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Universidad u otra. La misma contiene los resultados obtenidos en
investigaciones llevadas a cabo en el ambito del Departamento de Biologia,
Bioguimica y Farmacia durante el periodo comprendido entre el 27 de
Septiembre del 2005 y el 5 de Noviembre del 2008, bajo la direccién del Dr.
Ricardo L. Boland, Profesor Titular de Quimica Biolégica General e Investigador
Superior del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET), y la co-direccion de la Dra. Claudia Buitrago, Jefa de Trabajos
Practicos de Quimica Biolégica General e Investigadora Asistente del

CONICET.
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La presente Tesis ha sido aprobada el ..... [...d........... , mereciendo la
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Resumen

Las cascadas de senalizacion de las proteinas quinasas activadas por
mitdgenos (MAPKs) son estimuladas por el 17R-estradiol en diferentes tipos
celulares; sin embargo, la modulaciéon de las MAPKs por esta hormona vy su rol
fisioldgico en células musculares esqueléticas no han sido aun estudiados. En
este trabajo de tesis se investigaron las acciones del 17R-estradiol sobre las vias
ERK1/2 y p38 MAPK asi como su participacion en los efectos antiapoptoticos
del estrogeno, en la linea celular de musculo esquelético murino C2C12 en

estado proliferativo.

Los resultados obtenidos muestran que el 17B-estradiol induce una
activacién mdxima de ERK2 y p38 MAPK a una concentracién de 108 M
durante 15 minutos. Bajo estas condiciones, la hormona estimuld la fosforilacion
de los factores de transcripcion CREB y Elk-1 y aumentd los niveles proteicos de
c-Fos y c-Jun. La preincubacién de las células con los inhibidores de ERK1/2
(U0126) y p38 MAPK (SB203580), reveld que la fosforilacion de CREB, Elk-1 vy el
incremento de c-Fos y c-Jun inducidos por el estrdgeno son dependientes de
ambas MAPKs. Asimismo, los inhibidores de las familias Src (PP2) y PKC
(Ro318220) suprimieron la activacion de ERK2, p38 MAPK, CREB y Elk-1 asi como
la expresion de c-Fos y c-Jun en respuesta al estrogeno, indicando que PKC y
Src participan upstream en la fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK por el 17B-
estradiol. También, se evidencié que la hormona promueve la activacion de
Src en forma dependiente de PKC. Ademds, el uso de ICl182780, un
antagonista de los receptores estrogénicos, y SsiRNAs especificos que
bloguearon la expresion de los mismos, demostraron que ERa media la

activaciéon de ERK2 por el 17R-estradiol sin afectar el estimulo de la hormona



sobre la fosforilacion de p38 MAPK. Adicionalmente, el uso del E2-BSA, el cual
no ingresa al interior celular, demostrd que, en la fosforilacion de ambas MAPKs
por el estrbgeno, no estdn involucrados receptores localizados en la

membrana plasmatica.

Posteriormente, se profundizd sobre las acciones protectivas del 17p-
estradiol en células musculares observadas previomente en nuestro
laboratorio. Los resultados obtenidos con cultivos de células C2C12 expuestos
al H202 mostraron cambios morfolégicos en las mitocondrias, nicleos vy
citoesqueleto, desfosfosforilacion de Akt y Bad, pérdida de la integridad de la
membrana mitocondrial, liberacion de Smac/DIABLO, clivaje de la
procaspasa-3 y de PARP. El pretratamiento de las células con la hormona
revirtid estos eventos excepto cuando fueron preincubadas con los inhibidores
de ERK1/2 (UO126) y p38 MAPK (SB203580), sugiriendo un rol clave de ambas
MAPKs en los efectos antiapoptdticos del estrogeno. Adicionalmente, estudios
de inmunocitoquimica y fraccionamiento subcelular sugieren que la hormona
induce la translocacién de ERK2 activa a mitocondrias, organelas relacionadas

con el proceso apoptdtico.

En su conjunto, los resultados presentados en este tfrabajo de tesis,
muestran que el 17p-estradiol en células musculares esqueléticas, induce la
activaciéon de las vias ERK2 y p38 MAPK, involucrando a dichas quinasas en la
induccién de c-Fos y c-Jun, y en la accién protectiva del estrégeno. La
informacién obtenida contribuye al conocimiento de la regulacién enddcrina

del metabolismo muscular en estados fisioldgicos y patoldgicos.



Summary

The signaling cascades of mitogen activated protein kinases (MAPKs) are
stimulated by 17p-estradiol in different cellular types. However, the modulation
of MAPKs by this hormone and its physiological function in skeletal muscle cells
have not been studied yet. In this thesis, the role of 17p-estradiol mediated-
activation of ERK1/2 and p38 MAPK on early gene expression and
antiapoptotic effects of the estrogen were investigated in the murine skeletal

muscle cell line C2C12 in proliferative state.

Initially, results showed that 17B-estradiol induces a maximal activation of
ERK2 and p38 MAPK in C2C12 muscle cells at a concentration of 108 M during
15 minutes. Under these conditions, the hormone promoted the
phosphorylation of CREB and Elk-1 franscription factors and increased c-Fos
and c-Jun protein levels. Preincubation of the cells with ERK1/2 inhibitor (U0126)
and p38 MAPK inhibitor (SB203580) revealed that CREB and Elk-1
phosphorylation and the increase of c-Fos and c-Jun induced by the estrogen
were dependent of both MAPKs. In addition, inhibitors of Src family (PP2) and
PKC family (Ro318220) suppressed the activation of ERK2, p38 MAPK, CREB and
Elk-1 as well as the expression of c-Fos and c-Jun, indicating that PKC and Src
participate upstream in ERK2 and p38 MAPK phosphorylation by 17p-estradiol.
Also, the hormone induced Src acftivation in a PKC-dependent manner.
Furthermore, the use of ICI182780, an antagonist of the estrogen receptors, and
specific siRNAs that blocked expression of ERs demonstrated that ERa mediates
ERK2 activation by 17p-estradiol without affecting the stimulus of the hormone

on p38 MAPK phosphorylation. Moreover, the use of E2-BSA, which does not



enter into the cellular interior, demonstrated that activation of both MAPKs by
the estrogen was not dependent on receptors localized at plasmatic

membrane level.

The protective actions of 17pR-estradiol in muscle cells previously
observed in our laboratory were characterized in more depth. The results
obtained show that cultures exposed to H202 present morphological changes
of mitochondria, nucleus and cytoskeleton, Akt and Bad dephosphorylation,
loss in  mitochondrial membrane integrity, Smac/DIABLO release, and
procaspase-3 and PARP cleavage. Pretreatment of the cells with the hormone
reverted these events, except when C2C12 cells were preincubated with
ERK1/2 inhibitor (U0126) and p38 MAPK inhibitor (SB203580), suggesting a key
role of both MAPKs in the anfiapoptotic effects of the estrogen. Additionally,
immunocytochemistry and subcellular fractionation studies suggest that 17p-
estradiol induces translocation of activated ERK2 into mitochondria, organelles

related to the apoptotic process.

Altogether, the results of this thesis show that through the activation of
the ERK2 and p38 MAPK cascades, 17pR-estradiol induces the expression of early
proto-oncogenes and exerts a protective action in skeletal muscle cells. These
data contribute to the knowledge of endocrine regulation of muscle

metabolism in physiological and pathological states.
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ABREVIATURAS INGLESAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO DE TESIS

AF Activation function

AMPc cyclic 3',5-adenosine monophosphate
ANT Adenine nucleotide franslocator

AP-1 Activating protein 1

Apaf-1 Apoptosis protease-activating factor-1
ATF-2 Activating transcription factor-2

BSA Bovine serum albumin

CARD Caspase-recruitment domain

CREB c-AMP-response-element binding protein
DBD DNA-binding domain

DD Death domain

DED Death effector domain

DIABLO Direct IAP-binding protein

DISC Death inducing signalling complex
DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium
DMSO Dimethyl sulfoxide

DTT Dithiothreitol

E2 17B-estradiol

E2-BSA 17p-estradiol conjugated with bovine serum albumin
ERa Estrogen receptor a

ERE Estrogen response element

ERK Extracellular signal-regulated kinase

ERP Estrogen receptor p

FADD Fas-associated death domain protein
FSH Follicle-stimulating hormone

GPCR G protein coupled-receptor

GPR30 G Protein-coupled Estrogen Receptor 30
IAP Inhibitory apoptosis protein

JNK c-jun NH2-terminal kinase
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LBD Ligand-binding domain

LH Luteinizing hormone

MAP Mitogen activated protein

MAPK Mitogen activated protein kinase

MEK Mitogen activated protein kinase kinase
MEKK MEK kinase

mER Membrane estrogen receptor

PARP Poly-(ADP ribose)- polymerase

PBS Phosphate buffer saline

PBS-T Phosphate buffer saline supplemented with 0.1% tween
PCD Programmed cell death

PISK Phosphatidylinositol-30H kinase

PKC Protein kinase C

PMA Phorbol myristate acetate

PMSF Phenylmethylsulphonyl fluoride

PVDF Polyvinylidene fluoride

ROS Reactive oxigen species

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate — polyacrilamide gel electrophoresis

SHBG Steroid hormone binding globulin

siRNA Small interference RNA

Smac Second mitochondria-derived activator of caspases

SRE Serum response element

TRAIL Tumor necrosis factor — related apoptosis — inducing ligand
TNFR Tumor necrosis factor receptor

VDAC Voltage — dependent anion - selective chanel
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ANGLICISMOS UTILIZADOS EN ESTA TESIS

Western-Blot (blot) Ensayo de inmunodeteccion especifica de proteinas
presentes en membranas de PVDF.
Stripping Técnica de lavado para remover los anticuerpos primarios

adheridos a proteinas especificas de una membrana de

PVDF.
Downstream Cascada abajo, hacia abajo.
Upstream Cascada arriba, hacia arriba.
Target Blanco, objetivo, diana.
Merge Superposicion, fusién
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. 17B-ESTRADIOL: HISTORIA, BIOSINTESIS Y FUNCIONES

A mediados del siglo XIX, el fisidlogo Claude Bernard enuncia el
concepto de que algunas células eran capaces de sintetizar compuestos
quimicos que se vertian a la circulacion sanguinea y actuaban como
mensajeros, produciendo efectos fisioldgicos sobre érganos distantes. En el afo
1905, Bayliss y Staring nombraron a estos mensajeros con el término
“hormonas”, palabra proveniente del griego horman (incitadores de

actividad).

Desde entonces, el estudio de estas moléculas y su mecanismo de
accién ha sido de gran interés para el hombre. Particularmente, el
funcionamiento de las hormonas femeninas en la regulacién del ciclo sexual y

el embarazo se investigd por necesidad de hallar métodos anticonceptivos.

1. Descubrimiento de hormonas esteroideas: estrogenos

Un pionero en la investigacion del sistema reproductor femenino fue el
ginecodlogo vienés Emil Knauer. Después de varios experimentos con ratas,
Knauer entre los anos 1850 y 1890 demostré que los ovarios eran érganos de
naturaleza enddécrina y que las hormonas segregadas por ellos eran

responsables de las caracteristicas sexuales femeninas secundarias.

En 1923, Edgard Allen y Edward Doisy, aislaron fluido folicular de los
ovarios de cerdo y los inyectaron en roedores gonadectomizados restaurando

los ciclos de celo (estro) [Allen y Doisy, 1923]. A partir de esta evidencia, se



Ronda Ana Carolina INTRODUCCION
estudid la existencia de una hormona sexudl
femenina en distintas especies, siendo Loewe vy / @%

Lange quienes observaron que la concentracion
urinaria de tal molécula variaba con la fase del ciclo
menstrual [Loewe y Lange, 1926]. Un ano mds tarde,
Selmar Aschheim determiné grandes cantidades de
esta hormona en la orina de mujeres durante el
embarazo [Aschheim, 1927], lo cual permitié a los

quimicos aislarla y purificarla.

i

Edward Adelbert Doisy

En 1929, tres grupos de investigacion (Allen y Doisy de Estados Unidos;

Butenandt de Alemania vy Ernest Laqueur de Holanda) lograron

simultdneamente y de forma independiente el aislamiento de una hormona

femenina en estado puro, la estrona [Butenandt, 1929; Doisy et al., 1930,

Lagueur et al., 1930]. Consecutivamente en 1930 se descubrid el estriol,

Adolf Frederick Johann
Butenandt

también obtenido de la orina de mujeres
embarazadas [Marriam, 1930] y en 1936 se aisla
ofro derivado, el 17p-estradiol [MacCorquodale
et al., 1936]. En su conjunto, estas hormonas
fueron llamadas “estrogenos” término que
proviene de las palabras griegas Oistros (deseos
locos) y Gennein (engendrar). De importancia,

cuando Butenandt aislé la estrona (Premio Nobel

de Quimica en 1939) y analizé su estructura, descubrid que se trataba de un

esteroide y fue la primera molécula en clasificarse dentro de la familia de

hormonas esteroideas.
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2. Biosintesis del 17p-estradiol

Como todas las hormonas esteroideas, el 17p-estradiol tiene una
estructura bdsica de ciclopentanoperhidrofenantreno, formada por tres anillos
ciclohexanos (A, B, y C) y un anillo ciclopentano (D). El anillo aromdtico A es la
principal caracteristica estructural de los estrégenos [Schroepfer, 1982], de la
cual depende su unidn selectiva y su alta afinidad a los receptores especificos

[Duox et al., 1984; Jordan et al., 1985].

OH
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Ciclopentanoperhidrofenantreno 17B-estradiol

Estructura del 17B-estradiol: esquema de la estructura
molecular del ciclopentanoperhidrofenantreno con el nombre
de los anillos y la féormula guimica de la hormona esteroidea
17B- estradiol.

El 17B-estradiol se sintetiza principalmente en los ovarios. Sin embargo, la
conversion de precursores androgénicos en otros tejidos para generar esta
hormona, se vuelve clinicamente importante luego de la menopausia o
durante alteraciones de la funcién ovdrica. Las vias metabdlicas de formacioén
del 17pR-estradiol son comunes en todos los tejidos. En los ovarios, participan dos

tipos celulares del foliculo: las células de la teca interna y las células de la
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granulosa. La biosintesis de los estrogenos ocurre esencialmente a partir del
colesterol, el cual en la membrana mitocondrial de las células de la teca
interna, es convertido en pregnenolona por accién de la desmolasa (P450scc).
La pregnenolona sale de la mitocondria y en el retficulo endoplasmdtico es
convertida a progesterona por la accidn de la 3-RB-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3RHSD). Tanto la pregnenolona como la progesterona son
sustratos de la 17a-hidroxilasa (P450C17/flavoproteina NADPH-citocromo P450
reductasa) y se convierten en deshidroepiandrosterona (DHEA) vy
androstenodiona, respectivamente. DHEA, por la accion de la 3RHSD, da lugar
a la androstenodiona que es fransformada en testosterona por la 17B-hidroxi-
esteroide-deshidrogenasa. Una parte de la testosterona formada pasa a los
capilares sanguineos y ofra parte pasa a las células de la granulosa. Dentro de
ellas, la testosterona ingresa a la mitocondria donde el C19 es oxidado en tres
etapas por accidn de monoaminooxigenasas. El producto final, rapida y
espontdneamente (sin accidn de enzimas), colapsa para dar un anillo

aromdtico formdndose el 17p—estradiol.
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Biosintesis ovarica del 17B-estradiol: en una primera etapa se
sintetiza la testosterona a partir del colesterol en las células de
la teca interna del foliculo ovdrico. En la segunda etapa, la
testosterona es el precursor del 17B-estradiol formado en las
células de la granulosa.
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3. Regulacion de la biosintesis y metabolismo del 17p-estradiol

Como se menciond anteriormente, las células de la teca interna y de la
granulosa del ovario tienen funciones complementarias en la sintesis de
estrogenos. Las células de la teca interna poseen receptores para la Hormona
Luteinizante (LH) y responden a su estimulo regulando las enzimas que
transforman el colesterol en testosterona. En cambio, las células de la
granulosa tienen receptores para la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) vy
responden a ella induciendo la sintesis de aromatasa (enzima que convierte la
testosterona en 17R-estradiol). De esta manera, LH y FSH se complementan en
su accion. En la mujer posmenopdusica el ovario deja de responder al estimulo
de FSH, razén por la cual la aromatasa deja de sintetizarse en cantidades
relevantes. En consecuencia, la sintesis de 17p-estradiol tiene lugar solamente

en tejidos extraovdaricos.

Luego de ser liberados a la circulacion, los esteroides gonadales se unen
a proteinas plasmdticas [Norman y Litwak, 1987]. El estradiol se une con alta
afinidad a la globulina especifica de unidn a hormonas esteroideas (SHBG) vy
con baja afinidad a la albumina. SHBG se sintetiza en higado y sus niveles son
regulados positivamente por los estrdgenos y negativamente por los
androgenos. Los estrogenos son metabolizados por el higado y se excretan por

orina conjugados con dcido glucurdnico vy sulfato.
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4. Funciones biolégicas del 17p-estradiol

Existen tres hormonas estrogénicas naturales: el 17p-estradiol, el estriol, y
la estrona. Esta Ultima, es un producto de oxidacion del estradiol, que ha
incorporado una funcidén cetona en C17. El estriol, es producto de la
hidroxilacién del estradiol, o también puede formarse a partir de la estrona
(por oxidacién e hidroxilacion). La accidn estrogénica del 17R-estradiol es 12
veces mas potente que la estrona y 80 veces mdas que el estriol. Por este

motivo se considera al 17pB-estradiol como el estrégeno principal.

Estriol

Estradiol

Estrégenos: estructuras moleculares de los diferentes
estrégenos naturales: estradiol, estrona y estriol.

La funcién clasica de los estrédgenos reside en su accién sobre la
fisiologia reproductiva femenina y masculina estimulando la proliferacion,
crecimiento y diferenciaciéon celular en tejido mamario, Utero, vagina, ovarios,

testiculos, epididimo y préstata [Korach, 1994].
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Sin embargo existen acciones de los estrégenos no relacionadas con el
sistema reproductor, algunas de las cuales se detallan a contfinuaciéon. Sobre
el metabolismo 6seo, el 17p-estradiol favorece la actividad anabdlica del
esqueleto [Juul, 2001; Gruber et al., 2001; Leder et al., 2003]. En el sistema
cardiovascular esta hormona modula la produccién de factores vasoactivos y
mejora el perfil lipidico [Kardos y Casadei, 1999; Subbiah, 2002]. Asimismo, los
estrogenos son requeridos para el crecimiento y diferenciacion neuronal y
cobran importancia en enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer [K&Isch y Rao, 2002; Cholerton et al., 2002; Dykens et
al., 2005]. También se ha reportado que el 17p-estradiol previene la progresion

de enfermedades renales [Neugarten et al., 1995; Dubey y Jackson, 2001].

a. Déficit de 17B-estradiol: el caso de la menopausia

La menopausia es un estado fisioldgico de la mujer que ocurre
alrededor de los 55 anos. Es parte del proceso natural del envejecimiento y se
caracteriza por el cese de la secrecidén hormonal ovdrica. Al comienzo de esta
etapa, los niveles de 17B-estradiol circulantes disminuyen y el principal
estrégeno en el cuerpo femenino pasa a ser la estrona, que se produce por
conversion periférica de androstenodiona y testosterona. La menopausia
provoca sintomas no deseables, asociados a la ausencia de estradiol como:
sofocos, humor depresivo, ansiedad, insomnio, atrofia urogenital, enfermedad
coronaria y osteoporosis [Korenman, 1982; Joffe et al., 2003; Gambacciani y
Vacca, 2004; Van Voorhis, 2005; Bachmann, 2005; Peeyananjarassri y Baber,

2005].
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b. Estrogenos y mUsculo esquelético

La sarcopenia del griego sarx (carne) y penia (pobreza) es la pérdida
de masa muscular esquelética asociada al envejecimiento. Esta patologia
incrementa el riesgo de caidas y fracturas, aumenta la vulnerabilidad a las
lesiones y, consecuentemente, puede ser causa de discapacidad motora.
Entre los factores que originan esta patologia, se encuentra el déficit de
estrogenos [Dionne et al.,, 2000]. Adicionalmente, se ha demostrado Ila
expresion de receptores estrogénicos en el musculo esquelético de ratén, rata
y humano indicando que éste es un tejido diana para los estrogenos
[Dahlberg, 1982; Glenmark et al., 2004; Wiik et al., 2005]. Se ha reportado que,
luego de una ovariectomia, la fisiologia del mUsculo esquelético se recupera
por administracion de 17p-estradiol [Warren et al., 1996; Kadi et al., 2002].
Ademds, estudios recientes sugieren que esta hormona es importante en la
recuperacion de la masa muscular en casos de atrofia de dicho tejido
[McClung et al., 2006; Sitnick et al., 2006], y que la hormona modula la
actividad de la miosina, proteina clave en la contractilidad [Moran et al.,
2007]. De relevancia para este trabajo de tesis, otros reportes indican que el
17p-estradiol tiene efectos protectivos en el muisculo esquelético contra el

dano oxidativo [Persky et al., 2000; Tiidus, 2005; Vasconsuelo et al., 2008].

Como se ha detallado, el 17p-estradiol cumple un rol importante en la
fisiologia del musculo esquelético. Sin embargo, no se conocen hasta el
momento, los mecanismos moleculares por los cuales esta hormona ejerce su

accion en células musculares esqueléticas.
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Il. MECANISMOS DE SENALIZACION INTRACELULARES

Los mecanismos de senalizacién intracelulares son la conexidon necesaria
entre un estimulo del ambiente externo a la célula y los procesos que ocurren
en su interior, que permiten dar una respuesta fisioldgica o patoldgica final.
Algunas proteinas ancladas en la membrana plasmdtica de las células
(receptores) actian como “antenas” moleculares que capturan los estimulos
externos y los tfransmiten al citoplasma. Ademds, existen moléculas capaces de
pasar libremente a fravés de las membranas celulares e interactuar con
proteinas que se encuentran en el citoplasma, nicleo o reticulo

endoplasmdtico y Golgi, transmitiendo de otra manera la senal.

1. Los receptores de estrogenos

Los receptores de estrogenos (ERs) son proteinas pertenecientes a la
sUper familia de receptores nucleares que funcionan como factores de
transcripcién dependientes de ligando. El primer receptor estrogénico fue
identificado en 1962 por Jensen y Jacobson, quienes describieron la presencia
de sitios de union para el 17R-estradiol en diferentes tejidos de ratas [Jensen y
Jacobson, 1962]. Cuatro anos mds tarde, Toft y Gorski lo aislaron utilizando
Utero de ratas [Toft y Gorski, 1966]. Ambos grupos de investigadores
desarrollaron distintos modelos para explicar como la hormona llevaba a cabo
su accion uniéndose a su receptor especifico en el nicleo, asumiendo la
existencia de un solo fipo de receptor. Sin embargo, en 1996 se describe un

nuevo receptor de estrogenos, por lo que se decide denominar ERa al
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primeramente descubierto y ERR al receptor mds novel [Kuiper et al., 1996]. En
la mayoria de los vertebrados se expresan las dos isoformas del receptor (a y B)
provenientes de la transcripcion de genes diferentes. Ambos subtipos del
receptor reconocen secuencias similares en el ADN y responden al 17B-
estradiol de forma andloga, aunque existen diferencias en el grado de
afinidad de unidén al ADN y en la especificidad que poseen a ligandos
farmacoldgicos. Si bien ERa y ERP estdn ambos presentes en ciertos tejidos,

poseen diferentes patrones de expresidon y son funcionalmente distintos.

Como todos los receptores de esteroides, los receptores de estrégenos
son proteinas modulares que consisten en un dominio de unidn al ligando (LBD)
o dominio C-terminal, un dominio de unién al ADN (DBD) localizado en la
porcion central y un dominio N-terminal. Existen al menos dos subdominios con
funciones de activacion (AFs): AF-1 en la porcidn N-terminal y AF-2
(dependiente del ligando) dentro del dominio LBD. Las regiones LBD y DBD de
estos receptores son conservadas, mientras que el dominio N-terminal es
alfamente variable e importante para la actividad transcripcional de los
mismos receptores [Mangelsdorf et al., 1995; Thompson y Kumar, 2003]. El
dominio N-terminal también contiene multiples sitios de fosforilacion en
serina/tfreonina  involucrando al receptor en diferentes caminos de
senalizacién, en la modulacidon de la actividad de AF-1 y en la interaccidén con

co-activadores especificos [Weigel, 1996; Rochette-Egly, 2003].
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ERa y ERP: Estructura de los receptores de estrégenos. A/B:
dominio de fransactivacién, C: dominio DBD, de dimerizacién
y locdlizacidén nuclear, D: dominio de unidn a HSP90, E:
dominio LBD, de dimerizacién vy fransactivaciéon. Los
porcentajes indican el grado de homologia en la composicion
aminoacidica entre los dominios de ERa y ERP.

Aunque parte de este trabajo de tesis se focaliza en el estudio de los
receptores mencionados, investigaciones recientes han revelado la existencia
de ofros receptores capaces de responder al 17B-estradiol. Uno de estos
receptores, se ha denominado “Receptor Estrogénico acoplado a proteina G
30" (GPR30), el cual es una proteina transmembana que se une con alta
afinidad a la hormona mediando la activacidén de quinasas y respuestas
transcripcionales [Revankar et al., 2005; Filardo y Thomas, 2005; Prossnitz et al.,
2008]. Otra entidad receptora es el lamado “Receptor Estrogénico — X" (ER-X),
el cual también tiene afinidad por el 17a-estradiol y se lo ha encontrado en

dominios caveolares de la membrana plasmdatica [Toran-Allerand et al., 2002].
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2. Mecanismos de accion del 17p-estradiol

Dada la gran cantidad de acciones del 17p-estradiol en diferentes tipos
celulares, es importante  describir los mecanismos  moleculares

desencadenados por esta hormona.

a. Accién genémica

Este mecanismo estd relacionado con los efectos de la hormona a largo
plazo, donde se induce la sintesis de ARN de novo y que resulta en la
produccion final de nuevas proteinas. Dada su liposolubilidad, como todas las
hormonas esteroideas, el 17B-estradiol atraviesa pasivamente la membrana
celular y se liga a su receptor que puede estar presente en el citoplasma o en
el nucleo, formando el complejo hormona-receptor. Este complejo se homo o
heterodimeriza, y en el ndcleo, se une a regiones especificas del ADN llamadas
elementos de respuesta a estrédgenos (EREs). La actividad de este complejo
estimula la accidn de las ARN polimerasas con la subsiguiente transcripcion del
ADN. Los ARNm sintetizados se dirigen al citoplasma, donde su traduccién
origina proteinas de funcion estructural, enzimdtica o de secrecion [Klein-

Hitpass et al., 1986].

b. Accién no genémica

Este modo de accidén de la hormona no depende de la unién del
complejo hormona-receptor al ADN y estd asociado a efectos rdpidos (de

segundos a minutos) del 17p-estradiol sobre las células diana. Este mecanismo
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puede iniciarse por interaccién de la hormona con receptores estrogénicos en
la membrana plasmdatica, con receptores localizados en el citoplasma que se
asocian a complejos de senalizaciéon y, alternativamente, pueden transactivar
a otros receptores. En cualquiera de los casos, se desencadena una rdpida
traduccién de la senal hacia el nicleo que puede resultar también en la
modulacion de la expresidn génica [Nemere y Farach-Carson, 1998; Levin,

1999; Falkenstein et al., 2000; Pietras et al., 2001; Kelly y Levin, 2001].

Complejos
de
sefalizacion

Traduccion
de la senal

Regulacién de

DNA expresion genic

Mecanismos de acciéon del 17B-estradiol: a la izquierda se
esquematiza el mecanismo gendmico de accién de la
hormona: el 17B-estradiol difunde pasivamente al interior
celular y se une a su receptor localizado en el citoplasma o en
el nudcleo; el complejo hormona-receptor se dimeriza y se
asocia a determinadas secuencias del ADN para inducir la
franscripcién de genes especificos. A la derecha se
esquematiza el mecanismo no gendmico: la hormona puede
unirse a receptores localizados en la membrana plasmdtica,
en el citosol asociados a complejos de senalizacién y también
puede transactivar otros tipos de receptores. La traduccién de
la senal puede culminar en la regulacién de la expresidn
génica.
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c. Integracion de las acciones no genémicas y genomicas

Las dos acciones del 17p-estradiol descriptas anteriormente, no estdn
mediadas por mecanismos totalmente independientes, existe una
convergencia enfre ambos regulada por la hormona. Debido a que los
receptores estrogénicos estdn localizados en varios sitios dentro de la célula
(nucleo, membrana plasmdatica, citosol, mitocondria, reticulo endoplasmdatico
y Golgi), el 17pR-estradiol induce un proceso complejo de acciones tanto
gendmicas como no gendmicas, resultando en una respuesta final tal como

proliferacién o supervivencia celular [Levin, 2005; Marino et al., 2004].

3. Proteinas quinasas activadas por mitégenos

Las cascadas metabdlicas de las proteinas quinasas activadas por
mitdgenos, comunmente llamadas MAPKs, constituyen uno de los sistemas de
senalizacion mas significativos involucrados en el control de diversos procesos
bioldgicos tales como embriogénesis, diferenciaciéon, proliferacion, y muerte
celular [Pearson et al.,, 2001]. Las MAPKs son una familia de serina/treonina
quinasas siendo las mdas estudiadas las quinasas de regulacion extracelular 1y
2 (ERK1/2), el grupo de las p38 MAPK (p38a, B. v, y 8) y las quinasas amino
terminales c-Jun 6 proteinas quinasas activadas por estrés, JNK1, 2 y 3/SAPK
[Kyriakis y Avruch, 2001]. Recientemente se han identificado ofras MAPKs, v.g.
ERK3, ERKS/MAPK gigante 1 (BMK1) y ERK7, que poseen distintas funciones y
modos de regulacion [Raman et al., 2007; Turjanski et al., 2007]. Cada una de
las MAPKs consiste en una cascada de al menos tres proteinas quinasas [Lewis

et al., 1998] e incluye la fosforilacion secuencial de una MAPK quinasa quinasa
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(MAPKKK) especifica y una MAPK quinasa (MAPKK), la cual activa a una MAPK

efectora, existiendo multiples interacciones entre las diferentes vias. La

estimulacion de las MAPKs ocurre por fosforilacidn dual en residuos

conservados de treonina (Thr) y tirosina (Tyr). Estos sitios de fosforilacion estan

separados por un Unico aminodcido, Thr-X-Tyr, el que determina los diferentes

grupos dentro de las MAPKs [Pearson et al., 2001].
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Respuesta biolégica

Factores de crecimiento, Estrés, GPCR, Citoquinas
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Desarrollo " . ez
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Vias de sefalizacién de las MAPKs. Resumen esquemdtico de
la cascada de tres proteinas quinasas de cada una de las
principales subfamilias MAPKs. Se indican diferentes estimulos
que pueden activarlas, asi como algunas de las respuestas
bioldgicas que inducen. GPCR: Receptores acoplados a

proteinas G.

Luego de su activaciéon, las MAPKs translocan al nucleo donde

reconocen, se unen y activan proteinas nucleares, que en Ultimo término

regulan la expresion génica [Gonzalez et al., 1993; Lenormand et al., 1998]. El
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mecanismo mds ampliamente utilizado por las MAPKs para regular la expresion
génica es la fosforilacion de factores de transcripcion [Ofir et al., 1990; Minden
et al., 1994; Livingstone et al., 1995]. De importancia, recientemente se ha
reportado la translocaciéon de las MAPKs activas a mitocondrias [Alonso et al.,

2004].

Estimulo

factores d
transcripcion

Expresion de Factores de
, transcripcion
evas proteina

Transcripcion de genes blanco

Regulacion de la expresiéon génica por las MAPKs. Las MAPKs
activadas translocan al nicleo donde fosforilan y activan a
factores de transcripcion que regulan la expresidon de
determinados genes.

Se ha establecido que ofras cascadas de senalizaciéon intervienen con
la de las MAPKs permitiendo integrar y/o amplificar la senal que llega a las

células [Waskiewicz et al., 1997; Lewis et al., 1998].
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Ill. MUERTE CELULAR

Se ha evidenciado que, dependiendo del tipo celular, el 17p-estradiol
puede favorecer la supervivencia o alternativamente inducir la muerte en
diferentes tejidos [Choi et al., 2001; Okasha et al., 2001]. En relacién a las
células musculares esqueléticas, previaomente se menciond que existen
evidencias indicando que el 17B-estradiol seria un promotor de supervivencia

[Persky et al., 2000; Tiidus, 2005, Vasconsuelo et al., 2008].

Los dos tipos de muerte celular mds estudiados son la necrosis y la
apoptosis. La primera tiene un cardcter patoldégico que se inicia tras la injuria
del tejido, ocurre cuando la agresion supera la capacidad de la célula para
regenerarse y es una muerte “accidental”. Mientras que la apoptosis, es un
proceso fisioldgico regulado genéticamente cumpliendo un rol importante

durante el desarrollo embrionario y en la etapa adulta.

1. Necrosis

Este término deriva del griego nekrosis (muerte) y define un proceso que
se desencadena frente a un dano o disfuncidn celular aguda, en respuesta a
condiciones de estrés severas o después de la exposicion a agentes téxicos. Es
un mecanismo relativamente pasivo asociado a una rdpida deplecion celular

de ATP.

Durante la necrosis, la permeabilidad de la membrana plasmdatica se

altera y se establece un flujo anormal de iones (principalmente Ca?*) hacia el
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interior, que va acompanado de la enfrada pasiva de agua. El volumen
celular aumenta (tumefaccioén) y algunas rutas metabdlicas se alteran debido
a las nuevas concentraciones idnicas que se establecen. Asi, una mayor
concentracion intracelular de Ca?* inhibe la produccion de ATP, a la vez que
estimula la sintesis de algunas enzimas proteoliticas. La cromatina nuclear
pierde su conformacion original formando pequenos agregados. Algunos
orgdnulos membranosos, como el reticulo endoplasmdatico o las mitocondrias,
se dilatan por la entrada de agua, los ribosomas se desorganizan y los
lisosomas se rompen. Durante la etapa final, los orgdnulos estallan, la
membrana plasmdtica y la envoltura nuclear se fragmentan y el contenido
intracelular se vierte al exterior, promoviendo una respuesta inflamatoria. Las
células fagociticas que acuden al tejido ingieren y degradan estos restos.
Posteriormente, la salida del contenido celular es la responsable de la
extension del fendmeno necrdético, ya que las células adyacentes son
afectadas, directamente, o de modo indirecto por la reaccion inflamatoria

[Clarke, 1990; Golstein y Kroemer, 2007].

' Cambiog milacondriales Hmmra(mlemmaml
N — ; & ol

£ 4 %
ol

L

- i (=] : n -
.- / P O\ 7 e N Ve @u AN
) e _ - . ; =y
P 2 g i
|

@m %@} HILH ;\ Eﬁoﬁ} %Qﬁ | '|[‘ Kl{

@)
"0 | \ & : ﬁ
S ‘l‘xn - uﬂ@ ! | W, Gl. I.| o=

" Normal  Dilatacién reversible | Dilatacién irrovorsible | Desintogracién |

Necrosis: esquema de los cambios morfolégicos de una célula
en proceso de necrosis. Dibujo extraido de Maria Cascales
Angosto, Anal. Real. Acad. Nal. Farm., 2003.
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2. Apoptosis

El término apoptosis se utiiza como sinbnimo de muerte celular
programada (PCD) significando que la célula tiene la capacidad de poner en
marcha un programa suicida en respuesta a determinados estimulos. La
apoptosis es un proceso fundamental para el desarrollo y mantenimiento de la
homeostasis de los tejidos. ActUa como mecanismo de regulacion del tamano
de las poblaciones celulares [Raff et al., 1992] y en la remocion de las células
no deseables y potencialmente peligrosas en el organismo, tales como las que
han sido infectadas por virus [Vaux et al., 1994] y células tumorales [Williams,

1991].

Este proceso fue estudiado por primera vez por Vogt en 1842 en la
metamorfosis de los anfibios. El término muerte celular programada fue
inicialmente utilizado para describir la muerte celular que ocurria en lugares y
momentos predecibles durante el desarrollo [Lockshin y Williams 1964]. En 1972,
Kerr et al. unificaron en un solo concepto lo que varios autores observaban
como muerte celular programada, y que era diferente de la necrosis.
Primeramente a este fendmeno lo denominaron contraccién o encogimiento
de la necrosis y luego se adoptd el término “apoptosis”, del griego apop.
caida de las hojas de los drboles, para enfatizar el papel de este tipo de

muerte celular en el recambio normal de los tejidos [Kerr et al., 1972].

30



Ronda Ana Carolina INTRODUCCION

(=) (1) (e)

Rol de la apoptosis en el desarrollo: se grafican algunos
ejemplos de fendmenos apoptdticos involucrados en (a) la
reabsorcién de las membranas interdigitales, (b) la eliminacién
de células no deseadas en la metamorfosis de los anfibios (c)
la involucidn de los tejidos que crecen ciclicamente
estimulados por factores de crecimiento y hormonas, y dejan
de serlo periddicamente o definitivamente. Dibujo extraido de
Jacobson et al., 1997.

El programa apoptdtico se caracteriza por la sucesidon de los siguientes

eventos:

a) en una fase inicial, la célula individual pierde el contacto con las
células que la rodean, la cromatina nuclear se condensa y fragmenta,
permaneciendo la envoltura nuclear intacta. El volumen citoplasmdatico
disminuye por pérdida de agua y condensacion de las proteinas, pero la

mayoria de los orgdnulos celulares no sufren alteraciones.

b) la segunda etapa del proceso se caracteriza por la deformacion de
la membrana plasmdatica, que acaba fragmentdndose y englobando material
nuclear y/o citoplasmdtico morfolégicamente intacto, son los llamados

cuerpos apoptdticos.

c) en la fase final, los cuerpos apoptdticos son rapidamente
reconocidos y fagocitados por células circundantes y macréfagos presentes

en el tejido. Debido a este eficaz mecanismo de eliminaciéon de las células
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apoptdticas, no se produce respuesta inflamatoria. A diferencia de la necrosis,
no hay ruptura de la célula que muere, ni sus restos se vierten al exterior. El
reconocimiento para la fagocitosis, estd mediado por la interaccién de
glucoproteinas alteradas expuestas en la membrana plasmatica que rodea los

cuerpos apoptdticos y los receptores de membrana de las células fagociticas.

Todo este proceso requiere de ATP y es muy rdpido, puede completarse
en unas horas y, como se describio, ocurre sin pérdidas de material intracelular,

danos secundarios a células adyacentes o reaccion inflamatoria del tejido.

Estructura mitecondrial

Membranas intacfas

Cambios nucleares . I:-‘IJ'E'.I'_EHTE apapldticos
Normal Condensacién I Fragmenlacion 'l MNecrosis secundaria

Apoptosis: Esquema de los cambios morfoldgicos de una
célula en proceso de apoptosis. Dibujo extraido de Maria
Cascales Angosto, Anal. Real Acad. Nal. Farm., 2003.

3. Induccién de la apoptosis y vias implicadas

En general, la apoptosis puede desencadenarse por dos vias
(extrinseca e intrinseca) que conducen en Ultima instancia a la activacion de

las caspasas.
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a. Las caspasas

Dentro de la maqguinaria que lleva a cabo el programa de apoptosis, los
miembros ejecutores de este proceso son una serie de proteasas denominadas
caspasas. Las caspasas forman una familia de cisteina-aspartato-proteasas
que fragmentan sus sustratos de forma muy especifica. Esta familia de
proteasas, en humanos estd compuesta al menos por 11 miembros. Las
caspasas estdn presentes en el citosol como proenzimas de 30-50 kDg,
formadas por un prodominio y dos subunidades separadas generalmente por
una region que serd eliminada al activarse. Se conocen dos tipos de caspasas,
las iniciadoras y las efectoras o ejecutoras. Las iniciadoras (caspasas 2, 8, 2, 10)
poseen grandes prodominios y regiones de interaccidon proteica, se
encuentran al inicio de la cascada apoptdtica, activindose en respuesta a
senales de estrés, dano celular o muerte, para entonces proteolizar y activar a
las caspasas efectoras (caspasas 3, 6, 7). Las caspasas efectoras poseen
prodominios cortos y son activadas predominantemente por otras caspasas.
Estas, proteolizan otros sustratos que conducen finalmente a la muerte de la

célula por apoptosis [Nunez et al., 1998; Thornberry y Lazebnik, 1998].
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23 179194 293
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315331 416
219 415 521
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Caspasa-1: inflamacion

Caspasa-2: iniciadora de
la apoptosis

Caspasa-3: efectora de la
apoptosis

Caspasa-4: inflamacion

Caspasa-5: inflamacion

Caspasa-é: efectora de la
apoptosis

Caspasa-7: efectora de la
apoptosis

Caspasa-8: iniciadora de
la apoptosis

Caspasa-9: iniciadora de
la apoptosis

Caspasa-10: iniciadora de
la apoptosis

Estructura y funcién de las caspasas: esquema de las caspasas
con sus dominios, sitios de corte, y funciones biolégicas. Cada
procaspasa consiste de un dominio largo y un dominio corto.
CARD: dominio de reclutamiento de caspasas, DED: dominio

efector de muerte.
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Procaspasa Caspasa activa
(tetrdmero)

@™ —

prodominiot largo Tpequeﬁo
Asp X Asp X

Activacion de las caspasas: La procaspasa es inactiva y
una vez que sufre dos roturas proteoliticas en residuos
aspdrticos, se separan las fres subunidades. La subunidad
grande y la pequena forman un heterodimero por unién
de sus sitios activos. Luego se unen dos heterodimeros
formando el tetrdmero que da origen a la caspasa
activa.

b. Via extrinseca

Participan los llamados “receptores de muerte” que se encuentran en la
superficie celular y trasmiten las senales apoptdticas luego de la interacciéon
con ligandos externos especificos. Los receptores de muerte pertenecen a la
superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) e incluyen a
TNFR-1, Fas/CD?5 vy los receptores TRAIL DR-4 y DR-5 [Ashkenazi, 2002]. Todos los
miembros de la familia TNFR tienen subdominios extracelulares ricos en cisteina,
los cuales permiten reconocer los ligandos con especificidad, resultando en la
trimerizacién y activacién del receptor de muerte respectivo [Idriss y Naismith,
2000]. La senalizaciéon subsiguiente es mediada por el dominio citoplasmatico
del receptor, que contiene una secuencia conservada denominada dominio
de muerte (DD), y por moléculas adaptadoras tales como FADD o TRADD que
poseen sus propios dominios DD; los cuales son reclutados por los DD de los

receptores de muerte activados, formando un complejo de senalizacion de
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muerte (DISC). Ademds de estos DD, las moléculas adaptadoras también
contienen un dominio efector de muerte (DED) el cual a través de la
interaccion DED-DED secuestra varias moléculas de procaspasa-8. Esto
aumenta la concentracion local de zimdgeno vy, en estas condiciones, la baja
e intrinseca actividad proteasa de la procaspasa-8 es suficiente para permitir
que varias moléculas de proenzima se corten mutuamente y se activen unas a
otras. De esta manera la caspasa-8 activada cliva a las caspasas efectoras las

cuales van a actuar sobre sustratos especificos.

Ligandos: Fasl, TNF-a, TRAIL

Receptores de muerte:
Fas, TNFR1, DRS

Moléculas
adaptadoras:
FADD, TRADD

Caspasa-8 m

activada Clivaje y activacion
caspasas efectoras: ~~
Caspasas -3, -6 y -7 APOPTOSIS

Via extrinseca de la apoptosis: Esquema de la activacion
del proceso apoptdtico mediado por receptores de
muerte.

Procaspasa
Iniciadoras-8

3
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c. Mecanismo intrinseco

La mitocondria juega un rol central en la integracién, amplificaciéon y
propagacion de las senales de muerte que provienen del interior celular, tales
como dano en el ADN, estrés oxidativo y senales inducidas por drogas
quimioterapéuticas [Kaufmann y Earnshaw, 2000; Wang, 2001]. Este
mecanismo estd regulado principalmente por los miembros de la familia Bcl-2
(que incluye proteinas anti y proapoptdticas) de los cuales algunos actuan

sobre los procesos de permeabilizacion mitocondrial.

Antiapoptéticas kDa
BCL-2 el B4 sl B3 ol BT sl BHD (e TM {{] 26

BCL-XL S VY T — T — T T — ]

BCL-WV

LALSE S V[ S— T — T S— I —

BCL2AI (B b BH3 sl BH {al BH2 ) 70
BCLB L bl B3 (ol BH (ol BH2 e 1M ] 72
Proapoptéticas

BAX

BAK

BOK

BIK ' (BH3 (Im((} 8
HRK ( GBH]  [(Tm{} 10
BIM | (Bea[  (mmi[ 22
BAD ( e D8
BID . LBH3( 22
PLIMA ( LBH3( 20
NOXA ( [BH3[ [
BMF G [BHA[ 20

Familia Bcl-2: se esquematizan los miembros antiapoptdticos y
proapoptdticos de la familia Bcl-2. BH: dominios homdlogos.
TM: dominios transmembrana.
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Las mitocondrias poseen un potencial de membrana, el cual genera
una distribucion asimétrica de protones y otros iones en ambas caras de la
membrana inferna de la organela, dando lugar a un gradiente
electroquimico. En un proceso apoptdtico mediado por las mitocondrias se
pierde este potencial de membrana, aumentando la permeabilidad vy
facilitando la liberacién de proteinas desde esta organela al citosol. Dicho
mecanismo, es un evento muy temprano que se produce por la apertura de
un gran canal llamado poro de fransicion de permeabilidad (PT) mitocondrial.
PT estd formado por proteinas de la membrana interna, como el translocador
de nucledétidos adenina (ANT), y de la membrana externa, como la porina o
canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC). Tanto las caspasas como los
miembros de la familia Bcl-2 facilitan su apertura permanente [Yuan y Yankner,

2000].

Uno de los componentes liberados desde la mitocondria es el
citocromo-c que se une a la proteina adaptadora Apaf-1, y en forma
dependiente del ATP oligomeriza ensamblando el apoptosoma, complejo que
dispara la activacidon de la caspasa-9 [Acehan et al., 2002]. La caspasa-9
activada inicia una cascada de activacion de caspasas efectoras, entre las
que se incluye a la caspasa-3, resulfando en la muerte celular [Slee et al.,
1999]. Entre otros factores, también se libera de la mitocondria la proteina
proapoptdtica Smac/DIABLO, la cual a su vez, induce la activacién de las
caspasas al inhibir las proteinas inhibitorias de la apoptosis (IAPs) [Shiozaki y Shi,

2004].
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Qﬂl::t:(")

quf - caspasa-9 citocromo-c
J

Oligomerizacién y formacién del Apoptosoma

mac/
DIABLO

Caspasa-9

activada k [
Clivaje y activacion de
caspasas efectoras:

Caspasas -3, -6y -7

APOPTOSIS

Mecanismo intrinseco de la apoptosis: se esquematiza la
activacion del proceso apoptdtico que involucra a la
mitocondria.
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Paralelamente a estos procesos, ocurre un desacople en la cadena de
transporte de electrones y la detencidén del metabolismo energético. De esta
manera, se pierde la homeostasis bioquimica de la célula, causando un cese
de la sintesis de ATP. Ademdas, moléculas como NADH, NADPH vy glutation son
oxidadas aumentando la generacion de especies reactivas al oxigeno (ROS),
lo que causa oxidacion de lipidos, proteinas y dcidos nucleicos [Marchetti et

al., 1997; Kroemer et al., 1999].

d. Integracion de las vias extrinseca e intrinseca

En algunas circunstancias, la senal de apoptosis proveniente de los
receptores de muerte no genera un grado de activacion de caspasas lo
suficientemente alto como para ejecutar la muerte celular. En tal caso, la
senal es amplificada con la activacién de la via intrinseca. La conexidén entre
estas dos vias se da a nivel de la caspasa-8, la cual actia sobre un miembro
de la superfamilia de Bcl-2 llamado Bid. Esta proteina clivada por la caspasa-8
se transforma en tBid y transloca a la mitocondria. tBid, en la mitocondria,
actia conjuntamente con los miembros proapoptdticos de Bcl-2, Bax y Bak, e
induce la liberacidon de citocromo-c y otros factores proapoptdticos

mitocondriales al citoplasma [Luo et al., 1998].
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OBJETIVOS

Considerando que el 17p-estradiol ejerce una funcidon importante en la
fisiologia del musculo esquelético y que se desconocen en gran parte los
mecanismos moleculares que median la accién de la hormona en este tejido,

en el trabajo de tesis se plantearon los siguientes objetivos:

1. Investigar la participacion de los miembros de la familia de las MAPKs en la

tfraduccion de la senal del 17pB-estradiol en células musculares esqueléticas.

- Caracterizar los efectos rdpidos inducidos por dosis fisioldgicas del 17p-
estradiol sobre ERK1/2 y p38 MAPK en la fase proliferativa de la linea celular de

musculo esquelético de ratdén C2C12.

- Estudiar la activacion de los factores de transcripcion CREB y Elk-1 vy la

modulacion de la expresidon de los genes tempranos c-Fos y c-Jun por el 17p-

estradiol, y la participacion de las MAPKs en este mecanismo.

- Elucidar si las proteinas PKC y Src estdn involucradas upstream a las vias de

ERK1/2 y p38 MAPK en la respuesta al 17p-estradiol.

- |dentificar la participacion de los receptores estrogénicos (ERa y ERB) en la

fosforilacion de las MAPKs por 17R-estradiol.
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2. Investigar el rol de ERK1/2 y p38 MAPK en los efectos protectivos del 17p-
estradiol en células musculares esqueléticas expuestas a un inductor de

apoptosis (H202):

- Estudiar los cambios morfolégicos (organizacién de la actina, disposicion de
las mitocondrias y morfologia nuclear) y funcionales en la linea de musculo
esquelético C2C12, en condiciones apoptdticas y en presencia de 17p-

estradiol. Establecer la implicancia de las vias de ERK1/2 y p38 MAPK.

- Determinar la participacion de ERK1/2 y p38 MAPK en la regulacion de la

activacién de Akt y Bad por el 17p-estradiol.

- Investigar los efectos del 17B-estradiol sobre la integridad de la membrana

mitocondrial y liberacion de Smac/DIABLO asi como la contribucion de ERK1/2

y p38 MAPK en este mecanismo.

- Estudiar el efecto de los inhibidores de ERK1/2 y p38 MAPK en la accidén del

17B-estradiol sobre el clivaje de caspasa-3 y PARP.

3. Estudiar el efecto del 17B-estradiol sobre la localizacion mitocondrial de

ERK1/2.
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1. La linea celular C2C12 en estado proliferativo como modelo de células

mioblasticas

La biogénesis del musculo esquelético es un proceso complejo vy tiene
lugar desde las primeras semanas del desarrollo embrional. Las células
mesenquimales totipotenciales originan una poblacion de células fusiformes
mononucleadas llamadas mioblastos, las cuales son precursores de las células
musculares contrdctiles. Durante la diferenciacion muscular, éstas se fusionan
progresivamente para formar el sincitio plurinuclear, dando origen a miotubos
qgue van cambiando sus caracteristicas morfo-funcionales hacia células
musculares esqueléticas maduras [Lawson y Purslow, 2000]. Bajo el control de
proteinas reguladoras, y como consecuencia de acciones hormonales y/o
neuronales, la fibra de musculo esquelético aumenta de tamano, y adquiere
funciones y estructuras contrdctiles [Ogilvie et al., 2000]. Un numero residual de
mioblastos, escapan al desarrollo y persisten en el musculo adulto como
“células satélites” localizadas entre el sarcolema y la membrana basal de las
fibras musculares [Cooper et al., 1999]. En condiciones particulares, tales como
denevarcion, estrés por ejercicio fisico, dano muscular y otros, estas células
proliferan, se diferencian, y se fusionan para formar fibras que reparan el dano

del tejido muscular [Morgan y Partridged, 2003].

Para estudiar los efectos del 17B-estradiol sobre las células musculares
esqueléticas, se eligid la linea celular de musculo esquelético murino C2C12.
Estas son derivadas de células satélites, siendo un subclon de los mioblastos C2
[Yaffe y Saxel, 1977]. Se cultivan in vitro adheridas al fondo de una placa de

vidrio o material pldstico, donde crecen formando una monocapa vy
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espontdneamente se diferencian al remover el suero del medio de cultivo
[Blau et al., 1983]. Las células C2C12 en estado ciclico (proliferacién) son
equivalentes a las células satélites activadas que rodean a las fibras
musculares, mientras que las referidas como “arrestadas” corresponden a

células satélites quiescentes [Yoshida et al., 1998].
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Microfotografia mostrando la morfologia tipica de las células
C2C12 en estadio proliferativo al 100% de confluencia. Estas
células son poligonales, con nucleos prominentes. Tincidn con
Hematoxilina-Eosina. Magnificacién 10X.
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2. Cultivos celulares

a. Cultivos de células C2C12

Las células C2C12 se sembraron a una densidad de 10.000 células/cm?y
se cultivaron en monocapa a 37°C bajo atmdsfera hUmeda de 94,5% aire/
55% CO2 en medio de cultivo DMEM (medio de Eagle modificado por
Dulbecco) sin rojo fenol, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
inactivado por calor, 1% de anfimicético (nistatina) y 2% de antibidtico
(estreptomicina - penicilina). Luego de 48 horas en cultivo (70 - 80%

confluencia), las células fueron usadas para los correspondientes tratamientos.

b. Cultivos primarios de musculo esquelético de raton

Con la finalidad de validar los resultados obtenidos en células de la linea
C2C12, se utilizaron ratones neonatos (4 - 5 dias) para aislar mioblastos segun
técnicas previamente descriptas [Vazquez y de Boland, 1996]. El musculo
soleus fue disectado y las células se disociaron por agitacion en una soluciéon
salina contiendo 0,15 % de tripsina a 37°C bajo atmdsfera humidificada de 95%
aire y 5% CO2 durante 30 minutos. Esta suspensidon celular se colocd en placas
de petri y se dejo reposar durante 30 minutos para separar los fibroblastos por
adhesion diferencial al vidrio. Los mioblastos en suspensidn se recuperaron por
centrifugacién a 500 rom (800 x g) durante 5 minutos y se cultivaron en DMEM
suplementado con 10% SFB, 1% antimicdtico (nistatina) y 2% antibidtico

(estreptomicina — penicilina) hasta alcanzar un 70 - 80% de confluencia.
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Para realizar estudios usando la técnica de inmunocitoquimica, las células
se sembraron y cultivaron sobre cubreobjetos de vidrio, bajo las mismas

condiciones descriptas previamente.

3. Evaluacion de la viabilidad celular por tinciéon con Azul Tripdn

El método de exclusion de Azul Tripdn se basa en el principio de que
sélo las células no viables incorporan el colorante [Paul J., 1975]. Esta tincién
permite, ademds, una adecuada visualizacion de la morfologia e integridad
celular. Se tomaron 0,1 ml de la suspensidn de mioblastos y se mezclaron con
0,1 ml de una solucién 0,4 % (p/v) de Azul Tripdn (factor de dilucion 1:2). Con
esta mezcla, se cargd un hemocitbmetro de Neubauer y se procedid al
conteo de las células no tenidas (viables) por observacién en un microscopio
optico. Se calculd la cantidad de células por ml de suspension de acuerdo a

la siguiente férmula:

Nro. Cél./ml = promedio de cél. contadas/cuadrante x factor de dilucidn x 104

4. Tratamiento de los mioblastos

a- Para evaluar los efectos no gendmicos del 17p-estradiol, las células se
lavaron con buffer PBS (en g/L: NaCl 8; KCI 0,2; KH2PO4 0,24; Na2HPO4 1,44; pH:
7.2-7.4) y se incubaron en medio de cultivo sin SFB por 30 minutos. La ausencia
de suero permite estabilizar las células en un estado basal. Durante esta pre-

incubacion de 30 minutos, se procedid al agregado de inhibidores especificos
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en los casos que correspondiera; y luego, las células se trataron con 17p-
estradiol o vehiculo (en medio libre de suero), como se detalla en la seccidn
de Resultados. En todos los casos, los tfratamientos se realizaron a 37°C bagjo

atmodsfera himeda de 94,5% aire/ 5,5% COa.

b- Para estudiar los efectos antiapoptdticos del 17p-estradiol, las células
fueron lavadas como se describid anteriormente y a continuacion se
incubaron con DMEM sin suero vy sin rojo fenol durante 30 minutos. Durante esta
preincubacioén, en los casos que correspondiera, se procedié al agregado de
los inhibidores especificos de ERK1/2 (U0126 10 uM) y de p38 MAPK (SB203580
(20 pM). Luego, las células fueron estimuladas con 17R-estradiol 108M o
vehiculo (isopropanol 0,001%) en presencia o ausencia de los inhibidores
durante 45 minutos. A continuacion, para inducir apoptosis, las células fueron
expuestas a 0,5 mM de H202 durante 2 - 3 horas. El H2O2 ha sido ampliamente
usado como inductor de apoptosis, incluso para la linea celular de musculo
esquelético C2C12 [Jiang et al., 2005]. Todos los tratamientos se realizaron a

37°C bajo atmdsfera hUmeda de 94,5% aire / 5,5% COs-.

5. Procesamiento de las muestras para ensayos de Western Blot

luego de los distintos tratamientos, se aspiré el medio e
inmediatamente, se lisaron las células a 4°C en buffer Tris HCI 50 mM (pH 7.,4),
NaCl 150 mM, KCI 3 mM, EDTA 1T mM, Tween-20 1%, Nonidet P-40 1%, aprotinina

20 ug/ml, leupeptina 20 pg/ml, PMSF 1T mM, NaF 25 mM y NasVO4 1 mM. Los
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lisados se colectaron en tubos eppendorfs dejdndolos en reposo sobre hielo
por 10 minutos, luego se agitaron en voértex 45 segundos y se mantuvieron en
hielo 10 minutos adicionales. Para descartar restos celulares, los lisados se
centrifugaron a 14.000 x g durante 15 minutos a 4°C. Del sobrenadante
obtenido se tomaron alicuotas donde se cuantificaron las proteinas por el
método de Bradford [Bradford, 1976]. Seguidamente, cantidades equivalentes
de proteinas totales de los lisados fueron diluidas con buffer muestra de
electroforesis 6X (0,125 M Tris-HCI pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 2% 2-METOH,
0,002% azul de bromofenol), y se calentaron en bano de agua a ebullicion

durante 5 minutos.

é. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las muestras obtenidas anteriormente, se separaron por electroforesis
sembrando 30 ug proteina/calle en geles de dodecilsulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE) discontinuos (gel de stacking: 4% acrilamida, gel de
separacion: 10% acrilamida) segun la técnica de Laemmli [Laemmli, 1970]. En
paralelo, se sembraron marcadores coloreados de peso molecular conocido.
Los geles se corrieron a voltaje constante (100 voltios) en buffer de corrida (Tris

25 mM pH 8,8, glicina 195 mM, 0,1% SDS).
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7. Ensayos de Western-Blot

Luego de la corrida electroforética, los geles se estabilizaron 5 minutos
en buffer Towbin de transferencia (Tris 0,25 M pH 8,3, glicina 0,192 M, 20%
metanol) [Towbin et al., 1979] y las proteinas fueron electrotransferidas desde
los geles a membranas de polivinilideno difluoruro (PVDF) (Inmobilon-P, 0,45 um,
Millipore Corporation) en una cdmara semi seca (Semi-Dry Blotter, Sigma) a 125
mA por gel durante 2 horas, manteniendo las membranas y los geles
embebidos en buffer Towbin. Seguidamente, las membranas fueron incubadas
1 hora a temperatura ambiente en buffer TBS-T (Tris 50 mM pH 7.4; NaCl 200
mM; 0,1% Tween-20) conteniendo 5% de leche descremada en polvo para
bloquear sitios de ligado inespecificos. Luego se incubaron toda la noche a
4°C con una dilucién apropiada de anticuerpo primario (en TBS-T o PBS-T con 1
-5 % de leche 6 BSA, segun especificaciones del anticuerpo empleado). Al
otro dia, las membranas fueron lavadas una vez durante 15 minutos y dos
veces por 5 minutos con TBS-T o PBS-T. Posteriormente, fueron incubadas con la
dilucion apropiada del anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (anti
globulina de la especie animal correspondiente al anticuerpo primario usado)
en TBS-T o PBS-T 1 - 5 % de leche. Finalmente, las membranas se lavaron como
se indicd anteriormente y se incubaron con un kit comercial de
quimioluminiscencia (ECL). La deteccion de los complejos inmunes se llevd a
cabo exponiendo las membranas a placas radiograficas Kodak BioMax Light
film durante intervalos de tiempo variables. Las bandas presentes en las placas
fueron digitalizadas densitométricamente (utilizando un densitbmetro de

imagenes modelo GS-700 de Bio-Rad) a 600 Ibi y la cuantificacion de las
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bandas se realizd con el software Molecular Analysis de BIO-RAD. Los datos
fueron tabulados en planillas de Excel para la construccion de los graficos

correspondientes.

Para determinar cambios en la fosforilacion de las MAPKs se emplearon:
un anficuerpo monoclonal dirigido contra los residuos treonina 202 y tirosina
204 fosforilados de ERK1/2; un anticuerpo policlonal que reconoce la
fosforilacion dual de p38 MAPK (isoformas a y B) en treonina 180 vy tirosina 182.
Como control de siembra se utilizd un anticuerpo monoclonal que reconoce
los niveles enddgenos de actina. Los demds anticuerpos primarios empleados

en este frabajo de tesis se detallan en la seccidén de Resultados.

8. Exitraccion (por lavado) de los anticuerpos en las membranas:

Stripping

La remocion completa de anticuerpos primarios y secundarios de las
membranas se realizd incubando las mismas en buffer stripping (Tris-HCI 62,5
MM pH 6,8; 2% SDS y B-mercaptoetanol 50 mM) a 55°C durante 30 minutos con
agitacién constante. A continuacion, las membranas se lavaron con TBS-T (1%
Tween-20) por 10 minutos y se bloguearon como se indicé anteriormente.
Luego de este procedimiento, las membranas quedaron en condiciones para

ser incubadas con otfros anticuerpos de interés.
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9. Inmunocitoquimica

Las células crecidas sobre cubreobjetos fueron fijadas con metanol a -
20°C durante 30 minutos. Los sitios de ligado no especificos se bloquearon con
5% BSA en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion.
Posteriormente, las muestras fueron incubadas durante toda la noche a 4°C en
PBS conteniendo 1 — 5 % de BSA, con la dilucién apropiada de anticuerpo
primario empleado en cada experimento. Luego de 3 lavados con PBS
durante 15 minutos, las muestras se incubaron con anticuerpos secundarios
conjugados a TRITC, FITC o Alexa488 (1:200) segun el anticuerpo primario
empleado, por 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se efectuaron
3 lavados de 15 minutos adicionales con PBS para eliminar el exceso de
anticuerpo secundario y las muestras se montaron con glicerol 9 % sobre un
portaobjetos para ser examinadas por microscopia de fluorescencia o

confocal.

10. Microscopia

a. Microscopia de fluorescencia

Las muestras fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia
(NIKON Eclipse E 600) equipado con filtros estdndar adecuados para capturar
las senales fluorescentes. Las imdgenes fueron capturadas utilizando una

cdmara digital acoplada al microscopio.
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b. Microscopia Confocal

A diferencia de la miscroscopia convencional, en la cual el espécimen
es totalmente iluminado, la microscopia confocal permite eliminar la
informacion que se encuentra fuera de foco. Solamente la luz dentro del plano
focal es detectada, siendo la imagen obtenida de alta calidad. Se utilizd un
microscopio confocal Leica TCS SP2 AOBS. El software que se utilizd para

procesar las imagenes fue Software LCS (Leica Confocal Software) version 2.61.

11. Fraccionamiento subcelular

Luego de los fratamientos adecuados, se aspird el medio de cultivo e
inmediatamente, las células se homogenizaron a 4°C en buffer TES (pH=7.4, 50
MM Tris/HCI, T mM EDTA, 250 mM sacarosa, T mM DTT, 0,56 mM PMSF, 20 ug/ml
leupeptina, 20 ug/ml aproteinina, y 20 ug/ml de inhibidor de tripsina) usando un
homogenizador manual de vidrio y teflédn. El proceso de centrifugacion
diferencial para obtener las distintas fracciones, se realizd a 4°C en una
centrifuga Sorvall. La primera velocidad a 500 rpm (100 x g) durante 5 minutos
permitié sedimentar y eliminar los restos celulares. El sobrenadante obtenido, se
sometié a una centrifugaciéon de 2.500 rom (600 x g) durante 15 minutos para
obtener el sedimento correspondiente a la fraccion enriquecida en nUcleos. Se
separa el sobrenadante para realizar una posterior centrifugacion a 10.000 rom
(8.000 x g) durante 30 minutos, obteniéndose el sedimento correspondiente a
la fraccidn enriguecida en mitocondrias. El sobrenadante remanente se

denomind sobrenadante posmitocondrial y corresponde al citosol con
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microsomas. Se realizaron dos lavados de cada fraccidn resuspendiendo los
sedimentos en buffer TES y realizando centrifugaciones a 10.000 rom (8.000 x g)
durante 30 min. Por Western Blot se determind la contaminacién nuclear en las
fracciones mitocondrial y sobrenadante posmitocondrial usando un

anticuerpo contra lamin-B, una proteina marcadora nuclear.

12. Bloqueo de la expresion de ERa y ERP: transfeccion con siRNA (pequeno

ARN de interferencia)

Para realizar la transfeccion de los siRNA especificos se utilizd un kit
comercial de New England Biolabs. Las células crecidas en monocapa hasta
una confluencia de 40 - 60% en DMEM suplementado con 10% SFB se
transfectaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, en
medio DMEM sin suero se mezclaron el reactivo de transfeccion TransPass con
13 nM de siRNA-ERa o siRNA-ERP (mezcla de transfeccion) durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, el medio de cultivo de las células fue
aspirado y reemplazado con la mezcla de transfeccion. De esta manera, se
incubaron las células durante 4 horas a 37°C. Seguidamente, se adiciond
medio DMEM suplementado con 10% SFB vy se realizé una incubacién adicional

de 24 hs a 37°C.
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13. Medicion de la integridad de la membrana mitocondrial

Se evalud la integridad de la membrana mitocondrial usando un kit
comercial de Sigma (CYTOC-OX1) que mide la actividad de la enzima
citocromo ¢ oxidasa, siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego de los
distintos tratamientos, las células fueron homogenizadas en buffer TES a 4°C. Los
homogenados celulares fueron sometidos a una centrifugaciéon de 10.000 rpm
(8.000 x g) durante 30 minutos y a 4°C para sedimentar los nUcleos, mitocondrias
intactas y restos celulares. Del sobrenadante obtenido, se tomaron alicuotas
para determinar proteinas y la actividad de citocromo-c oxidasa. Una alicuota
correspondiente a 2 ug de proteina fue agregada a un buffer conteniendo 10
MM Tris-HCI pH: 7.0 y 120 mM KCI. Para realizar el ensayo enzimdtico se adiciond
a las muestras obtenidas anteriormente, 50 ul de sustrato (ferrocitcitocromo c
reducido 0,22 mM) y luego se midieron los cambios en la absorbancia a 550 nm
durante 1 minuto. Los resultados fueron expresados como % de mitocondrias

con membrana mitocondrial danada.

14. Tincion de las mitocondrias

a. Verde Jano

Para estudiar los cambios funcionales de las mitocondrias se usé el
colorante supravital Verde Jano. Este colorante es absorbido por toda la célula
tinéndola de un color azul-verdoso (estado oxidado). No obstante, dicha
tincién en el citoplasma desaparece unos minutos después, debido a su

reduccion, excepto en la mitocondria donde la enzima cintocromo-c oxidasa,
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especifica de esta organela, mantiene al colorante en su estado oxidado
[Lazarow y Cooperstein, 1953; Ernster y Schatz, 1981]. Luego de los tfratamientos
se retird el medio de cultivo y las células fueron incubadas a 37°C con una
dilucion 1:2 de Verde Jano 0,1% en DMEM sin suero durante 30 minutos.
Posteriormente, se realizd el andlisis microscépico de las células viables

capturando imdagenes con una cdmara digital acoplada al microscopio.

b. Mitotracker

El Mitotracker es un colorante catidnico, lipofilico, fluorescente vy
especifico de la mitocondria. El potencial negativo de dicha organela permite
que el colorante ingrese formando uniones covalentes con las proteinas
mitocondriales uniéndose en forma especifica. Las células crecidas sobre
cubreobjetos fueron incubadas en medio DMEM sin suero con Mitotracker a
una concentracioén final de 1 umol/L durante 30 minutos a 37°C. En oscuridad,
las células fueron lavadas con PBS durante 15 minutos vy fijadas con metanol a -
20 °C durante 30 min. Los cubreobjetos fueron montados con glicerol 9 %.
Finalmente las muestras fueron analizadas por microscopia de fluorescencia o

microscopia confocal como se describidé anteriormente.

15. Tincidon de nicleos con DAPI

El colorante  DAPI  (4',6-Diamidino-2-fenil  indol  diclorhidrato)

selectivamente se une al ADN de doble hebra y fue utilizado para estudiar la

morfologia nuclear e identificar las células apoptdticas. Luego de los
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correspondientes tratamientos, las células fueron fijadas para microscopia
como se describid previamente. A continuacion, los cubreobjetos se incubaron
con una dilucion 1:500 de una solucion stock de DAPI 5 mg/ml durante 30
minutos a temperatura ambiente en oscuridad y con agitacion suave. Luego
se lavaron tres veces con PBS, 15 minutos cada vez. Finalmente, los
cubreobjetos fueron montados en portaobjetos de vidrio con glicerol 9 % y
examinados por microscopia de fluorescencia. Las células apoptdticas fueron

identificadas por condensacion y/o fragmentacién del nicleo.

16. Andlisis estadisticos

La significancia estadistica de los datos obtenidos se evalué mediante el
test-t de Student [Snedecor y Cochran, 1967] considerdndose significativos
valores de probabilidad por debajo de 0,05 (p< 0,05). Los datos cuantitativos
se expresan como el promedio + desvio estdndar (DE) de por lo menos tres

experimentos independientes.
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I. MODULACION DE LAS PROTEINAS QUINASAS ACTIVADAS POR MITOGENOS
(MAPKs) ERK1/2 Y p38 MAPK POR 17B-ESTRADIOL EN CELULAS MUSCULARES

ESQUELETICAS

Como se ha mencionado previamente, el 17B-estradiol ejerce parte de
sus efectos bioldgicos a través de la regulacidn de genes. Este esteroide
también desencadena efectos rdpidos modulando la actividad de una gran
variedad de vias de senalizaciéon intracelulares, entre ellas las MAPKs. La
activacion de ERK1/2 y p38 MAPK inducida por el 17B-estradiol ha sido
reportada en varios tipos celulares [Vilatoba et al., 2005; McMillan et al., 2006;
Marino et al., 2006]. Sin embargo, la regulacién de ambas MAPKs por la
hormona vy su significado funcional en células musculares esqueléticas ain no
se ha investigado. En consecuencia, uno de los objefivos de esta tesis fue
caracterizar parte de los efectos rdpidos del 17p-estradiol sobre ERK1/2 y p38
MAPK utilizando como modelo experimental la linea celular de musculo

esquelético murino C2C12.

1. Estudio dosis-respuesta de la fosforilacion de ERK1/2 y p38 MAPK inducida

por 17p-estradiol

En primer término, se investigaron los cambios en la activacion de
ERK1/2 y p38 MAPK en funcién de diferentes concentraciones de la hormona.
Para ello, las células C2C12 fueron tratadas con 17p-estradiol 10010M - 107 M o
con su vehiculo (isopropanol 0,001 %) durante 15 minutos. Con las muestras

obtenidas, se realizaron andlisis de Western Blot empleando anticuerpos
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especificos que reconocen solo las formas activas (dualmente fosforiladas) de
ambas MAPKs. En las Figuras 1 y 2 se observa que el estradiol indujo la
activacién de ERK2 y de p38 MAPK respectivamente, en forma dependiente
de la dosis. Esta respuesta fue mdaxima a la concentracion fisiologica 108 M de
la hormona. También se observa que si bien se expresan tanto ERK1 como ERK2
en las células musculares, el 17p-estradiol estimuld solamente la fosforilacién de
ERK2. La magnitud del efecto de la hormona fue siempre superior para ERK2
que para p38 MAPK (el aumento promedio de la fosforilacion de ERK2 fue de
~450% respecto al control, mientras que para p38 MAPK fue de ~150%). Como
Nno se observaron cambios en los niveles proteicos de las formas totales de
ambas MAPKs, se concluye que la hormona no afecta la expresidon/estabilidad

de estas quinasas en el tiempo ensayado.
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Figura 1: Estudio dosis-respuesta del efecto del 17p-estradiol
sobre la fosforilacion de ERK2 a 15 minutos de tratamiento. Las
células C2C12 fueron incubadas durante 15 minutos con
distinfas concentraciones de 17pR-estradiol (E2) (10-19M — 107M)
o su vehiculo (C: isopropanol 0,001%). Los ensayos de Western
Blot se realizaron como se describid en Metodologia usando
un anticuerpo especifico contra la forma dualmente
fosforilada/activa de ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Se muestran los
niveles de actina como confrol de equivalencia de siembra en
cada condicién. Los blots obtenidos fueron cuantificados por
densitometria. Los resultados se expresan como % de estimulo
respecto al control (promedio + DE, n=3), **p<0,01.
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Figura 2: Estudio dosis-respuesta del efecto del 17p-estradiol
sobre la fosforilacion de p38 MAPK a 15 minutos de
tratamiento. Las células C2C12 fueron incubadas durante 15
minutos con distintas concentraciones de 17B-estradiol (E2) (10-
10M — 107M) o su vehiculo (C: isopropanol 0,001%). Los ensayos
de Western Blot se readlizaron como se describid en
Metodologia usando un anticuerpo especifico contra la forma
dualmente fosforilada/activa de p38 MAPK (Thr180/Tyr182). Se
muestran los niveles de actina como confrol de equivalencia
de siembra en cada condicién. Los blots obtenidos fueron
cuantificados por densitometria. Los resultados se expresan
como % de estimulo respecto al control (promedio £ DE, n=3),
**p<(0,01.
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Para confirmar que la hormona induce la fosforilacidn de ERK2 y no de
ERK1, y verificar que ambas isoformas de ERK se pueden activar en nuestro
modelo experimental, se utilizé SFB 10 %, el cual, se ha reportado, induce la
activaciéon tanto de ERK1T como de ERK2 en células de musculo liso [Song et al.,
2002]. Para ello las células fueron incubadas con SFB 10% o 17BR-estradiol por 15
minutos. Posteriormente, se realizaron ensayos de Western Blot utilizando el
anticuerpo especifico anti-fosfo-ERK1/2. Como se muestra en la Figura 3, el SFB
10% indujo la fosforilacion de las dos isoformas de ERK, mientras que la

hormona sdélo provocd la activacion de ERK2.

» p-ERK1 (~42 kDa)
s > 0-ERK2 (~41 kDa)

. swsam - » actina (~35 kDa)

SFB Cc E2

Figura 3: Activacion de ERK1/2 por SFB 10 %. Las células C2C12
fueron incubadas durante 15 minutos con SFB 10% (SFB), 17R-
estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C: isopropanol 0,001%). Los
ensayos de Western Blot se realizaron como se describié en
Metodologia usando un anticuerpo especifico contra la forma
dualmente fosforilada/activa de ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Se
muestran los niveles de actina como control de equivalencia
de siembra en cada condicidn. Los blots son representativos
de al menos tres experimentos independientes.

El ensayo dosis-respuesta anteriormente realizado fue repetido utilizando
un tiempo de incubacién de 30 minutos. Como se puede observar en la Figura
4, este tratamiento generd un patrén de fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK
similar al descrito en el estudio para 15 minutos de incubacién con el 17p-

estradiol.
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Figura 4: Estudio dosis-respuesta del efecto del 17p-estradiol
sobre la fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK a 30 minutos de
tratamiento. Las células C2C12 fueron incubadas durante 30
minutos con distintas concentraciones de 17pR-estradiol (E2) (10-
10M - 107M) o su vehiculo (C: isopropanol 0,001%). Los ensayos
de Western Blot se readlizaron como se describid en
Metodologia usando anticuerpos especificos contra las formas
dualmente fosforiladas/activas de (A) ERK1/2 (Thr202/Tyr204) y
(B) p38 MAPK (Thr180/Tyr182). Se muestran los niveles de actina
como control de equivalencia de siembra en cada condicién.
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2. Estudio tiempo-respuesta del efecto del 17p-estradiol sobre la fosforilacion

de ERK2 y p38 MAPK

Habiendo determinado la dosis de la hormona que induce la mayor
activacién de ERK2 y p38 MAPK, posteriormente se evalud el perfil temporal de
fosforilacion de ambas MAPKs por el 17B-estradiol. Con este fin, las células
C2C12 fueron incubadas con la hormona (108 M) o su vehiculo durante
diferentes periodos de tiempo (10 a 60 minutos) y posteriormente se efectuaron
ensayos de Western Blot con los anticuerpos especificos anti-fosfo-ERK1/2 y
anti-fosfo-p38 MAPK. En la Figura 5 se observa que la fosforilaciéon mdaxima para
ambas MAPKs se alcanzd a los 15 minutos de tratamiento con 17p-estradiol. La
hormona también promovid la fosforilacidn de ERK2 y p38 MAPK a los 10
minutos, aunque el estimulo fue menor que el detectado a los 15 minutos. Lo
mismo se observd para la fosforilacion de ambas MAPKs a 30 minutos de
exposicion al estrogeno. Nuevamente, se observdé que el grado de la
fosforilacion inducido por 17B-estradiol fue mayor para ERK2 que para p38
MAPK. A 60 minutos, la hormona no provocd cambios significativos y la

fosforilacion de ambas MAPKs retornd a valores basales.
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Figura 5: Perfil temporal de la fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK
dependiente del 17B-estradiol. Las células C2C12 fueron
tfratadas con 17p-estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C:
isopropanol 0.001%) durante varios intervalos de tiempo (10 -
60 min.). Los andlisis de Western Blot se realizaron como se
describi® en Metodologia usando anticuerpos especificos
contra las formas dualmente fosforiladas/activas de ERK1/2
(Thr202/Tyr204) y 38 MAPK (Thr180/Tyr182). Los blots obtenidos
fueron cuantificados por densitometria y expresados como %
de estimulo respecto al control de cada tiempo ensayado
(promedio + DE, n=3), *p<0,05, **p<0,01.

Complementariamente se ufilizaron células musculares esqueléticas
provenientes de cultivo primario de ratdn en las que se evalud la fosforilacion
de ERK1/2 y p38 MAPK inducida por la hormona. Para ello, las células fueron
incubadas con 17pR-estradiol 108M durante 15 y 30 minufos y se realizaron
ensayos de Western Blot utilizando anticuerpos especificos. Como se observa
en la Figura 6, la hormona estimuld la fosforilaciéon de ERK2 y p38 MAPK a los

tiempos ensayados, reproduciendo los resultados obtenidos en la linea C2C12.
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Figura 6: Fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK en cultivo primario
de musculo esquelético de ratdén. Las células musculares
esqueléticas de cultivo primario de ratén fueron obtenidas
segun se detalla en Metodologia. € 30": isopropanol 0,001% 30
min., E2 15": 17R-estradiol 108M 15 min., E2 30": 17B-estradiol 10-
8M 30 min. Los ensayos de Western Blot se realizaron con
anticuerpos especificos confra las formas dualmente
fosforiladas/activas de ERK1/2 (Thr202/Tyr204) y p38 MAPK
(Thr180/Tyr182). Se muestran los niveles de actina como control
de equivalencia de siembra en cada condicion.

Teniendo en cuenta los resulfados obtenidos, se decidid utilizar células
C2C12 estimuladas con 17pR-estradiol 108M durante 15 minutos para las

sucesivas investigaciones sobre los efectos no gendmicos de la hormona.
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Il. EVENTOS DOWNSTREAM A LA ACTIVACION DE ERK2 Y p38 MAPK POR 178-

ESTRADIOL

El mecanismo mdas conocido por el cual las MAPKs regulan la expresion
génica es mediante la fosforilacion de factores de transcripcién, entre los que
se encuentran CREB, Elk-1 y AP-1 [Karin et al., 1995; Bébien et al., 2003; Turjanski

et al., 2007].

CREB (proteina de union al elemento de respuesta del AMPc) es un
factor de transcripcién que modula la expresion de genes blanco luego de ser
activado por fosforilaciéon en el residuo serina 133 (Ser133) [lwamoto et al,

2005].

El factor de transcripcion Elk-1 forma parte de un complejo ternario que
se une a los elementos de respuesta al suero (SRE) y media la regulacion
génica por el suero y por factores de crecimiento [Marais et al., 1993;
Kortenjann et al., 1994; Price et al., 1995]. Elk-1 es fosforilado en serina/treonina
y esta adicién de fosfato, particularmente en la serina 383 (Ser383), es critica
para su activacion [Yang et al., 1999; Buchwalter et al., 2004; Zhang et al.,

2008].

Respecto del factor de transcripcion AP-1 (proteina activadora-1) se ha
determinado que es un homo o heterodimero formado por miembros de las
familias Jun (c-Jun, JunB y JunD) y de la familia Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2) o
miembros de la familia ATF-2 (factor de franscripcidon activador-2). La
activaciéon del complejo AP-1 dependiente de las MAPKs, se induce por

modulacion de la expresion, por fosforilacion o por un aumento de la
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estabilidad de sus subunidades [Musti et al., 1997; Gangnuss et al., 2004;

Eriksson et al., 2007].

Activacion de factores de transcripcion por las MAPKs. Las vias
de sefalizaciéon de las MAPKs pueden concluir en la activacion
de varios factores de transcripcién tales como CREB, Elk-1 vy
AP-1, los cuales modulan la transcripcion de genes blanco.

Puesto que el 17p-estradiol induce la activacién de ERK2 y p38 MAPK en
las células C2C12, se investigaron los efectos de la hormona sobre la
fosforilacion de los factores de transcripciéon CREB y Elk-1, y sobre los niveles
proteicos de c-Fos y c-Jun. Conjuntamente, se evalud la contribucién de las

MAPKs en dichos eventos, mediante el uso de inhibidores especificos.
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1. Inhibiciéon por compuestos farmacolégicos de la activacion de ERK2 y p38

MAPK por 17p-estradiol

La actividad de ERK2 se suprimid utilizando el compuesto U0126 que es
un inhibidor no competitivo de la MAPKK upstream de ERK1/2, MEK1/2 [Favata
et al., 1998; DeSilva et al., 1998]; y la de p38 MAPK se inhibid con el compuesto
SB203580 que bloquea especificamente la actividad de p38a y p38p por
competir con el ATP en su sitio de unidn, mientras que no tiene efectos sobre

P38y y p386 [Henry et al., 1998].

Con el fin de inhibir ERK2 y p38 MAPK en las células C2C12, los cultivos
fueron preincubados durante 30 minutos en medio sin suero con U0126 (10 uM)
o SB203580 (20 uM) respectivamente, y luego fratados con la hormona en
presencia o ausencia de estos compuestos durante 15 minutos. Los fiempos y
dosis empleados para ambos inhibidores, corresponden a las condiciones
Optimas en células musculares [Lawlor et al., 2000; Qing et al., 2006].
Seguidamente, por ensayos de Western Blot, se observaron los cambios en la
fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK. La Figura 7 muestra el grado de inhibicion de
la activacion por el estrogeno de ERK2 y p38 MAPK obtenido con U0126 y

SB203580, respectivamente.
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Figura 7: Efecto inhibitorio de U0126 y de SB203580 sobre la
fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK por estrogeno,
respectivamente. Las células C2C12 fueron tratadas con 17p-
estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C: isopropanol 0,001%)
durante 15 minutos en presencia o ausencia de (A) U0126 10
UM o (B) SB203580 20 uM. Se realizaron ensayos de Western Blot
como se describi® en Metodologia usando anticuerpos
especificos contra las formas fosforiladas/activas de (A) ERK1/2
(Thr202/Tyr204) y (B) p38 MAPK (Thr180/Tyr182). Se muestran los
niveles de actina como control de equivalencia de siembra en
cada condicién. Los blots son representativos de al menos tres
experimentos independientes.
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2. Rol de las MAPKs en el efecto del 17B-estradiol sobre la fosforilacién de CREB

y Elk-1

Con el objetivo de investigar cambios en la fosforilacién de CREB y Elk-1
en respuesta a la hormona y evaluar la participacion de las MAPKs en este
evento, las células fueron preincubadas como se describid anteriormente, y
luego estimuladas durante 15 minutos con 17B-estradiol en presencia o
ausencia de U0126 y SB203580. Se llevaron a cabo ensayos de Western Blot
utilizando como anticuerpos primarios anti-fosfo-CREB (Ser133) o anti-fosfo-Elk-1
(Ser383). Como se observa en la Figura 8, el 17B-estradiol aumentd la
fosforilacion de CREB y de Elk-1. El uso de U0126 y SB203580 permitid establecer
que ERK2 y p38 MAPK, respectivamente, median la activacion de dichos
factores de transcripcion inducida por la hormona, ya que la inhibiciéon de
ambas MAPKs suprimio la fosforilacion de de CREB y Elk-1 promovida por el 17p-

estradiol.
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Figura 8: Rol de ERK2 y p38 MAPK en la fosforilacion de CREB y
Elk-1 inducida por 17p-estradiol. Las células C2C12 fueron
tratadas con 17B-estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C:
isopropanol 0,001%) durante 15 minutos en presencia o
ausencia de U0126 10 yM o SB203580 20 uM. (A) Andlisis de
Western Blot usando anticuerpos especificos contra las formas
fosforiladas de CREB (Ser133) y Elk-1 (Ser383); se muestran los
niveles de actina como confrol de equivalencia de siembra en
cada condiciéon. (B y C) Cuantificacién por densitometria de
los blots obtenidos a partr de fres experimentos
independientes. Los resulfados se expresan como % de
estimulo respecto de cada control (promedio + DE), **p<0,01;
*p<0,05.
s
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3. Modulacion de las oncoproteinas c-Fos y c-Jun por 17B-estradiol.

Participacion de MAPKs

Con el propdsito de explorar cambios en los niveles proteicos de c-Fos y
c-Jun inducidos por la hormona y averiguar el rol de las MAPKs en este evento,
se efectuaron experimentos reproduciendo las condiciones anteriores. Los
niveles de expresidén de ambos genes tempranos se analizaron por ensayos de
Western Blot utilizando anticuerpos especificos que reaccionan con las formas
totales de c-Fos y c-Jun. Como se muestra en las Figuras 9 y 10, el 17p-estradiol
aumento significativamente los niveles de ambas oncoproteinas. Ademds, la
inhibiciéon de ERK2 y p38 MAPK por U0126 y SB203580, respectivamente,
disminuyd el efecto de la hormona, sugiriendo la participacién de ambas

MAPKs en el mecanismo de induccioén de c-Fos y c-Jun.
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Figura 9: Rol de ERK2 y p38 MAPK en el aumento de niveles de
c-Jun inducido por 17B-estradiol. Las células C2C12 fueron
tratadas con 17p-estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C:
isopropanol 0,001%) durante 15 minutos en presencia o
ausencia de U0126 10 uM o SB203580 20 uM. Los ensayos de
Western Blot se realizaron como se describié en Metodologia
con un anticuerpo especifico contra la forma total de c-Jun.
Se muestran los niveles de actina como contfrol de
equivalencia de siembra en cada condicién. Los blots
obtenidos fueron cuantificados por densitometria. Los
resultados se expresan como % de estimulo respecto de cada
control (promedio + DE, n=3), **p<0,01.
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Figura 10: Rol de ERK2 y p38 MAPK en el aumento de los niveles
de c-Fos inducido por 17p-estradiol. Las células C2C12 fueron
fratadas con 17p-estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C:
isopropanol 0,001%) durante 15 minutos en presencia o
ausencia de U0126 10 uM o SB203580 20 pM. Los ensayos de
Western Blot se realizaron como se describidé en Metodologia
con un anticuerpo especifico contra la forma total de c-Fos.
Se muestran los niveles de actina como confrol de
equivalencia de siembra en cada condicién. Los blots
obtenidos fueron cuantificados por densitometria. Los
resultados se expresan como % de estimulo respecto de cada
control (promedio + DE, n=3), *p<0,05.

RESULTADOS
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Los datos hasta ahora descriptos indican que, en células de musculo
esquelético, el 17B-estradiol induce la activacion de ERK2 y p38 MAPK, y que
estas vias participan en la subsiguiente fosforilacion de los factores de
transcripcion CREB y Elk-1 y en el aumento de los niveles proteicos de las

oncoproteinas c-Fos y c-Jun.

A continuacion se investigaron proteinas upstream que podrian estar

implicadas en el mecanismo mencionado arriba.

17B-Estradiol
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Il. MODULACION DE PROTEINAS UPSTREAM EN LA ACTIVACION DE LAS MAPKs

POR 17B-ESTRADIOL

Existen varias proteinas individuales y formando complejos proteicos que
pueden participar upstream en las vias de senalizacién de las MAPKs [Pearson
et al., 2001]. El trabajo de tesis focalizd en el estudio de la contribucion de la
proteina quinasa C (PKC) vy la tirosina quinasa citosdlica no receptora Src en la

activacién de ERK2 y p38 MAPK inducida por el 17p-estradiol.

PKC es una familia de serina/treonina quinasas cuyos miembros estdn
clasificados en tres grupos: las PKCs cldsicas, que son enzimas dependientes
del calcio y activadas por fosfatidilserina (PS), diacilglicerol (DAG) y ésteres de
forbol (TPA o PMA); las PKC noveles, reportadas como independientes del
calcio pero también reguladas por PS, DAG y TPA; y el grupo formado por las
PKC atipicas que son independientes de calcio y no requieren de PS, DAG o
TPA para su activacion [Parker y Murray-Rust, 2004]. Existen evidencias
mostrando que distintos miembros de la familia PKC desempenan un rol central
mediando respuestas como proliferacién y diferenciacién celular, apoptosis,

expresion de genes y contraccidén muscular [Toker, 1998].
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Estructura y clasificaciéon de las proteinas quinasas C: se
esquematizan las estructuras de las distinfas PKCs. C1-C4:
regiones conservadas. V1 — V5: regiones variables.

Respecto de la familia de proteinas tirosina quinasas Src (que incluye
entre otras a c-Src, Lyn, Fyn, Yes y Lck) es importante destacar su rol en la
regulaciéon del crecimiento y diferenciacion de células eucariotas [Thomas y
Brugge, 1997]. La activacion de Src es determinada por cambios en el status
de fosforilacion de dos residuos claves de firosina (Tyr). La fosforilacion en
tirosina 527 (Tyr527) en el exiremo carboxilo-terminal de Src modula
negativamente su actividad quinasa. Este estado de inactivacion implica la
inferaccion del extremo carboxilo-terminal fosforilado con el dominio SH2 de
Src, manteniendo a la proteina en una configuracion espacial replegada
sobre si misma, en la cual el dominio quinasa es inaccesible. La activacion de

Src requiere, en un primer paso, la remocion del fosfato de Tyr527 lo que
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induce un cambio conformacional en toda la molécula, que le permite
exponer su sitio catalitico y anclarse en forma temporal a la membrana
plasmdtica. Posteriormente, sufre autofosforilacion de ftirosina 416 (Tyr416)
evento necesario para la completa activaciéon de esta quinasa [Brown y

Cooper, 1996; Martin, 2001].

Src estado Src estado
inactivado activado

Tyr527
desfosforilada -

desfosforilada

fosforilada

Tyr 416
fosforilada

Proceso de activacién de Src: La proteina tirosina quinasa no
receptora Src, en su estado inactivo, posee una conformacidén
replegada con su residuo Tyr527 fosforilado e interaccionando
con el dominio SH2. Luego de un estimulo apropiado, la
proteina sufre una desfosforilacidon de dicha tirosina que la
conduce a una forma tridimensional abierta exponiendo el
dominio quinasa. Esta conformacidén permite que la proteina
se inserte en la membrana plasmdtica. La autofosforilacion en
Tyr416 completa el estado de activacion de esta quinasa.
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1. Participaciéon de Src y PKC en la activacion de las MAPKs inducida por 17pB-

estradiol

Con la finalidad de investigar la participacidon de miembros de las
familias Src y PKC en la activacion de ERK2 y p38 MAPK inducida por la
hormona, se eligieron inhibidores farmacoldgicos especificos. Se utilizd el
compuesto PP2, que es un supresor efectivo de la activacion de las tirosina
quinasas Src [Hanke et al., 1996; Niu y Lawrence, 1997; Karni et al., 2003] y el
compuesto Ro318220, que es un inhibidor selectivo de todos los miembros de la

familia PKC hasta ahora reportados [Keller y Niggli, 1993].

De forma andloga a los ensayos previomente realizados, las células
fueron preincubadas durante 30 minutos con PP2 25 uM y Ro318220 5 uM y
luego estimuladas con 17-estradiol en presencia o ausencia de dichos
compuestos. Las concentfraciones de los inhibidores utilizadas fueron
reportadas como dosis efectivas para suprimir la activaciéon de Src y PKC
respectivamente, en células musculares [Markoua et al, 2004; Du et al, 2004]. A
continuacién, las muestras obtenidas fueron sujetas a andlisis de Western Blot
para investigar cambios en la fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK. En las Figura 11
y 12 respectivamente, se observa que PP2 bloqued por completo la
fosforilacion de ERK2 y disminuyd significativamente la fosforilacion de p38
MAPK inducidas por la hormona. Adicionalmente, Ro318220 redujo tanto la
fosforilacion de ERK2 como la de p38 MAPK estimuladas por el estrogeno. De
estos resultados, se sugiere que miembros de las familias Src y PKC son

componentes claves upstream en la activacién de las MAPKs por 17B-estradiol.
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Figura 11: Rol de Src y PKC en la fosforilacion de ERK2 inducida
por 17B-estradiol. Las células C2C12 fueron tratadas con 17p-
estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C: isopropanol 0,001%)
durante 15 minutos en presencia o ausencia de PP2 25 uM o
R0318220 5 uM. Se realizaron andlisis de Western Blot como se
describié en Metodologia usando un anticuerpo especifico
contra la forma dualmente fosforilada/activa de ERK1/2
(Thr202/Tyr204). Se muestran los niveles de actina como control
de equivalencia de siembra en cada condicidn. Los blots
obtenidos fueron cuantificados por densitometria. Los
resultados se expresan como % de estimulo respecto de cada
control (promedio + DE, n=3), **p<0,01.
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Figura 12: Rol de Src y PKC en la fosforilacion de p38 MAPK
inducida por 17p-estradiol. Las células C2C12 fueron tratadas
con 17p-estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C: isopropanol
0,001%) durante 15 minutos en presencia o ausencia de PP2 25
MM 0 R0318220 5 uM. Se redlizaron andlisis de Western Blot
como se describi® en Metodologia usando un anticuerpo
especifico contra la forma dualmente fosforilada/activa de
P38 MAPK (Thr180/Tyr182). Se muestran los niveles de actina
como control de equivalencia de siembra en cada condicion.
Los blots obtenidos fueron cuantificados por densitometria. Los
resultados se expresan como % de estimulo respecto de cada
control (promedio + DE, n=3), **p<0,01.
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2. Activacion de PKC y Src

Ha sido reportado que los ésteres de forbol activan a miembros de la
familia PKC en forma dependiente de la dosis y del fiempo en varios sistemas
celulares, inclusive en la linea celular C2C12 [Wang et al., 2006]. El compuesto
PMA  (12-miristato-13-acetato), alternativamente llamado TPA  (12-O-
tetradecanoiforbol-13-acetato), es un éster de forbol que activa
especificamente alas PKC cldsicas y néveles por mimetizar al diacilglicerol que
es su ligando activador enddgeno [Murphy et al., 1999]. A continuacion, se
investigd si la activacion de PKC por PMA conducia a la fosforilacion de las
MAPKs en las células C2C12. Para ello, los cultivos celulares se incubaron con
PMA (50 nM y 100 nM) por 15 minutos y posteriormente se determind por
Western Blot la activacion de ERK1/2 y p38 MAPK. Las concentraciones usadas
de PMA han sido reportadas como concentraciones efectivas de este
compuesto para activar a PKC en células musculares [Wang et al., 2006]. Los
resultados presentados en la Figura 13 indican que el PMA indujo un fuerte
aumento tanto de la fosforilacion de ERK1 como de ERK2 y, en menor medida
promovid la fosforilacidon de p38 MAPK. Estos datos sugieren que alguna/s
isoforma/s de las PKC cldsicas o noveles estd/n involucrada/s en la activacion

de ambas MAPKSs.
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Figura 13: Activacion de ERK1/2 y p38 MAPK por PMA. Las
células C2C12 fueron tratadas con PMA (50 o 100 nM) o su
vehiculo (C: etanol 0,001%) durante 15 minutos. Los ensayos de
Western Blot se realizaron como se describié en Metologia
usando los anticuerpos especificos contra las formas
dualmente fosforiladas/activas de ERK1/2 (Thr202/Tyr204) y de
P38 MAPK (Thr180/Tyr182). Se muestran los niveles de actina
como control de equivalencia de siembra en cada condicién.

Considerando que los estudios previos con PP2 evidenciaron la
participacidn de miembros de la familia Src en los efectos del 17p-estradiol
sobre las vias ERK2 y p38 MAPK, se investigd la activacién de dicha proteinag,
estudiando los cambios en la fosforilacion en la Tyr416. Simultdneamente, se
investigd si PKC es necesaria para activar a Src, ya que existe informacion
demostrando que PKC interviene en la estimulacion de la proteina tirosina
fosfatasa a (PTPa), la cual una vez activada, desfosforila a Src en Tyr527 [Brandt
et al, 2003]. Para ello, las células fueron estimuladas con 17p-estradiol utilizando
los compuestos PP2 (25 uM) y Ro318220 (5 uM) para inhibir a Src y PKC,

respectivamente. Las muestras obtenidas fueron analizadas por Western Blot
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usando un anticuerpo contra la forma fosforilada de Src en Tyr416. La Figura 14
muestra que en las células C2C12, la hormona estimuld significativamente Ia
activacién de Src y que PP2 (25 uM) efectivamente inhibid los efectos del
estrogeno. De relevancia, estos resultados demostraron que el 17p-estradiol no
fue capaz de promover la autofosforilacion de Src (Tyr416) en presencia del

compuesto Ro318820, sugiriendo que PKC estd implicada en este proceso.
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Figura 14: Rol de PKC en la activacion de Src por 17p-estradiol.
Las células fueron tratadas con 17B-estradiol (E2) 108M o su
vehiculo (C: isopropanol 0,001%) durante 15 minutos en
presencia o ausencia de PP2 25 uM o Ro318220 5 uM. Se
realizaron andlisis de Western Blot como se describid en
Metodologia usando un anticuerpo especifico contra la forma
fosforilada de Src en Tyr416. Se muestran los niveles de actina
como control de equivalencia de siembra en cada condicion.
Los blots obtenidos fueron cuantificados por densitometria. Los
resultados se expresan como % de estimulo respecto de cada
conftrol (promedio + DE, n=3), *p<0,05.
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3. Rol de Src y PKC en la fosforilacion de CREB y Elk-1 por 17B-estradiol

Los resultados descriptos hasta el momento muestran que el 17B-
estradiol, en forma dependiente de PKC vy Src, induce la activacién de ERK2 y
P38 MAPK; éstas a su vez, promueven la fosforilacion de los factores de
transcripcion CREB y Elk-1 y el aumento de los niveles de c-Fos y c-Jun. Se
considerd pertinente entonces, evaluar la participacion de PKC y Src en la
fosforilacion de los factores de transcripcion CREB y Elk-1 por la hormona. Las
células fueron tratadas con 17p-estradiol y con los inhibidores de Src y PKC
anteriormente utilizados. Luego del tratamiento, se realizaron ensayos de
Western Blot usando anti-fosfo-CREB (Ser133) o anti-fosfo-Elk-1 (Ser383). Como
era de esperar, los resultados en la Figura 15 muestran que la fosforilacién de
ambos factores de transcripcion en respuesta al 17p-estradiol, fue dependiente

de la activacion de Src y PKC.
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Figura 15: Rol de PKC y Src en la fosforilacion de CREB y Elk-1
inducida por 17p-estradiol. Las células C2C12 fueron
estimuladas con 17BR-estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C:
isopropanol 0,001%) durante 15 minutos en presencia o
ausencia de PP2 25uM o Ro318220 5 pM. (A) Andlisis de
Western Blot usando anticuerpos especificos contra las formas
fosforiladas de CREB (Ser133) y Elk-1 (Ser383); se muestran los
niveles de actina como confrol de equivalencia de siembra en
cada condiciéon. (B y C) Cuantificacién por densitometria de
los blots obtenidos a partr de fres experimentos
independientes. Los resulfados se expresan como % de
estimulo respecto de cada control (promedio + DE), **p<0,01;
*p<0,05.
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4. Participaciéon de Src y PKC en la induccién de las oncoproteinas c-Fos y c-

Jun por 17p-estradiol

Andlogamente al estudio anterior, se investigd la implicancia de Src y
PKC en la regulacion de los niveles proteicos de las oncoproteinas c-Fos y c-
Jun por la hormona. Las células fueron expuestas a PP2 y Ro318820 y luego
tratadas con 17B-estradiol o su vehiculo en presencia o ausencia de dichos
inhibidores. Los niveles de c-Fos y c-Jun se evaluaron por ensayos de Western
Blot con anticuerpos especificos. De acuerdo a lo esperado, la Figura 16
muestra que el estrbgeno no fue capaz de aumentar los niveles de c-Fos y c-
Jun en presencia de PP2 o Ro318220, evidenciando que Src y PKC
respectivamente, participan en la induccién de estas oncoproteinas por la

hormona.
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Figura 16: Rol de Src y PKC en la induccién de c-Fos y c-Jun
por 17p-estradiol. Las células C2C12 fueron tratadas con 17p-
estradiol 108M o su vehiculo (C: isopropanol 0,001%) durante
15 minutos en presencia o ausencia de PP2 25 yM o Ro318220
5 uM. (A) Andlisis de Western Blot usando anticuerpos
especificos contra las formas totales de c-Fos y c-Jun; se
muestran los niveles de actina como control de equivalencia
de siembra en cada condicién. (B y C) Cuantificacion por
densitometria de los blots obtenidos a partir de fres
experimentos independientes. Los resultados se expresan
como % de estimulo respecto de cada control (promedio +
DE), *p<0,05.
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A partir del andlisis de los resultados anteriores en su conjunto, se amplia
la representacion esquemdtica del mecanismo de accién rapida del 17B-
estradiol en células de musculo esquelético, planteando la participacién de

los receptores estrogénicos (ERs) en los efectos no genémicos de la hormona.

17B-Estradiol
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IV. IMPLICANCIA DE LOS RECEPTORES ESTROGENICOS EN LA ACTIVACION DE LAS

MAPKs POR 17B-ESTRADIOL

Como se menciond en la Infroduccidn, varios estudios sobre los efectos
rdpidos del 17B-estradiol sugieren que éstos se inician a nivel de la membrana
plasmdtica. Asi, existen evidencias sobre una subpoblacién del ER cldsico que
localiza en la superficie celular y media diversas acciones de esta hormona
[Chambiliss et al., 2002]. No obstante, también se han implicado complejos de
senalizacion intracelulares activados a través del ER por el 17B-estradiol y a
receptores de membrana ndéveles (ERm) no relacionados a los receptores
clasicos [Watson et al., 1999; Segars y Driggers, 2002; Levin, 2005; Pedram et al.,

2007].

1. Efectos del compuesto ICI182780 sobre la fosforilaciéon de las MAPKs

inducida por 17p-estradiol

Para evaluar la participacion de los ERs en la activacion de las MAPKs
por el 17p-estradiol, inicialmente se utilizd el compuesto ICI182780. Este, es un
7o-alquilsulfinilo  andlogo del 17p-estradiol, y actla como antagonista
especifico uniéndose tanto a ERa. como a ERP [Hall y McDonnell, 1999]. Previo
al tratamiento hormonal, los cultivos celulares fueron preincubados 1 hora con
ICI182780 1 uM por ser el tiempo y la dosis efectiva utilizada en las células
C2C12 [Vasconsuelo et al., 2008]. A continuacién, las células fueron
estimuladas con 17B-estradiol 108M durante 15 minutos en presencia o

ausencia de dicho antagonista. Finalizados los tratamientos, se evalud la
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fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK mediante ensayos de Western Blot. Los
resultados presentados en la Figura 17 muestran que, en células preincubadas
con ICI1182780, la hormona no promovid la fosforilacion de ERK2 sobre el control
pero si la de p38 MAPK, sugiriendo que los receptores estrogénicos median la
activacién de ERK2 y que la fosforilacion de la otra quinasa es independiente

de dichos receptores.
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Figura 17: El antiestrogeno IC1182780 inhibe la fosforilacion de
ERK2 y no la de p38 MAPK inducida por 17p-estradiol. Las células
C2C12 fueron fratadas con 17p-estradiol 108M (E2) o su vehiculo
(C: isopropanol 0,001%) durante 15 minutos en presencia o
ausencia de ICI182780 1 uM. (A) Andlisis de Western Blot como se
describid en Metodologia usando los anticuerpos especificos
confra las formas dualmente fosforiladas/activas de ERK1/2
(Thr202/Tyr204) y p38 MAPK (Thr180/Tyr182); se muestran los niveles
de actina como control de equivalencia de siembra en cada
condicién. (B y C) Cuantificacién por densitometria de los blots
obtenidos a partir de tres experimentos independientes. Los
resultados se expresan como % de estimulo respecto de cada
control (promedio + DE), *p<0,05.
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2. Efecto del silenciamiento de la expresion de ERa y ERB sobre la activacion

de ERK2 y p38 MAPK por 17pB-estradiol

Con el fin de confirmar el rol de los receptores estrogénicos y evaluar la
contribucion de cada isoforma del receptor en la activaciéon de las MAPKs por
la hormona, se realizaron experimentos bloqueando la expresién de ERa y ERP.
Para ello, los cultivos celulares fueron transfectados con siRNAs (pequenos
ARNs de interferencia) especificos, utilizando condiciones experimentales ya
optimizadas en nuestro laboratorio [Vasconsuelo et al., 2008]. A continuacién,
se evaluaron los efectos del 17p-estradiol sobre la fosforilacion de ERK2 y p38
MAPK mediante ensayos de Western Blot. Los resultados de la Figura 18
muestran que la activacién de ERK2 por el estrégeno no se produjo cuando se
abolid la expresion de ERa. Sin embargo, la hormona indujo la fosforilacion de
dicha quinasa aun al estar suprimido el ERB. Por otro lado, la activacién de p38
MAPK inducida por el 17B-estradiol no se modificd en las células donde se
bloqued la expresion de cada uno de los receptores. Estos resultados
evidencian, que la activacion de ERK2 por la hormona es mediada por ERa y
no por ERP, y ademds confirman que ninguno de estos receptores participa en

la fosforilacion de p38 MAPK.
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Figura 18: Efectos del bloqueo de la expresion de ERa y ERP
sobre la fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK inducida por 17p-
estradiol. Las células C2C12 fueron transfectadas con siRNA-
ERa (-ERa) o SIRNA-ERP (-ERB) durante 24 hs. y posteriormente
fratadas con 17p-estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C:
isopropanol 0,001%) durante 15 minutos como se describid en
Metodologia. (A) Andlisis de Western Blot usando anticuerpos
especificos contra las formas dualmente fosforiladas/activas
de ERK1/2 (Thr202/Tyr204) y p38 MAPK (Thr180/Tyr182); se
muestran los niveles de actina como control de equivalencia
de siembra en cada condicién. (B y C) Cuantificacion por
densitometria de los blots obtenidos a partir de ftres
experimentos independientes. Los resultados se expresan
como % de estimulo respecto al control (promedio + DE),
*p<0,05.

98



Ronda Ana Carolina RESULTADOS

3. E2-BSA y fosforilaciéon de las MAPKs

En el sistema experimental utilizado en este trabajo de tesis, se demostrd
recientemente que los receptores estrogénicos no se encuentran localizados a
nivel de la membrana plasmdtica [Milanesi et al., 2008]. Para estudiar si el 17p-
estradiol induce la acfivacion de las MAPKs a tfravés de otros
receptores/proteinas que se encuentran en la superficie celular, se utilizd el
17@-estradiol conjugado a albumina sérica (E2-BSA), que no puede atravesar
la membrana plasmdtica. Este compuesto fue preparado segin reportes de
Stevis et al., para eliminar las trazas de 17p-estradiol libre [Stevis et al., 1999].
Posteriormente, las células fueron tratadas con 17B-estradiol 108M o E2-BSA
108M durante 15 minutos y la fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK se detectd por
Western Blot. Los resultados obtenidos en la Figura 19 muestran que el estimulo
de las células con E2-BSA no aumentd significativamente la fosforilacion de
ERK2 ni de p38 MAPK, sugiriendo que es necesario que la hormona atraviese la
barrera de la membrana plasmdtica antes de ejercer su efecto sobre las

MAPKs.
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Figura 19: Efectos del E2-BSA sobre la fosforilacion de ERK1/2 y
P38 MAPK. Las células C2C12 fueron tratadas con 17R-estradiol
108M (E2) y su vehiculo (C: isopropanol 0,001%); o E2-BSA 108M
(E2-BSA) y su vehiculo (B: buffer de dilucién) durante 15
minutos. (A) Andlisis de Western Blot usando anticuerpos
especificos contra las formas dualmente fosforiladas/activas
de ERK1/2 (Thr202/Tyr204) y de p38 MAPK (Thr180/Tyr182); se
muestran los niveles de actina como control de equivalencia
de siembra en cada condicién. (B y C) Cuantificacién por
densitometria de los blots obtenidos a partir de ftres
experimentos independientes. Los resultados se expresan
como % de estimulo respecto de cada control (promedio +
DE), *p<0,05.
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Muchas evidencias implican a las vias ERK1/2 y p38 MAPK como
promotoras de acciones mitogénicas. Sin embargo, existen estudios donde las
MAPKs se han asociado con procesos de supervivencia celular. Conociendo
que el 17B-estradiol ejerce un rol protectivo frente al dano oxidativo en las
células musculares esqueléticas, durante el desarrollo de este trabajo de tesis
surgido como interrogante si ERK2 y p38 MAPK participaban en los efectos

antiapoptéticos de la hormona.

17B-Estradiol
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V. ROL DE ERK2 y p38 MAPK EN LOS EFECTOS ANTIAPOPTOTICOS DEL 17p-

ESTRADIOL EN CELULAS MUSCULARES ESQUELETICAS

El 17B-estradiol puede inducir la supervivencia celular o la apoptosis
dependiendo del fipo celular [Choi et al., 2001; Okasha et al., 2001; Florian y
Magder, 2008; Seli et al., 2007]. Se ha reportado que esta hormona ejerce un
rol protectivo en el musculo soleus [Persky et al., 2000; Tiidus, 2005]. De
particular importancia, en nuestro laboratorio se ha demostrado que el
estrogeno protege a las células musculares C2C12 de la apoptosis inducida
por el H2O2 [Vasconsuelo et al., 2008]. Ademds, varios estudios indican que las
vias MAPKs modulan eventos apoptdticos [Wada y Penninger, 2004; Alexaki et
al., 2006]. Por ello, resultd de interés, evaluar la implicancia de la activaciéon de
ERK2 y p38 MAPK evidenciada en este frabajo de tesis, en los efectos
protectivos del 17pR-estradiol, reportados en las células de mUsculo esquelético

C2C12.

En todos los estudios que se describen a continuacién, para investigar el
rol de ERK2 y p38 MAPK en los efectos antiapoptdticos del 17B-estradiol, se
realizaron los siguientes tratamientos. Las células musculares fueron incubadas
con 17p-estradiol 108 M, en presencia o ausencia de |os inhibidores de ERK1/2
(U0126 10 uM) y p38 MAPK (SB203580 20 uM), o con su vehiculo isopropanol.
Luego, se indujo apoptosis exponiendo los cultivos a una concentracion 0,5

MM de H202 segun se describidé en Metodologia.

102



Ronda Ana Carolina RESULTADOS

1. Participacion de ERK2 y p38 MAPK en los efectos antiapoptéticos del 17B-

estradiol: cambios funcionales y morfologicos

Primeramente se evaluaron cambios funcionales de las mitocondrias
realizando coloraciones supravitales de los culfivos celulares con Verde Jano.
Luego de los tratamientos adecuados, se tomaron fotografias de las distintas
condiciones. Las imdagenes obtenidas en la Figura 20 muestran que las células
expuestas al H202 (panel C) exhibieron una coloracién azul-verdosa mdas
infensa en el citoplasma que las células control (panel A) o las tratadas con
17B-estradiol solamente (panel B). Este resultado indica que la ruptura
mitocondrial debida al H202, provocd la liberacidén de su contenido al
citoplasma, induciendo la oxidacién del colorante. Dicha tincidén no se observd
cuando las células fueron preincubadas con la hormona y luego fratadas con
H202 (panel D), ya que el 17B-estradiol contrarrestd el dano oxidativo. Sin
embargo, la inhibicion de ERK2 o p38 MAPK en las células expuestas al 17B-
estradiol y al inductor de la apoptosis, provoco la oxidaciéon del Verde Jano en
el citoplasma indicando disfuncidn mitocondrial (paneles E y F). Estos
resultados sugieren que ambas MAPKs median los efectos protectivos de la

hormona frente al dano celular causado por el H2O2 en células musculares.
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Figura 20: Rol de ERK2 y p38 MAPK en los efectos protectivos
del 17p-estradiol de la funcién mitocondrial. A: isopropanol
0,001%; B: 17BR-estradiol 108M; C: H202 0,5 mM; D: 17p-estradiol
108M + H202 0,5 mM; E: 17B-estradiol 108M + H202 0,5 mM +
SB203580 20 uM; F: 17p-estradiol 108M + H202 0,5 mM + U0126
10 uM. Se redlizaron finciones con Verde Jano como se
describi® en Metodologia. Se muestran  imdgenes
representativas de al menos tres experimentos independientes.
Magnificacion 40X.
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A continuacion se evaluaron los cambios morfolégicos y estructurales de
las células C2C12 expuestas al H2O2 y 17B-estradiol, asi como la confribucion
de las MAPKs en los efectos protectivos de la hormona. Especificamente, se
estudiaron modificaciones en la disposicidon de actina, localizaciéon de las

mitocondrias y caracteristicas del nicleo.

La actina es una proteina monomeérica (actina G) del citoesqueleto que
se polimeriza formando filamentos (actina F) [Theriot, 1997]. En condiciones
apoptdticas, se produce la fragmentacion de estos flamentos que resulta en
una disminuciéon de la adhesion celular y contactos intercelulares, cambios en

la superficie de la célula y reduccion del volumen celular.

Para estudiar las alteraciones en el citoesqueleto, luego de los
tratamientos, se realizaron ensayos de inmunocitoquimica, utilizando un
anticuerpo que reconoce especificamente a la actina. Las imdgenes
obtenidas en la Figura 21 muestran la disposicion caracteristica de la actina
formando los filamentos en células en su estado basal (panel A) y tratadas con
la hormona (panel B). Cuando las células fueron tratadas con H202 se observd
desorganizacion del citoesqueleto (panel C). La adicion del 17p-estradiol
previo a la induccién del dano oxidativo, provocd el re-establecimiento de las
condiciones control y tratado con la hormona (panel D). De interés, la
disrupcion de los flamentos de actina no fue revertida por el estrdgeno en las
células expuestas conjuntamente con los inhibidores de las MAPKs (U0126 o

SB203580), el 17p-estradiol y el H2O2 (paneles E y F).
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Figura 21: Rol de ERK2 y p38 MAPK en los efectos
antiapoptoéticos del 17p-estradiol. Estructura del citoesqueleto.
A: isopropanol 0,001%; B: 17p-estradiol 10-8M; C: H202 0,5 mM;
D: 17B-estradiol 108M + H202 0,5 mM; E: 17B-estradiol 108M +
H202 0,5 mM + SB203580 20 uM; F: 17B-estradiol 108M + H202 0,5
mM + U0126 10 uM. Se redlizaron ensayos de
inmunocitoquimica usando un anticuerpo que reconoce a la
actina. Magnificacién 40X.
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Durante el proceso apoptdtico, las mitocondrias sufren cambios
estructurales y también de localizacién. Las anormalidades frecuentemente
observadas incluyen una reduccién en el tamano mitocondrial (con aumento
en la densidad de su matriz), proceso conocido como “picnosis” mitocondrial,
y agrupamiento de estas organelas en la zona perinuclear [Desagher y
Martinou, 2000; Vasconsuelo et al., 2008]. Para evaluar estas modificaciones, se
realizd una tincion mitocondrial utilizando el colorante fluorescente especifico
Mitotracker. Las imdgenes obtenidas por microscopia de fluorescencia en la
Figura 22, muestran que las mitocondrias de las células expuestas al H202
(panel C) se observaron préximas o en el nicleo, perdiendo su localizaciéon
caracteristica de distribucion citoplasmdatica en células control y tratadas con
la hormona (panel A vy B). Esta alteracién fue revertida por preincubaciéon de
las células con 17p-estradiol (panel D). Cuando los cultivos fueron expuestos a
los inhibidores de ERK1/2 y p38 MAPK, la hormona y H202, las mitocondrias
mostraron la  localizacién observada en las células apoptdticas,

congregdndose en la zona nuclear (panel Ey F).
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50um

Figura 22: Rol de ERK2 y p38 MAPK en los efectos
antiapoptoéticos del 17B-estradiol. Disposicion mitocondrial. A:
isopropanol 0,001%; B: 17B-estradiol 10-8M; C: H202 0,5 mM; D:
17B-estradiol 108M + H202 0,5 mM; E: 17B-estradiol 108M + H202
0,5 mM + SB203580 20 uM; F: 17p-estradiol 10-8M + H2O2 0,5 mM +
Uo126 10 pM. Se redlizaron finciones  fluorescentes
mitocondriales con Mitotracker. Se muestran imdgenes
representativas de al menos tres experimentos independientes.
Magnificacion 40X.
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El aspecto del nicleo en una célula apoptdtica es caracteristico.
Aunqgue existen variaciones entre los distintos tipos celulares, en general,
durante la apoptosis se produce un aumento en la densidad de la cromating,
qgue comienza formando cUmulos alrededor de la envoltura nuclear y termina
dando lugar a una o varias esferas densas. Dicha modificacion en el material
genético se produce por la ruptura de la Idmina nuclear, estructura que se
encuentra bajo la envoltura nuclear, y que participa en su estabilidad [Burke,
2001; Gruenbaum et al., 2000]. Estos cambios van acompanados de una
reduccion del tamano del nucleo, alteracion conocida como “picnosis”

nuclear.

Seguidamente se estudid la morfologia nuclear en las distintas
condiciones utilizando el marcador fluorescente DAPI. Las imdgenes en la
Figura 23 muestran los nucleos redondeados intactos de las células control
(panel A) y tratadas con el 17B-estradiol (panel B). Los cultivos celulares
expuestos al H202 exhibieron nucleos picndticos y en algunos casos se
evidencio la fragmentacién del mismo (panel C). Este efecto no se observd en
las células incubadas previamente con la hormona y expuestas luego al H202,
las cuales presentaron morfologia nuclear inalterada (panel D). Los cultivos
tfratados ademds con los inhibidores de ERK1/2 y p38 MAPK, presentaron

nuUcleos apoptdticos caracteristicos (paneles Ey F).

109



Ronda Ana Carolina RESULTADOS

50um

Figura 23: Rol de ERK2 y p38 MAPK en los efectos
antiapoptoéticos del 17p-estradiol. Caracteristicas del nicleo. A:
isopropanol 0,001%; B: 17B-estradiol 10 8M; C: H202 0,5 mM; D:
17B-estradiol 108M + H202 0,5 mM; E: 17B-estradiol 108M + H202
0,5 mM + SB203580 20 uM; F: 17p-estradiol 108M + H202 0,5 mM +
U0126 10 uM. Se realizaron tinciones nucleares con DAPI. Se
muestran imdgenes representativas de tres experimentos
independientes. Magnificacidon 40X.
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Paralelamente al andlisis de los cambios morfoldgicos nucleares
descriptos, se identificaron y cuantificaron los nucleos apoptdticos por
microscopia de fluorescencia, observdndose siempre mds de 10 campos por
condicién experimental. Se considera que el porcentaje de nulcleos
picndticos/fragmentados presentes es proporcional al grado de apoptosis
celular. La Figura 24 muestra que la preincubacion de las células con 17B-
estradiol disminuye significativamente el porcentaje de nicleos apoptdticos. Al
inhibir las vias ERK2 y p38 MAPK la hormona no logré prevenir el dano nuclear
causado por el H2O2. Cuando las células fueron preincubadas con el inhibidor
de ERK1/2, previo al tratamiento con estrégeno, se observé mayor cantidad de
nucleos apoptdticos que al utilizar el inhibidor de P38 MAPK. Esto sugiere que
ERK2 tendria un mayor grado de participacion en la prevencion de la

apoptosis ejercida por la hormona.
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Figura 24: Cuantificacién de nicleos apoptéticos. Rol de ERK2 y
p38 MAPK en los efectos protectivos del 17B-estradiol. Las
células C2C12 fueron tratadas con 17p-estradiol 108M (E2) o su
vehiculo (C: isopropanol 0,001%), en presencia o ausencia de
uo126 10 uyM (UO) o SB203580 20 uM (SB). Luego fueron
expuestas al H202 0,5 mM (H202). Posteriormente se realizaron
tinciones con DAPI como se describi® en Metodologia para
cuantificar los nUcleos por microscopia. Los resultados de tres
experimentos independientes se expresan como % de nicleos
apoptdticos respecto al control (promedio * DE, n=3), **
p<0,01.

Las investigaciones realizadas sobre los cambios estructurales del
citoesqueleto, mitocondrias y nucleos (figuras 21, 22 y 23), fueron repetidas
usando células provenientes de cultivo primario de musculo esquelético

murino, obteniéndose resultados comparables (Figura 25).
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ACTINA MITOTRACKER

Figura 25: Rol de ERK2 y p38 MAPK en los efectos
antiapoptéticos del 17p-estradiol en células de cultivo
primario. Caracteristicas del citoesqueleto, mitocondrias y
nucleos. A: isopropanol 0,001%; B: 17B-estradiol 108M; C: H20O2
0,5 mM; D: 17B-estradiol 108M + H2O2 0,5 mM; E: 17B-estradiol
108M + H202 0,5 mM + SB203580 20 uM; F: 17p-estradiol 108M +
HO2 0,5 mM + U0126 10 pM. Se readlizaron ensayos de
inmunocitoquimica usando el anticuerpo  anti-actina
(fluorescencia verde), tinciones con Mitotracker, para las
mitocondrias (fluorescencia roja) y DAPI para los nicleos
(fluorescencia azul). Magnificacion 40X.
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Si bien el uso de U0126 y SB203580 resultd ser una herramienta eficaz
para inhibir ERK2 y p38 MAPK, respectivamente, se consideré de importancia
descartar la posibiidad de que estos inhibidores fueran inductores de
apoptosis per se en los cultivos celulares. Para ello, se evalud el efecto de
cada uno de ellos sobre la estructura de las mitocondrias y nUcleos. Las células
C2C12 se incubaron con U0126 10 uM o SB203580 20 uM durante 5 - 6 horas y
posteriormente fueron tenidas con Mitotracker y DAPI. Las imdgenes obtenidas
por microscopia de fluorescencia en la Figura 26, muestran que las células
expuestas a cada uno de los inhibidores, no exhibieron cambios morfoldgicos
mitocondriales y nucleares en comparacion con las células control. Estos datos
permiten concluir que las concentraciones usadas de U0126 10 uM y SB203580
20 uM no afectan la viabilidad celular en los tiempos experimentales

ensayados.
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Figura 26: Efectos del U0126 y SB203580 sobre la morfologia
celular: las células C2C12 fueron incubadas en medio sin suero
(C) y en presencia de U0126 10 uM (U0) o SB203580 20 uM (SB)
durante 5 - 6 hs. Posteriormente se realizaron tinciones
fluorescentes con Mitotracker (fluorescencia roja) y DAPI
(fluorescencia azul) como se describi®é en Metodologia. El
merge es la superposicion exacta de las fotografias. Se
muestran imdgenes representativas de fres experimentos
independientes. Magnificacidon 40X.




Ronda Ana Carolina RESULTADOS

Los resultados de esta seccidn, indican que las células expuestas al H2O2
presentan desorganizaciéon de la actina, cambios en la disposicion de las
mitocondrias  (congregdndose  alrededor del ndcleo) y nulcleos
picnoéticos/fragmentados. Estas caracteristicas fueron prevenidas al preincubar
las células con el 17R-estradiol. De interés, en presencia de los inhibidores de
las MAPKs, la hormona no logrd revertir el efecto provocado por el inductor de
apoptosis. Por lo tanto se evidencia que las vias ERK2 y p38 MAPK estdn
involucradas en las acciones antiapoptdticas del 17p-estradiol en las células

de musculo esquelético.

2. Roles de ERK2 y p38 MAPK en eventos metabdlicos de supervivencia

activados por 17B-estradiol

Una vez determinado que ERK2 y p38 MAPK participan en los efectos
protectivos del 17B-estradiol contra la apoptosis, el siguiente paso fue
determinar algunos mecanismos moleculares implicados en este proceso,

estudiando cambios en la fosforilacion de Akt y Bad.

Bad es un miembro proapoptdtico de la familia Bcl-2 que, cuando estd
fosforilada en sus cuatro residuos serina (112, 136, 155 y 170), se encuentra
formando un complejo inactivo con la chaperona 14-3-3. Frente a un estimulo
apoptoético, Bad es desfosforilado disocidndose de 14-3-3 y transloca a la
membrana mitocondrial donde se dimeriza con Bcl-XL o Bcl-2, para inducir la
apoptosis [Yang et al., 1995, Zha et al., 1996; Lizcano et al., 2000]. Existen varios
caminos de senalizaciéon que conducen a la fosforilacion e inactivacién de

Bad, uno de ellos es la via de PI3K/Akt [Downward, 2004].



Ronda Ana Carolina RESULTADOS

Bad SUPERVIVENCIA

=) €

APOPTOSIS

Inactivacién de Bad: la funcién de la molécula proapoptdtica
Bad es regulada por fosforilacién en cuatro residuos serinas (-
112,-136, -155, -170). La fosforilacion de estos sitios resulta en la
pérdida de la habilidad de la proteina para asociarse con
otras proteinas proapoptdticas y promover la apoptosis. De
esta manera Bad queda inactivada y secuestrada en el
citoplasma por la proteina 14-3-3.

En nuestro laboratorio, se ha demostrado que el 17pR-estradiol activa la
via PIBK/AKT, la que conduce a la fosforilacidon de Bad en serina 136 (Ser136),
inhibiendo de este modo la apoptosis inducida por el H2O2 en las células
C2C12 [Vasconsuelo et al.,, 2008]. Por ello resultd de interés estudiar la
participacion de las MAPKs en la fosforilacion de Akt promovida por la
hormona a través de ensayos de Western Blot. Los resultados en |la Figura 27

muestran la activacion Akt por la hormona en ausencia y presencia de H20o,
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reportada anteriormente [Vasconsuelo et al., 2008]. Cuando las células se
preincubaron con el inhibidor de ERK1/2 (U0126), la fosforilacion de Akt fue
suprimida, indicando que la activacion de ERK2 es necesaria en este evento.
Por otro lado, cuando las células fueron preincubadas con el inhibidor de 38
MAPK (SB203580), se observd una disminucion en la fosforilacion de Akt

inducida por la hormona.
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Figura 27: Rol de ERK2 y p38 MAPK en la fosforilacion de Akt
inducida por 17p-estradiol. Las células C2C12 fueron tratadas
con 17p-estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C: isopropanol
0,001%), en presencia o ausencia de U0126 10 uM (UO) o
SB203580 20 uM (SB). Luego fueron expuestas al H202 0,5 mM
(H202). Los ensayos de Western Blot se realizaron como se
describidé en Metodologia usando un anticuerpo especifico
contra la forma fosforilada de Akt (Ser473). Se muestran los
niveles de actina como control de equivalencia de siembra en
cada condicién. Los blots obtenidos fueron cuantificados por
densitometria. Los resultados se expresan como % de estimulo
respecto al control (promedio + DE, n=3), *p<0,05.
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Se ha reportado que Bad puede ser fosforilada en serina 112 (Ser112)
por activacién de la via ERK1/2 [Fang et al., 1999; Shimamura et al., 2000]. Por
ello a continuacion, se investigd la implicancia de las MAPKs en la fosforilacion
de Bad (Ser112) inducida por el 17p-estradiol. Se realizaron andilisis de Western
Blot con un anticuerpo especifico anti-fosfo-Bad (Ser112). En la Figura 28 se
observa que el H20:2 indujo la desfosforilacién en la serina 112 (activacion) de
la proteina proapoptdtica Bad. La exposicion de las células a la hormona,
previa al tratamiento con el inductor de la apoptosis, aumentd la fosforilacion
de dicha proteina inactivindola. Estos resultados concuerdan con
observaciones previas sobre la fosforilacion de Bad en Ser136 [Vasconsuelo et
al., 2008]. Al estar presentes los inhibidores de las MAPKs en condiciones
apoptdticas, no se observd la fosforilacion de Bad dependiente de la
hormona, sugiriendo que ERK2 y p38 MAPK participan en la inactivacion
(fosforilacion) de Bad en Ser112 como parte de los efectos protectivos del 17p-

estradiol.
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Figura 28: Rol de ERK2 y p38 MAPK en la fosforilacion de Bad por
17B-estradiol. Las células C2C12 fueron tratadas con 17p-estradiol
108M (E2) o su vehiculo (C: isopropanol 0,001%), en presencia o
ausencia de U0126 10 pM (UO) o SB203580 20 uM (SB). Luego
fueron expuestas al H202 0,5 mM (H202). Los ensayos Western Blot
se realizaron como se describi® en Metodologia usando un
anticuerpo especifico contra la forma fosforilada de Bad en
Ser112. Se muestran los niveles de actina como control de
equivalencia de siembra en cada condicion. Los blots obtenidos
fueron cuantificados por densitometria. Los resultados se
expresan como % de estimulo respecto al control (promedio +
DE), *p<0,05.
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3. Contribucion de ERK2 y p38 MAPK en los efectos protectivos del 173-estradiol

en la integridad de la membrana mitocondrial.

Como se indica en la Infroduccidn, en la via intrinseca de la apoptosis
las senales de muerte conducen a alteraciones/pérdida de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial, con la subsiguiente liberacion de factores
proapotdticos, entre ellos el citocromo-c [Liu et al., 1996] y Smac/DIABLO

[Shiozaki y Shi, 2004].

En nuestro laboratorio se demostré que el 17p-estradiol inhibe la ruptura
mitocondrial, lo que impide la liberacién del citocromo-c [Vasconsuelo et al.,
2008]. En consecuencia, se investigd la participacion de ERK2 y p38 MAPK en la
integridad de la membrana mitocondrial promovida por la hormona. Esto se
desarrollé aislando la fraccién citosdlica y midiendo la actividad de la
citocromo ¢ oxidasa, enzima especifica de la mitocondria, como se describe
en Metodologia. La Figura 29 muestra que las células expuestas al H202
presentaron un mayor porcentaje de dano mitocondrial, siendo este efecto
revertido cuando fueron preincubadas con el 17p-estradiol y luego expuestas
al H202, como se reportd anteriormente [Vasconsuelo et al.,, 2008]. Sin
embargo en presencia de los inhibidores de las MAPKs (U0126 o SB203580), el
tratamiento previo con la hormona, no logré proteger la integridad
mitocondrial afectada por el agente apoptdtico. Estos resultados indican que
ERK2 y p38 MAPK participan en la proteccién del 17B-estradiol frente al dano

de la membrana mitocondrial causado por el H2Oo.
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Figura 29: Rol de ERK2 y p38 MAPK en la protecciéon de la
integridad de la membrana mitocondrial por 17p-estradiol. Las
células C2C12 fueron tratadas con17p-estradiol 10-8M (E2) o su
vehiculo (C: isopropanol 0,001%), en presencia o ausencia de
uo126 10 uM (UO) o SB203580 20 uM (SB). Luego fueron
expuestas al H2O2 0,5 mM (H202). Posteriormente se realizaron
ensayos para medir la integridad de la membrana
mitocondrial como se describid en Metodologia. Los resultados
obtenidos a partir de fres experimentos independientes se
expresan como % de dano mitocondrial. (Promedio + DE, n=
3), **p<0,01.

Para obtener informacién adicional acerca de la integridad de la
membrana mitocondrial, se investigd la localizacion de Smac/DIABLO, otra
proteina exclusivamente mitocondrial. Para ello, se realizaron estudios de
inmunocitogquimica usando un anticuerpo que reacciona especificamente
contra Smac/DIABLO (fluorescencia color verde), conjuntamente a la
marcacion de las mitocondrias con Mitotracker (fluorescencia roja). Como se

observa en las imdgenes obtenidas por microscopia confocal en la Figura 30,

123



Ronda Ana Carolina RESULTADOS

en el confrol (panel A) y en células tratadas con la hormona (panel B),
Smac/DIABLO se localizd exclusivamente dentro de la mitocondria,
evidenciado por la mezcla de imdgenes que resulta en color amarillo (merge).
La exposicion de las células al H202, promovid la liberacion de Smac/DIABLO al
citosol (panel C), efecto que fue revertido en las células preincubadas con el
17B-estradiol (panel D). Cuando se inhibieron las vias MAPKs, antes del
tratamiento de las células con 17p-estradiol y luego H202, la hormona no
previno la liberacion de la proteina proapoptédtica mencionada (paneles E y
F). Estos datos confiman que el 17p-estradiol protege la integridad de la
membrana mitocondrial, lo que inhibe la salida de Smac/DIABLO inducida por
el H2O2, a través de un mecanismo dependiente de la activacion de ERK2 y

P38 MAPK.
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Figura 30: Rol de ERK2 y p38 MAPK en la inhibicion de la
liberacion de Smac/DIABLO mitocondrial por 17B-estradiol. A:
isopropanol 0,001%; B: 17p-estradiol 108M; C: H202 0,5 mM; D:
17B-estradiol 10-8M + H202 0,5 mM; E: 17p-estradiol 108M + H202
0,5 mM + SB203580 20 uM; F: 17p-estradiol 108M + H2O2 0,5 mM
+ U0126 10 uM. Se realizaron ensayos de inmunocitoguimica
con un anficuerpo que reconoce a Smac/DIABLO
(fluorescencia verde) y se fineron las mitocondrias con
Mitotracker (fluorescencia roja). El merge es la superposicion
exacta de imdgenes, donde el color amarillo resulta de la
mezcla de la fluorescencia verde y roja. Magnificacién 63X.
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4. Participacion de ERK2 y p38 MAPK en los efectos protectivos del 17p-

estradiol: clivaje de caspasa-3 y PARP

Oftro rasgo distintivo del proceso apoptdtico es la activacion de la
caspasa-3 que es una de las proteinas claves en la ejecucion de la muerte
celular. Para ser activada, esta proteasa requiere un clivaje proteolitico de su
zimégeno inactivo (32 KDa) [Fernandes-Alnemri et al., 1994; Liu et al. 1996] y
posteriormente la caspasa-3 es responsable de la protedlisis especifica de
diversas proteinas, tales como la poli ADP-ribosa polimerasa (PARP) [Oliver et

al., 1999].

Para evaluar la activacion de la caspasa-3 se realizaron ensayos de
Western Blot con un anticuerpo que reconoce tanto la proenzima (32 kDa)
como la forma clivada de la caspasa-3 activa (17 kDa). Los resultados de la
Figura 31 muestran que el H202 disminuyd los niveles proteicos del zimdgeno, lo
que indicaria su clivaje y por lo tanto activacion de caspasa-3. Sin embargo,
no se visualizdé el fragmento clivado de 17 kDa. El pretratamiento de las células
con 17B-estradiol mostré cantidades de procaspasa-3 similares al control y al
fratamiento con la hormona. Al exponer los cultivos celulares a la hormona, el
H202 y los inhibidores de las MAPKs (U0126 o SB203580), el 17p-estradiol no logrd
prevenir el clivaje del zimdgeno. Estos resultados sugieren que la activacion de
ERK2 y p38 MAPK es necesaria como parte del mecanismo que ufilizaria la

hormona para inhibir el clivaje de procaspasa-3 inducida por el H20x.
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Figura 31: El 17B-estradiol inhibe el clivaje de la procaspasa-3
en forma dependiente de ERK2 y p38 MAPK. Las células C2C12
fueron tratadas con 17p-estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C:
isopropanol 0,001%), en presencia o ausencia de U0126 10 uM
0 SB203580 20 uM. Luego fueron expuestas al H202 0,5 mM. Los
ensayos Western Blot se readlizaron como se describid en
Metodologia usando un anficuerpo que reconoce la
procaspasa-3. Se muestran los niveles de actina como control
de equivalencia de siembra en cada condicidn.

Respecto de PARP, se conoce que es una enzima nuclear de 116 kDq,
sustrato de la caspasa-3, y que estd implicada en la reparacion del ADN.
Como parte del proceso apoptdtico, la caspasa-3 cliva a PARP inactivindola,
obteniéndose un fragmento de 89 kDa y otro de 24 kDa [Oliver et al., 1999]. Por
lo tanto ofra manera de evaluar la activacion de la caspasa-3 consistido en
estudiar el clivaje de PARP mediante ensayos de Western Blot usando un
antficuerpo que reconoce la forma intacta de PARP y ambos fragmentos
clivados. La Figura 32 muestra que PARP se encontrd inalterada en la
condicién conftrol y con la adicion del 17B-estradiol. El tratamiento con H202
mostré una disminucion relativa de PARP, sugiriendo la protedlisis de esta
enzima. Nuevamente, con los anficuerpos utilizados no fue posible reconocer
los fragmentos clivados. Al preincubar las células con la hormona antes del

tfratamiento con H202, se observd a PARP intacta como en las condiciones
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controles. Estos resultados ratifican los reportados anteriormente en nuestro
laboratorio [Vasconsuelo et al., 2008]. En confraste, cuando los cultivos
celulares fueron incubados con la hormona, el inductor de la apoptosis y
ademds los compuestos UO126 y SB203580, los niveles de PARP intacta se
observaron disminuidos. Estos datos sugieren que la activacion de ERK2 y p38

MAPK por el 17B-estradiol previene el clivaje de PARP inducido por el H2Oz2.

— e W >PARP (-116 kDa)
T S— S S— S— G > 312 (~35 kDa)
[ E2 Cc E2 E2 E2
U0126  SB203580
HzOz

Figura 32: El 17p-estradiol inhibe el clivaje de PARP
involucrando a ERK2 y p38 MAPK: Las células C2C12 fueron
tfratadas con 17p-estradiol 108M (E2) o su vehiculo (C:
isopropanol 0,001%), en presencia o ausencia de U0126 10 uM
0 SB203580 20 uM. Luego fueron expuestas al H202 0,5 mM. Los
ensayos de Western Blot se realizaron como se describié en
Metodologia usando un anticuerpo que reacciona con PARP.
Se muestran los niveles de actina como confrol de
equivalencia de siembra en cada condicion.
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Esta seccion de resultados (V), profundiza la informacion obtenida
anteriormente en nuestro laboratorio, postulando la participacion de ERK2 y
p38 MAPK como parte del mecanismo por el cual el 173-estradiol ejerce su rol
protectivo en las células musculares esqueléticas. Esto condujo a investigar, la
posible relacion entre la activacion de las MAPKs mencionadas y la
mitocondria, como principal organela implicada en los fendmenos
apoptéticos.
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VI. TRANSLOCACION DE ERK2 A MITOCONDRIAS INDUCIDA POR 17B-ESTRADIOL

EN CELULAS MUSCULARES ESQUELETICAS

Se ha reportado que ERK1/2 ejerce un rol antiapoptdtico
interaccionando con Bcl-2 e induciendo su fosforilacion en la mitocondria
[Tamura et al., 2004]. Ademds, se ha demostrado en células cardiacas que
ERK1/2 forma complejos de senalizacion en la mitocondria dirigiendo la
inactivacion de Bad [Baines et al.,, 2002]. En base a estas evidencias, se
estudiaron los cambios de la localizacidén de ERK2 promovidos por el 17B-
estradiol. Primeramente, se investigd la ubicacioén intracelular de ERK2 luego de
ser activada por la hormona. Para ello, las células fueron incubadas con el
marcador fluorescente rojo Mitotracker y posteriormente tratadas con el 17B-
estradiol. A continuacion se realizaron ensayos de inmunocitoquimica donde
se visualizd la forma fosforilada de ERK1/2 con fluorescencia verde. Las
imdagenes obtenidas por microscopia confocal en la Figura 33 demuestran que
ERK2 es activada por la hormona (como previamente se estudid por Western
Blot) y de relevancia, la superposicion de fluorescencias (merge, amarillo)
sugiere una localizacién predominantemente mitocondrial para la forma

activa de ERK2.
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Figura 33: Localizaciéon mitocondrial de fosfo-ERK2 inducida por
17B-estradiol. Las células C2C12 fueron tenidas con Mitotracker
(fluorescencia roja) como se describi® en Metodologia.
Posteriormente fueron fratadas con 17p-estradiol 108M (E2) o su
vehiculo (C: isopropanol 0,001%) durante 15 min. A
continuacién se readlizaron ensayos de inmunocitoquimica con
un anticuerpo especifico confra la forma dualmente
fosforilada/activa de ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (fluorescencia
verde). El merge es la superposicion exacta de imdgenes,
donde el color amacarilo resulta de la mezcla de las
fluorescencias verde y roja. Magnificacion 63X.
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Con el objetivo de confirmar la localizacion mitocondrial de ERK2 en su
forma activa, se realizdé un fraccionamiento subcelular posterior al fratamiento
de las células con 17pR-estradiol. Las fracciones obtenidas fueron analizadas por
Western Blot usando un anticuerpo especifico contra la forma activa de
ERK1/2. Los resultados en la Figura 34 muestran un aumento de fosfo-ERK2 en
mitocondria promovido por la hormona. Estos resultados coinciden con los
ensayos de inmunocitoquimica demostrando una localizacién mitocondrial de

ERK2 activada por 17-estradiol.

—_— - — - “  »p-ERK2 (~41 kDa)

» ERK1 (~42 kDa)
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Figura 34: Localizacion mitocondrial de ERK2 activa inducida
por 17B-estradiol. Las células C2C12 fueron tratadas con 17p-
estradiol 108M (E2), o su vehiculo (C: isopropanol 0,001%)
durante 15 min. Posteriormente se realizd un fraccionamiento
subcelular como se describi® en Metodologia. Nuc, fraccién
enriquecida en nudcleos; Mit, fraccidn enriquecida en
mitocondrias, SPMit, sobrenadante posmitocondrial. Los
ensayos de Western Blot se realizaron usando anticuerpos anti-
fosfo-ERK1/2 (Thr202/Tyr204), anti-ERK1/2 total y anti-lamin B.
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Los resultados anteriormente descriptos no permiten establecer si el 175-
estradiol promueve la fosforilacion de ERK2 en el interior de la mitocondria, o
bien, si la hormona induce una movilizacién de la quinasa activa a dicha
organela. Por lo tanto, se estudiod la localizacion de ERK1/2 total (fosforilada y
no fosforilada) para evaluar una posible franslocacion de ERK2 a mitocondria.
Para ello, las células fueron expuestas al 17R-estradiol durante varios intervalos
de tiempo (10 a 40 minutos). Se realizaron ensayos de inmunocitoquimica
usando Mitotracker como marcador mitocondrial (fluorescencia roja) y un
anficuerpo que reconoce la forma total de ERK1/2. Las imdgenes obtenidas
por microscopia confocal en la Figura 35 no evidencian cambios en los niveles
de ERK1/2 a ninguno de los tiempos ensayados (fluorescencia verde). Sin
embargo, se observan diferencias en el grado de localizacién mitocondrial de
ERK1/2 (merge, amairillo). Especificamente, la hormona aumentd la cantfidad
de ERK1/2 en dicha organela en forma dependiente del tiempo, hasta los 30
minutos. A los 40 minutos, el 17B-estradiol no provocd cambios significativos en
la localizacion de ERK1/2. Estos resultados sugieren una posible translocacion

de ERK1/2 a mitocondrias.
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Figura 35: Cambios en el grado de localizacién mitocondrial
de ERK1/2 inducidos por 17p-estradiol a distintos tiempos. Las
células C2C12 fueron tratadas con 17p-estradiol 10-8M (E2) o su
vehiculo (C: isopropanol 0,001%) a distintos tiempos como se
indican en la figura (10 - 40 min). Posteriormente, se realizaron
finciones mitocondriales con Mitotracker (fluorescencia roja) y
ensayos de inmunocitoquimica, como se describid en
Metodologia usando anti-ERK1/2 total (fluorescencia verde). El
merge es la superposicidon exacta de imdagenes, donde el
color amarillo resulta de la mezcla de la fluorescencia verde y
roja. Magnificacién 63X.
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La translocacion de las MAPKs puede darse por varios mecanismos
dependiendo de qué MAP quinasa se trate, uno de estos procesos puede ser
a través de la activacién y la subsecuente dimerizacion de la proteina
[Pearson et al., 2001]. Por lo tanto, habiendo revelado la presencia de ERK2
activa (fosforilada) en mitocondrias y ademds, evidenciado una posible
migracién de ERK1/2 a estas organelas inducida por el 17p-estradiol, se estudid
si la fosforilacién de dicha quinasa por la hormona es necesaria para su
translocacioén a mitocondrias. Para ello, las células fueron preincubadas con
UO126 10 uM, inhibidor de la activacion de ERK1/2, por 30 minutos y luego
tratadas con 17B-estradiol durante los mismos intervalos de tiempo estudiados
anteriormente (de 10 a 40 minutos). En forma andloga al ensayo anterior se
evalud la localizacion de ERK1/2 total. Como se observa en la Figura 36
(merge), en presencia del inhibidor, la hormona no fue capaz de aumentar la
ubicacién de ERK1/2 en mitocondrias en ninguno de los tiempos estudiados,
sugiriendo que la fosforilacion es un requisito para que la quinasa transloque a

dicha organela.
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Figura 36: La presencia de U0126 inhibe la translocacion de
ERK1/2 a mitocondrias inducida por 17p-estradiol. Las células
C2C12 fueron tratadas con 17p-estradiol 108M o su vehiculo (C:
isopropanol 0,001%) en presencia de U0126 10 uM, a distintos
fiempos como se indican en la figura (10 - 40 min). Posteriormente
se redlizaron tinciones mitocondriales con  Mitotracker
(fluorescencia roja) y ensayos de inmunocitoquimica como se
describié en Metodologia usando anti-ERK1/2 total (fluorescencia
verde). El merge es la superposicion exacta de imdgenes, donde
el color amairillo resulta de la mezcla de la fluorescencia verde y
roja. Magnificacién 63X.
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Los estrogenos son hormonas esteroideas que ejercen acciones tréficas
en el musculo esquelético [Dionne et al.,, 2000]. Se ha reportado que las
patologias degenerativas de este tejido observadas en mujeres menopdusicas,
son debidas a la ausencia de estrégenos, los que al ser administrados,
promueven el crecimiento y la recuperacién del tejido muscular [Warren et al.,
1996; Kadi et al., 2002]. El 17B-estradiol es un estrogeno que se une a receptores
selectivos localizados en varios érganos y tejidos. Especificamente, ha sido
reportada la expresion de receptores estrogénicos (ERs) en el musculo
esquelético de rata y humano [Lemoine et al., 2002, Wik et al., 2005] vy, de
especial importancia, la presencia de estos receptores ya evidenciada en la
linea celular de musculo esquelético murino C2C12 [Kahlert et al., 1997] fue
corroborada en nuestro laboratorio, demostrdndose la existencia de ERa y ERB
en estas células [Milanesi et al., 2008; Milanesi et al., enviado]. Sin embargo, no
se conocen aun los mecanismos moleculares por los cuales la hormona ejerce
su funcidén en el tejido muscular. Esto motivé a plantear, en el presente trabajo
de ftesis, el estudio de las vias de senalizacion intracelulares involucradas en la
accion del 17p-estradiol en células musculares esqueléticas, asi también como

sus posibles implicancias fisioldgicas.
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El 17B-estradiol actia en células diana a fravés de un mecanismo
gendmico modulando la expresidon génica [Klein-Hitpass et al., 1986] y ademds,
ejerce acciones rdpidas no-gendmicas regulando diversas vias de
fransduccion de senales [Nemere y Farach-Carson, 1998; Kelly y Levin, 2001],
entre las que se encuentran las cascadas de proteinas quinasas activadas por
mitdgenos (MAPKs) [Driggers y Segars, 2002; Hammes y Levin, 2007]. La
caracterizaciéon de los efectos rapidos del 17R-estradiol en las células C2C12 se
abordd evaluando la activacion por fosforilacion de las MAP quinasas ERK1/2 y
P38 MAPK. Las investigaciones realizadas demuestran que la hormona induce,
en forma dependiente del tiempo y de la dosis, la fosforilacién de ERK2 y p38
MAPK, observédndose la mayor estimulacion de ambas MAPKs a una
concentracion fisiologica de 17R-estradiol de 108M durante 15 minutos de
tratamiento. En concordancia con estos resultados, dentro de las acciones
rdpidas ejercidas por el estrobgeno a concentraciones fisioldgicas, se ha
reportado la activacion de ERK1/2 y p38 MAPK en cardiomiocitos [Nuedling et
al., 1999] y en células endoteliales adrticas [Geraldes et al., 2002]. Ademds, en
la tesis se demuestra que el 17pR-estradiol induce la fosforilacion de ERK2 y p38
MAPK en cultivos primarios de musculo esquelético de ratén, evidenciando
que la respuesta celular a la hormona no es un efecto propio de la linea
celular C2C12. Distintivamente, si bien las células C2C12 muestran por ensayos
de Western Blot la expresion equivalente de las dos isoformas de ERK (ERK1 vy
ERK?2), los resultados obtenidos evidencian que el estrdgeno no es capaz de
estimular la fosforilacion de ERK1 en los tiempos y dosis ensayados.
Observaciones previas demuestran que, aunque ERK1 y ERK2 son proteinas que

comparten aproximadamente un 85% de homologia [Pearson et al., 2001],
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segun el estimulo, se activan selectivamente mediando distintas respuestas
[Lloyd, 2006; Sturgill, 2008]. De interés, se han descripto diferentes roles para
ERK1 y ERK2 durante el proceso de diferenciacién en las células C2C12 [Li y
Johnson, 2004], lo que nos permite sugerir que la activacion de ERK2 (y no de
ERK1) por el 17p-estradiol podria condicionar a las células a generar una

respuesta especifica.

Una de las acciones mds conocidas que ejercen las MAPKs luego de ser
estimuladas, es regular la actividad de una gran cantidad de factores de
transcripcidén, entre los que se encuentran CREB, Elk-1 y AP-1 [Karin et al., 1995;
Bébien et al., 2003; Gangnuss et al., 2004; Turjanski et al., 2007]. Los resultados
obtenidos en este trabajo demuestran que el 17pR-estradiol promueve
rdpidamente la activacion de CREB y Elk-1. El uso de los inhibidores de ERK1/2 y
P38 MAPK, U0126 y SB203580 respectivamente, involucran la participacion de
ERK2 y p38 MAPK en este mecanismo. Andlogamente, estudios realizados en
células de colon han demostrado que la hormona activa répidamente dichos
factores de transcripcion via las MAPKs [Hennessy et al., 2005]. Respecto del
factor de transcripcién AP-1, éste es un complejo dimérico formado por
subunidades de Fos, Jun o ATF-2 que se unen a un sitio comun en el ADN para
mediar la transcripcion de determinados genes. La actividad de este factor
puede regularse a fravés de un aumento en la expresion, estabilidad o
fosforilacion de sus subunidades, eventos en los que se ha reportado la
participacion de las vias MAPKs [Karin et al., 1997; Musti et al., 1997; Gangnuss

et al., 2004; Eriksson et al., 2007]. En células C2C12 se ha evidenciado que el
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17p-estradiol induce la oncoproteina c-Fos [Kahlert et al., 1997], sin embargo se
desconocen los mecanismos moleculares involucrados en este evento. Esta
tesis, aporta evidencias demostrando la participacion de ERK2 y p38 MAPK en
la modulacion positiva de los niveles proteicos de c-Fos y ¢c-Jun, aungue no se
determina si esta regulacién es a través de un aumento en su expresion y/o
estabilidad. En relacién a estos resultados, se ha demostrado que el 17p-
estradiol estimula conjuntamente la expresion de estas oncoproteinas en
distintos tipos celulares [Garcia et al., 2000; Okada et al., 2004]. Ademds, se han
efectuado investigaciones que implican a CREB y Elk-1 en la modulacion de c-
Fos y c-Jun, debido a que sus oncogenes poseen elementos de respuesta para
dichos factores de transcripcion [Piechaczyk y Blanchard, 1994; Xing et al.,
1998; Zhong et al., 2007; Harrison et al., 2004]. Por ello, visto que el 17p-estradiol
regula tanto la fosforilacién de CREB y Elk-1 como los niveles proteicos de c-Fos
y c-Jun, a través de ERK2 y p38 MAPK, las investigaciones realizadas no aclaran
si el 17p-estradiol promueve la activacion en paralelo de los factores de
transcripciéon CREB, Elk-1 y AP-1 (c-Fos/c-Jun) en forma dependiente de las
MAPKs, o si la hormona induce la activacién de CREB vy Elk-1 via las MAPKs, v,
estos factores de transcripcion son los que en forma directa, regulan la

expresion de c-Fos y c-Jun.

Posteriormente se investigaron algunas de las proteinas que podrian

estar involucradas upstream en la activacion de ERK2 y p38 MAPK inducida por
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el 17pR-estradiol. Se ha demostrado que miembros de las familias PKC y Src son
componentes claves en la modulacion de las cascadas MAPKs en diferentes
tejidos [Dos Santos et al., 2002; Armstrong, 2004]. Por ello, resultd de interés
evaluar si Src y PKC operan como moduladores en la activacion de ERK2 y p38
MAPK promovida por el 17B-estradiol en las células C2C12. El compuesto PP2,
un inhibidor selectivo de los miembros de la familia Src, bloqued por completo
tanto la fosforilacion de ERK2 basal como la inducida por la hormona,
involucrando fuertemente a esta familia de tirosinas quinasas citosdlicas en la
estimulacion de ERK2 dependiente del estrogeno. En forma andloga, p38
MAPK no fue fosforilada por la hormona en presencia de PP2, implicando
también a miembros de Src como reguladores positivos en la cascada de
activacion de p38 MAPK. De importancia, los resultados obtenidos muestran
que el 17p-estradiol activa Src, evidenciada por fosforilacion en Tyr416. De
acuerdo con estas observaciones, se ha demostrado la participacion de Src
en la activacion de ERK1/2 y p38 MAPK en células de musculo liso [Touyz et al.,
2001]. Con respecto a PKC, en nuestro laboratorio se ha estudiado
detalladamente su rol en la modulacion de ERK1/2 en células musculares de
ave estimuladas con 1a,25(0OH)2Ds [Capiati et al., 2000; Morelli et al., 2001]. En
el presente estudio, los ensayos con Ro318220, un inhibidor especifico de todos
los miembros de la familia PKC, demuestran que esta proteina quinasa es
necesaria en la activacion de ERK2 y p38 MAPK por la hormona, como se ha
reportado en oftros fipos celulares [Keshamouni et al., 2002; Boyan y Schwartz,
2004]. Ademds, el compuesto PMA, un éster de forbol, activd marcadamente
ERK1 y ERK2 y en menor magnitud p38 MAPK, lo que corrobord el rol de PKC en

la activacion de estas vias mitogénicas en las células C2C12. Se requiere
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elucidar cudl o cudles isoforma/s de PKC regulan positivamente las vias MAPKs
en las células C2C12. Cabe destacar que, en esta linea celular, se ha
demostrado la expresidon de PKCa, PKCR, PKC3, PKCO, PKCn y PKC( [Czifra et
al.,, 2006]. Por ofro lado, el uso de Ro318220, posibilitdé determinar la
participacion de miembros de la familia PKC en la fosforilacién y activacion de
Src inducida por el estrédgeno. Del mismo modo, en células osteobldsticas fue
demostrado el requerimiento de PKC en la estimulacion de Src por ATP [Katz et
al., 2006]. En concordancia con estos resultados, existen reportes demostrando
gue PKC es un elemento clave en la regulacion de la actividad de la proteina
tirosina fosfatasa (PTP)a, la cual estimula directamente a Src mediante
desfosforilacién de su residuo Tyr527 [Brandt et al, 2003]. Mds aun,
recientemente en nuestro laboratorio, se ha establecido el rol de dicha
fosfatasa en la activacién de Src dependiente de PKC en las células C2C12
estimuladas con 1a,25(0OH)2Ds [Buitrago y Boland, enviado]. Investigaciones
adicionales son necesarias para establecer el rol de PTPa en la senalizaciéon del

17B-estradiol en dichas células.

Con la finalidad de profundizar sobre el rol de Src y PKC, también se
investigd la intervenciéon de estas quinasas en la fosforilacion de los factores de
transcripcidon CREB y Elk-1 asi como en la induccidén de c-Fos y c-Jun por la
hormona. Como era de esperar, la activacion de CREB y Elk-1 y el aumento de
los niveles proteicos de c-Fos y c-Jun promovidos por el estrégeno, resultaron
ser también dependientes de Src y PKC. Estos resultados concuerdan con
observaciones previas en las que se ha demostrado en neuronas la
participaciéon de estas dos proteinas upstream a la fosforilacion de CREB

dependiente de las ERKs [Kawasaki et al., 2004]. El rol de PKC en la activacion
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de Elk-1 también ha sido reportado en diferentes tipos celulares [Brandlin et al.,
2002]. Ademds, se ha evidenciado la implicancia de Src en la regulaciéon de
los miembros de AP-1 en células éseas [Granet et al., 2002] y de PKC en el
aumento de expresidon de los proto-oncogenes c-fos y c-jun en células

hepdticas [Jen-Kun Lin, 2004].

Recientemente, se ha demostrado la participacién de los receptores
estrogénicos en varias de las acciones rdpidas del 17p-estradiol.
Especificamente, en células endoteliales, se ha reportado que las isoformas o y
B de los receptores estrogénicos estdn involucradas en la activacion de las vias
MAPKs por el 17pB-estradiol [Klinge et al., 2005]. Por lo tanto, resulté de interés
establecer la contribucién de estos receptores en la estimulacion de ERK2 y
P38 MAPK por la hormona en las células musculares esqueléticas. Los
resultados obtenidos utilizando el compuesto [CI182780, un antagonista
especifico de dichos receptores, sugieren la participacion de los receptores
estrogénicos en la activacién de ERK2 pero no de p38 MAPK por el 17p-
estradiol. Esta observaciéon fue confirmada al silenciar la expresion de ERa y
abolir por completo la fosforilacidon de ERK2 pero no la de p38 MAPK inducida
por la hormona. En relacion a estos resultados, varios reportes demuestran que
la activacion de la via ERK1/2 por el 17p-estradiol es mediada por ERa en
diferentes tipos celulares [Cheng et al., 2008; Minano et al., 2008]. En conftraste,
el bloqueo de la expresion de ERB con el siRNA especifico no provocd cambios
significativos en la fosforilacion de ambas MAPKs dependiente del estrogeno,

evidenciando que este receptor no estd involucrado en los eventos
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moleculares anteriormente mencionados. Los resultados que muestran al ERa
como parte del mecanismo de activacion de ERK2 y no de p38 MAPK,
sugieren una activacion diferencial de ambas MAPKs por el 17B-estradiol.
Tentativamente se podria especular que la hormona promueve por un lado la
activacién de ERK2 via ERa y por el ofro, en menor grado, de ofras proteinas
receptoras como GPR30 o EGFR [Filardo, 2002], las que conducirian a la
fosforilacion de p38 MAPK. De esta manera p38 MAPK posteriormente
estimularia a los receptores estrogénicos [Lee y Bai, 2002; Driggers y Segars,

2002]. Se requiere evidencia experimental para sustentar esta interpretacion.

El 17B-estradiol conjugado a BSA, es un compuesto impermeable a la
membrana plasmdtica que ha sido utilizado para estudiar la accidén de la
hormona a nivel de la superficie celular. Si bien estd reportado que las células
C2C12 no expresan ERs en la membrana plasmdatica [Milanesi et al., 2008], en
esta tesis se evalud la posible participacion de otros receptores localizados en
la superficie celular que mediarian la activacion no gendmica de las MAPKs
por la hormona. Los resultados obtenidos, coincidentes con las evidencias
reportadas por Milanesi et al., sugieren que la estimulacion de las MAPKs por el
17B-estradiol no involucra receptores presentes en la membrana plasmatica,
ya que el 17p-estradiol conjugado a BSA no indujo un aumento significativo en
la fosforilacion de ERK2 o de p38 MAPK. La activacién de ERK2 dependiente de
ERa guarda relacién con el hecho de que en las células C2C12 el ERa se
localiza en citosol, mitocondrias, reticulo endoplasmdtico y corpUsculo de
Golgi [Milanesi et al.,, 2008]. Son necesarios experimentos adicionales para

determinar si el ERa interviene ademdas en la regulacion de la actividad de

145



Ronda Ana Carolina DISCUSION

PKC, Src, CREB, Elk-1, y en la modulacién de los niveles proteicos de c-Fos y c-

Jun en respuesta a la hormona.

De los resultados discutidos, surge el interrogante sobre cudl es la
funcidén de estos mecanismos de senalizacion desencadenados por el 17p-
estradiol en las células musculares esqueléticas. Se ha demostrado que las
cascadas de senalizacion rdpidas, no gendmicas, inducidas por el 17p-
estradiol regulan diversos procesos tales como diferenciacion, proliferacion, e
incluso la muerte celular [Castoria et al., 1999; Razandi et al., 2000; Manolagas
y Kousteni, 2001; Acconcia y Marino, 2003]. Particularmente, las vias MAPKs son
claves en la modulacién de los procesos anteriormente mencionados [Pearson
et al, 2001]. Especificamente, la activacion de la via ERK1/2 ha sido
relacionada con la supervivencia celular en respuesta a factores mitogénicos,
mientras que la activacion de p38 MAPK ha sido asociada con la promociéon
de la muerte celular programada [Wada y Penninger, 2004]. Por ofro lado, en
nuestro laboratorio se comprobd que el 17R-estradiol protege a las células
musculares esqueléticas de la apoptosis causada por el HoO2 [Vasconsuelo et
al., 2008]. Es por ello que en la tesis se estudid la participaciéon de las vias

MAPKs en los efectos antiapoptdticos del 17B-estradiol en células C2C12.

Los resultfados presentados en este frabajo, aportan evidencias
demostrando la contribucién de ERK2 y p38 MAPK en los efectos protectivos de
la hormona frente a la apoptosis inducida por H202. El 17p-estradiol, en
presencia de los inhibidores de ERK1/2 y p38 MAPK, U0126 y SB203580

respectivamente, no logré prevenir los cambios celulares caracteristicos que se
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observan en el proceso de apoptosis en cuanto a desorganizacion de la
actina, cambios en la disposicidn mitocondrial y condensacion nuclear. En
concordancia con estos resulfados, se ha observado en células neuronales
qgue ERK1/2 y p38 MAPK median los efectos antiapoptdticos de la hormona
[Alexaki et al., 2006]. Las investigaciones realizadas también demuestran que el
17p-estradiol a tfravés de la MAPKs previene los cambios morfolégicos
apoptodticos causados por el H2O2 en cultivos primarios de musculo esquelético
de ratén, indicando nuevamente que la respuesta de la linea C2C12 a la
hormona es propia de células musculares nativas. Adicionalmente,
Vasconsuelo et al., reportaron en células C2C12 que el 17p-estradiol ejerce sus
efectos protectivos a través de la via PI3K/Akt/Bad [Vasconsuelo et al., 2008].
En base a estas evidencias, se estudid si la activacion de las MAPKs por la
hormona guardaba relacién con este mecanismo. Los resultados obtenidos
sugieren la participacion de ERK2 y en menor medida la de p38 MAPK en la
fosforilacion de Akt. De acuerdo con estas observaciones, en células hepdticas
se ha comprobado que la activacion de Akt es modulada por el estrégeno via
ERK1/2 [Marino et al., 2003]. Por ofro lado, el 17B-estradiol indujo la inactivacion
de Bad por fosforilacion en Ser112 involucrando a ERK2 y p38 MAPK.
Coincidentemente, en células mamarias se ha reportado que el 17p-estradiol
ejerce un rol anfiapoptético a fravés de la fosforilacion de Bad (Ser112)
dependiente de ERK1/2 [Fernando y Wimalasena, 2004]. Ademds, estudios
recientes demuestran que el EGF suprime la apoptosis mediante un
mecanismo que incluye la fosforilacion de Bad dependiente de p38 MAPK

[Humphrey et al., 2008].
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Este trabajo de tesis aporta evidencias que senalan a la mitocondria
como una organela moduladora de la accion protectiva del 17p-estradiol en
las células musculares esqueléticas.  Precisamente, la mitocondria es
considerada como un punto importante en la regulacion de los eventos
apoptdticos [Desagher y Martimou, 2000; Lu et al., 2007]. Los resultados
obtenidos sugieren que la hormona preserva la integridad de la membrana
mitocondrial  inhibiendo la liberacion de la proteina proapotdtica
Smac/DIABLO inducida por el H2O2 y que en este mecanismo parficipan ERK2 y
P38 MAPK. Estas observaciones se apoyan con el hecho de que las
mitocondrias de las células C2C12 son targets del 17p-estradiol, por expresar
receptores estrogénicos [Milanesi et al., 2008]. Andlogamente, en células
neuronales se ha observado que dichas organelas poseen un rol central en los
efectos protectivos del estrégeno [Simpkins et al., 2005]. De relevancia, se
observd que la estimulacion de las células C2C12 con 17B-estradiol induce
rdpidamente la translocacion de ERK2 activa a mitocondrias. Resultados
similares se han reportado para células neuronales [Alonso et al.,, 2004].
Sustentando la hipdtesis de que ERK2 activada por el 17p-estradiol translocaria
a dicha organela para ejercer un rol protectivo, Tamura et al., demuestran una
inferaccion entre ERK1/2 y Bcl-2 en la mitocondria ejerciendo efectos
antiapoptdticos [Tamura et al., 2004]. De interés, se ha evidenciado que ERK
forma complejos de sendlizacion con PKC en mitocondrias de células
cardiacas promoviendo efectos protectivos, en parte, a través de la

fosforilacion e inactivacion de Bad [Baines et al., 2002].

Otro evento establecido perteneciente a la apoptosis es el clivaje de la

procaspasa-3, la cual a su vez, actla sobre sustratos especificos entre los que

148



Ronda Ana Carolina DISCUSION

se encuentra PARP [Decker y Muller, 2002]. De las investigaciones llevadas a
cabo en la tesis, emergen resultados sugiriendo que el tfratamiento previo de
las células musculares con el 17p-estradiol, revierte el clivaje de la procaspasa-
3y de PARP inducido por el H2O», a través de un mecanismo dependiente de
la activacién de ERK2 y p38 MAPK.

El hecho que en estos estudios se observd una mayor participacion de
ERK2 que de p38 MAPK mediando los efectos protectivos del 17R-estradiol, en
conjunto con los resultados inicialmente obtenidos sobre los efectos no-
gendmicos de la hormona, apoya la hipdtesis de que el 17p-estradiol
promoveria una activacion diferencial de ambas MAPKs en células musculares
esqueléticas. Otra posible explicacién se relaciona con el uso del compuesto
SB203580 que inhibe especificamente a la p38a y p38P. Estudios recientes
realizados en células cardiacas, revelan una modulacién selectiva sobre las
isoformas mencionadas de p38, mediando los efectos antiapoptdticos del
estrogeno. Especificamente, la accidn protectiva de la hormona ocurre por
activacién de PIBK/AKT/p38p vy, simultdneamente por modulacién negativa de
p38a, que estd implicada en la progresion de la apoptosis [Kim et al., 2006;
Bassi et al., 2008]. Estudios posteriores a esta tesis, buscardn elucidar el rol de
cada isoforma de p38 MAPK en los efectos protectivos del 17p-estradiol en las

células musculares esqueléticas.
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Finalmente, los resultados presentados en este frabagjo y los
conocimientos acerca de la implicancia del 17B-estradiol en la fisiologia del
tejido muscular, sugieren que la hormona podria contribuir significativamente
en la supervivencia de los mioblastos satélites existentes sobre las fibras del
muUsculo esquelético. Estos eventos ocurririan a través de un mecanismo que
involucra la activacién no gendmica de ERK2 y p38 MAPK. Es mds, se ha
reportado que la apoptosis ejerce un control sobre la proporciéon relativa de
mioblastos y miotubos en dicho tejido [Sandri y Carraro, 1999; Marzetti y
Leeuwenburg, 2006]. Elucidar los mecanismos moleculares involucrados en la
accion protectiva del 17pR-estradiol, podria ser de relevancia en el desarrollo
de terapias para la prevencion y tratamiento de la sarcopenia asociada a una

desregulaciéon de los niveles de estrogenos, como en el caso de la

menopausia.
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Los resultados presentados en este trabajo de tesis, contribuyen a
caracterizar el rol de miembros de la familia MAPKs en la fraduccién de la
senal del 17p-estradiol en células musculares esqueléticas. Asimismo aportan
informacion adicional sobre el mecanismo por el cual la hormona ejerce su rol
antiapoptdtico en dichas células.

Especificamente, los datos obtenidos en la linea celular de musculo

esquelético de raton C2C12 permiten concluir:

v La estimulacion de las células con el 17p-estradiol incrementa la
fosforilacion de ERK2 y p38 MAPK en forma dependiente de la dosis y

del tiempo de fratamiento.

v" La hormona induce la fosforilacion de los factores de transcripcion CREB

y Elk-1 a tfravés de ERK2 y p38 MAPK.

v' ERK2 y p38 MAPK median los niveles proteicos de c-Fos y c-Jun inducidos

por el 17B-estradiol.

v' Las quinasas PKC y Src participan upstream a la activacion de ERK2 y
P38 MAPK por el estrogeno y también contribuyen en la fosforilacion de
CREB vy Elk-1, y en la modulacion de c-Fos y c-Jun en respuesta a la

hormona.

v' El 17p-estradiol regula la activacion de Src, con la participaciéon de PKC

en este evento.
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v La hormona estimula ERK2 en forma dependiente de ERa. En cambio, la
fosforilacion de p38 MAPK es un mecanismo independiente de

receptores estrogénicos.

v" La activacion de ERK2 y p38 MAPK promovida por el 17B-estradiol no

involucra receptores localizados en la membrana plasmdatica.

v ERK2 y p38 MAPK son parte del mecanismo por el cual la hormona

ejerce su efecto antfiapoptdtico en células musculares expuestas al

H20o.

v' Se sugiere que el 17p-estradiol induce la translocacion de ERK2 activada

principalmente a la mitocondria.
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