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Resumen

En este trabajo de tesis abordamos el estudio de Ia función corticotrofa normal
y tumoral focalizándonos en tres temas fundamentales: a) los eventos
moleculares involucrados en la regulación de los factores de transcripción Nur y
sus consecuencias en la activación del gen de proopiomelanocortina (POMC)
por Ia hormona liberadora de corticotrofina (CRH) y AMP cíclico (cAMP), b) la
implicancia de los factores Nur en Ia regulación corticotrofa por interleuquina-1
(IL-1) y c) la de interacción entre IL-1, CRH y glucocorticoides.
Demostramos en células corticotrofas AtT20 que la entrada por canales de
calcio tipo L es esencial para la inducción de los mRNAs de Nur77 y Nurr1 y la
estimulación de Ia actividad Nur por CRH a través de Ia actividad de CAMKII.
La entrada de calcio es suficiente para producir Ia estimulación. EI tratamiento
con CAMPestimula Nur77 también independientemente del calcio entrante.
Existe una vía de MAPK (Rap1/B-Raf/MEK1,2/ERK1,2) funcional en
corticotrofos que estimula la fosforilación y actividad transcripcional de Nur77 y
que es activada por CRH y CAMP en forma calcio-dependiente y calcio­
independiente. La regulación por estas vías de señalización sobre Ia actividad
Nur correlaciona con la regulación sobre el promotor de POMC.
Demostramos también que Nur77 media la acción estimulatoria de IL-1sobre el
promotor de POMC: IL-1 estimula la actividad Nur sobre el sitio NurRE;
produce la inducción del mRNA de Nur77 y no de Nurr1, un efecto
transcripcional a nivel del promotor de Nur77; estos efectos dependen de la
actividad de la protein quinasa p38; una línea que sobreexpresa una mutante
dominante negativa de Nur77 es insensible a la estimulación por lL-1 de la
secreción de ACTH, la actividad Nur y la inducción de POMC. La activación del
factor de transcripción NFkB ejerce un efecto negativo en Ia estimulación de la
actividad Nur y la inducción de POMC por IL-1.
Demostramos que la potenciación entre IL-1 y CRH sobre la secreción de
ACTH se observa también sobre la actividad Nur. El tratamiento con IL-1
aumenta Ia sensibilidad a la inhibición de Ia secreción de ACTH por
glucocorticoides. tanto en la línea celular AtT20 como en cultivos primarios de
adenomas corticotrofos humanos. Este efecto no es consecuencia de la
inhibición del mRNA de POMC sino un efecto a nivel de la secreción y no es
consecuencia de una diferencia en la afinidad de GR por los glucocorticoides ni
una diferencia en el número de GR.

En conclusión, en este trabajo de tesis caracterizamos por primera vez las vías
de señalización involucradas en la regulación de la actividad Nur y Ia función
corticotrofa por lL-1, CRH, glucocorticoides y sus interacciones. demostrando
que la regulación de la expresión de POMC y ACTH en corticotrofos involucra:
la existencia de una vía de MAPKfuncional, Ia actividad fundamental de Nur
tanto para CRH como para IL-1 y la interacción funcional de IL-1 con CRH
(sinergismo) y con glucocorticoides (aumento de la sensibilidad a Ia inhibición).



Abstract

In this thesis work we studied the normal and tumoral corticotrophic function
focusing on three fundamental points: a) the molecular events involved in Nur
regulation and its consequences on proopiomelanocortin (POMC) gene
regulation by corticotrophic releasing hormone (CRH). cyclic AMP (CAMP),b)
the implicance of Nur factors in corticotrophic regulation by interleukin-1 (IL-1)
and c) the interaction among lL-1, CRH and glucocorticoids.
We demonstrate that calcium entry through L type channels is crucial for Nur77
and Nurr1 mRNA induction and increased activity by CRH treatment involving
CAMKII function. Calcium entry is sufficient to produce this stimulation.
Treatment with CAMPstimulates Nur77 also independently of calcium. There is
a functional MAPK (Rap1/B-Raf/MEK1.2/ERK1,2) pathway in corticotrophs that
stimulates Nur77 phosphorylation and transcriptional activity and ¡t is activated
by CRH and cAMP treatments involving calcium-dependent and —independent
signals. POMC regulation by this pathways correlates with Nur activity.
We also demonstrate that Nur77 is involved in the stimulation of POMC by lL-1:
IL-1 stimulates Nur activity on the NurRE site; induces Nur77 and not Nurr1
mRNAs, a transcriptional effect on the Nur77 promoter; these effects depend on
p38 protein kinase activity; a cell line that overexpresses a dominant negative
mutant of Nur77 is insensitive to lL-1 stimulation of ACTH secretion, Nur activity
and POMC induction. NFkB activity exerts a negative effect on Nur activity and
POMC mRNA induction by lL-1.
We demonstrate that the synergism between CRH and lL-1 on ACTH secretion
is also observed on Nur activity. IL-1treatment ¡ncreases the inhibitory effect of
glucocorticoids on ACTH secretion, in the corticotrophic AtT20 cell line and in
corticotroph human adenomas primary cultures. This effect is not a
consequence of inhibitionof POMC mRNA but an effect at the level of secretion
and it is not due to different affinity of glucocorticoid receptor (GR) for
glucocorticoids nor to different GR number.
In conclusion, in this thesis work we characterized for the first time the signaling
pathways involved in the regulation of Nur activity and the corticotrophic
function by IL-1,CRH, glucocorticoids and its interactions, demostrating that the
regulation of POMC mRNA expression and ACTH in corticotrophs involves: the
existence of a functional MAPK pathway, the instrumental activity of Nur for
CRH and IL-1 actions and the functional interaction of lL-1 with CRH

(synergism) and with glucocorticoids (increased sensitivity to inhibition).
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l) INTRODUCCIÓN

El eje Hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA). controla Ia respuesta al estrés

mediante la secreción de glucocorticoides al aparato circulatorio, modificando

de esta manera al organismo para adaptarse a esta nueva situación.

El corticotrofo se encuentra localizado en Ia hipófisis, (adenohipófisis o hipófisis

anterior) y cumple un rol fundamental como parte integral del eje HPA. Es un

tipo celular altamente especializado en Ia producción y secreción de la

corticotrofina (ACTH) Ia cual por el sistema circulatorio, llega hasta la corteza

adrenal donde produce la liberación de glucocorticoides a Ia circulación. A su

vez los glucocorticoides inhiben por retroalimentación negativa (feedback) al

eje HPA controlando su respuesta.

El corticotrofo es un punto central de regulación del eje HPA, ya que es

afectado por la hormona liberadora de corticotrofina (CRH) de origen

hipotalámico y también es el blanco de acción de los glucocorticoides

plasmáticos. Por Io tanto el control en la producción y liberación de ACTH

depende de la presencia de factores liberadores hipotalámicos y

glucocorticoides que afectan al corticotrofo en forma diferencial.

La función del corticotrofo también es regulada por citoquinas provenientes del

sistema inmune. Luego de una inflamación se produce un pico de citoquinas

proinflamatorias en plasma; el factor de necrosis tumoral a (TNF-a),

interleuquina-G (IL-6)e interleuquina-1 (IL-1)son producidos principalmente por

monocitos y macrófagos pertenecientes al sistema inmune. Entre ellas, IL-1

activa al corticotrofo y estimula Ia producción de ACTH. El pico en los niveles

de glucocorticoides producido por Ia activación del eje HPA inhibe Ia acción en

exceso de las citoquinas inflamatorias evitando efectos tóxicos para el

organismo.

Esta tesis se centra en la caracterización de los mecanismos moleculares en el

corticotrofo involucrados en Ia activación / inhibición génica y transducción de



señales, por sus reguladores fisiológicos más importantes, CRH,

glucocorticoides e lL-1.

Luego de introducir los mecanismos generales de regulación y acción del

corticotrofo y del eje HPA en su conjunto, nos centraremos en los mecanismos

moleculares involucrados en Ia función corticotrofa.

1. EL EJE HlPOTÁLAMO- PITUITARIO - ADRENAL

1.1. Organización del eje HPA

El eje HPA posee una organización compleja (Figura 1) y una importancia

fundamental en el montaje de la respuesta al estrés.

Mula.
I'nnllculriullur

Hipulálznnu

Figura 1. Figura representativa del eje HPA.|43|)qu

A"“"'¡"" Se muestra el hipotálamo, la hípófisis, la
"¡Inn-“¡5 Puslcrior

‘í glándula adrenal, las vías de comunicación

WCÍ- entre ellos y los productos secretados; Arginina­
Vasopresina (AVP); Hormona liberadora de

corticotrofina (CRH), ACTH y glucocorticoides.

"‘“°“" (Turnbull & Rivier. 1999)
(¡lucncorlicoidcs

((‘uflicmlcmnu cn mln) rulon
_\'curlisol un hunulnus)

:\(."l‘ll
tudrcilmurliwlmlinu)

(ilámlulu
Adrcnul

El núcleo principal del sistema nervioso central involucrado en la regulación del

eje HPA es el núcleo paraventricular (NPV) del hipotálamo. Este núcleo es la



fuente principal de CRH, péptido de 41 aminoácidos que es el regulador

fisiológico de la secreción de ACTH en la hipófisis (Rivier & Plotsky. 1986).

Las neuronas del NPV proyectan sus prolongaciones hacia la zona externa de

la eminencia media (EM) y liberan CRH y otros péptidos a una red

especializada de capilares. La hipófisis anterior (o adenohipófisis) se encuentra

vascularizada por vasos que provienen de los senos capilares en la EM

(Figura 1).

El NPV posee una topografía discreta pero su organización funcional y

fenotípica posee solapamientos. Está compuesto por dos subdivisiones

neurosecretorias mayores, la región magnocelular (mNPV) y la región

parvocelular (pNPV). También se encuentra una región que contiene un grupo

de células localizado en la región mas caudal, de la cual se originan

proyecciones a estructuras autonómicas cerebrales (Sawchenko et al. 1996).

EI mNPV junto con el núcleo supraóptico (NSO) constituyen las neuronas

magnocelulares, las cuales son la fuente mayor de arginina-vasopresina (AVP)

y oxitocína, liberadas a la circulación general por terminaciones en la hipófisis

posterior.

La región de pNPV mas medial es la mayor fuente de neuronas Iiberadoras de

CRH, las cuales liberan CRH a la circulación hipofisaria portal. Los grupos

celulares que se proyectan a las estructuras autonómicas contienen los tres

péptidos (CRH, AVP y oxitocína).

Aunque estas subdivisiones del NPV son anatómicamente discretas, este

núcleo presenta una plasticidad fenotípica en cuanto a los péptidos que

secreta. Por ejemplo, las neuronas del hipotálamo que proyectan a la EM

también secretan péptidos adicionales además de CRH, más notablemente

AVP (Sawchenko et al. 1984, Tilders et al. 1993).

No solo CRH, sino también AVP y oxitocina. entre otros péptidos hipotalámicos

regulan la función del corticotrofo. como veremos más adelante.



La hipófisis está conformada por la neurohipófisis y la adenohipófisis. Esta

últimaestá compuesta por distintos tipos celulares, células estrelladas, que dan

el soporte estructural a la hipófisis, y células endocrinas diferenciales que

provienen de una célula progenitora común: las células tirotrofas, que secretan

la hormona tirotrofina (TSH); las somatotrofas, que secretan la hormona de

crecimiento (GH); las Iactotrofas, que secretan prolactina y las corticotrofas,

que secretan ACTH.

1.2. Características del corticotrofo

EI corticotrofo es un tipo celular altamente especializado cuya función principal

es la producción y secreción de ACTH al torrente sanguíneo y es el tipo celular

involucrado en la regulación del eje HPA. Es el punto de regulación fina del eje

ya que es afectado por señales hipotalámicas y glucocorticoides provenientes

de la corteza adrenal. En el corticotrofo se integran las distintas señales

estimulatorias e inhibitorias modulando la expresión del gen de

proopiomelanocortina (POMC), precursor de ACTH, y la secreción hormonal

(Figura 2).
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Para identificar los mecanismos moleculares de la función corticotrofa tanto en

la secreción de ACTH como en la regulación del gen de POMC, se ha utilizado

rutinariamente una línea celular corticotrofa AtT20 que conserva muchas

características regulatorias de los corticotrofos normales.

1.2.1. El gen de POMC y Ia hormona ACTH

El gen de POMC es sintetizado como un polipéptido único que por

procesamiento diferencial genera una amplia variedad de hormonas. Este

polipéptido inicial es procesado diferencialmente por los lóbulos neuro­

intermedio y anterior de la hipófisis (Figura 3). Así en la hipófisis anterior

predominan como productos finales un fragmento amino-terminal de 16KD

glicosilado, ACTH y B-Iipotrofina (B-LPH). también se producen y-LPH y

B-endorfina pero en menores cantidades. En la hipófisis neuro-intermedia el

procesamiento es mayor y se obtienen los productos mas pequeños.

HIPOFISIS ANTERIOR

señal peptido 16K ACTH [i-LPH
l l l l l l l

-26 +1 112 153 241

HIPOFISIS NEURO-INTERMEDIA

n-term y-MSH u-MSH y-LPH ¡l-endorfinaIZI:II:I l:l|:l L II l
+1 112 153 241

¡i-MSH¡:1

Figura 3. Procesamiento diferencial de POMC.

Esquema representativo de los productos diferenciales que se obtienen en los lóbulos

anterior e intermedios de la hipófisis. Siendo los productos principales en la hipófisis

anterior ACTH y B-LPH y en la neurohipófisis intermedia B-endorfina a, By y-MSH.

El gen de POMC posee zonas altamente conservadas entre especies. La

porción codificante del gen posee sitios de alta homología entre ellos. Las

distintas isoformas de melanocortina (or,By y-MSH) se encuentran en su región



codificante y se cree que fueron originadas por duplicación de un fragmento

común (Whitfeld et al. 1982). En el corticotrofo la maduración se produce

durante el tráfico vesicular y por clivaje final en las vesículas secretorias se

obtienen ACTH y B-LPHo B-endorfina dentro de una misma vesícula.

1.2.2. Caminos secretorios en el corticotrofo

El corticotrofo posee dos tipos distintos de caminos secretorios (Arvan et al.

1991, Burgess & Kelly. 1987). EI camino constitutivo que es el camino clásico

de exportación de proteínas extracelulares presente en todas las células

eucariotas y que también se encarga de llevar proteínas integrales de

membrana a la membrana plasmática. Este camino secretorio es el camino por

“default”, no es regulado y no es utilizado por el corticotrofo para la secreción

hormonal (Matsuuchi & Kelly. 1991, Moore et al. 1983).

Por el contrario, existe otro camino vesicular que forma parte del mecanismo de

secreción regulada y posee características similares a la secreción vesicular en

sinapsis neuronales. En este camino. las vesículas secretorias poseen una

cubierta de cIatrina y llegan hasta la membrana plasmática donde quedan

ancladas al aparato secretor. Una característica distintiva de los gránulos

secretorios es la alta densidad al microscopio electrónico, consecuencia de su

alta concentración hormonal que es aproximadamente unas 200 veces más

concentrado en relación al contenido en el retículo endoplásmico. Ademas el

contenido en las vesículas secretorias puede almacenarse por largos períodos

dando lugar a una gran especialización celular en secretar una u otra hormona

(Burgess & Kelly. 1987). En el corticotrofo, estas vesículas quedan cargadas
con ACTH.

EI estímqu secretor, que en general es un pico en la concentración del calcio

intracelular, produce Ia fusión de las membranas con la concomitante liberación

hormonal al medio extracelular (Clark & Kemppainen. 1994).

Profundizaremos acerca de los mecanismos moleculares de regulación del

corticotrofo luego de introducir primero las distintas vías de regulación que

afectan la actividad del eje HPA en su conjunto.



1.3. Regulación del eje HPA

La regulación del eje HPA es de gran importancia ya que de ella dependen los

niveles de glucocorticoides circulantes. La secreción basal de glucocorticoides

es necesaria para el funcionamiento normal de Ia mayoría de los tejidos, e

incluso pequeñas desviaciones en los niveles normales circulantes de estos

esteroides producen cambios en una amplia variedad de respuestas y

parámetros bioquímicos.

Los glucocorticoides actúan sobre múltiples tejidos blancos para aumentar o

inhibir diversas respuestas con el objetivo de proveer al metabolismo (el

sistema endocrino. nervioso, cardiovascular, e inmune) los cambios necesarios

para Ia supervivencia.

Existe un ritmo circadiano de secreción de glucocorticoides con el pico de

secreción en el momento de despertar y los niveles más bajos de

glucocorticoides en sangre durante las primeras horas de sueño. Este control

circadiano está regulado por interacciones entre el sistema endocrino y el

sistema nervioso central (SNC).

Además de la regulación circadiana de los niveles basales de glucocorticoides

en sangre, estos pueden ser incrementados ante cualquier estímulo que sea

considerado como una amenaza al organismo (de naturaleza fisiológica o

psicológica).

Estas señales estimulatorias son integradas a los tres niveles del eje, el

hipotálamo, la hipófisis y Ia glándula adrenal.

El mecanismo de regulación negativa que ejercen los glucocorticoides sobre el

eje HPA es altamente complejo e involucra tanto al SNC como a la hipófisis

(Keller-Wood & Dallman. 1984, Young et al. 1986).

Además de Ia inhibición que ejerce el pico de glucocorticoides sobre el eje

HPA, existe una inhibicióntónica ejercida por las variaciones circadianas en la

actividad del eje HPA. La sensibilidad a esta inhibición cambia según el estadío



del ciclo (Dallman et al. 1987). Esta inhibición por glucocorticoides es ejercida

en forma directa sobre el hipotálamo e hipófisis y en forma indirecta, la que es

mediada por otras regiones cerebrales (Jacobson &Sapolsky. 1991).

En el hipotálamo los glucocorticoides actúan directamente inhibiendo la

transcripción de preproCRH (el precursor de CRH) ya que el contenido de CRH

hipotalámico se ve incrementado por adrenalectomía en ratas (Suda et al.

1983). Los niveles del mRNA de preproCRH se ven incrementados en el

hipotálamo en un 50% una semana posterior a la adrenalectomía (Jingami et

al. 1985), y la administración posterior de dexametasona disminuye estos

niveles elevados, pero solamente a un 100% (Jingami et al. 1985).

Contrariamente a esta leve regulación por los glucocorticoides sobre la

expresión de CRH en el hipotálamo, los niveles del mRNA de POMC en la

hipóflsis son regulados más estrictamente ya que Ia adrenalectomía incrementa

el mRNA de POMC en un 950% y el tratamiento con dexametasona inhibe la

expresión por debajo de un 19% (Jingami et al. 1985).

Estos resultados demuestran que el sitio de regulación principal por

glucocorticoides de la actividad del eje HPA es la hipófisis.

1.3.1. integración sensorial en el SNC

Consistentemente con la gran diversidad de estímulos estresantes que dan

lugar a la activación del eje HPA, el pNPV recibe distintas señales provenientes

de diferentes regiones cerebrales que involucran información de zonas

viscerales. somatosensoriales, auditivas, visuales y también de regiones

Iímbicas involucradas en la integración de influencias cognitivas y emocionales

(Sawchenko et al. 1996). Estas señales incluyen proyecciones de otros núcleos

dentro del hipotálamo (Ej. Zona preóptica anterior hipotalámica). Señales

extrahipotalámicas incluyen áreas dentro y fuera de la barrera

hematoencefálica, las áreas que se encuentran dentro incluyen al núcleo del

tracto solitario (NTS) y otros grupos celulares catecolaminérgicos (que secretan

catecolaminas). Las zonas que se encuentran fuera de la barrera son el



órgano vascularis de la lámina terminal (OVLT)y el órgano subfornical (SFO)

(Sawchenko et al. 1996).

Existen entonces múltiples niveles hipotalámicos en los cuales la actividad del

eje HPA puede ser modulada.

1.4. Regulación funcional del corticotrofo

1.4.1. Por péptidos hipotalámicos

1.4.1.1. Estudios in vivo

Como ya mencionamos anteriormente, ante un estímulo estresante las

neuronas del NPV secretan CRH, entre otros péptidos, a la circulación portal,

produciendo la activación del eje HPA.

En Ia hipófisis CRH interacciona con receptores especificos acoplados a

proteína G (CRH-R) que se encuentran en la superficie de células corticotrofas,

resultando en un aumento de la expresión de POMC y de Ia secreción de

ACTH y otros péptidos derivados a la circulación periférica (Turnbull & Rivier.

1997, Vale et al. 1981) (Figura 1).

Sin embargo, aunque el consenso general es que la CRH proveniente de

mNPV en el hipotálamo es el principal secretor de ACTH en Ia hipófisis. esto no

es absoluto ya que la secreción de AVP y oxitocina, provenientes de pNPV y

neuronas magnocelulares contribuyen a Ia secreción de ACTH en la hipófisis

en una magnitud que depende del la naturaleza del estrés. Estas neuronas

actúan sinergísticamente con CRH para estimular Ia secreción de ACTH (Rivier

& Vale. 1983) y su actividad se ve incrementada durante la activación del eje

HPA (Sawchenko et al. 1996).

Además, AVP y oxitocina provenientes de otras fuentes distintas del pNPV

pueden contribuir al pool de péptidos hipotalámicos en Ia circulación portal

hipofisaria (Antoni et al. 1990, Plotsky & Sawchenko. 1987) .



Un ejemplo de activación del eje HPA por AVP es en respuesta a hipoglucemia.

El tratamiento agudo con insulina produce un aumento en la secreción de

ACTH,efecto que es bloqueado por pretratamiento con anticuerpos anti-CRH y

por antagonistas B-adrenérgicos. Sin embargo el aumento en los niveles de

ACTH correlaciona con niveles elevados de AVP y no de CRH en el sistema

portal (Plotsky et al. 1985). En este modelo, los niveles de CRH en el sistema

portal son necesarios para la secreción de ACTHpero su regulación está dada

por variaciones en los niveles de AVP y adrenalina (plasmática).

Por otra parte, se describieron efectos estimulatorios de otros péptidos

hipotalámicos sobre la secreción de ACTH, como por ejemplo el péptido

vasointestinal (VIP), el péptido activador de la adenilato ciclasa (PACAP) y

norepinefrina (NA) (Aoki et al. 1997, Plotsky et al. 1985).

1.4.1.2. Estudios in vitro

Por el año 1983 se observó que el tratamiento prolongado de cultivos primarios

de adenohipófisis con CRH. a diferencia de un tratamiento breve (1 h), no solo

aumentaba los niveles de ACTH liberado sino que también elevaba el

contenido intracelular de ACTH (Vale et al. 1983). Esto implica que CRH

además de estimular Ia secreción de ACTH aumenta su producción. Más

adelante se observó que CRH estimulaba al mRNAde POMC en células AtT20

en cultivo en tiempos más largos (6 y 24 hs) que los necesarios para su efecto

secretor. Este efecto era mimificado por el tratamiento con análogos

permeables de cAMP o por ésteres de forbol (TPA), indicando que distintas

vías de activación están involucradas en la regulación de la actividad

transcripcional sobre el gen de POMC (Affolter& Reisine. 1985).

Previamente se habia observado un efecto potenciador de AVP, oxitocina,

epinefrina, NA y angiotensina II sobre la secreción de ACTH por CRH en

cultivos primarios de hipófisis (Vale et al. 1983). AI analizar si un efecto similar

de potenciación ocurría sobre la actividad transcripcional en el promotor de

POMC, CRH como adrenalina, esta última vía receptores B-adrenérgicos,

estimulaban al promotor de POMC tempranamente (3-5hs) y el tratamiento



conjunto producía un efecto sinérgico en la estimulación. Este sinergismo es

mediado por la actividad de PKA. Contrariamente AVP y angiotensina ll

producen efectos mínimos sobre el promotor de POMC indicando que Ia

regulación en la producción de ACTH esta dada principalmente a otro nivel

(Aoki et al. 1997).

PACAP y VIP producen generalmente sus efectos mediante un aumento en los

niveles intracelulares de cAMP y como se mencionó anteriormente se ha

descripto su función reguladora sobre Ia secreción hormonal en corticotrofos.

Ambos péptidos hipotalámicos estimulan al promotor de POMC y actúan

sinergicamente con CRH (Aokiet al. 1997). Sin embargo el efecto activador de

ambos es independiente de Ia actividad de PKA ya que la estimulación no es

bloqueada por tratamiento con el inhibidor H89 (Aokiet al. 1997).

1.4.2. Regulación por glucocorticoides

Existen tres niveles de inhibición ejercido por los glucocorticoides sobre el

corticotrofo, clasificados según su temporalidad; rápido. intermedio y tardío

(Keller-Wood & Dallman. 1984).

1.4.2.1. Regulación rápida

Los esteroides, por su capacidad liposoluble, pueden atravesar la membrana

plasmática e interactuar con receptores intracelulares. Estos receptores son a

su vez factores de transcripción y ejercen su acción a través de la regulación

de la expresión génica (Se detallará este mecanismo mas adelante en la

introducción). Sin embargo, recientemente se identificaron otros mecanismos

de acción para los esteroides que podrían explicar efectos independientes de la

activación a nivel transcripcional.

Algunos autores observaron que el tratamiento con dexametasona produce una

disminución en la entrada de calcio y en la secreción de ACTH (30 min.)

estimulada por CRH en cultivos primarios de hipófisis. Aparentemente este

efecto sería independiente de la actividad transcripcional ya que no es inhibido



por cicloheximida ni actinomicina D y es consecuencia de una hiperpolarización

celular provocada por la inhibición de una corriente no selectiva catiónica por

los glucocorticoides (Takano et al. 1998). Por otro lado Ia inyección de

prednisolona endovenosa (un agonista del receptor de glucocorticoides (GR))

en ratas disminuye el pico de secreción de corticosterona por estrés 30 min.

después de Ia inyección (Andrews et al. 1998). En células AtT20 el tratamiento

con dexametasona inhibe la generación de CAMPy Ia secreción de ACTH,

efecto que se da aún en presencia de actinomicina D. Este efecto es bloqueado

por la toxina de pertussis implicando la dependencia de proteínas G en la

inhibicióntemprana por glucocorticoides y receptores de membrana acoplados

a proteína G (Iwasaki et al. 1997).

El mecanismo de inhibición rápida por glucocorticoides no está claro, pero

probablemente involucre la activación a nivel de la membrana plasmática ya

que sus efectos son independientes de Ia sintesis proteica y se dan

aproximadamente en tiempos menores a 30 min. Aunque se identificaron

receptores de membrana para una variedad de hormonas esteroideas

(Wehling. 1997), los mecanismos de acción del receptor de glucocorticoides no

fueron ampliamente caracterizados aún.

1.4.2.2. Regulación intermedia

Otros autores observaron en células AtT20 que los glucocorticoides producen

una inhibición de la secreción de ACTH (3-4 hs) estimulada por extractos

hipotalámicos o análogos de CAMP(Phillips 8. Tashjian. 1982). Contrariamente

al efecto de inhibicióntemprana, que se observa a los 30 min., este mecanismo

de inhibición depende de la sintesis de nuevas proteínas. ya que es inhibido

por tratamiento con cicloheximida (Phillips & Tashjian. 1982). Los niveles

intracelulares de ACTHy B-endorfina no se encuentran alterados después de 6

hs de tratamiento con dexametasona, implicando que Ia inhibiciónesta dada a

nivel de la fusión de las vesículas secretorias con la membrana plasmática

(exocitosis vesicular) y no por una variación en Ia cantidad de vesículas



cargadas como consecuencia de una menor producción hormonal (Phillips &

Tashjian. 1982).

Sin embargo respecto al punto preciso de inhibición en Ia exocitosis existen

algunas controversias. Algunos autores no observaron una inhibición por

glucocorticoides en Ia secreción de ACTH estimulada por Ia entrada de calcio a

Ia célula mediante despolarización con cloruro de potasio (KCI) (Phillips &

Tashjian. 1982). Sin embargo otros autores si observaron inhibición en la

secreción de ACTH por los glucocorticoides en células AtT20 despolarizadas

con KCI (Woods et al. 1992). EI tratamiento con glucocorticoides no afecta Ia

entrada de calcio por tratamiento con CRH (Clark & Kemppainen. 1994). Por Io

tanto el efecto inhibitorioque ejercen los glucocorticoides sobre la secreción de

ACTH por CRH probablemente sea ejercida en un instante posterior al pico de

entrada del calcio extracelular.

1.4.2.3. Regulación tardía

Luego de la adrenalectomía en ratas, los niveles de ACTH se incrementan

drásticamente a las 4 hs para caer nuevamente a las 8 hs. Este efecto es

dependiente de Ia inhibición intermedia que mencionamos anteriormente. Sin

embargo los niveles plasmáticos de ACTH comienzan a incrementar
continuamente en el transcurso de días. Este efecto es debido a la inhibición

tardía que ejercen los glucocorticoides sobre Ia hipófisis y es acompañado por

la inducción del mRNA de POMC en Ia hipófisis anterior llegando a una

inducción de 20 veces a los 18 días post-adrenalectomía (Birnberg et al. 1983).

Este efecto es revertido por el tratamiento crónico con dexametasona (Birnberg

et al. 1983).

A diferencia de Ia regulación rápida e intermedia que afectan principalmente el

mecanismo de exocitosis de vesículas cargadas en el corticotrofo, Ia regulación

tardía ocurre en períodos mas largos y se da como consecuencia de

variaciones en Ia actividad transcripcional del gen de POMC y como

consecuencia en los niveles de ACTHdisponibles para ser secretados.



La regulación del gen de POMC fue ampliamente estudiada y se demostró la

inhibición por glucocorticoides del mRNA de POMC tanto en cultivos primarios

hipofisarios (Suda et al. 1988) como en Ia línea celular AtT20 (Philips et al.

1997b, Roberts et al. 1979). Los mecanismos moleculares involucrados en la

inhibicióndel promotor de POMC por glucocorticoides serán desarrollados mas
adelante en esta introducción.

La regulación por glucocorticoides se encuentra alterada en adenomas

corticotrofos hipofisarios, que secretan grandes cantidades de ACTH a la

circulación produciendo elevados niveles de glucocorticoides plasmáticos. que

se evidencian como el síndrome de Cushing. Estos adenomas tienen

disminuida Ia sensibilidad a la inhibición por glucocorticoides (Newell-Price et

al. 1998) y esta ausencia de sensibilidad correlaciona con una menor expresión

del mRNA de GRa (Mu et al. 1998).

2. REGULACIÓN BIDIRECCIONAL ENTRE EL EJE HPA Y LAS

CITOQUINAS

La regulación del sistema inmune por Ia glándula adrenal fue observada a

principios y mediados del siglo 19 cuando Thomas Addison documentó que un

paciente con insuficiencia adrenal tenía un exceso de linfocitos circulantes

(Addison. 1855). Concordantemente con esta observación Ia extirpación de Ia

glándula adrenal en la rata producía hipertrofia del timo (órgano responsable de

la maduración Iinfocitaria) (Jaffe. 1924). EI agrandamiento de la glándula

adrenal y la involución tímica fue asociada al estrés independientemente del

tipo de estrés producido (Selye. 1936). Estos estudios sugerían por primera vez

una asociación entre la actividad del sistema inmune y Ia actividad adrenal. En

los años 40 Kendall y Reichstein identificaron que los glucocorticoides poseían

esta acción inmunosupresora (Hench et al. 1949).

Sin embargo no fue hasta fines de la década del 70 que se identificó que los

niveles fisiológicos de glucocorticoides son importantes como reguladores de la

respuesta inmunológica preservando Ia especificidad y controlando la duración

de la respuesta inmune (Besedovsky et al. 1979, del Rey et al. 1984).



Así como los glucocorticoides son reguladores de Ia respuesta inmune, el eje

HPA es regulado recíprocamente por el sistema inmune (Besedovsky et al.

1975). Experimentos importantes demostraron que Ia inyección de glóbulos

rojos de carnero desencadena. además de Ia respuesta inmune al antígeno

foráneo. un pico en los niveles de glucocorticoides plasmáticos (Besedovsky et

al. 1975). Además la inyección de sobrenadantes provenientes de células

inmunes tratadas con concanavalina A ¡n vitro, produce un incremento en los

niveles de glucocorticoides plasmáticos (Besedovsky et al. 1981), siendo este

efecto anulado por Ia hipofisectomía (Besedovsky et al. 1985).

Sin embargo la identificación de los factores provenientes del sistema inmune

involucrados en la activación del eje HPA no fue descubierta hasta principios

de la década del 80. Se demostró que la inyección de lL-1 recombinante

(mediador de señales entre células inmunes) activa al eje HPA aumentando los

niveles de ACTH y glucocorticoides plasmáticos en ratas normales

(Besedovsky & Sorkin. 1977). Además la inmunoneutralización de lL-1 bloquea

la activación del eje HPA por una infección viral (NDV)en ratas (Besedovsky et

al. 1986).

Se estableció entonces un modelo de regulación mutua donde el sistema

inmune estimulaba al eje HPA, mediante la secreción de moléculas solubles

(citoquinas), con el fin de controlar su propia respuesta por un aumento en los

niveles de glucocorticoides plasmáticos.

2.1. Regulación del eje HPApor citoquinas

El punto principal de regulación del eje HPA por las citoquinas, especialmente

por IL-1, fue un tema de debate por varios años. Los trabajos pioneros en

mostrar la regulación del eje por citoquinas simultáneamente demostraban la

regulación a nivel central y a nivel hipoflsario. Algunos autores sugerían que la

acción principal de |L-1 era actuando directamente sobre la hipófisis, ya que el

tratamiento de cultivos primarios de hipófisis con IL-1 estimula Ia secreción de

ACTH (Bernton et al. 1987). Por otro lado otros grupos no encontraban



estimulación de cultivos de hipófisis ¡n vitro por lL-1 a pesar de que el

tratamiento in vivo produce un aumento en los niveles de glucocorticoides y las

neuronas productoras de CRH se activan por tratamiento con IL-1

(Berkenbosch et al. 1987).

Hoy en día se sabe que las citoquinas regulan la actividad del eje HPA

actuando a los tres niveles, el hipotálamo, Ia hipófisis y la glándula adrenal.

2.1.1. Regulación del eje HPA por lL-1

2.1.1.1. Regulación a nivel del hipotálamo.

La lL-1 ejerce su acción actuando directamente sobre el hipotálamo ya que la

inyección intracerebroventricular (icv) de lL-1 produce ¡n vivo un aumento en

los niveles de ACTH y glucocorticoides plasmáticos y este efecto es mediado

por la secreción de CRH hipotalámica ya que Ia inmunoneutralización de CRH

bloquea Ia estimulación (Sapolsky et al. 1987, Sundar et al. 1989).

Algunos autores afirman que el efecto central de IL-1 es mediado por

prostaglandinas y óxido nítrico (Sandi & Guaza. 1995, Watanobe et al. 1995).

Sin embargo Ia relevancia de las prostaglandinas es controversial porque la

administración de indometacina, que bloquea Ia síntesis de prostaglandinas y el

efecto pirógeno de IL-1, no inhibe la secreción de CRH por IL-1 ¡n vivo

(Sapolsky et al. 1987). El aumento de la secreción de CRH y ACTH es

consecuencia de una mayor inducción de ambos mRNAs a nivel del hipotálamo

y la hipófisis respectivamente (Suda et al. 1990) y estaría mediado por la

acción directa de lL-1 sobre el hipotálamo ya que IL-1estimula la secreción de

CRH en hipotálamos perfundidos ¡n vitro (Tsagarakis et al. 1989).

Se creía entonces que los efectos centrales de IL-1podrían estar mediando la

activación del eje HPA por la inyección de lL-1 periférica y que esta llegaba al

SNC para ejercer su acción a nivel hipotalámico. Aunque no podía explicarse la

via de entrada de esta citoquina a través de la barrera hematoencefálica.



Trabajos posteriores demostraron Ia existencia de un sistema de lL-1 funcional

en eI SNC (Keane et al. 1995, Nett et al. 1992). Entonces la síntesis de lL-1

central podría explicar Ia activación del eje ¡n vivo mediada por eI hipotálamo,

en respuesta a niveles elevados de lL-1en plasma.

2.1.1.2. Regulación a nivel de la hipófisis

lL-1 actúa también directamente sobre Ia hipófisis, ya que en cultivos primarios

de rata y en lineas celulares produce un aumento en Ia secreción de ACTH,

aunque los tiempos de incubación necesarios son mayores a los observados ¡n

vivo (Fagarasan et al. 1989. Woloski et al. 1985). Esto podría explicar los dos

picos de estimulación del mRNA de POMC que se obtienen por tratamiento

crónico con IL-1 in vivo, uno rápido (<30 min) y otro lento (4hs) (Melik

Parsadaniantz et al. 1994, Parsadaniantz et al. 1995). El efecto rápido sería

dependiente del hipotálamo y el efecto lento sería por acción directa a nivel

hipofisario. IL-1 produce también un pico en la secreción de ACTH en hipófisis

perfundidas ¡n vitro de una manera dosis dependiente (Cambronero et al.

1992). EI efecto estimulador de IL-1 sobre la secreción de ACTH en cultivos

primarios de rata seria independiente de Ia producción de oxido nítrico (NO) ya

que no es afectado por un inhibidor de la NO sintetasa (NOS) (Hashimoto et al.

1995).

En la línea celular corticotrofa AtT20 transfectada establemente con una

construcción que posee el promotor de POMC unido al gen reportero de

luciferasa (POMC-LUC) se identificó Ia acción estimulatoria de IL-1. Así se

identificó un efecto estimulador bifásico de lL-1 (a las 2hs y a las 12-16hs)

(Katahira et al. 1998).

2.1.1.2.1. Expresión de receptores de IL-1en células hipofisarias

En concordancia con Ia acción directa a nivel hípofisario, se identificaron sitios

de unión a IL-1 en el hipotálamo y la hipófisis ¡n vivo (Marquette et al. 1995). Se

mapeó la localización de los receptores en el SNC (Ban et al. 1991) y en el eje

HPA (DeSouza et al. 1989). También se identificó Ia expresión del mRNA de



lL-1R en la línea celular corticotrofa AtT20 (Bristqu et al. 1991). Posteriormente

se identificó en la hipófisis la presencia de dos tipos de receptores de lL-1, el

receptor tipo I (lL-1RI) y el receptor tipo ll (IL-1Rll) (Parnet et al. 1993). Estos

receptores hipofisarios son idénticos a los que se habían caracterizado

previamente en linfocitosT pertenecientes al sistema inmune. La expresión del

mRNA para ambos receptores se observó también en la línea celular

corticotrofa AtT20 (Parnet et al. 1993). Profundizaremos acerca de los

mecanismos de señalización por IL-1RI e IL-1RII más adelante en esta
introducción.

|L-1 no solo posee un efecto directo secretor sobre Ia hipófisis, sino que

coopera con CRH a nivel de la regulación de los receptores de IL-1. En ratas se

observó que CRH sensibilizaba Ia hipófisis a la secreción de ACTH por IL-1

(Payne et al. 1994), efecto debido a un incremento en el número de receptores

a IL-1(Webster et al. 1991). Concordantemente, el estrés produce un aumento

en los niveles de IL-1RI hipofisarios (Takao et al. 1996). En células AtT20 en

cultivo el tratamiento con neuromediadores del estrés como CRH o

catecolaminas, producen un aumento en los niveles de IL-1RI (Takao et al.

1995a). Este efecto es mediado por un aumento en los niveles intracelulares de

CAMP(Takao et al. 1994). Paralelamente, el tratamiento con somatostatina de

células AtT20, que disminuye los niveles intracelulares de cAMP, produce una

disminución en el número de receptores (Takao et al. 1994).

El tratamiento con glucocorticoides regula también los niveles de IL-1Rl en la

hipófisis, inhibiendo la regulación positiva por CRH. La inyección intraperitoneal

de CRH en ratas produce un aumento en la cantidad de sitios de unión de IL-1

en la hipófisis y los glucocorticoides revierten este efecto (Takao et al. 1995b).

Esta inhibición por los glucocorticoides se observa también en la línea celular

AtT20 estimulada por CRH (Takao et al. 1994).

Así como CRH aumenta la sensibilidad a la IL-1 en la hipófisis por un aumento

del número de |L-1R, recíprocamente el pretratamiento con lL-1 aumenta la

sensibilidad de secreción de ACTH y B-endorfina por CRH, VIP, NA, y TPA

(Fagarasan et al. 1989).



2.1.1.3. Regulación a nivel de la corteza adrenal

Además de actuar directamente sobre el hipotálamo y Ia hipófisis. IL-1 actúa

directamente sobre la corteza adrenal, ya que estimula la secreción de

glucocorticoides en glándulas perfundidas ¡n vitro (Roh et al. 1987) y en cultivos

primarios de células adrenocorticales (Whitcomb et al. 1988). Este efecto es

mediado por la síntesis de prostaglandinas (Tominaga et al. 1991, Winter et aI.

1990) y catecolaminas (Gwosdow et al. 1992).

2.1.2. Regulación del eje HPApor otras citoquinas

Estudios más recientes mostraron que alteraciones en Ia secreción

neuroendocrina son producidas no solo por IL-1 sino también por otras

citoquinas provenientes del sistema inmune. Siendo el eje HPA el modelo
endocrino más estudiado.

Así como IL-1 ejerce un efecto directo en la secreción de ACTH hipofisaria, la

inyección de lL-6 estimula Ia secreción de ACTH en ratas normales (Naitoh et

al. 1988) y niveles subóptimos de IL-6 e lL-1a sinergizan en Ia inducción

temprana (30 min.) de los niveles de ACTH en ratones (Perlstein et al. 1991).

En concordancia con este sinergismo el tratamiento con anticuerpos anti-IL-6

bloquea el incremento en los niveles plasmáticos de ACTH por inyección con

lL-1 (Neta et al. 1992). IL-1 e lL-6 actúan en forma diferencial. mientras que

IL-1 activa tanto la hipófisis como el hipotálamo in vivo (un aumento en la

expresión de c-Fos, como señal de activación), IL-6 solamente induce la

expresión en la hipófisis (Callahan & Piekut. 1997). Sin embargo otros autores,

no observaron un aumento en los niveles del RNA mensajero de POMC en Ia

hipófisis por inyección intraperitoneal de IL-6 (Neta et al. 1992).

En hipófisis perfundidas ¡n vitro lL-6 estimula la secreción de ACTH y GH

(Lyson & McCann. 1991), demostrando el efecto directo de lL-6 sobre Ia

hipófisis.



Células corticotrofas tumorales humanas secretan |L-6 en cultivo, esta

secreción está involucrada en los elevados niveles de expresión del mRNAde

POMC y la secreción de ACTH por adenomas hipofisarios (Paez Pereda et al.

2000).

Otras citoquinas pertenecientes a Ia familia de lL-6; LIF, |L-11. oncostatina M

(OSM) y el factor neurotrófico ciliar (CNTF), que comparten un transductor

común, la glicoproteína 130 (gp130) también actúan sobre el eje HPA. LIF e

lL-11 son las citoquinas pertenecientes a esta familia que poseen un rol

preponderante en la regulación de la función corticotrofa.

Ratones deficientes en el gen de LlF (knock out) presentan defectos en Ia

activación del eje HPA. En estos ratones los niveles de ACTH se encuentran

muy reducidos ante un estímulo estresante y se recupera Ia funcionalidad del

eje HPA por Ia restauración de los niveles de LIF mediante Ia implantación

subcutánea con bombas osmóticas (Akitaet al. 1996).

LIF induce Ia transcripción de POMC en cultivos primarios hipofisarios y en Ia

línea celular corticotrofa AtT20 (Akita et al. 1995, Stefana et al. 1996), potencia

además Ia activación por CRH (Auernhammer & Melmed. 1999).

Otra citoquina perteneciente a la familia gp130, IL-11, estimula también

directamente a Ia hipófisis ya que aumenta los niveles de mRNA de POMC y la

secreción de ACTH en cultivos primarios y en la línea celular corticotrofa AtT20

(Auernhammer & Melmed. 1999). IL-11 a su vez. potencia el efecto estimulador

de análogos de CAMPsobre el promotor de POMC (Auernhammer & Melmed.

1999)

La inyección de lL-2 estimula también la expresión del gen de POMC en

hipófisis de rata sin que se observen cambios en los niveles de expresión de

CRH en el hipotálamo (Harbuz et al. 1992). EI tratamiento con IL-2 de ratas

normales o ratas que poseen transplantes de hipófisis también incrementa Ia

secreción de ACTH y B-endorflna (Naito et al. 1989. Zakarian et al. 1989).



lL-2 estimula la secreción de ACTH en cultivos primarios de hipófisis normales

(Karanth & McCann. 1991). Se encontró la expresión de la cadena 0Ldel

receptor a IL-2 (IL-2Ra) en cultivos primarios de hipófisis (Smith et al. 1989) y

por inmunofluorescencia en cultivos primarios de hipófisis se detectó Ia

colocalización del IL-2R con ACTH (Arzt et al. 1992). En células AtT20 la

estimulación con CRH o TPA, al igual que en cultivos de adenomas

corticotrofos humanos. incrementa los niveles del mRNA del IL-2Ra (Arzt et al.

1992).

TNF-a en altas dosis, IFN-ye IFN-a también estimulan al eje HPA (Holsboer et

al. 1988, Krishnan et al. 1987, Tracey et al. 1986). Sin embargo, existen

controversias acerca del efecto directo de estas citoquinas sobre la hipófisis.

El tratamiento con TNF-a de cultivos hipofisarios inhibe Ia secreción de ACTH y

otras hormonas estimuladas por factores hipotalámicos (Gaillard et al. 1990).

Contrariamente, el tratamiento de mitades de hipófisis en cultivo con TNF-a

estimula la secreción hormonal de ACTH, GH y TSH en forma dosis

dependiente (Milenkovicet al. 1989).

A diferencia del efecto estimulador sobre el eje HPA de IFN-y, eI tratamiento

con esta citoquina de cultivos primarios de hipófisis reduce la secreción de

ACTH, GH y prolactina (Vankelecom et al. 1990).

Previamente reportamos que existe una interacción entre citoquinas y GR. El

pretratamiento con dosis mínimas de TNF-a sobre células fibroblásticas

aumenta la sensibilidad de éstas a la acción inhibitoria que ejercen los

glucocorticoides sobre Ia apoptosis inducida por una segunda dosis citotóxica

de TNF-a (Costas et al. 1996). Este efecto es mediado por una mayor actividad

transcripcional del GR actuando sobre sus elementos respondedores (GRE).
Este efecto también se observó al tratar con IL-1 células corticotrofas en

cultivo.

Las citoquinas no solo provienen del sistema inmune y regulan Ia función

hipofisaria, sino que son producidas también por la propia hipófisis ejerciendo



un rol auto-paracrino (revisado en Arzt et al. 1999).

La producción de IL-1en la hipófisis también fue demostrada. La detección de

lL-1 y su mRNA son estimulados por el tratamiento de ratas con LPS (Koenig et

al. 1990, Takao et al. 1993). Cultivos de adenomas hipofisarios humanos

expresan el mRNA de lL-1 (Green et al. 1996). La hipófisis expresa también el

antagonista endógeno de lL-1 (IL-1ra) (Gatti & Bartfai. 1993) y su expresión es

incrementada por el tratamiento con LPS tanto en la hipófisis como en otros

tejidos (Gabellec et al. 1995).

La producción de IL-6 y LIF, fue demostrada en la hipófisis así como la

presencia de su mRNA (Spangelo et al. 1990b, Watanobe & Suda. 2000). La

expresión de IL-6 es incrementada por una diversidad de compuestos: IL-1,

LPS, VlP, forscolina, interferones, PACAP y TNF-a Spangelo et al. 1990b,

Tatsuno et al. 1991). Esta amplia regulación es debida a que la expresión de

lL-6 es incrementada tanto por activación de Ia vía de PKA como Ia de PKC.

Los glucocorticoides inhiben Ia estimulación por estos factores (Spangelo et al.

1990a)

En la hipófisis. especialmente en corticotrofos y somatotrofos se produce LIF y

sus receptores (Hanisch et al. 2000). El tratamiento con LPS aumenta Ia

expresión de LIF en Ia hipófisis (Watanobe & Suda. 2000). LIF es a su vez

secretada por células foliculares hipofisarias en cultivo (Ferrara et al. 1992).

Siendo LIFun importante regulador auto-paracrino de Ia función corticotrofa.

Se detectó también la expresión de otras citoquinas en la hipófisis; como por

ejemplo IL-2y TNF-a en cultivos de adenomas hipofisarios y en la línea celular

AtT20 (Arzt et al. 1992, Todd et al. 1995).

3. EL PROMOTOR DE POMC

En general los factores secretorios a su vez inducen al gen de POMC

generando así la producción de nuevas vesículas cargadas. pero esta relación

no es siempre directa. Por ejemplo CRH produce ambos efectos. estimula la



secreción hormonal y la inducción de POMC. Por otro lado AVP es un buen

secretor pero un débil inductor de POMC per se y sus efectos sobre el gen son

moduladores de Ia acción de CRH (Vale et al. 1978).

El nivel transcripcional de POMC es el regulador general de la respuesta

corticotrofa mediante la disponibilidad de vesículas cargadas que puedan ser

liberadas ante un posterior evento secretor.

De esta forma Ia medición de los niveles de mRNA del gen de POMC ha sido

una herramienta de estudio del nivel de activación corticotrofa por diversos

factores y el estudio de los elementos respondedores en el promotor de POMC

es de gran importancia para el entendimiento de las interacciones a nivel

molecular entre las distintas señales estimulatorias e inhibitoriasque regulan su

expresión.

3.1. Elementos Respondedores y factores de transcripción involucrados

en la regulación del promotor de POMC

EI promotor de POMC es altamente complejo y es blanco de regulación por

factores hipotalámicos. citoquinas y glucocorticoides (Figura 4).

Con el advenimiento de las técnicas de biología molecular y el uso de vectores

reporteros para el análisis de promotores, se identificaron distintos sitios de

regulación en el gen de POMC y sus factores de transcripción involucrados.

Aunque se identificaron distintos sitios consenso en el promotor de POMC. No

se han identificado hasta recientemente los elementos respondedores

responsables de su regulación.

Por ejemplo, se identificaronzonas características que son esenciales para Ia

expresión de POMC, confiriendo Ia expresión diferencial en corticotrofos y no

en los otros tipos celulares de la adenohipófisis (Liu et al. 1995). Por ensayos

de "footprinting" se identificaron distintas regiones que cooperativamente

confieren la expresión tejido específica en corticotrofos y melanotrofos (Liu et

al. 1992, Rubinstein et al. 1993). La dependencia de T-pit/Tbx19 fue

demostrada ya que en ratones transgénicos para T-pit se expresa el mRNAde



POMC en células que normalmente no lo expresan (Lamolet et al. 2001).

Siendo entonces un factor esencial para Ia expresión tejido específica de
POMC.

STAT3 NBRE

NurRE nGRE AP1

l II l I l lll l l Ii l

-770 480 -320 -234 -130 -60 «#63

[j Zona de respuesta a pKA I NurREy NBRE.Sitios de pegado de Nur77 y Nurr1

E] TATAbox D AP1. Pegado de JunB. CREB. Fos

I STAT3iElemento de respuesta a LIF [j nGRE. Elemento de respuesta a gluconicoides negativo

Figura 4. Sitios concenso en el promotor de POMCde rata.

Se observan los sitios caracterizados concenso en el promotor (AP1). que une a los factores de

transcripción c-Fos/c-jun y CREB. nGRE que une al receptor de glucocorticoides (GR), (NBRE)

que une a Nur77. Nurr1 o NOR1 como monómeros y (NurRE) que une a hetero u homodímeros

de los factores Nur77/Nurr1/NOR1. Tambien se muestran las zonas identificadas como

respondedoras a PKAy los elementos respondedores a (STAT3)que se activan por estimulación

con LIF.

Además de conferir la capacidad de expresión de POMC a los corticotrofos,

T-pit/Tbx19 controla la diferenciación a corticotrofos. La expresión de

T-pit/Tbx19 ocurre mas tempranamente en el desarrollo que la de otros

factores que determinan la diferenciación hacia otros tipos celulares de la

adenohipófisis (Scully & Rosenfeld. 2002). De esta manera los corticotrofos son

una rama diferenciada mas tempranamente que el resto de las células

secretoras de hormonas en Ia hipófisis. Se han identificado una serie de

factores reguladores que determinan la diferenciación terminal a uno u otro tipo

celular en la adenohipófisis. Por ejemplo la expresión de Pit-1 determina el

posterior linaje a Iactotrofos, somatotrofos y tirotrofos (Scully & Rosenfeld.

2002) y la expresión de GATA-2determina la diferenciación a gonadotrofos y

tirotrofos (Scully & Rosenfeld. 2002).

A su vez se identificaron sitios AP1 que son regulados por el factor de

transcripcion c-fos, gen que es inducido por tratamiento por CRH o forzando la



entrada de calcio (Boutillier et al. 1995, Boutillier et al. 1991), pero existen

controversias acerca del papel preponderante de este factor de transcripción en

Ia regulación de POMC por CRH (Philips et al. 1997a).

También se identificó el sitio que confiere Ia regulación negativa por

glucocorticoides en el promotor de POMC (nGRE). Este sitio, a diferencia de

los elementos respondedores al receptor de glucocorticoides (GRE), que

activan Ia transcripción del gen, permite la unión del receptor pero en vez de

activar Ia transcripción, la reprime funcionando entonces como un elemento

negativo de regulación (Charron & Drouin. 1986). En un principio se pensó que

esta inhibición estaba dada por competencia por el sitio de pegado con un

factor de transcripción llamado COUP, ya que se identificó que podía unirse al

sitio nGRE de POMC con alta afinidad en experimentos de retardo de Ia

movilidadelectroforética en gel (kung et al. 1988).

En los últimos años se identificaron dos elementos respondedores a una

subfamilia de receptores nucleares esteroideos huérfanos como responsables

de la activación del gen de POMC por CRH en corticotrofos. Esta subfamilia

está compuesta por Nur77/Nurr1/NOR1y se unen a secuencias consenso

(NurRE y NBRE) en el promotor de POMC confiriéndole específicamente Ia

respuesta a CRH.

Profundizaremos sobre los aspectos de regulación por Nur77, Nurr1 y GR, asi

como su regulación mutua una vez introducidos los mecanismos de acción de

los receptores esteroideos.

Recientemente se identificaron los sitios responsables de Ia inducción del

promotor de POMC por LIF. Esta citoquina vía gp130 activa la cascada de

JAK/STAT, siendo STAT 3 y STAT1 los factores de transcripción activados y

responsables de la inducción de POMC (Ray et al. 1996). En el promotor de

POMCse encontraron elementos respondedores consenso a estos factores de

transcripción (Bousquet et al. 2000).



Aunque se ha avanzado mucho respecto a los caminos de regulación de

POMC por LIF y sus mecanismos moleculares, no se identificaron hasta la

fecha los sitios en promotor de POMC responsables de la inducción por IL-1 ni

los factores de transcripción intervinientes. Este punto se desarrollará en esta
tesis doctoral.

4. SUPERFAMILIA DE RECEPTORES NUCLEARES

Los receptores nucleares, entre los que se encuentran Ia subfamilia de

Nur77/Nurr1/NOR1 y GR, poseen una estructura particular conformada por tres

dominios bien caracterizados: dominio de unión a ligando (LBD), dominio de

unión al DNA (DBD) y dominio de transactivación (Figura 5), aunque las

funciones de cada uno de los dominios en general excede su clasificación

inicial ya que se identificaron sitios secundarios de transactivacion o
dimerización en ellos.

EI DBD está compuesto por dedos de zinc altamente conservados que

distingue a los receptores nucleares de otras proteínas con capacidad de

unirse al DNA (Berg. 1989, Klug & Schwabe. 1995). En Ia región

carboxiterminal se encuentra el LBD. que posee la propiedad de

reconocimiento hormonal y asegura Ia especificidad y selectividad de Ia

respuesta fisiológica. La unión del ligando al LBD produce un cambio

conformacional en eI receptor pasando a su estado activado. Se desconoce si

estos dominios evolucionaron independientemente cada uno o si los primeros

miembros de Ia familia eran factores de transcripción con actividad constitutiva

que luego adquirieron la regulación por ligando.

AIB c D E F

LIGANDO | |- cN1 TRANSACTIVACIÓN l DNA

Figura 5. Estructura de los receptores nucleares.

Se muestra la estructura de un receptor nuclear típica con sus tres dominios. transactivación.

unión al DNAy unión a ligando. Las regiones A/B (transactivación). D (visagra) y F son altamente

variables y las regiones C (que confiere la unión al DNA) y E (que confiere la unión a ligando)

son altamente conservadas en miembros de una subfamilia de receptores.



La superfamilia de receptores nucleares puede dividirse en cuatro clases

basándose en su capacidad de dimerización y unión al DNA(Mangelsdorf et al.

1995). Los receptores Clase I que incluyen a los receptores esteroideos,

funcionan como homodimeros cuando reconocen al ligando y cada monómero

reconoce en el DNA Ia mitad de la secuencia consenso de repeticiones

invertidas (Figura 6). Los receptores Clase II heterodimerizan con el receptor

de ácido retinoico (RXR) y reconocen repeticiones directas en el DNA. este

grupo incluye a todos los receptores nucleares restantes dependientes de

ligando (Figura 6). Los receptores Clase lIIse unen a repeticiones directas en

el DNA como homodimeros (Figura 6). Por último los receptores de Clase IV

reconocen una secuencia en el DNAextendida y se unen como monómeros

(Figura 6).

La mayoría de los receptores huérfanos. en los cuales se desconoce el ligando

(en algunos casos puede que este sea inexistente) pertenecen a las Clases III

o IV (Mangelsdorf & Evans. 1995).

4.1. Subfamilia de Receptores Nucleares Huérfanos Nur77/Nurr1lNOR1

Nur77 (llamado previamente NGFI-B). Nurr1 y NOR1 pertenecen a Ia

subfamilia de receptores nucleares huérfanos y por Io tanto aunque están

compuestos por los tres dominios característicos de receptores nucleares no se

conoce aún ligando conocido y posiblemente no exista o sea un ligando

intracelular. Estos tres receptores poseen alta homología de secuencia en el
dominio de unión al DNAe interactúan con Ia misma secuencia en el DNA en

promotores (Maruyama et al. 1995. Nakai et al. 1990), aunque se describieron

efectos independientes y específicos para cada uno de estos factores (Castro

et al. 1999, Maira et al. 1999) y pueden ser regulados diferencialmente

(Maruyama et al. 1997). Nur77 es una proteina de 61 Kda en la cual la

transactivación es mediada principalmente por la región amino-terminal

mientras que Ia región carboxi-terminal controla Ia transactivación y Ia
localización subcelular. La señal de localización nuclear está ubicada en Ia

región carboxi-terminal al motivo de dedos de zinc. Estos receptores pueden



unirse al DNAcomo monómeros, homo o heterodímeros entre cada uno de sus

componentes (Philips et al. 1997a).

Los patrones de expresión en la rata, ratón y humano son altamente

restringidos, aunque existen zonas de solapamiento y redundancia en sus

funciones. La expresión de Nurr1 esta restricta al tejido neuronal en el

desarrollo y el adulto, por el contrario la expresión de Nur77 y NOR1 se

observa además en otros tejidos periféricos (Drouin et al. 1998, lyer et al.

1999). Nur77 se expresa en testículos, ovarios y músculo (Drouin et al. 1998),

mientras que la expresión de NOR-1 se observa en timo, riñón y bazo (lyer et

al. 1999).
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4.1.1. Regulación de Ia actividad transcripcional de Nur77

Se conocen dos tipos distintos de regulación de la actividad transcripcional de
Nur77.

a) por fosforilación

b) por heterodimerización con otros receptores nucleares

4.1.1.1. por fosforilación

Se han descripto varios sitios de fosforilación en Nur77 dependiendo el

estímulo responsable, así en una línea celular de origen neuronal PC12 Ia

estimulación de Nur77 por el factor de crecimiento neuronal (NGF) o el factor

de crecimiento de fibroblastos (FGF) afecta diferencialmente Ia fosforilación de

Nur77 (Fahrner et al. 1990, Hazel et al. 1991). Nur77 es fosforilado ¡n vitro por

PKA y extractos de células PC12 estimuladas previamente con NGF, y esta

fosforilación se produce dentro del dominio DBD, en serina 340 y 350

afectando Ia unión a los sitios NBRE y por lo tanto Ia actividad transcripcional

(Hirata et al. 1993). Se ha identificado a Ia quinasa responsable de la

fosforilación en serina 350 por NGF y se Ia denominó NGFI-B quinasa I (Hirata

et al. 1995). La serina en posición 350 es la mas importante en Ia unión a los

sitios NBRE, ya que se encuentra en Ia región A box, dentro de DBD, la cual es

esencial para que pueda formarse una unión estable de Nur77 como
monómero a los sitios NBRE.

Esta serina 350 se encuentra dentro de un sitio consenso que puede ser

fosforilado por calmodulin quinasa ll (CAMKII) XRXXSX y por Io tanto Ia

regulación negativa de Ia unión puede darse por la activación de esta protein

quinasa (Hirata et al. 1993).

Por otro lado distintos estímulos producen Ia inducción y/o fosforilación de

Nur77 regulando así su actividad. En células PC12 el factor de crecimiento

epidérmico (EGF), TPA y el ionóforo de calcio A2318? estimulan la inducción

de Nur77 pero no su fosforilación, dando un nivel de activación mayor y mas

duradero que la estimulación por NGF y FGF (Fahrner et al. 1990). Además Ia

despolarización produce un nivel de activación diferencial respecto a NGF en



células PC12 (Katagiri et al. 1997).

Esta serina 350 es también blanco de fosforilación por la vía de fosfatidil

inositol 3 quinasa (PI3K) y tanto ¡n vitro como en células fibroblásticas 293 y

NIH 3T3 se produce la fosforilación específica con la consecuente regulación

negativa de Ia unión y Ia actividad transcripcional sobre sitios NBRE (Pekarsky

et al. 2001). Esta serina puede ser fosforilada además ¡n vitro por pp90RSK,

una protein quinasa que es sustrato de ERK1/2 (Nguyen et al. 1993) y por lo

tanto puede ser activada por el camino de las MAPK(Davis et al. 1993).

Si bien se han descripto varios sitios de fosforilación en Nur77, solo se ha

relacionado la fosforilación en el DBD con una menor afinidad por los

elementos respondedores y menor actividad transcripcional. No se han

identificado hasta el momento la función de otros sitios de fosforilación que se

encuentran fuera de este dominio.

4.1.1.2.por heterodimerización con receptores esteroideos

GR posee la capacidad de transactivar e inducir genes que contengan GRE.

Sin embargo sus funciones inmunosupresoras son mediadas por un

mecanismo distinto de regulación génica llamado transrepresión. El mecanismo

de transrepresión consiste en la formación de heterodimeros con otros factores

de transcripción secuestrándolos en complejos incapaces de interactuar con el

DNA.Generalmente las funciones inmunosupresoras de GR están mediadas

por la interacción con los factores de la familia de AP-1 (Karin & Chang. 2001,

Yang-Yen et al. 1990) y NFkB (McKay & Cidlowski. 1998, Scheinman et al.

1995), estos fueron los primeros casos reportados que dieron lugar al concepto

de transrepresión. Este mecanismo tiene Ia característica de ser mutuo, es

decir por ejemplo que AP-1 bloquea Ia actividad transcripcional de GR y

viceversa. Sin embargo con Ia creciente identificación de nuevos receptores

nucleares las posibilidades de interacciones se hizo mas compleja

(Mangelsdorf et al. 1995). Nur77 además de dimerizar con Nur77, Nurr1 y

NOR1, puede hacerlo con GR siendo su actividad transcripcional inhibida por

transrepresión (Philips et al. 1997b). Nur77 puede interaccionar con COUP-TF

inhibiendo la capacidad de este de interactuar con RXR (Wu et al. 1997),



dependiendo entonces del balance entre Nur77 y COUP-TF Ia actividad

transcripcional por ácido retinoico. Además Nur77 y Nurr1 pueden interaccionar

con RXR aumentando la actividad transcripcional en respuesta a ácido

retinoico en sus sitios respondedores (Perlmann &Jansson. 1995).

4.1.2. La subfamilia de factores Nur en la regulación del eje HPA y en la
inducción de POMC

Los factores Nur son particularmente importantes en la regulación del eje HPA

actuando a los tres niveles. Se ha visto que en el NPV del hipotálamo Nurr1 se

expresa constitutivamente (Saucedo-Cardenas & Conneely. 1996) y su mRNA

es inducido rápidamente en respuesta a estrés (Honkaniemi et al. 1994) o IL-1B

(Chan et aI. 1993), controlando asi la estimulación en la secreción de CRH. En

Ia hipófisis se expresan ambos Nur77 y Nurr1 (Philips et al. 1997b, Saucedo­

Cardenas & Conneely. 1996). En la corteza adrenal Nur77 y Nurr1 son

inducidos en respuesta al estrés (Davis & Lau. 1994). Esta inducción está

implicada en un aumento de una enzima esteroideogénica (steroid­

21a-hidroxylasa), la cual es el paso limitanteen Ia síntesis de glucocorticoides

(Wilson et al. 1993).

Sorpresivamente el ratón deficiente (knock-out) para Nur77 posee un fenotipo

normal en la funcionalidad del eje HPA (Crawford et al. 1995).Sin embargo en

estos ratones se observó un aumento en los niveles de expresión de Nurr1

atribuyéndose esta ausencia de efectos a un evento compensatorio de Nurr1

(Crawford et al. 1995).

En la hipófisis, Nur77 y Nurr1 están involucrados en la inducción del gen de

POMC por CRH. y ejercen este efecto actuando en dos sitios independientes

en el promotor de POMC: el sitio NBRE (Figura 7) que puede unir solo uno de

estos factores como monómero y el sitio NurRE (Figura 7), que puede unir

homodímeros Nur77/Nur77 o Nurr1/Nurr1 o heterodimeros entre los factores

Nur (Maira et al. 1999). EI sitio NurRE de POMC (gTGATATTTacctccAAATGC

CA) es una copia invertida de dos sitios NBRE (AAAGGTCA)cada uno con dos



mutaciones puntuales y separados por 6 pares de bases (Figura 7). NOR-1, el

tercer miembro de la subfamilia Nur, aunque puede interactuar con los sitios

consenso NurRE y NBRE, solo puede unirse al sitio NurRE y activar la

transcripción como heterodímeros con Nur77 (Maira et al. 1999).

Aunque ambos sitios NurRE y NBRE poseen la capacidad de unir a los factores

Nur y activar la transcripción. Se demostró que el sitio responsable de la

activación del promotor de POMC por CRH es NurRE y no NBRE, ya que

mutaciones puntuales que afectan el pegado de Nur77 a este sitio bloquean

completamente la activación por CRH (Philips et al. 1997a). Sin embargo

mutaciones que afectan el pegado de Nur77 a NBRE no afectan la activación

del promotor por CRH (Philips et al. 1997a). Además el sitio NurRE acoplado

en tandem a un promotor mínimo confiere la activación por CRH con una

potencia 10 veces superior a un vector de reportero que contiene igual numero

de copias en tandem del sitio NBRE. Aunque el sitio NBRE puede activarse por

CRH y CAMPen menor intensidad, no es el responsable de la activación en el

contexto del promotor de POMC (Philips et al. 1997a).
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Se describieron entonces dos modelos independientes de inhibición por

glucocorticoides de la inducción por CRH:



a) El sitio nGRE incluye en su interior al sitio NBRE. De esta forma el

pegado de GR impide el pegado de Nur77 al sitio NBRE (Okabe et al.

1998) (Figura 7).

b) La heterodimerización entre GR y Nur77 (ambos receptores

nucleares) que explicaría la inhibición mutua sobre la inducción de

POMC, actuando sobre el sitio NurRE (Philips et al. 1997b) (Figura 7).

Dada la mayor importancia fisiológica del sitio NurRE en la activación del

promotor de POMC por CRH. El mecanismo de inhibición por glucocorticoides

preponderante sería por heterodimerización con Nur77.

Aunque se identificaron los factores pertenecientes a Ia familia de Nur, como

los responsables de la inducción de POMC por CRH, no se caracterizaron las

vías de transducción de señales involucradas en su inducción y activación.

Este punto será uno de los objetivos centrales de esta tesis doctoral

5. RECEPTORES Y TRANSDUCCIÓN DE LA SEÑAL

5.1. El Receptor de CRH

El receptor de CRH (CRH-R) esta conformado por una proteína de membrana

con siete dominios transmembrana acoplado a la proteína Gs y Gq. En general

estos tipos de receptores desencadenan la transducción de la señal

aumentando los niveles intracelulares de cAMP y activando Ia fosfolipasa C

(PLC), con el consiguiente aumento en los niveles de fosfoinositidos (IP3).

Los CRH-R de rata, ratón y humano fueron clonados y sus caracteristicas

específicas identificadas.

Fueron identificadas dos isoformas del CRH-R, tipo 1 y tipo 2 en humanos,

rata, y pollo (Qi et al. 1997). CRH-R2 existen tres variantes por splicing

alternativo CRH-R2a, CRH-R28, CRH-R2y (Chang et al. 1993, Kishimoto et al.

1995, Lovenberg et al. 1995). Estos receptores, como los receptores

B-adrenérgicos, poseen seis cisteínas en el dominio extracelular que son

esenciales para la interacción con el Iigando (Assil et al. 2001).



Además de encontrarse localizados en Ia hipófisis anterior y la neurohipófisis

intermedia (De Souza. 1995), se localizan en una gran variedad de regiones

como el cerebelo, Ia corteza cerebral. el bulbo olfatorio, Ia amígdala y el bazo

(De Souza. 1987. De Souza et al. 1986, Webster et al. 1990). implicando una

amplia gama de efectos independientes de la regulación del eje HPA. La

amplia distribución de los CRH-R1 y CRH-R20: en el sistema nervioso central

es consistente con el rol neuromodulatorio de CRH además del control de la

respuesta endocrina. Recientemente se demostró que CRH-R1 es el

responsable de la activación del eje HPA en respuesta al estrés, ya que

ratones deficientes de este tienen atrofiadas la médula y corteza adrenal, y

reducida la secreción de ACTH y glucocorticoides por un estímulo estresante

(Timpl et al. 1998), aunque los niveles plasmáticos de ACTH en condiciones

basales son normales como consecuencia de un evento compensatorio de una

mayor secreción de AVP (Mulleret al. 2000).

5.1.1. Señalización por CRH

En células corticotrofas Ia señalización vía Gs y la activación de PKA por un

aumento en los niveles de CAMP(Schecterson & Mcknight. 1991) no es la

única desencadenada por CRH. Paralelamente con esta señalización se

producen otros eventos de transducción como por ejemplo la activación de

canales de calcio voltaje dependientes tipo Len la membrana plasmática con el

consiguiente aumento en los niveles de calcio intracelulares (Lee & Tse. 1997,

Luini et al. 1985). El pico de entrada de calcio se produce a los cinco minutos

luego de Ia estimulación y es el gatillo secretor de las vesículas ancladas a la

membrana plasmática (Clark &Kemppainen. 1994).

Se ha descripto también que el receptor de CRH puede estar acoplado a Ia

proteína Gq y como consecuencia aumentar los niveles intracelulares de IP3

(Kiang. 1997, Xiong et al. 1995), produciendo la liberación de reservorios

intracelulares de calcio (Kiang. 1997) que en conjunto con la producción de

diacilglicerol puede activar Ia PKC. Los elevados niveles del calcio intracelular

tanto proveniente del calcio externo como de reservorios intracelulares pueden

activar la calcio/calmodulin quinasa ll (CAMKII).



En células CHO transfectadas transientemente con CRH-R1 y CRH-R2a el

agonista del receptor de CRH sauvagina produce Ia estimulación de Ia vía de

ERK1,2 y no de JNK, un efecto dependiente de Ia movilización de los

reservorios de calcio intracelulares y Ia activación de PKC (Rossant et al.

1999). Sin embargo la existencia y relevancia de este camino de señalización

en corticotrofos no ha sido estudiada.

Aunque el evento de señalización por calcio fue altamente estudiado por su

relevancia en la secreción hormonal regulada, no se conocen en detalle las

vias de transducción involucradas en los efectos de señalización por CRH
sobre la inducción de POMC.

Otros factores hipotalámicos y plasmáticos como PACAP, VIP y adrenalina,

estimulan, como CRH, Ia actividad de Ia adenilato ciclasa con el consiguiente

aumento de los niveles intracelulares de cAMP y activación de la vía de PKA

(Plotsky et al. 1985). Aunque en menor potencia que CRH en células

corticotrofas, sus efectos son similares a CRH tanto en la secreción de ACTH

como en la regulación del gen de POMC .

5.2. Receptor de IL-1y transducción de la señal

Existen dos formas de |L-1 con acciones proinflamatorias IL-1a y IL-1B.Ambas

citoquinas interactúan con el mismo receptor IL-1R tipo I con afinidades

similares (Dinarello. 1994).

IL-1RI posee dos sitios de interacción con su ligando llamados sitio A y sitio B.

La transducción de Ia señal depende de la interacción con el sitio B (Dinarello.

1994). En células inmunes existe también el receptor de IL-1 tipo II que no

posee dominio intracelular y es incapaz de transducir la señal. actuando como

un falso blanco e inhibiendo la estimulación por IL-1 (Attur et al. 2002).

EI IL-1RIse encuentra tanto en hipófisis como en el sistema inmune y posee 4

dominios tipo lnmunoglobulinas en su región extracelular y a diferencia de los

receptores a factores de crecimiento no posee actividad tirosin quinasa. En un

principio la estimulación por IL-1 fue asociada con diversos caminos de

transducción de señales como la activación de PKC. activación de proteínas G



sin un aumento en los niveles de CAMPplasmáticos y la activación de PLC

para mencionar algunos. Pero recientemente se identificaron los caminos de

transducción de Ia señal mas claramente con la identificación de proteínas con

actividad tirosin quinasa que interactúan con el receptor y son las responsables

de transducir Ia señal. Ellas son la proteína accesoria de lL-1R (lL-1RacP) y

factores asociados al receptor de TNF-a (TRAF) (Baud et al. 1999, Yamada et

al. 2001).

La activación de lL-1R lleva a Ia activación de las protein quinasas asociadas al

estrés (SAPK) p38 y Jun quinasa (JNK) ambas son subgrupos de las MAPK,e

lKB quinasa (IKK) (Dinarello. 1994). Estas protein quinasas son las

responsables de Ia transducción de la señal que regulará Ia activación de

genes específicos.

6. LA CASCADA DE MAPK

Las protein quinasas y otras vías de segundos mensajeros forman complejos

altamente interactivos que integradamente coordinan las funciones celulares en

un organismo. Dentro del repertorio de las moléculas de señalización se

encuentra una familiade protein quinasas llamadas protein quinasas activadas

por mitógenos (MAPK). Estas cascadas contienen al menos tres protein

quinasas cada una en serie que culmina con Ia activación de una MAPKcon

características multifuncionales (Pearson et al. 2001) (Figura 8).

Las MAPK controlan múltiples procesos celulares como embriogénesis,

diferenciación, proliferación y apoptosis celular entre otras (Pearson et al.

2001)

Las MAPKfueron descubiertas como sustratos de tirosin quinasas estimulados

por mitógenos a principios de los 80'y al igual que las quinasas dependientes

de ciclinas (cdks) fosforilan en residuos de serinas o treoninas seguidos en su

secuencia por prolinas (Pearson et al. 2001).

Las MAPKno poseen subunidad regulatoria y son activadas directamente por

fosforilación. En general poseen dos residuos que deben ser fosforilados para

su activación en su dominio de activación, una tirosina y una treonina (Pearson

et al. 2001).



6.1. Cascadas de activación

Las MAPKson reguladas por cascadas de fosforilación. Dos protein quinasas

río arriba activadas en serie llevan a Ia activación de las MAPK. En algunos

casos una quinasa adicional puede ser requerida para la activación de este

modqu de tres protein quinasas. La quinasa inmediatamente rio arriba de Ia

MAPK, MAPK/ERK quinasa (MEK o MKK) es una protein quinasa con

capacidad de fosforilación dual, fosforila en serina o treonina y tirosina (Crews

et al. 1992, Kosako et al. 1992).

A pesar de la capacidad que poseen de fosforilar en el lado alifático o

aromático de Ia cadena polipeptidica, su especificidad es muy estricta. Un tipo

de MEKfosforila a una o solo algunas MAPKs (Figura 8).
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CAMBIOS INTEGRADOS EN LA RESPUESTA CELULAR

Figura 8. Esquema representativo de la familia de MAPK.

Se muestran las distintas protein quinasas caracterizadas para cada cascada de señalización.

Se encuentran recuadradas las protein quinasas (Raf-MEK1.2-ERK1.2),pertenecientes a la

cascada que se estudia en esta tesis.

El hecho de que esta vía de transducción esté dada por una cascada de

señalización a traves de protein quinasas secuenciales en vez de Ia activación



directa de una única protein quinasa le confiere al sistema características

particulares.

Estas son:

a) Capacidad de amplificación de la señal inicial

b) Alta integración con otras vías de señalización

La amplificación de la señal puede darse si cada una de las protein quinasas

sucesivas es mas abundante que su regulador. Este efecto puede darse en uno

o mas de los pasos dentro de los módulos de MAPK. En el caso de Ia

activación de los caminos de ERK1 y ERK2 esta amplificación se da en el paso

Raf-MEK, porque MEK1es mucho mas abundante que Raf. Sin embargo este

paso de amplificación no se da en el paso MEK-ERK,porque sus cantidades

son equivalentes (Ferrell. 1996, Huang & Ferrell. 1996).

La alta integración con otros caminos de señales esta dada por Ia activación o

supresión de la actividad de los intermediarios, ya que son los puntos

regulados por otras vías de señalización (Frost et al. 1997, Schonwasser et al.

1998).

Las MAPK en un principio son fosforiladas en tirosina, esta fosforilación

estimula la agregación y al acumularse recién pueden ser fosforiladas en

treonina y activarse. Este mecanismo secuencial de fosforilación y la doble

funcionalidad de las MEKs provee una alta especificidad de activación.

Las MEKs también deben activarse por fosforilación de dos residuos en sus

regiones de activación, en los residuos serina o treonina (Alessi et al. 1994.

Sheng & Guan. 1994). En el caso de MEK1 la fosforilación de cualquiera de

estos residuos incrementa su actividad, aunque existe un efecto sinérgico

cuando se fosforilan ambos residuos (Ferrell & Machleder. 1998).

Las protein quinasas que fosforilan MEKs (MEKKs) son muchas y muy

diversas, por Io tanto son pocas las generalizaciones que se pueden hacer



respecto a ellas, excepto que son el punto de regulación e interacción con otros

estímulos regulatorios. En general estas MEKKsno son abundantes sugiriendo

que el paso MEKKs-MEKes un importante paso de amplificación de la señal.

La interacción entre las cascadas ocurre en diversas formas para integrar las

respuestas celulares. Una de las características de las MAPKes que poseen

especificidad de sustratos que se yuxtaponen. Entonces Ia activación de un

determinado sustrato puede ser Ia consecuencia final de diferentes cascadas

de activación.

Sin embargo en la célula existen proteínas de anclaje que acercan los distintos

componentes de Ia cascada de MAPKentre si. brindando especificidad a los

distintos módulos de activación. Además Ia regulación de la formación de estos

complejos provee un mecanismo adicional de integración por otros

mecanismos de transducción de señales (Frost et al. 1997, Mansour et al.

1994, Rossomando et al. 1994).

6.1.1. La cascada de ERK1 y ERK2

ERK1 y ERK2 son proteínas de 43 y 41 Kda con un 85% de identidad de

secuencia. siendo las regiones mas conservadas las involucradas en Ia unión

al sustrato (Boulton et al. 1991, Boulton et al. 1990). Los dos sitios

fosfoaceptores tirosina y treonina están separados por un residuo de glutamato

en ambas. dando un motivo TEY en Ia región de activación (Payne et al. 1991).

Ambas proteínas son expresadas ubiquitamente aunque Ia abundancia relativa

de una u otra isoforma varía según el tejido. Por ejemplo en células del sistema

inmune ERK2 es predominante, mientras que en tejidos neuroendocrinos son

expresadas en iguales cantidades.

Los estímulos que producen Ia activación de ERK1 y 2 son muy diversos y

tejido específicos (Lewis et al. 1998). Por ejemplo en fibroblastos son activados

por suero. factores de crecimiento, citoquinas, algunos tipos de estrés y

receptores acoplados a proteína G, para mencionar algunos. En neuronas

están involucradas en el efecto potenciador a largo termino (LTP) (English &

Sweatt. 1996).



6.1.1.1. MEK1 y MEK2

ERK1 Y ERK2 son activados por MEK1 y 2. Ambos fosforilan ¡n vitro

completamente a ERK1 y 2 (Robinson et al. 1996a, Zheng & Guan. 1993)

aumentando la actividad de ERK1 y 2 unas 1000 veces. Esta activación parece

ser debida a un aumento en Vmax y no por cambios en el Km por los sustratos

(Prowse et al. 2000. Robinson et al. 1996b).

La fosforilación de MEK1 en sus dos residuos aumenta su actividad mas de

7000 veces, debido a un aumento en Vmax y Km.

La sustitución de estos residuos por aminoácidos ácidos aumenta su actividad,

así como Ia deleción de Ia región amino-terminal. Mediante estas

modificaciones ¡n vitrose pueden obtener formas activas constitutivamente con

igual actividad que MEK1,2endógeno en su estado fosforilado.

6.1.1.2. lsoformas de Raf

De todas las MEKKs descriptas. las isoformas de Raf y Mos son las únicas

conocidas que fosforilan a MEK directamente. Aparentemente fosforilan

únicamente a MEK1 y MEK2, ubicándose entonces en la cascada ERK1/2

(Dent et al. 1992, kyriakis et al. 1992).

La familia de protein quinasas Raf está compuesta por A-Raf, B-Raf y Rai-1 o

c-Raf (Hagemann & Rapp. 1999, Morrison & Cutler. 1997). Cada isoforma

contiene tres dominios conservados llamados CR1, CR2 y CR3. Los dos

primeros situados en la región amino-terminal regulan Ia actividad catalítica de

Raf, ya que la deleción de esta porción en Raf-1 genera una enzima

constitutivamente activa en ausencia de activación por Ras (Leevers et al.

1994, Whitehurst et al. 1995). EI dominio quinasa esta localizado en Ia región

CR3.

Raf-1 se expresa en todos los tejidos, mientras que Ia expresión de B-Raf es

abundante en tejido neuronal y testículos, por eI contrario A-Raf se expresa en

el tejido urogenital.



Raf-1 posee distintos grados de activación y está regulada por interacciones

proteína-proteina, fosforilación en serina, treonina y tirosina y su localización

celular (Morrison & Cutler. 1997).

Raf-1 y B-Raf existen como un complejo multiproteico formado por la proteína

de shock térmico 90 (hsp90), p50 y un número indeterminado de proteínas

14-3-3, que son proteínas que se unen al complejo multiproteico y al igual que

hsp90 lo estabilizan (Freed et al. 1994, Jaiswal et al. 1996, Stancato et al.

1997). Aparentemente 14-3-3 estabiliza a Raf-1 tanto en su estado de alta y

baja actividad dependiendo de su estado de activación y la interacción con

Ras. Agentes farmacológicos como geldanamycina o dexametasona que

rompen la interacción de hsp90-p50 con Raf bloquean la activación por Ras

(Schulte et al. 1995, Stancato et al. 1997).

6.1.1.2.1. Regulación de Raf por Ras y Rap1

Existen diferencias significativas en la regulación de las distintas isoformas de

Raf. Una diferencia notable entre Raf-1 y B-Raf es la regulación diferencial por

las pequeñas proteínas G Ras y Rap-1 (Awartkruis et al. 1998, Seidel et al.

1999, Vossler et al. 1997a). Por un lado Raf-1 es activado por N-Ras, H-Ras o

K-Ras (Hamilton 8. Wolfman. 1998). Aunque Raf-1 interactúa también con Rap1

este produce una inhibición de la activación por Ras (Bos. 1998). Por el

contrario B-Raf es activado por Rap1 y Ras.

Esta diferencia de activación o inhibición de Raf-1 y B-raf por Rap ha sido

atribuida a un dominio rico en cisteina en ambas proteínas (CRDs). El

intercambio de estos dominios entre Raf-1 y B-Raf permite la activación de

Raf-1 por Rap (Okada et al. 1999).

El estado de fosforilación de Raf-1 es influenciado por múltiples protein

quinasas, incluyendo Src, PKC y Akt (o PKB). Siendo un punto de interacción

entre distintos caminos de señalización.



6.2. Regulación de la actividad de MAPK

El camino mejor caracterizado de activación de ERK1 y ERK2 desde la

membrana plasmática celular es mediante la activación de receptores con

actividad tirosin quinasa (Hunter. 1995. Pawson & Scott. 1997). La estimulación

de estos receptores por su Iigando específico resulta en un incremento en la

actividad catalítica del receptor con Ia subsecuente autofosforilación en

residuos en tirosina. Esta fosforilación controla la agregación de complejos

multiproteicos con Ia consiguiente transducción de Ia señal. En general este

evento de transducción involucra la activación de la proteina G Ras. Esta

activación depende del reclutamiento de proteínas adaptadoras como Shc y

Grb2 al receptor por interacción entre dominios SH2 y residuos de
fosfotirosinas.

Las proteínas intercambiadores de GTP (GEFs) intercambian el GDP de Ras

por GTP aumentando así su actividad. Ras-GTP interactúa con Raf-1 en Ia

membrana plasmática. Este reclutamiento de Raf-1 a Ia membrana plasmática

permite que sea sustrato a activación por diversos caminos de señalización

como Src. PKC y PAKcomo se describió anteriormente (Chaudhary et al. 2000,

Dent et al. 1995, Diaz et al. 1997, Fabian et al. 1993, Kolch et al. 1993).

La señalización por receptores de membrana acoplados a proteína G también

involucra Ia modulación en Ia actividad de Raf-1, sin embargo los mecanismos

utilizados por estos receptores son muy diversos (Cobb. 1999). La existencia

de múltiples clases de proteínas G, la capacidad de algunos receptores de

activar mas de una clase de proteína G y los mecanismos tejido específicos le

dan gran variabilidad a esta forma de activación.

6.2.1. Regulación por cAMP

La señalización transmitida por receptores a través de Gas son muy diversas,

consistente con una amplia gama de efectos sobre la actividad ERK evocada

por un aumento en los niveles intracelulares de CAMP.

PKA se ha descripto que inhibe Ia actividad de Raf-1 por fosforilación directa en

la serina 43 y 621 en algunas situaciones (Hafner et al. 1994, Mischak et al.



1996, Wu et al. 1993). Por otro lado PKA también puede fosforilar a Rap1 que

puede influenciar positivamente la activación de ERK a través de Ia activación

de B-Raf en células de origen neuronal (Grewal et al. 2000b, Vossler et al.

1997b) (Figura 9). Sin embargo en otros tipos celulares, que no expresan

B-Raf, se ha descripto un efecto inhibitorio que ejerce Rap 1 sobre Raf-1, ya

que secuestra a Raf-1 en un complejo inactivo. Produciéndose entonces una

inhibición de la cascada ERK (de Rooij et al. 1998, Kawasaki et al. 1998)

(Figura 9). El nivel de activación de ERK producido por CAMPy Rap1 depende

del nivel de expresión de B-Raf (Daaka et al. 1997).
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6.2.2. Activación de Rap1

El mecanismo de activación de Rap1 es generalmente a través de CAMPy

PKA. Por ejemplo en plaquetas Rap1 es fosforilado por PKA (Bos et al. 1997).

También en otros tipos celulares la activación de PKA resulta en Ia fosforilación

de una serina adyacente o cercana al motivo CAAXen el carboxi-terminal (Ser

180 de Rap1a o Ser 179 de Rap1b) (Altschuler & Lapetina. 1993). EI sitio de

fosforilación sugiere que puede afectar la localización celular de membrana o el

procesamiento de Ia proteina.



En varios tipos celulares se observó la activación de Rap1 por diferentes

estímulos, así en plaquetas por trombina y tromboxano A2 (Franke et al. 1997),

en linfocitos por activación del receptor T o B (Boussiotis et al. 1997. McLeod et

al. 1998), en fibroblastos por PDGF, endotelina y LPA pero no por ejemplo por

insulina (Zwartkruis et al. 1998).

La activación de Rap1 es rápida y en plaquetas puede ser mediada por PLC, al

igual que en linfocitos. Sin embargo el tratamiento con inhibidores

farmacológicos de PLC no bloquean la activación por CAMP (Bos. 1998),

evidenciando que en un tipo celular pueden existir distintas vías de activación

que convergen en Rap1.

En plaquetas el incremento de los niveles de calcio y Diacilglicerol (DG)

produce la activación de Rap1 (Franke et al. 1997).

En resumen existen al menos tres distintos segundos mensajeros que regulan

Ia activación de Rap1, calcio, DG, cAMP.

La activación de Rap1 es un efecto mas común de lo que se creía, ejerce un rol

central en la transducción de la señales y su efecto final en la activación o

inhibición de la cascada ERK depende del tipo celular.

6.2.2.1. Mecanismos de la activación de Rap1

Al igual que Ia activación de Ras es controlada por factores intercambiadores

de GTP (GEFs), Rap1 posee sus GEFs específicos que pueden ser activados

por distintos caminos de transducción de señales.

Además de la activación por protein quinasas y en analogía con RasGEFs

existen RapGEFs que pueden ser activados directamente por calcio y DG

(Ebinu et al. 1998, Fam et al. 1997, Farnsworth et al. 1995). En algunos casos

la activación por TPA no es inhibida por tratamiento con inhibidores

farmacológicos de PKC (M'Rabet et al. 1998). También se ha reportado la

existencia de EPAC, un Rap1-GEF que es activado directamente por cAMP en

forma independiente de PKA (de Rooij et al. 1998).



Son muchos los caminos de activación de la vía de MAPK,y la regulación por

segundos mensajeros es altamente compleja. Siendo Rap, Ras y Raf los

puntos regulatorios de la cascada ERK.

6.3. Regulación de la transcripción por MAPK

Las MAPKcontrolan una gran variedad de procesos celulares y los sustratos

regulados por ellas pueden clasificarse en protein quinasas, proteínas de

membrana o citoplasmáticas y sustratos nucleares.

Las MAPK poseen la capacidad de regular la actividad transcripcional de

factores de transcripción por fosforilación directa o activación de otras protein

quinasas intermediarias (Rsks, Mnks), las cuales fosforilan luego proteínas

involucradas en Ia expresión génica. Rsk2 y Msk1 fosforilan la histona H3 y

HMG-4 respectivamente. ambas involucradas en la regulación del

empaquetamiento de la cromatina y la regulación de la actividad transcripcional

(Thomson et al. 1999, Whitmarsh & Davis. 2000). Recientemente se ha

descripto que ERK2 fosforila al coactivador de receptores esteroideos SRC-1

que posee actividad acetiltransferasa aumentando la actividad transcripcional

por receptores esteroideos (Rowan et al. 2000).

Además las MAPK poseen la capacidad de translocar al núcleo y fosforilar

factores de transcripción directamente regulando su actividad.

ERK1,2 fosforilan ¡n vitro a factores de la familia de AP1 como c-jun (Derijard et

al. 1994, Hibi et al. 1993), c-fos (Chen et al. 1993, Chen et al. 1996) y ATF-2,

aunque su relevancia en la célula no ha sido comprobada (Gupta et al. 1995).

Otra clase de factores de transcripción regulados por MAPKson los factores de

complejos terciarios (TCFs). Las proteínas que contienen dominios ETS, como

Elk1 son sustratos ¡n vivo de ERK1.2 y median la transcripción por elementos

respondedores a suero (SREs). que se encuentran en una variedad de

promotores como c-Fos y otros genes inducidos por suero. Los TCFs SAP-1 y

SAP-2 son también sustratos de ERK1,2 ¡n vivo (Price et al. 1996, Price et al.

1995, Strahl et al. 1996).



Muchos factores de transcripción se han identificado como sustratos de MAPK

demostrando que las MAPKson cruciales en Ia regulación fina de la expresión

génica.

6.4. MAPKen la hipófisis

Las MAPK regulan la transducción de señales en células hipofisarias y la

regulación hormonal. En células gonadotrofas la biosíntesis de LH y FSH

estimulada por GnRH es dependiente de Ia activación de las MAPK

(Raf-MEK1,2-ERK1,2) (Sundaresan et al. 1996). GnRH produce un pico de

activación en Ia actividad de ERK1.2 a los 5 min. que se extiende hasta los 60

min. Este efecto se observa sobre una línea celular gonadotrofa (aT3-1) y en

cultivos primarios de hipófisis. En este caso el receptor de GnRH está acoplado

a proteína Gq (Hsieh & Martin. 1992), Ia producción de IP3 y DA, el aumento de

los niveles de calcio intracelular y la activación de PKC (Conn et al. 1987,

Stojilkovic et al. 1994) son los responsables de esta activación (Qian et al.

1993, Sundaresan et al. 1996). Siendo la entrada de calcio a través de canales

de calcio voltaje dependientes esencial para Ia activación de ERK por GnRH

(Mulvaney & Roberson. 2000). GnRH también estimula Ia vía de Jun quinasa

(JNK) en células aT3-1 independientemente de PKC y el calcio intracelular

(Mulvaney & Roberson. 2000). El nivel y duración de la actividad de las MAPK

en gonadotrofos ¡n vivo es dependiente del tipo de estimulación (crónico o

pulsátil). La administración endovenosa crónica con GnRH produce una

estimulación en 300% de la actividad de MAPKcon una duración de 2hs, sin

embargo Ia administración pulsátil repetitiva con GnRH produce un aumento de

similar magnitud con una duración de 8hs (Haisenleder et al. 1998).

En adenomas Iactotrofos. que secretan cantidades abundantes de prolactina,

se identificó la presencia de el oncogén Ha-Ras (Langer et al. 1992), y la

presencia de este oncogén activa al promotor de prolactina (Davis. 1993) a

través de Ia activación de la vía Raf/MAPK (Marshall. 1995). En este caso

c-ETS-1 interactúa con el factor tejido específico Pit-1 mediando Ia regulación

del promotor de prolactina por MAPK (Bradford et al. 1995). La activación de



ERK1,2 en lactotrofos es independiente de la acción de PKC o los niveles del

calcio intracelular (Kimura et al. 2000). El péptido Iiberador de prolactina (PrRP)

en Ia línea celular GH3 y en cultivos primarios de hipófisis de rata. produce

también Ia estimulación de JNK, Ia cual contribuye a la regulación del promotor

de prolactina (Kimura et al. 2000). En células GH3 niveles elevados de CAMP

pueden estimular la vía de MAPK(Howard & Maurer. 1994) y esta activación es

necesaria para la inducción del gen de prolactina (Kievit et al. 2001). En

cultivos primarios de hipófisis la administración de LhRH produce un aumento

en los niveles de activación de las MAPK y este efecto es mimificado por

tratamiento con TPA y no por aumento de los niveles intracelulares de calcio

con ionomicina (Mitchell et al. 1994).

Se ha descripto Ia implicancia de Ia vía de las MAPK en Ia regulación de

células gonadotrofas y Iactotrofas, sin embargo la existencia de esta vía de

señalización en corticotrofos y su implicancia en la regulación hormonal no ha

sido caracterizada hasta el momento.



II) OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GENERALES

La hipófisis juega un rol crucial como punto de interacción entre el sistema

neuroendócrino y el sistema inmune y se encuentra bajo una compleja

regulación por factores hipotalámicos, citoquinas provenientes del sistema

inmune y glucocorticoides. Siendo los reguladores mas importantes la CRH

hipotalámica, Ia IL-1 y los glucocorticoides

Sin embargo se desconocen las vias de transducción de señales y factores de

transcripción ya demostrados en otros sistemas celulares. Por Io cual nos

planteamos el siguiente objetivo general:

Caracterizar la señalización y los factores de transcripción involucrados en la

regulación de POMC por estos factores.

Este objetivo general se subdivide en tres categorías:

Caracterizar los eventos moleculares intervinientes en la regulación del gen

de POMC por CRH, enfatizando las vias de señalización y factores de

transcripción involucrados.

Caracterizar las vías de señalización y factores de transcripción

involucrados en el efecto regulador de lL-1 sobre el gen de POMC.

Caracterizar como interactúan IL-1y CRH e IL-1y los glucocorticoides en la

regulación de la función corticotrofa.



1.1. Objetivos particulares

A) Acción de CRH

Caracterizar el rol del Calcio y CAMP en la inducción y actividad de los

factores de transcripción Nur77 y Nurr1 por CRH.

Caracterizar las protein quinasas intervinientes en dichos efectos.

Caracterizar de la existencia de una vía MAPKactiva en corticotrofos. Su

regulación por CRH, cAMP y calcio; su importancia en inducción y

actividad de los factores Nur (Nur77/Nurr1) y su relevancia en la

inducción de POMC.

B) Acción de lL-1

4. Identificar la dependencia de Nur77/Nurr1 como mediadores de los
efectos estimulatorios de IL-1sobre POMC.

Identificar las vías de señalización involucradas en los efectos de IL-1.

Identificar si existe un rol del factor de transcripción NFkB en la regulación

de Nur77/Nurr1 y POMC en corticotrofos.

C) Interacción de |L-1 con CRHy glucocorticoides

7. Caracterizar Ia existencia de un efecto potenciador de Ia IL-1 sobre Ia

activación por CRH de Nur77/Nurr1 en corticotrofos.

Caracterizar la existencia de un efecto sensibilizador sobre la actividad

inhibitoria de los glucocorticoides en la regulación de POMC y la
secreción de ACTH en la línea celular AtT20.



9. Dada la potencial implicancia fisiopatológica de un aumento en la

sensibilidad a glucocorticoides se testeó también esta regulación en

cultivos primarios de adenomas humanos provenientes de pacientes con

la enfermedad de Cushing.

2. MODELO EXPERIMENTAL

Como modelo experimental para la investigación de los eventos moleculares

intervinientes, se utilizó una línea celular corticotrofa murina AtT20. Esta línea

celular posee los mecanismos regulatorios característicos de los corticotrofos

normales (regulación por factores hipotalámicos, citoquinas, glucocorticoides,

etc.) y es Ia herramienta fundamental en estudios de regulación génica y

señalización en corticotrofos. En estas células se analizó el efecto de CRH,

CAMP, citoquinas y glucocorticoides sobre la activación de promotores

especificos utilizando técnicas moleculares (transfecciones transientes y

estables con vectores reporteros y de expresión, Northern-blot y Western-blot)

y celulares ( medición de Ia secreción de ACTH). Se analizaron las vías de

transducción de señales involucradas mediante dominantes negativos e

inhibidores farmacológicos de diversas protein quinasas. Se midió la actividad

de protein quinasas ¡n vitroy se caracterizaron los parámetros cinéticos de GR

por la técnica de Scatchard. Se utilizaron también cultivos primarios de

adenomas corticotrofos humanos para corroborar los resultados obtenidos en

la línea celular respecto a la interacción de CRH, lL-1 y glucocorticoides.



III) MATERIALES Y MÉTODOS.

1. MATERIALES YREACTIVOS

Se utilizaron materiales de las siguientes companías Seromed (Berlín,

Alemania), LifeTechnologies (NY, USA), Flow (Meckenheim, Alemania), Falcon

(Heidelberg, Alemania), Nunc (Wiesbaden, Alemania) y Sigma (St Louis, MO,

USA).

Si un producto utilizado no pertenece a estas companías estará indicada su

procedencia en el texto.

1.1. Estímulos Utilizados

Las células fueron estimuladas como se detalla en cada experimento con CRH

recombinante humana/rata (20 o 100nM), NA (1uM) (Bachem, Heidelberg,

Alemania), análogo permeable de CAMP (500uM) (CPT-cAMP), KCI (36mM)

mas el agonista de canales de calcio tipo L FPL64176 (2uM) (RBI, Natick, MA,

USA). Las siguientes citoquinas: IL-1Brecombinante humana (100U/ml) y IL-1B

recombinante ratón (100U/ml) (R&D-Systems Inc., Minneapolis, USA), IL-11

(10ng/ml), IL-6 (2000U/ml) y LIF (20ng/ml) recombinantes de ratón (R&D­

Systems Inc., Minneapolis, USA). Los inhibidores de protein quinasas:

MDL 12330 (10uM) (RBI, Natick, MA, USA), KN-62 (10uM) (RBl, Natick, MA,

USA), H89 (10p.M) (Calbiochem, San Diego, CA, USA), UO126 (10-20uM)

(Calbiochem, San Diego, CA, USA) y PD98059 (50uM) (Calbiochem, San

Diego, CA, USA), Bisindolilmaleimida-1 (Calbiochem, San Diego, CA, USA),

88203580 (Calbiochem, San Diego, CA, USA) y el antagonista de canales de

calcio Nifedipina (NIF) (1uM). Cuando se utilizaron inhibidores estos fueron

agregados 15 min antes del estímulo.



2. MÉTODOS CELULARES

2.1. Mantención de la línea celular AtT20

Se utilizó una línea celular corticotrofa de ratón AtT20, obtenida de la Colección

Americana de Cultivos (Rockville, MD, USA) (Arzt et al. 1992). Fueron

cultivadas como se detalla mas adelante en el texto.

Las células AtT20 fueron cultivadas en medio Dulbecco's Modified Eagle's

(DMEM) (pH 7.3) suplementado con 10% de sueron fetal bovino (SFB), y

PeniciIina-Estreptomicina en botellas o placas de cultivo de 10 cm. Cada 4

días, cuando llegaban a una confluencia del 80 % se las repicó a una dilución

de 1 en 4-5. Para ello se las Iavó previamente con PBS 1x con el fin de

eliminar restos de suero que puedan interferir con la actividad enzimática de Ia

tripsina. Luego se las sometió al tratamiento enzimático con tripsina (300 ul por

placa) hasta que se despegaran del plástico. Luego se agregó 10 ml de DMEM

suplementado con 10% SFB y antibióticos y se las sometió a disgregación

mecánica con la pipeta de plástico. Una vez obtenidas las células en

suspensión se procedió a realizar Ia dilución de la suspensión celular en Ia

cantidad de botellas necesarias para el experimento o se las contó para

sembrar las placas experimentales.

Para las determinaciones hormonales se utilizóDMEMsuplementado con

antibióticos en ausencia SFB en el caso de AtT20. En el caso de cultivos

primarios de adenomas hipofisarios se utilizó DMEMcon los aditivos antes

mencionados para el cultivo celular en ausencia de SFB y con 0.5% de

seroalbúmina bovina (BSA).

En todos los ensayos hormonales, tanto en la línea celular como en los cultivos

de adenomas hipofisarios se las dejó 18 hs en DMEMen ausencia de SFB

previo a la estimulación.



2.2. Cultivos primarios de adenomas hipofisarios

Las biopsias de adenomas de hipófisis humanos fueron obtenidas de

pacientes que presentaban la enfermedad de Cushing, Ia cual fue

diagnosticada por elevados niveles de ACTH plasmática, e imágenes de

resonancia nuclear como se describió previamente (Arzt et al. 1992). Las

muestras fueron obtenidas por cirugía transfenoidal y fueron luego analizadas

por inmunohistoquímica para corroborar Ia producción elevada de ACTH,

confirmando que los síntomas clínicos son consecuencia de la producción de

ACTH por el adenoma hipofisario. También se midió la secreción de ACTH

secretado al medio de cultivo desde Ia operación hasta el comienzo del

experimento para confirmar la producción hormonal por el adenoma.

Los explantes fueron cortados en condiciones de esterilidad en pequeños

pedazos y sometidos a dispersión mecánica y enzimática con el fin de obtener

la dispersión celular. Se utilizó una solución buffer conteniendo: colagenasa

(4 g/I), DNAsa (10 mg/I), hialuronidasa (1 g/I) e inhibidor de tripsina (0.1 g/I).

Los fragmentos del adenoma se incubaron por un tiempo total de 20 min a

37°C. Durante esta incubación se ayudó a la digestión enzimática mediante la

digestión mecánica utilizando una pipeta pasteur de vidrio siliconada. Una vez

que se observó la disgregación del tejido se recuperaron las células mediante

centrifugación. Luego se resuspendieron en medio DMEMsuplementado con

10% SFB una mezcla de antibióticos peniciIina-estreptomicina (10000 U/ml)

además se adicionaron los siguientes aditivos: NaHCO3 (2.2 g/l), HEPES

(10 mM), vitaminas (2mM), insulina (5 mg/I), selenito (20 mg/I), transferrina

(5 mg/I), T3-triiodotironina (30 pm), conteniendo 10% SFB y 10000 U/ml

penicilina-estreptomicina. De esta resuspensión se extrajo una alícuota con el

fin de realizar el conteo celular utilizando una cámara de Neubauer y medir Ia

viabilidad por el método de tinción con Naranja de Acridina y Bromuro de

etidio. EI método consiste en resuspender las células al medio en una solución

conteniendo 250pg/ml de naranja de acridina y 1pg/ml de bromuro de etidio.

Las células viables se observan verdes al microscopio de fluorescencia y las

muertas rojas. Luego del conteo se sembraron las células en el medio utilizado



anteriormente para resuspenderlas (DMEMmas los aditivos) en placas de 24

pocillos a una densidad de 2x105 células/pocillo. Luego de la adhesión por

48-72 hs se realizaron lavados con PBS 1x para eliminar los detritos celulares

y se las colocó en el medio de cultivo adecuado para la determinación de Ia

secreción hormonal, como se detallará más adelante.

2.3. Transfecciónes transientes por el método de Lipofectamina

Dos dias antes de la transfección se plaquearon las células en una densidad de

3x10“ células/ml en D-MEM suplementado con 10%SFB y antibióticos en

placas de 6 pocillos de 35 mm de diámetro. A los dos días, a Ia monocapa

celular (crecida a una densidad del 50-60%), se le agregaron los complejos de

DNA y Iiposomas obtenidos de la siguiente manera. Por cada pocillo a

transfectar se mezcló el DNA (2pg totales) disuelto en 100 pl de OptiMEM

(Gibco BRL Life Technologies, NY, USA) por un lado (se lo dejó reposar

10 min), con 8 pl de LipofectAMlNE Reagent (Lípidos catiónicos) (Gibco BRL

LifeTechnologies, NY, USA) disueltos en 100p| de OptiMEM por otro. Para esto

se utilizaron tubos de polipropileno de 6 ml. Luego de mezclar el DNA con la

LipofectAMINE se Io dejó reposar 45 min a temperatura ambiente con el

objetivo de que se formen los complejos. Mientras tanto se aspiró el medio de

cultivo de las placas de 6 pocillos, se las Iavó con PBS y se colocó 800 ul de

OptiMEM por pocillo. AI cumplirse los 45 min de incubación se agregaron los

complejos a la monocapa celular (200pl /pocil|o) y se dejó transfectando a las

células durante 5-6 hs en la estufa de cultivo a 37°C. Transcurrido este tiempo

se les cambió el medio de cultivo nuevamente con OptiMEM con el fin de

remover los complejos y se las dejó durante toda Ia noche. Al día siguiente se

realizaron los estímulos indicados en cada experimento por 6 hs o el tiempo
indicado en D-MEMen ausencia de SFB.

Luego de Ia estimulación se cosecharon las células y se obtuvieron los

extractos celulares estos extractos se guardaron a -80°C para la medición de la

actividad de LUC. Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT) o B-galactosidasa

(B-gal)según corresponda. como se detallará mas adelante.



2.4. Transfecciones estables y obtención de clones

Se obtuvieron clones derivados de las células AtT20 que sobreexpresaban

establemente una forma mutante de Nur77 dominante negativa (Nur77 DN) o

se utilizóel vector de expresión vacío para obtener líneas controles (pcDNA3).

Brevemente, se transfectaron por el método de Iipofectamina antes descripto

las células AtT20. Luego de Ia transfección se agregó D-MEMsuplementado

con SFB 10% y antibióticos por 48hs para que las células que no incorporaron

el plásmido al DNAIo pierdan en ausencia de selección. Luego de este tiempo

se trataron las células con D-MEMSFB10% conteniendo el antibiótico G418

(400pg/ml) (Gibco BRL LifeTechnologies, NY, USA) por 2 días. Este antibiótico

mata las células sensibles a neomicina, las células que incorporaron el

plásmido al DNA son resistentes a este antibiótico ya que Ia resistencia se

encuentra codificada en los vectores utilizados. Luego se repicaron las células y

se sembraron en placas de 96 pocillos con D-MEMSFB10% y G418 con el

objetivo de obtener colonias aisladas derivadas de los clones resistentes. El

medio se cambió cada 2 días. Luego de 2 semanas de incubación las colonias

resistentes, que se observaban a simple vista, fueron aisladas mediante el

tratamiento con Sul de tripsina y las células transferidas, dispersadas y

cultivadas en una placa de 24 pocillos. Se siguió el crecimiento en presencia de

G418 y cuando se obtuvieron cantidades celulares suficientes se procedió a la

realización de los chequeos de expresión del transgén.



3. MÉTODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.1. PLÁSMIDOS UTILIZADOS

3.1.1. Plásmidos Reporteros

Se utilizaron los siguientes plásmidos reporteros:

NurRE-LUC: contiene repetida en tandem tres copias de los sitios

NurRE (gTGATA'flTacctccAAATGCCA) acoplados al promotor mínimo

de POMC que se extiende desde las posiciones (-34/+63) (Philips et al.

1997a)

POMC-LUC: contiene la región del promotor de POMC que se extiende

desde las posiciones (-770/+63) (Liuet al. 1995).

POMC(mutNurRE)-LUC: contiene la región del promotor de POMC que

se extiende desde las posiciones (-770/+63) con una mutación que

afecta el pegado de Nur77 al sitio NurRE. Este fragmento se extiende

desde las posición -406 hasta la posición -397 y contiene la siguiente

secuencia de bases (CATCGATGAG)(Philips et al. 1997a).

NBRE-LUC:contiene repetida en tandem tres copias de los sitios NBRE

(AAAGGTCA)acoplados al promotor mínimo de POMC que se extiende

desde las posiciones (-34/+63) (Philips et al. 1997a).

Nur77-CAT: contiene el promotor de Nur77 (-480/+87) (Woronicz et al.

1995)
KB-LUC:contiene en tandem 3 sitios consenso KB de reconocimiento

por reIA (p65/p55) (McKean et al. 1995).

PG5-LUC: contiene en tandem 3 repeticiones del sitio de reconocimiento

para Ia proteína de levadura Gal4 (Promega, Madison. WI), este

plásmido será utilizado para la medición de Ia actividad transcripcional

de proteínas quiméricas.



3.1.2. Vectores de expresión

Se utilizaron los siguientes plásmidos de expresión:

pCMX-Nur77: expresa Nur77 de ratón bajo el promotor fuerte de

Citomegalovirus (CMV) (Philips et al. 1997a).

prNur772nCT (Nurr77DN):expresa una mutante de Nur77 que carece

la región amino-terminal se pega a los sitios NBRE y no activa la

transcripción (Woronicz et al. 1994).

GaI4-Elk1: expresa Ia proteína quimérica GaI4-Elk1 bajo el promotor de

CMV (clonado en pcDNA3), esta contiene el dominio de unión al DNA

(DBD) de Gal4 unido al cDNA de E|k1 (Vossler et al. 1997b).

B-Raf: Expresa Ia proteína B-Raf bajo el promotor de CMV (clonado en

pcDNA3) (Vossler et al. 1997b).

RapN17 y RapG12V: Expresa las mutantes de Rap1 (RapN17 es un

dominante negativo y RapG12V es un constitutivamente activo) bajo el

promotor de CMV(clonado en pcDNA3) (Peterson et al. 1996).

RasN17: Expresa Ia mutante de Ras (dominante negativo) bajo el

promotor de CMV (clonado en pcDNA3) (Coso et al. 1995).

MEK-EE: Expresa Ia forma mutante de MEK1 (constitutivamente activa)

bajo el promotor de CMV(clonado en pcDNA3) (Coso et al. 1995).

PMt-REV-PKA (PKA DN): Expresa la subunidad regulatoria mutada de

PKA que no puede unir CAMP(dominante negativo), de esta forma no

puede activarse y secuestra la subunidad catalítica endógena. (Clegg et

al. 1992).

MEK DN: Expresa una forma mutante de MEK1 (dominante negativo)

bajo el promotor de CMV (clonado en pcDNA3).

pBIND: vector vacío que expresa el dominio de unión al DNA de Ga|4

(bajo el promotor de CMV) para realizar construcciones de proteínas

quiméricas (Promega, Madison, WI, USA).

RSV-Bgal: Expresa Ia proteína Bgal bajo el promotor del fago RSV, se

utiliza como control de transfección.



3.1.3. Plásmidos para la obtención de cDNA

Nurr1: Vector de expresión de Nurr1, se utilizó una porción del cDNA

como sonda para el ensayo de Northern-blot (Ohkura et al. 1999).

POMC: Plásmido utilizado para obtener el cRNA de POMC como sonda

para el ensayo de Northern-blot (Erlichman et al. 1984).

B-actina: Plásmido utilizado para obtener Ia sonda de DNA de B-actina

para el ensayo de Northern-blot (Antaraki et al. 1997).

pCMX-Nur77: Se utilizó como fuente de cDNA de Nur77 (Philips et al.

1997a)

B-Raf: Se utilizó como fuente del cDNA de B-Raf (Vossler et al. 1997b).

3.2. Uso de la proteína quimérica Gal4

3.2.1. Uso de los vectores de expresión para proteinas quiméricas Gal4

para medición de la estimulación o inhibición de la transactivación.

El método de medición de Ia actividad transcripcional de proteínas mediante la

transfección de proteínas quiméricas consiste en transfectar las células con un

vector reportero que contiene un promotor mínimo acoplado al gen de LUC y rio

arriba del promotor mínimo 3 copias en tandem de los elementos

respondedores a Ia proteína de levadura Gal4 (pGS-LUC).

Se cotransfecta un vector de expresión para una proteína quimérica bajo un

promotor constitutivo (CMV)que contiene el dominio de unión al DNA de Gal4

acoplado al cDNAde Ia proteína que se quiere estudiar. De esta forma ninguna

proteina endógena de células eucariotas posee Ia capacidad de interaccionar y

activar la transcripción del gen reportero y solo Io hace Ia proteína quimérica.

Entonces cualquier modificación en Ia actividad transcripcional de Ia proteína

quimérica se debe a una variación en su actividad.

Se utilizó esta técnica para medir Ia actividad de ERK endógeno mediante Ia

transfección de GaI4-Elk1 que es sustrato de Ia enzima y se realizó una

proteína quimérica GaI4-Nur77, como se detallará, para medir variaciones en Ia

actividad transcripcional por las distintas vías de señales.



3.2.2. Construcción del vector de expresión para la proteína quimérica
Gal4-Nur77

El vector de expresión de la proteína quimérica GaI4-Nur77 fue construido

como se detalla a continuación:

Se utilizó el cDNA de pCMX-Nur77 como molde y se liberó el fragmento

correspondiente al'cDNA de Nur77 cortando con Nco1 (que deja extremos

romos) y Kpn-I (que deja extremos cohesivos). EI fragmento fue purificado por

gel (low melting) y luego el cDNA de Nur77 se mezcló con el vector pBIND

previamente cortado con EcoRV (extremos romos) y Kpn-1 (extremos

cohesivos) y se realizó Ia reacción de Iigación. La correcta inserción fue

verificada posteriormente por secuenciación. (Figura 10). Las reacción de

Iigación se realizó a 20°C durante 18 hs, en 20 pl de buffer de Iigación

conteniendo Tris-HCI (50mM) ph:7.5; MgCIz(7mM); DTT (1mM), en presencia

de rATP (SOOpM)y DNA Iigasa del fago T4 (1U) (Stratagene, Heidelburg,

Alemania). La confirmación mediante secuenciación fue realizada por el

servicio de secuenciación automática de Ia Universidad de Cornell (Bioservice,

Lewisville, TX, USA).
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Figura 10. Esquema representativo de la construcción del vector de expresión Gal4-Nur77



3.3. Amplificación de plásmidos, aislamiento, purificación y marcación de

fragmentos

3.3.1. Preparación de bacterias competentes

Se utilizóel método descripto por Hanahan (Hanahan. 1983). Brevemente, se

utilizan bacterias E. coli de la cepa DH5a. De una placa de LB-Agar se pica una

colonia de bacterias y se crece en 5 ml de medio completo LB (triptona 109/l,

extracto de levadura 59/I; NaCI Sg/l, pH:7) sin antibiótico. Se lo crece a 37°C

hasta alcanzar una DO 550 nm: 0.3 (aproximadamente 2 horas).

Posteriormente, se diluye el cultivo 1:20 en 100ml y se Io deja crecer hasta una

DO: 0.48. Luego se centrifugan la bacterias a 10009 por 10 min y se

resuspenden en el buffer be1 estéril (KacO 30nM, RbClz 100mM, CaCIz 10mM,

MnClz 50mM, Glicerol 15%. pH:5.8) manteniéndolas a 4°C durante 5 min.

Luego se repite la centrifugación y se resuspende el pellet bacteriano en 4 ml

de la solución bell estéril (MOPS 10mM, CaCIz 75mM, RbClz 10mM, Glicerol

15%, pH: 6.5) a 4°C. Luego se alicuotaron las bacterias cada 50ul, se

guardaron a -80°C y posteriormente se midió la eficiencia de transformación

utilizando un plásmido de concentración conocida como se detalla a
continuación.

3.3.2. Transformación bacteriana

Se mezclan aproximadamente 50-100 ul de bacterias competentes (en hielo)

con 50-100 ng de DNAplasmídico (5-30 pl) resuspendido en agua. Se agita el

tubo suavemente y se incuba por 30 min en hielo, luego se les da un shock

térmico a 42°C por 3 min para permitir Ia entrada de los plásmidos en las

bacterias. Luego se agrega 800 ul de medio LB sin antibiótico y se incuba por

un período de 1 h a 37°C con el objetivo de que las bacterias expresen Ia

resistencia al antibiótico codificada en el plásmido. Luego se plaquean las

bacterias en placas LB agar (triptona 109/l, extracto de levadura 5g/I; NaCl 59/I;

agar 159/l) con ampicilina.

Las placas se incuban durante toda la noche a 37°C y luego se repica una



colonia y se crece durante Ia noche a 37°C en 5m| de LB con el antibiótico para

comprobar Ia transformación con el plásmido correcto. Una alícuota de esta

preparación es congelada a -80°C con 15% de glicerol como reserva de
bacterias tranformadas.

3.3.3. Purificación de fragmentos de ADN

Los fragmentos obtenidos por Ia digestión enzimática de plásmidos son

separados mediante la purificación por gel. Para ello se corre

electroforeticamente el producto de Ia digestión en un gel conteniendo 1-1.5%

agarosa de bajo punto de fusión (low melting point) disuelta en buffer TBE

(Tris-HCI 25mM, Borato 100mM; EDTA10mM, pH: 8.0) conteniendo bromuro de

etidio a 80V. Para identificar el tamaño de los fragmentos obtenidos se utilizó

un marcador de peso molecular de 1Kb. Las muestras se siembran en un buffer

conteniendo un 20% de Glicerol y Azul de Bromofenol como colorante indicativo

del frente de la corrida. Las bandas se visualizan utilizando qu ultravioleta de

254nm. Los fragmentos de agarosa conteniendo las bandas de interes se

recortan utilizando un bisturí y se transfieren a un tubo eppendorf. Luego se

calienta a 70°C por 20 min. A la agarosa derretida se le agrega un volumen de

fenol y un décimo del volumen de cloroformo. Se enfría rápidamente en hielo

por 15 min y se centrífuga a 100009 por 15 min, el sobrenadante se transvasa a

otro eppendorf y luego de dos lavados con cloroformo. se precipita con un

volumen de isopropanol y un décimo de acetato de sodio (3M), luego de la

centrifugación a 10000 g el precipitado se lava con etanol, se vuelve a precipitar

por centrifugación, se seca con aire caliente y se resuspende en agua. Una

alícuota del DNA fue luego cuantificado utilizando un espectofotómetro y se

guardó a -20°C para su posterior utilización.

Por este método se obtuvo el fragmento de 1800pb correspondiente al cDNA

de Nur77 para su clonado en pBIND como se detalló anteriormente y las

sondas de DNAutilizadas para la detección de la expresión específica por la

técnica de Northern-blot.



Estas sondas son:

Fragmento de 1Kb proveniente de Ia digestión con Pst-1 del plásmido de

B-actina

Fragmento de 1,4 Kb proveniente de pCMX-Nur77 cortado con Pvu-II

Fragmento de 640 pb producto de la liberación del cDNA del vector de

expresión de B-Raf

Fragmento de 500 pb producto de liberación con Hindlll y Pst-1 de

vector de expresión de Nurr1.

3.3.4. Marcación de Sondas: Método de extensión del primer

Las marcaciones de los fragmentos se realizaron el método de random-primer

y extensión con un kit de marcación Boehringer (lngelheim, Alemania).

Para esto se desnaturalizan 50ng del fragmento a marcar disuelto en agua

mediante calentamiento a 100°C por 10 min y enfriamiento rápido a 4°C. Luego

se le agrega el buffer de reacción 10X (2p!) conteniendo hexanucleótidos, 3 ul

de una mezcla de dNTP (conteniendo 0.5M de dATP, dTTP, dGTP) y 5 ul de

a-aZP-dCTP (10pCi/ml, 3000Ci/mol). Se le agrega luego el fragmento Klenow

de la DNA polimerasa I (2U) y se incuba a 37°C por 1h. Los hexanucleótidos

contenidos en el buffer funcionan como primers inespecíficos y mediante la

extensión de Ia cadena por la enzima se incorpora el nucleótido marcado

radiactivamente.

Se obtienen entonces productos marcados radiactivamente de tamaños

diversos complementarios al DNA utilizado como molde. Para separar los

productos de mayor tamaño de los de menor tamaño (que pueden dar señales

mas inespecíficas) se utilizó el método de cromatografía por centrifugación.
Para esto se realizaron columnas conteniendo sefadex G50 en buffer TES

(Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, NaCI 100mM, pH:7) en jeringas de 1ml y se

cargó el producto de la marcación disuelto en buffer TES. Luego de la

centrifugación se obtiene una primera fracción (con los productos grandes) que
será la utilizada en Ia reacción de hibridación. La eficiencia de la marcación se

determina mediante el contéo de la radiactividad incorporada al DNAutilizando

un contador B Beckman (Beckman Coulter Inc, Fullerton, USA) que debe ser



2-4 x 108 cpm/ug DNAy por la relación entre la primera y una segunda fracción

obtenida por una segunda centrifugación luego de cargar la columna con buffer

TES la cual debe ser igual igual o mayor a 10. La sonda marcada se guarda

luego a —20°Cpara su posterior utilización.

3.3.5. Marcación de sondas: método de transcripción in vitro

Se obtuvieron sondas de RNA para detectar el mRNA de POMC mediante

hibridación de membranas conteniendo el RNAfijado.

El método se realizó de la siguiente manera. Se incubaron a 37°C por 1 h

100ng de DNA; 0.5ul de inhibidor de RNAsa; 5p.l de buffer 5X; 3p.l de

rATP+rGTP+rTTP 2.5mM, 1pl de DTT 1M, 10u| de agua, 1ul de enzima DNA

polimerasa del fago T3 y 5m de a32P-rUTP (50uCi).

La purificación de la sonda marcada se realizó mediante columnas de sefadex

G50 como ya se describió anteriormente para la separación de sondas

marcadas por el método de random priming.

3.4. Ensayo de Northern-blot. Medición del mRNAcelular

3.4.1. Extracción del mRNA

Se utilizó el método de isotiocianato de guanidina y fenol-cloroformo (Arzt et aI.

1992. Chomczynski & Sacchi. 1987). Una vez terminado el tiempo de

estimulación de las células en cultivo se les agrega 500ul de solución D

(tiocianato de guanidina 4M; citrato de sodio 25mM , pH 7; N-IauriI-sarcosil

0.5%; 2-mercaptoetanol 0.1M) por pocillo, que es un buffer de lisis que protege

al RNA liberado de la acción de las RNAsas celulares. El Iisado se tranfiere

luego a un tubo eppendorf y se le agregan sucesivamente 50p.| de acetato de

sodio 2M (pH:4), 500u| de fenol y 100p| de cloroformo-isoamílico (49:1). Se

mezclan utilizando un vortex durante 15 min, manteniendo la mezcla en hielo.

Luego se centrífuga por 20 min a 10000rpm utilizando una centrífuga

refrigerada. Se toma luego la fase acuosa superior conteniendo al RNAtotal y

se precipita luego con un volumen de isopropanol por un mínimo de 2 hs a



-20°C. Se centrífuga nuevamente por 30 min a 10.000 rpm y el precipitado de

RNA se resuspende en 300 pl de solución D mas 300m de isopropanol, se

incuba nuevamente a -20°C por un mínimo de 2 hs y luego de una nueva

centrifugación eI precipitado se lava con 300m de etanol al 75%; se lo seca y

resuspende en 25ul de agua previamente liberada de las RNAsas por

autoclavado en presencia de dietilpirocarbonato (DEPC). El RNA resuspendido

en agua puede guardarse a -20°C.

Para la cuantificación del RNA se utiliza una dilución 1/100 de la muestra en

agua (DEPC) y se mide la absorbancia a 260 y 280nm. La pureza de las
muestras se determina mediante el índice de absorbancia a 260/280nm. Una

relación de 1.8 -2 de este índice es indicativo de una alta pureza del RNA

obtenido.

3.4.2. Electroforesis del RNApor el método de glioxal

Se utilizóel método de glioxalización de las muestras que consiste en incorporar

a la cadena de RNA covalentemente pequeñas moléculas de glioxal, de esta

forma la corrida electroforética puede realizarse en condiciones no

desnaturalizantes (en ausencia de formaldehído).

Para esto 20pg del RNA (llevados a 18p.lcon agua DEPC) se incuba con 8m de

una solución de glioxal (127m de glioxal deionizado; 8m de buffer fosfato de

sodio 1M) y 24 pl de DMSO a 50°C por 1h. Luego se le agregan 4 pl de buffer de

siembra (azul de bromo fenol 0.25%; xilen-cianol 0.25%, Glicerol 50%). Estas

muestras se siembran en un gel 1,2% de agarosa en buffer fosfato (fosfato de

sodio 10mM). La corrida electroforética se realiza a 130 V y 80-120 mA por

4-6 hs en buffer de corrida fosfato de sodio 10mM pH 6.5. Durante la corrida el

buffer se hace recircular mediante una bomba con eI fin de mantener las

condiciones de corridas homogéneas. Cuando el frente de corrida (azul de

bromo fenol) llega al borde del gel se procede a realizarla transferencia.



3.4.3. Transferencia del RNAa una membrana de Nylon

AI finalizar Ia electroferesis. el RNA es transferido a una membrana de nylon

(Hybond-N; Amersham LifeScience, Freiburg, Alemania). Para ello se coloca el

gel en contacto con Ia membrana de nylon previamente hidratada se utiliza la

transferencia por capilaridad durante 18 hs utilizando una solución 20x SSC

(NaCI 3M; citrato de sodio 0.3M). Luego las membranas transferidas se fijan

por calor a 80°C durante 2 hs y se tratan con ácido acético por 15 min. Luego

se visualiza la integridad de RNA por tinción con azul de metileno en una

solución de acético 0.04% y posterior lavado con agua. La visualización de las

bandas correspondientes a los RNA ribosomales 28S y 188 se utiliza como

indicativo de la integridad del RNA total corrido. Luego las membranas son

guardadas a 4°C para Ia posterior detección por hibridación con sondas

radiactivas de Ia expresión de genes específicos.

3.4.4. Hibridación con sondas radiactivas

Para Ia detección en las membranas de nylon los niveles de expresión de

genes específicos se utiliza la hibridación por complementaridad utilizando para

ello las sondas radiactivas. Las membranas son prehibridadas por un mínimo

de 2 hs a 42°C, en una solución de prehibridación para bloquear los sitios

inespecíficos (SSPE 5x, formamida 50%. Denhardt‘s 5x, DNAde esperma de

salmón sonicado y desnaturalizado 0.1mg/ml y SDS 0.1%, SSPE 20x, NaCI

3.6M, buffer fosfato de sodio 0.2M, EDTA 20mM, Denhardt 100x, albúmina

bovina (BSA) 2%, Ficoll 2%, Polivinilpirrolidona 2%). Se agrega luego Ia sonda

marcada previamente 10.0000pm/cm2de membrana y se híbrida durante toda

la noche 42°C.

Finalizada la hibridación se procede a realizar lavados sucesivos en

condiciones de astringencia cada vez mayores con el objetivo de liberar la

radiactividad incorporada inespecíficamente en la membrana. Los lavados son:

2 de 15 min a temperatura ambiente (2x SSC, SDS 0.1%); 30 min a 42°C (1 x

SSC, SDS 0.1%), 15-30 min a 42-60°C (0.1 x SSC, SDS 0.1%). dependiendo

de la sonda utilizada. Los filtros se exponen con placas intensificadoras en



cuarto oscuro a la película autorradiográfica (Kodak-XOMAT, Sigma, MO,

USA). La exposición es realizada a -80°C por el tiempo necesario para tener

una señal apreciable.

3.4.5. Lavado de las membranas de nylon para su reutilización posterior

Luego de que una membrana fue utilizada, esta puede ser vuelta a hibridar con

otra sonda distinta luego de que se le despega Ia sonda anterior.

Para esto se utiliza una solución conteniendo (Denhardt 5x, Tris-HCI 20mM,

EDTA 20mM pH: 8.0) y se incuba la membrana durante 2 hs a 80°C. Se

comprueba luego el correcto lavado de la sonda por autoradiotrafía. Las

membranas pueden ser reutilizadas luego para la hibridación con una segunda

sonda y así sucesivamente.

4. METODOS BIOQUIMICOS

4.1. Análisis de las transfecciones

4.1.1. Obtención de los extractos celulares

Una vez terminado el tiempo de estimulación, a las células se le aspiró el

medio de cultivo y se agregó 100ul del buffer de lisis (Promega, Madison, Wl,

USA). Se las incubó durante 10 min y luego se recogieron los extractos

ayudándose con un rubber para despegar los detritos celulares. Estos extractos

se centrifugaron a 10.0009 y los sobrenadantes se transvasaron a otro

eppendorf para eliminar los detritos celulares. Luego se los guardó a -80°C

para la posterior determinación de las distintas actividades enzimáticas según

corresponda.

4.1.2. Medición de Ia actividad LUC

La medición de Ia actividad"LUC se realizó utilizando un kit (Promega, Madison,

Wl. USA) y un Iuminómetro Junior (Berlthold, Bad Wildbad. Alemania). Se



colocaron 20m de los extractos celulares en tubos de ensayo de polipropileno y

se les agregó 100m de Ia mezcla del kit conteniendo luciferina y rATP y se

midió inmediatamente la actividad por 15 segundos. Como blanco se utilizó el

buffer de lisis en vez de los extractos celulares.

4.1.3. Medición de la actividad CAT

El ensayo de Ia actividad CAT se realizó como se ha descripto previamente

(Costas et al. 1996) con algunas modificaciones. Brevemente, se incubaron

20u| de los extractos celulares en 100ul de buffer de reacción (250mM Tris-HCI,

EDTA 5mM pH:8) conteniendo 20p.| de acetil coenzima A 20mM y 3m de

cloranfenicol “C, por 5 hs a 37°C. Luego de este tiempo se procedió a extraer

los productos de cloranfenicol acetilados mediante extracciones con acetato de

etilo. Para ello se agregaron 500m de acetato de etilo a cada tubo. se mezcló

con vortex durante 15 segundos y luego de centrifugar se extrajo la fase

superior conteniendo el acetato de etilo. Se repitió este procedimiento

agregando nuevamente 500m de acetato de etilo y transfiriendo la fase superior

al mismo tubo que anteriormente.

La fase orgánica extraída conteniendo los productos y sustratos de la reacción

se secaron mediante centrifugación al vacío con una centrífuga de vacio

(speedvac plus sc21OA, Savant, NY, USA). La identificación de los productos

fue realizada luego mediante cromatografía de capa delgada. Brevemente, a

los tubos provenientes de la centrífuga speedvac ya secos se les agregaron

20ul de acetato de etilo y se sembraron hojas de TLC para la cromatografía. La

corrida se realizó en buffer conteniendo Cloroformonetanol en una proporción

95:5 por aproximadamente 2 hs.

Luego las hojas se secaron con aire caliente y se expusieron a temperatura

ambiente a una pelicula autoradiográfica (Kodak-XOMAT, Sigma, MO. USA)

por dos días aproximadamente.



4.1.4. Medición de la actividad B-gal

Se utilizaron placas de 96 pocillos y se pipetearon 20p| de extractos celulares

en cada pocillo. Luego se les agregó 100p| del buffer B-gal 1x por pocillo

conteniendo: N82PO4 (0,1M, pH 7,4); MgClz (1mM); (B-mercaptoetanol 0,05M);

Orto-nitro-feniI-galactopiranósido (ONPG) (0.66mg/ml), este último es el

sustrato que da un color amarillo por Ia acción de la B-gal. Se incubaron las

placas a 37°C hasta la obtención de un color amarillo 2-4 hs y la reacción

colorimétrica se detuvo con el agregado de 100p| de Na2C03 (1M) por pocillo.

Luego se midió la absorbancia a 415nm en espectofotómetro (Bio Rad.

Hercules, CA, USA).

4.2. Determinación de ACTHpor radioinmunoensayo

Para la determinación de los niveles de secreción de ACTH al medio de cultivo

se utilizó la técnica de radioinmunoensayo (RIA) como se describió

previamente (Arzt et al. 1992). Brevemente; Se realizó una curva estándar

utilizando ACTH pura y anticuerpos específicos anti-ACTH en un rango de

concentraciones desde 20 hasta 10000 pg/ml. La hormona fue marcada

radiactivamente con l125y se utilizaron diluciones de las muestras a medir

desde 1/20 hasta 1/100.

Para realizar la curva patrón se incubaron 100p| de Ia hormona estándar (en

distintas concentraciones) con el anticuerpo por 2 hs a temperatura ambiente o

durante toda la noche a 4°C, en presencia de la hormona marcada.

Se establecieron los niveles de unión inespecífica incubando en ausencia de

anticuerpo y los valores de unión máxima en ausencia de hormona fría. Los

complejos de unión hormona-anticuerpo se separaron de la hormona libre

mediante la inmunoprecipitación con un segundo anticuerpo. Luego de

centrifugar los complejos se aspiró el sobrenadante y se determinaron los

valores de hormona unida por medición de la radiactividad en el precipitado y

la hormona libre en el sobrenadante. Para esto se utilizó un contador gamma

(Berkman, Fullerton, CA. USA).



4.3. Ensayos de unión a GR (Scatchard)

Se partieron de placas de 10 cm2 con células AtT20 que fueron estimuladas o

no por 18 hs con IL-1 en DMEM en ausencia de suero. Las células se

levantaron en PBS 1x con un rubber policeman. Se concentraron las células

por centrifugación y el pellet celular se homogeneizó en buffer conteniendo

(0.1M Tris, 10mM EDTA, 25% glicerol, 10mM B-mercaptoetanol, 20mM

molibdato de sodio. 0.1mM PMSF. pH:7.4). Los homogenatos se centrifugaron

a 12.000 rpm durante 30 min y el sobrenadante fue utilizado como fuente de

GR. La concentración de proteínas se midió por el método de Bradford.

Las incubaciones se realizaron con 10nM de 3H-DEX (440mCi/mmol) y con

6mg de proteina/ml durante 12 hs a 4°C, en presencia de cantidades crecientes

de hormona no radiactiva con el objetivo de desplazar la marca de la hormona

marcada por competencia y evaluar así las afinidades relativas.

Luego se procedió a separar la hormona libre de Ia unida al receptor mediante

el agregado de un volumen de carbón activado-dextrano (2%:0.2%). Luego se

centrifugó durante 10 min a 3000 rpm y se tomó el sobrenadante para contar la

radiactividad en líquido de centelleo. El carbón activado se une a la hormona

libre quedando en el sobrenadante la hormona unida a GR.

Las relaciones de hormona fría y marcada fueron 0, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100.

1000. Los valores de unión obtenidos con 1000 de hormona fría corresponden

al unido inespecífico y fueron descontados de todas las mediciones realizadas,
como 100% de unión se consideró la unión en ausencia de hormona fría.

4.4. Ensayo de quinasas y Western-blot

4.4.1. Obtención de los extractos

Las células AtT20 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos en DMEM 10%SFB

suplementado con antibióticos y glutamina. 24 hs después se lavó la monocapa

con PBS 1x y se incubaron por otras 24 hs en DMEMsin SFB. Se estimularon

los cultivos celulares por los tiempos indicados. Una vez transcurrido eI tiempo

de estimulación se colocaron las placas en hielo e inmediatamente se Iavaron



las células con PBS 1x y se agregaron 100u| del buffer de lisis por pocillo para

el ensayo de quinasas conteniendo (Hepes 20mM pH7,5; EGTA 10mM;

B-glicerofosfato 40mM; NP-40 1%; MgCIz 2,5mM; Ortovanadato 2mM; PMSF

1mM; DTT 1mM; Leupeptina 20pg/ml). Se levantaron los extractos celulares por

disgregación mecánica utilizando un rubber a 4°C y se colocaron en tubos

eppendorf. Luego se centrifugaron los extractos a 10.000 rpm con el objetivo de

eliminar los detritos celulares, el sobrenadante se transvasó a otro tubo, se

separaron alícuotas para realizar el ensayo de western-blot y se guardaron los

extractos a -80°C para la posterior determinación de Ia actividad de las protein

quinasas.

4.4.2. Inmunoprecipitación y reacción de quinasas (ERK2)

Los extractos fueron inmunoprecipitados y el ensayo de quinasas se realizó

como se describió anteriormente (Crespo et al. 1994). Brevemente, los

sobrenadantes fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-ERK2 (Santa

Cruz, CA, USA). Para esto se agrego 1ul del anticuerpo (0.2p.g/0.5m|) por tubo

y se incubó a 4°C por 90 min para que se produzca la interacción. Luego de

este tiempo se agregaron 30u| de bolitas de A/G agarosa-plus (Santa Cruz. CA,

USA) y se dejo en agitación por 30 min a 4°C. Luego mediante centrifugación

por 10 seg a 10.000 rpm se obtuvieron precipitados de A/G agarosa

conteniendo los complejos de anticuerpos. Este precipitado se Iavó

sucesivamente con las siguientes soluciones con el fin de eliminar el pegado

inespecifico a las bolitas de agarosa:

1° lavado: tres veces con 500ul de PBS; NP40 1%; Vanadato 2 mM

2° lavado: una vez con 500m de Tris-HCI 100 mM pH 7,5; LiCI0,5 M

3° lavado: una vez con el buffer de reacción (MOPS 4,2mM; B-glicerofosfato

4.2mM; MgCIz 2mM; EGTA 0,2mM; Fluoruro de sodio 0,2mM; Vanadato

0,2mM).

Cada precipitado se incubó luego con 30ml del buffer del buffer de reacción y

732ATP (10uCu), proteína básica de mielina (MBP) (10ug), DiT (3 mM) y rATP

a 37°C por 30 min. Luego se agregó 10ml de buffer de craqueo (Tris-HCI



100mM pH 6.8; DTT 200mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0.2%, glicerol 20%)

y se calentaron las muestras a 100°C por 10 min con el objetivo de

desnaturalizar el sustrato fosforilado para Ia posterior corrida electroforética.

4.4.3. Corrida electroforética

La corrida electroforética se realizó en poliacrilamida 15% y un gel

concentrador (stacking) de 5%. EI gel de corrida se preparó con 5.4ml de

acrilamida:bisacri|amida (30:1); 5m| de buffer Tris-HCI pH:8,8; 100u| de

SDS10%; 100ml de persulfato de amonio (APS)10°/o;4.6ml de agua y 7ul de

TEMED. Una vez gelificado se agregó el gel concentrador sobre el. EI gel

stacking se realizó al 5% de acrilamida conteniendo 850m de acrilamida-bis;

620pl de Tris-HCI pH:6.8; 50ul de SDS10%; 50ul de APS10%; 3.4ml de agua y

Sul de TEMED.

Una vez gelificado se sembraron los productos de Ia reacción de quinasas y se

corrió durante 4 hs aproximadamente a 100V utilizando un buffer de corrida

conteniendo (Tris 25mM, glicina 192mM y SDS 0,1X).

Cuando el colorante azul de bromofenol llegó al borde del gel, se cortó la

corrida y se secaron 2 hs a 80°C utilizando una secadora de geles por calor y

vacío y el gel se expuso a una placa autoradiográflca Kodak-XOMAT-80°C con

películas intensificadoras por 6 hs -4 días.

4.4.4. Detección de Ia fosforilación de Nur77 in vitro

Para la fosforilación ¡n vitro de Nur77 se realizó el ensayo como se detalla a

continuación:

Las células AtT20 fueron transfectadas transientemente con 500ng de vector

Gal4-Nur77 como se describió previamente. Luego de 48 hs de crecimiento en

DMEM 10%SFB suplementado con antibióticos y glutamina se trataron con

50uM PD98059 por 4 hs con el objetivo de inhibir la fosforilación por las MAPK

endógenas. Se obtuvieron luego los extractos celulares como se describió

previamente para el ensayo de quinasas y se inmunoprecipitó la proteína

quimérica utilizando un anticuerpo anti Ia porción carboxi-terminal de Nur77 IgG



de cobayo (Santa Cruz. CA). El inmunoprecipitado purificado fue utilizado como

sustrato para Ia reacción de quinasa (como se describió previamente) para la

detección de la fosforilación in vitro de Nur77 por ERK2 proveniente de células

AtT20 en distintas condiciones.

4.4.5. Western blot

La fracción alicuotada y guardada a -20°C fue corrida en geles de

poliacrilamida 10% desnaturalizante en buffer tris-glicina-SDS 1x (Tris 25mM

pH 8.3, glicina192 mM, 0.1% SDS). Se utilizó para la identificación de los

tamaños moleculares el marcador de peso molecular “Broad Precision Marker”

(Bio-Rad, CA). Una vez realizada la corrida electroforética se realizó la

electrotransferencia a 100V por 1 h utilizando una membrana de nitrocelulosa y

un buffer de transferencia (Tris 25mM pH 8.3, glicina192 mM, 0.05% SDS, 20%

metanol).

Una vez obtenidas las membranas y previamente a Ia reacción de detección se

bloquearon los sitios inespecíficos de las membranas incubando durante 2 hs

en agitación con una solución conteniendo (Tris 25mM pH8.3, glicina 192mM,

0.1% SDS. 5% BSA, 0.05X Tween20). Luego se agregó el primer anticuerpo en

una dilución 1:500 y se los incubó a temperatura ambiente por 1h en agitación.

Como primer anticuerpo se utilizó un anticuerpo antiNur77 policlonal en cobayo

para la detección de Nur77 que reconoce Ia porción carboxiterminal (Santa

Cruz, CA, USA).

Para la detección de los niveles totales de ERK2 o los fosforilados se utilizó un

anticuerpo anti-ERK2 o anti-ERK2 fosforilado respectivamente (Santa Cruz,

CA, USA). El anticuerpo anti ERK2 fosforilado produce reacción cruzada con

ERK1 fosforilado por Ioque se detectan ambos productos.

Luego se realizaron 2 lavados sucesivos por 5 min cada uno con una solución

conteniendo (Tris 25mM pH 8.3, glicina 192mM. 0.1% SDS, 0.1X Tween20) y

se procedió a incubar con el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa o

fosfatasa alcalina en una dilución 1:1000 por 1 h a temperatura ambiente en

agitación.

Las bandas fueron reveladas mediante la utilización de un kit de detección de



quimioluminiscencia para el caso del anticuerpo anti-fosfoERK2 (Amersham,

Buckinghamshire, Inglaterra) o de un sustrato cromogénico para la fosfatasa

alcalina conteniendo (sal de 5-bromo-4-chloro-3-indoly phosphate p-Toluidine

(BCIP) y nitroblue tetrazolium chloride (NBT)) (GibcoBRL Life Technologies.

NY, USA) para Ia detección de ERK2 total o Gal4-Nur77.

5. ANALISIS DE DATOS

5.1. Análisis por densitometría

Las placas autorradiográficas resultantes de la hibridación de los Northern blots y

de Ia actividad CAT fueron digitalizadas y se midió la intensidad de cada banda.

El análisis se realiza utilizando el programa de análisis de geles NIH image. En el

caso de los Northern-blots los datos resultantes de Ia hibridación con las distintas

sondas de los genes de interés. son normalizados con respecto a la banda de

B-actina y expresados como unidades densitométricas relativas. En el caso de la

actividad CATlas bandas específicas obtenidas son digitalizadas y relativizadas a

los valores de B-galactosidasa.

5.2. Análisis estadístico

En los casos de medición de la secreción hormonal de ACTH. La estadística

fue analizada mediante análisis de Ia varianza (ANOVA)en combinación con el

test de Scheffe. Los datos son mostrados como el valor medio i error

estándar.



IW RESULTADOS

1. Eventos moleculares involucrados en la regulación de POMCpor CRH.

1.1. Rol del Calcio en la regulación por CRH, NA y cAMP sobre Ia

expresión de los factores de transcripción Nur77 y Nurr1 y su actividad

transcripcional.

1.1.1. Efectos sobre el promotor de POMCy Ia actividad Nur (Nur77/Nurr1)

A pesar de Ia extensa caracterización de Ia movilización del calcio intracelular

en corticotrofos y su implicancia en la secreción de ACTH. no existe un estudio

exhaustivo del rol del calcio como segundo mensajero para Ia regulación

transcripcional del gen de POMC.

Nos preguntamos si la entrada de calcio es necesaria para la inducción del gen

de POMC por CRH en corticotrofos. Para esto tratamos a cultivos de células

AtT20, previamente transfectadas en forma transiente con una construcción

conteniendo al promotor de POMC unido al gen de LUC (POMC-LUC), con

CRH en presencia o en ausencia de NIF. un antagonista específico de los

canales de calcio tipo L. Pudimos observar que Ia entrada de calcio es

necesaria para Ia activación transcripcional de POMC por CRH (Figura 11), ya

que NIF bloquea esta estimulación.

Este resultado concuerda con la dependencia del calcio en la regulación del

mRNA de POMC en cultivos primarios de hipófisis anterior de rata (Von Dreden

et al. 1988).

Dada la reciente caracterización de los factores Nur (Nur77 y Nurr1) como

mediadores centrales en Ia regulación de la expresión del gen de POMC por

CRH, nos preguntarnos si Ia dependencia del calcio en la regulación del

promotor de POMC es consecuencia de Ia acción del calcio sobre Ia actividad

de los factores Nur.



1_8 _ Figura 11. La estimulación del promotor de POMC

15 _ por CRH depende de la entrada de calcio por

g 1.4 _ canales voltaje dependientes tipo L.
o g Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng del

É É 1'12 : plásmido POMC-LUC y 200ng del vector de expresión
E É RSV-Bgalactosidasa (B-gal)por 6hs. Luego de 18 hs en

g g 0'8 ' medio mínimo D-MEMlibre de suero se las estimuló

E 0-6 - con 100nM de CRH o con CRH y 1mM de Nifedipina

0.4 - (NIF) por 6 hs. Cada valor fue normalizado a la

0_2 - actividad de B-gal. Los resultados están expresados

o _ como la media i error estandar (n=4) y se muestra uno

de tres experimentos independientes con resultados

Basal
similares.

CRH+NIF

Utilizamos entonces una construcción que posee el sitio de unión NurRE

(presente en el promotor de POMC) acoplado al gen de LUC (NurRE-LUC) y

tratamos a las células transfectadas con CRH en presencia o ausencia de NIF.

En forma comparativa con CRH utilizamos NA que produce un incremento en

los niveles de CAMPy un análogo permeable de CAMP. Observamos que Ia

estimulación provocada por CRH o NAes completamente inhibida en presencia

de NIF, no así la estimulación provocada por CRH y NA en forma conjunta o

por CAMPque son bloqueadas solo parcialmente (Figura 12).

Nos plantearnos entonces estudiar luego si Ia entrada de calcio era suficiente

para estimular la actividad Nur aún en ausencia de otro estímulo externo. Para

ello forzamos la entrada de calcio a las células mediante la despolarización con

KCI en ausencia o en presencia de un agonista de los canales tipo L

(FPL64176) y medimos la actividad Nur en las células transfectadas.

Observamos que Ia entrada de calcio es suficiente para estimular la actividad

Nur y este efecto correlaciona con la proporción de calcio entrante, ya que en

presencia del agonista tipo L, Ia estimulación es de mayor magnitud (Figura12).
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Figura 12. La entrada de calcio está involucrada en el efecto de CRH, Noradrenalina (NA) y

cAMPsobre la estimulación sobre el sitio NurREen el promotor de POMC.

Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng del plásmido NurRE-LUC y 200ng del vector de

expresión RSV—Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs. Luego de 18 hs en medio minimo D-MEM libre de

suero se las estimuló con 100nM CRH; 500uM CAMP; 1uM Noradrenalina (NA); 36mM KCI o KCl mas

2 uM del agonista del canal de calcio tipo L FPL64176; combinaciones, según se indica en presencia

o ausencia de 1uM de Nifedipina (NIF) por 6 hs. Cada valor fue normalizado a la actividad de B-gal.

Los resultados están expresados como la media :l:error estandar (n=4) y se muestra uno de cuatro

experimentos independientes con resultados similares. EI agregado de NIFfue realizado 15 min antes

de Ia estimulación por CRH, NA o CAMP.

Estos resultados demuestran que existen dos vías de señalización

independientes en la estimulación de la actividad Nur por CRH. Una que

depende del calcio entrante y es necesaria en la estimulación por CRH o NAy

otra que es independiente de la entrada de calcio, que se evidencia solo ante

un estímqu de mayor magnitud como el tratamiento conjunto con CRH y NAo

con CAMP.

Además demostramos que la entrada de calcio es suficiente para la
estimulación de la actividad Nur.



1.1.2. Efectos sobre los niveles de mRNAde Nur77 y Nurr1

Con el objetivo de dilucidar si los efectos mediados por calcio sobre Ia actividad

de los factores Nur son consecuencia de una diferente expresión de Nur77 y/o

Nurr1, realizamos experimentos de Northern-blot en presencia o ausencia de

NIF. Observamos una buena correlación entre la expresión y Ia actividad

transcripcional de los factores Nur. La estimulación por CRH de Nur77 es

completamente bloqueada por el tratamiento con NIF, la estimulación de Nurr1

por CRH es inhibida pero no completamente y la estimulación por cAMP de

Nur77 y Nurr1 es levemente inhibida. KCI y KCI en presencia de FPL64176

producen un aumento en los niveles de mRNA de Nur77 y en menor medida

sobre la expresión de Nurr1 (Figura 13).

Estos resultados demuestran que la regulación de la expresión de Nur77

correlaciona exactamente con la actividad transcripcional de Nur77/Nurr1 sobre

el sitio NurRE y probablemente Ia regulación por el calcio este dada a este

nivel.

1.1.3. Efectos sobre el promotor de Nur77

Dado el rol preponderante de Nur77, en relación a Nurr1, sobre Ia regulación

del promotor de POMC, nos preguntamos si Ia variación en los niveles de

mRNA de Nur77 estaban dados por variaciones de actividad transcripcional

sobre el promotor de Nur77. Para esto realizamos transfecciones transientes

con una construcción que posee el promotor de Nur77 acoplado al gen de CAT

y estudiamos su regulación por calcio, CRH y CAMP.

Observamos que el patrón obtenido en los niveles de mRNA de Nur77

correlaciona con la actividad transcripcional del promotor de Nur77. NIF

bloquea completamente la estimulación por CRH y solo parcialmente Ia

estimulación por cAMP (Figura 14).
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Figura 13. Estimulación calcio dependiente e independiente de los mRNAs de Nur77 y

Nurr1 por CRH y cAMP.

A. Análisis de Northern-blot de los mRNAs de Nur77, Nurr1 y Actina bajo diferentes condiciones

de estimulación: basal; 100nM CRH; CRH mas 1uM Nifedipina (NIF); SOOpMcAMP; cAMP mas

1uM NIF (agregados 15 min antes que CRH o CAMP);36 mM KCI; o KCI mas 2pM del agonista

de canales de calcio FPL64176. Despues de 1h de estimulación, se extrajo el mRNA total y se

realizó el ensayo de Northern-blot. Se obtuvieron bandas únicas para Nur77, Nurr1 y B-actina,

se muestra uno de tres experimentos con resultados similares.

B. Las bandas obtenidas en A fueron cuantificadas por análisis densitométrico como se detalla

en Materiales y Métodos y relativizadas según los valores del mRNA de B-actina.



Figura 14. Estimulación calcio dependiente

e independiente del promotor de Nur77 por20 _

18 CRH y cAMP.

l- 16 _ Las células AtT20 fueron transfectadas con
g g _ 500ng del plásmido que contiene el promotor¿3314" r dN77 IdI dilf'l
t a 12 y e ur acopa o a gen e acoranenico­
É ¡g - % acetiI-transferasa (Nur77-CAT)y 200ng del

‘5 É 10 " % vector de expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal)

g É 8 — á por 6hs. Luego de 18 hs en medio mínimo

É g 6 - á D-MEMlibre de suero se las estimuló con

4 - % 100nM CRH ; CRH mas 1uM Nifedipina (NIF);

2 _ É % 500uM CAMPo cAMP mas iuM NIF por 6hs.0 _ El Cada valorde actividadCATfue normalizadoa

Tu I E “.- la actividad de B-gal. Los resultados están
g 0: z z
m o + + expresados como la media :t error estandar

:1: IL _ .m E (n-4) y se muestra uno de dos experimentoso
g independientes con resultados similares.

1.2. Dependencia de las protein quinasas en la expresión de Nur77 y

Nurr1 y la regulación de su actividad transcripcional sobre el sitio NurRE

1.2.1 Dependencia de PKA, Calmodulin quinasa Il (CAMKII)y Adenilato

ciclasa en la regulación de la actividad Nur.

Con el objetivo de caracterizar las vías de señales involucradas en la

regulación de la actividad Nur por CRH y CAMP, analizamos el efecto de

distintos inhibidores farmacológicos de protein quinasas: KN62 (inhibidor de

CAMKIl); H89 (inhibidor de PKA); MDL12330A (inhibidor de Adenilato ciclasa)

sobre Ia estimulación por CRH y CAMPde la actividad transcripcional sobre el

sitio NurRE. Observamos que la estimulación por CRH es inhibida por los tres

compuestos (Figura 15A), sin embargo Ia estimulación por cAMP es inhibida

completamente por H89 pero solo parcialmente por KN62, NIF o KN62+NIF, los

cuales producen el mismo nivel parcial de inhibición (Figura 158). La ausencia

de efectos sinérgicos o aditivos entre NIF y KN62 evidencia que el calcio

entrante ejerce su efecto a través de CAMKII.Por otro lado, Ia inhibición total

producida por H89 indica que las dos vías de estimulación (calcio-dependiente

y calcio-independiente) de la actividad Nur se encuentran abajo en Ia cascada

de ia estimulación por PKA.



Para verificar la dependencia de PKA por métodos no farmacológicos,

cotransfectamos las células con un vector de expresión que codifica para una

forma mutante de la subunidad regulatoria de PKA, esta mutante no posee la

capacidad de unirse a CAMPy liberar a la subunidad catalítica para que esta

ejerza su efecto. De esta forma actúa como un dominante negativo de la acción

de PKA.Observamos que la sobreexpresión de este dominante negativo (PKA

DN) inhibe Ia estimulación provocada por CRH y CAMPsobre la actividad Nur

(Figura 15A y B).
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Figure 15. Dependencia del calcio, PKA, CAMKIIen la estimulación de NurRE por CRH y cAMP.

Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng del plásmido POMC-LUC y 200ng del vector de

expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs. Luego de 18 hs en medio mínimo D-MEM libre de

suero fueron tratadas con 10uM del inhibidor de PKA, H89; 10uM del inhibidor de adenilato ciclasa.

MDL; 10uM del inhibidor de caimodulin quinasa, KN62, 1uM Nifedipina (NIF) o combinaciones.

Despues de 15 mín se las estimuló con 100nM de CRH (panel A) o 500uM de CAMP (panel B) por 6

hs. Donde se indica las células fueron transfectadas con una mutante dominante negativa de PKA

(PKA DN). Cada valor fue normalizado a la actividad de B-gal. Los resultados están expresados comc

la media i error estandar (n=4) y se muestra uno de cuatro experimentos independientes con

resultados similares.



1.2.2. Dependencia de PKA y Calmodulin quinasa II (CAMKII)sobre la

expresión de Nur77 y Nurr1

Concordantemente con los efectos mencionados sobre la actividad

transcripcional, cuando analizamos la expresión de los mRNAs de Nur77 y

Nurr1, observamos que la inducción de Nur77 por CRH es inhibida por KN62

(inhibidor de CAMKII)y H89 (inhibidor de PKA) mientras que la de Nurr1 es

inhibida por KN62. Contrariamente, Ia inducción por CAMP de Nur77 y Nurr1

son bloqueadas por H89 y parcialmente por KN62 (Figura 16).
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Figura 16. Dependencia del calcio,

PKA, CAMKIIen la estimulación de

los mRNAs de Nur77 y Nurr1.

A. Análisis de Northern-blot de los

mRNA de Nur77 y Nurr1 en células

AtT20

estimulación con: 100 nM CRH; CRH

mas 10uM del inhibidor de PKA,

H89; CRH mas 10uM del inhibidor de

calmodulin kinasa Il, KN62; 500uM

CAMP; CAMP mas 10uM del inhibidor

de PKA, H89; cAMP mas 10uM

inhibidor de calmodulin quinasa ll,

despues de 1h de

KN62. Luego de la estimulación se

extrajo el mRNA total y se lo sometió

a análisis de Northern-blot. Se
observan las bandas
correspondientes a Nur77, Nurr1 y

B-actina, se muestra uno de cuatro

experimentos con resultados
similares.

B. Las bandas obtenidas en A fueron

cuantificadas por análisis
densitométrico como se detalla en

Materiales y Métodos y relativizadas

según los valores del mRNA de

B-actina.



1.3. Rol de las MAPKen la regulación de la actividad transcripcional sobre
el sitio NurRE

Además de regular la actividad de la PKA directamente, CAMPpuede modular

Ia activación del camino de transducción de señales de las MAPK:

dependiendo del tipo celular, CAMP puede estimular o inhibir a las MAPK.

Aunque no se había caracterizado la existencia de esta vía de señalización en

células corticotrofas, supusimos por su complejidad y Ia gran diversidad de

efectos regulados por ellas que podrían estar presentes y ejerciendo un rol

sobre la regulación de POMC.

Entonces analizamos la dependencia de MAPK sobre Ia actividad Nur en
células tratadas con CAMPo CRH. Tratamos las células transfectadas con la

contrucción NurRE-LUC con P098059 o UO126, dos inhibidores

farmacológicos de MEK1 y analizamos la estimulación por CRH o cAMP.

Observamos que ambos inhibidores ejercen un efecto inhibitorio parcial tanto

sobre la estimulación por CRH como Ia estimulación por cAMP (Figura 17).

Quisimos luego averiguar si Ia actividad de MAPK era la involucrada en el

efecto estimulatorio del cAMP calcio-independiente. Tratamos entonces las

células con NIF+PD98059 esperando tener una reversión total del efecto

estimulatorio por cAMP. Sin embargo aunque el tratamiento con NlF+PD98059

logra un mayor grado de inhibición que NIF o P098059 por su cuenta, no

produce una inhibición total (Figura 17).

Para confirmar los resultados obtenidos previamente utilizamos vectores de

expresión de mutantes dominantes negativas, cotransfectamos las células con

un vector de expresión de una mutante inactiva de MEK (MEK DN), que actúa

como un dominante negativo. bloqueando así Ia activación de las MAPK por

MEKendógeno.

La sobreexpresión de esta mutante inhibe la estimulación por CRH y cAMP

sobre la actividad Nur en igual proporción que los agentes farmacológicos,

confirmando Ia especificidad de los efectos observados (Figura 17).

Para verificar si la activación de las MAPK es suficiente para producir una

estimulación en la actividad Nur en ausencia de un estímulo externo.

Cotransfectamos las células con un vector de expresión para Nur77, con el fin



v

de aumentar los niveles de Nur77 íntracelulares. en ausencia o en presencia de

un vector de expresión para una forma mutante de MEK que es activa

constitutivamente (MEK-EE). Observamos que la activación de las MAPKen

presencia de Nur77 produce un aumento en la actividad Nur (Figura 17).
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Figura 17. Dependencia de las MAPKen la estimulación de NurRE por CRH y cAMP.

Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng del plásmido POMC-LUC y 200ng del vector de

expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs. Luego de 18 hs en medio mínimo D-MEM libre de

suero fueron tratadas con los inhibidores de MEK, SOuM P098059 o 10pM UO126 ; 1uM Nifedipina

(NIF) or combinaciones de ellos. Despues de 15 min las células fueron estimuladas con 100nM CRH

o 500uM CAMPpor 6hs. Donde se indica las células fueron transfectadas con 300 ng de una mutante

dominante negativa de MEK (MEK DN) o el vector de expresión de Nur77 (Nur77) o 30 ng del vector

de expresión de una mutante constitutiva de MEK (MEK-EE). El tratamiento solo con MEK-EE nc

aumentó la actividad NurRE (no mostrado). Cada valor fue normalizado a la actividad de B-gal. Los

resultados están expresados como la media d:error estandar (n=4) y se muestra uno de cuatro

experimentos independientes con resultados similares.



De estos resultados podemos concluir que debe existir un camino de

señalización de MAPKen corticotrofos y que este ejerce un rol estimulatorio
sobre la actividad Nur.

1.4. Caracterización de la cascada de señalización por MAPK en

corticotrofos y su activación por CRHy cAMP

1.4.1. Efectos sobre Gal4-Elk1 y rol de B-Raf

Basándonos en la caracterización de las distintas vías de MAPKdescriptas en

otros tipos celulares nos propusimos caracterizar esta cascada de señalización

identificando a cada uno de sus componentes en corticotrofos. Para ello como

primera medida utilizamos la conocida capacidad de ERK, última protein

quinasa de Ia cascada, de fosforilar a un factor de transcripción (Elk1) y

estimular su actividad transcripcional. Para independizarnos de la posible

variación en las cantidades de Elk1 endógeno en corticotrofos utilizamos eI

método de transfección con GaI4-Elk1 ya descripto en la sección de materiales

y metodos.

Dado que Elk1 es también blanco de la acción de ERK5, la especificidad fue

testeada mediante tratamientos con inhibidores específicos de MEK1,enzima

que fosforila a ERK especificamente

CRH y cAMP estimulan la actividad de Elk1 y este efecto es inhibido por los

inhibidores farmacológicos de MEK1 (P098059 y UO126). AI coexpresar el

dominante negativo de MEK1 (DN MEK) o un dominante negativo para Rap1

(RapN17). también se bloquea la estimulación (Figura 18). Por el contrario al

sobreexpresar una mutante de Rap1 constitutivamente activa (RapG12V) se

produce la activación de la vía (Figura 18).

Estos resultados demuestran que existe una vía de MAPKactiva que involucra

a Rap1, MEK y ERK y que esta vía es estimulada por CRH o cAMP. Sin

embargo el rol estimulador de CAMPsobre la cascada de MAPKdepende de la

presencia de una protein quinasa intermediaria, B-Raf. Así en células que

carecen B-Raf eI cAMP ejerce un rol inhibitorioy en las que poseen niveles de

esta proteína Ia activación de Rap1 por CAMPconlleva a una activación de Ia

vía.



Entonces nos preguntamos si podía detectarse la expresión de B-Raf en

corticotrofos. Utilizamos Ia técnica de Northern-blot y detectamos Ia expresión

constitutiva de B-Raf (Figura 18, inserto). En concordancia con el rol de B-Raf

descripto para otras líneas celulares, como Ia línea de neuroblastoma P012, la

sobreexpresión de esta proteína potencia el efecto estimulatorio de CRH sobre

la actividad transcripcional por E|k1 (Figura 18).
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Figura 18. CRH y CAMP estimulan Ia vía de las MAPK en células AtT20. Medición de la
actividad transcripcional de GaI4-Elk1.
Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng de un vector que posee los elementos
respondedores a Gal4 acoplados al gen de la Iuciferasa (pG5-LUC), 300 ng de una proteína
quimérica que posee el dominio de unión al DNA de Gal4 rio arriba de la proteina Elk1 (GaI4-Elk1)

mas 200ng de RSV-Bgalactosidasa (Bgal). Donde se indica, las células fueron cotransfectadas con

los siguientes vectores de expresión: 300ng de un dominante negativo de Rap1 (RapN17), una
forma constitutivamente activa de Rap1 (RapG12V), un dominante negativo de MEK (MEK DN) c

B-Raf. Luego de 18 hs en medio mínimo D-MEMlibre de suero fueron dejadas sin tratar o tratadas

con 100nM CRH o 500uM cAMP en ausencia o presencia (15 min antes) de los inhibidores de MEK:

50uM P098059 o 10 uM UO126. por 6hs. Cada valor fue normalizado a la actividad de B-gal. Los

resultados están expresados como Ia media :t error estandar (n=4) y se muestra uno de cuatro
experimentos independientes con resultados similares.
lnserto: Análisis de Northern-blot para el mRNA de B-Raf en células AtT20 no estimuladas. Las

células AtT20 fueron incubadas en medio minimo (D-MEM) sin suero fetal bovino por 18 hs y el

mRNA total extraído y analizado mediante la técnica de Northern-blot para detectar la expresión
basal de B-Raf.



1.4.2. Efectos sobre la actividad de ERK2

Para verificar si CRH y CAMPproducían un aumento en la actividad de ERK1,2

como primera medida realizamos ensayos de fosforilación ¡n vitro utilizando

como sustrato la proteína basica de mielina (MBP) y ERK2 purificado por

inmunoprecipitación de Células tratadas con CRH o CAMPpor distintos tiempos

o con KCl+FPL64176 por 10 min, como control positivo. Observamos que la

capacidad de ERK2 de fosforilar a MBP ¡n vitro aumenta en todos los tiempos

tanto por tratamiento con CRH como con CAMP, aunque a los 5 min CAMP

produce una activación menor (Figura 19). Una cinética similar para el

tratamiento con CAMPse observó previamente en Células somatotrofas (GH3)

(Kievit et al. 2001).

1.4.3. Efectos sobre la activación de ERK1/2

MEK1 y MEK2 activan por fosforilación a ERK1 y ERK2. Dado que existen

anticuerpos específicos para las formas fosforiladas de ERK1,2 se puede

detectar su activación por la técnica de Western-blot detectando la proteína

fosforilada. Concordantemente con los resultados de actividad de ERK2

observamos la fosforilación de ERK1 y ERK2 en todos los tiempos analizados.

Niveles similares de ERK2 total se obtuvieron en todas las condiciones (Figura

19). l ï‘ w +MBP
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Figura 19. CRH y CAMPestimulan la vía de las MAPKen células AtT20.
Detección de la fosforilacion de ERKy su actividad quinasa in vitro.
Las células AtT20 fueron estimuladas con 100nM CRH. 500uM CAMPo KCI mas 2uM del agonista

de canales de calcio tipo L FPL64176 por distintos tiempos como se indica. Los extractos
celulares fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-Erk2 y se realizó el ensayo de quinasa
detallado en Materiales y Métodos. La fosforilación in vitro de la proteína basica de mielina (MBP),

utilizada como sustrato, se muestra en cada condición. Se muestran los niveles de las proteínas
Erk1 y Erk2 fosforilado (pErk1/2) y Erk2 total mediante la técnica de Western-blot para cada
condición. Se muestra uno de tres experimentos independientes con resultados similares.



Podemos entonces afirmar que existe una vía de MAPK que involucra a

Rap1/B-Raf/MEK/ERK en corticotrofos y es activada por CAMPy CRH.

1.4.4. Influencia de Rap1 en la activación por CRH y CAMP de la

transcripción mediada por NurRE(actividad de Nur)

Para establecer si el aumento de la actividad Nur por MAPK involucra Ia

activación de Rap1 por CRH y CAMP.Transfectamos las Células con el vector

NurRE-LUC en presencia de RapN17 o RapG12V. La expresión de RapN17

inhibe la actividad Nur estimulada por CRH y CAMP, mientras que RapG12V

potencia la estimulación por CRH y no por CAMP(Figura 20). Este resultado

concuerda con la menor activación de las MAPKejercida por CRH respecto a

CAMP (Figuras 18 y 19), ante un menor nivel de activación de las MAPK,

RapG12V puede incrementar el estimulo porque el camino de transducción no

está activado en su totalidad.

Figura 20. Regulación de la estimulación de

NurRE por Rap1

Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng

del plásmido NurRE-LUC y 200ng del vector de

expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs.

Cuando se indica se cotransfectó con 300ng de

RapN17 o RapG12V. Luego de 18 hs en medio

mínimo D-MEM libre de suero se las dejo sinW

CAMP+RapG12V­

lIIIIIIll

estimular o se las trató con 100nM de CRH o

SOOuM de CAMP por 6 hs. Cada valor fue

normalizado a la actividad de B-gal. Los resultados

NurRE-LUC

IncrementoRelativo

.n—lN

U1OU'IO

CRHÜJJJJJJIHJJDBasal[l

RapN17El

RapG12VI

están expresados como Ia media i error estandar

CRH+RapN17

CRH+RapG12V

(n=4) y se muestra uno de cuatro experimentos
cAMP+RapN17

independientes con resultados similares

Los efectos de RapN17 y RapG12V son altamente específicos porque: 1) estos

plásmidos no afectan los niveles basales o Ia inducción por IL-1de un vector no

relacionado que contiene elementos de respuesta a NFkBacoplados al gen de

LUC (KB-LUC)(no mostrado), descartando posibles efectos inespecíficos o

tóxicos; 2) La sobreexpresión de una proteína no relacionada, dominante

negativo de CREB (CREBS133A) no afecta la estimulación sobre el sitio NurRE



por CRH o CAMP(no mostrado), confirmando la especificidad de acción de

RapN17.

Estos resultados demuestran que la activación de Rap1 está involucrada en el

camino de MAPKque lleva a la activación de Nur en corticotrofos.

1.4.5. Dependencia del calcio, CAMKIIy PKA en la activación de la vía de
MAPKen corticotrofos

Aunque en un principio Ia activación de Rap1 y sus efectos sobre MAPKfue

atribuida a la actividad de PKA, luego se descubrieron otras vías de activación

en otros tipos celulares, a saber; activación por CAMPindependiente de PKA,

activación por PKC o activación por calcio y CAMKll.

Con el fin de dilucidar que via es la responsable de su activación en

corticotrofos transfectamos las Células con la contrucción GaI4-Elk1 y pG5-LUC

y medimos Ia activación de las MAPKen presencia de distintos inhibidores.

H89 bloquea completamente Ia estimulación por CAMP pero KN62 y NlF

producen una inhibición parcial, como es el caso sobre Ia actividad Nur (Figura

21). Por el contrario la estimulación por CRH es casi completamente bloqueada

por los tres inhibidores (Figura 21).

Estos resultados demuestran que la actividad de MAPKes completamente

dependiente de Ia acción de PKA, que el calcio entrante contribuye a la

activación de ERK y que CAMPestimula la via también independientemente de

Ia entrada de calcio.

Figura 21. Dependencia del calcio, CAMKIIy PKA
en la activación de la vía MAPKen corticotrofos.

Las células AtTZOfueron transfectadas con 500ng de

un pG5-LUC, 300 ng Gal4-Elk1 mas 200ng de
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(n=4) y se muestra uno de tres experimentos
independientes con resultados similares



1.5. Las MAPK regulan la actividad Nur mediante un aumento en la
transactivación de Nur77

1.5.1. Efectos sobre el mRNAde Nur77 y Nurr1

Como primera medida nos preguntamos si la regulación ejercida por las MAPK

era consecuencia de una variación en los niveles de los factores Nur77 y Nurr1.

Realizamos experimentos de Northern-blotpara estos factores en presencia del

inhibidor de MEK1 (PD98059). Observamos que la inducción de Nur77 y Nurr1

por CRH y cAMP no es bloqueada por P098059 (Figura 22). Entonces la

regulación por MAPK probablemente se deba a una modificación post­

traduccional de la proteína.
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Nur77 ' W ü Figura22. Las MAPKno modificanla
>A e res'ón de los mRNAs de Nur77

Nurr1—> “a NZPrHl y

Actina .5 A. Análisis de Northern-blot para los
mRNAs de Nur77 y Nurr1 en células

AtT20: basal; 100nM CRH; CRH mas

50uM del inhibidor de MEK, P098059;

500uM cAMP; CAMP mas 50uM

P098059. Luego de 1h de estimulación se

extrajo el RNA total y se sometió a Ia
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técnica de Northern-blot para detectar

Nur77. Nurr1 y B-actina. Se muestran uno

de tres experimentos independientes con
resultados similares. Resultados similares

se obtuvieron con el inhibidor de MEK

UO126 (10uM o ZOuM).

B. Las bandas obtenidas en A fueron

Nur77/Actrna

InrentooANo)
lll|

cuantificadas por análisis densitométrico

como se detalla en Materiales y Métodos

y relativizadas según los valores del

mRNA de B-actina.
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1.5.2. La actividad de MAPKes necesaria para la transactivación de Nur77

Con el objetivo de evaluar si las MAPK podian modificar la actividad

transcripcional de Nur77, desarrollamos un vector de expresión para una

proteína quimérica que posee el dominio de unión al DNAde Gal4 acoplado a

la región codificante de Nur77 (Gal4-Nur77) y cotransfectamos las células con

eI reporter GaI4-LUCcomo se describe en materiales y métodos. Mediante este

método nos independizamos de las variaciones de expresión de Nur77 y Nurr1

endógenos. ya que estos no pueden activar Ia transcripción sobre el reporter

GaI4-LUC, y de esta forma poder medir efectos postraduccionales de

regulación.

Observamos que tanto CRH como CAMPaumentan Ia actividad transcripcional

de Nur77. La inhibición de MEK severamente reduce Ia actividad

transcripcional basal y bloquea la estimulación por CRH y CAMP(Figura 23A).

Este es un efecto específico ya que el inhibidor no produce variaciones en los

niveles de expresión de un vector constitutivo para B-gal (no mostrado) ni

produce variaciones en los niveles de mRNA de Nur77/Nurr1 o actina (Figura

22).

Podemos concluir entonces que Ia regulación por las MAPKse debe a una

modificación de Ia actividad transcripcional de Nur77

1.5.3. Fosforilación de Nur77 por ERK2 in vitro.

Dado que las MAPK regulan la actividad transcripcional directamente por

fosforilación de diferentes factores de transcripción (ej. JNK/c-Jun, p38/ATF-2,

ERK/Elk1, ERK/SAP1), nos preguntamos si esta modificación de la actividad

transcripcional de Nur77 ejercida por las MAPK era un efecto directo de

fosforilación de Nur77 por ERK2 o podría involucrar otros intermediarios.

Para esto realizamos ensayos de fosforilación de Nur77 ¡n vitro. Utilizamos

como sustrato Nur77 inmunoprecipitado de células AtT20 que sobreexpresan la

proteína y medimos su fosforilación por ERK2 inmunoprecipitado de otro pool

de células AtT20 estimuladas con cAMP o cAMP+P098059 (inhibidor de MEK).

Observamos que ERK2 ¡n vitro fosforila a Nur77 (pNur77) y esta actividad es

bloqueada por el tratamiento con P098059 (Figura 238), confirmando la



regulación directa por MAPKde la actividad transcripcional de Nur77 mediante

fosforilación.

PNur77 —>I
0.8 ­

GAL4-Nur77

IncrementoRelativo

0.6 ­ Z c Hsix1

0.4 ­

0.2 ­
cAMP

CAMP+PD98059
Basal

CRH

CAMP

P098059

CRH+P098059MMM"

Basal

CAMP+P098059

Figura 23. La actividad de MAPKes necesaria para la transactivación y fosforilación de Nur77.

A. Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng de un pG5-LUC, 300 ng Gal4-Nur77 mas 200ng

de RSV-Bgalactosidasa (B-gal). Luego de 18 hs en medio mínimo D-MEM libre de suero se las

estimuló con 100nM de CRH o SOOpMde CAMPen ausencia o presencia (15 min antes) de 50p.Mdel

inhibidor de MEKP098059. Cada valor fue normalizado a Ia actividad de B-gal. Los resultados están

expresados como la media i error estandar (n=4). Se muestra uno de tres experimentos

independientes con resultados similares.

B. Las células AtT20 fueron no estimuladas o estimuladas con SOOpMde cAMP o 500pM de CAMP

mas 50 mM P098059 por 10 min. Los extractos celulares fueron inmunoprecipitados con anticuerpos

anti-Erk2 y se realizó el ensayo de quinasa para la fosforilación ¡n vitro de Nur77 (PNur77), utilizando

como sustrato a Nur77 inmunoprecipitado de extractos celulares que sobreexpresan GaI4-Nur77 como

se detalla en Materiales y Métodos. Se muestran los niveles de las proteínas GaI4-Nur77 y Erk2 total

mediante Ia técnica de Western-blot para cada condición. No se observó banda de PNur77 cuando no

se transfectó con Gal4-Elk1 o cuando se utilizóel vector vacio en su lugar, que expresa solo Gal4 (sin

Nur77). Se muestra uno de tres experimentos independientes con resultados similares.



1.6. Rol del calcio, PKA y MAPKen la regulación del promotor de POMC

Luego nos preguntamos si Ia regulación observada era un correlato sobre el

promotor de POMC. Para esto transfectamos las células con una construcción

que posee el promotor de POMC acoplado al gen de LUC (POMC-LUC) e

investigamos el rol de distintos inhibidores de protein quinasas farmacológicos

y dominantes negativos sobre la estimulación por CRH y cAMP. Similar a los

efectos obtenidos al utilizarla construcción NurRE-LUC, H89 (inhibidor de PKA)

y KN62 (inhibidor de CAMKII)bloquean la estimulación por CRH, mientras que

los inhibidores de MEK1 producen una inhibición parcial (Figura 24A). La

estimulación por CAMPes totalmente bloqueada por H89 y parcialmente

inhibida por los inhibidores de CAMK y MAPK, aunque Ia inhibición por el

primero es mucho mayor que Ia ejercida por los inhibidores de MAPK (Figura

24B). La sobreexpresión del dominante negativo de MEK1 (DN MEK) o Rap1

(RapN17) inhiben tanto Ia estimulación por CRH como por CAMP(Figura 24A y

B). Además la forma constitutivamente activa de Rap1 (RapG12V) o la forma

constitutivamente activa de MEK (MEK-EE) aumentan la estimulación de

POMC por sobreexpresión de Nur77, confirmando Ia relevancia funcional del

camino de MAPKen Ia regulación de POMC (Figura 24B).

Estos resultados confirman un estricto paralelismo entre la regulación de

POMC por PKA, CAMKIIy MAPK y la expresión y activación de Nur77/Nurr1

en corticotrofos.

En resumen estos resultados demuestran que Ia inducción y actividad de

Nur77/Nurr1 y entonces Ia inducción de POMC por CRH involucra la activación

de PKA, CAMKII (inducción y activación de Nur) y Ia activación de las MAPK

por vías calcio-dependientes y calcio-independientes (fosforilación y activación

de Nur).
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Figura 24. Rol del calcio, PKAy MAPKen la regulación del promotor de POMC.

Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng del plásmido POMC-LUCy 200ng del vector de

expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs. Donde se indica las células fueron transfectadas

con 300 ng de una mutante dominante negativa de MEK (MEK DN), RapN17, RapG12V o el vector

de expresión de Nur77 (Nur77) o 30 ng del vector de expresión de una mutante constitutiva de

MEK (MEK-EE). Luego de 18 hs en medio mínimo D-MEMlibre de suero fueron tratadas con 10uM

del inhibidor de CAMKII, KN62; 10uM del inhibidor de PKA, H89 o los inhibidores de MEK, 50uM

PD98059 or 10 uM U0126 como se indica. Despues de 15 min las células fueron estimuladas con

100nM CRH (Panel A) o SOOuMcAMP (Panel B) por 6hs. Cada valor fue normalizado a la actividad

de B-gal. Los resultados están expresados como la media :t error estandar (n=4) y se muestra uno

de cinco experimentos independientes con resultados similares.



2. Eventos moleculares involucrados en Ia regulación de POMCpor |L-1

2.1. Activación e inducción de Nur77 por lL-1

2.1.1. Efectos sobre Ia transcripción de los sitios NurRE y NBRE

Varias citoquinas estimulan Ia secreción de ACTH en corticotrofos como

consecuencia de Ia inducción del promotor de POMC, entre estas citoquinas se

encuentran lL-1, LIF, IL-6e IL-11. Sin embargo los mecanismos moleculares y

los elementos respondedores responsables en el promotor de POMC son

desconocidos. Con el objetivo de investigar si alguna de estas citoquinas

ejercía su efecto como consecuencia de la estimulación de la actividad Nur

sobre el sitio NurRE en el promotor de POMC, como Io hace CRH, realizamos

transfecciones transientes con la construcción NurRE-LUCy estimulamos con

las distintas citoquinas. lL-1 pero no IL-6, IL-11 o LIF estimula Ia transcripción

mediada por NurRE (Figura 25A).

EI promotor de POMC posee además del sitio NurRE. el sitio NBRE con

capacidad de unión a los factores Nur77/Nurr1 como monómeros. Aunque se

ha descripto que este elemento respondedor es estimulado por CRH, su

relevancia fisiológica en el contexto del promotor de POMC es menor (Philips et

al. 1997a).

Nos preguntamos entonces si lL-1 podría actuar diferencialmente sobre NBRE.

Para esto transfectamos con una construcción que posee tres copias en

tandem de NBRE acoplado al gen de LUC (NBRE-LUC) y analizamos la

respuesta a IL-1 y CRH (como control positivo). Observamos que lL-1, a

diferencia de CRH, no es capaz de activar Ia transcripción sobre el sitio NBRE

(Figura 258) confirmando que la activación de Nur por lL-1 actúa sobre el sitio

NurRE en el promotor de POMC.
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Figura 25. lL-1, y no citoquinas de la familia gp130, estimula Ia transcripcion sobre los sitios

NurRE pero no NBRE.

At Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng del plásmido NurRE-LUC y 200ng del vector de

expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs. Luego de 18 hs en medio minimo D-MEM libre de

suero se las estimuló con lL-1(100U/ml), IL-6 (2000U/ml), LIF (20ng/ml) o IL-11 (10 ng/ml) por 6 hs.

B. Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng del plásmido NBRE-LUC y 200ng del vector de

expresión RSV—Bgalactosídasa (B-gal) por 6hs. Luego de 18 hs en medio mínimo D-MEM libre de

suero se las estimuló con lL-1(100U/ml) o CRH (100nM) por 6 hs. Cada valor fue normalizado a la

actividad de B—ga|.Los resultados están expresados como la media :t error estandar (n=4) y se muestra

uno de cuatro experimentos independientes con resultados similares.

2.1.2. Efectos sobre la expresión de Nur77 y Nurr1

Para evaluar si el aumento de Ia actividad Nur sobre el sitio NurRE

corresponde con la inducción de los factores de transcripción Nur77 y/o Nurr1,

realizamos experimentos de Northern-blot de células tratadas por distintos



“url/fm,

tiempos con lL-1. Observamos una cinética temprana de inducción del mRNA

de Nur77 y no de Nurr1, siendo el pico máximo de expresión a Ia hora post­

estímulo y volviendo a los niveles basales a las 2 hs (Figura 26). De acuerdo a

estos resultados Nur77 y no Nurr1 sería el responsable del aumento en Ia

actividad Nur observada anteriormente.

Nur77

Figura 26. IL-1 induce el

mRNA de Nur77 pero no de

A. n . Nurr1.
A t" —> '
“na Ü u H n A.LascélulasAtT20fueron
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Nurr1

o o,5 1 2 Tiempo de
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Northern-blot como se detalla

en Materiales y Métodos. Se

muestra uno de tres

experimentos independientes
1 con resultados similares.
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2.1.3. Regulación sobre el promotor de Nur77

Nurr1/Actlna

IncrementoRelativo

Nos preguntamos entonces si esta diferencia en los niveles de mRNAde Nur77

era debida a un efecto sobre el promotor de Nur77. Para esto transfectamos las

células con Ia construcción Nur77-CAT y estimulamos con IL-1. IL-1 produce un

aumento en la transcripción mediada por el promotor de Nur77 (Figura 27),



confirmando que los efectos de lL-1 son consecuencia de una regulación a

nivel del promotor.

Figura 27. lL-1estimula al promotor de Nur77

Las células AtT20 fueron transfectadas con un

É 500ng de un vector reporter que contiene al
'- É ‘1 promotor. de Nur77 acoplado al gen de

a Lg O8 cloranfemcol acetll transferasa (Nur77-CAT) y

E É 0‘6 200ng del vector de expresión
É S 0'4 RSV-Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs. Luego de 18

<É>0:2 hs en medio mínimo D-MEM libre de suero se las

o estimuló con lL-1(100U/m|) por 6 hs. Los
resultados están ex resados como la media i error

basal |L-1 p
estandar (n=4) y se muestra uno de dos

experimentos independientes con resultados
similares.

2.2. Dependencia de protein quinasas en los efectos de IL-1 sobre la

inducción y actividad de Nur77

2.2.1. Efectos en la actividad de Nur77

Aunque el receptor de IL-1 no posee actividad tirosin quinasa, a este se le

asocian proteínas accesorias con actividad enzimática involucradas en Ia
transducción de la señal. De esta forma se activan diversas cascadas de

señales, entre ellas las pertenecientes a la vía de las “stress activated protein

kinases” p38, Jun quinasa (JNK) y PKC.

Para identificar las protein quinasas intervinientes medimos Ia estimulación de

la actividad Nur por IL-1 en presencia de Bisindolilmaleimida (BSM-1) un

inhibidor de PKC o en presencia de 88203580, un inhibidor de p38. El

tratamiento con 88203580 inhibe la estimulación por IL-1 implicando la

actividad de p38 en el efecto estimulador de IL-1(Figura 28).
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Figura 28. Participación de las protein

quinasas PKC y p38 sobre la transcripción en

sitios NurREestimulada por lL-1.

Las células AtT20 fueron transfectadas con

500ng del plásmido NurRE-LUC y 200ng del

vector de expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal)

por 6hs. Luego de 18 hs en medio mínimo

D-MEM libre de suero se las estimuló con

IL-1(1OOU/ml) en presencia o ausencia del

inhibidor de PKC, Bisindolylmaleimida-1 (BSM-1)

(10uM) o el inhibidor de p38 88203580 (SB)

(10uM). Cada valor fue normalizado a la actividad

de B-gal. Los resultados están expresados como

la media :l:error estandar (n=3) y se muestra uno

de tres experimentos independientes con
resultados similares.

2.2.2. Efectos sobre la expresión de Nur77

Nos preguntamos entonces si esta regulación por p38 era ejercida a nivel del

mRNAde Nur77. Realizamos experimentos de Northern-blot y observamos que

el inhibidor de p38 inhibe la inducción de Nur77 por lL-1 (Figura 29).

Confirmando que la regulación es ejercida a este nivel.

2.3. Análisis de la dependencia de Nur77 y el sitio NurRE en la regulación

de POMC y secreción de ACTH por lL-1.

Para confirmar la dependencia de la inducción y activación de Nur77 por IL-1

en la regulación del promotor de POMC, por un lado generamos una linea

estable que sobreexpresa una mutante dominante negativa de Nur77 y

analizamos la respuesta a lL-1. Por el otro analizamos la dependencia del sitio

NurRE a la estimulación de POMC por |L-1.



2.3.1. Relevancia de NurRE en la estimulación del promotor POMC por
lL-1

Con el objetivo de saber si el sitio NurRE es esencial para la estimulación de

POMC por lL-1, como primera medida transfectamos las células AtT20 con una

contrucción POMC-LUC o una construcción que posee el sitio NurRE alterado

(POMC (mutNurRE)-LUC) y es incapaz de unir a Nur77 (Philips et al. 1997a) y

analizamos luego Ia respuesta a IL-1.Concordantemente con un rol escencial

del sitio NurRE en Ia estimulación de POMC por IL-1, el vector POMC

(mutNurRE)-LUC no es estimulado por IL-1a diferencia del promotor de POMC

salvaje (Figura 30).

A Figura 29 Participación de las protein

quinasas PKC y p38 sobre los niveles de
mRNA de Nur77.

A. Las células AtT20 fueron tratadas por 1h con

Nur77 —>

lL-1 (100U/ml) en ausencia o presencia del

inhibidor de PKC, Bisindolilmaleimida-1

(BSM—1) (10uM) inhibidor de p38

88203580 (SB) (10uM) y se realizó el ensayo

de Northern-blot como se detalla en Materiales
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4 y Metodos. Se muestra uno de tres

experimentos independientes con resultados
similares.

B. Las bandas obtenidas en A fueron

cuantificadas por análisis densitométrico como

se detalla en Materiales y Métodos y

relativizadas según los valores del mRNA de
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Figura 30. EI sitio NurRE es esencial para

la inducción del promotor de POMC por
IL-1.

1.6­
Las células AtT20 fueron transfectadas con

1'4 500ng del plásmido POMC-LUC o el

1.2- promotor de POMC que contiene una
mutación en el sitio NurRE

(POMC(mutNurRE)-LUC) y 200ng del vector

de expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal)

0'6- por 6hs. Luego de 16 hs en medio mínimo

0.4“ D-MEMlibre de suero, fueron estimuladas

0.2 con IL-1 (100U/ml) por 2 hs. Cada valor fue

Oj normalizado a Ia actividad de B-gal. Los
basal lL-1 basal |L-1 resultados están expresados como Ia media

L l l

POMC-LUC POMC(mutNurRE)-LUC

IncrementoRelativo

.0 °l°

l

i: error estandar (n=3) y se muestra uno de

dos experimentos independientes con
resultados similares.

2.3.2. Respuesta a IL-1de una línea celular que sobreexpresa una mutante

dominante negativa de Nur77 (AtT20N77)

Con el fin de estudiar la dependencia de Nur77 sobre la inducción de POMC

por lL-1, como primera medida generamos por transfección estable distintos

clones celulares que sobreexpresan una forma mutante de Nur77 que no posee

el dominio de transactivación y se une a los mismos sitios en el DNA que la

forma salvaje, actuando como un dominante negativo

2.3.2.1.Generación de los clones estables

Uno de siete clones expresa constitutivamente niveles detectables del mRNA

del dominante negativo de Nur77 (Nur77 DN) (Figura 31A), a este clon lo

llamamos AtT20N77. Al estimular células AtT20N77 con CRH observamos

simultaneamente la inducción del gen de Nur77 endógeno y la expresión

constitutiva del dominante negativo (Figura 31B)



Figura 31. Generación de una línea

celular (AtT20N77) derivada de AtT20

que sobreexpresa a una mutante
dominante negativa de Nur77 (Nur77

A DN)

A. Análisis de Northern-blot de los clones

1 a 7 de AtT20 transfectados

establemente con un vector de expresión

Nur77 DN—>

para una mutante dominante negativa de

Nur77(AtT20 DN). Se observa la

expresión de la proteina mutante en cada

Nur77—> uno de los clones. EI clon número 4 fue
L.' ' denominado AtT20N77.

Nur77 DN —> . .
g B. AnáIISISde Northern-blot para la

' U detecciónde Nur77y Nur77DNen elclon AtT20N77. Las células AtT20 fueron

B CRH tratadas o no por 1h con CRH (100U/ml)

Actlna->

y se realizó el ensayo de Northern-blot

como se detalla en Materiales y Métodos.

Se muestra uno de dos experimentos

independientes con resultados similares.

2.3.2.2. Testeo de la funcionalidad de Nur77 DNen el clon AtT20N77

Para verificar la correcta inhibición de la actividad Nur por Nur77 DN,

transfectamos las células AtT20 y AtT20N77 con el vector NurRE-LUC y

estimulamos con lL-1 o CRH. Observamos que en las células AtT20N77 la

inducción de la actividad Nur por IL-1 es completamente bloqueada y la

estimulación por CRH severamente disminuida (de 25 a 5 veces de

estimulación) (Figura 32).

Para corroborar que este efecto de inhibiciónera específico para Nur y no un

efecto inespecífico sobre la vía de señalización de IL-1. Analizamos si la

actividad NFkB, factor de transcripción activado por IL-1.estaba afectada en Ia

línea AtT20N77. EI tratamiento con |L-1 produce una estimulación de magnitud

similar en Ia línea AtT20 y AtT20N77 (Figura 33), confirmando asi la
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funcionalidad y especificidad de Ia proteína mutante en bloquear los efectos de
Nur77.

25

Figura 32. La línea celular AtT20N77 no

responde a la estimulación del sitio

NurRE por lL-1.

Las células AtT20 y AtT20N77 fueron

":2; É transfectadas con 500ng del plásmido

É ¿lg 5 NurRE-LUC y 200ng del vector de

3:3 .3 4 expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal) pci

g É 3 6hs. Luego de 18 hs en medio mínimc
É D-MEM libre de suero, fueron estimuladas
' 2 o no con lL-1 (100U/ml) o CRH (100nM)

1 l por 6hs. Cada valor fue normalizado a lao Ü Ü I actividadde B-gal.Los resultadosestán

| basal "-‘1 CRH ¡basal "-‘1 CRH expresados como la media i error estandar

AtT_20 l AtT20N77 l (n=3) y se muestra uno de tres
experimentos independientes con
resultados similares.

Figura 33. La línea celular AtT20N77

3_ responde a IL-1 en la estimulación de
NFkB como la línea celular original

g 2.5- ¡g 25 AtT20.

o É 2_ o É 2 Las células AtT20 fueron transfectadas
3 3 3 3 con 500ng del plásmido KB-LUCy 200ng

e É 1'5" e É 1‘5 del vector de expresión

g 1- g 1 RSV-Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs.
' _ Luego de 18 hs en medio mínimo D-MEM

05- 05 libre de suero, fueron estimuladas o no

O- 0 con IL-1 (100U/ml) por 6hs. Cada valor

basal 'L'1 basal "-‘1 fue normalizado a la actividad de B-gal.

AtT20N77 ¡“Tao Los resultados están expresados como la
media i error estandar (n=3) y se

muestra uno de tres experimentos

independientes con resultados similares.



2.3.2.3. Respuesta a lL-1 de la línea celular AtT20N77 sobre la expresión
de POMC.

Con el objetivo de comprobar si los resultados obtenidos utilizando

construcciones plasmidicas y transfecciones transientes eran un correlato de la

regulación a nivel del mRNA de POMC, realizamos la técnica de Northern-blot

sobre la línea celular AtT20 y AtT20N77 en condiciones basales y bajo

estimulación con IL-1. En células AtT20 lL-1 induce al mRNA de POMC en un

100%, por el contrario la línea celular AtT20N77 no responde a la estimulación

por IL-1 (Figura 34). Confirmando la necesidad de Ia actividad de Nur77 en la

inducción de POMC por lL-1.

POMC

Actina

POMC/Actina

IncrementoRelativo

_>

_>

1 2

basal lL-1

AtT-20

3 4

basal IL-1

AtT20N77

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

8

Figura 34. Nur77 es esencial para la

inducción del mRNA de POMC por lL-1.

A. Las células AtT20 o AtT20N77 fueron

estimuladas por 18 hs con lL-1 (100U/ml)

y se realizó el ensayo de Northern-blot

para la detección del mRNA de POMC

como se detalla en Materiales y Métodos.

Se muestra uno de tres experimentos

independientes con resultados similares.

B. Las bandas obtenidas en A fueron

cuantificadas por análisis densitométrico

como se detalla en Materiales y Métodos y

relativizadas según los valores del mRNA

de B-actina.

2.3.2.4. Respuesta a IL-1de la línea celular AtT20N77sobre la secreción
de ACTH

Cuando analizamos la secreción de ACTH en células AtT20N77 observamos

que estas no son estimuladas por tratamiento con lL-1, a diferencia de las



células AtT20 en las cuales la IL-1 produce un aumento significativo en la

ACTH secretada. Confirmando así la necesidad de Ia actividad de Nur77 en Ia

inducción por lL-1 y en la secreción de ACTH (Figura 35). Estos resultados

demuestran que la inducción de POMC y secreción de ACTH por lL-1 es

mediada por la inducción y actividad de Nur77 en células corticotrofas.

18 1

16 —

Figura 35. Nur77 es esencial para Ia

14 q estimulación en la secreción de ACTHpor lL-1.

:É‘ 12 _ Secreción de ACTH en células AtT20 y AtT20N77.

É’ 10 ‘ Las células fueron estimuladas en medio mínimo

E 80 - D-MEM libre de suero por 16hs con o sin IL-1
2 60 _ (100U/ml). Los resultados estan expresados comc

4o _ la media :l: error estandar (n=4. 'p<0.01 con

20 _ respecto al basal. ANOVAcon el test de Scheffe) y
se muestra uno de tres experimentos

o — _.

basal lL-1 basal IL-1
l lL

independientes con resultados similares.

AtT-20 AtT20N77

2.4. Rol de NFkB en la activación de Nur77 e inducción de POMC por |L-1

Los efectos proinflamatorios de IL-1son atribuidos a la actividad de una familia

de factores de transcripción NFkB (p65/p55) sobre sitios kB en promotores de

diversos genes. Sin embargo no ha sido reportada la presencia de esta familia

de factores de transcripción ni su rol en células corticotrofas.

2.4.1. Efectos sobre el promotor de POMC

Para dilucidar un posible rol de NFkB en la estimulación de POMC por IL-1

realizamos transfecciones transientes de AtT20 con el reporter POMC-LUCen

presencia de un vector de expresión para una mutante dominante negativa de

lKB (lKBs). Contrariamente a Io esperado, el tratamiento con IKBs aumenta Ia

sensibilidad de POMC-LUC a Ia estimulación por IL-1 (Figura 36).
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2_ Figura 36. Rol de NFkB en la estimulación del

1'8' promotor de POMCpor IL-1.

o 1'6' Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng

í, 1.4- del plásmído POMC-LUC . 200ng de pcDNA3 o ur

(3’¡g 1_2_ vector de expresión para el superrepresor de IKE

g É. 1_ (lKBs) y 200ng del vector de expresión
8 É 0.8- RSV-Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs. Luego de 1€

‘g hs en medio mínimo D-MEM libre de suero, fueror

' 0'6‘ estimuladas con |L-1 (100U/ml) por 2 hs. Cada valon

0.4- fue normalizado a la actividad de B-gai. Los

0.2- resultados están expresados como la media i error

DJ estandar (n=3) y se muestra uno de dos

|basal lL-1 l |basal lL-1l experimentos independientes con resultados
similares.

pcDNA 3 IKBs

2.4.2. Efectos sobre Ia actividad Nur

Nos preguntamos luego si este efecto también se observaba al analizar la

actividad transcripcional sobre la construccion NurRE-LUC. La sobreexpresión

de IKBs aumenta la magnitud de Ia respuesta a lL-1 confirmando la

especificidad del efecto sobre la actividad Nur (Figura 37). Según estos

resultados NFkB estaría ejerciendo un efecto inhibitoriosobre la actividad Nur.

Para confirmar esta hipótesis tratamos los cultivos con sulfazalasina (un

inhibidor farmacológico de la acción de NFkB) o cotransfectamos las células

con un vector de expresión para relA (p65/NFkB). Observamos que el

tratamiento con sulfazalasina aumenta Ia actividad de Nur y la sobreexpresión

de relA bloquea la estimulación por IL-1(Figura 37). Estos resultados confirman

el rol inhibitorio que ejerce la activación de NFkB sobre la actividad Nur.

En resumen estos resultados demuestran que la acción estimulatoria de IL-1

sobre POMC y la secreción de ACTH involucra la activación de p38 y depende

de la inducción y actividad de Nur77. Además la activación de NFkB por lL-1

tiene lugar en corticotrofos y afecta negativamente la inducción de POMC.
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Figura 37. Rol de NFkB en la estimulación sobre el sitio NurRE por lL-1.

Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng del plásmido NurRE-LUC, 200ng de pcDNA3 o un

vector de expresión para el superrepresor de IKB (IKBs) o para relA (reIA) y 200ng del vector de

expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs. Luego de 16 hs en medio minimo D-MEM libre de

suero, fueron estimuladas con IL-1(100U/ml)en presencia o ausencia de Sulfazalasina (Sulfa) según

se indica por 6 hs. Cada valor fue normalizado a la actividad de B-gal. Los resultados están

expresados como la media d: error estandar (n=3) y se muestra uno de dos experimentos

independientes con resultados similares.

3. Efectos modulatorios de lL-1 sobre la estimulación por CRH y la

inhibición por glucocorticoides de POMCy ACTH.

3.1. Sinergismo entre lL-1y CRH en la actividad de Nur77

Además de los efectos estimulatorios de lL-1 sobre la secreción de ACTH y la

inducción de POMC. IL-1y CRH poseen un efecto sinérgico sobre la activación

de POMC y la secreción de ACTH.

Decidimos entonces evaluar si este efecto podria involucrar a Nur77. En efecto,

al medir la actividad de Nur77 observamos que IL-1 potencia la estimulación

por CRH (Figura 38A), y este Sinergismo correlaciona con el Sinergismo sobre

la secreción de ACTH (Figura 388).
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Figura 38. lL-1 y CRH sinergisan en la actividad

transcripcional de Nur77 y en la secreción de ACTH.

A. Las células AtT20 fueron transfectadas con 500ng

del plásmido NurRE-LUC y 200ng del vector de

expresión RSV-Bgalactosidasa (B-gal) por 6hs. Luegc

de 16 hs de pretratamiento con o sin lL-1(100U/m|). Se

lavaron las células en medio mínimo D-MEM libre de

suero y fueron estimuladas o no con CRH (100nM) por

6hs. Cada valor fue normalizado a Ia actividad de B-gal.

Los resultados están expresados como Ia media t error

estandar (n=3) y se muestra uno de dos experimentos

independientes con resultados similares.

B. Secreción de ACTH en células AtT20. Luego de 16hs

de pretratamiento con o sin lL-1 (100U/ml). Se lavaron

las células en medio mínimo D-MEM libre de suero y

fueron estimuladas o no con CRH (100nM) por 1hs. Los

resultados están expresados como la media i error

estandar (n=4, *p<0.05 con respecto al tratamiento con

CRH. ANOVAcon el test de Scheffe) y se muestra unc

de tres experimentos independientes con resultados
similares.

3.2. Efecto sensibilizador de lL-1sobre la acción de los glucocorticoides.

El eje HPA es activado ante una respuesta inflamatoria con el objetivo de

controlarla y resetear al monocito para que este sea capaz de responder ante

un nuevo estimqu inflamatorio. A su vez los glucocorticoides inhiben la

actividad del eje HPA, especialmente a nivel de la hipófisis inhibiendo la

transcripción del gen de POMC y la secreción de ACTH.

Previamente nuestro laboratorio demostró, como se detalla en la introducción,

en otro modelo experimental que existe un evento sensibilizador a la acción de

los glucocorticoides por pretratamiento con lL-1, y este evento es dependiente

de una mayor unión y actividad transcripcional del receptor de glucocorticoides

a sus elementos respondedores GRE en promotores.
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Nos preguntamos entonces si un evento similar podría existir en los

corticotrofos sobre Ia regulación del mRNA de POMC y la secreción de ACTH.

3.2.1. Efectos sobre la secreción de ACTH

Células AtT20 fueron pretratadas con distintas dosis de |L-1 por 18 hs, luego se

lavo el medio y fueron estimuladas con CRH o CRH y Dexametasona por 2 hs.

Observamos que en ausencia de pretratamiento con lL-1 los glucocorticoides

(en dosis subóptimas, que normalmente no inhiben la secreción de ACTH) no

inhiben la secreción de ACTH al medio estimulada por CRH, por el contrario

cuando los corticotrofos se pretratan con IL-1, los glucocorticoides producen

una inhibición total de la estimulación por CRH (Figura 39).

l Figura 39. El pretratamiento con lL-1potencia el efecto inhibitorio de los
glucocorticoides sobre la secreción de
ACTH.

Las células AtT20 fueron o no pretratadas en

É} É ** Z' medio mínimo D-MEM libre de suero por 18hs

É Z j r M con IL-1 (100U/ml o 10U/ml) como se indica.

< ’ Luego se les cambio el medio por D-MEMlibre

f a de suero. fueron estimuladas con CRH (20nM)c

2 j á CRH mas Dexametasona (10nM) (CRH+DEX)

x ü g ü por 2 hs Losresultadosestán expresados comc
a e 8 e la media :t error estandar (n=4, *p<0.05 con
É E É respecto CRH+DEX sin pretratamiento;
o o o **p<0.01con respecto al correspondiente CRH,

'—] '—J L—J ANOVA con el test de Scheffe) y se muestra

l 0% 54% . 67% uno de tres experimentos independientes con

Sin pretratamiento Pretratamiento Pretratamiento resultados similares.
lL-1 (1 U/ml) lL-1 (10 U/ml)

3.2.2. Efectos sobre el mRNAde POMC

Nos preguntamos si este efecto potenciador era dado a nivel de la expresión

del mRNAde POMC. Realizamos entonces experimentos de Northern-blot bajo



las mismas condiciones. Sin embargo no observamos inhibición por

glucocorticoides en ausencia o presencia de pretratamiento con lL-1 (Figura

40).

Figura 40. El pretratamiento con lL-1 no

_ Y .' en lainhibicióndelmRNAdePOMC.

afecta la sensibilidad a los glucocorticoides

A. Las células AtT20 fueron pretratadas o no por
Actina —>

18 hs con IL-1 (100U/ml). Luego se les cambio

el medio por D-MEM libre de suero y fueron
1 2 a 4 5 6

a I L><u ¡a I ü estimuladas con CRH (20nM) o CRH masE V’ II

3 ° É ¿3 ° É Dexametasona (10nM) (CRH+DEX) por 18 hs.
n:
0 5 Se realizo el ensayo de Northern-blot para la

l l
sm pretratamiento Preuatamento detección del mRNA de POMC como se detalla

'L'1 en Materiales y Métodos. Se muestra uno de

B tres experimentos independientes con
resultados similares.

14 B. Las bandas obtenidas en A fueron

1.2 cuantificadas por análisis densitométrico como

se detalla en Materiales y Métodos y

relativizadas según los valores del mRNA de
POMC/Actina

IncrementoRelativo B-actina.

3.2.3. Efectos sobre adenomas hipofisarios obtenidos de pacientes con la

enfermedad de Cushing

Para ver si los efectos obtenidos en la línea celular corticotrofa tienen un

correlato en adenomas humanos, realizamos cultivos primarios de adenomas

hipofisarios extraídos de pacientes con la enfermedad de Cushing y utilizamos

un protocolo de secreción de ACTH similar al realizado sobre la línea celular

AtT20. Observamos que aunque existe una tendencia no significativa a la

inhibición por glucocorticoides en la secreción por CRH, el pretratamiento con

IL-1de los cultivos aumenta el grado de esta inhibición pasando de 22% a 34

%, siendo esta inhibición significativa (Figura 41).



2400: Figura 41. El pretratamiento con lL-1 potencia

2000; * el efecto inhibitorio de los glucocorticoides
_ T HH *** sobre la secreción de ACTH en cultivos
E 1600- . . . . . .
3, ; primarios de tumores hipofisarios Cushing.
D. .

E 1200- Cultivos primarios de adenomas hipofisarios
2 fueron o no pretratados en medio mínimc

D-MEM libre de suero por 15hs con IL-1

(20U/ml) como se indica. Luego se les cambió e

á/
áamm

medio por D-MEM libre de suero, fueron

estimuladas con CRH (20nM) o CRH mas
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Pretratamiento
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SÍnPretratamlento de tres experimentos independientes con
resultados similares.

3.2.4. Efectos de lL-1sobre GR

Nos preguntamos luego si esta diferencia en Ia sensibilidad de los corticotrofos

a los glucocorticoides es debida a un cambio en la afinidad o cantidad de sus

receptores (GR).

Para esto realizamos la técnica de Scatchard sobre de células AtT20 sin tratar

o tratadas con lL-1 por 16hs. Observamos que el tratamiento con lL-1 no

modifica la cantidad o afinidad de GR a su Iigando (Figura 42).

De estos resultados podemos concluir que existe un efecto sensibilizador de

IL-1 a la posterior acción de los glucocorticoides, que se evidencia en la

secreción de ACTH en cultivos de la línea celular AtT-20 y en cultivos primarios

de adenomas hipofisarios. Este efecto no es consecuencia de una diferente

regulación del mRNA de POMC ni tampoco se debe a un cambio en las

características farmacológicas de GR.
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Figura 42. Efectos de lL-1sobre el receptor de glucocortlcoldes (GR).

Células AtT20 fueron estimuladas o no con IL-1 (100U/ml) por 16 hs. Luego se realizó e

análisis de Scatchard como se describe en Materiales y Metodos para Ia caracterización de

receptor de glucocorticoides (GR).



V) DISCUSIÓN

En este trabajo de tesis abordamos el estudio de Ia función corticotrofa normal

y tumoral focalizándonos en tres temas fundamentales: los eventos

moleculares involucrados en Ia regulación de los factores de transcripción Nur

en Ia función corticotrofa por CRH y CAMP,Ia implicancia de los factores Nur en

Ia regulación corticotrofa por IL-1 y los efectos de interacción entre |L-1, CRH y

glucocorticoides.

Hemos caracterizado los mecanismos de señalización por CRH y cAMP.

Encontramos que disparan una serie de eventos de transducción de señales

dependientes e independientes del calcio entrante, que involucran la activación

de las MAPK y regulan Ia función corticotrofa mediante Ia inducción y

fosforilación/activación de los factores Nur. Identificamos Ia presencia de un

camino de MAPKfuncional en corticotrofos y el mecanismo de regulación que

este ejerce sobre la actividad de los factores Nur y por ende sobre la respuesta

corticotrofa a Ia acción de CRH. Discutiremos en un primer capítqu estos

hallazgos.

Estudiamos de que forma IL-1 estimula al corticotrofo y encontramos que

también IL-1 ejerce su acción estimulatoria mediante la inducción y activación

de Nur77 y no de Nurr1 o NFkB. Aunque se había identificado previamente Ia

activación del corticotrofo por IL-1, el mecanismo de inducción de POMC por

esta citoquina era completamente desconocido, así como los caminos de

transducción de señales involucrados. En este trabajo identificamos por

primera vez que Nur77 es el factor de transcripción involucrado en la

estimulación de POMC por IL-1.

Estos resultados evidencian por primera vez un mecanismo común de

activación de POMC por CRH e IL-1 ya que comparten la inducción y actividad

de Nur77, aunque las señales de transducción disparada por cada uno de ellos

es completamente distinta Estas vías serán discutidas en un segundo

apartado.



El mecanismo involucrado en el efecto sinérgico que ocurre entre CRH e IL-1

sobre Ia estimulación de Ia secreción de ACTH involucra un efecto sinérgico a

nivel de Ia actividad de los factores Nur. Implicando que Ia potenciación ocurre

por interacción entre los distintos caminos de transducción de señales, que

conlleva a una mayor actividad Nur e inducción de POMC. El tratamiento con

IL-1 de adenomas corticotrofos humanos en cultivo produce un aumento a la

sensibilidad de inhibición por glucocorticoides. Este resultado es de gran

relevancia para el tratamiento de pacientes que sufren el síndrome de Cushing.
Estas interacciones funcionales las discutiremos en últimotérmino.

Se discutirá a continuación cada uno de los capítulos presentados en esta
tesis.

1. Mecanismos Moleculares involucrados en la inducción y activación de

los factores Nur por CRHy cAMP

Los resultados muestran que en células corticotrofas AtT20 existen dos

caminos de señalización que están involucrados río abajo en la cascada de

señalización por PKA estimulada por cAMP y CRH (Figura 43).

Uno de estos caminos es dependiente de la entrada de calcio por canales

voltaje dependientes tipo L en la membrana plasmática. El calcio entrante

activa a la protein quinasa CAMKIIy regula la inducción y activación de Nur77 y

Nurr1.

El otro camino es independiente de CAMKIIy se hace evidente solo por

estimulación conjunta con CRH y NA o por análogos permeables de cAMP

(CPT-cAMP), es dependiente de PKA y también produce la inducción y

activación de Nur77 y Nurr1, con Ia consiguiente estimulación de la MAPK

ERK1, 2. Ambas vías involucran la activación de la proteina G pequeña Rap1

y la protein quinasa B-Raf. La activación de las MAPKestimula al promotor de

POMC mediante un aumento en la transactivación de Nur77 y no mediante su

inducción.



En células endocrinas, las acciones de CAMPpueden ser dependientes o

independientes de PKA (Richards. 2001). Nosotros mostramos que en células

AtT20, la señalización por CAMPy CRH sobre Nur77 y Ia expresión de POMC,

incluyendo la activación del camino de MAPKson dependientes de la acción de

PKA, ya que los efectos de CRH y cAMP son bloqueados por el inhibidor de

PKA H89, o cuando se sobreexpresa una forma mutante de la subunidad

regulatoria de PKA que no puede unir cAMP y liberar Ia subunidad catalítica

para que ejerza su acción.

Demostramos ademas que la inducción de Nur77 y la activación del promotor

de POMC por CRH depende de la entrada de calcio por canales voltaje

dependientes tipo L en la membrana plasmática. Este efecto es ejercido a nivel

del promotor de Nur77. EI promotor de Nur77 no posee sitios consenso

respondedores a cAMP (CRE) que puedan ser responsables de Ia inducción

ejercida por CAMP-PKAo niveles elevados del calcio intracelular vía CAMKII.

La regulación del promotor de Nur77 fue estrictamente estudiada en células T

del sistema inmune, ya que la inducción de Nur77 estimula la apoptosis de

linfocitos T asociada a Ia deleción cIonaI intratímica (Calnan et al. 1995). En

linfocitosT se identificaron dos zonas que pueden ser reguladas por calcio en

el promotor de Nur77 en las cuales interactúa MEF2 (posiciones —295y —255)

(Blaeser et al. 2000, Woronicz et al. 1995, Youn et al. 1999), además se

identificó un sitio consenso para el pegado de NFAT, factor involucrado en la

activación de linfocitos T, el cual es activado por desfosforilación por la

calcineurina, que es una protein fosfatasa dependiente de calcio/calmodulina.

Sin embargo Ia regulación del promotor de Nur77 independiente del calcio

también fue descripta e involucra diferentes posiciones del promotor. Por

ejemplo, en fibroblastos factores de crecimiento presentes en SFB estimulan la

expresión de Nur77 en forma inmediata que es independiente de la síntesis

proteica (como por ejemplo de c-fos) y retardada, que depende de la síntesis

de nuevas proteínas. Los elementos responsables de Ia inducción rápida están

localizados entre las posiciones -86 y —126e incluye a un elemento

respondedor CArG. común entre los factores estimulados por suero. Por el

contrario, la estimulación tardía depende de sitios "AP-1 like”y probablemente

de Ia inducción de c-fos o Zif268. otro gen de expresión temprana (Williams &



Lau. 1993). En células AtT20 la inducción de Nur77 por CRH tiene una cinética

de expresión temprana, el pico de mRNA se produce a la hora post­

estimulación y decae a niveles basales a las 2 hs (Philips et al. 1997a).

Observamos además que esta inducción se produce aún en presencia de un

inhibidor de Ia sintesis proteica como cicloheximida (no mostrado). Aunque no

estudiamos los elementos responsables de Ia inducción de Nur77 por calcio y

CAMPen corticotrofos probablemente involucre dos sitios AP1 localizados entre

las posiciones -70 y -35 en el promotor. Estos sitios son un buen candidato

para conferir la respuesta a calcio y a CAMP,ya que se ha descripto que el

factor de transcripción respondedor a cAMP (CREB) puede interaccionar con el

sitio AP1 y activar la transcripción (Nagamoto-Combs et al. 1997). Sin embargo

son necesarios más estudios para confirmar el o los sitios de acción

involucrados en las vías del calcio y CAMPsobre el promotor de Nur77.

Contrariamente, el promotor de Nurr1 contiene secuencias consenso CRE

(Castillo et al. 1997), que puede conferir tanto la respuesta a CAMPcomo al

calcio.

De los resultados obtenidos en los experimentos de Northern-blot para Nur77 y

Nurr1 puede extrapolarse una mayor preponderancia del calcio en Ia regulación

de Nur77 que la regulación de Nurr1, ya que el tratamiento de las células AtT20

con el agonista de los canales de calcio tipo L, tiene un efecto mayoritario

sobre la inducción del mRNA de Nur77 que sobre el de Nurr1 (Figura 4). La vía

dependiente de Ia entrada de calcio es necesaria y suficiente para la actividad

e inducción de Nur77 y Nurr1, y esta vía es la que actúa bajo tratamiento con

CRH. Sin embargo cuando el cAMP intracelular es elevado a niveles mayores

que los obtenidos por tratamiento con CRH, como por ejemplo por tratamiento

con un análogo permeable de CAMP,se hace evidente una via de señalización

que es independiente de Ia entrada de calcio a la célula. El tratamiento

conjunto de CRH y NAevidencia también esta vía de señalización.
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Figure 43. Caminos de señalización involucrados en la inducción y activación de los

factores Nur y la expresión de POMCpor CRHy cAMP.

La activación de PKA por CRH y CAMPinvolucra dos caminos de transducción de señales

principales: uno que depende de la entrada de calcio e involucra la actividad de CAMKII;el otro

es independiente del calcio entrante. EI camino de MAPKes también activado por CRH y cAMP

por caminos dependientes e independientes del calcio e involucra la actividad de Rap1; B-Raf;

MEK y ERK. Estos caminos de transducción de señales regulan la expresión de POMC por

diferentes mecanismos: a) inducción de Nur77 y Nurr1 por caminos dependientes e

independientes del calcio entrante, que no involucran la actividad de MAPKb) La estimulación

de la fosforilación y actividad transcripcional de Nur77 por la actividad de MAPK.

Se indican los agentes inhibidores y estimuladores utilizados en esta tesis doctoral.

El area sombreada corresponde a los caminos de señales previamente descriptos. El area no

sombreada corresponde a los nuevos caminos descriptos en este trabajo para la estimulación

de los factores Nur por CRH y cAMP.

El hecho de que los niveles de CAMPsean elevados solo al doble por el

tratamiento con CRH y en forma temporaria (Antaraki et al. 1997) puede ser la

causa de que estos niveles de CAMPno sean suficientes para la estimulación

del promotor de POMC y la activación de Nur77/Nurr1 en ausencia del calcio.

El tratamiento con NA y CRH en conjunto puede producir mayores niveles

intracelulares de CAMPo mas duraderos que hagan evidente la vía de

estimulación independiente del calcio. Además se ha descripto un efecto

sinérgico entre CAMPy elevados niveles intracelulares del calcio en varios

modelos celulares como células B-pancreáticas, astrocitos y células



pertenecientes al sistema inmune para mencionar algunos (Ogata et al. 1996.

Regenhard et al. 2001, Yaekura et al. 1996), Un efecto potenciador entre

ambas vías puede estar ocurriendo en los efectos observados en células
AtT20.

En efecto, acciones dependientes e independientes del calcio fueron

demostradas mediante el uso de inhibidores específicos de protein fosfatasas

en células AtT20 (Antaraki et al. 1997). Además las células AtT20 poseen dos

isoformas de la subunidad regulatoria de PKA, Ia tipo I y la tipo ll. siendo Ia más

abundante la tipo Il. Se ha demostrado que CRH, a diferencia de CAMP,

estimula solo a la isoforma tipo I, mientras que el tratamiento con CAMP

estimula ambas isoformas en células AtT20 (Erlichman et al. 1984, Litvinet al.

1984). Una hipótesis que se desprende de esto es que tal vez la activación de

Ia isoforma I no es suficiente para producir la inducción/activación de los

factores Nur y Ia inducción del promotor de POMC en ausencia del calcio. Sin

embargo niveles mas elevados de cAMP por tratamiento con NA y CRH o por

análogos de cAMP como CPT-cAMP logran una mayor activación de PKA, que

es independiente del calcio para sus efectos.

Además, demostramos que existe una vía de MAPK funcional en células

corticotrofas y que está involucrada en la inducción de POMC mediante la

activación sobre el sitio NurRE. Se utilizaron mutantes dominantes negativas y

mutantes constitutivamente activos de Rap1 o MEK,inhibidores farmacológicos

de MEK1 como P098059 y UO126, así como Ia expresión de B-Raf salvaje

para mostrar la relación estimulatoria en la via de MAPKejercida por Rap1.

Demostramos que existe una vía de MAPK funcional en corticotrofos por

distintos métodos:

a) Utilizamos transfecciones transientes con un vector de expresión

constitutivo para la proteína quimérica GaI4-Elk1(la actividad

transcripcional de Elk1 es incrementada por fosforilación directa de

ERK1, 2) y un vector reportero que responde solo a este factor ya que

posee elementos que son reconocidos solamente por el dominio de



unión al DNA de Gal4, de esta forma un aumento en la actividad

transcripcional es un correlato de la actividad de ERK1, 2.

b) Medimos Ia actividad de ERK2 ¡n vitro. bajo tratamiento con CRH y

CAMP

c) Medimos Ia fosforilación de ERK1, 2 en la célula por tratamiento con

CRH y CAMP por Ia técnica de Western-blot, como indicativo de su

activación.

Mediante estos métodos demostramos que la actividad de MAPK es

incrementada en la célula por tratamiento con CRH y CAMPy mediante el uso

de inhibidores y estimuladores moleculares y farmacológicos, como ya

mencionamos. demostramos que involucra Ia activación de Rap1- B-Raf­

MEK1, 2- ERK1, 2.

Esta es la primer evidencia de que la via de MAPKexiste en corticotrofos y es

estimulada por tratamiento con CRH y CAMP.Aunque la existencia de una vía

de MAPK funcional fue descripta para Ia regulación de varias células

hipofisarias como Iactotrofos, somatotrofos y gonadotrofos como ya se explicó

en la introducción, no se habia descripto previamente en células corticotrofas.

Sin embargo ya se habia asociado una activación de MAPKen células CHO,

mediante Ia transfección transiente de un vector de expresión para CRH-R10Ly

CRH-R28 y tratamiento con urocortina (que interacciona con este receptor

como Io hace CRH). En estas células la activación de la via de MAPK es

completamente distinta a como ocurre en corticotrofos, ya que involucra a la

proteina Gq, un aumento en los niveles de IP3 y activación de la PKC,

contrariamente el tratamiento con CRH de estas células es incapaz de activar

Ia via de MAPK(Grammatopoulos et al. 2000). Esta diferencia de respuesta

respecto a los corticotrofos no es sorprendente ya que Ia activación o inhibición

de la vía de MAPKes estrictamente dependiente del tipo celular estudiado por

la presencia o ausencia de componentes específicos en Ia cascada, como ya
se discutió en la introducción.

En este trabajo de tesis demostramos además que esta via de señalización por

MAPKpuede ser regulada diferencialmente por CRH y CAMP.En forma similar

a los caminos que regulan la inducción de Nur77 y Nurr1, también existen vías



dependientes del calcio para la estimulación de las MAPK por CRH y vías

independientes del calcio, que se evidencian por niveles mayores de CAMP.

Esta activación por MAPK está involucrada en Ia regulación de la actividad

transcripcional de Nur77 y no la inducción de Nur77 o Nurr1.

La activación de Rap1 dependiente o independiente de PKA fue descripta en

diversos modelos celulares (Grewal et al. 2000b, Rooij et al. 1998, Tsygankova

et al. 2001). Nosotros observamos que en Células AtT20 la activación de Rap1

por CAMPes dependiente de PKA. La expresión de B-Raf es esencial para la

activación de la vía de MAPK por Rap1 (Grewal et al. 2000b, Qiu et al. 2000,

Vossler et al. 1997b). Mostramos además que B-Raf se expresa

constitutivamente en Células corticotrofas y cuando este es sobreexpresado

mediante transfecciones transientes con un vector de expresión se incrementa

la estimulación de Ia vía de MAPKpor CRH. En algunos tipos celulares CAMP

estimula Ia fosforilación de Rap por PKA y la inhibición de Ia activación de

Raf-1 por Ras (Cook & McCormick. 1993, Wu et al. 1993). La presencia de

B-Raf otorga una vía extra de activación del camino de MAPK.La expresión de

B-Raf es tejido específica y se estableció una correlación entre Ia presencia o

ausencia de B-Raf y el efecto estimulatorio o inhibitorio del CAMPsobre la vía

de MAPK(Qiu et al. 2000) (Figura 9). Por ejemplo en neuronas, que expresan

B-Raf, el tratamiento con CAMP estimula Ia vía de MAPK, sin embargo en

astrocitos que no expresan B-Raf, el tratamiento con CAMP inhibe Ia

estimulación de la via de MAPK (Dugan et al. 1999). AI forzar Ia expresión de

B-Raf en Células de una línea de astrocitoma, el tratamiento con CAMPestimula

Ia vía de MAPKen forma dependiente de Ia activación de Rap1 (Dugan et aI.

1999). Usando Ia forma mutante constitutiva de Rap1 (RapG12V) demostramos

que en Células AtT20 el camino que une la activación de Rap1 con la activación

de ERK y el aumento en la actividad transcripcional de Elk1 existe y puede ser

atribuido a Ia presencia de B-Raf, como fue previamente descripto en Células

PC12 (Vossler et al. 1997a).

Demostramos que RapG12V puede estimular Ia actividad transcripcional basal

de E|k1 y Ia actividad de ERK pero no estimula la actividad basal de los
factores Nur sobre el sitio NurRE. Este resultado es consistente con el hecho

de que las MAPK, a diferencia de la vía del calcio y PKA, no aumenta los



niveles del mRNA de Nur77 y Nurr1 y en ausencia de estos factores no puede

observase regulación por las MAPK.Coherentemente la sobreexpresión de una

mutante constitutivamente activa para MEK (MEK-EE) estimula la actividad

transcripcional de Nur77, cuando es sobreexpresado con un vector de

expresión, sobre el sitio NurRE aún en ausencia de tratamiento.

Nosotros mostramos que en células corticotrofas AtT20 B-Raf se expresa y

mediante el uso de inhibidores farmacológicos (P098059, UO126), bioquímicos

(quinasas y ensayos de fosforilación de Nur77) y moleculares (vectores de

expresión de formas activas constitutivamente o dominantes negativos) que

existe una vía de MAPKfuncional en corticotrofos que involucra (Rap1-B-Raf­

MEK1,2 -ERK1, 2).

Los estudios con NIF muestran que rio abajo en la cascada de PKA por

estimulación con CRH y CAMPinvolucra no solo caminos dependientes del

calcio sino también calcio independientes, los cuales pueden ser

particularmente importantes para Ia regulación de Ia actividad Nur

independiente del calcio.

Ejemplos de regulación de la cascada de MAPKque dependen del calcio son

varios. En células PC12, la activación de MAPK por el factor de crecimiento

neuronal (NGF) estimula la actividad MAPK,y esta estimulación es inhibida por

un inhibidor de calmodulina, este efecto es debido a un bloqueo de Ia actividad

de Ia quinasa de Ref-1 y B-Raf (Egea et al. 2000). Se ha descripto también la

fosforilación de CREB dependiente e independiente del calcio en células PC12;

en este caso también la fosforilación dependiente del calcio requiere de la

actividad del camino Rap1-B-Raf-MEK-ERK (Grewal et al. 2000a). Parecería

entonces que caminos comunes de regulación dependientes e independientes

del calcio existen en células corticotrofas y neuronales.

Las MAPK regulan la transactivación de Nur77 pero no su inducción. La

actividad basal y estimulada de la proteína quimérica GaI4-Nur77 son inhibidas

cuando se tratan las células con el inhibidor de MEK (P098059).

Contrariamente, el tratamiento con este inhibidor no afecta la inducción del

mRNA de Nur77 y Nurr1 por CRH o cAMP.



El aumento en la actividad transcripcional de Nur77 por tratamiento con CRH y

CAMPcorrelaciona con la capacidad de Nur77 de ser fosforilado ¡n vitro por

ERK2. En la secuencia aminoacídica de Nur77 existen 2 sitios consenso de

fosforilación localizados en las posiciones 108 y 325 que pueden ser blanco de

esta fosforilación. Pero estudios adicionales son necesarios para identificar los

sitios blancos de ERK2 con precisión. La actividad de MAPK basal puede

depender de factores autocrinos o paracrinos presentes en el medio de cultivo.

En concordancia con este nivel de actividad basal, la sobreexpresión de Nur77

sin estímulos externos es capaz de incrementar Ia transcripción sobre los sitios

NurRE y NBRE (Philips et al. 1997a). esto indica que la proteína

sobreexpresada es al menos en parte activa transcripcionalmente. Además la

actividad basal de MAPK es probablemente necesaria para Ia actividad

transcripcional de Nur77, ya que el tratamiento con el inhibidor de MEK reduce

drásticamente la transactivación de GaI4-Nur77.

En células fibroblásticas NlH3T3, la activación de CREB es dependiente de la

actividad basal de MAPK. En estas células. aunque el camino de MAPKque

involucra Raf-MEK-ERK no es activado por el tratamiento con forskolina. la

inhibiciónde este camino por dominantes negativos de Raf o por el inhibidor de

MEK (P098059) puede inhibir la transcripción por CREB sin afectar la

fosforilación en la serina 133, Ia cual es necesaria para interactuar con el

coactivador CBP y activar la transcripción (Seternes et al. 1999).

En conclusión, demostramos que CRH y CAMPgatillan una serie de señales

dependientes e independientes del calcio, incluyendo al camino de las MAPK

(Figura 43). Estas distintas vías de señales se combinan para regular la

expresión y actividad de Nur77 y Nurr1 resultando en un control unificado de la

expresión de POMC y por ende producción de ACTH.

Como fue recientemente descripto, cAMP actúa por diferentes caminos,

incluyendo el camino Rap-Raf-MEK-ERKen algunos tipos celulares y estados

de diferenciación (Richards. 2001). Incluso es posible que en algunas células Ia

fosforilación de CREB mediada por PKA y la fosforilación de otras protein

quinasas como PDK1. PKB (o akt) y MAPK puedan ser necesarias para la

activación completa de la transcripción (Richards. 2001).



En esta parte de Ia tesis demostramos que las células corticotrofas AtT20

constituyen una célula endocrina importante en Ia cual este camino de

señalización es relevante para el control de Ia expresión de POMC por los
factores Nur.

2. Relevancia y dependencia de la actividad de Nur en la inducción de

POMC por lL-1.

Ya mencionamos anteriormente Ia importancia y relevancia de los factores Nur

en la regulación del promotor de POMC por CRH.

Recientemente se identificaronlos elementos respondedores en el promotor de

POMC a las citoquinas pertenecientes a Ia familia de gp130 (LIF e IL-11)

(Philips et al. 1997a, Ray et al. 1996), e involucran la activación de los factores

de transcripción STAT (Ray et al. 1996). Si embargo los factores de

transcripción involucrados en la inducción del mRNA de POMC por lL-1 no

habían sido descriptos.

En esta parte de Ia tesis demostramos que Ia inducción del mRNA de POMC

por lL-1 involucra Ia inducción y actividad de Nur77 y no Nurr1. Es mas,

demostramos que este efecto es específico de IL-1ya que las otras citoquinas

pertenecientes a Ia familia de gp130, como lL-6. IL-11 y LIF, aunque

incrementan los niveles de mRNA de POMC y estimulan la actividad del

promotor de POMC (Arzt et al. 1999, Auernhammer & Melmed. 1999, Ray &

Melmed. 1997, Ray et al. 1996), no Io hacen a través de los factores Nur.

La estimulación sobre el sitio NurRE por lL-1 es dependiente de Ia actividad de

la protein quinasa p38. Además demostramos que Nur77 es esencial para la

función de |L-1 en células corticotrofas, ya que:

a) El promotor de POMC con el sitio NurRE mutado no responde a Ia

estimulación por |L-1

b) Desarrollamos una línea celular que sobreexpresa una mutante

dominante negativa de Nur77, esta forma carece el dominio de

transactivación, interactúa con los sitios NBRE y NurRE y no activa la



transcripción (Philips et al. 1997a. Woronicz et al. 1994). Esta línea es

insensible a Ia estimulación de IL-1,ya que:

- lL-1 no estimula al sitio NurRE

- |L-1 no induce al mRNA de POMC.

- IL-1 no estimula la secreción de ACTH por IL-1.

La ausencia de efectos a el tratamiento con lL-1 en Ia línea que sobreexpresa

la dominante negativa de Nur77. no es debida a un efecto de interrupción de Ia

cascada de señalización por el receptor de |L-1 sino que es específica sobre la

actividad Nur. ya que Ia respuesta estimuladora de IL-1 sobre elementos

respondedores a NFkB (factor de transcripción involucrado en Ia inducción de

promotores de citoquinas en células inmunes por tratamiento con IL-1)no se ve

alterada.

lL-1 es capaz de incrementar la transcripción sobre el sitio NurRE, pero no

sobre el sitio NBRE. Esta diferencia de acción puede ser debida a Ia diferente

estequiometría requerida por los sitios NurRE y NBRE ya que el sitio NurRE

requiere la interacción de homo o heterodímeros de Nur77, Nurr1 o NOR1 y

NBRE interacciona solo con una proteína como monómero (Murphy et al. 1995.

Wilson et al. 1991, Wilson et al. 1992). Otra explicación posible es Ia diferencia

de respuesta que posee cada sitio. CRH produce una estimulación de 20 veces

sobre NurRE-LUC pero solo de dos veces sobre el sitio NBRE-LUC (Philips et

al. 1997a). esta diferencia en sensibilidad a CRH correlaciona con el rol

preponderante del sitio NurRE para la regulación de POMC. ya que la deleción

o mutación de este sitio anula la inducción por CRH (Philips et al. 1997a).

Contrariamente a CRH que induce el mRNA de Nur77 y Nurr1, lL-1 induce solo

el mRNA de Nur77. NOR1 puede interaccionar con el sitio NurRE pero no es

tan efectivo como Nur77 en estimular Ia transcripción (Fernandez et al. 2000,

Maira et al. 1999). Entonces Ia unión de homodímeros de Nur77 debe ser la

responsable de la activación sobre el sitio NurRE por IL-1,aunque podría existir

unión de heterodímeros entre Nur77 y NOR1.



Como ya mencionamos en la introducción lL-1 gatilla diferentes caminos de

señalización, siendo el receptor tipo I el responsable de la transducción de la

señal mediante la interacción con proteínas accesorias que poseen actividad

tirosina quinasa (Baud et al. 1999. Dinarello. 1994). La interacción con estas

proteínas dispara una serie de cascadas de señales que termina con la

activación de JNK, p38 y PKC, entre otros (Baud et al. 1999, Dinarello. 1994,

Gwosdow et al. 1994). Investigamos el rol que ejerce cada uno de estos

caminos de protein quinasas en los efectos estimulatorios de IL-1 sobre la

actividad transcripcional e inducción de Nur77. Observamos que el bloqueo de

p38 reduce drasticamente Ia inducción y la actividad transcripcional de Nur77,

sin embargo Ia inhibición de PKC produce una inhibición de menor magnitud

tanto en el mRNA de Nur77 como en Ia actividad transcripcional.

Diferentes patrones de fosforilación de Nur77 fueron descriptos por diferentes

estímulos (Katagiri et al. 1997). Nur77 es fosforilada en su estado basal

(Fahrner et al. 1990) y como ya se mencionó anteriormente la modulación de su

actividad es ejercida por fosforilación. Varios sitios de Nur77 pueden ser blanco

de fosforilación de la protein quinasa p38. El tratamiento con IL-1 de células

AtT20 produce Ia fosforilación de diferentes proteínas, entre ellas una con el

mismo peso molecular de Nur77 (Fagarasan et al. 1990). Sin embargo aún no

se ha determinado si Nur77 es realmente fosforilada dentro de la célula por

tratamiento con IL-1, ni si es un blanco de fosforilación directo por p38.

Dado que IL-1 estimula la transcripción mediada por NFkB, y la activación de

este factor está involucrada en la mayoría de los efectos transcripcionales

estimulados por lL-1 en diferentes modelos celulares, investigamos el posible

rol de este factor en la inducción del mRNA de Nur77 y la actividad Nur por

tratamiento con IL-1. Contrariamente a Io esperado, la transfección transiente

con una mutante superrepresora de IKB(se une a NFKB y Io mantiene en su

forma inactiva en el citoplasma), que no puede fosforilarse y liberar a NFkB

para que active Ia transcripción en sus genes blanco, en vez de inhibir la

actividad de Nur77, potencia la estimulación por lL-1 produciendo un

incremento en la activación del promotor de POMC y sobre los elementos

NurRE. En concordancia, el tratamiento con sulfazalasina (un inhibidor de Ia



activación de NFkB) produce un efecto similar. Esto evidencia que IL-1 está

produciendo dos efectos contrapuestos, uno estimulatorio mediante Ia

inducción del mRNA de Nur77 y uno inhibitorio mediante la activación de NFkB.

Si bien la presencia o función de NFkB en células corticotrofas no ha sido

caracterizada previamente, nosotros observamos mediante transfecciones

transientes con un vector reportero que contiene elementos KB(de respuesta a

NFkB) acoplados al gen de LUC, que existen elevados niveles basales de

actividad en células AtT20 (no mostrado), si se compara con otros factores de

transcripción como AP1. Es posible entonces que posea una función regulatoria

en el corticotrofo.

Una hipótesis que explicará estos resultados sería que los elevados niveles

basales de actividad de NFkB estén probablemente afectando Ia respuesta

celular en su conjunto mediante el secuestro de coactivadores específicos. EI

tratamiento con Ia mutante superrepresora de IKB, podría liberar estos

coactivadores de Ia transcripción y producir una estimulación de la actividad

transcripcional en una forma mas general. Aunque el mecanismo específico de

acción no está claro, esta inhibición, ejercida por Ia activación de NFkB por IL-1

puede explicar el efecto de menor magnitud que posee lL-1 sobre Ia actividad

Nur si se compara con Ia activación ejercida por CRH. dado que ambos

estimulan al mRNA de Nur77 en proporciones similares.

Esta tesis describe por primera vez los mecanismos moleculares involucrados

en la inducción del mRNA de POMC y Ia secreción de ACTH estimulada por

IL-1, demostrando una dependencia estricta en Ia inducción y actividad de

Nur77 en células corticotroficas.

3. Efectos modulatorios de IL-1 sobre la estimulación por CRH y la

inhibición por glucocorticoides de POMCy ACTH

Demostramos que no solo IL-1ejerce su efecto sobre Ia secreción de ACTH e

inducción de POMC sino que también sensibilizan a Ia hipófisis a la acción

estimuladora de CRH e inhibidora de los glucocorticoides.



Como ya mencionamos en la introducción efectos modulatorios entre CRH e

IL-1 se han descripto a nivel del corticotrofo sobre Ia secreción de ACTH y

B-endorfina. CRH e lL-1 producen un incremento mayor en Ia secreción de

B-endorfina y ACTHcon respecto al tratamiento con CRH sola (Fagarasan et al.

1989, Payne et al. 1994). CRH e IL-1 sinergizan en Ia inducción de POMC en Ia

línea AtT20 (Katahira et al. 1998). IL-1 modula los receptores a CRH en la

hipófisis (Parsadaniantz et al. 1997) y el tratamiento con CRH afecta Ia

sensibilidad a IL-1 en la hipófisis ¡n vivo (Payne et al. 1994) e ¡n vitro (Webster

et al. 1991). Nosotros demostramos que lL-1 y CRH sinergizan para aumentar

la transcripción sobre el sitio NurRE, este efecto provee la base molecular para

el sinergismo que se observa entre IL-1y CRH en la secreción de ACTH y en la

inducción del mRNA de POMC.

El mecanismo de inhibición por glucocorticoides que es afectado por el

pretratamiento con IL-1es sobre Ia secreción de ACTH estimulada por CRH y

no por una disminución en los niveles de expresión del mensajero de POMC.

La mayor inhibición ejercida por los glucocorticoides no es debida a un

aumento en las características de unión de GR a los glucocorticoides ni por una

variación en el número de receptores. En este trabajo de tesis no observamos

variación alguna en los parámetros de unión de GR a su Iigando por el método

de Scatchard, siendo Ia afinidad por el Iigando y el número de receptores

exactamente los mismos. Previamente demostramos que el pretratamiento con

IL-1 aumenta la actividad transcripcional de GR sobre elementos GRE en Ia

línea celular AtT20 (Costas et al. 1996). Este efecto podría ser el responsable

de la mayor sensibilidad a Ia acción inhibitoria de los glucocorticoides por
tratamiento con lL-1.

Este aumento en Ia sensibilidad a Ia acción inhibitoria de los glucocorticoides

por tratamiento con lL-1 puede tener un correlato fisiológico en la inhibición que

ejercen los glucocorticoides sobre el sistema HPA una vez activado, por

retroalimentación negativa. Cuando Ia activación del eje HPA se da como
consecuencia de una reacción inflamatoria e lL-1es el mediador involucrado en

esta activación, un aumento en la sensibilidad a Ia retroalimentación negativa

por glucocorticoides contribuiría a esta inhibición.



Como ya mencionamos en Ia introducción, existen distintos mecanismos de

inhibición de la acción corticotrofa por glucocorticoides: la inhibición tardía que

involucra Ia inhibición de los niveles del mRNA de POMC y Ia inhibición

intermedia que involucra un efecto inhibitorio a nivel de la secreción de ACTH.

Demostramos en esta parte de Ia tesis que el efecto sensibilizador a Ia acción

de los glucocorticoides se da a nivel de la inhibición de Ia secreción de ACTH y

no a nivel de la inducción del mRNA de POMC. Estos resultados se observan

en tiempos breves de secreción como a las 3 hs y a 2h.

El efecto de inhibición intermedia por glucocorticoides depende de la síntesis

proteica y para observar la sensibilización por IL-1fue necesario pretratar a las

células por 18 hs, esta cinética de sensibilización sugiere que estaría

involucrado un efecto transcripcional por IL-1.

Otros mecanismos de regulación de Ia actividad de GR por caminos de

transducción de señales fue demostrada; por ejemplo el tratamiento con IL-2o

IL-4 aumenta Ia cantidad de GR fosforilado, produce una disminución en Ia

unión de GR a su ligando y una menor actividad represora de GR, esta

regulación es ejercida por Ia protein quinasa p38 (lrusen et al. 2002).

Por otro lado Vanadato, que inhibe Ia activación de GR por manternerlo unido a

las proteínas heat shock, si es agregado luego de la estimulación de GR por

glucocorticoides, potencia Ia actividad transcripcional sobre sitios GRE en

presencia del ligando, este efecto es dependiente de la actividad tirosina

quinasa y probablemente de la activación de las vías de MAPK(Li Calzi et al.

2002). lL-2 afecta negativamente la actividad transcripcional de GR sobre sitios

GRE, y probablemente esta inhibiciónes consecuencia de la interacción entre

STAT5 y GR (Biola et al. 2001).

Los adenomas corticotrofos poseen elevados niveles de secreción de ACTH,

los cuales son insensibles a la acción inhibitoria por glucocorticoides (Newell­

Price et al. 1998). En esta tesis demostramos que la acción sensibilizadora de

IL-1sobre la inhibición por glucocorticoides se evidencia tanto en células AtT20

como en cultivos primarios de adenomas corticotrofos humanos.



El aumento en la sensibilidad de glucocorticoides en la hipófisis, y por ende una

disminución en la secreción de ACTH y glucocorticoides plasmáticos a raíz de

los ya elevados niveles de glucocorticoides en pacientes que sufren Ia

enfermedad de Cushing, es de alta relevancia para el tratamiento de la

enfermedad. En este sentido el tratamiento con lL-1 y con combinaciones de

agentes farmacológicos podría contribuir a una mejor calidad de vida de estos

pacientes.



VI) CONCLUSIONES

De este trabajo de tesis se pueden enumerar las siguientes conclusiones:

1. Mecanismos Moleculares involucrados en la inducción y activación de

los factores Nur por CRH y cAMP

La estimulación en la entrada de calcio por canales tipo L es esencial

para Ia inducción de los mRNAs de Nur77 y Nurr1 y la estimulación de la

actividad Nur por CRH.

Niveles elevados del calcio intracelular son suficientes para la inducción

de los mRNAs de Nur77 y Nurr1 y Ia estimulación de la actividad Nur.

El camino calcio dependiente involucra Ia actividad de CAMKII

Existe también la inducción de los mRNAs de Nur77 y Nurr1 y la

estimulación de la actividad Nur independiente de esta entrada de calcio.

que se hace evidente ante niveles mayores de CAMP.

Existe una vía de MAPKfuncional en corticotrofos que se estimula por

CRH y CAMPen forma calcio-dependiente y calcio-independiente.

Esta vía de MAPK involucra a los componentes Rap1, B-Raf, MEK1/2 y

ERK1/2.

La actividad de las MAPK estimula Ia actividad Nur. no por inducción de

los mRNAs sino por aumento en la fosforilación y actividad

transcripcional de Nur77.

Esta regulación de Ia actividad Nur correlaciona con la regulación del

gen de POMC.

2. Relevancia y dependencia de la actividad de Nur en la inducción de

POMC por |L-1

IL-1y no las citoquinas pertenecientes a la familia de gp130 estimulan la

actividad Nur, sobre el sitio NurRE y no sobre el sitio NurRE en el

promotor de POMC.



Este aumento en la actividad Nur correlaciona con Ia inducción del

mRNA de Nur77 y no de Nurr1. Este aumento en los niveles de mRNA

de Nur77 es un evento a nivel del promotor de Nur77.

El aumento en el mRNA y la actividad de Nur77 depende de la protein

quinasa p38.

Una línea que sobreexpresa una mutante dominante negativa de Nur77

es insensible a Ia estimulación por IL-1 de la secreción de ACTH, la

actividad Nur y la inducción de POMC, no así de la activación de NFkB

por IL-1,confirmando la dependencia de Nur en la regulación corticotrofa

por IL-1.

El factor de transcripción NFkB ejerce un efecto negativo en la

estimulación de Ia actividad Nur y la inducción de POMC por IL-1.

3. Efectos modulatorios de lL-1 sobre la estimulación por CRH y la

inhibición por glucocorticoides de POMCy ACTH

El tratamiento con IL-1 potencia Ia estimulación por CRH de la secreción

de ACTH y Ia actividad Nur.

EI tratamiento con IL-1 aumenta Ia sensibilidad a Ia inhibición por

glucocorticoides de la secreción de ACTH, tanto en Ia linea celular AtT20

como en cultivos primarios de adenomas corticotrofos humanos.

Este efecto no es un correlato de Ia inhibición del mRNA de POMC por

glucocorticoides sino un efecto a nivel de la secreción ya que el mRNA

de POMC no se ve alterado por pretratamiento con lL-1 y el efecto se

evidencia en tiempos cortos.

Este aumento en la sensibilidad no es consecuencia de una diferencia

en la afinidad de GR por los glucocorticoides ni una diferencia en el
número de GR.
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