decir, modificaciones
guimicas del DNA sin cambios en la secuencia de nucleétidos. En este contexto, el
estrés ha surgido como el factor ambiental mas prominente causalmente involucrado
en la etiologia de los trastornos psiquiatricos. En consecuencia, el campo de la
investigacion sobre el estrés se centra en la comprensiéon de cémo la diversidad de
factores ambientales a corto y a largo plazo, genera una respuesta adaptativa en el

cuerpo (Deussing & Chen 2018).

Entonces, consideramos que es de suma importancia estudiar este fenébmeno de una
manera global. En nuestro caso nos interesamos en profundizar acerca de los
mecanismos moleculares que regulan los neuropéptidos como CRH y las UCNs en

un entorno neuronal.
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1.1 CRH vy su familia de péptidos relacionados

CRH es un péptido de 41 aminoacidos, aislado y caracterizado inicialmente por Vale
y sus colaboradores a partir de extractos hipotalamicos conocido por su capacidad de
estimular la secrecién de ACTH vy, por lo tanto, activar el eje hipotalamico-hipofisario-
adrenal (HPA), el principal sistema neuroendocrino de la respuesta a estrés (Spiess
et al., 1981; Hillhouse & Grammatopoulos, 2006). Otros péptidos que se encuentran
dentro de la familia CRH en mamiferos son: urocortina 1 (UCN1) (Vaughan et al.,
1995), urocortina 2 (UCN2) (Reyes et al., 2001) y urocortina 3 (UCN3) (Hsu & Hsueh
2001). Estas hormonas peptidicas y sus receptores, CRHR1 y CRHR2 de los cuales
hablaremos mas adelante, estan presentes de forma ubicua en todos los tejidos de
mamiferos y juegan un papel clave en los efectos centrales y locales mediados por el

estrés.

En términos evolutivos, existen varias hipétesis acerca del origen de la familia de CRH
la cual se sostiene evolutivamente antes de los tetrapodos y teledsteos lo que indica
su importancia en el mantenimiento de la homeostasis (Chang & Hsu 2004). La
hip6tesis mas aceptada es la conocida como 2R o 2WGD (de sus siglas en inglés 2
Rounds y 2 Whole Genome Duplication). Esta afirma que, partiendo de un gen, en
una primera ronda de duplicacion del genoma completo, surgen dos genes paralogos,
uno sera asociado a CRH y UCNL1 y el otro a UCN2 y 3. En una segunda ronda de
duplicacién, estas dos secuencias divergirdn en otras dos nuevas secuencias
paralogas, dando lugar a CRH y las 3 urocortinas. Para el caso de los receptores el
concepto es el mismo, pero con algunas diferencias: en la primera ronda de
duplicacion donde un gen diverge en dos secuencias pardlogas una dara una
estructura temprana del CRHR1 y la otra el CRHR2. En una segunda ronda de
duplicacién los receptores estaran maduros y surgirian los paralogos segun las reglas
de la genética. Se cree que estos dos genes se extinguieron ya que no han tenido
funcién en la evolucion de los cordados (Lovejoy et al., 2014, On et al., 2019). En la

figura 1 se esquematiza como seria la evolucion de los genes previamente explicada.
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Figura 1: Esquema de la co-evolucién de CRH, sus receptores y sus péptidos relacionados. Las

lineas punteadas corresponden a los eventos de duplicacion gendmica, las flechas de colores a la
afinidad de los ligandos por los receptores, las lineas con flechas negras corresponden a la direccién y
la seleccién evolutiva. Ul: Urotensina, SVG: Sauvagina, Ucn: Urocortina. Modificado de Lovejoy et al.,
2014,

Desde el inicio de su descripcién, se anticipaba que CRH tendria funciones
importantes en los circuitos extrahipotalamicos. Hoy, es considerado un componente
maestro de la respuesta integrada a estrés, orquestando una variedad de
mecanismos que regulan aspectos comportamentales vy fisioldgicos de la respuesta.
Mas aun, la desregulacion de los mecanismos asociados a la sefializacion por CRH
estan implicados en el desarrollo de patologias asociadas al estrés como ansiedad y
depresion (Holsboer & Ising 2010) (Figura 2). En la periferia, la hormona CRH tiene

un papel inmunomodulador, generando una respuesta proinflamatoria.
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Figura 2: Accion de CRH / CRHR1 a niveles fisioldgicos. En el eje HPA: CRH y AVP son secretados
por el PVN hipotalamico y activan la liberacién de ACTH desde los corticotrofos hipofisarios que, a su
vez, impulsan la sintesis y liberacion de corticosteroides de la corteza suprarrenal. Los corticosteroides
ejercen una retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo y la secrecion de la hormona supresora de
la hipdfisis. La expresion de CRH en los circuitos extrahipotalamicos actlia como un neuromodulador
que orquesta una respuesta humoral y conductual compleja al estrés. El efecto de la activacion de
CRHR1 en el comportamiento depende del area del cerebro analizada. La relevancia de este receptor
yace en el control de un delicado equilibrio entre ciertos circuitos para una respuesta adecuada al estrés
y la desregulacion del sistema puede conducir a trastornos relacionados con el estrés. BLA, amigdala
basolateral; BNST, nucleo del lecho de la estria terminal; CeA, nucleo central de la amigdala; CoA,
nucleo cortical de la amigdala; DMH, hipotalamo dorsomedial; GP, globo palido; MA, nucleo medial de
la amigdala; PAG, gris periacueductal; PVN, nucleo paraventricular del hipotalamo; RN, nucleos de rafe;

SN, sustancia negra; VTA, area tegmental ventral. Tomado de Inda, Armando, et al., 2017.

Adentrandonos en los patrones de expresion de estos neuropéptidos, en el cerebro,
se sabe que CRH esté distribuido de una manera ubicua mientras que las urocortinas
se encuentran en zonas mas restringidas, esto se sostiene tanto en roedores como

en humanos. CRH esta fuertemente expresado en el hipotadlamo y en el nucleo
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paraventricular (PVN) donde regula la actividad del eje HPA como se ha comentado
anteriormente (Merchenthaler et al., 1982; Cummings et al., 1983; Sakanaka et al.,
1987). Ademas, se encuentra en el bulbo olfatorio, en la corteza del nucleo
accumbens, en el neocortex, cortex piriforme, en interneuronas del hipocampo, en la
amigdala central y en diferentes divisiones del nacleo del lecho de la estria terminal
(BNST) asi como también ampliamente en el complejo olivar superior (Alon et al.,
2009, Itoi et al., 2014, Kono et al., 2017). En la periferia, se encuentra en la placenta
en la etapa gestacional y en el tracto gastrointestinal, asi como también en distintos
tipos celulares de la piel (Majzoub & Karalis, 1999; Slominski et al., 2007; Buckinx et
al., 2011).

La UCNL1 se encuentra expresada en el nucleo de Edinger-Westphal, en el nucleo
supraoptico y en el complejo olivar superior. El sitio con mayor cantidad de neuronas
productoras de UCNL1 es el septum lateral (Kozicz et al., 2002), y asi como CRH
también se encuentra en el tracto gastrointestinal (Harada et al., 1999, Muramatsu et
al., 2000).

Hasta el dia de hoy, sigue siendo un gran debate describir la expresion de la UNC2
en el cerebro ya que la primera descripcidén que se realiz6 fue en cerebro de rata, pero
luego esos resultados no se pudieron reproducir en ratones (Reyes et al., 2001,
Tanaka et al., 2003). Se cree que la expresion basal de UCN2 esta cerca de los limites
de deteccion de las técnicas con las que se cuenta para este tipo de analisis. Los
primeros datos acerca de la expresion de esta urocortina fueron demostrados por
hibridacién in situ de RNA mensajero y se encontrdé en el nlcleo paraventricular,
nacleos supradpticos, nucleo arcuato, locus coeruleus, y otros nacleos motores del
cerebro, asi como también en el asta central espinal (Chen et al., 2003, Chen et al.,
2004). Ademas se ha reportado en meninges (Reyes et al., 2001). Muchos trabajos
han demostrado la expresién de la UCN2 en el cerebro por RT-PCR, pero no han
determinado en que region o area de este. En la periferia, se lo ha encontrado es en
el musculo esquelético y la piel y se ha detectado en el corazon, cardiomiocitos, donde
actlia tanto de manera paracrina como autocrina (J. Li et al., 2013; Deussing & Chen,
2018)

Finalmente, para la UCN3, la mayor informacién sobre su expresion y accion es en la

periferia. Se la ha detectado en células de la cripta y caliciformes del intestino
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(Deussing et al., 2010, Grin et al., 2015). Por otro lado, en células del pancreas esta
urocortina esta fuertemente expresada (Parrish Waters et al., 2015, Parra-Mercado et
al., 2019) y de hecho se la considera como un marcador especifico de la
diferenciacion de las células en células pancreaticas. Particularmente en el cerebro,
se la ha encontrado en el area predptica medial (MePO), en la amigdala media (MeA),
en el BNST, en el hipotdlamo, en el ndcleo ventral premamilar, en el nucleo
parabraquial y en el nucleo olivar superior (Lewis et al., 2001, Deussing et al., 2010).
Se considera que es el ligando de mayor afinidad para el CRHR2 en el cerebro,
porque se ha encontrado que las fibras positivas para UCN3 co-localizan con sitios

de expresién de este receptor (C. Li et al., 2003)

En la figura 3 se pueden ver los patrones de expresién representados en un cerebro

murino.
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Figura 3: Corte sagital de cerebro murino con los sitios de expresion de mRNA que se han
documentado para CRH (CRF) y sus péptidos relacionados. En puntos anaranjados se muestra
CRH, en verde la UCN1, en celeste la UCN2 y en violeta la UCN3. Amb, nlcleo ambiguo, AP, area
postrema; arc, nucleo arqueado, ; Bar, nucleo de Barrington; BLA, amigdala basolateral; BNST, nucleo
del lecho de la estria terminal (d, dorsal; v, ventral); CA1, cornu ammonis subcampo 1; CA3, cornu
ammonis subcampo 3; CC, cuerpo calloso; CeA, amigdala central; Cereb, cerebelo; CingCx, corteza
cingulada; CPu, putamen caudado; DeepN, nucleo profundo del cerebelo; DG, giro dentado; EW, nucleo
de Edinger Westphal; FrCx, corteza frontal; GPe,globo palido externo; Hip, hipocampo; IC, coliculo
inferior; 10, oliva inferior; IPN, nucleo interpeduncular; LC, locus coeruleus; LH, hipotalamo lateral; LS,
septum lateral; LSO, oliva lateral superior; LTDg, nucleo laterodorsal terminal; MeA, amigdala media;
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MePO, area predptica medial; MGN, nucleo geniculado medial; MS, septum medio; MVN, nucleo
vesticular medial; NAc, nucleo accumbens; NTS,nucleo del tracto solitario; OB, bulbo olfatorio; OccCx,
corteza occipital; OT, tubérculo olfatorio; PAG, sustancia gris periacueductal; ParCx, cérteza parietal;
PB, nucleo parabranchial; PFA, area perifornical; PG, pontino gris; Pir, corteza piriforme; Pit, pituitaria
(p, lébulo, l6bulo anterior, intermedio, l6bulo posterior); PM, nucleo premamilar; PPTg, nucleo tegmental
pedunculopontino; PVN, nucleo paraventricular del hipotalamo; R, nucleo rojo; RN, nucleo raphe; RTB,
nucleo del talamo reticular; SC, coliculo superior; SN, sustancia negra; Sp5n, nucleo de la espina
trigerminal; SPO, nucleo paraolivar superior; VMH, hipotalamo mentromedial, VTA, area tegmental

ventral. Tomado de Deussing & Chen, 2018.

1.2 La importancia del sistema CRH en el hipocampo

CRH se expresa en diferentes regiones del hipocampo, se lo ha encontrado en las
interneuronas en ratones adultos asi como también en axones de neuronas
piramidales gabaérgicas (Yuncai Chen et al., 2012). Por otro lado, el CRHR1, asi
como también el CRHR2, se encuentran en este tipo de neuronas piramidales, pero
el CRHR2 se expresa en menor cantidad, estos resultados se obtuvieron utilizando
hibridacion in situ. CRH puede tener funciones excitatorias o inhibitorias dependiendo
de donde se libere, desde las interneuronas, forma parte de elementos presinapticos
inhibitorios, mientras que, desde las espinas dendriticas de las neuronas piramidales,
forma parte de los elementos postsinapticos excitatorios (Yuncai Chen et al., 2012).
El mecanismo de accion mas comun en el hipocampo para CRH es de naturaleza
excitatorio, donde luego de una situacion de estrés, CRH se libera rapidamente, activa
sinapsis excitatorias que evocan la plasticidad sinptica. Esta plasticidad esta
intimamente relacionada con el aprendizaje y la memoria. Se ha demostrado que
CRH se encuentra implicado en estas funciones dirigidas por el hipocampo. Por otro
lado, tanto el aprendizaje como la memoria se encuentran fuertemente afectados por
las situaciones de estrés. Se conoce que un estrés agudo, de algunos minutos puede
mejorar la memoria ya que al aumentar la liberacion de CRH, aumenta la plasticidad
sinaptica El mecanismo no se conoce en su totalidad pero se lo relaciona con el
sistema CRH ya que se ha demostrado usando ratones KO para el CRHR1 que esta
plasticidad depende de este receptor (Regev & Baram 2014). También se ha descripto
gue el estrés crénico genera una deformacion en el desarrollo de las dendritas

piramidales en esta estructura (Maras & Baram 2012).
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Los mecanismos implicados en el proceso de la memoria y el aprendizaje dependen
también de otras estructuras como la amigdala y la VTA. Se cree que CRH orquesta
una respuesta que incluye la actividad de glucocorticoides y mineraloides para que
ésta tenga una armonia temporal que termine afectando la expresion de ciertos genes
(Yuncai Chen et al., 2012).

2 Los receptores de CRH pertenecen a la subfamilia de GPCRs de clase B

2.1 La importancia del estudio de los GPCRs

Tanto CRH como las UCNSs sefalizan a través de dos GPCRs de clase B, CRHR1 y
CRHR2, por lo que se considera estrictamente necesario el estudio de ambos para

poder entender y describir los procesos relacionados con estos péptidos.

Las células tienen la capacidad de percibir cambios en el ambiente externo y en
organismos pluricelulares, pueden ejecutar mecanismos que les permiten
comunicarse entre ellas mediante sefiales especificas. Estas caracteristicas otorgan
a las células la capacidad de mantener la homeostasis mas alla de los cambios que
sufra el entorno. Para que este proceso sea exitoso, es fundamental que las células
puedan adaptarse rapidamente a los cambios en el entorno y de alguna manera
responder. Una gran cantidad de procesos fisiolégicos estan regulados por la
activacién de receptores que responderan mediante multiples vias de sefializacién de
acciéon coordinada y especifica. Es por esto que una amplia variedad de patologias
han sido relacionadas con el control inadecuado de la sefalizacién celular y esto
depende de como los receptores transducen las sefiales del ambiente externo e
interno de las células. Todos los tipos celulares tienen sistemas transmembrana que
comparten dos elementos béasicos: un receptor capaz de reconocer las sefales
extracelulares y un efector que puede generar una respuesta intracelular dependiente

del receptor.

Los receptores acoplados a proteina G, conocidos como GPCRs por sus siglas en
inglés (G protein—coupled receptors) son de gran importancia en las funciones
regulatorias. Los GPCRs son la familia de proteinas mas grande del proteoma
humano, con mas de 800 miembros (~4% del genoma, Schitth & Lagerstrom, 2008).
Siendo los responsables de reconocer y responder frente a una gran variedad de

sefales extracelulares como por ejemplo neurotransmisores, lipidos, hormonas
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peptidicas, moléculas de pequefio tamafio, iones y estimulos sensoriales, estos
receptores se transforman en uno de los componentes esenciales de las células
eucariotas. Frente a este rol clave de los GPCRs, se han convertido en el blanco de
una gran variedad de drogas de la industria farmacéutica para el tratamiento de
patologias asociadas a la alteracion en la sefializacion activada por los mismos. Se
cree que entre el 30 y 40% de las drogas actuales en el mercado, estan dirigidas a
GPCRs (Drews, 2000, Hopkins & Groom, 2002, Kumari et al., 2015). Esto nos lleva a
pensar que el estudio tanto estructural como de los mecanismos activados rio debajo
de estos receptores, es fundamental para comprender el accionar de las

enfermedades, asi también como para el desarrollo de nuevos tratamientos.

La clasificacion mas reconocida de estos receptores es respecto a la homologia de

secuencia y los divide en 5 clases:

e Rodopsina (Clase A):

e Secretina y adhesion (Clase B)
e Glutamato (Clase C)

e Frizzled/taste receptor 2 (TAS2)

Los de clase A son los mas abundantes y estudiados en la mayoria de los organismos,
de hecho el receptor f2-adrenérgico (B2AR), es el modelo para el estudio general de
los GPCRs tanto en estructura como en farmacologia y transduccion de sefiales

(Rosenbaum et al., 2009, Rasmussen et al., 2011).

Ampliamente reconocidos por sus siete dominios transmembrana desde donde
captan las sefiales por su dominio amino-terminal y las transmiten hacia el interior de
la célula por su dominio carboxilo terminal, los GPCRs sefalizan utilizando diferentes
proteinas G. Luego de la activacion por sus ligandos de afinidad, estos receptores
generan un cambio conformacional que los ubica en la posicion activa, desde la cual
pueden interactuar mediante la proteina G heterotrimérica conformada por el
complejo Ga-GB-Gy. La proteina Ga contiene un sitio de intercambio de GDP a GTP
el cual se activa al estar unido al GPCR con su ligando. Este intercambio genera la
disociacion de la proteina Ga y el complejo GB-Gy, los cuales pueden interactuar con
diferentes proteinas de manera independiente y activar diferentes vias de
sefalizacion como la generacion de AMPc, calcio, diacilglicerol, entre otras. Una vez

que la subunidad Ga produce la hidrélisis de GTP a GDP, nuevamente puede
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reensamblarse el complejo en la membrana plasméatica (Rosenbaum, Rasmussen, &

Kobilka 2009). En la figura 4 se resumen los procesos previamente descriptos.

‘ Unién del agonista | Acoplamienito de la Activacion de las Hidrdlisis de GTP a
2 subunidades de la proteina GDP e inactivacion de
proteina G h
o G a sus efectores la subunidad Ga

Intercambio
nucleotidico

Reensamble de complejo heterotrimérico y cierre del
ciclo

Figura 4: Activacion de las proteinas G: Luego de la union del agonista al GPCR, se produce un
cambio conformacional del mismo que permite la union al complejo Ga-GB-Gy el cual estabiliza el estado
activo del GPCR. Esta unién permite el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga permitiendo
la separacién del complejo. Luego de la hidrdlisis (GTP a GDP), permite que el complejo se reensamble

y se cierre el ciclo. Modificado de Rasmussen et al., 2011.

La desensibilizacion de la respuesta es el concepto clasico relacionado con la
endocitosis de los GPCRs. En la via candnica, se sugiere que esta desensibilizacion
comienza con formacion del endosoma temprano, lo cual disminuye la cantidad de
receptores en la membrana. Este mecanismo comienza con la fosforilacion de las
colas citoplasmaticas de los receptores mediante, generalmente, las proteinas GRKs
(de sus siglas en ingles G protein-coupled receptor kinase) que favorece la unién de
las Barrestinas. A su vez, este mecanismo de internalizacion es dependiente de
clatrina y dinamina (Moore, Milano, & Benovic 2007). Una vez endocitado, la via
canonica sugiere que los GPCRs suelen tener un rapido reciclado para volver a estar

disponible en la membrana plasmatica o ir a degradacién mediante lisosomas.

2.2 Receptores de CRH

Como se ha descripto al inicio de esta seccion, tanto CRH como las UCNs utilizan 2
receptores GPCRs de clase B (CRHR1 y CRHR2) para ejercer sus funciones dentro

de las células, focalizaremos ahora en las particularidades de éstos.
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Los receptores de CRH estén codificados por diferentes genes y a nivel aminoacidico
tienen un 70% de homologia (Figura 5). EI mayor sitio de divergencia es el amino
terminal donde difieren en un 40% (Dautzenberg & Hauger 2002). Se conocen
diferentes variantes de splicing para el CRHR1, siendo la a la unica conocida con
funcidn, la predominante en el cerebro y la que se encuentra en el sistema nervioso
central. Por otro lado, se conocen tres variantes de splicing para el CRHR2 cuya
mayor divergencia esta en el amino terminal, en humanos se encontraron las
isoformas a, B y vy, y s6lo las primeras dos en ratones. Estas isoformas difieren
ademas en los patrones de expresion en tejidos, en humanos el CRHR2B y CRHR2y
se han encontrado en el cerebro y el CRHR2a en corazén, musculo esquelético y piel
(Kishimoto et al., 1995, Valdenaire et al., 1997, Kostich et al., 2014). En ratones el
patron es inverso, siendo el CRHR2a el que se encuentra con mayores niveles de
expresion en cerebro y el CRHR2[ se encuentra en tejidos de la periferia (Lovenberg
et al., 1995; A. Chen et al., 2005). Respecto a los patrones de expresion decidimos

trabajar con la isoforma a del CRHR2.

Un dato importante para esta Tesis Doctoral es acerca de la expresion del CRHR2a
en células B. En el 2011 el grupo de Vale y sus colaboradores demostré que el
CRHR2a se expresa en bajos niveles en células pancreaticas de ratén y también en
la linea celular derivada de insulinoma de raton MIN6. Ademas, pudieron observar
que luego de estimular estas células con dexametasona, la expresion del CRHR2a
aumentaba y la del CRHR1, quien también se expresa de manera endégena en estos
tipos celulares, disminuia (Huising et al., 2011). Estos resultados son contradictorios
respecto a lo observado cuando el CRHR2a se expresa en las células HEK293, y se
tratan con los mismos estimulos. Por otro lado, estos efectos parecen ser
dependientes de la isoforma del CRHR2 ya que otros grupos han visto que en la linea
celular de corazon de rata Ar7s -que expresa el CRHR2[- tratada con dexametasona,

decrecia la expresion del receptor (Coste et al., 2000).

Se ha encontrado una variante de splicing para el CRHR2a, conocida como la
isoforma soluble (sCRH-R2a), que contiene el dominio de unién a ligando extracelular
pero esta proteina esta truncada y carece de los dominios transmembrana. Se cree
gue tiene funciones regulatorias sobre CRH siendo capaz de secuestrar ligando que

se encuentre libre (Evans & Seasholtz 2009).
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Otro jugador dentro de este sistema es la proteina de union de CRH o CRH-BP de
sus siglas en inglés (CRH-binding protein). CRH-BP es una glicoproteina de 37 KDa
gue no tiene relacién estructural con los receptores de CRH. Respecto a su
localizacion celular, se cree que es una proteina secretada ya que no tiene secuencia
de anclaje a la membrana plasméatica y ademas captura CRH y UCNL1 que no tienen
la capacidad de permear la membrana y entrar a la célula. Originalmente fue
encontrada en higado en humanos, y en la corteza del cerebro en rata y ratén, hoy
en dia se sabe que se encuentra ampliamente distribuida en cerebro de roedores y
que co-localiza con CRH en varias areas incluyendo el hipocampo y la corteza
cerebral (Westphal & Seasholtz, 2006, Slater, Yarur, et al., 2016)

CRH-BP tiene la capacidad de asociarse a CRH y a la UCN1 con alta afinidad, y a
UCNZ2 y 3 con baja afinidad, por lo tanto, una de las funciones que se proponen para
esta proteina es la de secuestrar CRH y por lo tanto cumplir un rol inhibitorio sobre la
neurohormona. Por otro lado, se ha demostrado que el CRHR2 y la CRH-BP co-
localizan en areas como la VTA del cerebro murino y que podria tener un rol de
scaffold sobre el receptor llevandolo hacia la membrana plasmatica (Paula G Slater,
Cerda, et al., 2016).

El CRHR1 fue cristalizado completo por primera vez en presencia de un antagonista
en el afio 2013 (Hollenstein et al., 2013) lo que aportd informacion inicial acerca de la
arquitectura de los GPCRs de clase B. En el caso del CRHR2, aun no se cuenta con
la cristalografia completa pero si de secciones como por ejemplo el dominio
estructural del amino terminal (ECD1), que como es sabido para los GPCRs de clase
B, es de gran tamafio. Para la estructura de las isoformas a y 3 del CRHR2 se cuentan
con estudios del ECD1 utilizando diferentes técnicas (Grace et al., 2007, Pal et al.,
2010), que permiten realizar un analisis mas profundo acerca de las diferencias en
las afinidades de los ligandos a los receptores. En la actualidad, se conocen estas
afinidades, que han sido calculadas en experimentos bioguimicos siendo CRH entre
10 y 40 veces mas afin al CRHR1 que al CRHR2 dependiendo el sistema de estudio.
La UCNL1 activa a ambos receptores con afinidades similares y las UCN2 y 3, serian
selectivas para el CRHR2 revisado en (Deussing & Chen 2018). En la figura 5 se
esquematizan las estructuras de los receptores CRHR1 y CRHR2a junto con sus

ligandos del alta afinidad.
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CRH UCN1 UCN2 UCN3

CRHR2-alpha

Figura 5: Receptores de CRH y péptidos relacionados. Representacion de los receptores basados en
datos estructurales. En el cerebro encontramos al CRHR1 y al CRHR2a. Nétese en ambos casos, el
gran tamafio del dominio extracelular del amino-terminal, siendo ésta una de las caracteristicas de los
GPCRs de clase B. Ademas, se observa el pseudopéptido sefial del CRHR2a. Por otro lado, en el
dominio carboxilo terminal se aprecia otra diferencia: CRHR1 cuenta con una secuencia PDZ (STAV)
que en el CRHR2a esta ausente (TAAV). En azul se observan los 4 ligandos de los receptores, las
flechas representan la afinidad a los mismos, siendo la gris la de menor afinidad. Tomado de Inda,
Armando, et al., 2017.

2.3 Caracteristicas estructurales del CRHR2a

En el afio 2006, Rutz y sus colaboradores, utilizando herramientas de la ingenieria
genética y de microscopia, demostraron que el CRHR2a cuenta con una secuencia
no convencional en su amino terminal, un péptido sefial no clivable o pseudopéptido
sefial. Este fue el primero descripto para las proteinas de membrana de las células
eucariotas, habiendo sido encontrado en citomegalovirus y priones (Rutz et al., 2006).
El CRHR1 cuenta con un péptido sefial clivable que es removido durante su sintesis
en el reticulo endoplasmatico (ER de sus siglas en inglés Endoplasmic Reticulum).

Se cree que solo entre el 5y 10% de los GPCRs poseen péptidos sefales, el 90-95%
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de estos receptores no poseen este tipo de dominios en el amino terminal y una de
las hélices transmembrana del receptor maduro (generalmente la primera) funciona

como mediador del anclado e insercion en el ER (Heijne, 1992).

Este péptido sefial no convencional que posee el CRHR2a le otorga diferencias clave
en la sefializacion y el transito de este GPCR. El grupo de Schiilein en el afio 2010,
realizo un trabajo de comparacion entre el CRHR1 y el CRHR2 intercambiando los
amino terminales entre éstos. Demostraron que en células HEK293 el pseudopéptido
sefial regula de manera negativa la cantidad de receptor en la membrana plasmatica
y aumenta la cantidad de receptor no plegado en compartimentos intracelulares.
Ademas observaron que la respuesta de AMPc era sostenida con concentraciones
crecientes de ligando y eso sucedia por la presencia de este péptido sefal no
convencional que inhibe la actividad de la proteina G inhibitoria (Gi) y por lo tanto
bloquea la inhibicién de las adenilil ciclasas (Schulz et al., 2010)

Por otro lado, también de la mano de Schilein y de Teichmann en el afio 2012, se
demostr6 que el pseudopéptido senal no permite que el CRHR2a forme
homodimeros. Utilizando técnicas de microscopia FRET y otras como co-
inmunoprecipitacion, observaron que este receptor se encuentra como monoémero, en
contraste con el CRHR1 que forma homodimeros en la membrana plasmética
(Teichmann et al., 2012).

Respecto al dominio carboxilo terminal, el CRHR2a contiene una secuencia
aminoacidica TAAV, siendo esta diferente a la que tiene el CRHR1 que cuenta con
un dominio PDZ (STAV). Esta diferencia resulta clave en la interaccion con proteinas
como MAGUKSs y RGS, ya que interactian con dominios PDZ como el que contiene
el CRHR1 y no con el CRHR2a (Slater, Yarur, et al., 2016, Deussing & Chen, 2018).
Por otro lado se sabe que las proteinas que se unen al PDZ son citoplasmaticas y
funcionan como adaptadores estructurales en procesos de sefializacion que
involucran complejos proteicos incluyendo a las B-arrestinas (Hanahan, 1983,
Romero G., 2016). Teniendo en cuenta esta diferencia, los CRHRs probablemente

tengan una regulacion diferente respecto a la sefalizacion y al transito intracelular.

En la actualidad lo que se conoce sobre el CRHR1 y la regulacion por el motivo PDZ
es acerca del reciclado y la endocitosis después de la estimulacion. Por ejemplo, se
ha demostrado que la proteina asociada a la sinapsis 97 (SAP97 de su nombre en
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inglés) interactta con el dominio carboxilo terminal del CRHR1 modulando su
endocitosis (Dunn et al., 2013). Por otro lado, el dominio PDZ permite la interaccion y
formacion de dimeros con otros receptores, por ejemplo el CRHR1 puede interactuar

con el receptor de seroronina 5HT2a (Magalhaes et al., 2010).

3 Mecanismos de sefnalizacién de los CRHRs

La principal via de sefalizacion que utilizan los receptores de CRH es el acople a
proteinas Gs que resulta en el aumento del segundo mensajero AMPc como se
explicara en varios items a lo largo de la Introduccion y Resultados de esta Tesis. Las
vias convencionales que utilizan estos receptores incluyen la activacion de PKA, asi
como también, a través de otras proteinas G estimulan calcio e inositol trifosfato
(Lovejoy et al., 2014). Sin embargo, dependiendo de varios factores, se ha observado
gue estos receptores pueden tomar caminos alternativos y unirse de manera
promiscua a otras proteinas G. Se conocen al menos 5 tipos diferentes de proteinas
G (Gs,Gi,Gg/11,Go y Gz), ademas pueden interactuar con proteinas de andamiaje
como B-arrestinas y proteinas relacionadas con el trafico celular, lo que resulta en una
gran variedad de posibles rutas y respuestas celulares que depende, sobre todo, del
contexto celular, y esto no nos sorprende ya que es una caracteristica de los GPCRs
en general y de los de Clase B en particular (Grammatopoulos et al., 2001, Wootten
et al., 2016).

Entonces, un factor clave para entender los procesos celulares y que resulta de suma
importancia para comprender la linea de trabajo de esta Tesis, es el contexto celular
donde se estd investigando o dénde se quiere investigar ya que es determinante para

la sefalizaciéon en el sistema CRH.

En linea con lo anterior, algunos trabajos sugieren que las funciones de estos
receptores podrian resultar antagonicas siempre y cuando estén expresados en las
mismas ceélulas analizadas. Por ejemplo, Gourcerol y sus colaboradores, demostraron
gue tanto en células del colon de roedores donde los CRHRs se expresan de manera
constitutiva, como en HEK293 sobre-expresandolos, la activacion del CRHR2, en este
caso analizan la isoforma B, disminuye la actividad del CRHR1. Este fendmeno lo
vieron tanto en la expresion de efectores como ERK1/2, segundos mensajeros como

AMPc, y acciones fisiologicas como la contraccion del colon y la diarrea en los
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animales (Gourcerol et al., 2011). Por otro lado, retomando el trabajo de Huising, alli
demuestran que al aumentar la expresién del CRHR2, disminuye la de CRHR1, lo

cual podria estar ligado a la funcionalidad del mismo (Huising et al., 2011).

Varios estudios han demostrado que los receptores de CRH pueden activar la
generacion de AMPc luego de ser estimulados (Teli et al., 2005, Pioszak et al., 2008,
Inda et al., 2016). Luego del desarrollo de nuevas técnicas para el estudio espacio-
temporal de este segundo mensajero, se pudo demostrar que el perfil de la respuesta
de generacion de AMPc depende del contexto celular para el CRHR1 (Inda et al.,
2016). Aun se desconoce si lo mismo sucede en diferentes contextos celulares donde

se exprese el CRHR2a.

3.1 Requlacién mediada por endocitosis

La organizacion de los GPCRs en la membrana plasmatica esta regulada por
diferentes interacciones, ya sean receptor-receptor, receptor-lipidos y receptor-
proteinas, que restringen y deciden los movimientos que existiran entre la membrana
plasmatica y el GPCR en cuestidén. Algunos GPCRs comienzan a sefalizar desde la
membrana y otros puede actuar desde otras partes membranosas de las células como
el aparato de Golgi o el ER. El tipo de interaccion y la localizacion del receptor va a
determinar la especializacion necesaria para coordinar diferentes procesos (Weinberg
& Puthenveedu, 2019).

Inicialmente, la endocitosis fue descripta como un mecanismo celular que transporta
moléculas del medio extracelular hacia el interior de la célula. Focalizando en la
endocitosis de los receptores de membrana, la visiéon tradicional de este proceso
consiste en desensibilizar la respuesta de los receptores de la membrana plasmatica
una vez que ya tuvieron contacto con su agonista y gatillaron sus sefales especificas
(Weinberg & Puthenveedu, 2019).

Luego de inicializado el proceso de endocitosis ya sea de manera constitutiva o
mediada por ligando, los componentes internalizados de la membrana plasmética
pueden ser reciclados o destinados a degradacion. Entonces, la endocitosis regula
constantemente la composicion de la membrana plasmatica y la exocitosis es la
encargada de enviar sefales y respuestas al medio extracelular. Por otro lado, la gran

cantidad de mecanismos de internalizacion y la compleja red intracelular de
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compartimentos membranosos que existen en las células demuestran la complejidad

y la importancia de estos procesos.

Hoy en dia, teniendo en cuenta la gran cantidad de evidencias acumuladas, es
aceptado que la endocitosis no s6lo es un proceso de transporte de moléculas, sino
gue es una de claves fundamentales en la regulacion de la sefializacién celular
(Sigismund et al., 2012). El paradigma clasico sostiene que la internalizacion de los
GPCRs pone fin a la sefalizacién que se realiza desde la membrana plasmatica,
luego del reclutamiento de proteinas como [B-arrestinas. Sin embargo, hoy se conoce
gue a pesar de que este proceso coincida con la atenuacion de las vias de
sefalizacion, no significa que sea la regla en todos los casos (Inda, Armando, et al.,
2017). Podrian nombrarse al menos tres diferentes roles de la endocitosis: 1-
Segregar los GPCRs a un dominio endocitico especializado, 2- Regular estos
dominios mediante los GPCRs, y 3- Generar consecuencias en la sefializacién que
difieren tanto entre receptores como entre ligandos que actian sobre el mismo
receptor (Weinberg & Puthenveedu, 2019), y esta Ultima resulta de suma importancia

en nuestro trabajo.

El trabajo acumulado en los ultimos afios acerca de los mecanismos que regula la
endocitosis y la importancia de estos ha llevado a desarrollar nuevas técnicas para
comprenderlos con mayor claridad. Gracias al gran avance tecnolégico, se ha
propuesto que la relacion entre la endocitosis y los sistemas de transduccion de
sefales es mucho mas compleja de lo que se creia (Figura 6). No soélo la endocitosis
es el inicio de una cascada de sefales en base a moléculas del medio extracelular,
sino que estos inicios tienen cinéticas precisas y en sitios de accion definidos,
generando que la respuesta bioldgica esté finamente controlada. Ademas, luego de
la creciente evidencia de que la sefializacién puede continuar luego de la formacion
del endosoma y no sélo en la membrana plasmatica, revoluciond la comprension

general del proceso de la endocitosis (Roshanak Irannejad & Von Zastrow 2014).
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Figura 6: Modelo propuesto para la endocitosis de los GPCRs utilizando como ejemplo el receptor
beta-adrenérgico (B2AR). 1) El acoplamiento B2AR-Gs promueve la produccion de AMPc en la
membrana plasmatica. (2) La formacion del complejo B2AR-arrestinas, se acumula y activa vias de
sefializacion independientes de proteinas G. La activacion de la MAP quinasa mediante Barrestinas
ocurre durante la formacion de los hoyos de clatrina. (3) se produce el acoplamiento de f2AR-Gs
nuevamente en la membrana del endosoma temprano, promoviendo una fase discreta de produccion de
AMPc a partir de endosomas. El "?" Indica que actualmente se desconoce si la sefial del endosoma

requiere que el agonista continte unido al receptor. Modificado de Irannejad & Von Zastrow, 2014.

Se cree que los mecanismos de endocitosis para el CRHR2a son similares a los
involucrados en el proceso comandado por el CRHR1 el cual estd mayormente
estudiado. Para el andlisis de estos receptores, hoy en dia aiin no existen anticuerpos
gue sean lo suficientemente robustos para poder estudiarlos de manera enddgena.
Por este motivo, en general la manera de abordar su estudio es sobre-expresarlos en
algan modelo celular que cumpla con los requisitos del contexto que queremos
estudiar. Utilizando células HT22, se ha demostrado para el CRHR1 que luego de 5
minutos de estimulacibn con CRH, el receptor internaliza y se mantiene en
compartimentos intracelulares al menos por 30 minutos, donde se forman acumulos
de receptor dentro de la célula conocidos como clusters de endocitosis (Inda et al.,

2016). Respecto al CRHR2a luego de la estimulacion con UCN2 o 3, se observo una
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rapida internalizacion, mediada por [-arrestina2 y por el reclutamiento de dinamina y
clatrina luego de la fosforilacion de las colas citoplasméticas del receptor (Hauger et
al.,, 2013). Sin embargo, respecto al CRHR2a este terreno se encuentra poco
explorado en contextos fisioldgicos y como se ha expresado anteriormente, este
receptor no contiene un dominio PDZ como el CRHRL1 el cual se conoce regula
procesos de endocitosis y sefializacion al unirse con otras proteinas. Esta diferencia
hace que sea dificultosa la generacion de supuestos acerca de estos procesos para
el CRHR2a.

3.2 Senalizaciéon sostenida en GPCRs

Un nuevo paradigma se evidencié por primera vez cuando se descubrié que el
receptor Ste2p en Saccaromyces cerevisiae continuaba sefializando desde
compartimentos intracelulares y que esto dependia de la proteina Ga y generaba una
fase tardia de sefalizacion (Slessareva et al., 2006). En el caso de células en
mamiferos, tres trabajos independientes que estudiaban los mecanismos de
activacion de diferentes receptores han demostrado una respuesta prolongada en la
sefalizacion de GPCRs. Para el receptor de TSH, usando ratones transgénicos que
expresan sensores de FRET para AMPc, observaron que la activacion del receptor
en células foliculares de la tiroides generaba una respuesta prolongada de AMPc
relacionada con la endocitosis. Ademas, se demostr6 que el TSHR internalizaba con
la subunidad Gs y las adenilil ciclasas transmembranas (tmAC) en compartimentos
endosomales (Calebiro et al., 2009). Resultados similares fueron encontrados para el
receptor de la hormona paratiroidea (PTH) (Ferrandon et al., 2009). Por otro lado,
para el receptor de esfingosina-1-fosfato (S1P1R), se observé también un efecto de
sefalizacion prolongada pero esta vez asociado a la proteina G inhibitoria (Gi)
(Mullershausen et al., 2009). Esta evidencia de sefializacion prolongada fue llamada
via no canodnica, ya que se consideraba que la activacion aguda de las proteinas G
estaba restringida a la membrana plasmatica, siendo esta la via clasica. Hoy en dia,
se sabe que esta manera de sefializar es utilizada por varios GPCRs, incluyendo
receptores de hormonas peptidicas y seria considerada una generalidad mas que una
excepcion. El receptor de glucagon (GLP1R) (Kuna et al., 2013), el receptor del
polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria tipo 1 (PACAP1R) (Merriam
et al., 2013), el receptor de vasopresina (V2R) (Feinstein et al., 2013), receptores de

monoamina como los receptores de dopamina (Kotowski et al., 2011) y el f2AR (R
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Irannejad et al., 2013, Tsvetanova & von Zastrow, 2014) utilizarian la via no canénica

para continuar su sefializacion dentro de la célula.

Las B-arrestinas no solo terminan la actividad GEF al unirse a los GPCRs, ni tampoco
son so6lo adaptadores endociticos, sino que también tienen participacion en la
sefalizacion. Se conoce que las B-arrestinas pueden unirse a mas de 20 proteinas
guinasa y promover la activacion de por ejemplo MAPKS, serina-treonina quinasas
como ERK1/2, p38 y quinasas de c-Jun N terminal (DeWire et al., 2007). El nuevo
paradigma de sefalizacion y la participacion de las -arrestinas tanto en la endocitosis
como en la sefalizacion, las han relacionado como posibles reguladoras de la
activacion de efectores desde compartimientos endociticos (Eichel & von Zastrow,
2018).

Trabajos recientes de nuestro laboratorio de la mano de la Dra. Carolina Inda, han
demostrado que el receptor de tipo 1 de CRH (CRHR1), luego de ser activado por el
ligando, genera una respuesta de AMPc prolongada y que la misma viene
acompafada de la endocitosis. Utilizando una linea celular hipocampal de raton que
expresa de manera estable al CRHR1 y cultivos primarios de hipocampo de ratén, se
utilizé un sensor de FRET para medir la generacion de AMPc en tiempo real (Inda et
al., 2016). Inda y sus colaboradores, pudieron demostrar que la fuente de AMPc
involucrada en esta respuesta prolongada no era la clasica adenilil ciclasa
transmembrana (tmAC), sino que el segundo mensajero provenia de una fuente no

convencional llamada adenilil ciclasa soluble (sAC) (ver mas adelante).

Teniendo en cuenta todas estas evidencias, se considera que es necesario reevaluar
la sefializacién de muchos receptores con una visibn mucho mas compleja ya que
este nuevo paradigma no sélo cambia la forma de estudiar la internalizacién de los
receptores, sino también los métodos ya que se necesita una resolucién temporal y
espacial para estudiar este tipo de fendmenos. De esta manera se introducen en el
campo los sensores basados en la visualizacion, los cuales permiten estudiar con
mayor resolucion y en tiempo real los diferentes estadios de los mecanismos de
activacion y trafico de los GPCRs. Gracias a estas nuevas tecnologias, se pudo
demostrar que la internalizacion no solo significa la finalizacion de la cascada de

sefiales activada por ese GPCR, sino que también puede seguir activo una vez
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internalizado y generar una sefializacion prolongada en el tiempo (lrannejad & Von
Zastrow, 2014, Vilardaga et al., 2014, Pavlos & Friedman, 2016).

3.3 La respuesta de AMPc vy su relevancia como regulador de procesos celulares

Muchas de las funciones bioldgicas dirigidas por los receptores de CRH en el sistema
nervioso central se relacionan con la capacidad de generar AMPc. En 1958 se
describié por primera vez a la molécula adenosina 3’, 5" monofosfato o AMPc la cual
funcionaba como mediadora de la adrenalina (Rall et al., 1956, Rall, 1958). Afios
después, se descubrid la accion enzimatica sobre ATP, siendo la encargada de
ejercer una reaccion de ciclacién generando AMPc (adenilil ciclasa, Sutherland et al.,
1962). A continuacion se describié la enzima responsable de su degradacién
(fosfodiesterasa, Sutherland, 1962). Luego de encontrar a esta molécula involucrada
en la sefalizacion de multiples hormonas y procesos, se decidi6 hombrarla como
“segundo mensajero” siendo el primer mensajero las hormonas (Sutherland et al.,
1965; Sutherland y Robison, 1966).

El amplio rango y la gran variedad de procesos celulares que regula el AMPc han
abierto un campo emocionante para explorar su funcion como segundo mensajero.
La primera pregunta que surge respecto a la accion del AMPc, es una que aun no ha
sido del todo contestada, ¢Cémo es posible que una sola molécula pueda regular
tantos procesos, a menudo fisioldgicamente opuestos, en el mismo momento? La
respuesta mas inmediata surgié al comprender la existencia de microdominios de
AMPc donde esta molécula se encuentra sumamente regulada a niveles subcelulares

para asegurar la accion precisa que ejercera (Buxton & Brunton 1983).

Por otro lado, ademas de los microdominios de AMPc, otra respuesta a la forma de
regular diferentes procesos en el mismo momento es gracias a la existencia de mas
de una fuente generadora del segundo mensajero con diferentes patrones de
expresion y propiedades regulatorias. Estas fuentes son las adenilil ciclasas
transmembrana y la adenilil ciclasa soluble (tmACs y sAC respectivamente), quienes
no solo funcionarian como generadoras de AMPc sino también como reclutas dentro
de su microambiente de componentes de sefalizacion y moléculas estructurales
contribuyendo a la regulacion espacio temporal de las sefiales (Cooper & Tabbasum
2014).
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Por otro lado, y como se viene remarcando a lo largo de la introduccion de esta Tesis,
el contexto celular aparenta ser clave en la toma de decisiones de la célula a la hora
de activar o no una cascada de sefalizacion mediante una determinada via. Nuestro
laboratorio ha demostrado que dependiendo del contexto donde el CRHR1 esta
expresado puede activar al AMPc de manera sostenida (HT22-CRHR1), o en forma
aguda (AtT20) o no activarlo (3T3L1-CRHR1) (Inda et al., 2016).

3.3.1 Clasificacion de Adenilil Ciclasas

La primera fuente de AMPc descripta es aquella que se encuentra integrada en la
membrana plasmatica de las células, las llamadas adenilil ciclasas transmembrana o
tmACs. En mamiferos se conocen 9 isoformas de tmACs altamente conservadas a
nivel estructural (AC1-AC9) las cuales se regulan por diferentes mecanismos pero
todas dependientes de proteinas G y activables por forskolina, molécula permeable a
la membrana plasmatica que activa AMPc independientemente de un estimulo
(Willoughby & Cooper 2007). La estructura de las tmACs cuenta con un extremo
amino-terminal variable, seguido con un dominio de 6 hélices transmembrana, un
dominio catalitico C1 seguido de otras 6 hélices transmembrana y finalmente otro
dominio catalitico conocido como C2 hacia el extremo carboxilo terminal (Figura 7).
Las diferencias entre enzimas se encuentran fuera de estos dominios cataliticos y
transmembrana y son los que definen sus diferentes regulaciones y modos de

accionar.

La segunda fuente de AMPc es conocida como no convencional y su nombre es
adenilil ciclasa soluble o0 SAC como se mencion6 previamente. Esta variante es la
décima de las adenilil ciclasas (AC10) la cual carece de dominios transmembrana
pero conserva ambos dominios cataliticos y cuya conservacion a nivel evolutivo es
mayor que la que presentan las tmACs (Yangiu Chen et al.,, 2000). La primera
descripcion de sAC fue en testiculo de rata en 1975 (Braun & Dods 1975) pero fue
hasta el 1999 que se logré su clonacion donde se conoci0 su estructura y su
bioquimica (Buck et al., 1999). Hoy en dia se conoce que sAC se encuentra expresada
de manera ubicua en los tejidos de mamiferos (Stiles, Kapiloff, & Goldberg 2014) y
gue existen varias isoformas pero que la Unica que pareceria ser activa es conocida
como sAC truncada o sAC: (Buck et al., 1999, Jaiswal & Conti, 2001). sAC: se

encuentra constitutivamente activa por sus dos dominios cataliticos y no pareceria
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tener una secuencia regulatoria en su extremo carboxilo terminal. Se la ha encontrado
en citoplasma, asi como también asociada a dominios transmembrana, mitocondria y
nucleo donde formaria sus propios microdominios de sefalizacion (Kamenetsky et al.,
2006). sAC se activa directamente por calcio, el cual es necesario para su actividad
catalitica, y por bicarbonato que aumenta la tasa catalitica favoreciendo el intercambio
entre producto y sustrato (Litvin et al., 2003, Steegborn et al., 2005, Kleinboelting et
al., 2014). Por otro lado, esta molécula no es sensible a la accion de proteinas G
heterotriméricas y no se conocen proteinas regulatorias o modificaciones
postraduccionales que cumplan una funcional similar a la que ejercen las proteinas G
en las tmACs, pero existen evidencias que relacionan la regulacion intramolecular por
el amino terminal en isoformas que lo poseen (Kamenetsky et al., 2006, Tresguerres
et al., 2011).

B Matriz extracelular

Citoplasma

Sitio de unién a
| forskolina

Sitio de unidén a

ATP Sitio de unién

COOH a ATP
COOH

tmAC sAC

Figura 7: Esquema de las estructuras de las fuentes de AMPc. A) Representacion de las adenilil
ciclasas transmembrana (tmACs) con sus dos dominios cataliticos, nomenclados como C1y C2, y sus
dos dominios transmembrana. B) Representacion de la adenilil ciclasa soluble (SAC) con sus dos

dominios cataliticos C1y C2. Modificado de Tresguerres et al., 2011.

Originalmente se pensaba que la sefializacion via AMPc activada por GPCRs sélo
dependia de las tmACs, hoy en dia se ha demostrado que sAC también participa en
la vias activadas por estos receptores (Halm et al., 2010, Ivonnet et al., 2015). De
hecho, nuestro laboratorio ha demostrado la participacion de sAC en la sefializacién
activada por CRH y mediada por CRHR1 en las lineas celulares HT22-CRHR1 y

AtT20 como se ha comentado en la seccion 3.2. Nuestros estudios revelaron que las
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dos fuentes de AMPc estan involucradas en dos escenarios diferentes con alta
relevancia fisiologica utilizando las células anteriormente nombradas y otra linea
neuroendocrina llamada AtT20. Por otro lado, hemos podido demostrar que las
diferentes fuentes de AMPc regulan diversos mecanismos moleculares: tanto las
tmACs como sAC son necesarias para la activacion rdpida y aguda del efector
ERK1/2 pero sélo sAC es critica para la fase sostenida de activacion de este efector
(Inda et al., 2016) o para regular la neuritogenesis activada por CRH/CRHRL1 en las
células HT22-CRHR1 (Inda, Bonfiglio, et al., 2017).

Finalmente, la funcién de sAC asociada a GPCRs es completamente dependiente del
contexto celular. CRHR1 puede utilizar a SAC para sefalizar en un contexto neuronal
hipocampal, pero no en el contexto celular de una linea derivada de fibroblastos
expresando el CRHR1 (3T3L1-CRHR1) (Inda et al., 2016).

3.3.2 Rol de AMPc en la proliferacion y diferenciacion celular

Siendo la proliferacion y la diferenciacion procesos supuestamente antagonicos, es
dificil comprender que una misma molécula pueda regular ambos dependiendo del
ligando o contexto celular. EI AMPc sigue siendo el mensajero estrella para decidir
cudl de estos efectos opuestos se llevara a cabo. La primera evidencia sobre esto fue
en embriones de pollo donde el aumento de AMPc promovia la elongacién de axones
(Roisen et al., 1972). Este descubrimiento abri6 las puertas a gran cantidad de
estudios que se dedicaron a entender la funcion de AMPc en el crecimiento axonal,
la polarizacion celular, y otro rol clave a nivel neurobiologico, la capacidad

neuritogénica de las neuronas (Cai et al., 2001; Shewan et al., 2002).

Cuando una neurona entra en el proceso de diferenciacion una gran variedad de
mecanismos se activan: cambios morfolégicos, arresto del crecimiento, cambios
bioquimicos, aumento de la excitabilidad eléctrica y la expresion de ciertos genes
especificos. Uno de los genes que se activan durante estos procesos es CREB, y su
rol ha sido y sigue siendo investigado. Respecto a ERK1/2, se sabe que la
diferenciacion celular dependiente de AMPc, implica a este efector en ciertos estadios
o tipos celulares (Grewal, York, & Stork 1999; Grewal et al. 2000; Patterson et al.
2001; Vogt Weisenhorn et al. 2001; Zanassi et al. 2001)

El uso de modelos celulares como las células PC12 (derivada de feocromocitoma de

rata) y Neuro2A (derivada de neuroblastoma murino) permitid observar que la
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neuritogénesis estd acompafada del arresto en la proliferacion celular. A su vez, han
sido importantes para aproximar los mecanismos involucrados en la elongacion de
neuritas y en las vias de sefializacién que podrian estar involucradas en la integracion
de sefnales extracelulares respecto al estimulo en el contexto fisiolégico (Vaudry et
al., 2002).

Se ha demostrado en diferentes modelos experimentales que el AMPc inhibe la
proliferacion celular. En estos modelos se identificaron mecanismos dependientes e
independientes de ERK1/2, donde el AMPc inhibe la proliferacion sin inhibir a ERK1/2
aunque en algunos casos lo utiliza para lograr el arresto de este proceso. Por el
contrario, el AMPc puede tener accién antiproliferativa mediante la inhibicién de
ERK1/2 mediada por factores de crecimiento. Finalmente el AMPc también puede
estimular la proliferacion a través de ERK1/2 en numerosos modelos celulares (Stork
& Schmitt 2002).

El rol de CRHR1/CRH en la proliferacion y diferenciacion celular ya ha sido estudiado
previamente. Se logro evidenciar que este sistema no siempre tiene el mismo rol, sino
gue depende del estadio de diferenciacion y del contexto celular. En células SK-N-
SH que corresponden a neuroblastoma, y en otros linajes celulares tumorales como
corticotrofos, endometrio y mama, CRH tiene una accion antiproliferativa (Melzig,
1994; Graziani et al., 2007; Jin et al., 2014; Stuhr et al., 2014; Pozzoli et al., 2015)
mientras en otros modelos como el de cancer de piel y gastricos tiene efecto
proliferativo (Arbiser et al., 1999; Yang et al., 2013).

Nuestro laboratorio ha demostrado que en las células HT22-CRHR1, CRH estimula
la diferenciacion celular mediante el AMPc generado por sAC. A su vez, se produce
un arresto en la proliferacion celular y estos procesos son independientes de la
activacion de ERK1/2 (Inda, Bonfiglio, et al., 2017). El rol del CRHR2 en este tipo de

procesos aun se desconoce.

3.4 Efectores rio abajo del AMPc

Diversos estudios a lo largo de los afos han caracterizado minuciosamente la
sefalizacion de los GPCRs acoplados a proteinas G y se conoce que uno de los
mayores mensajeros activados por esta via es AMPc generado por tmACs. Toda la
informacion acumulada, resume que las hormonas en general utilizan a AMPc

seguido por la activacion de la proteina quinasa A (PKA) para ejercer sus funciones

38



Introduccién | N.G Armando

metabdlicas y esto le otorga al AMPc un rol principal en la regulacién de gran parte
de los procesos biolégicos de las células. En la siguiente seccion se detallan las vias

rio abajo de AMPc que se consideran importantes para contextualizar esta Tesis.
3.4.1 Activacion de ERK1/2

Las cascadas de las MAP quinasas (MAPKSs) consisten en un bloque que contiene la
funcidén de 3 quinasas: MAPKKK-MAPKK-MAPK que activan una gran cantidad de
procesos diversos en las células eucariotas. Hasta el dia de hoy, se han caracterizado
seis grupos diferentes de MAPKs en mamiferos siendo ERK1 y ERK2 (de sus siglas
en inglés Extracelular signal-Regulated Kinases) uno de los méas importantes tanto en
el estudio de la sefalizacion en cancer como en estrés (Dhillon et al., 2007). Las
mismas son proteinas conservadas de 44 y 42 KDa respectivamente que comparten
un 84% de homologia en sus secuencias, pero poco se sabe acerca de sus acciones
especificas particulares ya que ambas de expresan de manera ubicua y su
selectividad por los sustratos es la misma. La actividad desregulada de ERK1/2 esta
asociada a enfermedades como céncer, desoérdenes inflamatorios y enfermedades

neurodegenerativas (Lawrence et al., 2008, Tartaglia & Gelb, 2010).

Particularmente para los receptores de CRH, se le ha otorgado gran importancia
biologica a la via MAPK ERK1/2. Fisiologicamente, ERK1/2 se encuentra
ampliamente distribuido en el cerebro y se le otorga un rol fundamental como
regulador de procesos moleculares clave como el aprendizaje, la memoria, la
neuroplasticidad y la respuesta a estrés (Refojo et al., 2005; Bonfiglio et al., 2011).
En la linea celular neuroendécrina AtT20, la activacion de ERK1/2 dependiente de
AMPc es critica para la expresion de POMC, siendo éste el precursor de ACTH
(Kovalovsky et al, 2002; Van Kolen et al., 2010). Ademas, la administracion
intracerebroventricular de CRH activa ERK1/2 regiones especificas del cerebro que
estan involucradas en procesar informacioén y en aspectos comportamentales de la
respuesta a estrés como el hipocampo, y la amigdala basolateral (Damian Refojo et
al., 2005).

Este descubrimiento nos lleva a pensar sobre el tipo de vias de sefalizacion activadas
en, por ejemplo, el hipocampo, y mediadas por ERK1/2. Lo que se conoce acerca de
los mecanismos moleculares en ese contexto celular, sumamente importante para la

respuesta a estrés, es utilizando la ya mencionada linea celular HT22-CRHR1 como

39



Introduccién | N.G Armando

modelo. El perfil temporal de fosforilacion de ERK1/2 en un contexto neuronal
hipocampal en respuesta a CRH es bifasico, con un primer pico de activacion entre
3-6 minutos después de la estimulacion y una segunda fase que mantiene la
activacion al menos por 60 minutos después de la adicion de CRH (J J Bonfiglio et
al., 2013). Ademas, en este contexto hipocampal, la activacion de ERK1/2 es
dependiente de los niveles de AMPc en respuesta a CRH (Bonfiglio et al., 2013, Inda
et al., 2016). En este caso, el efecto de AMPc sobre ERK1/2 es estimulatorio, pero
existen otros contextos celulares que tienen una respuesta contraria a la observada
en células hipocampales. Por ejemplo, en contextos neuroendocrinos (Kovalovsky et
al, 2002, Van Kolen et al., 2010) o en sistemas neuronales (Bonfiglio et al., 2013,
Inda et al., 2016) el incremento de AMPc, esta relacionado con un aumento en la
fosforilacidon de ERK1/2 y en fibroblastos, como las células 3T3L1, la activacion de
AMPc esta desacoplada de la fosforilacién de ERK1/2 (Emery et al., 2014; Inda et al.,
2016).

Por otro lado en las células derivadas de fibroblastos previamente mencionadas
3T3L1-CRHR1 (Inda et al., 2016) y en HEK293 expresando el CRHR1 o el CRHR2
(Grammatopoulos et al., 2000, Markovic et al., 2008, Markovic et al., 2011) ERK1/2
es activado en respuesta al estimulo con CRH o con UCNs pero de manera
independiente del AMPc. La complejidad de este sistema no termina aqui, sino que
también en sistemas celulares donde AMPc regula la fosforilacion de ERK1/2, existen
cascadas de sefializacion y funciones de CRH a través del AMPc que son
independientes de ERK1/2 (Inda, Bonfiglio, et al., 2017). A su vez, se conoce que el
AMPc puede operar via PKA o a través de EPACs (de sus siglas en inglés Exchange
Protein Activated by cAMP) y en nuestro sistema, se ha visto para el CRHR1 y para
el CRHR2pB que esta sefializacion existe en diferentes contextos celulares (Van Kolen
et al., 2010, Markovic et al., 2011, Inda et al., 2016).

3.4.2 Activacion de Akt

El estudio de Akt comenzd principalmente por su extrema relacion con la
oncogénesis. En 1991 se clond por primera vez una proteina oncogénica viral lamada
v-akt y por bioinformatica se supuso que poseia actividad de quinasa y que esa
actividad estaba directamente relacionada con la tumorigénesis (Ahmed et al., 1993).

Hoy en dia se conoce que Akt pertenece a una familia de 3 proteinas altamente
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conservadas: Aktl, Akt2 y Akt3. Estas, pertenecen a la familia de las proteinas
qguinasas B (PKB). La cantidad de estudios acerca de las funciones de Akt ha
aumentado radicalmente con el correr de los afios ya que se la relacion6 con la
proliferacion, supervivencia, tamafio, metabolismo, invasion y angiogénesis no solo
en células tumorales sino también en células sanas (Bellacosa et al., 2005). La
desregulacion en la transcripcion de Akt perturba la regulacion de tantos procesos
gue ha sido designada como una de las moléculas principales en la vias de
sefalizacion destacadas en canceres en humanos (Hanahan & Weinberg, 2000), pero
ademas se la ha relacionado con la diabetes, enfermedades cardiovasculares y
Alzheimer. Esta alta relacion respecto a Akt y la amplia variedad de enfermedades ha
abierto la puerta a comprender en detalle las vias de sefializacion en las que Akt esta
implicada para descubrir nuevos posibles blancos terapéuticos para farmacos

utilizados en el tratamiento de todas estas patologias previamente mencionadas.

Respecto a las vias de sefalizacion, Akt esta en la via de PI3K (de sus siglas en
inglés, Phosphoinositide 3-kinase), donde uno de sus tantos sustratos que se
encuentra rio abajo de su activacion, es el factor de transcripcion FOXO el cual regula
una amplia variedad de genes respecto a la longevidad de los organismos y la
supresion tumoral. mTOR (de sus siglas en inglés: mammalian target of rapamycin)
es otro sustrato importante de Akt, el cual se encuentra involucrado en una gran
variedad de procesos: activa la sintesis de proteinas relacionadas con supervivencia,

proliferacion y tamafio celular (Testa & Tsichlis 2005).

Se ha encontrado que las 3 isoformas de Akt se encuentran expresadas en cerebro,
siendo Aktl y Akt2 las mas abundantes. Estudios previos han demostrado que Akt
cumple un rol en la proteccion neuronal, donde actia como regulador de procesos
como la apoptosis. Ademas, se conoce que Akt puede activar a la microglia la cual
es vital para la supervivencia celular y el mantenimiento de la integridad del DNA. Por
otro lado, Akt regula la activacion de GSK-3B, un factor pro-apoptotico, en las
neuronas, lo que afirma su efecto neuroprotector (Chong et al., 2005; Facci et al.,
2003).

En la actualidad, se ha relacionado a Akt y su regulacion con el proceso de
endocitosis. Varios trabajos en diferentes GPCRs como los receptores de quimiocinas

(CXCRs) vy los receptores tirosina-quinasa (RTKs), han demostrado que Akt tiene

41



Introduccién | N.G Armando

actividad desde el lado interno de la membrana plasmatica, que se encuentra
relacionado con las Rab5 (siendo este un marcador de endosoma temprano), asi
como también con Rab7 (marcador de endosoma tardio). Esto nos resulta importante,
ya que Akt tiene una amplia gama de sustratos, y al participar activamente de la
endocitosis, la regulacion de este proceso resultaria ser ain mas compleja y delicada
de lo que se cree. Por otro lado, al formar parte de los endosomas, Akt podria
sefalizar desde microdominios de membrana que hoy en dia se conocen claramente
gracias a las nuevas tecnologias en imaging y microscopia (English et al., 2018,

Sugiyama et al., 2019).

Existe una gran variedad de trabajos en sefializacion celular que correlacionan la
fosforilacion de ERK1/2 y de Akt de diferentes maneras, tanto positivas como
negativas. Particularmente en el cerebro, se ha demostrado que la via PI3K y la de
las MAPK en modelos de cerebros de ratén isquémicos son antagénicas, donde al
activar Akt, la cantidad de ERK1/2 activado disminuye y esto se debe a que pAkt
fosforila a la quinasa Raf-1 lo cual bloquea la via de activacion ERK1/2 (Zhou et al.,
2015). Por otro lado, se ha visto que Akt puede ser activado por diferentes GPCRs en
el cerebro. Uno de ellos es el receptor de canabinoides CD1 el cual activa la
fosforilacion de Akt luego de ser estimulado con THC, en areas del cerebro como el
hipocampo, el cerebelo y el estriado. Se cree que en este caso la accion de Akt es
proteger a las células de estas estructuras de entrar en apoptosis y que a diferencia
del trabajo anterior, esta accion en el hipocampo no depende de las MAPK (Ozaita,
Puighermanal, & Maldonado 2007).

La funcion que puede cumplir Akt en el Eje HPA todavia no esté clara, los reportes
gue existen hoy en dia sugieren que la depresion y el estrés crénico disrumpen la
sefalizacion via BDNF incluyendo ERK1/2, Akt y CREB (Tomita et al., 2013). Por esto
y por la relevancia biolégica de Akt, consideramos que debe ser incluido como un
efector clave dentro del estudio de los mecanismos moleculares en la respuesta de

estrés y el sistema CRH.
3.4.3 Activacidn y regulacion transcripcional de CREB

Como en la mayoria de los procesos celulares, el aumento intracelular del AMP
conlleva a la induccién de proteinas especificas (Wicks, 1969). Luego de varios afios

de estudio, se identific6 una secuencia nucleotidica conocida como CRE como un

42



Introduccién | N.G Armando

elemento de respuesta a AMPc (CRE, de sus siglas en inglés cAMP response
element) en el gen de la somatostatina, luego se purifico al factor de transcripcion
capaz de unirse a CRE, conocido como CREB, y asi se sentaron las bases del efecto
de AMPc a largo plazo y cdmo se involucra en mecanismos transcripcionales de la
célula (Montminy et al., 1986, Montminy & Bilezikjian, 1988, Lonze & Ginty, 2002).

Para ser activado, CREB necesita ser fosforilado en su aminoacido Serl33 y esta
accion depende de quinasas, entre ellas PKA, quinasas dependientes de
calcio/calmodulina, ERK1/2, Akt, p38, Ca*?, entre otros (Alberini, 2009). Una vez
fosforilado, CREB inicia programas transcripcionales complejos que de hecho alun no
se conocen por completo los mecanismos que definen la especificidad segun
estimulacién y contexto celular. Los genes sobre los que CREB puede actuar son
cientos y pueden accionar diversas funciones, desde metabdlicas hasta estructurales
(Lonze & Ginty 2002). Dentro de todos los procesos en los que CREB esté
involucrado, la memoria y el aprendizaje fueron dos a los que se ha prestado especial
atencion. Se demostré que es un factor en el que convergen varias vias de
sefalizacion dependientes de la actividad neuronal, comenzando por el aumento de
AMPc que depende de GPCRs, luego el aumento de calcio por canales dependientes
de voltaje o ligando, la activacion de RTKs por factores de crecimiento y la regulacion

de proteinas asociadas a la plasticidad celular (Benito & Barco 2010).

A nivel neuronal, la fosforilacion de CREB es esencial para responder a nivel
transcripcional a multiples sefiales externas. Por otro lado, CREB como factor de
transcripcion esta intimamente relacionado con la plasticidad sinaptica, junto con
otros como AP-1 y Erg, mientras que éstos se distinguen de aquellos que se
relacionan con el desarrollo neuronal como Hex GATA y SOX (Alberini, 2009). Se
destaca esta caracteristica, ya que como se explicé en la seccién 1.2 de esta
introduccién, CRH/CRHR1 esta involucrado en la plasticidad sinaptica en el
hipocampo y por lo tanto en la memoria y el aprendizaje. La fosforilacion en la serina
133 de CREB, también se relaciona con estos procesos, por lo tanto, es un buen
blanco de estudio para explorar las vias de sefializacién del sistema CRH en un

entorno hipocampal.
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En el caso de la activacion via CRH, utilizando las células HT22-CRHR1 se demostré
que la fosforilacion de CREB es independiente de la quinasa ERK1/2 pero
dependiente de ambas fuentes de AMPc, sAC y tmAC (Inda, Bonfiglio, et al., 2017).

4 Immediately early genes (IEGS)

Los primeros IEGs fueron descriptos para células no neuronales buscando genes que
estuvieran relacionados con factores de crecimiento y con la regulaciéon del ciclo
celular. Fue asi como se encontraron los primeros genes que se activaban
rapidamente luego de agregar factores de crecimiento a las células. c-fos y c-myc
fueron los primeros descriptos, el primero se transcribe rapidamente luego de unos
minutos de estimular las células con estos factores y el segundo precede a la
transcripcion de c-fos (Sheng & Greenberg, 1990). En general todos los IEGs
comparten algunas caracteristicas, su expresion es baja o indetectable en células
guiescentes pero su expresion aumenta rapidamente luego de un estimulo sin
depender de la sintesis de proteinas (Stiles et al, 2014, Bahrami & Drablgs 2016). El
tiempo de vida media de estos mMRNA es muy corto, aproximadamente 10-15 minutos

para c-fos por lo que significa que la regulacion de estos genes esta muy controlada.

En el sistema nervioso, los IEGs cumplen un rol central ya que, al tener una regulacién
extremadamente fina, se los relaciond directamente con uno de los procesos mas
sincronizados de la biologia: la sinapsis. La primera vez que fue sugerida esta relacion
fue en 1985 utilizando las células PC12 (feocromocitoma de médula suprarrenal de
rata) que al ser estimuladas por neurotransmisores o por pulsos eléctricos,
aumentaba la transcripcion de los IEGs (Greenberg et al., 1985, Greenberg et al.,
1986). Fue asi como las PC12 se convirtieron en un sistema de estudio muy utilizado
para delimitar los primeros descubrimientos de estos genes relacionados con el

sistema nervioso.

Los IEGs se pueden clasificar en dos clases segun su funcién, la primera se la conoce
como RTFs (por sus siglas en inglés, Regulatory Transcriptional Function). Estos
genes regulan otros genes que se encuentran rio abajo de ellos mismos. La segunda
clase es conocida como IEGs efectores, siendo ellos mismos quienes influyen en los
procesos celulares directamente. Hoy en dia las nuevas tecnologias como catFISH
han abierto nuevas puertas y se ha podido relacionar a los IEGs con la temporalidad

de los procesos, ya que por ejemplo algunos IEGs como Homer-12, Arc, y egrl en
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neuronas, aparecen rapidamente en el nacleo luego de la activacion neuronal, acto
seguido, son transferidos al citoplasma. Esta diferencia temporal compartimental
puede ser analizada por marcacién de los mMRNA y dar nueva informacién sobre la
activacion neuronal en diferentes lapsos de tiempo siguiendo al IEG en cuestion
(Minatohara et al., 2016).

La expresion de los IEGs se ha utilizado ampliamente para el estudio de la actividad
hipocampal ya que se puede relacionar su funcion con la region del hipocampo en la
gue se estén expresando. Los mas comunmente utilizados para el estudio del
comportamiento y la actividad hipocampal son c-fos, c-jun y zif-268 dentro de los
RTFs y Homer-1A y Arc dentro de los IEGs efectores (Kubik et al., 2007).

Por otro lado, estudios actuales involucran a los IEGs con la plasticidad neuronal y
con los diferentes tipos de formacion de memoria. El hipocampo, ha sido declarado
como centro de la formacién de la memoria, y se ha demostrado que al aplicar ciertos
tests representativos, la expresion de IEGs aumenta drasticamente en las neuronas
activadas (aproximadamente un 40% del total de las neuronas de la zona estudiada)
(Minatohara et al., 2016).

Desde hace varios afos, c-fos se utiliza como indicador para estudiar circuitos
neuronales luego de aplicar diferentes estimulos ya que se utiliza como marcador de
neuronas activadas. Se conoce la expresion de c-fos en muchas estructuras del
cerebro, sin embargo su funcién en el hipocampo resulta ser una de las mas
importantes junto con otros IEGs que se co-expresan frente a diferentes estimulos
(Minatohara et al., 2016). Particularmente en el sistema CRH, se lo ha empleado
como indicador de actividad neuronal en el cerebro luego de inyecciones con el
neuropéptido. Por ISH se identificaron las zonas donde se encontraba el transcripto
de c-fos luego de estimular por diferentes maneras, y se las correlacionaron con las
zonas donde se encontraron los transcriptos de los receptores (Dubé et al., 2000,
Bittencourt & Sawchenko, 2000). Por otro lado, mediante la misma técnica se ha
demostrado que luego de una exposicion a estrés en ratas, aumenta la expresion de
c-fos y de otro IEG llamado NGFI-B en el eje HPA (Smith et al., 1997). De esta manera

se puede relacionar al sistema CRH con la expresion de c-fos.

Nuestro laboratorio involucré a c-fos en la diferenciacion celular activada por el AMPc

generado al estimular con CRH las células HT22-CRHR1 que como se ha
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mencionado al inicio de esta Introduccion, corresponden a una linea celular neuronal
de hipocampo de ratdn. A su vez, este gen es dependiente de la activaciéon de CREB
en este contexto celular. Es esperable que se activen IEGs en la diferenciacion
neuronal, por lo que estos descubrimientos refuerzan la utilizacion de las células HT22

como reflejo de las células hipocampales (Inda, Bonfiglio, et al., 2017).
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es caracterizar los mecanismos moleculares
involucrados en la sefalizaciéon de CRH y las UCNs mediada por el CRHR2a en el
sistema nervioso central donde el sistema CRH cumple un rol crucial en la respuesta

frente al estrés y en el desarrollo de patologias asociadas.

Teniendo en cuenta la importancia del contexto celular en la sefalizacion de los
receptores de CRH, decidimos utilizar como modelo neuronal hipocampal a las
células HT22, expresando de manera estable el CRHR2a (células HT22-CRHR2a).

Nos propusimos para este trabajo los siguientes objetivos particulares:

e Determinar el perfil de activacién de ERK1/2 mediado por el CRHR2a tras ser
estimulado con CRH y las UCNs.

e Caracterizar la activacion de otros efectores como Akt y CREB dependientes
de la activacion del CRHR2a.

e Analizar la participacion de AMPc y sus dos fuentes generadoras (tmACs y
SAC), asi como también la de PKA en la activacion de los efectores rio abajo
del CRHR2a en un entorno neuronal.

e Investigar si las UCNs tienen la capacidad de generar cambios morfolégicos
en las células HT22-CRHR2a y de ser asi estudiar vias de sefalizacion que
participen en el proceso.

e Estudiar el transito celular y la endocitosis del CRHR2a dependiente de las
UCNSs.

e Comparar los resultados obtenidos en la linea HT22-CRHR2a con otros
sistemas celulares periféricos y en cultivos primarios neuronales para

comprender la dependencia del contexto en los mecanismos estudiados.

Nuestra hipotesis de trabajo sostiene que las vias de sefalizacién activadas por
el sistema UCNs/CRHR2a son dependientes del contexto celular, y del ligando
gue participe en cada proceso. La descripcion de los efectores participantes en
estas vias en un contexto neuronal, contribuirdn a la comprension de los

mecanismos moleculares involucrados en la accion del sistema CRH.
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Materiales y Métodos
1 Lineas celulares

En este trabajo se utilizaron las siguientes lineas celulares:

HT22: Esta linea celular corresponde a un subclon de la linea HT4, la cual deriva de
un cultivo primario de hipocampo de raton. Fue cedida generosamente por el Dr.
Dietmar Spengler (Instituto Max Planck de Psiquiatria, Munich, Alemania). Durante la
Tesis de Licenciatura del Dr. Juan José Bonfiglio por RT-PCR se determin6 que esta
linea celular no expresa niveles detectables del CRHR1 y a su vez en esta Tesis se
determiné via PCR en tiempo real (RT-gPCR) que tampoco expresa niveles
detectables de CRHR2 (Juan José Bonfiglio, 2008).

MING: Esta linea celular fue creada a partir de un tumor pancreético (insulinoma) en
un raton transgénico que expresa el antigeno T grande de SV40 en las células beta.
Esta linea fue cedida generosamente por el Dr. Marcelo Perone. Descripciones
previas demuestran que esta linea celular expresa el CRHR1 y el CRHR2a (Huising
et al., 2011). Durante esta Tesis doctoral se corroboraron estos resultados por PCR.
HT22-CRHR1: Durante la Tesis de Licenciatura del Dr. Juan José Bonfiglio se
generaron clones estables derivados de HT22 que expresaran el receptor de CRHR1
de raton fusionado a un tag c-Myc en el N-terminal (Juan José Bonfiglio, 2008). Dado
gue no existen anticuerpos comerciales que reconozcan de forma fiable al CRHR1,
se eligié esta construccion para poder detectarlo mediante anticuerpos contra el
epitope c-Myc (Bonfiglio et al., 2013). La funcionalidad del receptor fue verificada en
el mismo trabajo.

HT22-CRHR2: En esta Tesis, se generaron clones estables de la construccién FLAG-
hCRHR2a a partir de la transfeccion de pcDNA3-FLAG-hCRHR2a cedida gentilmente
por el Dr. Hausch y la seleccion con geneticina 400 pg/ml. Después de 14 dias de
tratamiento con antibiético las colonias se aislaron y se subcultivaron. Se verifico la
expresion del receptor por RT-PCR y Western Blot y se eligieron clones con diferentes
niveles de expresion para trabajar. La funcionalidad de CRHR2a en este entorno
celular se demuestra en este trabajo. Cabe aclarar que se utilizé el CRHR2a humano,
siendo este extremadamente similar al del ratébn y demostrando actividad bioldgica al

expresarlo en las células HT22.
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HT22-CRHR2-Epac-SH8’: Con la construccion Epac-SH®’ (Klarenbeek et al., 2015),
gue se subclono en el plasmido pcDNA3.1/Zeo(+) durante la Tesis Doctoral de Maria
Carolina Inda (Inda, 2017). Se transfectaron las células HT22-CRHR2a y se
seleccionaron los clones estables con zeocina 100 pg/ml (Invitrogen). Después de 14

dias de tratamiento con antibiotico las colonias se aislaron y se subcultivaron.

Transfecciones transitorias:

HT22-CRHR2-AKAR4: A partir de la construccién de AKAR4 (Allen & Zhang 2006),
se transfectaron de manera transitoria las células HT22-CRHR2a y antes de las 48 h
de la transfeccidn se realizaron los experimentos que se describen.
MING6-Epac-SH87: A partir de la construccion de Epac-SH187 previamente mencionada,
se transfectaron de manera transitoria las células MIN6 y antes de las 48 h de la
transfeccion se realizaron los experimentos que se describen.

HT22-PS-CRHR2a: A partir de la construccion PS-CRHR2a, se transfectaron de
manera transitoria las células HT22 parentales. A las 48 h luego de la transfeccién se
realizaron los experimentos que de describen debajo.

HT22-CRHR2- ECFP-ER y ECFP-Golgi: A partir de las construcciones comerciales
ECFP-ER y ECFP-Golgi, se transfectaron de manera transitoria las células HT22-
CRHRZ2a. A las 48 h luego de la transfeccion se realizaron los experimentos que de

describen debajo.

En la tabla 1 se detallan la procedencia de los plasmidos utilizados en este trabajo.

1.1 Mantenimiento de las lineas celulares en cultivo

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio esencial minimo de cultivo DMEM
baja glucosa para las células HT22 y alta glucosa para las MIN6 (Invitrogen)
suplementado con bicarbonato de sodio 2,4 g/l, HEPES 2,2 g/l, suero fetal bovino
(SFB) previamente decomplementado por calor a 65°C durante 30 min (5% para
HT22, 10% para MING), penicilina 100U/ml, estreptomicina 100mg/ml, glutamina 4
mM. El medio de cultivo de los clones estables para CRHR1 o CRHR2 también
contuvo el agente selectivo geneticina 200ug/ml para asegurar la presencia del

receptor y/o la presencia de Epac-S"87 y/o la doble expresion de receptores con
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zeocina 50 yg/ml. Las lineas celulares fueron incubadas a 37°C en una atmdsfera
himeda y 5% de CO.. Las lineas se mantuvieron en crecimiento con pasajes cada
72-96hs de una dilucion 1:20 para las HT22 o 1:10 para las MIN6. Tanto para el
mantenimiento, como para el plaqueo de las células en cada experimento, las mismas
fueron lavadas con PBS y despegadas en presencia de tripsina (1X, Invitrogen) por 1
min a 37°C.

2 Transfecciones transitorias de lineas celulares

2.1 Transfeccion de DNA

Las células HT22-CRHR1 o HT22-CRHR2a y las MING6 fueron sembradas al 80% de
confluencia. 24 h mas tarde fueron transfectadas utilizando Lipofectamina y PLUS
Reagent (Invitrogen) segun instrucciones del fabricante.

Brevemente, para las células HT22-CRHR1 6 HT22-CRHR2a y MING6 en una placa
de 60 mm de didmetro, se preparé un tubo de poliestireno en el cual se colocaron 4
Mg de plasmido, 4 ul de PLUS Reagent y 250 pl de OptiMEM, y en otro, 30 ul de
Lipofectamina, y 250 pl de OptiMEM, por placa. Transcurridos 15 min, se transfirieron
280 ul del tubo con Lipofectamina al tubo con DNA, se mezcl6 vigorosamente y se
incubo por 15 min para que se formaran los complejos entre el polication y el DNA.
Luego se agregd la mezcla a la placa, previamente lavada con PBS para eliminar
trazas de suero, con 2,5 ml de optiMEM. Para las distintas placas se escalo el
procedimiento de forma proporcional. Se incub6 a las células durante 3 h a 37°Cy a
5%CO:2 para la transfeccion y luego se reemplazé el medio por medio completo de
crecimiento. 24 h después de la transfeccién las células se sembraron en placas de
6 pocillos para los ensayos de Western Blot, de 12 pocillos para los ensayos de
cambios morfologicos a la densidad adecuada, de 24 pocillos para los ensayos de
microscopia. En general, los experimentos se realizaron 48 h después de la
transfeccion. Como control de transfeccion general, el plasmido de interés se co-
transfecto con un vector de expresion de proteinas fluorescentes. Cuando se llevaron
a cabo experimentos de visualizacion (imaging), solo se analizaron las células co-

transfectadas con el reportero fluorescente.
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2.2 Generacioén de lineas estables por dilucién clonal

Las células HT22 se sembraron y se transfectaron de la misma manera que se
describié en el punto 2.1 de esta seccion. A las 24 horas de haber realizado la
transfeccion, se levantaron las células con tripsina y se contaron en una camara de
Neubauer. Se realizaron las diluciones para obtener media célula por pocillo de una
placa de 96 pocillos. Se sembraron 200 pl de la dilucién previamente mencionada por
pocillo en medio DMEM completo con la adicion de la presion de seleccion, en este
caso antibiéticos. Para la generacion de las células HT22-CRHR2a se utilizé
geneticina 400 pg/ml (Invitrogen) y para la generacion de las células HT22-CRHR2a-
Epac-SH*®’ se utilizo zeocina 100 ug/ml (Invitrogen). Se le realizé un cambio de medio
fresco con antibiético una vez por semana. En aquellos pocillos en que las células
replicaron (aproximadamente luego de dos semanas), se dejaron crecer hasta un 30%
de confluencia y se levantaron con tripsina para sembrarlos en un pocillo de mayor
tamafio, en este caso una placa de 24 pocillos. En cada pocillo se sembré una colonia
individual. Luego de llegar a un 80% de confluencia se levantaron nuevamente y se
sembraron los clones en una placa de 6 pocillos (o de 12 pocillos si el crecimiento es
lento). Luego de completar esta placa se sembraron en placas de 10 cm de diametro
y se mantuvieron las células con DMEM con la mitad de concentracion de la presion
se seleccidén para mantener estables los clones. Luego se prob6 en diferentes tipos

de experimentos la expresion de nuestra proteina de interés.

3 Cultivos primarios neuronales

3.1 Animales

Los ratones fueron criados en condiciones estandar de laboratorio (temperatura 22 +
1°C, humedad 55% + 5%) con comida y agua ad libitum. Su manejo y uso
experimental en el instituto Max Planck de Psiquiatria en Munich, fue realizado bajo
las normas y protocolos aprobados de acuerdo con la Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio del Gobierno de Bavaria (Alemania) y aprobados por el
Comité de Cuidado y Uso animal del Instituto Max Planck de Psiquiatria (Munich,
Alemania). Para los animales utilizados en el IBioBA se siguieron las normas y

protocolos aprobados de acuerdo con la Guia para el cuidado y uso de animales de
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laboratorio CICUAL y aprobados por el Comité de Cuidado y Uso animal del instituto
de Biomedicina de Buenos Aires partner de la Sociedad Max Planck.

Los animales utilizados fueron ratones wild type CD1.

3.2 Preparacién y mantenimiento de cultivos primarios de hipocampo y corteza

Se prepararon cultivos neuronales hipocampales y corticales a partir de embriones de
ratones CD1 (E16.5-17.5). Brevemente, las madres se sacrificaron por sobredosis de
isoflurano. Los embriones fueron extraidos rapidamente, se sacaron los cerebros y se
disectdé el hipocampo o parte de la corteza en medio de diseccibn (HBSS
suplementado con HEPES 1M vy glutamina 200 mM, penicilina 100U/ml y
esptreptomicina 100mg/ml). Se disgrego el tejido con tripsina 0,25% por 15 min a
37°C y luego mecanicamente con una pipeta pasteur de vidrio con la punta pulida. Se
cosecharon las células por centrifugacion 5 min a 800g. Las células fueron cultivadas
en medio Neurobasal-A suplementado con B27 2%, GlutaMAX-I 0,5 mM (Gibco)
incubadas a 37°C en una atmosfera humeda y 5% de CO2. Las células se sembraron
sobre cubreobjetos previamente lavados con cloroformo y etanol absoluto y cubiertos

con poli-D-lisina 50 pyg/ml (Sigma) y laminina 5 pg/ml (Invitrogen).
4 Estimulos y agentes farmacoldgicos

4.1 Estimulos

Se describen a continuacién los distintos estimulos utilizados en este trabajo. Salvo
gue se aclare lo contrario, se trat6 con los distintos compuestos en medio OptiMEM y
por los tiempos indicados en las figuras. Los tratamientos basales se realizaron con

el vehiculo de las drogas.

- CRH humano/rata (Bachem Biochemica): Ligando del receptor GPCR CRHR1 (y
CRHR2 con menor afinidad). Se realizaron curvas concentracién-respuesta entre
0,01 nM y 1 yM, y en general se eligié la concentracion de trabajo 100 nM en las
células HT22-CRHR1 en los casos de microscopia se utilizo la concentracion 10 nM
(Puesto a punto en la Tesis doctoral de la Dra. Carolina Inda). Cabe destacar que las

secuencias de CRH de ratén, de humano y de rata son idénticas.
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- UCNs humano/rata (Bachem Biochemica): La UCN1 es ligando de los receptores
CRHR1 y CRHR2 con afinidades similares, las UCN 2 y 3 son ligandos selectivos del
CRHR2. Se realizaron las curvas concentracion-respuesta para cada ligando y se
seleccion6é 100 nM como concentracion general de trabajo. Cabe destacar que las

UCNSs de ratén, de humano y de rata presentan alta similitud de secuencia.

- Forskolina (Sigma): diterpenoide permeable obtenido de Coleus forskohlii que activa

a las adenilil ciclasas transmembrana. Concentraciones utilizadas 10-50 uM.
En aquellos experimentos donde se analizaron los niveles de fosfo-proteinas en
respuesta a estimulos (pERK1/2, pAKT, pCREB), las células se hambrearon de suero

en medio OptiMEM por al menos 5 h antes del estimulo.

4.2 Agentes farmacoldgicos

En todos los casos, se preincubd con los distintos agentes farmacoldgicos 15-60 min
antes del estimulo preparado en presencia del agente farmacoldgico empleado en el
ensayo. Las concentraciones utilizadas estuvieron dentro de los rangos de accion y
teniendo en cuenta la toxicidad. La concentracion empleada en muchos casos es la
gue se utilizé previamente en la literatura, aunque para algunos compuestos hubo
que ponerla a punto para las células HT22-CRHR1 y HT22-CRHR2a. Como

tratamiento control se utilizé el vehiculo de los distintos compuestos.

» H89 (371962, Calbiochem): inhibidor de PKA (Ki = 48 nM). Inhibe otras quinasas
solo a concentraciones mas elevadas de la utilizada: CaM quinasa 2 (Ki = 29.7 pyM),
casein quinasa 1 (Ki = 38.3 uyM), quinasa de la cadena liviana de miosina (Ki = 28.3
MM), proteina quinasa C (Ki = 31.7 yM) y ROCK-II (IC50 = 270 nM). Concentracion
utilizada 10 uM.

» ESIO9 (SML0814; Sigma-Aldrich): inhibidor especifico de EPAC1 (IC50 = 3,2 uM) y
EPAC2 (IC50 = 1,4 yM), que no tiene efecto sobre PKA a concentracion 25 yM.
Concentracion utilizada 5 uM.

« 2’,5’-dideoxiadenosina (2’,5’-ddA, 288104, Calbiochem): inhibidor no competitivo de
las tmACs (IC50 = 3 pM). Concentracion final utilizada 50-100 uM

55



Materiales y Métodos | N.G Armando

* KH7 (3834, Tocris Bioscience): inhibidor especifico de la sAC (IC50 = 3 - 10 yM in
vivo). Inerte hacia las tmACs in vitro y en cultivos celulares hasta concentraciones
300uM. Concentracion final utilizada 7,5-15 uM.

« 2-hidroxiestradiol (2-HE, 13019; Cayman Chemical): inhibidor especifico de sAC
(IC50= 2 uM in vitro), que no tiene efecto sobre las tmACs hasta concentraciones 100
MM. Concentracion final utilizada 20-40 uM.

* DYNGO4-a (ab120689; Abcam): inhibidor especifico de dinamina (IC50 = 200-400
nM in vitro). Inhibe la endocitosis (IC50 = 5,5 uM).

* 4-aminopiridina (A78403 Sigma-Aldrich): Bloqueador especifico de canales de K*
(IC50= 0.5-3 mM in vitro). El bloqueo de los canales de K* evita la repolarizacion de
la membrana neuronal por lo tanto se mantiene despolarizada, es decir, activada.
Concentracion final utilizada 2,5 mM.

* Bicuculina (14343 Sigma-Aldrich): Antagonista de los receptores GABAa (IC50=
30uM in vitro). Concentracion final utilizada 50 yM.

* Brefeldina A (B7651 Sigma-Aldrich): Inhibidor de transporte de proteinas desde el
reticulo endoplasmatico hacia el aparato de Golgi por disrupcion reversible del mismo.

Concentracion utilizada 360 nM.

5 Western Blot

5.1 Preparacion de los extractos celulares

Una vez finalizado el tiempo de incubacion del estimulo, se colocé la placa sobre
hielo, se removi6 el medio de estimulacion y las células se lavaron con PBS frio. Las
células fueron lisadas en Laemmli buffer 2X (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% m/v SDS,
10% glicerol y 5% v/v B-mercaptoetanol), sonicadas en un sonicador Bioruptor (Next
Gen Diagenode). Los lisados fueron calentados a 95°C por 5 min antes de sembrarlos

en geles de poliacrilamida.

5.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), electrotransferencia y

revelado

Las muestras fueron resueltas en geles de poliacrilamida 8-12% desnaturalizantes en
buffer Tris-Glicina-SDS (Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, 0,1% SDS). Para la

identificacion de los tamafios moleculares, se utiliz6 el marcador de peso molecular
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Broad Precision Marker (BioRad). Se realizo la corrida electroforética hasta que cayé
el frente de corrida. Una vez finalizada, en general se realizé la transferencia a
membranas de nitrocelulosa de 0,45 ym de poro a 100 V durante 1 h en buffer de
transferencia (Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, 20% metanol). Luego, se tifieron
las membranas con rojo Ponceau para corroborar la correcta transferencia de las
proteinas a la membrana y comparar cualitativamente las masas sembradas en cada
calle. Se incubaron las membranas durante 1 hora en agitacion con solucion de
bloqueo Blocking Buffer (Li-Cor Biosystems) o TBS-Tween 0,05% (Tris 25 mM pH7,4,
NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%) con 5% m/v de leche descremada para bloquear el
pegado inespecifico. Teniendo en cuenta que la leche tiene fosfatasas, para la
inmunodeteccion de fosfoproteinas, la solucion de bloqueo realizada con leche
descremada fue inactivada calentandola durante 1 h a 60°C.

La incubacién con los anticuerpos primarios se llevo a cabo durante la noche a 4°C
en agitacion. Las diluciones de los anticuerpos fueron preparadas en TBS-Tween
0,05% con BSA 5%. Las membranas fueron lavadas tres veces durante 10 min con

TBS-Tween 0,05%. Luego, segun el tipo de revelado elegido:

- Para revelar por quimioluminiscencia, se incubé con el anticuerpo secundario de la
especie apropiada acoplado a peroxidasa de rabanito (HRP) (Bio-Rad) en una
dilucion 1:3000 en solucion de bloqueo por 1 h a temperatura ambiente en agitacion.
Luego de tres lavados de 10 min con TBS-Tween 0,05% y un cuarto lavado con TBS,
la unidon de los anticuerpos fue detectada con el kit de quimioluminiscencia
SuperSignal West Dura (Pierce) utilizando un equipo digital G:BOXCHEMI-XT4
(Syngene).

- Para revelar por fluorescencia, se incubo con el anticuerpo secundario de la especie
apropiada acoplado a los fluoroforos IRDye700DX o IRDye800CW (Li-Cor
Biosystems) en una dilucién 1:6000-1:10000 en solucion de bloqueo Blocking Buffer
por 1 h a RT en agitacion. Luego de tres lavados de 10 min con TBS-Tween 0,05% y
un cuarto lavado con TBS, la unién de los anticuerpos fue detectada con el equipo
Odyssey Fc Imaging System (Li-Cor Biosystems). Las sefiales inmunoreactivas
fueron analizadas de forma digital utilizando el programa ImageJ (NIH). Los niveles
de fosfoproteinas fueron relativizados a los niveles de proteina total en la misma

membrana.
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5.3 Anticuerpos utilizados

Los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo fueron:

* anti-c-Myc (9E10, sc-40, Santa Cruz Biotechnology)

« anti—fosfo-ERK1/2 (E-4, sc-7383, Santa Cruz Biotechnology)

* anti—total-ERK1/2, (9102, Cell Signaling)

+ anti-fosfo-CREB (06-519, EMD Millipore)

+ anti-total-CREB (9104, Cell Signaling)

* anti-fosfo-AKT (4058, Cell Signaling)

* anti-total-AKT (2920, Cell Signaling)

* anti-FLAG (F3165, Sigma-Aldrich)

* anti-B-actina (sc-47778, Santa Cruz Biotechnology)

+ anti-GAPDH (6C5, ab8245, Abcam)

« anti-raton acoplado a IRDye700DX (LI-COR)

* anti-conejo acoplado a IRDye700DX (LI-COR)

* anti-raton acoplado a IRDye680LT (LI-COR)

« anti-conejo acoplado a IRDye680LT (LI-COR)

* anti-raton acoplado a HRP (170-6516, BioRad)

* anti-conejo acoplado a HRP (170-6515, BioRad)

* anti-raton, acoplado al fluoroforo Alexa Fluor 488 (A21202, Molecular Probes)
* anti-conejo, acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 488 (A21206, Molecular Probes)
* anti-conejo, acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 555 (A31570, Molecular Probes)
* anti-raton, acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 647 (A21235, Molecular Probes)

* anti-conejo, acoplado al fluoréforo Alexa Fluor 647 (A21245, Molecular Probes)

6 Manejo de plasmidos

En este trabajo se utilizaron los plasmidos detallados en la Tabla 1:

Plasmidos Descripcion Origen
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pcDNA3-c-Myc-mCRHR1

Vector de expresion en _
pPcDNAS3.1(+)/Zeo ) ] Invitrogen
células eucariotas
Vector de expresion de|Dr. Wolfgang Wurst,
CRHR1 de ratdbn con|Instituto Max

etiqueta c-Myc en el extremo

Planck de Psiquiatria,

pcDNA3-FLAG-hCRHR2a

N terminal Alemania
Dr. Takeharu Nagai,
Vector de expresion de la|Research Institute for
Venus proteina fluorescente | Electronic Science,
amarilla Venus Hokkaido University,
Japon
Dr. Theodorus Gadella,
Vector de expresion de la|Citologia Molecular,
mTurquoise proteina fluorescente cyan |Institute for Life
mTurquoise Sciences, University of
Amsterdam, Holanda
Dr. Kees Jalink,
Vector de expresion del|Departmento de
mTurquoise2- biosensor de AMPc basado | Biologia Celular, The
EPACcpl173Venus-Venus |en FRET Epac-SH1&7 Netherlands Cancer
(Epac-SH1e7) Institute, Holanda
Dr. Jin Zhang,
Vector de expresion del|Departmento de
AKARA biosensor de la actividad de | Farmacologiay Ciencias
PKA basado en FRET |Moleculares, Johns
AKAR4 Hopkins University,
Estados Unidos
Vector de expresion de|Dr. Feélix Hausch,
CRHR2a  humano  con|Instituto Max

etigueta FLAG en el extremo

Planck de Psiquiatria,

N terminal Alemania
Vector de expresion

pECFP-ER _ Clontech
eucariota que posee la
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proteina calreticulina
fusionada a la proteina

fluorescente CFP.

Vector de expresion
eucariota que posee la B-
pECFP-Golgi 1,4-Galactosiltransfera Clontech
fusionada a la proteina

fluorescente CFP.

Vector de expresion
eucariota que posee el|Dr. Jan Deussing,
PS-FLAG-CRHR2a CRHR2a de raton con el|Instituto Max Planck de
péptido sefial del virus de la | Psiquiatria, Alemania

influenza.

Tabla 1: Listado de los plasmidos utilizados en este trabajo. Se detalla el nombre con el que se

lo identifica, su descripcién y de donde se obtuvo.

6.1 Clonados
6.1.1 Construccion pcDNA3.1(+)/Zeo-CRHR2a

Se subclond la construcciéon FLAG-hCRHR2a del vector de expresion cedida por el
Dr. Hausch en el plasmido pcDNA3.1(+)/Zeo cuya resistencia para células eucariotas
es zeocina. Se digirio el vector original y el vector destino con las enzimas EcoR1 y
Xhol siguiendo las instrucciones de su fabricante (Promega). Se purificaron tanto el
inserto como el vector destino (Kit de purificacion QIAGEN) y se ligaron los
fragmentos con la enzima ligasa 4 siguiendo el protocolo de su fabricante (Invitrogen).
Se transformaron bacterias con el plasmido generado y una vez seleccionados los
clones positivos, se chequearon por restriccion enziméatica (Ver inciso 6.3 y 6.5 de

esta seccion).

6.2 Preparacion de bacterias competentes

Se siguio el protocolo de transformacion descripto por Sambrook (Sambrook et al.,

2001). Bacterias Escherichia coli cepa DH5a fueron utilizadas como fuente de
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bacterias competentes. Para alcanzar la competencia, las bacterias fueron
sembradas en una placa de LB-agar libres de antibidtico suficientemente diluidas
como para obtener colonias individuales, e incubadas a 37°C por 16 h. Una colonia
fue picada y crecida durante 16 h en 5 ml de medio LB en agitacion (200 rpm, 37°C).
Una vez alcanzada la saturacion, se inocularon 200 ml del LB nuevo que se incub6
en las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad éptica de 0,5 medida a 600
nm para estimar el crecimiento del cultivo. Luego se centrifug6 por 10 min a 3000 rpm
y el pellet bacteriano se resuspendié en 100 ml de CaCl2 100 nM frio. La suspension
de bacterias se centrifugd nuevamente a 4°C por 10 min a 3000 rpm. El pellet fue
resuspendido en 5ml de CaClz 100 nM e incubado en hielo por 30 min.
Posteriormente, 300 pl de la suspensidon de bacterias fueron alicuotadas en tubos
eppendorf con el agregado de glicerol hasta alcanzar una concentracion final del 30%.

Finalmente, las bacterias fueron conservadas a —80°C.

6.3 Transformacién bacteriana y aislamiento de plasmidos

Se siguio el protocolo de transformacion descripto por Sambrook (Sambrook et al.,
2001) modificado a partir del original de Hanahan (Hanahan, 1983). Se tomaron 50 pl
de bacterias competentes DH5a de eficiencia al menos 1x10° colonias/ml,
almacenadas a -80°C fueron descongeladas lentamente en hielo granizado. Una vez
descongeladas se agregaron entre 50 ng y 1 pug de plasmido, y se las incub6 30 min
en hielo. Rapidamente, se les aplic6 un shock térmico de 90 s a 42°C y nuevamente
se las colocé en hielo. Luego, se agregaron 700ul de medio LB sin antibiético durante
45-60 min a 37°C. Finalmente, se tomaron cantidades variables de bacterias en LB
(entre 50-500 ul), dependiendo de la calidad y cantidad inicial del plasmido y se
plaquearon en placas de LB con el antibiotico correspondiente.

6.4 Preparacion de pldsmidos a pegueia escala (mini-preparaciones)

Se utilizo el método de Birnboim y Doly (Birnboim, 1979). Tubos de vidrio conteniendo
3ml de medio LB con el antibiético de seleccién correspondiente fueron inoculados
con bacterias provenientes de colonias individuales portadoras del plasmido de
interés o de gliceroles guardados. Los cultivos fueron crecidos por 16 h a 37°C en
agitacion a 200 rpm. Luego, 1,5 ml de cultivo fueron trasvasados a tubos tipo

eppendorf y centrifugados a 2000 rpm, 5 min. El pellet celular fue resuspendido en
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300 pl de P1 (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; EDTA 10 mM) conteniendo RNAsa A (50 pg/ml).
Luego, 300 pl de P2 (NaOH 0,2 N; SDS 1%) fueron agregados, mezclados por
inversion y mantenidos por 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 300 pl de P3
(KAcO 3 M pH 5,2) fria, se incubd la mezcla en hielo durante 20 min y se centrifugo a
10000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. 700 ul del sobrenadante fueron
precipitados con un volumen de isopropanol, y el pellet se lavé con 1 ml de etanol
70%. El pellet finalmente se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendi6 en
20 ul de H20.

6.5 Anélisis de plasmidos por enzimas de restriccion

Todos los plasmidos utilizados en este trabajo fueron analizados mediante mapeo por
enzimas de restriccion para asegurar la utilizacion de los plasmidos correctos. Para
ello varias mini preparaciones de DNA plasmidico fueron verificadas
simultdneamente. 2-3 ul de DNA plasmidico proveniente de minipreparaciones fue
sometido a digestidon por enzimas de restriccion siguiendo el siguiente protocolo: 2-3
pl de DNA plasmidico, 2 ul de buffer de restriccion, 0,5 U de la enzima de restriccion
elegida y H20 hasta completar 20 pl de volumen final. Las mezclas fueron incubadas
durante 2 h a 37°C. Luego las bandas obtenidas fueron resueltas mediante
electroforesis en geles de agarosa de entre 0,6-2% en buffer TBE (Tris-HCI 25 mM,
Acido Bérico 100 mM; EDTA 10 mM, pH 8,0) con bromuro de etidio. El porcentaje

final de agarosa de los geles fue determinado segun el tamafio de las bandas
esperadas. Finalmente, las bandas fueron observadas en un transiluminador UV y

documentadas de forma digital.

6.6 Preparacion de plasmidos a gran escala (maxi/mega-preparaciones)

Los plasmidos chequeados fueron sujetos a amplificaciones a gran escala para
obtener una masa suficiente para los experimentos de transfecciones mediante el uso
de columnas de afinidad (QIAGEN). Brevemente, 250 ml de medio LB con el
antibidtico de seleccién adecuado fueron inoculados con bacterias provenientes de
colonias individuales portadoras del plasmido de interés o stock guardados con
glicerol a -80°C. Los cultivos fueron crecidos por 16 h aproximadamente a 37°C en
agitacion a 200 rpm y luego cosechados por centrifugacion (6000 g por 15 min a 4°C).
El pellet celular fue resuspendido en 10 ml de P1 (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; EDTA 10
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mM) con RNAsa A (50 pg/ml). Se lisaron las células por desnaturalizacion alcalina
agregando 10ml de P2 (NaOH 0,2N; SDS 1%) y manteniendo por 5min a temperatura
ambiente. Luego, se neutralizé el lisado con 10 ml de P3 (KAcO 3 M pH 5,2) helada,
se incubd la mezcla en hielo durante 20 min y se centrifugé a 20000 g durante 10 min
a 4°C. El sobrenadante fue filtrado en un embudo con gasa y volcado en una columna
QIAGEN-tip 500 (para maxipreparaciones) o tip-2500 (para megapreparaciones). La
columna fue eluida por gravedad y lavada dos veces con 30 ml de buffer de lavado
QC. Finalmente, el DNA retenido en la columna fue eluido con 15 ml buffer de elucién
QF. El DNA del eluido fue precipitado con 0,7 volimenes de isopropanol en tubos
COREXy centrifugado a 15000 g. EI DNA precipitado fue lavado dos veces con etanol
70% y el pellet fue secado al aire durante 20 min y resuspendido en H20. La calidad
del DNA plasmidico se verificd por geles de agarosa y la concentracion final se

cuantificé por absorbancia con un Nanodrop (Thermo Scientific).

7 RNA, transcripcion reversay PCR

7.1 Purificacion de RNA

Para aislar RNA tanto a partir de lineas celulares como de cultivos primarios o tejido
de cerebro se utilizo el reactivo Trizol Reagent (Invitrogen) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Brevemente, para las lineas celulares, las muestras se lisaron en el
reactivo, que combina fenol y tiocianato de guanidina, inhibiendo la actividad RNAsa.
Luego, se agregd cloroformo que permite la separacion del homogenato en fases
acuosa y organica. El RNA que qued6 en la fase acuosa y se precipitd con
isopropanol, se lavd con etanol 70% y se resuspendié en agua MilliQ. Para las
muestras de neuronas se utilizo un kit de extraccion de RNA (QIAGEN). Para
resuspender el RNA, las muestras se congelaron a -80°C; una vez congeladas, se
descongelaron a 55°C durante 15min y se agitaron vigorosamente con vortex,
colocandolas en hielo. EI RNA se cuantificé utilizando un Nanodrop (Thermo
Scientific). Para controlar la integridad del RNA extraido, se corrieron geles de

agarosa 1%m/v.

7.2 Transcripcion reversa
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Para la obtencibn de DNA copia (cDNA) a partir de RNA, se utilizd la enzima
transcriptasa reversa (M-MLV RT, Promega). Se desnaturalizd el RNA incubandolo 5
min a 65°C y pasandolo inmediatamente a hielo para evitar la formacion de
estructuras secundarias. Luego, se realizo la transcripcion reversa (RT) incubando 1
Mg de RNA, 500 uM de dNTPs (mezcla equimolar de dATP, dTTP, dGTP y dCTP), 20
U de RNAsin (Promega), 5 uM de oligo-dT, 300 U de la enzima retrotranscriptasa M-
MLV RT y buffer apropiado en un volumen final de 20 uyl a 37°C durante 1 h. Se

inactivé la enzima incubando 5 min a 95°C.

7.3 PCR de punto final

Todas las reacciones de PCR fueron realizadas en 25 pl de volumen final. Se
utilizaron 1-2 ul de la reaccion de RT que contiene el cDNA que actua como molde de
la reaccion de PCR. A cada tubo de reaccion se le agregaron: 2,5 ul de buffer de PCR
sin MgCl2, 1-2 ul de MgClI2 25 mM, 1 ul de la dilucién 10 uM de la mezcla de primers
forward y reverse, 0,5 pl de dNTPs 10 mM (mezcla equimolar de dATP, dTTP, dGTP
y dCTP, Invitrogen); 0,3 yl de enzima Taq DNA polimerasa (5 U/ul, PBL); H20 c.s.p.
25 ul volumen final. Para las reacciones de clonado se utilizé la enzima Platinum Taq
DNA polimerasa HiFi (Invitrogen). Los programas utilizados fueron ajustados segun
los primers utilizados y el amplicén: 5 min a 95°C, 30-40 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a
55-68°C y elongacion 68/72°C (1 min/kpb de producto). Los productos de PCR se

analizaron en general por electroforesis en geles de agarosa con bromuro de etidio.

7.4 PCR en tiempo real o cuantitativa

Todas las reacciones de RT-gPCR fueron realizadas en 25ul de volumen final de
forma similar a las PCR de tiempo final en el caso de las muestras provenientes de
células o tejido. Como molde se utilizaron 5ul de una dilucién 1:10-50 de la reaccion
de RT. El seguimiento de la reaccion se llevo a cabo mediante el agregado de Sybr
Green 1:30000 (Roche) a la mezcla de reaccion, que se realizo en el ciclador CFX96
touch real-time (BioRad). Para el caso de las muestras de cDNA provenientes de
cultivo primario se realizaron las RT-qPCR utilizando master mix (FastStart essential
DNA green master, ROCHE) a la que solo se le adicionan los primers a la misma
concentracion que para las PCR a tiempo final y el molde (1-2 pl del cDNA obtenido).

El volumen final utilizado fue de 10pl. El programa que se utilizé en todos los casos
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fue el siguiente: 5min a 95°C, 40 ciclos de 15s a 95°C, 15s a 56-65°C y 15s a 72°C,
efectuandose la lectura de la fluorescencia al finalizar cada ciclo. Se realizé una curva
de disociacion térmica (curva de melting) para evaluar la especificidad de la reaccion.
Ademas, para determinar que solo existiera un producto de la reaccion, alicuotas de
los productos de RT-gPCR fueron analizadas en geles de agarosa 1.5-2% tefiidos
con bromuro de etidio, corrobordndose también la identidad del producto en funcion
del tamafo esperado. Para cada uno de los productos analizados, se realizé una
curva de temperatura de hibridacion y de concentracion de magnesio para determinar
las condiciones Optimas de reaccion. En cada experimento se realiz6 una curva de
calibracion con diluciones al medio seriadas a partir de una mezcla de los cDNA de
las reacciones de RT, para evaluar la eficiencia de la reaccién de PCR y estimar la
cantidad inicial relativa de molde en cada muestra. Las cantidades relativas iniciales
del producto de interés fueron normalizadas en cada caso a los valores obtenidos
para el cDNA de Hprt por el método de Ct.

7.5 Primers utilizados

Se utilizaron los pares de primers detallados en la Tabla 2. Se disefiaron utilizando
los programas Beacon Designer y Primer3, las bases de datos PrimerBank (Harvard

University), MousePrimerDepot (NIH) o secuencias previamente reportadas en

bibliografia.
Temperatura
Tamafo de
Primers Secuencia ) de
amplicon o
hibridacion
sense:
c-fos ATCGGCAGAAGGGGCAAAGTAG
_ 172 pb 60 °C
(RT-gPCR) |antisense:
GCAACGCAGACTTCTCATCTTCAAG
sense
Hprt TGGGCTTACCTCACTGCTTTCC
_ 139 pb 60 °C
(RT-gPCR) |antisense
CCTGGTTCATCATCGCTAATCACG
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sense:

. GTGGGCCGCTCTAGGCACCA
B-actina . 290 pb 60 °C
antisense:

CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGG

sense: CTTCTCCTTCTGGGGCTGA
antisense: 124 pb 60 °C
AGGTGCCAATGAGGTCCA

mCrhrl
(RT-gPCR)

sense:

CAACATGTAGGTGATGCCCAG
mCrhrl . 278 pb 56 °C
antisense:

GGTGTGCCTTTCCCCATCATT

sense:

CCGTTCCTTCGACCACTAAAC
mCrhr2 . 378 pb 60 °C
antisense:

GGCGTGGTGGTCCTGCCAGCG

sense:

mCrhr2 TACAGAGAGTGCCTGGAGAA
(RT-gPCR) |antisense:
ATGAGGGCGATTCGGTAATG

190 pb 60 °C

sense: GCCCATTTTGGATGACAAGC
hCrhr2 antisense: 636 pb 60 °C
GCCTTCACTGCCTTCCTGTA

sense:

hCrhr2a (RT- | GACGCGGCACTGCTCCACAG
gPCR) antisense:

GCATTCCGGGTCGTGTTGT

233 pb 60 °C

Tabla 2: Listado de las secuencias de los primers empleados para el estudio transcripcional de
diferentes genes de interés. En todos los casos se muestra el nombre del gen y las secuencias de
cada primer en sentido 5’ a 3'.

Los pares de primers fueron analizados utilizando el Primer-BLAST para evaluar su

especificidad. Se eligieron secuencias que hibridaran en exones distintos tanto para
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PCR a tiempo final como para real time PCR. Particularmente para esta Ultima, se
tuvo en cuenta que el producto de la reaccion amplificara productos entre 75-250 pb

aproximadamente.

8 Microscopia confocal y analisis de la localizacion subcelular del CRHR1 y
CRHR2a

Las células o cultivos primarios neuronales se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio
(18mm) en placas de 12 pocillos o en cubreobjetos de 12 mm para plazas de 24
pocillos previamente lavados con alcohol 70% y agua miliQ. A las 24 horas del
plaqueo las células se preicubaron y/o estimularon por los tiempos correspondientes
en cada experimento. Para el caso de las neuronas, se sembraron el dia 0 y se
dejaron madurar hasta el dia 18-21 antes de pasar al tratamiento. Finalizado el
tratamiento, tanto las lineas celulares como las neuronas se lavaron con PBS frio y
se fijaron con paraformaldehido 4% durante 15 min a temperatura ambiente. Cuando
fue necesario, se permeabilizaron las células con 0,01% de Triton X-100 en PBS por
15 minutos a temperatura ambiente. Se incubaron los cubreobjetos con solucién de
SFB 5% en PBS o BSA 5% durante una hora a temperatura ambiente para evitar el
pegado inespecifico de los anticuerpos. Para las inmunomarcaciones, se incubaron
los cubreobjetos durante 2 h en camara humeda con la diluciéon de anticuerpo en
medio de blogueo (1:250 de anti-FLAG, la concentracién de anticuerpo fue optimizada
a lo largo de esta Tesis), seguido de tres lavados con PBS-Tween 0,05%. Luego se
incubé durante una hora en cadmara humeda con los anticuerpos secundarios
acoplados a Alexa Fluor 488 o0 647 en una dilucién 1:500. Se lavé nuevamente con
PBS-Tween 0,05%, y se realizé la tincion con DAPI (1:5000). Por altimo, los vidrios
se montaron sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje Mowiol. En todos los
casos se realizaron los controles de autofluorescencia (sin anticuerpo), de secundario
(sin anticuerpo primario) y de primario (con las HT22 parentales sin el epitope FLAG).
Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio confocal LSM 710 (Zeiss)
mediante el programa ZEN Black 2011. Se utilizaron los objetivos C-Apochromat
40x/1.2 o LD CApochromat 63X/1.15 de inmersion en aceite y correccion por
temperatura. Las imagenes fueron obtenidas a 1024x1024, 8 bit, tiempo de escaneo
por pixel de 4,6 us. En cada caso, se analizaron entre 15 a 20 células seleccionadas
de manera azarosa. Las imagenes fueron analizadas utilizando el programa ZEN
Black 2011 y el Fiji de ImageJ.
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9 FRET espectral para la determinacién de AMPc y actividad de PKA

Las células HT22, HT22-CRHR2a o MING, expresando de forma estable o transitoria
las proteinas fluorescentes o los sensores de FRET (AKAR4 y Epac-SH®’) fueron
sembradas en pocillos con fondo de vidrio (dos Santos Claro et al., 2019). La
adquisicion de las imagenes se realizé en un microscopio confocal invertido LSM 710
(Zeiss), equipado con una platina automatica, una camara de incubacion para
controlar la temperatura y el CO2 y un sistema Definite Focus (Zeiss) para mantener
el foco a lo largo del experimento. Se utilizo el programa ZEN Black 2011 (Zeiss) para
el control del microscopio. Se utiliz6 un objetivo de inmersion de agua 40X con
correccion por temperatura (C-Apochromat NA 1.2) y se adquirieron fotografias de
1024 x 1024 pixeles, 16 bits, tiempo de escaneo por pixel 3,15 ps y pinhole abierto
(600 pm).

La determinacion de los espectros de emision de las proteinas fluorescentes
Cerulean, mTurquoise2 y Venus se realizo utilizando los laseres de 405 nm o0 488 nm
para excitar a la muestra y el modo de deteccion Lambda, usando el detector
QUASAR de 32 canales, configurado con un ancho de canal de 9,7 nm.

Para los experimentos de FRET, las células se iluminaron con el laser de diodo de
405 nM (30 mW, 2% de potencia, ganancia 550-650) y un espejo dicroico de 405 nm.
La emision fue captada entre las longitudes de onda 413y 723 nm, cada 15 s, durante
el tiempo de duracion de cada experimento. Se verific en cada experimento que las
imagenes no estuvieran saturadas. Para la determinacion de los espectros de emision
de referencia y para los experimentos se utilizd6 medio DMEM sin rojo fenol, para
reducir la fluorescencia de fondo, y suplementado con HEPES 20 mM, para controlar
el pH durante el experimento. Las adquisiciones se realizaron a 37°C y 5% CO2.
Aproximadamente 2,5 min (10 ciclos) después de iniciar el experimento, se agrego el
estimulo correspondiente a la concentracion indicada. En algunos casos, las células
se preincubaron 15 min con distintos compuestos y en otros, los inhibidores se
agregaron después del estimulo en el time course. En los experimentos de FRET
espectral, se utiliz la funcidn Linear unmixing para la deconvolucion espectral a partir
de los espectros de emision de referencia de los distintos fluoréforos. La cuantificacion
de las imagenes se realizé con el programa Fiji. Se sustrajo la sefial de fondo y luego,

se midieron a nivel de célula Unica las intensidades del dador y el aceptor de FRET
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para cada tiempo. El cociente FRET/dador fue calculado y normalizado a los niveles
basales, previo a la estimulacion, de cada célula.

10 Analisis de la endocitosis de CRHR2a mediante citometria de flujo

Se cuantificd la internalizacion del receptor inducida por el ligando mediante la
determinacién por citometria de flujo de FLAG-CRHR2a presente a nivel de la
membrana plasmatica en distintas condiciones. Dado que no se cuenta con
anticuerpos robustos para los receptores de CRH, se utilizé la marcacion indirecta
usando anticuerpos que reconocen la etiqueta FLAG de la construcciéon y anticuerpos
secundarios fluorescentes (dos Santos Claro et al., 2019). Brevemente, las células
HT22-CRHR2a fueron sembradas en placas de 60 mm de diametro. 24 h mas tarde,
se hambrearon 1 h en OptiMEM previo al pretratamiento con agentes farmacoldgicos
o la estimulacién. Una vez finalizado el tiempo de estimulacion, las células fueron
lavadas con PBS frio y levantadas mecanicamente, favoreciendo el despegado de las
células adherentes con PBS-EDTA 1 mM. Después de dos lavados con PBS, se
incubaron 2 x 10° células por condicion analizada durante 1 h a 4°C o en bafio de
hielo con PBS 10% SFB para reducir el pegado inespecifico de los anticuerpos. Se
cosecharon las células por centrifugacion y en el volumen residual se agregaron con
0,2 ug de anticuerpo anti-FLAG por 2 h en un bafio de agua-hielo en el mismo medio
de bloqueo. Se lavaron las células con PBS 1% SFB, en el volumen residual se agreg6
1,4 ug del anticuerpo secundario anti-raton Alexa 647 (Molecular Probes) y se incubé
en oscuridad por 1 h en un bafio de agua-hielo. Todas las soluciones utilizadas
contienen azida sédica 0,01%. En forma paralela se prepararon los correspondientes
controles de autofluorescencia, de anticuerpo primario realizando la marcacion en la
linea parental HT22 y de anticuerpo secundario en muestras donde no se incub6 con
el anticuerpo primario. Para la adquisicibn de datos se empled un equipo
FACsSCANTO Il (BD Biosciences). Los datos se analizaron con el programa FlowJo
(Tree Star).

11 Analisis de los cambios morfolégicos

Este método fue puesto a punto durante la Tesis de Licenciatura de Maria Carolina
Inda y previamente publicado por nuestro laboratorio (Inda, Bonfiglio, et al., 2017).

Brevemente, las células se sembraron en placas de 12 o0 24 pocillos a una confluencia
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de 40-50%. 24h mas tarde, se lavaron con PBS y se trataron con los distintos agentes
farmacolégicos y/o se estimularon por el tiempo indicado en OptiMEM manteniendo
las células a 37°C y 5% de CO2. Se fotografiaron las células en campo claro utilizando
un microscopio de fluorescencia Axio Observer Z1 (Zeiss), equipado con una camara
CCD AxioCam HRm3 digital, la cAmara de incubacion XLmulti S1 (D) y el médulo de
temperatura XL S1 (D). La adquisicion se controlé con el programa Zen Blue 2011
(Zeiss) y se tomaron fotografias con el objetivo de aire 40X. Se tomaron al menos 10
fotografias por cada tratamiento, seleccionando los campos al azar. La cuantificacion
se realiz6 mediante el plugin Simple Neurite Tracer, que se distribuye como parte del
programa Fiji. De cada fotografia, se eligié cuantificar aquellas células que estuvieran
poco superpuestas con otras, para poder medir correctamente las trayectorias. Se
determind el largo de la neurita mas larga y el diametro de la célula en pixeles y luego
se realizo el cociente. Para cada tratamiento, se midieron en total al menos 100
células de 5 campos distintos.

12 Tratamiento estadistico de los datos

Los datos se presentan como la media + desvio estandar de la media (SEM por sus
siglas en inglés) de al menos tres experimentos independientes, a menos que se
indigue de otro modo. El programa GraphPad Prism fue usado para el andlisis
estadistico de los datos. Pruebas t de Student fueron utilizadas para comparar dos
grupos experimentales. Para comparaciones multiples, se efectué un andlisis de la
varianza (ANOVA) de uno o dos factores. Se realizaron pruebas post hoc de Tukey o
Bonferroni para determinar los grupos que presentaban diferencias significativas
entre si. En todos los casos se considero un valor p < 0,05 como estadisticamente

significativo.
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Resultados

1 Generacion de clones estables de expresion para el CRHR2a en la linea celular

hipocampal HT22

Nuestro laboratorio se caracteriza por estudiar el sistema CRH en un entorno celular
con relevancia fisiolégica para nuestras hipotesis, ya que una de nuestras premisas
es que el contexto celular es clave para el estudio y caracterizacion de la funcion de
los receptores de CRH. Es por esta razon que utilizamos la linea celular neuronal
hipocampal HT22 para nuestros experimentos, la cual deriva de la linea inmortalizada

de hipocampo de ratén HT-4.

Decidimos comenzar este trabajo investigando la expresion de ambos receptores de
CRH antes de realizar la transfeccion del CRHR2a en las células HT22. De esta
manera podremos asegurar que todos los efectos que observemos corresponden a
la accion del CRHR2a transfectado. Se pusieron a punto dos PCRs a tiempo final
utilizando como control positivo de ambos receptores cDNA obtenido de cerebro de
ratén adulto. Los primers para el CRHR2 se disefiaron para detectar las 2 isoformas
existentes en ratones. Como control de la calidad del cDNA se detect6 B-actina. No
se observo la expresion de ninguno de los dos receptores de CRH en la linea HT22
(Figura 8).

200
100

CRHR2 ratén CRHR1 ratoén B-Actina

Mk , HT22 Cerebro Ctrl- | HT22 Cerebro Ctrl- Mk , HT22 Cerebro
1 I Soveny
. 1 e |
1 ] ]
1 ] ]
1 ] ]
1 ] ]
1000 ——— 1 1 W
850 1 ] ]
700 I I I
600 ! d ;
500 J I J
400 : : :

300 ! , - - | — o—
1 ] ]
1 ] ]
1 ] ]
1 ] ]

1 1

Figura 8: Detéccién de los receptorels de CRH en la linea hipocampal Hf22. Imagen representativa
de la deteccion de la expresion de los genes de CRHR1 y CRHR2. Mk corresponde al marcador de
tamario para DNA utilizado en pares de bases (pb). La longitud del amplicon correspondiente al CRHR1
es 278 pb, al CRHR2 es 378 pb y la B-actina 290 pb. La imagen corresponde al revelado con bromuro
de etidio de un gel 1% de agarosa en buffer TAE 1X.
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Una vez corroborada que la expresion endégena de los receptores de CRH es
indetectable, decidimos iniciar la transfeccion utilizando el esquema que se describe

a continuacion.

" w
DN
¢w T = ¥s

Linea celular HT22 HT22-CRHR2
Transfeccidon transitoria

l Dilucion clonal y presion
de seleccion durante 2

Linea estable semanas

HT22 CRHR2 é j

Figura 9: Esquema de trabajo para la generacion de clones estables. En este caso se esquematiza

el procedimiento para la insercion del CRHR2a en el genoma de la linea parental HT22. G418

corresponde a la resistencia eucariota geneticina.

Se llevo a cabo un procedimiento similar para generar la linea celular que expresa de
manera estable tanto el CRHR2a como el sensor de FRET EPAC-SH*®7 para medir
AMPc. Mas adelante en esta seccion describiremos los resultados obtenidos en la
linea celular HT22-CRHR2a-EPAC-SH87,

Una vez obtenidos los diferentes clones, se realiz6 una RT-qPCR para corroborar la
expresion (Figura 11), asi como también ensayos funcionales como por ejemplo la
medicién del ERK1/2 fosforilado luego de estimular con UCN1 (Figura 10). Existen
algunos trabajos que han observado la fosforilacion de este efector mediada por el
CRHR2 en otros contextos celulares (Markovic et al., 2008, 2011). De esta manera

se continud el trabajo s6lo con aquellos clones que activaron ERK1/2.
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Clon 16 Clon 13 Clon 4
UCN1 100 nM UCN1 100 nM UCN1 100 nM
Tiempo g 5 39 B 5 30 B 5 30
(min)
MR
- - e ERK1/2
35 w—— — — [ —
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Figura 10: Seleccion de clones estables por funcionalidad. Western Blot representativo de los 3
clones seleccionados mostrando la fosforilacion de ERK1/2 luego de estimular las células. La movilidad
relativa esperada para ERK1/2 es 42/44 KDa.

Por dltimo, analizamos mediante RT-qPCR, los niveles de sobre-expresion en cada
uno de los clones seleccionados. Como se puede observar en la figura 11, el Clon 4
fue el que mostré una mayor expresion de mRNA del receptor, mientras que el Clon
13 y el Clon 16 mostraron cantidades similares. En este caso, no contamos con un
control endégeno para el CRHR2a humano, ya que los primers que utilizamos para
hacer este experimento son de esa especie, es por este motivo que los valores de

cuantificaciéon se muestran sin relativizar al basal o situacion control.
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Crhr2« relativo a Hprt

Figura 11: Niveles de sobre-expresion del CRHR2a en los diferentes clones. Los niveles de hCrhr2a
se midieron mediante RT-g-PCR y fueron normalizados a Hprt.
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Por otro lado, profundizando en este tipo de analisis, se midieron los niveles de
expresion de ambos receptores de CRH en homogenato de cerebro de raton (Figura
12A). EI CRHR1 se expresO en niveles mayores que el CRHR2, pero ambos
receptores fueron detectables en cerebro por RT-qPCR.

Por otro lado, medimos los niveles de expresion de los receptores sobre-expresados
en nuestras células HT22-CRHR1 (clon 2) y HT22-CRHR2a (clon 16) (Figura 12B).
Como se comentd previamente, no contamos con un control endégeno de expresion
del CRHR2a ya que la construccion de receptor que utilizamos es humano. Cabe
aclarar que a nivel secuencia aminoacidica, el CRHR2a humano y de ratén son casi
idénticos (difieren s6lo en pocos aminoacidos en posiciones dentro de los pasos
transmembrana del receptor, es decir que no maodificarian la funciéon ni
comportamiento del receptor). Al comparar las figuras A y B observamos que, tanto
en nuestras lineas celulares, como en cerebro, la expresién del CRHR1 es mayor
respecto al CRHR2, por lo tanto, podemos suponer que nuestro contexto celular
respeta lo que se observa de manera enddgena. En este caso se analiz6 para el Clon

16 para el CRHR2a ya que es el clon que més se utilizo a lo largo de este trabajo.
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Figura 12: Niveles de expresion enddgena en cerebro y en las lineas HT22 en los diferentes clones
de los receptores de CRH. Los niveles de hCrhr2a y de mCrhr11 se midieron mediante RT-q-PCR 'y

fueron normalizados a Hprt en los extractos celulares indicados en la figura.
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2 Tanto las UCNs como CRH activan ERK1/2 a través del CRHR2a en la linea
celular hipocampal HT22-CRHR2a y en la linea de células B pancreéaticas MIN6

En la Tesis Doctoral del Dr. Juan Jose Bonfiglio en nuestro laboratorio, se describio
el patron de activacion de ERK1/2 mediado por CRHR1 estimulado con CRH, el cual
es bifasico, siendo la primera fase rapida y aguda mediada por PKA y B-Raf, mientras
gue la segunda es mas deébil y sostenida al menos por 40 minutos (Figura 13),
dependiente de la internalizacion del receptor y de la B-arrestina2 (Bonfiglio et al.
2013). Por otro lado, y de la mano de la Dra. Carolina Inda, se demostrd que estas
dos fases de activacion dependen de diferentes fuentes de AMPc, siendo el segundo
mensajero que proviene de las tmACs clave para la primera fase. SAC participa en
ambas y es la Unica fuente de AMPc presente en la fase de activacion sostenida (Inda
et al., 2016).
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Figura 13: Perfil de activacion de pERK1/2 mediado por el CRHR1 en las células HT22-CRHR1. Los
niveles de pERK1/2 y de ERK1/2 total fueron determinados por Western Blot tras ser estimuladas con
CRH o0 UCN1 100nM durante los tiempos indicados. Las sefiales fueron cuantificadas por densitometria,
cada valor de pERK1/2 fue normalizado al de ERK1/2 total. Los resultados estan expresados como el
porcentaje del maximo de pERK1/2 obtenido a los 6 minutos de estimulo. = EMS de tres experimentos

independientes.
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2.1 ERK1/2 es activado en las células HT22-CRHR2a utilizando CRH o las UCNs

Teniendo en cuenta la informacién previamente mencionada acerca del CRHR1,
comenzamos este trabajo caracterizando la activacion de ERK1/2 mediada por el
CRHR2a. Para esto, se utilizaron las células HT22-CRHR2a previamente
hambreadas en medio Opti-MEM durante 5-6 horas antes del estimulo. Como se
observa en la figura 12, utilizando todos los ligandos del sistema CRH como estimulos
observamos una activacion de ERK1/2 que muestra una clara primera fase luego de
6 minutos de estimulo, que decay6 a los 12 minutos de una manera menos abrupta
gue la activaciéon de ERK1/2 en las HT22-CRHR1 estimuladas con CRH o UCN1
(Figura 11). Por otro lado, no se observé claramente un nuevo aumento a tiempos
largos en comparacion con la activacion del CRHR1, sino que la fosforilacion se
mantiene activa a bajos niveles al menos hasta los 40 minutos (Figura 14).
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Figura 14: Perfiles de activacion de ERK1/2 en las células HT22-CRHR2a. Los niveles de pERK1/2

y de ERK1/2 total fueron determinados por Western Blot tras estimular las células con los diferentes

ligandos a 100nM por los tiempos indicados (A-E). Las sefales fueron cuantificadas por densitometria

cada valor de pERK1/2 fue normalizado al de ERK1/2 total. Los resultados estan expresados como el

porcentaje del maximo de pERK1/2 obtenido a los 6 minutos de estimulo £ EMS de tres experimentos

independientes. F) Figuras representativas de los Western Blot obtenidos para cada estimulo a los

diferentes tiempos.
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2.3 ERK1/2 es activado con un perfil similar al obtenido en las células HT22-CRHR2a

en las células MING utilizando CRH o las UCNs

Dado que contamos con la linea celular MIN6 que expresa el CRHR2a y el CRHR1

de manera endogena (Huising et al., 2011), decidimos comparar, primero, si la

activacion de ERK1/2 existe y segundo, si sucedia con un perfil similar al observado

para el CRHR2a. Detectamos que ERK1/2 se fosforilo en respuesta a los estimulos y

con un perfil de activacion similar al observado en las HT22-CRHR2a (Figura 15).
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Figura 15: Perfiles de activacion de ERK 1/2 en las células MING. Los niveles de pERK1/2 y de ERK1/2

total fueron determinados por Western Blot tras ser estimulas las células con los diferentes ligandos a

100nM durante los tiempos indicados (A-E). Las sefiales fueron cuantificadas por densitometria, cada

valor de pERK1/2 fue normalizado al de ERK1/2 total. Los resultados estan expresados como el
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porcentaje del maximo de pERK1/2 obtenido a los 6 minutos de estimulo. F) Figuras representativas de

los Western Blot obtenidos para cada estimulo a los diferentes tiempos.

Teniendo en cuenta que esta linea celular también expresa de manera endogena al
CRHR1, la activacion que observamos al estimular con UCN2 y UCN3 corresponderia
a la actividad del CRHR2a, mientras que con los otros dos estimulos puede

corresponder a la activacion de ambos receptores.

3 Curvas concentracion-respuesta y céalculo de ECso de los ligandos en las
lineas celulares HT22-CRHR1 y HT22-CRHR2a

Con estos resultados de la activacion de ERK1/2, decidimos estimar la afinidad de los
estimulos por los receptores de CRH ya que contamos con dos lineas celulares que
los expresan de manera estable e independiente y que corresponden al mismo
contexto celular. Para realizar las curvas de concentracion-respuesta, decidimos
medir la activaciéon de ERK1/2 luego de 6 minutos de estimular las células HT22-
CRHR1 o0 HT22-CRHR2a con los 4 ligandos que corresponden al sistema CRH. Para
obtener el EC50 de pERK1/2 inducido por CRH o las UCNSs, los valores se ajustaron
a una curva de concentracion-respuesta de tres parametros, mediante el software
GraphPad Prism (Figura 16).

Las curvas de concentracion respuesta fueron en linea con lo que reune la bibliografia
acerca de las afinidades de estas neurohormonas donde CRH y la UCN1 activaron
con afinidades similares al CRH, mientras que la UCN 2 y 3 serian menos afines para
el CRHRL1 en concentraciones fisiologicas. Por otro lado la UCN1 y la UCN3 fueron
las de mayor afinidad para el CRHR2a (Chen, 2016). Este resultado confirma que
nuestro sistema asemeja el comportamiento del receptor previamente reportado en la
linea celular de ovario de hamster, CHO (Lewis et al., 2001; Reyes et al., 2001).
Continuamos entonces caracterizando la accion de los receptores de CRH con
nuestras construcciones expresadas en las células HT22 ya que los ni tags que
poseen tanto FLAG para el CRHR2a como c-Myc para el CRHR1 en sus aminos

terminales, ni la sobre-expresion modifican la afinidad de los ligandos.
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Figura 16: EC50 de pERK1/2 inducido por CRH y UCNs en las células HT22-CRHR1 y HT22-
CRHR2a. A) Curvas de concentracion-respuesta de los ligandos mediadas por los receptores de CRH.
Las células fueron estimuladas con diferentes concentraciones de estimulos durante 6 minutos. Los
niveles de pERK1/2 y ERK1/2 total fueron determinados por Western Blot (B) y cuantificados por
densitometria utilizando el software ImagedJ. Se realizaron 3 experimentos independientes de cada
condicion y se grafican las medias + EMS. C) Valores de ECs obtenidos para cada estimulo y para
ambos receptores de CRH.
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4 Participacion del AMPc y sus fuentes generadoras en el contexto celular HT22-
CRHR2a

Como se explicé en la Introduccion de esta Tesis Doctoral, los receptores de CRH
son GPCRs que sefializan principalmente acoplados a Gs, por lo tanto la participacion
del AMPc resulta ser de gran importancia para la funcion de los ligandos que
participan en el sistema CRH (Inda, Armando, et al., 2017). Por este motivo decidimos
investigar las funciones del segundo mensajero rio abajo de la activacion del CRHR2a
en las células HT22-CRHR2a, asi como también en las MIN6 para utilizarlas de

manera comparativa como un sistema de expresion endégeno del CRHR2a.

La primera pregunta que quisimos responder fue si la activacion del CRHR2a
desencadena la generacion de AMPc en nuestro sistema y la segunda, si el AMPc
generado proviene de ambas fuentes: tmACs y sAC como se ha descripto en
profundidad para el CRHR1 (Inda et al., 2016). Para responder ambas preguntas
decidimos realizar las mediciones de AMPc utilizando un sensor de FRET. En la Tesis
Doctoral de la Dra. Carolina Inda se optimiz6 el uso de sensores de FRET para la
medicién de AMPc/PKA disparada por CRH en las células HT22-CRHRL1. El sensor
EPAC-S"187 resulté ser el mas indicado para la medicion de AMPc por su mayor brillo
y fotoestabilidad respecto a otros sensores como ICUE3 (dos Santos Claro et al.,
2019; Inda, 2017).

Nuestra primera aproximacion consistio en corroborar la funcionalidad del sensor de
nuestro sistema. Se transfectaron de manera transitoria las células HT22-CRHR2a
con el sensor de FRET Epac-S"187 y se midi6 la generacion del segundo mensajero
en tiempo real a nivel célula Unica y sin agregar inhibidores de fosfodiesterasas
(PDEs, de sus siglas en inglés Phosphodiesterases). Diferentes concentraciones de
UCN1 activaron la respuesta de AMPc con diferentes perfiles e intensidades, pero en
todos los casos la respuesta fue rapida. Teniendo en cuenta este resultado, decidimos
continuar nuestro estudio utilizando 100 nM de concentracién final de estimulo (Figura
17).
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Figura 17: Respuesta de AMPc frente a diferentes concentraciones de UCN 1 en las células HT22-
CRHR2a. Las células HT22-CRHR2a transfectadas transitoriamente con el sensor EPAC-SH'87, se

estimularon a tiempo 0 min con las concentraciones indicadas. Datos: Media + EMS, n=20-25 células.

4.1 CRH v las UCNs generan una respuesta de AMPc en la linea celular HT22-
CRHR2aq, pero no en las MING.

Continuamos nuestro andlisis acerca de la respuesta de AMPc en nuestro sistema
utilizando los ligandos del sistema CRH en las células HT22-CRHR2a transfectadas
transitoriamente con el sensor de FRET. Como se comentd anteriormente, en este
caso mantuvimos la concentracion de los estimulos constante, siendo esta 100 nM
en todos los casos. Dado que la respuesta observada en la figura 17 es rapida,
representamos la activacion con los diferentes ligandos luego de 2 minutos de
estimulacién. Como se puede observar en la figura 18, todos los estimulos activaron
una respuesta de AMPc, la UCN1 y CRH lo hicieron con una mayor intensidad,
mientras la UCN2 y la UCN3 con una menor, pero en todos los casos la activacion
fue notoria. Este resultado nos sugiere que la respuesta de AMPc es dependiente del

receptor y no del ligando que lo esta activando.

83



Resultados | N.G Armando

CRH 100 nM UCN1 100 nM

* kK
kkk

-
[=3
(=]

1

% maxima respuesta AMPc

-
o
s

50

1]
?

% maxima respuesta AMPc
(mTurquoise/FRET)
(mTurquoise/FRET)

0 T T

0 . .
S & S S
Q& ‘150 Q(Q ’}6\

UCNZ2 100 nM UCN3 100 nM

1204 1204

**

1

1004 *kk

-

(=]

o
L

804

[=-]
(=]
1

(mTurquoise/FRET)

% maxima respuesta AMPc
(mTurquoise/FRET)
[=2]
o
1

% maxima respuesta AMPc

Q(é\(\ qf&o Qé\(\ ‘Lé\(\

Figura 18: Respuesta de AMPc medida con el sensor Epac-SH187 dependiente de CRH y sus
péptidos relacionados. Respuesta de FRET relativa al maximo de la respuesta. Las células HT22-
CRHR2a-Epac-SH187 fueron estimuladas con los diferentes ligandos a una concentracion de 100 nM, se
grafican los niveles basales de AMPc a tiempo 0 y luego 2 minutos después del estimulo. Datos: media
+ EMS, n=18-30 células, ** p<0,005, *** p<0,001, el analisis estadistico se realizé usando el software

GraphPad (t test) comparando con el tiempo 0.

Dado que se ha reportado previamente que al tratar con forskolina (molécula
permeable a la membrana plasmatica que activa a las tmACs), las células MIN6
generan un aumento de AMPc (Landa et al., 2005), decidimos investigar si la
respuesta del segundo mensajero utilizando los ligandos de sistema CRH era similar
a la obtenida en las células HT22-CRHR2a. Se transfect6 el sensor de FRET EPAC-
SH187 en las células MIN6 de manera transitoria, se corrobor6 el incremento de AMPc
al tratar con forskolina y luego se estimularon con CRH y con UCN2 y 3. Decidimos
no utilizar UCNL1 ya que se estarian estimulando ambos receptores y nuestra intencion

fue favorecer la respuesta diferencial entre los receptores CRHR1 y CRHRZ2a.
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Ninguno de los ligandos generd un incremento en la generacion de AMPc, mientras
qgue con el tratamiento con forskolina se observé un rapido aumento del segundo
mensajero (Figura 19). El uso de forskolina nos permitié confirmar que, tanto la
magquinaria de las células MIN6 como el sensor de FRET transfectado en las mismas

funcionaron correctamente.
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Figura 19: Respuesta de AMPc medida con el sensor Epac-SH187 en las células MING transfectadas
de manera transitoria. Las células fueron estimuladas a tiempo 0 con los diferentes estimulos a una
concentracion 100 nM y con forskolina (Fsk) a las concentraciones indicadas, se grafican los datos
basales como tiempo 0 y los cambios de FRET observados luego de 2 minutos. Datos: n=3, media +
EMS, n=22-32 células.

Este resultado, confirma nuestra hipotesis acerca de la importancia contexto celular y
la dependencia de éste en la activacion de diferentes vias de sefializacién mediada

por los receptores de CRH.

4.2 CREB vy Akt se activan mediante la estimulacion del CRHR2a tanto en las células
HT22-CRHR2a como en las MING6

Nos preguntamos si otros efectores previamente descriptos rio abajo del AMPc se
activarian mediante la estimulacién del CRHR2a en las células HT22-CRHR2a. Se
han relacionado efectores rio debajo de AMPc como PKA y EPACs con la activaciéon
de la via PI3K/Akt en otros contextos celulares (Garcia-Morales, Luaces-Regueira, &

Campos-Toimil 2017; Gunduz et al. 2019), es por eso que decidimos comenzar a

85



Resultados | N.G Armando

investigar la participacién de Akt rio debajo del CRHR2a. Por otro lado y como se
introdujo anteriormente, CREB es uno de los efectores mas comunmente
relacionados con el aumento de los niveles intracelulares de AMPc, y ademas
teniendo en cuenta estudios previos de nuestro laboratorio en las células HT22-
CRHR1 (Inda, Bonfiglio, et al., 2017), consideramos que era un buen candidato para

caracterizar como efector de CRHR2a en nuestro sistema.
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Figura 20: Perfiles de activacion de Akt y CREB en las células HT22-CRHR2a. Los niveles de las
proteinas fosforiladas y de las proteinas totales, fueron determinados por Western Blot tras ser
estimuladas con los diferentes ligandos a 100nM durante los tiempos indicados. Figuras representativas

de los Western Blot obtenidos para cada estimulo y cada efector a los diferentes tiempos.

Observamos que ambos efectores se activaron luego de estimular con CRH o UCN1
y 3 (Figura 20). Decidimos comparar este resultado con las células MIN6 ya que
demostramos previamente que utilizando CRH o UCN2 y 3, esta linea no genera
AMPc rio abajo del CRHR2 activado (Figura 19), por lo tanto, este resultado nos
brindara importante informacion acerca de la sefalizaciéon de los receptores de CRH
en diferentes contextos celulares. En este caso, decidimos utilizar solo CRH y UCN3
para favorecer la activacion de manera diferencial al CRHR1 y al CRHR2a. Nos
sorprendié observar que tanto CREB como Akt también fueron activados en estas

células dependientemente de CRH y UCN3 (Figura 21).
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Figura 21: Perfiles de activacion de Akt y CREB en las células MING. Los niveles de las proteinas
fosforiladas y de las proteinas totales, fueron determinados por Western Blot tras ser estimuladas con
los diferentes ligandos a 100nM durante los tiempos indicados. Figuras representativas de los Western

Blot obtenidos para cada estimulo y cada efector a los diferentes tiempos.

Encontramos similitudes en la activacion de Akt donde los niveles basales fueron
altos, luego hubo una reduccion en la fosforilacion, y a tiempos largos, volvio a
incrementar. Esto se observa tanto en las células sobre-expresadas como en las
células que contienen enddgenos los receptores. Podriamos pensar una posible
explicacion a este comportamiento teniendo en cuenta que existe informacion previa
en otros sistemas celulares que relaciona a la via PI3K con la endocitosis de otros
GPCRs (English, Mahn, & Marchese 2018). Aun no se conoce con seguridad el
transito del CRHR2a, ni en qué tipo de estructura membranosa se encuentra dentro
de la célula en condiciones basales, mas adelante profundizaremos sobre el transito
del CRHR2a. Cabe la posibilidad que el receptor se encuentre en algun tipo de
endosoma y que presente actividad constitutiva, sefializando via Akt en condiciones
previas a la estimulacion, lo cual explicaria los niveles de fosforilacion de Akt en

condiciones basales.

Respecto a la activacion de CREB, en las células HT22-CRHR2a, se observé una
activacién creciente con el tiempo, mientras que, en las MING, la activacion fue rapida
y luego ocurrié una caida de ésta a 20 minutos de la estimulacion, decidimos
cuantificar esta activacion detectada por Western Blot para poder comparar con

mayor precision los perfiles de activacion (Figura 22). Dado que la activacion de
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CREB esta intimamente ligada con el AMPc, este resultado podria indicarnos que el
CREB fosforilado en las células MIN6 es independiente de AMPc y por eso su perfil
de activacion difiere respecto del observado en las células HT22-CRHR2a (Figura
22). Estudiando la bibliografia acerca de CREB y su activacion, encontramos que esta
proteina puede ser activada por diferentes vias mediante la fosforilacién del dominio
KID (Alberini, 2009). Este dominio posee la Serl33, siendo esta la posicidon mas
popular respecto a las modificaciones post-traduccionales de esta molécula. Sin
embargo, este dominio, cuenta con varios sitios de fosforilacion permitiendo la
regulaciéon de mas de una via sobre CREB, entre ellas encontramos a las vias
Ras/Raf/MAPK/p90RSK, Ca2+/CaMK, PI3K/Akt/GSK3B, y la mas conocida,
AMPCc/PKA. Por otro lado, GMPc también puede activar a CREB mediante la
fosforilacion de la Serl33. A su vez, la via de las CaMK puede fosforilar la molécula
tanto en la Serl33 como en la Ser142 siendo esta ultima inhibitoria sobre la accion
de CREB (H. Wang et al.,, 2018). Esta informacion nos permite pensar, que
probablemente este resultado corresponda a una regulacion diferencial dependiente
del contexto celular. Este punto resulta extremadamente interesante por lo que se lo

tiene en cuenta para ser profundizado en un futuro.
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Figura 22: CREB se activa con diferentes perfiles entre las células MIN 6 y las HT22-CRHR2a. Los
niveles de pCREB vy de las proteinas totales (B-actina), fueron determinados por Western Blot tras ser
estimuladas con los diferentes ligandos a 100nM durante los tiempos indicados y cuantificadas por
densitometria utilizando el software ImageJ. En A se muestra el perfil de activacion obtenido en las
células MING y en B el obtenido en las células HT22-CRHR2a. Datos: n=3, media + EMS.
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4.3 Tanto las tmACs como sAC participarian en la generacién de AMPc mediada por

CRHR2a en el contexto celular hipocampal

Antecedentes de nuestro laboratorio han demostrado que tanto en las células HT22-
CRHR1 como en cerebro adulto de ratdon se ha encontrado a sAC dentro de sus
fuentes generadoras de AMPc (Inda, 2017), por lo tanto quisimos investigar acerca

del rol de esta y de las AC clasicas en la sefalizacion del CRHR2a.

Utilizando las células HT22-CRHR2a-Epac-SH*®” decidimos responder el siguiente
interrogante: si ambas fuentes de AMPc participan en la respuesta del segundo
mensajero en nuestro sistema. Para esto, se agregd durante el time course del
experimento de mediciébn de cambios de FRET, inhibidores especificos para cada
fuente de AMPc. Se utilizé 2’,5’-ddA como inhibidor farmacolégico para las tmACs y
2-HE para sAC. Luego del estimulo se agregaron los inhibidores como se explica en
Materiales y Métodos. En este caso se utilizaron los clones estables de las células
HT22-CRHR2a que expresan el sensor de FRET y se midio la respuesta de AMPc a
tres tiempos diferentes en caso de que el efecto de los inhibidores se manifestara a
tiempos largos. Pudimos comprobar que las tmACs patrticiparon en la generacion de
AMPc (p<0.001) y a su vez, al inhibir a SAC se observo también una disminucion del
AMPc generado lo que podria indicarnos una participacion de ambas fuentes (Figura
23), siendo la sAC de contribucion menor al aumento total de AMPc, como se observé
para el CRHRL1 (Inda et al., 2016) . Este resultado nos sugiere que al igual que en el

caso del CRHR1, tanto tmACs como sAC patrticipan en la sefializacién via CRHR2a.
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Figura 23: Efecto de los inhibidores de tmACs y sAC en la respuesta de AMPc generada por la
UCN3. Respuesta de FRET relativa al maximo de la respuesta. Las células HT22-CRHR2a-Epac-SH187
fueron estimuladas con UCN3 100 nM a tiempo 0. El vehiculo (ctrl) o los inhibidores especificos de A)
tmACs (2',5'-ddA 100 uM) o B) sAC (2-HE 30 pM) fueron agregados 1,5 min después del estimulo.
Datos: n=2, media + EMS, 20-25 células, *** p<0,001, el analisis estadistico realizado fue ANOVA de

una via usando el software GraphPad.

4.4 Ambas fuentes generadoras de AMPc son necesarias para la sefalizacion rio

abajo del receptor en las células HT22-CRHR2a

Para profundizar en la activaciéon de ambas fuentes del segundo mensajero, nuestra
siguiente pregunta fue cudl era la participacion de éstas en la fosforilacion de los
efectores que estudiamos a lo largo de esta Tesis: ERK1/2, Akt y CREB. La
bibliografia sostiene que la activacion de CREB se encuentra generalmente rio debajo
de la via AMPc/PKA, aunque pueden participar otras vias como se comentd
anteriormente. Para el caso de ERK1/2, en el contexto neuronal y células
neuroendocrinas también se lo encuentra ligado al AMPc, pero no en otros contextos
celulares como fibroblastos (Inda et al., 2016). Por otro lado, en general Akt se
encuentra rio debajo de la via PI3K (Hemmings & Restuccia 2012). Hoy en dia se
sospecha que Akt no sdlo se activa por la via PI3K sino que podria ser fosforilado en
otros sitios independientes de la PI3K, lo que complica aiin mas la regulacion de los
mecanismos en los que participa (Cole et al., 2019). Nuestra intencion, en este caso,
fue analizar dos vias diferentes en el mismo sistema y la participacion del AMPc en
estas vias generado por diferentes fuentes. Con este objetivo, se preincubaron las
células HT22-CRHR2a con los inhibidores 2°,5’-ddA para tmACs y KH7 para sAC y
luego se midio la fosforilacion de los diferentes efectores por Western Blot.

4.4.1 sAC es necesaria para la activacion de ERK1/2 dependiente de UCN1 y UCN3

En la Tesis Doctoral de la Dra. Carolina Inda, se demostré6 que ambas fuentes de
AMPc participan en activacion de ERK1/2 del CRHRL1 en las células HT22-CRHRL1.
Sin embargo, esta participacion no es tan sencilla, ya que el AMPc generado por cada
una de las fuentes, cumple una funcion diferente, mientras que el segundo mensajero
generado por las tmACs regula solo la fase temprana de ERK1/2, el AMPc generado

por sAC regula ambas fases (Inda et al., 2016) .
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Con este antecedente, decidimos analizar si ambas fuentes participan en la
sefializacion de ERK1/2 en las células HT22-CRHR2a (Figura 12 y 13). Al medir la
fosforilacion de ERK1/2 luego de los tratamientos y de estimular con UCN1, se
observo una reduccion a los 5 minutos con ambos inhibidores (tmACs p<0.05, sAC
p<0.001). Luego de 30 minutos, se observo una disminucion en la fosforilacién de
ERKZ1/2 sélo relacionada con sAC (p<0.05), mientras que la inhibicion de las tmACs
pareceria no tener ningun efecto a tiempos largos (Figura 24A). La misma tendencia
se observo al estimular las células con UCN3, en este caso no se observaron
diferencias significativas (Figura 24B). Creemos que esta diferencia entre estimulos
corresponde a la cantidad de repeticiones que se realizaron de cada experimento ya
gue la utilizacion de estos inhibidores es perjudicial para las células y varia entre

experimentos.
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Figura 24: Efecto de los inhibidores de tmACs y sAC en la activacion de ERK1/2 en las células
HT22-CRHR2a. Las células HT22-CRHR2a fueron preincubadas con vehiculo (DMSO) o con los
inhibidores a las concentraciones indicadas durante 15 minutos antes del estimulo con UCN1 (A) o UCN3
(B) 100 nM . Los niveles de pERK 'y su total se determinaron por Western Blot en los tiempos indicados.
La cuantificacion se realizé por densitometria utilizando el software ImageJ. Datos: n=5 , media £ EMS,
para UCN1 n=3 para UCN3, ***, p < 0,001 *, p < 0.05; El analisis estadistico se realiz6 utilizando el

software GraphPad (ANOVA de dos vias corregido por la prueba post hoc de Bonferroni).
4.4.2 sAC es la Unica fuente de AMPc involucrada en la activacion de Akt dependiente de UCN3 y UCN1

Consideramos de gran relevancia estudiar esta via ya que cada vez se la relaciona
con mas procesos celulares en el sistema nervioso central. Por otro lado, nuestra
intencidn es caracterizar las vias de sefalizacion de los receptores de CRH y poco se
conoce acerca de la via de la PI3K en el sistema CRH. La informacion obtenida con
estos experimentos nos sirve para ampliar nuestro conocimiento sobre la accién del
CRHR2a en un contexto celular neuronal més alla de via AMPc/PKA/ERK1/2 que esta

descripta en mayor detalle para este sistema.

Luego de realizar el mismo proceso descripto en el item anterior y estimulando con
UCN1, se observo que so6lo sAC parece involucrada en la activacion de Akt a tiempos
largos (p<0.05) mientras que el bloqueo de las tmACs no generd ningun cambio

(Figura 25A). Lo mismo se observo al utilizar UCN3 como estimulo (Figura 25B). Este
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resultado sugiere que Akt podria generarse desde compartimientos endociticos ya
gue su activacion sélo dependeria de AMPc sAC-dependiente, siendo esta molécula
clave en la sefalizacion desde endosomas para el CRHR1 en el mismo contexto
celular (Inda et al., 2016).
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Figura 25: Efecto de los inhibidores de tmACs y sAC en la activacion de Akt en las células HT22-
CRHR2a. Las células HT22-CRHR2a fueron preincubadas con vehiculo (DMSO) o con los inhibidores
a las concentraciones indicadas durante 15 minutos antes del estimulo con UCN1 (A) o UCN3 (B) 100
nM. Los niveles de pAkt y su total se determinaron por Western Blot en los tiempos indicados. La
cuantificacion se realizo por densitometria utilizando el software ImagedJ. Datos: n=5, media £ EMS, para
UCNT1, n=3 para UCN3, *, p < 0.05; El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software GraphPad

(ANOVA de dos vias corregido por la prueba post hoc de Bonferroni).
4.4.3 Tanto tmACs como sAC son necesarias para la fosforilacion de CREB dependiente de UCN3

El factor de transcripcion CREB, es uno de los principales participantes en la
regulacion de elementos de transcripcidn activados rio abajo del AMPc. Antecedentes
de nuestro laboratorio, han demostrado que en respuesta de CRH y UCNL1, la
fosforilacibn de CREB aumenta en funcién del tiempo y a su vez es concentracion
dependiente en las células HT22-CRHR1 (Inda, Bonfiglio, et al., 2017). Como se
observa en la figura 15, lo mismo sucede en funcion del tiempo utilizando los
diferentes estimulos en las células HT22-CRHR2a. Por otro lado, se ha observado
también que ambas fuentes de AMPc participan en la fosforilacion de CREB en las
células HT22-CRHR1 y que ademas esta activacion depende de PKA pero no de
ERK1/2 (Inda, 2017; Inda, Bonfiglio, et al., 2017).

Teniendo en cuenta el rol clave que cumple este efector en la sefalizacién via AMPc
y particularmente ligado al CRHR1, la siguiente pregunta que decidimos responder
fue si ambas fuentes de AMPc participan en la activacion de CREB. En este caso
utilizamos a la UCN3 como estimulo. Como se puede observar, al inhibir ambas
fuentes generadoras de AMPc, disminuy®6 significativamente la activacién de CREB a
tiempos largos que corresponde al tiempo con mayor cantidad de CREB fosforilado
(p>0,001) en nuestro sistema (Figura 26).
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Figura 26: Efecto de los inhibidores de tmACs y sAC en la activacion de CREB en las células HT22-
CRHR2a. Las células HT22-CRHR2 fueron preincubadas con vehiculo (DMSO) o con los inhibidores a
las concentraciones indicadas durante 15 minutos antes del estimulo con UCN3 100 nM. Los niveles de
pCREB y actina se determinaron por Western Blot en los tiempos indicados (B). La cuantificacion se
realizé por densitometria utilizando el software ImageJ, los resultados de ésta se encuentran graficados
en la figura A. Datos: n=3, media + EMS; ***, p < 0.001; ns: no significativo. El anélisis estadistico se
realizé utilizando el software GraphPad (ANOVA de dos vias corregido por la prueba post hoc de

Bonferroni).

5 Participacion de PKA en la seinalizaciéon mediada por el CRHR2a

La siguiente pregunta que quisimos abarcar, corresponde a la participacion de PKA
en nuestro sistema HT22-CRHR2a. Como se introdujo previamente, PKA es un
efector que puede encontrarse rio debajo de la activacion de AMPc en diferentes
sistemas celulares y tejidos y cuya actividad o funcién depende de éstos. Para el caso
del CRHR1 en el contexto de las HT22, se demostré que en respuesta a CRH, tanto
las tmACs como sAC sefalizan a través de la PKA (Inda, 2017). Comenzamos a
extender este estudio sobre la accion de las UCNs sobre el CRHR2a y la participacion
de PKA.
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Nuestra primera aproximacion fue responder si la PKA se activa en presencia de las
UCNs en las células HT22-CRHR2a para lo cual transfectamos de manera transitoria
las células con el sensor de FRET AKAR4, el cual mide la actividad de la PKA.
Observamos que las 3 urocortinas fueron capaces de generar un aumento en la
actividad de PKA (Figura 27). Nos resulta de suma importancia continuar el estudio
de la actividad de PKA ya que como demuestra la figura, esta actividad es sostenida
en el tiempo, lo cual nos estaria indicando la participacion de otros mediadores del

metabolismo del AMPc en el mantenimiento de esta actividad.
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Figura 27: Respuesta de la actividad de PKA frente la estimulacion con las diferentes UCNs en las
células HT22-CRHR20. Las células HT22-CRHR2a fueron transfectadas transitoriamente con el sensor

AKARA4, se estimularon a tiempo 0 min con las tres urocortinas a una concentraciéon 100 nM. Datos:
Media £ SEM, n=40-50 células.

6 Mediadores de AMPc en la activacion de ERK1/2 y de Akt

Teniendo en cuenta el resultado anterior, decidimos profundizar en la participacion de
los mediadores que se encuentran rio debajo de la activacion de AMPc. Existen
antecedentes que demuestran que la activacién de ERK1/2 y de Akt dependen de
PKA y de EPACs en diferentes contextos celulares (Kawasaki et al. 1998; Garcia-
Morales, Luaces-Regueira, & Campos-Toimil 2017), es por esto que decidimos que
nuestro siguiente interrogante seria acerca de la participacion de estos mediadores

rio debajo de la respuesta de AMPc disparada por la activacion del CRHR2a.
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Respecto a la participacion de PKA y EPACs en la fosforilacion de ERK1/2
dependiente de CRH en las células HT22-CRHR1, nuestro laboratorio demostré que
la inhibicién de PKA disminuye la primera fase de activacion, mientras que los EPACs
1y 2 inciden en ambas fases de ERK1/2 (Inda et al., 2016). Basandonos en estos
antecedentes, avanzamos en averiguar la participacién de estos efectores en las
células HT22-CRHR2a utilizando dos inhibidores farmacolégicos, H-89 para PKA 'y
ESIO9 para los EPACs 1y 2.

Luego de preincubar las células con el inhibidor de PKA y estimularlas con UCN1, se
observo una disminucion en la activacion de ERK1/2 a 5 minutos (p<0,05) pero no a
tiempos largos. Por otro lado, en el caso de Akt al inhibir PKA se observé un aumento

en la fosforilacién (p<0,05) 30 minutos luego de agregar el estimulo (Figura 28).
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Figura 28: Efecto de la inhibicion de PKA en la fosforilacion de ERK1/2 y Akt disparada por la
UCN1. Las células HT22-CRHR2a fueron preincubadas con vehiculo (DMSO) o con el inhibidor H-89
durante 15 minutos antes del estimulo con UCN1. Los niveles de pERK y su total (A) y del Akt y su total
(B) se determinaron por Western Blot en los tiempos indicados. La cuantificacion para ambos se realiz6
por densitometria utilizando el software ImageJ. Datos: n=3, media £ EMS, *, p < 0.05. El andlisis
estadistico se realizé utilizando el software GraphPad (ANOVA de dos vias corregido por la prueba post

hoc de Bonferroni).
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6.1 Los EPACs participarian en la fosforilacion de ERK1/2 vy de Akt generada
mediante la UCN3 en las células HT22-CRHR2a.

Luego de preincubar las células 15 minutos con el inhibidor de EPACs 1y 2, se
observé una marcada reduccion tanto en la fosforilacion de ERK1/2 como en la de
Akt luego de la estimulacion. La tendencia en la reduccion se sostuvo luego de 30

minutos en ambos casos (Figura 29).
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Figura 29: Efecto de la inhibicion de los EPACs sobre la activacion de ERK1/2 y Akt. Las células
HT22-CRHR2 fueron preincubadas con vehiculo o con los inhibidores durante 15 minutos antes del
estimulo con UCN3. Los niveles de las fosfo-proteinas y su totales se determinaron por Western Blot en

los tiempos indicados.

Tanto la PKA como los EPACs estarian implicados en la fosforilacion de ERK1/2 en
nuestro sistema. En el caso de Akt, los EPACs parecerian cumplir un rol en la
activaciéon de Akt ya que al inhibirlos se observa una disminucién de la proteina
fosforilada (Figura 29), mientras que para el caso de PKA, se observa un aumento
(Figura 28), lo que podria indicar un efecto negativo de la PKA sobre Akt. Creemos
gue el aumento podria corresponder a efectos inespecificos del inhibidor utilizado y
por lo tanto hipotetizamos que la PKA no tiene efecto sobre la activacion de Akt. Se

continuara con esta hipoétesis en la Discusion de esta Tesis.

7 Induccion de c-fos en lineas celulares y cultivos primarios de neuronas
dependiente de CRHy las UCNs

Como se introdujo en el item anterior, CREB es un efector clave en las vias de
sefalizacion que dependen de AMPc. Una vez activado, CREB es un factor de
transcripcion que tiene funciones criticas en el sistema nervioso central (Benito &
Barco 2010). Las respuestas a corto y largo plazo dependen exclusivamente de la

expresion de nuevos genes y desde hace algunos afios, la investigacion en este tipo
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de regulacion se encuentra muy activa. La activacion de los programas de
transcripcion son una parte esencial de la respuesta celular a la estimulacion externa,
regula multiples procesos incluyendo el desarrollo de la arquitectura neuronal y el
aprendizaje y memoria, y esta alterado en muchos desérdenes neuronales (Benito &
Barco 2015). Una de las funciones mas importantes de CREB como factor de
transcripcion, es la induccién de la expresién de c-fos, teniendo en cuenta que CREB
se encuentra dentro de los efectores activados en nuestro sistema por el CRHR2q,

decidimos profundizar en el andlisis de la expresion de este gen.

7.1 CRH v las UCNs inducen la expresion de c-fos de manera diferencial en las células
HT22-CRHR1 y HT22-CRHR2a

Nos preguntamos entonces si la respuesta de c-fos se encontraba regulada por CRH
y las UCNs en nuestro sistema de estudio. Resultados previos de nuestro laboratorio
demostraron que el CRHR1 produce una fuerte induccion de c-fos dependiente de
CRH en las células HT22-CRHR1 (Inda, Bonfiglio, et al., 2017). Decidimos profundizar
en esto realizando la medicién de los niveles de c-fos tanto en las células HT22-
CRHR1 y HT22-CRHR2a utilizando todos los ligandos del sistema. Se observé que
CRH y la UCN1 100nM generaron un aumento en la expresion de c-fos medida por
RT-g-PCR en las células HT22-CRHR1 luego de 1 hora de estimulacion. A su vez,
UCN2 y UCN3 a la misma concentracion también generaron un aumento en la
expresion de c-fos la cual no esperdbamos por la baja afinidad del CRHR1 a estos
ligandos (Figura 30A). En base a este resultado, decidimos repetir el experimento
utilizando una concentracion menor de estimulo. Al repetir el experimento con una
menor concentracion de estimulo, observamos una inducciéon ain mas fuerte de c-fos
generada por CRH y UCN1, mientras que la UCN2 y la 3 generaron un aumento
despreciable respecto al control, consistente con la posible pérdida de selectividad

generada con concentraciones altas (Figura 30B).
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Figura 30: Induccion de c-fos en las células HT22-CRHR1 utilizando diferentes ligandos y
concentraciones. Los niveles de c-fos en las células HT22-CRHR1 se midieron mediante RT-g-PCR y
fueron normalizados a Hprt, luego de 1 hora de estimulacién. En A se muestran los resultados para
HT22-CRHR1 utilizando 100 nMy en B 10 nM de concentracién de cada estimulo. Datos: media £ EMS.
*, p<0.05, ***,p<0.001 respecto al basal utilizando ANOVA de una via, seguido por el post test Tukey.

Al estimular a las células HT22-CRHR2a se obtuvo un incremento en la induccion de
c-fos sélo con UCN1 y UCNS3, pero de menor magnitud que el observado en la figura
18 para el CRHR1 (Figura 31A). Se realiz6 el mismo experimento utilizando las
células HT22-CRHR2a y en las MIN6 (Figura 31B), como se observa en la figura, la
induccidén fue menor respecto a la observada en las células HT22-CRHR2a. Podemos
atribuir esta diferencia a la via por la cual se activa CREB en cada sistema, ya que en
el caso de las MING los niveles de AMPc son indetectables luego de estimular con
CRH o las UCNs, sin embrago hay activacion de CREB y probablemente éste sea

quien activa la induccién de c-fos.

Para el caso de las MIN6 se observé un mayor aumento en la induccion de c-fos
provocada por CRHy por UCN1 respecto ala UCN2 y UCN3 (Figura 31B). Esto puede
deberse a que tanto CRH como la UCN1 activan ambos receptores que se encuentran
expresados en esta linea celular. Respecto a las otras dos UCNSs, se observa una
diferencia respecto ala UCN2 y a lo obtenido con las células HT22-CRHR2a en donde
s6lo la UCN1 y la UCN3 son capaces de activar la transcripcion de c-fos (Figura 31A),
en las MING6 la UCNZ2 si es capaz de inducir la transcripcion de este gen. Nuevamente,
atribuimos estas diferencias al contexto celular y a las diferencias vias que
probablemente se activen dependiendo del estimulo y que sin duda terminaran

regulando procesos diferentes.
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Figura 31: Induccion de c-fos en las células HT22-CRHR2a y MING utilizando diferentes ligandos
como estimulo. Los niveles de c-fos se midieron mediante RT-q-PCR y fueron normalizados a Hprt
luego de 1 hora de estimulacién. En la figura A se muestran los datos que corresponden a las células
HT22-CRHR2a y en B a las MING. Datos: n=3, media £ EMS, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 respecto al

basal utilizando ANOVA de una via, seguido por el post test Tukey.

La activacion diferencial dependiente de ligando que observamos tanto en la figura
30 como 31, nos sugiere diferentes mecanismos activados por el mismo receptor
segun el ligando que esté presente y el tipo celular. Este resultado esta en linea con
la delicada regulacion de la expresion de estos receptores y sus ligandos en el
cerebro. En general donde se expresa uno de los ligandos del sistema no se expresan
los otros 3, por lo tanto, probablemente en una determinada regién del cerebro se
activara selectivamente un mecanismo de sefalizacion, esto comprende una
regulaciéon extremadamente fina y necesaria para las funciones del cerebro. Por otro
lado, estos resultados le otorgan a la UCN2 una menor participacion en esta via y en

este contexto celular.

7.2 CRH induce la expresion de c-fos en cultivos primarios hipocampales, pero no en

corticales de embriones de raton

Decidimos profundizar en la induccion de este gen en un contexto celular que se
acerque a la fisiologia en donde los receptores de CRH desempeiian su funcion. Para
esto, decidimos utilizar cultivos primarios de neuronas de embriones de ratén, estos
experimentos se comenzaron en el Instituto Max Planck de Psiquiatria de Munich en

Alemania y se continuo en el IBioBA.
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Por otro lado, se ha demostrado que tanto en corteza como en hipocampo, el CRHR1
se encuentra expresado en neuronas glutamatérgicas, relacionadas con las vias
excitatorias, quienes tienen un rol central en la neurotransmision de glutamato frente
al estrés (Damian Refojo et al., 2011). Cabe destacar que resultados previos de
nuestro laboratorio, demostraron que en cultivos primarios de neuronas de raton, CRH
activa la respuesta de AMPc de manera similar a las células HT22-CRHR1 (Inda,
Bonfiglio, et al., 2017). Esto nos sugiere que la activacion de CREB y eventualmente
la induccién de c-fos se produciria de forma analoga a lo observado en las células
HT22-CRHR1 estimuladas con CRH. Este antecedente nos incentivo a efectuar las

mediciones de c-fos en cultivos primarios.

Se cultivaron neuronas corticales e hipocampales hasta el estadio maduro (entre 18-
21 dias) de embriones de entre 16.5 y 17.5 dias de gestacion. Se considera una
neurona madura porgue el nivel de crecimiento de sus prolongaciones y formacién de
dendritas en sus sinapsis similares a los de una neurona desarrollada. Para evaluar
los efectos de CRH sobre c-fos en este tipo de cultivos, decidimos realizar la
estimulaciéon en dos condiciones, siendo una basal, es decir, sélo el agregado de
medio de cultivo condicionado, y la otra con una incubacion previa de las neuronas
con 4-aminopiridina y bicuculina (4AP-B). La bicuculina es un inhibidor de los
receptores de GABA-A en sinapsis inhibitorias, cuyo bloqueo ha sido ampliamente
utilizado para inducir la actividad neuronal por generar trenes de potenciales de
accion. El agregado de 4-aminopiridina, un bloqueante de canales de potasio genera
gue esta induccion sea aun mas potente ya que evita la repolarizacion de las
membranas neuronales. Cabe destacar que una porcion pequefia dentro de este tipo
de cultivos primarios, aproximadamente el 10%, corresponde a neuronas
gabaérgicas, mientras el 90% restante corresponden a glutamatérgias. Esta
activacién que se genera al agregar 4AP-B simula la actividad neuronal sinaptica
excitatoria de una manera muy similar a la fisiolégica. En la condicién sin
preincubacion, se observdé una marcada induccion en la expresion de c-fos
dependiente de CRH en el hipocampo, pero no en la corteza (Figura 32). Por otro
lado, en la condicion previamente preincubada con 4AP-B, se observo una expresion
mayor de c-fos en la condicion libre de estimulo, lo que nos indicaria que las neuronas
estan sinapticamente activas (Figura 32 B y D). Nos sorprendio que al estimular con

CRH en las neuronas previamente tratadas con 4AP-B se redujo la expresion del gen
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en las neuronas tanto de corteza como de hipocampo. Por lo tanto, CRH tendria un
efecto inhibitorio sobre c-fos cuando ocurre la sinapsis excitatoria, mientras que, al no
inducir un nivel extremo de activacion, estimularia la induccion de c-fos solo en el
hipocampo, probablemente de una manera intracelular y no por la conexion entre las
neuronas vecinas (Figura 32D). Este resultado nos parece sumamente interesante,
ya que nos estaria informando acerca de las diferencias entre nuestro sistema y la
situacion fisiolégica, ya que al no preincubar con 4AP-B el comportamiento de las
neuronas hipocampales va en linea con lo observado en las HT22-CRHR1 (Figura
30), mientras que en las neuronas que se asemejan a la actividad neuronal excitatoria

real, el efecto es contrario.
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Figura 32: Induccién de la expresion de c-fos mediada por los receptores de CRH en cultivo
primario de neuronas de embriones de ratén. Los niveles de c-fos se midieron mediante RT-g-PCR
y fueron normalizados a Hprt. En A'y B se muestran los resultados para las neuronas de cortezay en C
y D para las neuronas hipocampales. A,C corresponden a los niveles de expresion relativizados al basal

de cada condicién y B,D corresponden a los niveles sin relativizar a sus basales. Las mediciones se
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realizaron luego de 1 hora de estimulacion con CRH 1 uM. En el caso del tratamiento con 4AP-B se

colocd 15 minutos antes de la estimulacion. Datos: media + EMS, n=2.

7.3 La induccion de c-fos mediada por los receptores de CRH dependeria no sélo de

la actividad neuronal sino también del ligando.

Los resultados obtenidos utilizando UCN3 como estimulo, nos indican un
comportamiento inverso respecto a las neuronas hipocampales previamente
activadas y tratadas con CRH. En las neuronas preincubadas con 4AP-B, se observo
una mayor expresion de c-fos en comparacion con aquellas no tratadas. En ambos
casos se estimuld durante 1 hora con UCN3 1uM. En la figura 33 se muestran los

resultados de este comportamiento.
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Figura 33: Induccién de la expresion de c-fos estimulada por UCN3 en el hipocampo. Los niveles
de c-fos se midieron mediante RT-qPCR y fueron normalizados a Hprt. Luego de pretratar 15 minutos
con 4AP-B en el caso indicado, se estimulé con UCN3 1 uM durante 1 hora. En A se muestran los

resultados relativizados a las condiciones basales y en B se muestran sin relativizar.

En las figuras 32y 33, vemos que las neuronas hipocampales en condiciones basales
mostrarian un comportamiento similar frente a la estimulacién con CRH o con UCNS,
mientras que al estar activadas y por lo tanto representar una situacibn mas
fisiologica, el comportamiento pareceria ser diferente, teniendo CRH un efecto

inhibitorio y la UCN3 promoviendo la induccion de c-fos.
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8 La activacion del CRHR2a induce la diferenciacion en las células HT22-
CRHR2a

Hemos investigado previamente, de la mano de la Dra. Carolina Inda, acerca de
cambios morfologicos observados en las células HT22-CRHR1, los cuales definimos
como el redondeo del soma y la extension de la longitud de las neuritas. Demostramos
gue este proceso es inducido por CRH y UCNL1 en estas células y que ademas,
depende del AMPc que sélo proviene del pool generado via sAC (Inda, Bonfiglio, et
al., 2017). En linea con estos resultados, decidimos avanzar sobre los cambios

morfolégicos y la funcion del CRHR2a.

8.1 UCNL1 y 3 estimulan la diferenciacion de la linea celular HT22-CRHR2a mientras

que la UCN2 no tiene efecto

Para investigar si existen cambios morfologicos en la linea celular HT22-CRHR2a,
utilizamos como estimulo de CRHRZ2a las 3 urocortinas. Tanto la UCN1 como la UCN3
indujeron la diferenciacion en las células, mientras que la UCN2 no produjo cambio
(Figura 34). Este resultado, nos indica que la neuritogénesis depende del ligando que
esté activando al CRHR2aq, por lo tanto, este resultado también confirma, que los

ligandos podrian activar diferentes vias en nuestro contexto celular.
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Figura 34: La activacion del CRHR2a produce cambios morfolégicos en las células HT22. El
crecimiento de neuritas en células HT22-CRHR2 fue analizado después de 1 h de estimulo como el
cociente entre la neurita méas larga y el diametro del soma en cada célula. Datos: n=3, media + EMS ,***,
p<0,001, **, p<0,01, ns, no significativo, respecto del basal por ANOVA de un factor de medidas repetidas
y prueba post hoc de Tukey. A- Cuantificacion de la neuritogénesis luego del estimulo con las distintas
UCNSs o vehiculo (DMSO). B- Imagenes representativas de cada condicién, la flecha blanca indica un

célula donde se observa la elongacion de la neurita y el soma redondeado.

8.2 Los cambios morfoldgicos generados por la activacion del CRHR2a dependen del
AMPc generado por sAC en las células HT22-CRHR2a

Una vez corroborada la induccion de cambios morfologicos a través de la estimulacién
del CRHR2a, nos preguntamos si estos cambios dependen de AMPc, y si ese AMPc
proviene de una o de ambas fuentes generadoras. Para contestar esta pregunta, se
preicubaron las células HT22-CRHR2a con los inhibidores de tmACs (2’,5’-ddA) y de
SAC (KH7) y luego fueron estimuladas con UCN1 y UCN3 durante 1 hora. A inhibir el
AMPc generado por las tmACs no se observo ningan cambio, mientras que al inhibir

SAC se produjo una marcada reduccién de la neuritogénesis (Figura 35).

En la figura 35C se muestran imagenes representativas donde se observa claramente
cémo los somas de las células se redondean y se extienden las neuritas al utilizar
ambos estimulos. La misma morfologia se sostiene a pesar de haber preincubado
con el inhibidor 2’,5’-ddA. En las imagenes control, se muestra como los inhibidores
por si solos no afectan la morfologia de las HT22-CRHR2a. Este resultado deja en
evidencia nuevamente, el rol fundamental que tiene el AMPc en los diferentes
procesos celulares, pudiendo regular los cambios morfolégicos en este contexto
mediante la fuente generadora del segundo mensajero. A su vez, el sistema aumenta
su complejidad al tener un efecto dependiente del ligando, en este caso, ligado a la
neuritogénesis. Se concluye de esta manera, que al igual que para el CRHR1 (Inda,
Bonfiglio, et al., 2017), la Unica fuente de AMPc involucrada en la diferenciacion de
las células HT22-CRHR2aq, es sAC.
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Figura 35: La diferenciacion celular en las células HT22-CRHR2a depende del AMPc generado via
sAC. Las células fueron estimuladas durante 1 h con 100 nM de UCN1 (A) o UCN3 (B), 15 minutos de
DMSO como vehiculo, 15 minutos de 7.5 uM de KH7, inhibidor especifico de sSAC 6 15 minutos de 100
UM de 2',5’-ddA, inhibidor especifico de tmACs. A-B Cuantificacién de la neuritogénesis bajo el efecto
de los inhibidores como se detalla en Materiales y Métodos. C- Imagenes representativas de los cambios
morfolégicos luego de los tratamientos indicados en la figura. Datos: n=3, media £ EMS, ***, p<0,001,
** p<0,01, ns, no significativo respecto del basal por ANOVA de un factor de medidas repetidas y prueba

post hoc de Tukey.

9 Rol de PKA en lasefalizacién y los cambios morfolégicos en las células HT22-
CRHR2a

9.1 PKA participa en la activacién de CREB en las células HT22-CRHR2a

En base al conocimiento previo acerca de la dependencia de CREB y PKA en otros
sistemas, nuestra siguiente pregunta fue acerca del rol de esta quinasa en la
fosforilacion de CREB en las células HT22-CRHR2a estimuladas con UCN 1y 3. Para
realizar este andlisis, utilizamos un inhibidor farmacoloégico para PKA (H-89) y
medimos la activacion de CREB como en los casos anteriores. Observamos una
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disminucién en la fosforilacion de CREB luego de 30 minutos de estimulacién tanto
con UCN1 como con UCNS3 (Figura 36). Este resultado era el esperado ya que en
general CREB suele estar rio debajo de la via AMPc/PKA.
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Figura 36: Efecto de la inhibicién de la PKA en la fosforilacion de CREB dependiente de UCN1 y
UCN3. Las células HT22-CRHR2a fueron preincubadas con vehiculo DMSO o con el inhibidor H-89 en
la concentracion indicada (10 uM) durante 15 minutos antes del estimulo con UCN1 (A) o UCN3 (B) 100
nM. Los niveles de pCREB y B-actina se determinaron por Western Blot en los tiempos indicados. En la
parte inferior de ambas figuras se agreg6 una imagen representativa del experimento. La cuantificacion
se realizo por densitometria utilizando el software ImageJ, los resultados de la misma se encuentran
graficados en la parte superior de las figuras. Datos: n=3, media £ EMS; *, p < 0.05. El analisis estadistico
se realizo utilizando el software GraphPad (ANOVA de dos vias corregido por la prueba post hoc de

Bonferroni).

Con relacion al resultado anterior y a los mostrados en el punto 6.1, decidimos analizar
si efectivamente el c-fos inducido por la UCN1 y la UCN3 era dependiente de PKA.
En la figura 37 se muestran los resultados obtenidos al pretratar las células con el
inhibidor de PKA H-89. Como se puede observar, la inhibicion de la actividad de PKA,
lleva a la induccion de c-fos a niveles basales, evidenciando la relacion entre PKA 'y

CREB en este sistema.
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Figura 37: Efecto de la inhibicién de la PKA en la induccién de c-fos mediada por UCN1 y UCN3
en células HT22 CRHR2a. Los niveles de c-fos se midieron mediante RT-g-PCR y fueron normalizados
a Hprt luego de preincubar 15 minutos con el inhibidor H-89 o con el vehiculo DMSO y de 1 hora de

estimulacion con los ligandos indicados.

9.2 La inhibicién de PKA reduce la neuritogénesis en las células HT22-CRHR2a

Decidimos continuar nuestro estudio de la participaciéon de PKA en nuestro sistema,
pero en este caso sobre la diferenciacién celular que, como ya vimos con anterioridad,
es gatillada por la activacion del CRHR2a. Para ensayar esto, realizamos el mismo
experimento de neuritogénesis previamente descripto, utilizando a las UCNs 1y 3
como estimulos y H89 como inhibidor de la PKA en las células HT22-CRHR2a. Los
resultados que se plasman en la figura 38, demuestran que el inhibir la accién de PKA
se genero un bloqueo en la diferenciacion celular independientemente de la urocortina

gue se us6é como estimulo.
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Figura 38: Efecto de la inhibicion de la PKA en la neuritogenesis inducida por la estimulacion del
CRHR2a. Las células fueron estimuladas durante 1 h con 100 nM de UCN1 (A) o UCN3 (B), 15 minutos
de DMSO como vehiculo, 15 minutos de 10 uM de H-89, inhibidor especifico de PKA. A-B Cuantificacion
de la neuritogénesis bajo el efecto del inhibidor. C- Imégenes representativas de los cambios
morfolégicos luego de los tratamientos indicados en la figura. Datos: n=3, media £ EMS, ***, p<0,001,
ns, no significativo respecto del basal por ANOVA de un factor de medidas repetidas y prueba post hoc

de Tukey.

10 Localizacion del CRHR2a en la linea celular HT22-CRHR2a

Una de las preguntas que nos hemos realizado durante esta Tesis Doctoral es acerca
de la localizacién celular del CRHR2a una vez activado. Este es un punto de debate
entre los investigadores que estudian los receptores de CRH, por este motivo
decidimos investigar si el receptor CRHR2a en nuestro sistema, cumple con lo que
sugieren otros grupos acerca de su localizacién dentro de la célula, esto es mayor
cantidad de receptor en el interior celular que en la membrana plasmatica en

condiciones basales (Tu et al., 2007, Waselus et al., 2010).
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10.1 La cantidad de receptor aumenta en la membrana plasmatica de las células

HT22-CRHR2a luego de 6 minutos de estimulacién

Para responder esta pregunta realizamos una inmunomarcacion del FLAG tag que
contiene el CRHR2a expresado en la linea HT22-CRHR2a previamente fijadas, los
resultados se observan en la figura 39. Se observo que, en condiciones basales, el
receptor se detectd tanto en el interior de la célula como en membrana plasmatica,
aunque en ésta con menor sefal. Luego de estimular las células HT22-CRHR2a 6
minutos con UCN1 100nM, nos sorprendid observar que la cantidad de receptor en
membrana aumentd y luego de 30 minutos de estimulo volvié a las condiciones
basales. Previamente se describié que en neuronas del nucleo dorsal del rafe luego
de someter a los animales a un estrés agudo, la localizacion del CRHR2 se
encontraba aumentada en la membrana plasmatica respecto del interior celular luego

de 24 horas del estimulo (Waselus et al., 2010).

Basal UCN1 6 min UCN1 30 min

Figura 39: Deteccion del CRHR2a por inmunofluorescencia. Las células HT22-CRHR2a fueron
estimuladas con 100 nM de UCN1 a los tiempos indicados. Se realizé una inmunomarcacion indirecta
con anticuerpo primario anti-FLAG (1:250, raton) y el anticuerpo secundario acoplado a Alexa 644 (anti-

ratén). Las imagenes fueron obtenidas mediante el uso de microscopia confocal.

Teniendo en cuenta que este tipo de transito es poco comun para un GPCR,
decidimos profundizar acerca de la informacion que nos brindan las
inmumocitoquimicas. Para esto, se realiz6 una cuantificacion de la intensidad de

fluorescencia a lo largo de una transecta que atraviesa la célula, de esta manera se
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puede realizar un grafico que representa lo que se observa en las imagenes

obtenidas. El resultado de esta cuantificacion se observa en la figura 40.

Basal 6 min UCN1 30 min UCN1

Intensidad de Fluorescencia (UA)
Intensidad de Fluorescencia (UA)

1
15 20 10 15

Distancia (micrones) Distancia (micrones) Distancia (micrones)

Figura 40: Localizacion del CRHR2a en las células HT22-CRHR2a por cuantificacion de
fluorescencia. Las células HT22-CRHR2a fueron estimuladas con 100 nM de UCN1 a los tiempos
indicados. Se realizé una inmunomarcacion indirecta con anticuerpo primario anti-FLAG (1:250, raton) y
el anticuerpo secundario acoplado a Alexa 644 (anti-raton). Usando el programa FIJI de ImageJ, se
cuantificd la fluorescencia a lo largo de las lineas blancas punteadas que se observan en la figura. Las

imagenes fueron obtenidas mediante microscopia confocal.

Luego de obtener este resultado cualitativo y cuantitativo respecto al transito del
receptor por inmunocitoquimica, decidimos corroborarlo con otro tipo de experimento
gue nos permitiera cuantificar una mayor cantidad de células y nos brindara
informacion poblacional. Para esto realizamos una citometria de flujo fluorescente
detectando al receptor por inmunomarcacion indirecta como se comento en la figura
38, pero esta técnica nos permite medirlo célula por célula y con la célula viva. La
citometria de flujo nos arrojé un resultado que concuerda con al observado en las

inmunofluorescencias, donde a 6 minutos del estimulo con UCN1 la cantidad de
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receptor aumento en la superficie de las células (p<0,05) y luego se redujo a niveles
basales (Figura 41).
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Figura 41: La cantidad de receptor luego de 6 minutos de ser estimulado aumenta
significativamente en las células HT22-CRHR20. Las células HT22-CRHR2a fueron estimuladas con
100 nM de UCN1 a los tiempos indicados. Se levantaron las células utilizando EDTA en PBS y se realiz6
una inmunomarcacion indirecta con anticuerpo primario anti-FLAG (1:250, raton) y el anticuerpo
secundario acoplado a Alexa 644 (anti-raton). Las células se pasaron un citdmetro de flujo, se selecciond
la poblacion de células vivas y se cuantific la cantidad de fluorescencia a cada tiempo. La fluorescencia
medida a 6 minutos fue definida como el 100%. Datos: n=3, media £ EMS, 10.000 células por condicion
*, p<0,05 con respecto a 6 minutos, se utilizo la prueba de ANOVA de una via seguida por la prueba de

Tukey.

10.2 El péptido senal no clivable dirige el transito del CRHR2a en el contexto celular

de las células HT22

Como se describi6é a lo largo de esta Tesis, el péptido sefial del CRHR2a es clave
para el transito de este, por este motivo quisimos examinar si el comportamiento no
convencional observado se alteraba al tener un péptido sefial clivable. Para realizar
este experimento utilizamos una construccion del CRHR2a de ratén la cual cuenta
con el péptido sefal del virus de influenza el cual es clivable. Seguido en la
construccion se tiene un FLAG tag para poder detectarlo (PS-FLAG-CRHR2a). En la
figura 42, se muestra el resultado luego de la inmunofluorescencia y la cuantificacion
de fluorescencia de la transecta como en el caso anterior, realizada en las células
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HT22 transfectadas transitoriamente con el plasmido PS-FLAG-CRHR2a. En la
condicion basal encontramos mayor cantidad de receptor en la membrana en
comparacion con las situaciones estimuladas. En este caso a 30 minutos, se observé
una acumulacion mayor puntillada dentro de la célula, lo que podria estar indicando
la presencia del receptor en compartimientos endociticos. Este comportamiento es el
mismo que hemos observado previamente para el CRHR1 en las células HT22-
CRHR1, el cual tiene un péptido clivable convencional (Inda et al., 2016). Esto nos
habilita a pensar que en condiciones fisiologicas estos receptores tienen un transito
anterégrado a tiempos cortos, internalizando rapidamente en el caso del CRHR1, y
aumentando la cantidad en membrana plasméatica para el CRHR2a. A tiempos largos,

ambos receptores serian internalizados.

6 min UCN1 30 min UCN1
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Figura 42: El pseudopéptido sefal determina el transito intracelular del CRHR2a en el contexto de
las HT22. Las células HT22 fueron transfectadas transitoriamente con las construccion del PS-FLAG-
CRHR2a estimuladas con 100 nM de UCN1 a los tiempos indicados. Se realizé una inmunomarcacién
indirecta con anticuerpo primario anti-FLAG (1:250, raton) y el anticuerpo secundario acoplado a Alexa
644 (anti-ratén). Usando el programa FIJI de ImageJ, se cuantificd la fluorescencia a lo largo de las
lineas blancas punteadas que se observan en la figura. Las imagenes fueron obtenidas mediante el uso

de microscopia confocal.
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10.3 El CRHR2a en las células HT22 se encuentra en el reticulo endoplasmatico en

condiciones basales

Nos propusimos continuar nuestro estudio para determinar el compartimiento en el
gue se acumula el CRHR2a intracelular. Para responder a esta inquietud utilizamos
dos plasmidos que transfectamos de manera transitoria en las células HT22-
CRHR2a. Estos plasmidos cuentan con proteinas que se expresan exclusivamente
en el ER (pECFP-ER) o en el aparato de Golgi (pECFP-Golgi) y que se encuentran
fusionadas a una proteina fluorescente. Luego de realizar sobre estas células la
inmunomarcacion para el CRHR2a como se comenté previamente, observamos por
colocalizacion de sefiales que el receptor se encuentra en el ER y no en el aparato
de Golgi en condiciones basales (Figura 43). Este resultado nos es sumamente Uutil
para planificar futuros experimentos y continuar el estudio del transito intracelular de
este GPCR.

FLAG-CRHR2a pECFP-ER

pECFP-Golgi
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Figura 43: Inmunodeteccion del CRHR2a intracelular. Las células HT22 fueron transfectadas
transitoriamente con los vectores ECFP-ER y ECFP-Golgi, los cuales expresan proteinas de cada
estructura acopladas a una proteina fluorescente. Se realizd una inmunomarcacion indirecta con
anticuerpo primario anti-FLAG (1:250, ratdn) y el anticuerpo secundario acoplado a Alexa 644 (anti-raton)

en condiciones basales. Las imagenes fueron obtenidas por microscopia confocal.

10.4 Efecto de la endocitosis en la senalizacion del CRHR2a disparada por la UCN3

Antecedentes de nuestro laboratorio han demostrado que la endocitosis del CRHR1
como de otros GPCRs, se encuentra mediada por clatrina y a su vez, las cascadas
de sefalizacion de este proceso estan reguladas por las -arrestinas, particularmente
por la B-arrestina2 (Bonfiglio et al., 2013). En linea con esto, nos preguntamos qué
sucede con la endocitosis y la posible sefializacién desde endosomas en las células
HT22-CRHR2a teniendo en cuenta el transito diferencial que posee respecto al
CRHRL1 en el mismo contexto celular y que éste puede sefalizar desde endosomas
luego de internalizar (Inda et al., 2016).

10.4.1 El bloqueo de la endocitosis y del reciclado en las células HT22-CRHR2a genera efectos opuestos

en la activacion de los efectores ERK1/2 y Akt.

Para comenzar el estudio, utilizamos dos inhibidores farmacolégicos que participan
en diferentes vias de la endocitosis o el transito intracelular. Uno de ellos es el
DYNGO4-a el cual bloquea la endocitosis mediada por clatrina. El segundo es el
farmaco Brefeldina A, el cual inhibe el transporte de proteinas del ER hacia el aparto
de Golgi. Luego de preincubar las células 15 minutos con DYNGO4-a y 1 hora con
Brefeldina A, analizamos la fosforilacion de ERK1/2 y de Akt. Los resultados se
encuentran en la figura 44 (Para DYNGOA4-a) y 45 (Para Brefeldina A). En el caso del
DYNGO4-a, se observo un aumento en la fosforilacion de ERK1/2 a tiempos cortos
luego de la estimulacion (3 minutos p<0,05 y 6 minutos p<0,01). En el resto de los
tiempos experimentales también se observé una tendencia al aumento, pero no
significativa (Figura 44A). Este resultado podria sugerir que, al inhibir la internalizacién
del receptor, la cantidad que se encuentra en la membrana plasmatica en condiciones
basales se sostiene, pero ademas aumentaria debido al incremento del receptor en
la superficie celular luego de 6 minutos de estimulacion (Figura 41) y continuaria
sefalizando desde la membrana sin poder internalizar. Contrariamente para la

fosforilacion de Akt, se produjo una reduccion, siendo ésta significativa luego de 40
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minutos de estimulacién (p<0,01). Este resultado concuerda con las observaciones
de otros investigadores acerca de la activacion de Akt dependiente de la endocitosis
del receptor (English, et al 2018, May et al. 2010) (Figura 44B).
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Figura 44: El bloqueo de la endocitosis en las células HT22-CRHR2a genera efectos diferentes en
la activacion de los efectores ERK1/2 y Akt. Las células HT22-CRHR2 fueron preincubadas con
vehiculo o con 30 uM de DYNGO4-a durante 15 minutos antes del estimulo con UCN3 100 nM. Los
niveles de pERK (C), pAkt (D) y sus respectivos totales se determinaron por Western Blot en los tiempos
indicados. La cuantificacién para ambos efectores (A, B) se realizd por densitometria utilizando el
software ImageJ. Datos: n=3, media + EMS, *, p < 0.05; **, p < 0.01. El analisis estadistico se realizd

utilizando el software GraphPad (ANOVA de dos vias corregido por la prueba post hoc de Bonferroni).

Para el caso de la fosforilacion de ERK1/2 con el tratamiento con Brefeldina A, no
hubo diferencias significativas respecto al control con etanol, sin embargo, la
tendencia es la misma que con DYNGO4-a (figura 45A). Finalmente, para la
fosforilacion de Akt se observé el mismo comportamiento que al utilizar DYNGO4-a a
tiempos largos, una reduccion de la activacion (p<0,01) (Figura 45B). Existen
antecedentes en otros sistemas celulares que han demostrado que al utilizar
Dynasore, un analogo del DYNGO4-a y Brefeldina A, se obtienen los mismos
resultados a pesar de estar inhibiendo el transito de los receptores a diferentes
niveles, por lo que algunos autores concluyen que en algunas situaciones la
Brefeldina A también inhibiria la endocitosis del receptor (Godbole et al., 2017; Min
et al., 2014)
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Figura 45: Bloqueo del transporte entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi y en las
células HT22-CRHR2a en la activacion de los efectores ERK1/2 y Akt. Las células HT22-CRHR2
fueron preincubadas con vehiculo o con 360 nM de Brefeldina A (Bref) durante 1 hora antes del estimulo
con UCN3 100 nM. Los niveles de pERK (C), pAkt (D) y sus respectivos totales se determinaron por
Western Blot en los tiempos indicados. La cuantificacion para ambos efectores (A, B) se realizé por
densitometria utilizando el software Imaged. Datos: media + EMS, n=3; **, p < 0.01. El analisis
estadistico se realizo utilizando el software GraphPad (ANOVA de dos vias corregido por la prueba post

hoc de Bonferroni).
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Conclusiones

Los principales hallazgos de esta Tesis se enumeran a continuacion:

e La activacion de ERK1/2 en el contexto de la linea celular HT22-CRHR2a
utilizando los 4 ligandos del sistema CRH, tiene un pico maximo rapido a 6
minutos y la activacion se mantiene en niveles bajos por al menos 40 minutos.

e La activacion de ERK1/2 en el contexto celular de las células MING, tiene un
perfil similar al descripto para las células HT22-CRHR2a.

e Las ECso para el CRHR1 y el CRHR2a en el entorno de las HT22, se asemeja
a lo reportado previamente en membranas de otros contextos celulares, por lo
tanto, lo convierte en un buen sistema de estudio.

e Las tres urocortinas aumentan los niveles de AMPc, activan la PKA y fosforilan
CREB en las células HT22-CRHR2a.

e CRH y las UCNs no aumentan los niveles de AMPc, pero si fosforilan CREB
en las células MING.

e La respuesta de AMPc mediada por la UCN3 dependeria del AMPc generado
por tmACs asi como también de la fuente no convencional sAC.

e En las células HT22-CRHR2a la existencia de dos fuentes de AMPc se
evidencia en la activacion de ERK1/2 y CREB, mientras que sélo sAC parece
intervenir en la fosforilacion de Akt.

e La induccién de c-fos es dependiente de ligando, PKA/CREB vy estructura
(hipocampo o corteza) en el sistema CRH.

e Frente a una induccion de la actividad neuronal en neuronas hipocampales,
CRH tendria un efecto inhibitorio sobre la induccion de c-fos mientras que la
UCN3 aumentaria la transcripcion de ese gen.

e La activacion de CRHR2q, ya sea mediada por la UCN1 o 3, promueve la
diferenciacion de la linea celular HT22-CRHR2a, favoreciendo la elongacién
de las neuritas. Este proceso depende s6lo del AMPc generado por sAC y de
PKA/CREB.

e En las células HT22-CRHR2a luego de estimular con UCN1 se produce un
rapido aumento de receptor en la membrana plasmatica y a tiempos mas largos

una disminucién por endocitosis.
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e El transito del receptor CRHR2a en el contexto de las HT22 es dirigido por el
pseudo péptido sefial.

e El bloqueo de la endocitosis, asi como también el bloqueo del transporte del
reticulo endoplasmatico al Golgi en las células HT22-CRHR2a genera un
aumento en la activacion de ERK1/2 y una disminucion en la activacion tardia

de Akt.
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Discusioén

Durante los afios de trabajo de la Doctora Carolina Inda en nuestro laboratorio,
pudimos demostrar que el CRHR1 en la linea celular hipocampal de ratén HT22 utiliza
tanto las tmACs como una fuente no convencional de AMPc, la adenilil ciclasa soluble
sAC. Profundizando en la sefalizacion temporal y espacial de este segundo
mensajero, se demostré que ambas fuentes participan en la sefalizacion sostenida
de AMPc y de los mediadores ERK1/2 y CREB. CRHR1 continta sefializando desde
compartimientos endociticos, generando AMPc a través de la sAC. Por otro lado, se
demostré la participacién de sAC en la elongacion de neuritas en las células HT22.
Teniendo en cuenta esta informacion respecto al CRHR1, decidimos investigar los

mecanismos que utiliza el CRHR2a en el mismo contexto celular.

Caracterizacion de las células HT22-CRHR2a y puesta a punto del sistema en las
células HT22

Comenzamos este trabajo generando clones estables en la linea HT22 expresando
el CRHR2a. De esta manera obtuvimos dos lineas celulares que expresan
independientemente a los receptores de CRH las cuales nos permiten comparar la
actividad de éstos en el mismo contexto celular. Por otro lado, esta linea celular que
corresponde a un contexto hipocampal, no expresa niveles detectables de CRHRL1 ni
de CRHR2 (Figura 8). Teniendo el antecedente de la activacion de ERK1/2 mediante
el CRHR1 en las células HT22 sobre-expresando el receptor (HT22-CRHR1) y
conociendo que el CRHR2a es capaz de activar la via de PKA (P. G. Slater, Yarur, &
Gysling 2016; Markovic et al. 2008), exploramos la funcionalidad de los clones
generados midiendo la activacion de ERK1/2 como muestra la figura 10. Medimos los
niveles de expresion de receptores por RT-qPCR (Figura 11). Cabe aclarar que a lo

largo de este trabajo se obtuvieron resultados similares al analizar diferentes clones.

Continuamos nuestro trabajo calculando los EC50 por medio de curvas de
concentracion-respuesta de los ligandos con ambos receptores de CRH en las células
HT22-CRHR1 y HT22-CRHR2a. Utilizando las lineas celulares anteriormente
mencionadas y midiendo la activacion de ERK1/2 en su pico maximo de 6 minutos,
calculamos las EC50 correspondientes. Los resultados que obtuvimos nos indican
gue CRH activa con mayor afinidad al CRHR1, mientras que la UCNL1 activa a ambos

receptores con una afinidad similar. En el caso de la UCN2 y la UCN3 presentaron
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alta afinidad para el CRHR2a, y particularmente la UCN3 en altas concentraciones
podria activar al CRHRL1. Estos resultados van en linea con la bibliografia lo cual nos
indica que nuestros sistemas estan funcionando correctamente y se asemejan al
comportamiento descripto de los receptores y sus ligandos (Grammatopoulos &
Chrousos, 2002, Hauger et al. 2006, Gutknecht et al. 2008).

Decidimos que la concentracion de uso en la mayor parte de los experimentos seria
de 100 nM, de esta manera nos aseguramos la activacion de los receptores y por otro
lado usariamos una concentracion promedio dentro de nuestros resultados de EC50
y de las concentraciones que se suelen usar en bibliografia que oscilan entre 100 nM
y 1 uM dependiendo el experimento. Una vez puesto a punto nuestro sistema,

continuamos con el andlisis de la activacion de los efectores.

Los perfiles de activacion de ERK1/2, Akt y CREB no dependen de los ligandos que
activan el CRHR2a

Dado que la bibliografia no cuenta con suficiente informacién acerca de distintos
efectos de los ligandos del sistema CRH mediados por el CRHR2a decidimos estudiar
los efectores que se han descripto rio debajo de la activacion del CRHR1 para poder
compararlos en el mismo contexto celular. Por otro lado, CRH y las UCNSs tienen un
patrén de expresion diferente que se solapa solo en algunas estructuras (Figura 3), lo
gue sugiere que probablemente activen diferentes circuitos del cerebro usando a los
receptores como mediadores de las respuestas (Henckens et al., 2016). Es por este
motivo que nos resulta extremadamente importante estudiar todos los ligandos para
identificar posibles diferencias entre ellos que nos permitan comprender mejor como
funcionan estas redes de comunicacion en el cerebro. Por otro lado, esta informacion
abre las puertas para comprender los mecanismos por los que actla, por ejemplo, la
UCN1 que activa a los dos receptores con la misma afinidad, por lo tanto, se propone

la existencia de una delicada regulacion en este sistema que aun no se conoce.

En este trabajo, describimos la activacion de los efectores ERK1/2, Akt y CREB rio
debajo del CRHR2a utilizando las 3 UCNs y CRH como agonistas. Antecedentes
previos de nuestro laboratorio han demostrado la activacion de ERK1/2 y de CREB
en el sistema HT22-CRHR1 (Bonfiglio et al. 2013; Inda, Bonfiglio, et al. 2017). Uno de
los objetivos de este trabajo de Tesis Doctoral, fue comparar las respuestas entre

receptores. Comenzamos describiendo el perfil de activacion de ERK1/2 en las
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células HT22-CRHR2a. Elegimos este efector ya que contamos con una profunda
descripcion de la activacion de la misma quinasa en el contexto de las HT22-CRHR1
mediado por CRH (Bonfiglio et al. 2013). Demostramos que en linea HT22-CRHR2q,
ERK1/2 se activa rapidamente con un pico a los 6 minutos de estimulacién y luego se
produce una disminucién de la misma con una pendiente menos pronunciada de la
gue se ha descripto para el CRHR1, utilizando CRH o cualquiera de las de UCNs. Por
otro lado, no se observa claramente una segunda fase de la activacion de ERK1/2
como en el caso del CRHR1, sino que para el CRHR2a observamos que la
fosforilacion de ERK1/2 no desciende a niveles basales al menos hasta los 40 minutos
luego del estimulo, lo que podria definirse como una activacion sostenida de ERK1/2
pero con una diferencia respecto al CRHR1 donde la activacion baja a niveles basales
para subir luego y mantenerse activa al menos por 40 minutos (Figuras 13-14). En el
caso del CRHR1 esta segunda fase de activacion depende de la internalizacion del
receptor y de la B-arrestina2 (Bonfiglio et al. 2013). Al no tener informacion
concluyente acerca de la internalizacion del CRHR2a no podemos definir a que se
debe esta diferencia, pero si podemos sugerir que existen diferencias en el transito
de los receptores, como se discutira mas adelante y que esto puede estar relacionado
con la diferencia en los perfiles de activacion de ERK1/2.

Por otro lado, se conoce que Akt regula una gran cantidad de procesos celulares
como la proliferacién, metabolismo y apoptosis entre otros (Testa & Tsichlis 2005;
Sugiyama, Fairn, & Antonescu 2019). Se la ha relacionado con la regeneracion y la
proteccion sobre la apoptosis neuronal en ratas que han sufrido un infarto cerebral
inducido. A su vez, se le ha otorgado a CRH un rol critico en la diferenciacion en
células de tipo stem neurales en el hipocampo adulto y se lo ha relacionado con la
activacion de Akt (Koutmani et al., 2019). En este trabajo hemos demostrado que Akt
se activa mediante el CRHR2a utilizando diferentes estimulos a tiempos largos.
Destacamos ademas que los niveles de pAkt en condiciones basales son altos tanto
en las células HT22-CRHR2a como en las MING (Figuras 20-21). Se ha demostrado
con el receptor de histamina (H2R), que los niveles altos de Akt en condiciones
basales estan relacionados con los bajos niveles de ERK1/2 activado en las mismas
condiciones. Se propuso que la via PI3K/Akt/mTor regula la via Ras/IMEK/ERK1/2 y
gue este crosstalk condiciona la capacidad proliferativa de las células (Alonso et al.,

2016). Se ha propuesto también, que la via de Akt puede regular rio arriba otras MAPK
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como p38 en procesos inflamatorios (Mercau et al., 2014). En linea con estos trabajos
y con lo que hemos reportado respecto a pAkt en nuestro sistema, nos preguntamos
si existira un crosstalk entre ERK1/2 y Akt ya que cuando uno se fosforila el otro esta
inactivo, o activo en bajos niveles y esta diferencia se sostiene a diferentes tiempos.

Este es un proceso que estamos en vias de responder.

Para el caso de la activacion de CREB observamos perfiles similares de activacion
respecto a ambos receptores en el contexto celular de las HT22. Sin embargo, al
estimular los receptores en las células MING la activacidn es rapida y luego decrece
y en el caso de las células HT22 para ambos receptores, esta activacion aumenta con
el tiempo (Figura 21-22). Este resultado soporta nuestra hipotesis acerca de la
importancia de estudiar el sistema CRH en un contexto celular particular. CREB
puede ser regulado por la via convencional, mediante AMPc y PKA la cual
proponemos como via candnica en el caso de los receptores de CRH en el contexto
celular hipocampal, y también puede ser regulado por otras vias como GMPc y PKG
asi como también por CAMK IV teniendo esta ultima, ademas, un rol inhibitorio. Por
lo tanto no es sorprendente encontrar diferencias en las activaciones dependiendo
del contexto celular (H. Wang et al., 2018). Profundizaremos acerca del rol de CREB

en la sefalizacion dirigida por CRHR2a/UCNs a lo largo de esta discusion.

La generacion de AMPc mediante el CRHR2a depende del contexto celular

Los resultados hasta ahora discutidos, sugieren que el AMPc estaria involucrado en
la activacion de efectores como ERK1/2 y CREB en nuestro sistema celular ya que
suele ser la via candnica de activacién de los mismos en células neuronales y
enddcrinas (Emery et al., 2014; Vaudry et al., 2002). Ademas teniendo en cuenta que
el CRHR2a es un GPCR acoplado a Gs, la participacién del AMPc se encuentra
altamente relacionada con efectores rio abajo de su activacion (Inda, Armando, et al.,
2017). En linea con esto, investigamos no solo la participacion del AMPc en nuestro
sistema sino también en las células MING6 ya que uno de los puntos claves del estudio
de esta tesis, es el contexto celular. Es habitual que los GPCRs se estudien en
ambientes que no se corresponden con el entorno en el que se expresan a nivel
fisiologico. La expresion artificial en lineas celulares como HEK293T entre otras
(Yarur et al, 2020; Blanco et al., 2011) ha sido ampliamente utilizadas para comenzar

la descripcion de las vias de activacion de los receptores de CRH, que luego debieron
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ser re-investigados en diferentes contextos ya que las respuestas resultan diferentes
(Chen, 2016; Inda et al., 2016). Siguiendo esta linea de pensamiento observamos que
en la linea que expresa de manera endégena al CRHR2a (y al CRHR1), MING, no
gener6 un aumento de AMPc luego de estimularlas tanto con CRH como con las
UCNs (Figura 19). Por otro lado, en nuestra linea celular HT22-CRHR2q, si se
observé la generaciéon de AMPc (Figura 18). Estos resultados nos indican que
efectivamente en el sistema CRH, también para el CRHR2a es sumamente
importante estudiarlo en un contexto celular lo mas similar al fisiolégico para poder
describir correctamente su funcion o los mecanismos que se activan. Volviendo al
resultado observado con la activacion de CREB en el item anterior, esta diferencia en
la activacion de AMPc, puede explicar que tal vez esa activacion efectivamente es
mediante otra via diferente a la de AMPc/PKA que relacionamos directamente con los
receptores de CRH por la bibliografia. Cabe destacar que nos parece necesario
comenzar a aproximar y definir algunos caminos utilizando lineas celulares generales
las cuales se transfectan con facilidad y estan extremadamente estudiadas, pero los
resultados obtenidos deben ser corroborados luego en un sistema que asemeje el
entorno real del receptor en estudio, como cultivos primarios neuronales y finalmente
animales. En este trabajo comenzamos a estudiar la accion de CRH y las UCNs en
cultivos primarios de embriones de ratdn, pero debido a diferentes factores
independientes al laboratorio no pudimos finalizarlos; es una de las prioridades que

tenemos en cuanto se nos permita.

Tanto sAC como las tmACs estarian involucradas en la generacion de AMPc en las
células HT22-CRHR2a

Dentro de los nuevos paradigmas acerca de la organizacion celular, la sefializacion
dirigida por microdominios de accion es uno de los mas emergentes en el campo. Se
ha demostrado que las adenilil ciclasas son fuertes candidatas en dirigir esta

respuesta (Cooper & Tabbasum 2014).

Tal como describio la Dra. Carolina Inda en su Tesis Doctoral, SAC esta involucrada
en los mecanismos de sefializacion del sistema CRH/CRHR1 y ademas se expresa a
nivel de RNA mensajero tanto en cerebro, corteza e hipocampo, como en las células
HT22 (Carolina Inda, 2017). Esto era de esperar dado que se han descripto

previamente roles de sAC en el cerebro (Stiles et al., 2014). Se destaca sobre todo
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su funcion en el crecimiento de axones y en la formacion del cono de crecimiento en
respuesta a netrina-1 en neuronas ganglionares (Wu et al 2006). También en ese tipo
de neuronas, sAC favorecio la viabilidad y el crecimiento axonal en respuesta a la
actividad eléctrica (Corredor et al., 2012). Ademas, sAC se expresa también en
astrocitos y se ha reportado que participa en el acoplamiento metabdlico entre éstos
y neuronas (Choi et al., 2012).

Existe evidencia creciente de que el AMPc regula la accion de las neurotrofinas que
estimulan cambios morfolégicos en neuronas (Huang & Reichardt 2003; Stiles,
Kapiloff, & Goldberg 2014). Estas observaciones sugieren que sAC podria ser una
fuente atipica de AMPc, o mejor dicho poco descripta, en estas vias de sefalizacion.
Més aun, consideramos que es importante profundizar el estudio de SAC en neuronas
teniendo en cuenta que en células excitables se observa una correlacion entre el
influjo de calcio por actividad eléctrica y los niveles de AMPc detectados, y como se
comento en la introduccion, el calcio es uno de los principales reguladores de sAC

junto con el bicarbonato.

Carolina demostr6 que el CRHR1 utiliza a sAC como fuente de AMPc ademas de las
tmACs. Profundizando en la fuente no convencional de segundo mensajero, se
demostr6 que no sélo es otra fuente de AMPc sino que ademas éstas regulan
diferentes procesos (Inda et al., 2016; Inda, Bonfiglio, et al., 2017). ¢Le da lo mismo
a la célula el AMPc que proviene de sAC o de tmACs? ¢Por qué la célula tendria
diferentes fuentes de AMPc que generan la misma molécula? Este es un tema que
esta en debate y gracias a las nuevas tecnologias que permiten una mejor
visualizacién a nivel de célula Unica y en tiempo real, se puede entender con mas
detalle este tipo de procesos. Nuestros resultados permiten reafirmar que las adenilil
ciclasas generan microdominios de sefalizacion que dirigen la activacién de
diferentes funciones de las células que dependen también de patrones temporales.
Respecto a sAC, ya se han descripto estos microdominios que lo involucran en otros
entornos celulares como testiculos y rifidn (Tresguerres et al., 2011) y que ademas
se ha postulado como un paradigma emergente para otras ciclasas como se comento
al inicio de esta seccion (Cooper & Tabbasum 2014), sin embargo nuestro laboratorio
fue el primero en reportarlo para el CRHR1 y esta tesis es el primer reporte para la
acciéon de sAC mediada por el CRHR2a. En este trabajo pudimos demostrar que sAC

participaria en el sistema HT22-CRHR2a utilizando UCN3 como estimulo (Figura 23).
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A pesar de que la mayor fuente de AMPc provendria de las tmACs, sAC aportaria una
fraccion que tiene una funcién diferente al generado por las tmACs, ampliaremos

sobre el rol de sAC relacionado con el CRHR2a en las siguientes secciones.

Diferentes roles de sAC rio abajo del CRHR2a en las células HT22-CRHR2a

El rol de sAC en los GPCRs aun esta siendo estudiado, sin embargo, se conocen
algunos antecedentes que nos permiten pensar que probablemente sAC esté
involucrada en una gran bateria de procesos ya que su expresion es muy ubicua. En
linea con la discusion del punto anterior, se describié que en la mucosa del colon, los
receptores B1AR y B2AR estimulados por epinefrina disparan diferentes funciones
para el AMPc si proviene de sAC o de las tmACs, donde el primero participa en la
secrecion sostenida de K*, y el segundo en la secrecién transitoria de Cl- (Halm,
Zhang, & Halm 2010). Otro ejemplo es el de los receptores EP1 y EP4 que son
GPCRs que se encuentran en las membranas bronquiales y regulan mediante tmACs
el canal de CI'CFTR en la fibrosis quistica. En este caso, se describié que existe un
mecanismo luego de la generacién de tmACs que lleva a la activacion de EPACSs,
éstos median la respuesta de calcio que activa a SAC y finalmente se llega al aumento
de la actividad del CFTR a través de la PKA (Ilvonnet, Salathe, & Conner 2015).

En este trabajo se extiende al CRHR2a lo que Carolina Inda postulé en su Tesis
doctoral donde sAC seria una fuente alternativa generadora de AMPc en la
sefalizacion del CRHRL1. Carolina demostro la participaciéon de sAC en ambas fases
de activaciéon de ERK1/2 luego de estimular el CRHR1 con CRH, mientras que las
tmACs participan sélo en la primera fase de ERK1/2 (Inda et al., 2016). Pudimos
demostrar que sAC participa en la fosforilacion de los tres efectores estudiados,
siendo la Unica fuente de AMPc necesaria para la activacion de Akt. Para ERK1/2 y
CREB, ambas fuentes de AMPc patrticiparian en la fosforilacion de ambos (Figuras
24-26). Particularmente en el caso de ERK1/2, no podemos comparar con exactitud
acerca de la regulaciéon de ambas fases como en el caso del CRHR1 ya que, por
ejemplo, aun desconocemos qué sucede en el proceso de internalizacion del
CRHR2a en este contexto celular, sin embargo, podemos profundizar acerca del este
efecto de sAC sobre Akt. Se ha demostrado para el receptor de quimioquinas
(CXCRA4/5) que la inhibicion de la endocitosis disminuye la fosforilacion de Akt pero

no la de ERK1/2, asi como también al silenciar la formaciéon de endosomas
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tempranos, se atenua la activacion de Akt sin interferir en la via de ERK1/2 (English,
Mahn, & Marchese 2018). Teniendo en cuenta esta informacion y los resultados
previos de nuestro laboratorio en relacion con sAC y la endocitosis, nuestra hipétesis
es similar para el CRHR2a donde la manera de compartimentalizar la sefal es
mediante microdominios de sefializacion de AMPc donde sAC controlaria la via PI3K
desde endosomas. Esta hipotesis también estd sustentada por lo que propone
Sugiyama acerca de los nanodominios de membrana donde se forman pequefios
clusters y alli se agrupan los receptores. En estos pequefios dominios se produce la
sefalizacion desde endosomas, una de éstas vias surge de la interaccion entre
clatrina y Akt, donde clatrina es dependiente de la activacién de Akt (Sugiyama, et al
2019). Nuestro laboratorio esta sumamente interesado en estos procesos por lo cual

se profundizara sobre los mismos en futuras investigaciones.

PKA participa en la fosforilacion de ERK1/2, Akt y CREB mediada por el CRHR2a

En este trabajo, describimos primero, que las tres UCNs son capaces de generar una
rapida activacion de la PKA la cual se sostiene al menos por 30 minutos luego de la
estimulacion (Figura 27). Se cree que un pequefio pulso de AMPc ya sea desde nano
o microdominios es suficiente para activar a la PKA. La funcién prolongada de esta
guinasa puede depender de otros factores independientes de la accién del AMPc,
como puede ser la actividad de las PDEs que afectan al nucleétido (asi como también
de fosfatasas que inactivan directamente el sitio catalitico de la PKA (Zaccolo, Zerio,
& Lobo 2021).

Estudios previos realizados sobre el receptor de PTH han demostrado lo que
Hoffmann propuso en el afio 1999, donde existe una regulacién entre el AMPc y
ERK1/2 mediante la inactivacion de las PDEs. Vilardaga y sus colaboradores
proponen que la activacion prolongada de ERK1/2 mediada por B-arrestina, inhibe la
accion de las PDEs generando una respuesta sostenida de AMPc al activar el
receptor de PTH en las células HEK293 (Hoffmann et al. 1999; Feinstein et al. 2011;
Vilardaga, Jean-Alphonse, & Gardella 2014), esta respuesta también podria ser la
encargada de mantener la PKA activa de manera prolongada como observamos en

nuestro sistema.

Ademas, demostramos que la PKA es un factor fundamental en la activacion de
ERK1/2 y de Akt en las células HT22-CRHR2aq, sin embargo, esta funcion difiere entre
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los efectores. Mientras PKA estimula la fosforilacion de ERK1/2 y CREB, pareceria
inhibir la de Akt. Puntualizando en el caso de CREB no sorprende que sea un
estimulador de la activacion ya que es la via canonica rio debajo de la generacion de
AMPc mediada por GPCRs. En el caso de ERK1/2, la activacion puede ser via PKA
o independiente de la misma, particularmente para el CRHR1 nuestro laboratorio
demostr6 que la segunda fase de activacion de ERK1/2 es dependiente de la
endocitosis (Bonfiglio et al. 2013) y de EPACs (Inda et al., 2016) . En el caso del
CRHR2a observamos que el punto de activaciéon de ERK1/2 de 30 minutos, no se ve
afectado al bloquear la actividad de la PKA, por lo tanto, puede que al igual que el
CRHR1 existan dos vias de regulacién diferentes para la activacion de ERK1/2
(Figura 28A). Para el caso de Akt, teniendo en cuenta nuestra hipétesis acerca de la
sefalizacion desde los endosomas, podemos suponer que PKA no afectaria la
activacion, sin embargo, observamos un aumento en la fosforilacion del mismo al
inhibir esta quinasa (Figura 28B). Es de tener en cuenta que el inhibidor de la actividad
de PKA, H-89 puede afectar otras funciones al ser un inhibidor con efectos
inespecificos. Sin embargo, un trabajo de 2010 en neuronas y uno de 2002 en HEK-
293T, demostraron también, que el efecto de H-89 elevd los niveles de activacion de
Akt. Ambos trabajos sugieren que la PKA regula negativamente al Akt que se activa
mediante el AMPc generado, via EPACSs, sin embargo los mecanismos involucrados
aun se desconocen (May et al., 2010; Mei et al., 2002). Al estudiar la dependencia de
la activacién de ERK1/2 y de Akt rio debajo de los EPACs 1 y 2, otros efectores
generales que se activan de manera dependiente al AMPc, observamos la misma
tendencia respecto a ERK1/2 pero para el caso de Akt observamos la disminucion de
la activacion (Figura 29). Este resultado va en linea con lo propuesto por May y Mei
donde los EPACs son los encargados de activar Akt y la regulacion de PKA actua
sobre ese AMPc que activa a los EPACs, sin embargo, para comprender por completo
el mecanismo es necesario seguir profundizando en el mismo. Proponemos continuar
el estudio acerca del efecto de la PKA sobre Akt utilizando otras herramientas, como
por ejemplo herramientas genéticas (SiRNAs sobre los EPACs, PKI sobre PKA) u

otros inhibidores farmacologicos para corroborar estos resultados.
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CRH v las UCNs inducen la transcripciéon de c-fos tanto en las células HT22 como en

cultivo primario neuronal

Una de las preguntas que quisimos abordar mas alla de saber si c-fos participa en
nuestro sistema, es saber si esa participacion es ligando dependiente, ya que la
regulacion por ligando es algo que se conoce en los GPCRs de clase B (Wootten et
al., 2017) y poco se sabe acerca de diferencias entre los agonistas del CRHR2a.
Comparamos las respuestas de este gen de expresion inmediata utilizando todos los
ligandos del sistema CRH en ambas lineas, las células HT22-CRHR1 y las HT22-
CRHR2a. Para el caso del CRHR1 observamos que, utilizando 10 nM de
concentracion de ligando, sélo CRH y la UCN1 son capaces de generar un aumento
selectivo en la transcripcion de c-fos (Figura 30B). Este resultado confirma lo que
observamos al medir la respuesta de AMPc por FRET en estas células estimuladas
con la misma concentraciébn de los ligandos (datos no mostrados). Al medir la
respuesta de c-fos utilizando los ligandos a concentraciones 100 nM observamos que
tanto CRH como todas las UCNs, con diferente intensidad, fueron capaces de
aumentar la induccién del gen (Figura 30A). Proponemos que este efecto se debe a
la saturacion del sistema con el ligando y, ademas, la respuesta de AMPc para el
CRHR1 a concentraciones mayores a 10 nM de CRH tiene forma acampanada, por
lo tanto, a mayor concentracién, menor respuesta de AMPc, y dado que la induccién
de c-fos esta relacionada con PKA/CREB y en nuestro sistema, ambos estan
regulados por AMPc, es probable que la disminucién en la respuesta de c-fos se deba
a este efecto. Ademas, se ha descripto previamente que al utilizar concentraciones
altas de CRH y sus péptidos relaciones se producen sefiales que corresponden al
pegado inespecifico de los mismos a los receptores y esto se debe a la gran similitud
gue hay tanto entre los ligandos como entre los receptores (A. Chen, 2016).

Al ensayar el mismo experimento, pero con el CRHR2a en las células HT22,
observamos que solo la UCNL1 y la 3 fueron capaces de aumentar la transcripcion de
c-fos, mientras que CRH y la UCN2 no lograron reproducir este efecto (Figura 31A).
Para el caso de las células MING, todos los ligandos son capaces de generar una
induccion de c-fos, siendo CRH y la UCN1 mejores activadores, efecto que
probablemente se deba a que puede mediar sobre ambos receptores de CRH (Figura
31B). Nos resultdo sumamente interesante que la UCN2 en este contexto celular fuera

capaz de aumentar la induccion de c-fos mientras que en las HT22 no tiene esta
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capacidad. El rol de la UCN2 en el cerebro esta en continuo debate ya que no se
sabe bien si de hecho cumple alguna funcion, este resultado refuerza esta hipotesis
donde la UCN2 tendria su efecto principal en células de la periferia, pero no en
neuronales (A. Chen et al. 2004; Deussing & Chen 2018).

El razonamiento anterior, nos permite sugerir que la regulacion respecto a la induccion
de c-fos va a depender del ligando que esté participando en el proceso y no solamente
del receptor per se. Consideramos sumamente importante seguir estudiando estas
diferencias entre ligandos/receptores ya que por ejemplo en este trabajo observamos
gue CRH activa solo c-fos mediante el CRHRL1, sin embargo, la UCN1 lo hace en
ambos receptores. Estas diferencias y similitudes podrian ser clave para entender la

orquestacién de la respuesta a estrés integral y a las patologias asociadas.

En linea con la conclusién anterior, profundizamos en la induccién de c-fos mediada
por CRH, pero en este caso en un entorno fisioldgico de aun mayor relevancia como
son los cultivos primarios de embridon de raton provenientes de la corteza y del
hipocampo. Se ha descripto que el CRHR1 asi como también CRH, se encuentran
expresados en las dos estructuras previamente mencionadas (Figura 3) (Deussing &
Chen 2018). Inesperadamente, observamos que CRH sélo tuvo efecto en los cultivos
primarios provenientes del hipocampo. Este resultado nos resulta de suma
importancia ya que nos estaria indicando que un mismo estimulo puede gatillar
respuestas diferentes en los distintos tipos de neuronas, siendo que en ambos casos
el CRHRL1 se encuentra expresado de manera enddgena (Figura 32A). Por otro lado,
se conoce que el hipocampo tiene funciones clave en la formacién de memorias y
forma parte del sistema limbico, mientras que la corteza esta relacionada con lo
sensorial y lo motor (Deussing & Chen 2018). Teniendo en cuenta estas funciones de
las estructuras del cerebro y las funciones comportamentales que se conocen para
CRH, tiene légica que veamos efecto sobre el hipocampo y no sobre la corteza.
Ademas, los resultados al estimular con UCN3 nos muestran también que hay un
aumento de la expresion de c-fos en el hipocampo, por lo tanto, podria estar indicando
que el CRHR2a también se encuentra expresado en los cultivos primarios de
neuronas de esta estructura y esta informacién no es trivial, ya que la baja expresion
de este receptor complica la definicion de su rol (Figura 33A). En este caso, nos queda
descartar una activacion cruzada del CRHR1 dado que en altas concentraciones

puede activarse con la UCN3 (Figura 16). Proponemos el uso de antagonistas
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especificos para el bloqueo del CRHR1 y el CRHR2 (por ejemplo, el CP-376395 y
Astresina-B respectivamente) y asi poder estudiar con precision la accion de la UCN3

en este tipo de cultivos neuronales.

Por otro lado, estos experimentos fueron realizados en dos condiciones, una basal y
otra utilizando 4AP-B. Como se explico a lo largo de esta Tesis, 4AP-B se utiliza para
mantener activas sinapticamente a las neuronas que generan respuestas excitatorias,
inhibiendo tanto la repolarizacion como la activacion de neuronas con respuestas
inhibitorias que haya en el cultivo, que a pesar de estar en un porcentaje menor que
las excitatorias, pueden tener cierta participacion. Al comparar estas dos condiciones
frente al estimulo con CRH observamos un efecto inhibitorio sobre la activacion
generalizada por los trenes de potenciales de accidon que produce la preincubacion
con 4AP-B y esto fue observado tanto en neuronas hipocampales como corticales,
mas alla que en condiciones basales CRH no produzca ningun efecto sobre las
neuronas de corteza (Figura 32B,D). Cabe destacar que 4AP-B se utiliza para
mimetizar en cultivos primarios de neuronas, la activacion real sinaptica que
encontrariamos en el cerebro. Por lo tanto, estos resultados son sumamente
interesantes ya que la diferencia entre las condiciones basales y las tratadas con 4AP-
B indicarian que a la neurona no le da lo mismo estar en conexion sinaptica con sus
vecinas en una situaciéon donde hay trenes de potenciales, frente a una situacion
sindptica basal respecto al efecto de CRH sobre ellas. Creemos que el aumento en la
induccidn de c-fos tanto en las neuronas hipocampales basales como en las HT22-
CRHR1 dependiente de CRH corresponde a una activacién intracelular independiente
de la conexion intercelular, es por esto que en los dos contextos celulares la respuesta

es similar y varia al utilizar 4AP-B donde es dependiente de la conexion inter-célula.

Respecto al caso de la UCNS3 en las neuronas hipocampales y el tratamiento con 4AP-
B, observamos un efecto mayor en la induccion de c-fos y no un efecto inhibitorio
como con CRH (Figura 33B). Esta diferencia podria estar indicando que el aumento
en la transcripcion de c-fos no corresponde a un efecto cruzado con el CRHRL1 por la
alta concentracion de UCN3 como se menciond anteriormente, sino que pareceria ser
especifico para el CRHR2. Llegamos a esa conclusién, ya que, si el efecto de UCN3
fuera sobre el CRHR1, deberiamos observar lo mismo que en la situacion estimulada
con CRH, y en este caso observamos lo contrario, donde frente a la preincubacion

con 4AP-B la inducciéon de c-fos, aumenta. De todas maneras, creemos necesario
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seguir investigando la accién de la UCN3 sobre estos cultivos y ademas utilizando
inhibidores especificos para el CRHRL1.

Estos acercamientos al contexto celular fisiologico real donde se desempefian los
receptores de CRH es clave para poder comenzar a integrar los conocimientos
generados en las lineas celulares y finalmente lograr entender como funciona el

sistema CRH en el cerebro.

La activacion del CRHR2a promueve la diferenciacion de las células HT22-CRHR2a

la cual es ligando y fuente de AMPc dependiente.

Como se introdujo al inicio de este trabajo, la proliferacién y la diferenciacion celular
se suelen describir como mecanismos antagénicos por lo tanto se entiende que un
mecanismo que genera una diferenciacion acarrea el arresto de la proliferacion
(Vaudry et al., 2002). Ademas se ha relacionado a CRH con la diferenciacion neuronal
en células stem del hipocampo (Koutmani et al.,, 2019) Siguiendo esta linea de
pensamiento, Juan José Bonfiglio fue quien observo que luego de estimular con CRH
las células HT22-CRHR1 generaban un cambio morfolégico y comenzo a estudiarlo.
Finalmente Carolina Inda demostré que ese cambio morfolégico es dependiente de
AMPc, pero sélo del que proviene de sAC, asi como también dependiente de CREB
pero no de ERK1/2 por lo que indicaria que estos efectores estan funcionalmente
aislados (Inda, Bonfiglio, et al., 2017). Extendimos este trabajo sobre el CRHR2a en
el mismo contexto celular, donde principalmente observamos que la UCN2 no es
capaz de diferenciar las células mientras que la UCN1 y la UCN3 si son capaces
(Figura 34). A su vez, como se discutié en el item de induccién de c-fos, la UCN2
tampoco es capaz de inducir este IEG, por lo tanto, es la urocortina que tiene mas
limitaciones a la hora de activar al CRHR2a en nuestro sistema. Esto nos parecio
sumamente relevante ya que en otros trabajos se ha visto que la UCN2 tiene efectos
inhibitorios sobre la prolongacion de las dendritas en cultivos primarios hipocampales
de rata donde se expresan ambos receptores (H. Sheng et al., 2008, 2012). También
se ha visto en el mismo tipo de cultivos primarios que la UCN2 tiene un efecto
inhibitorio sobre la CRMP de sus siglas en inglés Collapsin Response Mediator
Protein, la cual se expresa sobre todo en el desarrollo del sistema nervioso y que
tiene efecto sobre la diferenciacién celular entre otros (Yanming Chen et al., 2012).

Toda esta informacion nos lleva a concluir que en este caso la decision que tomara la
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célula frente al estimulo mediada por el CRHR2a depende del ligando y no del
receptor en si. Creemos que las diferencias de expresion de UCNs en las estructuras
del cerebro, son las que dirigen estos procesos y que por esa razon el contexto celular

es prioritario en las vias de sefalizacion que se activan en el sistema CRH.

El rol del AMPc en la diferenciacion celular es un campo en constante estudio y que
aun no se encuentra del todo caracterizado. A nivel neuronal, se ha descripto al AMPc
como regulador de procesos diferenciadores relacionado con la regeneracion de los
axones en neuronas jovenes, y tanto esta habilidad como la concentracion de AMPc
se pierden a medida que la neurona envejece (Cai et al., 2001). Tomando este trabajo
como pionero, se ha demostrado que a medida que axones de la retina envejecen, la
generacion de AMPc disminuye, y que al aumentar el segundo mensajero hay un
rejuvenecimiento en los conos de la retina (Shewan et al., 2002). Durante este trabajo
logramos demostrar que el AMPc esta involucrado en el proceso de diferenciacion y
gue depende de la fuente de donde provenga. Resultados previos de nuestro
laboratorio, han demostrado que en células HT22-CRHR1, estimuladas por CRH, este
proceso estd comandado por PKA y el AMPc proveniente de sAC y que ademas es
independiente de ERK1/2 a pesar de saber que tanto la PKA como el AMPc activan
esta quinasa en el mismo contexto celular (Inda, Bonfiglio, et al., 2017). Logramos
demostrar que lo mismo sucede para el CRHR2a respecto a la procedencia del AMPc,
sélo el que provenga de sAC sera capaz de lograr un efecto diferenciador (Figura 35).
Ademas, demostramos que la PKA y probablemente CREB y c-fos son esenciales
para este proceso (Figura 36-38). Estos resultados son similares a los obtenidos para
el CRHRL, pero a ellos se le adiciona que no cualquier ligando es capaz de activar

este proceso y este punto nos resulta interesante y un tema de constante debate.

El objetivo fundamental de nuestro laboratorio es entender como funciona el sistema
CRH teniendo en cuenta las similitudes tanto de sus receptores como de sus ligandos
y por lo tanto la delicada regulacion que probablemente exista entre ellos. Una de
nuestras hipotesis principales, que demostramos a lo largo de esta Tesis, es que al
receptor no le es lo mismo si es activado por un ligando o por otro. Este es uno de los
resultados mas prometedores que obtuvimos ya que no sélo depende de la fuente de
AMPCc que esté presente en el sistema, sino que también de la urocortina que esta en
juego. Como hemos demostrado previamente, tanto CRH como las UCNs son

capaces de generar el aumento de AMPc en las células HT22-CRHR2a, sin embargo,
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la UCN2 no produce aumento de c-fos, que en general esta ligado al AMPc, ni
tampoco desata la diferenciacion celular. Estos eventos nos sugieren que la UCN2 en
particular se comporta de manera diferente respecto a la UCN1 y la UCN3 en nuestro
sistema y particularmente este ligando como se comenté anteriormente, es bastante
controversial en el cerebro. La UCN2 es la urocortina mas expresada en piel y
musculo esquelético, fue hallada en cerebro de rata pero al repetir esos experimentos
en cerebro de ratdon, no se logro replicar el patron de expresion (Reyes et al., 2001;
Tanaka et al., 2003). Sumado a experimentos con el promotor de la UCN2 y (-
galactosidasa en ratones, tampoco se encontré un patron de expresion claro en el
cerebro (Deussing et al., 2010). Varios autores creen que esto se debe a que se
encuentra cerca del limite de deteccion de las técnicas que se utilizaron en esos
experimentos (Deussing & Chen 2018), sin embargo, no se tienen certezas acerca de
la expresion de la UCN2 en el cerebro murino. Nuestro descubrimiento acerca de la
incapacidad de generar la diferenciacion celular en las HT22-CRHR2a confirma la
posibilidad de que esta urocortina cumpla funciones diferentes, o tal vez ninguna, que
la UCN 1y la 3 en el cerebro de raton y que las vias que si activa, sean intrinsecas

del receptor y no dependientes del contexto.

En la figura 46 se resumen en forma esquematica los resultados obtenidos a lo largo
de esta Tesis Doctoral sobre las vias de sefializacion activadas y la relaciéon con el
proceso de diferenciaciéon mediado por el CRHR2a y las UCNs 1y 3 en las células
HT22-CRHR2a.
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Figura 46: Modelo propuesto de las vias de sefalizacion y diferenciacion celular estudiadas para
el CRHR2a en las células HT22-CRHR2a. La estimulacién del CRHR2a con las UCNs genera AMPc a
través de tmACs y de sAC, a su vez se activan los EPACs y la PKA, la cual participa en la fosforilacion
de CREB y de ERK1/2, mientras que tendria un efecto inhibitorio en Akt. Akt estaria activado sélo por el
AMPc generado via sAC. PKA activa a CREB y éste induce la expresion de c-fos. A su vez el AMPc
generado por sAC, la activacion de PKAy la fosforilacion de CREB, inducen la elongacidn de las neuritas

en estas células.
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El CRHR2a presenta un transito no convencional en las células HT22-CRHR2a

En 1992 Von Zastrow y Kobilka describieron por primera vez la endocitosis de los
GPCRs dirigida por ligando, donde en condiciones basales el receptor se encuentra
en la membrana plasmatica. La activacion del receptor por el ligando conduce a su
internalizacién, lo que significaba el fin de la sefalizacion mediada por ese receptor
(Von Zastrow & Kobilka 1992). Hoy en dia se conocen vias alternativas a la canonica
descripta en 1992, donde los receptores pueden sefializar desde compartimentos
endociticos luego de haber internalizado (Vilardaga, Jean-Alphonse, & Gardella
2014). Como ya se ha mencionado nuestro laboratorio ha demostrado que el CRHR1
en el contexto de las células HT22 internaliza rapidamente en presencia de CRH y
permanece en compartimentos intracelulares al menos por 40 minutos, por otro lado
puede sefializar desde endosomas y que esta sefalizacion depende de sAC y no de
las tmACs (Inda et al., 2016). Nos preguntamos si el CRHR2a en el mismo contexto
celular seguia un transito similar al CRHR1. Los anticuerpos para los receptores de
CRH no son herramientas confiables ni en especificidad ni sensibilidad (Damian
Refojo et al., 2011), por lo tanto el seguimiento del receptor se realiz6 mediante el
FLAG-tag que contiene en su amino terminal. Por medio de citometria de flujo e
inmunofluorescencias, demostramos que el CRHR2a presenta un transito particular y
diferente al reportado para el CRHR1. Encontramos que en condiciones basales, el
receptor se encuentra tanto en la membrana como dentro de la célula, este
comportamiento fue previamente descripto en células HEK293 (Schulz et al., 2010).
Luego de la estimulacion con UCN1 observamos un rapido aumento del receptor en
la membrana que luego de 30 minutos de estimulo decrecié a condiciones basales,
este resultado es la primera vez que se reporta para este receptor en un entorno
neuronal (Figuras 39-41). Resultados preliminares con UCN3 muestran resultados

similares a los obtenidos con UCNL1 (datos no mostrados).

Como se ha analizado a lo largo de esta Tesis Doctoral, el pseudo péptido sefial que
contiene este receptor, le otorga caracteristicas distintivas como la imposibilidad de
oligomerizar, pero este péptido no impide la posibilidad de dimerizar con otros
receptores como puede ser el receptor de dopamina (Fuenzalida et al., 2014,
Teichmann et al., 2012; Yarur et al., 2020). Pudimos corroborar la importancia de este
péptido, ya que al utilizar un plasmido con el CRHR2a con el péptido sefial del virus

de la influenza el cual es clivable (PS-FLAG-CRHR2), observamos un transito similar
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al de CRHR1 lo que nos indica que el pseudo péptido sefial dirige este transito (Figura
42). Nos preguntamos entonces ¢,Cual es la funcién de este transito particular del
CRHR2a y que a los 5 minutos de estimulacion es completamente inverso al
observado para el CRHR1? Nuestra hipotesis radica en la regulacion de la
sefalizacion de estos receptores en aquellas estructuras del cerebro en la que se
expresen ambos. Es decir, la actividad canonica de cada receptor se verd modificada
en presencia del otro. Yarur y sus colaboradores, han demostrado que el CRHR2a
cambia tanto su localizacion como su sefalizacion cuando heteromeriza con el
receptor de dopamina de tipo 1 (Yarur et al., 2020). Si algun proceso similar sucede
con el CRHR1 y el CRHR2 podria indicar un crosstalk entre ellos y explicar tal vez las
diferencias en el transito y la expresion de los ligandos en areas particulares del
cerebro. Alun no se conoce si los receptores de CRH tienen la capacidad de
heteromerizar entre si en un contexto neuronal, pero seria extremadamente

interesante y revelador continuar este estudio en esta linea de pensamiento.

El control del destino del CRHR2a en este contexto celular, la resensibilizacion y el
tiempo de vida media son aspectos temporales importantes y que deben ser objeto
de préximos estudios. La informacién con la que se cuenta acerca de la
desensibilizacién del CRHR2a es escueta. Hauger y sus colaboradores demostraron
gue este receptor en la linea celular de retinoblastoma Y79 y en HEK293T, esta
regulado por un mecanismo de desensibilizacion rapido y fuerte generado por la
preincubaciéon con UCN2 y UCN3, pero no por CRH. Ademas se produce el
reclutamiento de B-arrestinas hacia la membrana luego de la estimulacion y la
fosforilacion del receptor (Gutknecht et al., 2008; Hauger et al., 2013). Para el caso
del CRHR1, se conoce que la desensibilizacion depende del tipo celular, diferentes
estudios en células corticotrofas, de neuroblastoma 0 retinoblastoma y en HEK293,
han demostrado distintos tiempos para la resensibilizacion del receptor (Inda,
Armando, et al., 2017).

El tltimo aspecto que abordamos durante esta Tesis Doctoral y el cual consideramos
gue debe seguir siendo explorado es la endocitosis del CRHR2a. En nuestro caso,
observamos como la internalizacion del receptor puede modificar la sefializacion que
caracterizamos a lo largo de este trabajo. Contamos con informacion previa del
CRHR1 el cual es capaz de seguir sefializando luego de ser endocitado por accion

de CRH (Inda et al., 2016). Al haber descripto las diferencias en el transito entre estos
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receptores la siguiente pregunta que nos interrog6 fue el rol de la endocitosis del
CRHR2a respecto a la activacion de efectores. Continuamos utilizando las células
HT22-CRHR2a. Demostramos que al bloquear la endocitosis con DYNGO4-a, la
curva de fosforilacion de ERK1/2 aumenta en su totalidad, siendo significativo este
aumento a tiempos cortos. En el caso del CRHR1, al bloguear la endocitosis, solo se
observa una aumento a tiempos largos en la fosforilacion de ERK1/2 (Inda et al.,
2016). Teniendo en cuenta la diferencia en el transito, relacionamos este aumento de
ERK1/2 con la cantidad de receptores que aumenta luego de 5 minutos de
estimulacion (Figura 41). Con el tratamiento con DYNGOA4-a, logramos que el receptor
que esta en la membrana no pueda internalizar ya que este farmaco inhibe la
formacion de hoyos de clatrina, siendo este el método convencional por el cual los
GPCRs internalizan. Sin embargo, este bloqueo, no impediria la llegada de los
receptores a la membrana luego de la estimulacién, entonces, este aumento en la
activacion de ERK1/2 puede deberse al aumento de receptores en la membrana, que
una vez que llegan no pueden volver a internalizar y quedan sefializando desde alli
(Figura 44A). Cuando analizamos el perfil de Akt al bloquear la endocitosis,
encontramos un comportamiento inverso, donde la activacion del efector baja de
manera significativa a tiempos largos, y de hecho también observamos que la
cantidad de pAkt en condiciones basales que describimos en este trabajo, también
disminuye (Figura 44B). Para realizar las cuantificaciones, en general normalizamos
la activacion a niveles basales para poder compararlas sin el sesgo de la activacién
intrinseca del efector, el cual va a variar leventemente por el hecho de trabajar con
células en cultivo. En este caso al normalizar al basal, en la cuantificacion no se
observa la diferencia en los basales, pero en laimagen demostrativa del Western Blot,

se observa claramente esta diferencia (Figura 44B).

El efecto diferente de la endocitosis entre los receptores nos sugiere que tal vez exista
un crosstalk entre ellos, ya que no sélo la activacion es inversa (cuando uno aumenta
el otro disminuye), sino que también tienen un comportamiento opuesto frente al
bloqueo de la endocitosis. Creemos que en el caso de Akt, la activacion baja debido
a que probablemente, esta involucrado en la formacion del endosoma o tal vez
sefalice desde éste como se ha demostrado para el receptor de quimiocina (English,
Mahn, & Marchese 2018).
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Para el caso de la Brefeldina A, no tenemos datos acerca de su efecto sobre el
CRHR1, y los obtenidos para el CRHR2a van el linea con lo observado para
DYNGO4-a (Figura 45). Le Min y sus colaboradores, demostraron para el receptor de
kisspeptina que la respuesta a su ligando respecto al Ca*? es bifasica, siendo la
segunda fase disminuida al utilizar tanto Dynasore, andlogo de DYNGO4-a o
Brefeldina A. Por otro lado, utilizando células tiroideas y TSH, Godbole demostré que
tanto Dynasore como Brefeldina A inhiben la respuesta de AMPc y de PKA
citoplasmatica, cuando prueban la respuesta con sensores para la membrana
plasméatica no observan efectos de los inhibidores. Este bloqueo en la via de PKA
termina afectando la fosforilacion de CREB y por lo tanto la trascripcion de ciertos
genes (Godbole et al., 2017; Min et al., 2014). Estos trabajos son ejemplos en donde
el bloqueo de la endocitosis y del reciclado del receptor dan resultados similares como

€en nuestro caso.

Finalmente en el afio 2010, May demostro que para el receptor de PACAP en células
de glia, bloquear la endocitosis ya sea via dominante negativo de dinamina o via
Dynasore, generd un decrecimiento en la fosforilaciéon de Akt, mientras que al usar
Brefeldina A no observaron efecto sobre la activacion de este efector, por lo que
relacionan a Akt con la formacién de endosomas y no con el tréfico que deriva de los
nuevos compartimientos de (May et al., 2010). En nuestro caso, la Brefeldina A
disminuye la activacion de Akt al igual que el bloqueo de la endocitosis (Figura 45), lo
gue podria indicar una relacion entre Akt y el reciclado del CRHR2a. Consideramos
interesante continuar explorando estos procesos con el uso de otras herramientas
gue no solo sean farmacoldgicas, como dominantes negativos y SiRNAs de las

moléculas que participan en el trafico como dinamina, Vps35 (retromero), etc.

Perspectivas

Nuestro laboratorio apunta a describir vias de sefalizacion y caracteristicas
espaciales y temporales de la activacion de los CRHRs, siendo estas dependientes
del contexto celular. Durante este trabajo de Tesis Doctoral hemos descripto parte de
las vias activadas por el CRHR2a mediadas por las UCNs en el contexto de la linea
celular hipocampal HT22. Una de las preguntas que consideramos mas importantes
a contestar es acerca del crosstalk entre los receptores. Se ha descripto que el

CRHR2a sélo puede heteromerizar con el receptor de dopamina de tipo 1 (Fuenzalida
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et al., 2014; Yarur et al., 2020), pero no existen datos que hayan estudiado la
heteromerizacion entre en CRHR1 y el CRHR2a, asi como también con otros
receptores GPCRs. Este tipo de analisis podria brindar informacion de importancia
biologica para comprender el porqué del transito particular que presenta el CRHR2a
en el contexto celular de las células HT22. Durante esta Tesis Doctoral, se realiz6 el
clonado del receptor CRHR2a en un plasmido de expresion junto con una presion de
seleccién compatible para ser expresada en la linea celular HT22-CRHR1. De esta
manera podriamos contar con ambos receptores expresandose en las mismas células
con contexto hipocampal y que ademas cuentan con tags diferentes lo que nos
permitird seguir ambos receptores de manera diferencial, asi como también activarlos
selectivamente utilizando los resultados de concentracion-respuesta que obtuvimos
en a lo largo de este trabajo. Estos experimentos quizas nos permitiran obtener

respuestas acerca de la heteromerizacion, y crosstalk entre ambos receptores.

En linea con el razonamiento anterior resultara interesante continuar el estudio de la
sefalizacion desde endosomas de este receptor. Sabemos que el CRHR1 sefaliza
desde endosomas mediante SAC, sin embargo, para el CRHR2a aun no contamos
con esta informacién, aunque hemos demostrado su requerimiento para la activacion
de efectores tardios. Una de las diferencias entre los receptores aparece en el perfil
de la activacién de ERK1/2 gatillada por el CRHR1 activado por CRH. Para el caso
del CRHR2a en el mismo contexto celular, no observamos una diferencia tan marcada
a los 12 minutos luego de la estimulaciéon donde para el caso del CRHR1 los niveles
de pERK1/2 son cercanos a los basales y luego se activan de manera sostenida por
tiempos largos. Sabemos que para el CRHR1 esta segunda fase sostenida depende
de la endocitosis del receptor y de la sefializacion desde endosomas, por lo tanto, el
perfil agudo predominante para el CRHR2 podria ser una diferencia importante entre
ellos. A su vez, seria interesante saber si la endocitosis significa la finalizacion de las
vias activadas, y en el caso que el CRHR2a siga senalizando desde endosomas,
entender cual es el proceso que termina la sefial si no lo es la internalizacion del
receptor. Cabe sefialar que los estudios en referencia al CRHR1 estan todavia en

desarrollo en nuestro grupo.

Por otro lado, como se ha desarrollado en la introduccién de esta tesis, existe un
componente de la familia CRH llamado CRH binding protein (CRH-BP) que se ha

considerado un "decoy" o "scavenger" del sistema. Un trabajo relativamente reciente
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reporta que esta proteina podria funcionar como scaffold del CRHR2a para llevarlo
hacia la membrana plasmatica (Slater et al. 2016). En linea con este trabajo,
consideramos importante estudiar la expresion de la CRH-BP en nuestro sistema
celular y modular su expresion para poder comprender el mecanismo detras del
trnsito celular observado. A su vez, consideramos clave también, estudiar el dominio
carboxilo terminal del CRHR2a, ya que como también se ha mencionado
anteriormente, es una de las diferencias estructurales con el CRHR1, donde éste tiene
un dominio PDZ (Clase |) mientras que el CRHR2a, no lo contiene. EI dominio PDZ,
participa en diferentes interacciones entre el GPCR y otras proteinas. Para el CRHR1,
se conoce que el dominio PDZ participa en el crosstalk con otros receptores como por
ejemplo el receptor de serotonina (5HT2A), asi como también regula la interaccion de
proteinas de tipo MAGUKSs (de sus siglas en inglés Membrane-associated guanylate
kinase) las cuales se conoce, que regulan el transito del CRHR1 (Inda, Armando, et
al. 2017; Slater, Yarur, et al 2016). Por lo tanto, esta diferencia entre los receptores
de CRH es clave ya que el dominio PDZ puede tener un rol importante en la respuesta
biologica, es por este motivo que consideramos relevante el estudio del dominio

carboxilo terminal del CRHR2aq.

Destacamos a lo largo de este trabajo la importancia del contexto celular. No se
dispone de lineas celulares que expresen el CRHR2a de manera enddégena y en
ausencia del CRHR1 lo que ha complejizado el estudio en sistema de lineas
establecidas. Consideramos de gran valor biol6gico continuar estas investigaciones
en modelos celulares de cultivo primario neuronal o tejidos ya que se pueden
encontrar diferencias con lineas y células periféricas como hemos registrado a lo largo

de esta Tesis.

Finalmente creemos que el desarrollo de nuevas herramientas para poder seguir a
los receptores de CRH sera esencial para avanzar con el estudio de este sistema,
Consideramos que el uso y la ampliacion de herramientas que permitan la
visualizacion in vivo tanto el células como el tejido seran las mas adecuadas ya que
son técnicas mucho menos invasivas en comparacion con las bioquimicas y esa
caracteristica permitira utilizarlas in vivo. En el anexo de esta Tesis Doctoral se detalla
el desarrollo de una herramienta para seguir al CRHR1, la cual es una nanomolécula

gue permite la realizacion de microscopia de superresolucion y demas tiene actividad
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antagonista sobre el receptor. Resultara interesante extender este trabajo para el

seguimiento del CRHR2a.
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Anexo

Debido a la falta de herramientas tecnoldgicas y de anticuerpos especificos que
permitieran el seguimiento de los receptores de CRH (Damian Refojo et al., 2011), se
establecié una colaboracién con el Centro de Investigaciones en Bionanociencias
(CIBION-CONICET). En el contexto de la Tesis Doctoral del Dr. Alan Marcelo Szalai,
y junto a su director Pedro Aramendia, se llevé a cabo un trabajo de investigacion
para generar estas nuevas herramientas. A continuacion, se resumira el trabajo
realizado el cual gener6 una pequefia molécula con capacidad antagonista sobre el
CRHR1. Nos centraremos en los experimentos realizados durante mi Tesis Doctoral.
Los detalles de las técnicas, nanoscopias, caracteristicas espectroscopicas y ruta de
sintesis del ABP-09 se encuentran en parte de la Tesis Doctoral del Dr. Szalaiy en la
publicacion obtenida en colaboracién en la que comparto la primera autoria y mi
directora comparte la autoria de correspondencia debido a nuestra participacion

material e intelectual en el trabajo (Szalai, 2018; Szalai et al., 2018).

Hoy en dia la microscopia de super-resolucion se encuentra en tendencia respecto al
estudio de procesos bioldgicos, ya que puede ser poco invasiva y permite observar a
nivel de molécula Unica en tejidos y células vivas y en tiempo real. Este tipo de
microscopia ha permitido la descripcion de estructuras como los microtubulos
mediante la marcacién de la proteina vimentina y proteinas estructurales de la
membrana plasmatica como caveolina y conexina-43 (Hein et al., 2010). Por otro lado,
permitié la descripcion de otros procesos como el movimiento de vesiculas sinapticas
(V. Westphal et al., 2008), y diversas aplicaciones en el campo de la microbiologia,
neurobiologia y biologia molecular (Coltharp & Xiao, 2012; Sigrist & Sabatini, 2012;
Han et al., 2013)

Debido al interés farmacoldgico que posee el CRHR1, se han disefiado una gran
cantidad de antagonistas en la busqueda de drogas con fines terapéuticos
(Grammatopoulos & Chrousos 2002; Fleck et al. 2012). Asimismo, en 2013 se
cristalizé el receptor lo cual posibilitdé y abrié las puertas al disefio de nuevas
moléculas especificas in silico ya que su cristalizacion se realizO unida a un
antagonista comercial lo que permitié entender la unién del receptor a una molécula

con esas caracteristicas (Hollenstein et al., 2013).
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Teniendo en cuenta este contexto, se decidid disefiar y sintetizar una sonda
fluorescente que permitiera realizar microscopia de super-resolucion y a su vez que

tuviera capacidad antagonista sobre el CRHRL1.

El diseiio y los experimentos de docking fueron realizados por el Dr. Claudio
Cavassotto en el IBioBA y la sintesis fue llevada a cabo por el Dr. Alan Szalai en el
CIBION. Brevemente, se utilizé la estructura cristalizada del CRHR1 junto con el
antagonista comercial CP-376395 (TOCRIS bioscience) como esqueleto para realizar
los experimentos de docking y se seleccioné un candidato que cumpliera con los
requerimientos necesarios para sintetizar la molécula. La intencion de generar esta
nueva herramienta fue que la molécula tuviera capacidad fluorescente, que fuera
pequefia y a su vez que esta fluorescencia fuera estable, es decir su emision
perdurara el mayor tiempo posible. Es por este motivo que se decidio utilizar la
estructura de los aza-BODIPY la cual cumple con estos requisitos, y ademas posee
coeficientes de absorcion molar y rendimientos cuanticos de fluorescencia elevados
(Ulrich, Ziessel, & Harriman 2008; Loudet & Burgess 2007). Por otro lado, los aza-
BODIPY son versatiles al momento de realizar sustituciones quimicas y brindarles

nuevas caracteristicas a las moléculas.

Los aza-BODIPY se relacionan con otros fluoréforos conocidos como BODIPY los
cuales difieren en su ruta sintética, pero tienen propiedades espectroscopicas
similares. Los BODIPY fueron previamente utilizados en microscopias y nanoscopias
de STED y STORM para observar a nivel de molécula unica (Ali et al., 2017; Deniz et
al., 2010; King et al., 2014; Zhang et al., 2015), pero éste es el primer trabajo que
utiliza los aza-BODIPY en nanoscopia STORM para la deteccion de un receptor de

superficie.

Teniendo en cuenta la informacion anterior, el Dr. Cavassotto utilizando el programa
Internal Coordinates Mechanics (ICM), generé una serie de aza-BODIPYs con
afinidad por el sitio de union alostérico del CRHR1 que tuvieran capacidad
antagonista, ademas de conservar su caracteristica fluorescente. Se seleccionoé el
ABP-09 ya que su interaccion con el receptor fue similar a la que se observa con el
antagonista comercial de referencia CP-376395 y ademas su ruta de sintesis era
posible. Los detalles de la sintesis se encuentran en la Tesis Doctoral del Dr.Szalai
(Szalai, 2018).
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Una vez sintetizada la molécula y caracterizada a nivel espectroscopico por el Dr.
Szalai, decidimos probar su funcionamiento en las células HT22-CRHRL.
Comenzamos caracterizando las propiedades fluorescentes de la molécula ABP-09
dentro de las células utilizando dos concentraciones diferentes. Dado que el ABP-09
es lipofilico y atraviesa membranas celulares, consideramos necesario evaluar el
tiempo necesario para que la concentracion dentro de la célula se estabilizara y que
pudiéramos observar en mayor medida, las moléculas de ABP-09 unidas
especificamente al CRHR1. Utilizando un microscopio de fluorescencia de campo
amplio con camara de incubacion, se realiz6 un time course para observar el
comportamiento de la fluorescencia por 24 horas. El resultado se muestra en la figura
47.
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Figura 47: Variacién de la fluorescencia del ABP-09 en funcion del tiempo para células HT22-
CRHR1. Las células fueron preincubadas con las concentraciones sefialadas durante 24 hs, se muestran
las primeras 13. Se realizaron 3 experimentos independientes de cada condicidn y se grafican las medias
+ EMS.

Se determind que la preincubacion indicada para asegurarnos que la fluorescencia
fuera estable era de 20 horas y ademas, en la condicion de menor concentracion

ensayada, se logrd una correcta visualizacion de la fluorescencia.
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La siguiente pregunta que se decidié abordar fue si ABP-09 era capaz de unirse al
receptor, y ademas si sus caracteristicas opticas nos permitirian realizar microscopia
de super resolucion. Para responder esta pregunta, se eligié la nanoscopia de
STORM, el microscopio utilizado fue previamente disefiado y armando por el Dr.
Barabas en el CIBION (Barabas, 2017). Esta nanoscopia se basa en utilizar la
capacidad de “blinking” de algunas moléculas fluorescentes mediante la excitacidon en
su longitud de onda. Se adquieren una serie de fotos que luego se suman y se obtiene
una imagen que contiene todas las anteriores, en la figura 48 se esquematiza este

fendmeno. La capacidad de las moléculas de prenderse y apagarse, permite que en

Proceso de adquisicion de imagenes

.. v, - e, xx
e ... . X. .~x "X-X lXK!
-

¥ e— . V —  — l--§

XXX

Imagen de fluorescencia Iméagen reconstruida
convencional (super-resolucion)

)

cada imagen secuencial que se obtiene, no se repitan las mismas moléculas y mejora

la resolucion de la imagen reconstruida.

Figura 48: Representacion de la adquisicion de imagenes en STORM. Se presenta el encendido
secuencial de pocas moléculas en cada cuadro. La triple flecha indica decenas de miles de reiteraciones.
Finalmente se presenta la imagen de fluorescencia convencional junto a la de super-resolucion. Figura
adaptada de la Tesis del Dr. Szalai (2018).

Luego de preincubar las células por 20 horas con una concentracion 10 nM de ABP-
09, se realiz6é una inmunomarcacion indirecta con Alexa 647 sobre el cMyc tag del
CRHR1, se fijaron las células, y se observaron en el microscopio utilizando la técnica

de STORM. En la figura 49 se muestran ejemplos de los resultados obtenidos.
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Figura 49: Imagenes de STORM de la colocalizacion del ABP-09 con el CRHR1 en las células HT22-
CRHRA1. El canal verde corresponde al ABP-09, mientras que el rojo al CRHR1 previamente marcado
con AlexaFluor 647. En las imagenes de la izquierda se muestra una célula individual por imagen y la
barra representa 2 ym. En las de la derecha se muestra un acercamiento en las zonas correspondientes

a los recuadros color celeste de las iméagenes de la izquierda. Barra de tamario: 500 nm.

El andlisis cualitativo de las imagenes obtenidas nos indica que el ABP-09 colocaliza
con el CRHRL1. El analisis cuantitativo de esta colocalizacion se realiz6 utilizando el
programa ThunderSTORM. Este andlisis se basa en calcular la precision de
localizacion por separado de ambos canales, el del ABP-09 (laser de excitacion en
532 nm) y el del AlexaFluor647 (laser de excitacion a 642 nm) y luego determinar si
estas localizaciones coinciden. En la figura 50 se muestra el histograma obtenido
donde se corrobora que el ABP-09 y el CRHR1 se encuentran mayormente

colocalizados.
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Figura 50: Histograma de la precision de localizacion para el ABP-09 y el CRHR1 en las células
HT22-CRHRA1. Los valores de media y desvio estandar son 23 nm y 7 nm para el ABP-09, y 26 nmy 7
nm para CRHR1. El nimero de localizaciones que corresponden a una molécula tenidas en cuenta son
71324 (ABP-09) y 64284 (CRHR1).

Una vez confirmada la interaccion entre ABP-09 y el CRHR1, decidimos estudiar si la
molécula funcionaba como un antagonista de este receptor. Para demostrarlo, se
decidi6 investigar la activacion de diferentes efectores conocidos rio debajo de la
activacion del CRHR1: AMPc, ERK1/2 y Akt. El primero se evalu6 por medio de la
técnica de FRET y tanto ERK1/2 como Akt, mediante Western Blot, siguiendo los
mismos pasos que se han descripto previamente a lo largo de este trabajo de Tesis
Doctoral. En todos los casos, se comparé la accion del ABP-09 con el efecto del CP-
376395, el antagonista comercial que se utilizé como ejemplo para la sintesis de esta

nueva molécula.

Para el andlisis de la generacion de AMPc, se utilizaron las células HT22-CRHR1-
Epac-SH®7, las cuales expresan el sensor de AMPc de FRET de manera estable.
Primero, luego de la preincubaciéon de 20 horas con el ABP-09, se realiz6 el analisis
de los espectros de emision del sensor de FRET y del ABP-09 y se corroboré que era
posible separarlos y cuantificar las variaciones del sensor sin que la emisién del ABP-
09 interfiriera. Seguido, se estimulé con CRH 100 nM en el time course y se cuantifico
la generacion de AMPc. Cabe destacar que para el caso del CP-376395, también se
realizé una preincubaciéon de 20 horas para que la comparacién fuera mas acertada.

Los resultados se resumen en la figura 51.
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Figura 51: Respuesta de AMPc luego del tratamiento con ABP-09 y CP-376395 en las células HT22-
CRHR1-Epac-SH187 estimuladas con CRH. Las células se preincubaron durante 20 hs con ABP-09 (A)
0 CP-376395 (B) a las concentraciones indicadas. En el tiempo 0 se agreg6 el estimulo y se midié la

generacion de AMPc durante al menos 15 minutos. Datos: Media £ EMS, n=14-25 células.

Tanto el ABP-09 como el CP-346395 generaron una disminucién aproximada del 50%
de AMPc en células pretratadas con ABP-09. Este resultado nos indica que
efectivamente nuestra molécula tiene actividad antagonista sobre el CRHRL.
Finalmente, resultados similares se obtuvieron mediante la medicion de la activacion
de ERK y Akt.
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Figura 52: Efecto de ABP-09 en la activacion de ERK1/2 y de Akt en las células HT22-CRHR1
estimuladas con CRH. Los niveles de las proteinas fosforiladas y de las proteinas totales, fueron

determinados por Western Blot tras ser estimuladas con CRH 100 nM. En A se muestra el efecto sobre
la activacion de ERK1/2 'y en B de Akt, luego de preincubar las células 20 horas con las concentraciones
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indicadas de ABP-09. Datos: Media £ EMS, n=3, * p<0.05, *** p<0.001. El anélisis estadistico se realiz6

utilizando el software GraphPad (ANOVA de dos vias corregido por la prueba post hoc de Bonferroni).

En la figura 52 se observa que ABP-09 produce una disminucion significativa en la
activacion de ambos efectores, lo que demuestra la funcidén antagonista del ABP-09
sobre el CRHRL1.

Este trabajo realizado en colaboracion aporta una herramienta que podria ser
extremadamente util para el estudio del CRHR1, ademas la metodologia empleada
puede ser aplicada a cualquier otro GPCR que se haya cristalizado. La descripcién
realizada en la Tesis Doctoral del Dr. Szalai explica con detalles como analizar y
seleccionar una sonda para realizar nanoscopia y consideramos este trabajo
sumamente relevante ya que permite la visualizacion de la células en el orden
molecular, esto es una ventaja a la marcacion con anticuerpos ya que éstos suelen
ser grandes y la amplificacion que se produce durante la deteccién dificulta la

observacion a nivel de molécula Unica.
Este trabajo multidisciplinario fue comentado en Noticias del CONICET:

https://www.conicet.gov.ar/dos-institutos-del-polo-cientifico-desarrollaron-una-nueva-

molecula-de-interes-biomedico/
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