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1,25-(OH).D3 1,25-Dihidroxivitamina D3

A Adenina

aa Aminoacido

ADN Acido desoxirribonucleico
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ARN Acido ribonucleico

ARNasa Ribonucleasa

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ARNr Acido ribonucleico ribosémico
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F Hormona libre
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GRE Elemento de respuesta a glucocorticoides
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IR Receptor de insulina
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SEM Error estandar

SHC Proteina homologia a SRC y colageno
SRC Coactivadores de receptor esteroides

T Tirosina

VDR Receptor de la 1,25-dihidroxivitamina D3
VDR* Complejo activo 1,25-dihidroxivitamina Ds-receptor

VDRE Elemento de respuesta a 1,25-dihidroxivitamina D3
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Introduccioén

1. 1,25-DIHIDROXIVITAMINA D3 Y SU RECEPTOR

La 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25-(OH);D3) es la forma activa de la
vitamina D3. La vitamina D3 se puede sintetizar en la piel, tanto en el hombre
como en otros animales, a partir del precursor inactivo 7-deshidrocolesterol,
mediante reacciones provocadas por la exposicion al componente ultravioleta de
la luz solar. La vitamina D3 también se puede obtener a través de la dieta. Esta
vitamina, obtenida de cualquiera de las dos formas antes mencionadas, se dirige
al higado a través del torrente circulatorio. Es en el higado donde se produce la
primera hidroxilacion de las dos que han de originarse para transformar la
vitamina D3 en la 1,25-(OH),D3 (Figura 1). La primera hidroxilacion se produce en
el carbono 25 de la vitamina D3 y da lugar a la 25-hidroxivitamina D3 (Haussler
MR. y col.,, 1998), que es el metabolito de mayor proporcion en el torrente
circulatorio, por ello, es el parametro que determina el estado de la vitamina D3 y
de la 1,25-(OH),Ds en el organismo. Posteriormente, en el riién la 25-
hidroxivitamina D3 sufre una 1a-hidroxilacion dando lugar a la 1,25-(OH).Ds3

(DeLuca HF.,1988).

- . R

OH

1 Higado 1 Rifiegn

Y
Y

1 25-0OHasa 1 1-OHasa

H H H H

Vitamina D, 25-hidroxivitamina D, 1,25-dihiroxivitamina D,

|

Figura 1: Sintesis de la 1,25-dihidroxivitamina Ds.
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Se ha demostrado que la piel no sélo puede producir vitamina D3, sino que
directamente puede producir 1,25-(OH),D3 ya que dispone de la maquinaria
enzimatica necesaria (Bikle DD. y col., 1986). Esta maquinaria también se ha
observado en células de las mamas, préstata y colon (Schwartz GG. y col., 1998;
Cross HS. y col., 2001; Tangpricha V. y col., 2001). Parece ser que hay una gran
variedad de tejidos que de manera local producen la hormona 1,25-(OH),D3 cuya
funcidén es autocrina/paracrina y actua en la regulacion del crecimiento (Holick MF.,
2002).

La 1,25-(OH);D3; y sus metabolitos son moléculas lipofilicas y por tanto
tienen una baja solubilidad en el plasma. Por ello, estos metabolitos son
transportados a través del torrente sanguineo asociados a proteinas
transportadoras, la mas importante de estas proteinas es la vitamin D-binding
protein (Brown AJ. y col., 1999). Por medio de esta proteina la 1,25-(OH),D; llega
a los tejidos o células diana y alli ejerce distintos efectos bioldgicos.

Los efectos biolégicos de la 1,25-(OH),D3 son altamente variados, los mas
relevantes son la regulacion de los niveles plasmaticos de calcio y fosforo
(Haussler CA. y col., 1986; Darwish HM. y col., 1996), la modulacién de los
niveles de citoquinas en linfocitos T (Tsoukas CD., y col.,, 1984; Hewison M.,
1992), la inhibicién de la proliferacion y estimulaciéon de la diferenciacion en
queratinocitos y células mieloides (Smith EL. y col., 1986; Pan P. y col., 1991), la
modulaciéon de la secrecion de insulina en islotes pancreaticos (Lee S. y col.,
1994) y la regulacion de la expresion de distintos genes en varios tipos celulares

(Christakos S. y col., 1996; Haussler MR. y col., 1998).
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Para llevar a cabo estos efectos la 1,25-(OH),D3; necesita unirse a su

receptor especifico (VDR) en el interior de células diana.

1.1. El gen del receptor de la 1,25-dihidroxivitamina D3

El gen que codifica al VDR humano esta localizado en el cromosoma 12 q13-
14 (Faraco JH. y col., 1989; Labuda M. y col.,, 1992) y su secuencia ha sido
obtenida por Miyamoto K. y col., 1997. Este gen carece de caja TATA, tiene zonas
ricas en GC lo que le confiere la presencia de putativos sitios de union para el SP1
(Dynan WS. y col., 1983) y una variedad de sitios de unién a distintos factores
transcripcionales.

Este gen esta formado por 11 exones y sus intrones asociados (Figura 2). En
la zona 5’ no codificante se encuentran los exones 1A, 1B, 1C, como consecuencia
del proceso de transcripcion alternativo de estos exones se puede formar tres tipos
de especies de mRNA (Baker AR. y col.,1988). Los exones del 2 al 9 codifican la
estructura de la proteina producto de este gen, que es el VDR. El exdn 2 codifica un
primer dedo de zinc de la proteina que esta formado por 21 aminoacidos (aa) y el
exon 3 codifica el segundo dedo de zinc formado por 16 aa.

Estos exones y sus intrones parecen estar bastante conservados en los
genes de la familia de receptores nucleares. Lo unico que diferencia al gen del VDR
humano del resto de los receptores nucleares es la presencia de un exdn 5 adicional
que codifica los aa desde 155 hasta 194 (hélices H1 y H3) de esta proteina del VDR

humano.
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Figura 2: Organizacion estructural del gen del VDR.

1.2. El receptor de la 1,25-dihidroxivitamina Dz. Dominios estructurales

El VDR es un reconocido miembro de la superfamilia de receptores nucleares
que regulan la expresion de genes de forma dependiente del ligando (Evans
RM.,1988; Haussler MR. y col.,1988). Desde el punto de vista de su clasificacion,
esta superfamilia se divide en cuatro clases, atendiendo a sus caracteristicas de
dimerizacion y propiedades de unién al ADN. El VDR, junto a los receptores de las
hormonas: tiroidea (TR), acido retinoico (RAR), acido 9-cis retinoico (RXR) y
troglitazona (PPARs), pertenecen a la Clase Il (Mangelsdorf DJ. y col., 1995).
Todos ellos actuan principalmente como heterodimeros con el RXR.

La proteina del VDR esta formada por distintos dominios con respecto a su
accion: el dominio de union al ADN, el dominio de union de la hormona, el dominio
relacionado con la dimerizacion y el dominio relacionado con la transactivacion
(Figura 3).

El dominio de unién al ADN fue cristalizado por Shaffer PL. y col., 2002.
Este dominio se encuentra cercano al N-terminal de la proteina, tiene una gran

importancia debido a que requiere una secuencia especifica de ADN para su union y
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asi poder dar lugar a la respuesta gendémica de la 1,25-(OH),D3;. Este dominio
consta de dos dedos de zinc, localizados entre los aa 24 y 91 de la proteina (Figura
3) que son los responsables de la union del VDR al ADN. La zona inmediatamente
cercana a ésta (91 — 115 aa) contiene varias regiones helicoidales y también podria
estar relacionada con contactos con el ADN. Entre los dos dedos de zinc existe una
secuencia de 5 aa basicos (49 — 55 aa) que podria tener contactos directos con el
ADN. Estos mismos aa han sido requeridos para la localizacion nuclear de este
VDR. En esta funcion también se ha implicado a la secuencia entre los aa 79 - 105.
Asi este dominio podria ser la unidad funcional requerida para la optima retencion
del VDR en el nucleo como resultado de la interacciéon entre el VDR y el ADN.

El dominio de unién a la hormona fue cristalizado por Rochel N. y col.,
2000. Las caracteristicas de este dominio se parecen mucho a las de otros
miembros de la clase |l. Parecen existir tres zonas principales, que van de los aa
227 — 240, 268 — 316 y 396 — 422, dentro de la zona de tipo sandwich que incluye
a la a-hélices 12 y algunas cadenas B, formando una estructura tridimensional
caracteristica. Concretamente las hélices 3, 5, 11 y 12 y algunas cadenas 3 son
las responsables de la union al ligando (Vaisanen S. y col., 2002).

El dominio relacionado con la dimerizacibn comparte zonas con el
dominio de unién al ADN y zonas con el dominio de unién a la hormona (Figura
3). Concretamente los aa 91 - 92, 244 - 263 y 317 - 395. Esto sugiere que la unién
al ligando y la heterodimerizacion funcionan interrelacionadas, posiblemente en
un contexto de estructura terciaria y quizas a través de efectos alostéricos.

El dominio relacionado con la transactivacion, consta de dos regiones

principales, una constituida por los aa 244 - 263 (Figura 3), que como hemos
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dicho anteriormente también participa en la heterodimerizacion; en esta region se
encuentra un aa altamente conservado entre los miembros de la superfamilia de
receptores nucleares, la lisina 246. La otra region formada por los aa 410 - 427
incluye a la leucina 417 y la glutamina 420. Los tres aa mencionados participan en
el mecanismo de transcripcion del VDR, involucrando asimismo a otras proteinas
o coactivadores. En esta capacidad transcripcional ocupa un importante lugar la
fosforilaciéon de ciertos aa del VDR por quinasas. Esto ultimo implicaria un cross-
talk entre el VDR y otros mecanismos de sefalizacion. Asi, la PKA fosforila a la
serina 208 localizada en el centro de la molécula (Jurutka PW. y col., 1993a;
Nakajima S. y col., 1996) y la PKC a la serina 51, localizada entre los dos dedos

de zinc del dominio de unién al ADN.
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Figura 3: Dominios estructurales del receptor de la 1,25-dihidroxivitamina Ds.
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1.3. El receptor de la 1.,25-dihidroxivitamina D3 como mediador de las

acciones bhioldgicas de la 1,25-dihidroxivitamina D3

La hipdtesis del mecanismo de la actividad genomica de la 1,25-(OH),D3
(Figura 4), es la siguiente: La 1,25-(OH),D3 atraviesa la célula hasta el nucleo y alli
se une a su receptor nuclear, VDR (Pike JW., 1985). Esta unién produce un drastico
cambio conformacional en el VDR, posiblemente producido por la fosforilacion de
residuos de serina (Jurutka PW. y col., 1993b; Hilliard GM 4th, y col., 1994,
Nakajima S. y col., 1994; Jurutka PW. y col., 1996; Bettoun DJ. y col., 2002). Una
vez que se ha formado el complejo 1,25-(OH);Ds;-VDR activo (VDR*) se une
fuertemente al RXR formando asi el heterodimero que probablemente llevara a cabo
la funcion bioldgica de la 1,25-(OH),Ds. EI RXR no se encuentra unido a su ligando,
ya que cuando esto ocurre se desplaza el heterodimero y se forma un homodimero
RXR-RXR (Thompson PD. y col., 1998). Estudios in vitro han demostrado que
antes de unirse a secuencias especificas de ADN, las proteinas VDR y RXR son
principalmente mondmeros, junto con pequenas cantidades de homodimeros (Craig
TA. y col., 2001). El heterodimero (VDR*-RXR) se une a secuencias especificas de
ADN, que se denominan elementos de respuesta a 1,25-(OH),Ds (VDRESs), situadas
en el promotor de genes respondedores a esta hormona (Macdonald PN. y col.,
1992; Whitfield GK. y col., 1995; Thompson PD. y col.,, 1998; Hsieh JC. y
col.,1999). En un paso posterior pueden unirse proteinas coactivadoras de
receptores esteroides, SRC (Zhang C.y col., 2001; MacDonald PN. y col., 2001), y
factores transcripcionales 1IB (Jurutka PW. y col., 2000), entre otros, aumentando

de esta forma la actividad transcripcional del VDR dependiente de la 1,25-(OH).D3
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Un VDRE tipico consiste en repeticiones directas compuesta por 6 pb,
separadas por un espaciador de 3 nucleétidos (DR3). La secuencia consenso mas
aceptada es 5’PUGGTCANNPuUPUGTTCA3’ dada por Colnot S. y col., 1995 y
Haussler MR. y col., 1998. La especificidad del VDRE es principalmente debida al
espaciador pues si en lugar de estar formado por 3 nucledtidos lo estuviese por 4 o
5 nucledtidos seria un elemento respondedor a la hormona tiroidea y al acido
retinoico, respectivamente (Naar AM. y col., 1991; Umesono K. y col., 1991). El
VDR* se une a la mitad del elemento 3’ y el RXR a la mitad del elemento 5’ del
VDRE (Perlmann T. y col., 1993; Colnot S. y col., 1995; Haussler MR. y col.,
1998). Se han hallado VDREs cuyo espaciador esta formado por 6 nucleétidos
(DR6) y que forman homodimeros VDR-VDR (Polly P. y col., 1996). Una vez se ha
unido el heterodimero VDR*-RXR al VDRE en el promotor del gen regulado por la
1,25-(OH),D3, se une la maquinaria transcripcional que dara lugar a la iniciacion o
represion de la trascripcion del gen en cuestion. No obstante, son pocos los genes
regulados por la 1,25-(OH);D3 en cuyos promotores se han hallado VDREs
(Haussler MR. y col., 1998; Aranda A. y col., 2001).

Hasta hace relativamente poco tiempo se creia que en el hombre existia un
unico VDR de localizacién nuclear, tanto cuando estaba unido a su ligando como
cuando estaba desocupado (Berger U. y col., 1988; Clemens TL. y col., 1988;
Milde P. y col., 1989; Zanello SB. y col., 1997). Recientemente se ha detectado un
VDR que tiene una variante en su N-terminal por lo que el peso molecular es un
poco mayor que el del VDR clasico, este receptor se ha localizado en células de
rindbn humano, osteoblastos, diferentes lineas celulares intestinales (Int-407, DLD-

1, y COLO 206F) y epitelio de rifidn (786). Este receptor se diferencia del clasico
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en que tiene reducida la actividad transcripcional, ademas su localizacién es
intracelular cuando no tiene unido el ligando y nuclear cuando esta ocupado
(Sunn KL. y col., 2001). Parece ser que este receptor es el responsable de las
respuestas biologicas rapidas de la 1,25-(OH),D3; que dependen de una via de
activacion de tirosinas quinasas (Norman AW. y col., 2001) (Figura 4). En células
musculares la 1,25-(OH),D3 rapidamente estimula la fosforilacién de tirosina de la
PLC-y y de proteinas relacionadas con el crecimiento como son MAPK y c-myc
(Boland R. y col., 2002). La activacion de la MAPK por esta hormona parece estar
mediada s6lo en parte por el VDR y requiere ademas un incremento de PKC y de
calcio intracelular. Después de ser fosforilada la MAPK se transloca al nucleo y
regula la transcripcion del c-myc (Boland R. y col., 2002). También se ha probado
que el VDR interactua con proteinas fosfatasas Ser/Thr (PP1c y PP2Ac) e induce la
actividad enzimatica de éstas de forma dependiente de ligando. La 1,25-(OH),D3
induce la asociacion del VDR con la actividad fosfatasa de las enzimas PP1c y
PP2Ac, esto hace que se desfosforile la enzima p70 S6 quinasa, la cual es esencial
para la transicion de las células de la fase G1 a la fase S y al estar bloqueada la
enzima p70 S6, las células se retienen en la fase G1 con la consiguiente retencion

del crecimiento (Bettoun DJ. y col., 2002).

10
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Figura 4: Mecanismo de accién de la 1,25-dihidroxivitamina Ds

1.4. Distribucion tisular del receptor de la 1,25-dihidroxivitamina Ds.

Autorrequlacién por los niveles de la 1,25-dihidroxivitamina D5

El VDR fue inicialmente descubierto en la mucosa intestinal (Brumbaugh
PF. y col.,1975; Kream BE. y col., 1977a), después fue hallado en otros 6érganos
como son los rifiones (Colston KW. y col.,1979), en huesos (Kream BE. y
col.,1977b), en la glandula paratiroides (Hughes MR. y col., 1978), en otros
organos endocrinos como es el pancreas (Pike JW., 1982a ), en la piel (Simpson
RU. y col.,1980), en tejidos reproductores y neuronales (Stumpf WE. y col., 1982;

Stumpf WE. y col., 1989), en el sistema hematopoyético (Kizaki M. y col., 1991),

11
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en el cerebro (Somjen D. y col., 1986), en los pulmones (Sandgren ME. y col.,
1991) y mas recientemente en el musculo esquelético (Bischoff HA. y col., 2001).

También se ha demostrado la existencia de este receptor en diversas
lineas celulares, entre otras las lineas celulares leucémicas como son la HL-60
(Inaba M. y col., 1989) y la U-937 (Mezzetti G. y col., 1984).

La respuesta de un tejido a la estimulacion por la 1,25-(OH),D; depende
tanto del numero de VDRs presentes como de los niveles circulantes de la 1,25-
(OH).D3 (Goff JP. y col., 1990). Algunos autores han observado que la 1,25-
(OH).D3 regula positivamente la expresion de su propio receptor, tanto in vitro
como in vivo (Costa EM. y col., 1985; Costa EM. y col., 1986). Aportando mas
datos en este sentido, otros autores han visto que en ratas deficientes en 1,25-
(OH),D3 hay una reduccion del ARNm del VDR y ademas que este efecto no se
revierte cuando a dichas ratas se les administra 1,25-(OH),D3 o calcio (Zineb R. y
col., 1998).

Pero no solo se ha demostrado que la 1,25-(OH),D3 induce los niveles de
ARNm del VDR in vitro sino también los de la proteina. Asi, se ha observado que
la 1,25-(OH);D3; incrementa la proteina del VDR en células de rindn de cerdo
(LLC-PK-1) (Costa EM. y col., 1985), en fibroblastos de ratén (3T6) (Mangelsdorf
DJ. y col., 1987; McDonnell DP. y col., 1987), en células de osteosarcoma de
ratas (Pan LC. y col., 1987) y en células promielociticas humanas procedentes de
leucemias (Lee Y. y col.,, 1989). En cuanto al mecanismo, algunos autores
sugieren que el incremento en la proteina es debido a la estabilizacién de ésta por
su ligando (Costa EM. y col., 1987), mientras que otros autores no han visto

estabilizacién de la proteina por la 1,25-(OH),D3 (Pan LC. y col., 1987).

12
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2. LA INSULINA Y SU RECEPTOR

2.1. Requlacion de los niveles plasmaticos de insulina por la 1,25-

dihidroxivitamina Ds;. Antecedentes

Se ha demostrado que la 1,25-(OH),D3 incrementa la secrecion de insulina
pancreatica (Norman AW. y col., 1980; Clark SA. y col., 1981; Chertow BS. y col.,
1983) y de hecho el pancreas fue el primer tejido no clasico de accién de la 1,25-
(OH),D3 que poseia VDRs (Christakos S. y col., 1979).

La insulina es una proteina de 51 aa y 5,7 kDa de peso molecular. Esta
hormona esta sintetizada por las células 3 pancreaticas y es considerada como la
principal hormona anabdlica en el hombre. La insulina entre otras funciones
regula el metabolismo celular y estimula el crecimiento.

En animales deficientes en 1,25-(OH),D3 se ha observado una disminucién
de la secrecion de insulina junto a hipocalcemia, retraso del crecimiento y pérdida
del apetito (Clark SA. y col., 1981; Tanaka Y. y col., 1986; Beaulieu C. y col.,
1993). Esta disminucion de la secrecion de la insulina por el pancreas puede ser
revertida por el tratamiento con la 1,25-(OH).D3 (Billaudel S. y col., 1991). Otros
autores también han observado que el tratamiento con la 1,25-(OH),D3; mejora la
tolerancia a la glucosa en estos animales (Gedik O. y col., 1986; Boucher BJ. y
col., 1995 ; Rudnicki PM. y col., 1997). Asi la 1,25-(OH),D3 podria actuar sola o
junto con el calcio en el control de la secrecién de insulina por las células
pancreaticas.

Algunos autores han observado que ratas a las cuales se les ha inducido

diabetes experimental con estreptozotocina tienen disminuidos los niveles de

13
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1,25-(OH),D3 (Schneider LE. y col., 1977; Hough S. y col., 1982; Wilson HD. y
col., 1982; Nyomba BL. y col., 1985). Se ha observado que nifos y adolescentes
que padecen diabetes tipo1 presentan los niveles de la 1,25-(OH),D3 disminuidos
(Frazer TE. y col., 1981; Rodland O. y col., 1985; Calisti L. y col., 1988). Mientras
que en adultos que padecen diabetes tipo 2 tratados con insulina se mantiene la
concentracion de 1,25-(OH),;D3; dentro del rango de la normalidad (Storm TL. y
col., 1983; Nyomba BL. y col., 1986; Auwerx J. y col., 1988; Gallacher SJ. y col.,
1993).

Con estos antecedentes, uno de los objetivos de esta Tesis sera investigar
el efecto del tratamiento con la 1,25-(OH),D3 a ratas sin o con diabetes
experimental inducida por estreptozotocina sobre distintos parametros medidos en

sangre y orina de estos animales.

2.2. El receptor de insulina. Caracteristicas estructurales

Para que la insulina lleve a cabo sus acciones biolégicas debe de unirse a
su receptor localizado en la membrana plasmatica de las células dianas.

El receptor de insulina (IR) es una glicoproteina tetramérica compuesta por
dos subunidades o (135 kDa) y dos subunidades B (95 kDa) unidas entre si por
puentes disulfuro (Figura 5) (Kahn CR., 1994 y Kahn CR.,1995). Las subunidades
o son completamente extracelulares, estan compuestas por 719 o 731 aa, el distinto
tamano de estas subunidades depende del proceso postranscripcional alternativo en
el exon 11 del gen del IR (Seino S. y col., 1989a). En las subunidades o estan
localizadas las zonas ricas en residuos de cisteina implicadas en la uniéon con la

insulina. Las subunidades 3 estan compuestas por 620 aa y presentan tres partes:

14
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a) una extracelular donde se encuentran los puentes disulfuro responsables de la
union con las subunidades o, b) una zona transmembranal implicada en el
enganche del receptor a la membrana, y c) una intracelular, la cual contiene
residuos de serina, treonina y tirosina susceptibles de ser fosforilados y que lleva a
cabo la actividad tirosina-quinasa caracteristica de este receptor, relacionada con la

transmision de la sefal biologica de la insulina.

/Subunldad o

-5-S
=5-5- -5-5- Dominio extracelular
Membrana plas matica Dominio trans memhbranal
Dominio intracelular

Citoplas ma Dominio tirosina gquinas a

Subunidad p

Figura 5: Esquema del receptor de insulina.

2.3. El receptor de insulina como mediador de las acciones bioldgicas

de lainsulina

La unién de la insulina a las subunidades o del receptor provoca la
autofosforilacion de residuos especificos de tirosina, localizados en la parte
intracelular de las subunidades B, a través de un mecanismo de transfosforilacion
que produce la activacién del dominio tirosina-quinasa de las subunidades . Esto
provoca que la actividad quinasa del IR fosforile una serie de proteinas (Figura 6)

tales como el IRS-1, -2, -3 y -4 (véase el indice de abreviaturas) que hacen de
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puentes para la fosforilacion de otras proteinas con dominios SH2 o con dominios
PH. Ademas de las proteinas IRS, hay otras proteinas fosforiladas directamente por
el IR, éstas son SHC y GAB-1 (Kahn CR., 1994; Lienhard GE., 1994; Kahn CR.,
1995; Myers MG Jr. y col., 1996; Proud CG. y col., 1997). Las proteinas SHC
reclutan a continuacion otras proteinas con dominios SH2 iniciandose asi la cascada
de fosforilaciones de las MAPK que finalmente modulan la sintesis de ADN. Las IRS
fosforilan la PI3-K (Lamothe B. y col., 1998), iniciandose diferentes cascadas de
fosforilaciones, entre las cuales destaca la de PI3-K/PKB (Holman GD. y col., 1997;
Kellerer M. y col., 1999; Zhou L. y col., 1999) (Figura 6).

A través de estos mecanismos tiene lugar: a) la modificacion de la
localizacién subcelular de proteinas, b) la activacion o inhibicion de ciertas
actividades enzimaticas, y c) la estimulacion o represién de la transcripcion de
ciertos genes. Lo que da lugar a una serie de efectos biolégicos de la insulina a nivel

celular que estan recogidos en la tabla 1 (Lamothe B. y col., 1998).

Tabla 1. Efectos bioldgicos de la insulina

Efecto Bioldgico Tipo celular

Translocacion del GLUT4 y estimulacion de la captacion y metabolismo . )
Musculo/Tejido adiposo

de la glucosa

Estimulacién de la transformacién de glucosa en glucégeno Musculo/Higado
Inhibicién de la salida de glucosa Higado

Estimulacién de la lipogénesis Tejido adiposo/Musculo
Inhibicién de la lipdlisis Tejido adiposo
Activacion de la bomba Na'/K* Tejido adiposo/Musculo
Estimulacién de la captacion de aminoacidos Todos los tipos celulares
Estimulacién de la sintesis de proteinas Todos los tipos celulares
Estimulacién de la sintesis de ADN y crecimiento celular Todos los tipos celulares
Inhibicién de la apoptosis Todos los tipos celulares
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Figura 6: Esquema general de las vias de sefializacién de la insulina.
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2.4. Requlacion del receptor de insulinay de la actividad insulinica por

la 1,25-dihidroxivitamina D3;. Antecedentes

Inicialmente, el estudio del efecto de la 1,25-(OH),Ds; sobre el IR se
relaciond con el papel que esta hormona tiene como inductora de la diferenciacion
en ciertas lineas celulares mieloides. Rouis M, y col., 1985 observaron un
incremento en la unién de la insulina a su receptor en la linea celular
promonocitica humana U-937, sin indicar si este incremento se debia a un
incremento en el numero o la afinidad del IR. Del mismo modo Chaplinski TJ. y
col., 1986 observaron un incremento en la unién de la insulina a su receptor en
células promonociticas humanas HL-60 tratadas con la 1,25-(OH),Ds. En 1995,
nuestro laboratorio demostré que la 1,25-(OH);D3; incrementd el numero de IRs
sin alterar la afinidad de estos receptores por su ligando en células U-937 (Leal
MA. y col.,, 1995) e indico que este incremento no parecia ser un absoluto
requerimiento de diferenciacion dado que otros agentes que también actuaban
como diferenciadores, el acido retinoico (Abita JP. y col., 1984; Rouis M, y col.,
1985) y el amsacrino (Calle C. y col., 1994), producian el efecto contrario, es
decir, una disminucion en el numero de IRs.

Como se ha indicado anteriormente, el IR es la llave control de la actividad
biolégica de la insulina y dado que no existian datos que indicaran regulacién por
parte de la 1,25-(OH),D3 de las actividades insulinicas, otro de los objetivos de
esta Tesis sera estudiar como se ven afectados por el tratamiento con la 1,25-
(OH).D3 tanto el IR como distintas actividades biolégicas de la insulina mediadas

por este receptor.
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2.5. El gen del receptor de insulina. Caracteristicas estructurales

El gen del IR humano esta situado en el cromosoma 19 p13.3-13.2 (Yang-
Feng TL. y col., 1985) y consta de mas de 150 kb, distribuidas en 22 exones y 21
intrones (Figura 7) (Seino S. y col., 1989b, Seino S. y col.,1990a y Seino S. y
col.,1990b). Los 11 primeros exones, que abarcan mas de 90 kb, codifican para la
subunidad o, mientras que los exones 12 al 22, que ocupan unos 30 kb, codifican
para la subunidad B. El tamafo de los exones oscila entre los 36 pb del exdén 11y
los mas de 2,5 kb del exdn 22. El tamafio de los intrones varia entre 0,5 y 25 kb.
La organizaciéon en exones del gen parece reflejar la organizacion estructural de la
proteina, pues muchos de los exones codifican para modulos estructurales y
funcionales, como se indica en la tabla 2. Esta organizacién estructural-funcional
sugiere que el gen del IR es un mosaico constituido evolutivamente con exones

reclutados de distintas fuentes (Seino S. y col., 1989b).

Exones

| | l|_._|, ”llllll”l'”lll
| | || '
1 2 3 456789 mnon ‘*13 141516 17181920 21 22
Dominios  Péptido sellal Unin de Rico en /’ Asoeiacidn/ Exén de Sitio de
proteicos insuling cistefnas subunidad @ procesamiento procesamiento n':“"“
alternativo del proreceptor quinasa
Dominio
Transmembrana

Asociacién
subunided a vy B

~« A\ 2
v v

Subunidad a Subunidad §

Figura 7: Mapa del gen del receptor de insulina humano. Se indican las localizaciones relativas a los
exones (M) e intrones. Las zonas cortadas ( i) indican regiones aun no conocidas de los intrones 2,
9,11y13.
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Tabla 2: Organizacion estructural y funcional de los exones del gen del receptor de la

insulina

Exén Zona codificada

Exon 1 Péptido sefial

Exén 2 Zona de unién con la insulina

Exén 3 Dominio rico en residuos de cisteina

Exo6n 6 Residuos localizados en la interfase entre las regiones o adyacentes en la
forma heterotetramérica del receptor, que contribuyen a las interacciones de
unién cooperativa

Exon 11 Zona final de la subunidad o. Exon sometido a procesamiento alternativo,
generador de isoformas.

Exoén 12 Sitio de procesamiento del prorreceptor.

Exon 15 Region transmembranal del receptor, perteneciente a la subunidad 3

Exones 17-21 Regidén con actividad tirosina-quinasa

2.6. El promotor del gen del receptor de insulina. Presencia de

elementos de respuesta a distintos factores transcripcionales

En 1987, Araki E. y col. clonaron y caracterizaron por primera vez una region
de 573 pb anterior al extremo 5' del gen del IR humano, que presentaba actividad
promotora. Posteriormente varios grupos mas (Mamula PW. y col., 1988; Tewari
DS. y col., 1989; Seino S. y col., 1989b; McKeon C. y col., 1990; Cameron KE. y
col., 1992) profundizaron en estos estudios.

Actualmente el promotor activo del gen del IR humano se considera que
tiene una extensién de aproximadamente 1,5 kb (Lee JK. y col., 1994). Pertenece
al grupo de genes que se denominan housekeeping por no presentar ni cajas
TATA ni CAAT. La maxima actividad de este promotor esta localizada dentro de la
region desde -877 hasta -578 pb, aunque la zona minima necesaria para que

tenga lugar la transcripcion de este gen es diferente segun los distintos autores
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que lo han estudiado (Araki E. y col., 1987; Mamula PW. y col., 1988; Tewari DS.
y col., 1989; Seino S. y col., 1989b; McKeon C. y col., 1990; Lee JK. y col., 1992;
Levy JR. y col., 1993). Contiene zonas ricas en GC situadas dentro de la zona
proximal del promotor (Araki E. y col., 1987; Mamula PW. y col., 1988; Tewari DS.
y col.,, 1989; McKeon C. y col., 1990; Levy JR. y col., 1995), estas zonas
representan multiples sitios de iniciacién transcripcional, a las cuales se une el
factor transcripcional SP1 (entre -618 pb y -578 pb). La zona alrededor de -600
pb, contiene cajas GA y cajas GC en situacion de solapamiento, que parecen muy
importantes para la expresidon de este gen, ya que mutaciones dentro de ellas,
reducen notablemente la posibilidad de transcripciéon (Cameron KE. y col., 1992;
Lee JK. y col., 1992; Kim HS. y col., 1995). Ademas, hay tres secuencias TCCC
qgue son posibles regiones reguladoras (Mamula PW. y col., 1988).

No se conoce con exactitud el sitio de iniciacién transcripcional en el gen
del IR pero segun diversos autores (Mamula PW. y col., 1988; Tewari DS. y col.,
1989; Seino S. y col., 1989b; Araki E. y col., 1991) podria haber multiples sitios,
cuyas situaciones exactas no parecen claras, ni siquiera dos de los grupos de
investigacion, que han clonado esta regién promotora, estdn de acuerdo en las
posiciones concretas.

El hecho de que los datos de actividad de este promotor varien segun la linea
celular utilizada en los estudios, sugiere que la regulacién constitutiva de la actividad
transcripcional debe ser muy diferente segun el tipo celular, por tanto, el grado final
de expresion del IR humano en los distintos tipos celulares podria ser el debido a la
presencia de distintos factores estimuladores e inhibitorios que actuen en cada uno

de ellos.
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Se han descrito hasta el momento una serie de sitios de uniéon de factores
de trascripcion que controlan la expresion del gen del IR, los cuales se

comentaran a continuacion y estan recogidos en la figura 8.

oODWOAOQO

ciegp NF AP-2 MRE HTFIR |F.p No identificados

1800 1600  -1400 1200 1000 800 600 <400 -200 ATG

Intron1

Figura 8: Elementos reguladores en la zona del promotor del gen del receptor de insulina. La

numeracion tiene como referencia el sitio +1 del ATG.

Factor SP1

Como ya se ha comentado el promotor del gen del IR contiene sitios de
union para el factor SP1 (McKeon C. y col., 1990; Araki E. y col., 1991; Levy JR. y
col., 1991; Cameron KE. y col., 1992; Lee JK. y col., 1992; Levy JR. y col., 1993;
Chen H. y col., 1994). En la zona de maxima actividad promotora (-618 pb y -578
pb) hay cuatro sitios, localizados en dos regiones. La eliminacion de cualquiera de
estos agrupamientos disminuye la actividad transcripcional. Otras cajas de GC

situadas desde -473 hasta -401 pb parecen no ser funcionales, ya que no se une
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el factor SP1 (Lee JK. y col., 1992), estas cajas hoy se consideran sitios de unién
del factor AP-2.

Los sitios SP1 no parecen ser los mayores determinantes de la expresién
tejido-especifica del gen del IR, ya que los niveles de SP1 en higado, tejido
adiposo y musculo de ratas adultas son muy bajos (Saffer JD. y col.,, 1991).
Ademas, otros factores distintos uniéndose a estos sitios ricos en GC de forma
cooperativa o no, pueden dar lugar a la iniciacién transcripcional aun en la

presencia de bajos niveles de SP1 (Levy JR. y col., 1993).

Familia de factores C/EBP

McKeon C. y col., 1991 han identificado tres posibles sitios de unién del
factor CAAT/enhancer binding protein (C/EBP), dos en el promotor, localizados
uno a -1434 pb y el otro a -1305 pb y el tercero localizado en el primer intron.
Webster NJ. y col., 1994.

Se ha demostrado que ciertos factores de la familia C/EBP pueden
transactivar el promotor del gen del IR en células adiposas de roedor NIH-3T3 y
en células hepaticas humanas HepG2 (Webster NJ. y col.,, 1994). Estos datos
sugieren que ciertos miembros de esta familia de factores C/EBP podrian

controlar la especificidad tisular del gen del IR en estos tejidos.

Familia de factores NF-1
Se han descrito hasta el momento seis proteinas pertenecientes a la familia
del factor nuclear 1 (NF-1), esta familia y su proporcién relativa varia segun el

estado de crecimiento celular (Gil G. y col., 1988). Los sitios de unién a NF-1 no
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son activos por si solos, pero pueden estimular la transcripcion cuando se asocian
a un segundo sitio de unidn (Gloss B. y col., 1989). En el promotor del gen del IR
se han descrito sitios de union para NF-1, concretamente en la proximidad de los
sitios C/EBP (sitios -1434 y -1305 pb) (Webster NJ. y col.,1994). Dada la
proximidad de ambos sitios, la especificidad tisular la daria el sitio C/EBP y esta

actividad seria potenciada por los sitios NF-1 (Webster NJ. y col., 1994).

Factores IRNF

A partir de extractos nucleares de células hepaticas humanas se han
identificado dos factores denominados factores nucleares del IR (IRNF): IRNF-1 e
IRNF-2; que reconocen secuencias concretas en la posicion -540 pb para IRNF-1
y en la posicién -510 pb para IRNF-2 dentro del promotor del gen del IR (Lee JK. y
col., 1992). Estas secuencias quedan entre los agrupamientos de los sitios SP1 y
su significado funcional se desconoce.

IRNF-1 e IRNF-2 presentan una distribucion de expresion diferente segun
los distintos tipos celulares, lo que sugiere que segun el tipo celular estos factores
de transcripcion pueden tener diferentes funciones. Solo el IRNF-1 es capaz de
potenciar la transcripcién en células de hepatoma humano HepG2 (Lee JK. y col.,

1992).

Elementos de Respuesta a Glucocorticoides
Se han descritos tres grupos de elementos de respuesta a glucocorticoides
(GRESs) en este promotor. Un elemento distal (dGRE) en la posicién -1333 pb, tres

elementos centrales (cGREs) en las posiciones -754, -707 y -680 pb y un
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elemento proximal (pGRE) situado en la posicion -340 pb (Lee JK. y col., 1994).
Parece que el pGRE juega un mayor papel en la induccion de la transcripcion por
glucocorticoides en condiciones fisioldégicas, mientras que los cGREs que
presentan menor afinidad por el receptor de glucocorticoides, requieren mayores

concentraciones para funcionar como potenciadores de la transcripcion.

Elementos de Respuesta a Mineralocorticoides

Nuestro laboratorio ha proporcionado una evidencia directa de la
interaccion del receptor de mineralocorticoides con algunos de los GREs
localizados en este promotor. Uniéndose de forma homodimérica con el cGRE1
(localizado en la posicién —754 pb) y el cGRE3 (en la posicién —680 pb) y de
forma heterodimérica con el receptor de glucocorticoides al pGRE (en la posicidon

-363 pb) (Calle C. y col., 2002).

Secuenciaricaen AT

Esta secuencia ha sido determinada estudiando la regulaciéon del promotor
del IR en el proceso de diferenciacion de dos lineas celulares: la BC3H1 de
células musculares de raton y la 3T3-L1 de preadipocitos de ratén (Brunetti A. y
col.,, 1993). Durante el proceso de diferenciacion se induciria un factor que se
uniria a una secuencia rica en AT (secuencia ALU) a wuna distancia

aproximadamente de 1,7 kb del inicio de la transcripcion.
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Elementos de Respuesta a AMPc

Existe una serie de estudios sobre la presencia en el promotor del gen del
IR de elementos respondedores a AMPc, sean del tipo AP-2 o del tipo CREB. Asi,
ha sido descrita una secuencia AP-2 like dentro del promotor en la posicion -57
pb, por homologia con la secuencia consenso mediante una busqueda
informatizada (Briata P. y col., 1990). Estos mismos autores no encontraron
ninguna secuencia del tipo CREB dentro del promotor del gen del IR. Por otro
lado, Cameron KE. y col., 1992 han descrito que utilizando un oligonucleétido
consenso AP-2 en ensayos de retardo en gel con extractos nucleares de la linea
celular hepatica HepG2 se observé un complejo proteina-ADN que fue incapaz de
ser desplazado con diferentes regiones del promotor del gen del IR. Nosotros
hemos localizado posibles AP-2 like en las posiciones -436 pb, -444 pb y -745 pb,
a través de una busqueda informatica empleando para ello la base de datos
TRANSFAC (Wingender E. y col, 2001) y un programa de busqueda,
TFSEARCH, asociado a aquel (estos datos seran presentados como resultado de

esta Tesis Doctoral).

Elemento de Respuesta al Factor Transcripcional Especifico de
Hepatocitos

Yoshizato K. y col.,, 2001 han localizado, en células HepG2 y en
hepatocitos de ratas, un elemento de respuesta al factor transcripcional del IR
especifico de hepatocitos (HTFIR) en el promotor del IR entre -588 y -581 pb.
Esta proteina nuclear debe jugar un papel importante en la expresion tejido-

especifica del gen del IR en el higado.
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Elemento de Respuesta al Factor Transcripcional Especifico del
Higado

En la posicion -1420 se ha identificado una secuencia TGGCCC, la cual se
ha demostrado que une al factor transcripcional especifico del higado LF-A1

(Cameron KE, y col., 1992).

Otros factores no identificados

Han sido identificadas otras secuencias a las que se deben unir otros
factores transcripcional que de momento no han sido identificados (Dynan WS. y
col., 1983; Levy JR, y col., 1993; McKeon C, y col., 1997). Cameron KE, y col.,
1992 describieron un posible elemento regulador negativo entre -1311y -877 pb y

un posible elemento regulador negativo en la regién desde -1823 hasta -1311 pb.

2.7. Requlacion de la expresion del gen del receptor de insulina por la

1.25-dihidroxivitamina Ds. Antecedentes

Nuestro laboratorio ha demostrado previamente que la 1,25-(OH),Ds es
capaz de incrementar la expresion del gen que codifica para el IR (Leal MA. y col.,
1995), sin alterar la estabilidad del ARNm del IR y sin depender de una biosintesis
de proteinas. Todo ello sugeriria que el efecto podria ser directo y posiblemente a
nivel transcripcional.

Con estos antecedentes en esta Tesis se estudiara si el mecanismo por el
cual la 1,25-(OH),D3 incrementa el ARNm del IR es transcripcional y se intentara
detectar posibles elementos de respuesta a 1,25-(OH),D3 en el promotor del gen

del IR.
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Objetivos

Los objetivos concretos del presente trabajo seran:

Estudiar en un modelo in vivo, en ratas sin o con diabetes experimental
inducida por estreptozotocina, el efecto del tratamiento con la 1,25-
dihidroxivitamina D3, a la dosis de 0,5 ug/kg/dia durante 15 dias, sobre
distintos parametros medidos en orina, otros medidos en sangre y las
valoraciones del peso corporal. Valorariamos también la posible modulacién
de la expresion del gen del receptor de insulina por analisis Northern en
distintos tejidos de estos animales como el higado, rifidn, tejido adiposo
perirrenal y tejido adiposo epididimal. En estos tejidos también mediriamos
distintos parametros tisulares como el contenido de ADN, ARN y proteinas,
observando si hay modulacion o no por esta hormona. Ademas, en
adipocitos aislados del tejido adiposo epididimal de estos animales se
valorara el efecto causado por la 1,25-dihidroxivitamina D3 en la union de la
insulina a su receptor y en ciertas actividades biologicas de la insulina como

son el transporte y la oxidacién de glucosa.

Estudiar en un modelo in vitro, la linea celular promonocitica humana U-937,
el efecto del tratamiento con la 1,25-dihidroxivitamina D3, a la concentracion
de 10® M durante 24 h, sobre la expresion de su propio receptor y del gen
que lo codifica. Valoraremos también la posible modulacidén sobre el receptor
de insulina y el gen que lo codifica, asi como sobre distintas actividades
bioldgicas dependientes de la insulina como son el transporte y la oxidacion
de glucosa ademas de la incorporacidon de timidina. Asimismo, se
profundizara en el estudio de la regulacion del gen del receptor de insulina
por la 1,25-dihidroxivitamina D3 analizando la posible implicacién de
mecanismos transcripcionales y en el caso de tener una respuesta positiva,
analizariamos la existencia de posibles elementos de respuesta a 1,25-

dihidroxivitamina D3 en ese promotor.
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Materiales y Métodos

1. APARATOS

Los tejidos se homogeneizaron en un homogeneizador marca Polytron y se
sometieron al proceso de sonicacion utilizando un sonicador Branson Sonifier
450.

Para el mantenimiento de los cultivos celulares se dispuso de un incubador
Heraeus modelo HeraCell. Las manipulaciones de las células se llevaron a cabo en
una campana de flujo laminar Telstar modelo BV-30/70.

Se utilizaron balanzas Sartorius tipo 1274 y Mettler modelo H80, un pHmetro
Crison modelo MicropH 2001, y un baho termostatizado Selecta modelo Unitronic
3200R.

Las centrifugaciones hasta 6000 x g se realizaron en una centrifuga de mesa
refrigerada Heraeus modelo Megafuge 1.0R. Las centrifugaciones a mayor
velocidad se realizaron en una centrifuga refrigerada Sorvall modelo RC-5B, en una
microcentrifuga Heraeus modelo Biofuge B y en una microcentrifuga Beckman
modelo Microfuge B.

Las medidas espectrofotométricas se realizaron con un espectrofotometro
Perkin Elmer Lambda Bio. Las medidas fluorimétricas del ADN se realizaron con
un fluorimetro Hoefer TK100.

La radiactividad beta de los isétopos [o y v*2P], [°H] y ['*C] se midié en un
contador de centelleo liquido Packard modelo 2500TR. Para la radiactividad [a y
v*?P] también se utilizd6 un minicontador de Bioscan modelo QC-2000. La
radiactividad gamma de la insulina marcada con ['®1] se determind en un contador

Packard modelo Multi-Prias 1.
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Las lecturas densitométricas se realizaron con el Molecular Imager System
de BioRad modelo GS525.

Las fuentes de alimentacion utilizadas para las electroforesis fueron de la
marca BioRad modelo 200/2.0 y modelo Power Pack 1000. EI ADN y el ARN se
observaron en un transiluminador Spectroline modelo TVC-312A y en el
documentador de geles GelDoc 1000 de BioRad. El aparato utilizado para fijar el
ARN a la membrana de nylon fue un Ultraviolet crosslinker de Amersham Pharmacia
Biothech. El horno de hibridaciéon usado fue Techne modelo Hybridiser HB-1D.

El aparato empleado para las electroforesis y transferencias de los Western
blot fueron de la marca BioRad modelo Mini-Protean 1l y Mini-Trans Blot,
respectivamente.

Las transfecciones transitorias se realizaron con el electroporador modelo
Gene Pulser Il de BioRad.

Las medidas de luciferasa y p-galactosidasa se realizaron con el luminémetro
modelo FB12 de Berthold Detection System.

Los geles de poliacrilamida se secaron en un secador de geles modelo 583

unido a una bomba de vacio Hydrotech, ambos de BioRad.

2. REACTIVOS

La 1,25-dihidroxivitamina D3, empleada en los estudios in vivo, fue el

preparado comercial Calcijex de laboratorios Abbot. La 1,25-dihidroxivitamina D3,

utilizada en los estudios in vitro, fue un regalo de la casa comercial Roche.

La estreptozotocina, utilizada en los estudios in vivo, se obtuvo de Sigma.
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La wortmanina, utilizada en el transporte y la oxidacion de glucosa en células
U-937, fue de Sigma.

Las tiras reactivas Combur test, para la medicion de distintos parametros en
orina de rata, procedieron de Roche.

Las tiras reactivas, para el test de glucosa-oxidasa, fueron de Boerhinger
Mannheim.

El medio de cultivo RPMI 1640, el suero fetal bovino y la penicilina-
estreptomicina procedieron de Gibco BRL.

El isotiocianato de guanidina, la poliacrilamida, el N,N,N',N’,-
tetrametiletilienodiamina (TEMED) y el persulfato amaonico fueron de ApplyChem.

La agarosa (D1 media electroendosmosis) fue proporcionada por Pronadisa.

Las membranas de nylon (Hybond-N) y nitrocelulosa (Hybond-C) fueron
suministradas por Amersham Pharmacia Biotech. Las membranas de PVDF (Sequi-
Blot PVDF Membrane) fueron suministradas por BioRad.

El método de extraccion del ARN comercial fue el UltraSpec™ Il de Biotecx
Laboratories, Inc.

El plasmido pRIR/P16 que contenia el ADNc del IR de rata fue un regalo
del Prof. Goldstein del Jefferson Medical College de Filadelfia. Los plasmidos
pHIR/P12-1 y pH13 conteniendo el ADNc del IR humano y del VDR humano,
respectivamente, se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC).

El plasmido reporter, que contenia el fragmento del promotor del IR humano
desde -1819 hasta -271 pb, fue un regalo de los doctores S. Y. Tsai del
Departamento de Biologia Celular de la Universidad de California y G. Elberg del

Colegio de Medicina Baylor, Texas. Los otros plasmidos reporter pGL2-basic y
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PGL3-control fueron suministrados por Promega, el pCMV-fgal por Clontech, y el
pBluescript Il KS(+/-) por Phagemid.

El sistema comercial utilizado en la purificacion del ADN plasmidial
procedente de bacterias fue el Wizard Maxipreps de Promega para los plasmidos
que contenian los ADNc de los diferentes receptores utilizados como sondas en los
Northern blot, o el kit Maxiprep de Qiagen para los plasmidos utilizados en las
transfecciones. Para la purificacion y el aislamiento de fragmentos de ADN, tanto si
eran sondas como si eran parte del promotor del gen del IR se utilizé el Geneclean Il
de Bio 101, Inc.

El marcaje radiactivo de las sondas de ADN se realiz6 mediante el sistema
comercial Multiprime DNA labelling system de Amersham Pharmacia Biotech. Las
columnas de cromatografia usadas en la purificacion de la sonda de ADN
marcada radiactivamente fueron del tipo Bio-Spin de BioRad.

Los productos radiactivos [a*?P], [y*?P], [°H], ['*C] y ['®I] procedieron de
Amersham Pharmacia Biotech, American Radiolabeled Chemicals, Inc (ARC) y NEN
Life Science Products, Inc.

Las enzimas de restriccion, la T4 DNA ligase y la T4 polinucleétido quinasa
procedieron de Promega. La enzima fosfatasa alcalina procedié de Boehringer
Mannheim.

El ditiotreitol, leupeptina, aprotinina, 4-(2-aminoetil)bencenosulfonil
fluoridico (AEBSF) y acido polideoxiinocitico-deoxicitidilico [Poli(dI-dC).poli(dI-dC)]
procedieron de Sigma.

Los marcadores de peso molecular procedieron de Boehringer Mannheim y

BioRad.
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Los anticuerpos monoclonales utilizados fueron el 9A7 contra el receptor
VDR humano de Alexis Biochemical y el anticuerpo secundario anti IgG de rata
conjugado con peroxidasa de Chemicon International.

El analisis de deteccion para Western blot (ECL) se compré a Amersham
Pharmacia Biotech.

Para la determinacién de las actividades enzimaticas de luciferasa y f3-
galactosidasa se utilizaron los kit comerciales Luciferase Assay System de
Promega y Galacto-Light Plus de Tropix, respectivamente.

Los distintos oligonucleotidos empleados fueron sintetizados por Promega,
Cruachem o Sigma.

Las peliculas de rayos X Curix RP2 y los liquidos de revelado fueron
proporcionados por AGFA.

El resto de reactivos se obtuvieron de Sigma, Merck y Panreac.

3. MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO

3.1. Animales

Los animales utilizados fueron ratas Wistar machos de alrededor de 220 g
de peso, procedentes del animalario central de la UCM. Estos animales fueron
alimentados ad libitum con pienso de rata (Sanders) y con libre acceso al agua de
bebida. Ademas, estos animales fueron distribuidos dentro de jaulas, en cada una
de ellas se pusieron 4 o 5 ratas. Estas ratas se expusieron a un ciclo estandar de

luz/oscuridad de 12 h.
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3.2. Tratamientos

En este protocolo experimental se consideraron 4 grupos de ratas, segun
se muestra en el esquema 1.

El primer grupo de ratas recibié exclusivamente tratamiento simulado con
suero fisiologico durante 15 dias y fue considerado como control (Ratas: 15VD-).
El segundo grupo de ratas recibié tratamiento intraperitoneal con 1,25-(OH),D3 a
la dosis de 0,5 pg/kg/dia, una vez al dia, durante 15 dias (Ratas: 15VD+). El
tercer grupo de ratas recibié tratamiento simulado con suero fisiolégico durante
los 15 dias de estudio, administrandosele ademas, al 8° dia del tratamiento, una
unica inyeccioén intracardiaca de esteptozotocina a la dosis de 65 mg/kg para la
induccién de diabetes experimental en estos animales (Ratas:15VD-7ST+) (Mayor
P, y col., 1987). El cuarto y ultimo grupo de ratas recibi6 tratamiento durante 15
dias con 1,25-(OH);D3; y al 8° dia también se le administré la inyeccion de

esteptozotocina (Ratas: 15VD+7ST+).

Tratamiento simulado: D
Tratamiento con 1,25-(OH),Ds: D
Tratamiento con estreptozotocina: [y

Dias de tratamiento: 1 8 15
Grupos de ratas:

15VD-

15VD+

15VD-7ST+ NN

|
15VD+75T+ T RN

Esquema 1: Representacion esquematica de los tratamientos.
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3.3. Obtencién de las muestras de orina, sanquineas v tisulares

Antes de los tratamientos y al finalizar éstos, a los animales se les tomd
una muestra de orina y se les peso. Tras ello, todos los animales se sacrificaron
por decapitacidn sin anestesia, obteniéndose muestras de sangre del cuello para
posteriores determinaciones. Asimismo, se extrajeron rapidamente los siguientes
organos o tejidos: el higado, los rifiones y los tejidos adiposos epididimales y
perirrenales; todos fueron fragmentados y congelados inmediatamente en
nitrogeno liquido hasta su posterior utilizacion para distintas valoraciones tisulares
y ensayos Northern. Los tejidos adiposos epididimales, empleados en los estudios
de unién de la insulina a su receptor y en los de actividades biologicas de la

insulina, se extrajeron e inmediatamente fueron utilizados.

3.4. Valoraciones en orina

Se midieron los siguientes parametros: densidad, pH, leucocitos, nitritos,
proteinas, glucosa, urobilindégeno, bilirrubina y sangre con las tiras reactivas, ya

indicadas en el apartado Reactivos.

3.5. Valoraciones en plasma

En los plasmas obtenidos tras centrifugacion de la sangre total se
analizaron los siguientes parametros:

- Glucosa: por el test comercial ya indicado en el apartado Reactivos.

- Insulina: Utilizando la técnica de radioinmunoensayo de Herbert V. y

col., 1965.
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- Calcio, fésforo y 25-hidroxivitamina D3. Estas valoraciones se realizaron
en el Hospital Puerta de Hierro de Madrid.
- Proteinas plasmaticas: Se midieron mediante el método de Bradford

MM., 1976.

3.6. Valoraciones en tejidos

Los fragmentos de tejidos se dispusieron en una solucion de EDTA 2 mM,
NaPO,4 0,05 Ny NaCl 2 N a pH 7,4 e inmediatamente fueron homogeneizados
durante 1 min a media potencia, a continuacion se sonicaron durante 20 seg

también a media potencia.

3.6 a) ADN

El ADN se valoré6 mediante una variante del método de Labarca C. y col.,
1980. Una alicuota del tejido (2 ul para el caso del higado, 5 ul para el rifién y 10
ul para los tejidos adiposos) se puso en contacto con la solucidén de tincion
[Solucién de tincion: Hoechts 33258 0,1 ug/ml, TNE 1x (TNE 1x: NaCl 0,2 M, Tris-
Cl 10 mM, EDTA 1mM, pH 7,4)]. Tras mezclar minuciosamente para favorecer la
introduccién del agente intercalante en el ADN de la muestra, se midié con un
fluorimetro a una longitud de onda (1) de excitacion de 365 nm y una A de emisién

de 460 nm.

3.6 b) Proteinas
La valoracion de proteinas se realiz6 con el método de Bradford MM.,

1976. Una alicuota del tejido (10 ul para el higado y los rifiones y 40 pl para los
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tejidos adiposos) se diluyé con 70 ul de CINa 0,9%. Se llevé a 3 ml con reactivo
de Coomassie [Reactivo Coomassie: Azul de Coomassie 0,1 mg/ml, etanol 9,5%
(v/v) y HsPO4 9,5% (v/v)]. Tras esperar 5 min se midi6 la densidad optica (DO) de

los tubos a una A de 595 nm en el espectrofotémetro.

4. MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO

4.1. Linea celular U-937

El modelo de trabajo utilizado fue la linea celular mieloide de origen humano
U-937. Esta linea celular, de caracter promonocitico, fue establecida por Sundstrom
C. y col., 1976 a partir de células de un paciente con un linfoma histiocitico difuso.
Estas células presentan varias propiedades de las células precursoras del linaje
monocitico-macrofagico, como son la presencia de actividad enzimatica a-naftil-
acetato esterasa (Nilsson K. y col., 1981); capacidad de producir lisozima (Ralph P.
y col., 1976); ademas poseen receptores para alguno de los componentes del
sistema del complemento; asi como para el extremo Fc de las inmunoglobulinas
(Anderson CL., 1982; Guyre PM. y col., 1983), y capacidad para producir la
interleukina 1 (Palacios R. y col., 1982).

Las células U-937 pueden diferenciarse hacia monocitos o macrofagos
(Sundstrom C. y col., 1976; Harris P. y col., 1985; Minta JO. y col., 1985). Este
proceso puede ser inducido por diversos agentes, entre los que destacan la 1,25-
(OH)2D3 sola (Olsson I. y col., 1983 y Torres R. y col., 2000) o en combinacion con
el factor de necrosis tumoral (Trinchieri G. y col., 1987), el interferén y (Testa U. y

col., 1988), el acido retinoico (Olsson IL. y col., 1982a; Olsson IL. y col., 1982b;
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Ways DK. y col., 1988), el TPA (Minta JO. y col., 1985; Hass R. y col., 1989 y Rius
C. y col., 1992) o el m-AMSA (Rius C. y col., 1991).

Estas células poseen, entre otros, receptores p-adrenérgicos tipo B, (Liggett
SB., 1989; Maki T. y col., 1992), receptores de glucocorticoides (Hass R. y col.,
1992), de mineralocorticoides (Campion J. y col., 1999), de estrogenos (Vegeto E,
y col., 1999) y de 1,25-(OH),D3 (Mezzetti G, y col., 1984). También, poseen IRs

(Robert A, y col., 1984; Leal MA. y col., 1992).

4.2. Condiciones de cultivo

Las células U-937 se cultivaron en medio RPMI 1640 al que se le afadio
penicilina-estreptomicina (250 U/ml) y suero fetal bovino 10% (v/v) previamente
descomplementarizado por calentamiento a 56°C durante 30 min. La linea celular se
mantuvo en crecimiento exponencial continuo mediante subcultivos realizados cada
2 6 3 dias. Las células crecieron en un incubador a 37°C y con una atmdsfera de
CO; al 5%. Todas las manipulaciones de las células se realizaron en una cabina de

flujo laminar.

4.3. Tratamientos

La 1,25-(OH),Ds inicialmente se disolvié en etanol a la concentracion de 10
M, posteriormente se aplico a las células a concentraciones finales entre 10° M y
10® M y tiempos (8 6 24 h) segln los experimentos. A las células consideradas

como control se les afiadio exclusivamente el vehiculo (0,1% etanol).
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4.4. Anélisis de viabilidad celular

Se realizaron estudios del numero de células viables en funcién del tiempo

de tratamiento. Las células viables se determinaron en una camara de Neubauer,

utilizando el test de viabilidad del azul tripan al 1%, para distinguir las células

vivas de las muertas (Leal MA. y col., 1996). La viabilidad de las células tratadas

fue de un 97% con respecto a células controles.

5. OBTENCION DE SONDAS DE ADN

5.1. Sondas obtenidas

Se obtuvieron las siguientes sondas de ADNCc:

IR de rata: Se obtuvo a partir del plasmido pRIR/P16, que como ya ha

sido mencionado fue un regalo del Prof. Goldstein. Bacterias E. coli
(HB101) se transformaron con este plasmido, el cual contenia el vector
pBS Il sk(-) y la sonda de 2,3 kb del ADNc del IR de rata. Para la
obtencion de la sonda, el plasmido se cortdé con la enzima de restriccion
EcoR | dando lugar a 3 fragmentos de 2,9, 1,3 y 0,98 kb. El fragmento
utilizado como sonda fue el de 0,98 kb (Goldstein BJ. y col., 1990).

IR humano: Se obtuvo a partir de una cepa comercial de bacterias E.
coli transformada con el plasmido pHIR/P12-1. Este plasmido contenia
el vector pUC12 y la sonda de 4,1 kb del ADNc del IR humano
perteneciente a la isoforma A. Para la obtencion de la sonda, el

plasmido se cortdé con la enzima de restriccion EcoR | que dio lugar a 2
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fragmentos de 4,1y 2,7 kb. El fragmento utilizado como sonda fue el de
4,1 kb (Ullrich A. y col., 1985).

- VDR humano: Se obtuvo a partir del plasmido comercial pH13. La cepa

de bacterias E. Coli HB101 se transformd con este plasmido formado
por el vector pGEM3 y la sonda de 2,1 kb del ADNc del VDR humano.
Para la obtencion de la sonda, el plasmido se corté con la enzima de
restriccion EcoR | produciéndose 2 fragmentos de ADN de 2,1y 2,9 kb.
El fragmento utilizado como sonda fue el de 2,1 kb (Baker AR. y col.,

1988).

5.2. Métodos utilizados

5.2 a) Obtencion de bacterias competentes

En primer lugar se prepararon placas de crecimiento para bacterias sin
transformar, en placas de 90 mm de diametro se distribuyé una mezcla de medio
LB pH 7,5 [Medio LB: Bacto triptona 10 g/l, extracto de bacteria-levadura 5 gl/l,
NaCl 10g/1] y bacto agar (15 g/l). Para obtener placas de crecimiento con factor de
seleccidn al medio LB mas el bacto agar se le afadio el antibiotico ampicilina (50
ug/ml); posteriormente este medio de cultivo se distribuyd en placas. Ambos tipos
de placas sin o con antibiético se guardaron a 4°C hasta su utilizacion.

Antes de comenzar con la obtencion de bacterias competentes, la cepa
bacteriana HB101 (que posteriormente sera transformada con el plasmido
pPRIR/P16 o el pH13) y la cepa bacteriana DH5a (que posteriormente sera
transformada con los plasmidos que se utilizaran en las transfecciones) se

sembraron en placas sin ampicilina. Una colonia con la cepa de interés se inoculd
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en 2,5 ml de medio LB y se incubd toda la noche a 37° C con agitacion. Después
de 18 h, este primer cultivo se amplié en 250 ml de medio LB con 20 mM de
MgSOQOy, y se incubd a 37°C hasta alcanzar una DO de 0,5 - 0,6 a una A de 590 nm.
Las bacterias se recogieron y centrifugaron a 4500 x g a 4°C durante 5 min. El
sedimento se resuspendio en 0,4 volumenes de TFB1 pH 5,8 [TFB1: Acetato
potasico 30 mM, CaCl, 10 mM, MnCl, 50 mM, RbCl 100 mM, Glicerol 15%]. Tras
incubar 5 min a 0°C se centrifugd a 4500 x g durante 5 min a 4°C. El sedimento se
resuspendio en 1/25 volumenes de TFB2 pH 6,5 [TFB2: MOPS 10 mM, CaCl, 75
mM, RbCI 10 mM, Glicerol 15%]. Las células se incubaron a 0°C durante 15 min,

después se hicieron alicuotas de 200 ul que se guardaron a —80°C.

5.2 b) Transformacioén de las bacterias con los plasmidos

Las bacterias competentes se descongelaron en hielo durante 10 min. El
plasmido (10 ng) se afiadi® en un volumen menor de 20 ul. Tras mezclar
suavemente las bacterias junto con el plasmido de interés, se realizaron las
siguientes incubaciones consecutivas: primero a 0°C durante 20 min, después a
42°C durante 1 min y a continuacion a 0°C durante 5 min. Tras las incubaciones, a
la muestra se le afadié 4 volumenes de medio LB, precalentado a 37°C, que se
incubd durante 1 h a 37°C con agitacion suave. Finalmente, se sembraron en

placas con ampicilina que se incubaron a 37°C durante 15 - 18 horas.

5.2 c) Crecimiento de las bacterias transformadas
Una colonia de bacterias transformada con el plasmido de interés se incubé

en medio LB al que se le anadié ampicilina 50 pug/ml (las bacterias poseen
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resistencia a este antibiotico conferida por el plasmido), la incubacion se realizé a

37°C con agitacién (190 rpm) durante aproximadamente 18 h.

5.2 d) Lisis bacteriana y purificacién del ADN plasmidial

Como ya hemos indicado anteriormente en el apartado de reactivos el
método comercial de extraccién de ADN, Wizard Maxipreps de Promega se utilizd
para la obtencion de los plasmidos que contenian las sondas de los receptores de
interés y el método comercial Maxiprep de Qiagen se utiliz6 para la obtencion de
plasmidos que posteriormente se emplearian para las transfecciones transitorias.
Las bacterias transformadas se recogieron y se centrifugaron a 6000 x g. El
sedimento resultante se disolvid con la primera solucién de los kit comerciales, la
cual incluia ARNasas para la degradacién del ARN y otros componentes que
permitieron que la rotura celular fuese la adecuada. Seguidamente se adiciond la
segunda solucion que también contenia componentes para la rotura de las
células, se mezcldo suavemente por inversion para impedir la rotura del ADN
gendémico, posteriormente se agregd una solucién de neutralizacién y se mezclé
con suavidad por inversién. Esta mezcla se centrifugd a 20000 x g, recogiéndose
el sobrenadante que contenia los plasmidos de interés.

La purificaciéon del plasmido usando el preparado comercial Wizard
Maxipreps se realizé por medio de una resina de purificaciéon y una columna. Se
mezclé el sobrenadante antes obtenido con la resina y a continuaciéon se aplico
una solucion de lavado para eliminar las impurezas. Posteriormente, a la mezcla

de la resina mas el ADN plasmidial se le adicioné TE pH 7,5 [TE: Tris-HCI 10 mM,
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EDTA 1 mM], y se centrifugd a 10000 x g durante 5 min a 4°C, asi el ADN fue
liberado de la resina. EI ADN disuelto en TE se guardé a -20°C.

Para la purificacion de los plasmidos utilizando el preparado comercial
Maxiprep de Qiagen también se utilizaron columnas comerciales. El sobrenadante
con el plasmido que se deseaba purificar se pasé por una columna y se lavd
varias veces con soluciones de lavado que también fueron proporcionadas por el
kit. Una vez realizados los lavados, se afiadié una solucion de elucion para liberar
el ADN plasmidial de la columna. Se precipité el plasmido con isopropanol, se

lavé con etanol al 70% y finalmente, se resuspendio en agua Milli Q estéril.

5.2 e) Extraccion y purificacion de fragmentos de ADN contenidos en
plasmidos

El método, que se describe a continuacion, se utilizé para la extraccion y
purificacion tanto de sondas como de fragmentos del promotor del gen del IR. El
ADN plasmidial se digiri6 con una enzima de restriccion. Los plasmidos que
contenian las sondas se digirieron con la enzima EcoR | en el tampdn H [Tampdn
H (1 x): Tris-HCI (pH 7,5) 90 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, NaCl 50 mM], la
mezcla de reaccion se incubd a 37°C durante toda la noche. Los plasmidos que
llevaban inserto el promotor del gen del IR se sometieron a digestién con
diferentes enzimas de restriccion durante dos horas a las temperaturas que el
fabricante recomendaba en cada caso. Finalizado el tiempo de incubacion, se
procedié a realizar un minigel de agarosa 1% en tampdédn TAE 1x [Tampdn TAE

1x: Tris-acético 0,04 M, EDTA 1 mM] junto con bromuro de etidio 0,5 pg/ml,

cargando con 1 ug de ADN en los pocillos del minigel. Las muestras se
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sometieron a electroforesis con una diferencia de potencial de 80 V durante 2 h
para comprobar si la digestion habia tenido éxito. A continuacién, se realizé otra
electroforesis en gel de agarosa con toda la muestra de ADN. Observando el gel
bajo luz ultravioleta, se corté con un bisturi el trozo de agarosa que contenia la
banda de ADN correspondiente al fragmento que se deseaba purificar, esta banda
se identificé por su tamafo en comparaciéon con un marcador de peso molecular
(ADN del fago A digerido con Hind Il1).

El fragmento de agarosa se introdujo en un tubo, y se procedié a la
extraccion del ADN que contenia, utilizando el sistema comercial, citado en el
apartado Reactivos. Uno de sus componentes, el glassmilk, tiene capacidad para
unirse al ADN en condiciones de temperatura ambiente o baja temperatura. El
ADN se mantuvo retenido durante los lavados que se llevaron a cabo para
eliminar los restos de impurezas. Terminados los lavados, la muestra se incubd
con TE pH 8,0 a alta temperatura, fue entonces cuando el glassmilk liberé el ADN
al tampon TE. Por ultimo, el glassmilk se elimind por centrifugacion,
conservandose el sobrenadante donde se encontraba el ADN de interés.

Para averiguar la concentracion final de la sonda o el fragmento del
promotor del IR, una alicuota de la solucion que contenia el ADN se someti6 a
electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TAE 1x, tefildo con bromuro de etidio
0,5 pg/ml. En el mismo gel se cargaron también distintas diluciones del ADN
patréon (ADN fago A digerido con Hind Ill) de concentraciones conocidas. La
concentracion de la sonda se determiné comparando la intensidad de las distintas

bandas.
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6. MARCAJE RADIACTIVO DE SONDAS DE ADN

6.1. Reaccion de marcado

Las sondas de ADNc se marcaron con [0*’P]-dCTP utilizando el sistema
comercial enunciado en el apartado Reactivos. Dicho sistema esta basado en la
técnica denominada Primer extension (Feinberg AP. y col., 1984). EI ADNc (30
ng) utilizado como sonda se desnaturalizé por calentamiento a 100°C durante 5
min, inmediatamente después se introdujo en hielo para impedir la
renaturalizacion del ADN. Tras esto, se anadio al ADNc la solucién 1 [Solucién 1:
Tris-HCI (pH 7,8), MgCl,, B-mercaptoetanol, dATP, dGTP y dTTP] siempre en
hielo y la solucion 2 [Solucion 2: Hexanucledétidos cebadores y albumina bovina],
se afiadié también 30 - 50 mCi de [a**P]-dCTP (3000 Ci/mmol), y la solucién
enzimatica [Solucién enzimatica: KPO4 (pH 6,5) 50 mM, B-mercaptoetanol 10 mM
y glicerol 50% (v/v) y el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I]. Todo ello se

mezclo bien y se incubo a 22°C durante 5 h.

6.2. Purificacion de la sonda marcada

La sonda de ADNc marcada radiactivamente se separd del isétopo, no
incorporado, haciendo pasar la mezcla de reaccién a través de una columna de
cromatografia comercial y posteriormente centrifugando a 1100 x g durante 4 min
y 4°C. El producto de la elucién se almacend a -20°C. Para calcular la actividad
especifica de la sonda marcada, se tomé una alicuota del eluido obtenido, y se

midio la radiactividad en un contador de centelleo liquido. Una vez determinadas
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las cpm, y teniendo en cuenta las diluciones realizadas, el volumen total del eluido
obtenido y la cantidad de sonda marcada, se calculé la actividad especifica de la

sonda marcada, que siempre estuvo entre 1 - 1,5 x 10° cpm/mg de ADN.

7. PURIFICACION DEL ARN

Todo el material de vidrio utilizado se traté previamente a 200°C durante 12
h, con objeto de eliminar las posibles ribonucleasas contaminantes. Con el mismo
fin, el material de plastico se traté durante toda la noche con agua destilada
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) 0,05%, y posteriormente se autoclavd a
125°C durante 30 min. Todas las soluciones se prepararon con agua destilada

tratada con DEPC 0,15%.

7.1. Extraccion del ARN de los tejidos

Para la purificacion del ARN citoplasmatico, a partir de los tejidos, se utilizd
el método comercial citado en el apartado Reactivos. Este producto comercial es
un meétodo mejorado y mas refinado que el método original de Chomczynski P. y
col.,, 1987 basado en sales de guanidina 14 M y urea (Chaosolv), que actuan
como agentes desnaturalizantes. La disolucion Chaosolv en conjuncion con el
fenol y ciertos detergentes son agentes muy efectivos para el aislamiento de ARN
total. La muestra de tejido se homogeneiz6 con el agente de extraccién de ARN (1
ml por 100 mg de tejido) y después se mezcld con cloroformo (0,2 ml por ml de
agente de extraccion). A continuacion se centrifugd a 12000 x g durante 15 min a

4°C. La fase acuosa que contenia el ARN se precipitdé con isopropanol, se lavo 2
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veces con etanol al 75% y finalmente se resuspendié en agua DEPC para su

conservacion. Las muestras se conservaron a -80°C hasta su utilizacion.

7.2. Extraccion del ARN de las células U-937

Las células se recogieron centrifugando a 500 x g durante 7 min y 4°C, se
lavaron dos veces con tampédn fosfato salino (PBS) 1x [PBS 1x: NaCl 137 mM,
KCI 2,7 mM, Na;HPO, 8 mM, KH,PO4 2 MM], centrifugando cada vez en las
mismas condiciones, antes referidas. Posteriormente, se congelaron los
precipitados en etanol-nieve carbodnica, y se almacenaron a -80°C. Para la
purificaciéon del ARN citoplasmatico se utilizé el método de extraccion de ARN
original de Chomczynski P. y col.,, 1987. Las células se homogeneizaron en
solucion A [Solucion A: isotiocianato de guanidina 4 M, citrato sédico 25 mM,
sarcosil 0,5%, acetato sodico (pH 4,0) 2 M, y B-mercaptoetanol 2,9% (v/v)]. A
continuacion, las muestras se sometieron a una extraccion con fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (125:49:1) y se centrifugaron a 8000 x g durante 40 min a 4°C.
La fase acuosa resultante se someti6 a dos precipitaciones sucesivas con
isopropanol. Por ultimo, el precipitado se lavo con etanol 75%, y se resuspendio

en agua DEPC. Las muestras se conservaron a -80°C.

7.3. Valoracion y comprobacion de la integridad del ARN obtenido

La concentracion final de ARN se valoréd midiendo la DO a una A de 260

nm, sabiendo que 1 unidad de DO (260 nm) corresponde a una concentracion 40
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ug/ml de ARN. La pureza de la muestra se obtuvo de la relacion DO (260 nm)/ DO
(280 nm), que estuvo entre 1,7 y 2,0.

La integridad se valor6 sometiendo a electroforesis 1 ug de ARN en un
minigel de agarosa al 1,5%, tefido con bromuro de etidio 0,5 ug/ml, y
comprobando la aparicion nitida de dos bandas: una correspondiente al ARN
ribosdbmico de 28 S que presentaba el doble de la intensidad que la otra banda

correspondiente al ARN ribosémico de 18 S.

8. SEPARACION ELECTROFORETICA DEL ARN

La electroforesis se realiz6 en un gel de agarosa al 1,1% suplementado
con formaldehido 6%, tampon MOPS 1x pH 7,0 [Tampén MOPS 1x: MOPS 40
mM, NaAc 10 mM, EDTA 2 mM] y bromuro de etidio 0,5 ug/ml. El tampén de
desarrollo de la electroforesis fue MOPS 1x.

Las muestras de ARN (40 pg para tejidos y 30 ug para células) se
prepararon para la electroforesis afadiéndoles los siguientes reactivos a las
concentraciones finales indicadas: tampdn MOPS 1x, formamida desionizada 50%
y formaldehido 6%. La mezcla se incubé a 65°C durante 15 min para
desnaturalizar el ARN y se puso inmediatamente en hielo para impedir la
renaturalizacion. A continuacion se afiadio el tampon de carga [Tampon de carga:
glicerol 50% (v/v), EDTA 1 mM y azul de bromofenol 0,4% (p/v)] a una
concentracion final del 10%. Finalmente, las muestras asi preparadas se cargaron

en el gel.
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La electroforesis se realizd aplicando una diferencia de potencial de 20 - 25
voltios durante 18 - 22 h. Finalizada la electroforesis, el gel se lavé con agua Milli
Ro y se fotografio a través de luz ultravioleta para comprobar que la cantidad de
ARN total era la misma en todas las muestras (las bandas correspondientes a los

ARNSs ribosémicos deben ser equivalentes entre las distintas muestras).

9. TRANSFERENCIA A MEMBRANAS DEL ARN E HIBRIDACION CON

SONDAS DE ADN MARCADAS RADIACTIVAMENTE (TECNICA NORTHERN)

Los ARNSs, separados electroforéticamente, se transfirieron a membranas
de nylon o nitrocelulosa siguiendo la técnica Northern (Thomas PS., 1980), con la
unica salvedad de que la transferencia se mantuvo durante 48 h para asegurar
que ésta fuera completa, incluso a nivel de los ARNs de mayor peso molecular.
Posteriormente, las membranas se secaron durante 10 min en una estufa a 80°C
y se expusieron en un Crosslinker, en el caso de membranas de nylon, o se
trataron en una estufa durante 2 h a 80°C, en el caso de las de nitrocelulosa.
Finalizado el proceso, las membranas se almacenaron envueltas en papel de filtro
a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

Los ARNs inmovilizados sobre membrana de nylon o nitrocelulosa se
hibridaron con la sonda de ADNc marcada radiactivamente de acuerdo con una

modificacion de una técnica descrita previamente por Hirschhorn RR. y col., 1984.
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9.1. Prehibridacién

Con el fin de evitar en lo posible la hibridacién inespecifica de la sonda de
ADNc marcada radiactivamente, las membranas previamente se prehibridaron en
un horno de hibridacion a 42°C durante 18 - 22 h con una solucidon que contenia
las siguientes sustancias a las concentraciones finales indicadas: formamida
desionizada 50%, SSC 5x, NaH,PO; 50 mM pH 6,5, solucién Denhardt 5x
[Solucion Denhardt 100x: Polivinilpirrolidona 2% (p/v), Ficoll 2% (p/v), albumina
sérica bovina 2% (p/v)], y ADN de esperma de salmén 250 ug/ml previamente

sonicado y desnaturalizado por calentamiento a 100°C durante 10 min.

9.2. Hibridacion

Finalizada la prehibridacion, las membranas se hibridaron a 42°C durante
18 - 22 h con una solucidbn que contenia las siguientes sustancias a las
concentraciones finales indicadas: formamida desionizada 50%, SSC 5x, solucién
Denhardt 1x, NaH,PO, 20 mM pH 6,5 ADN de esperma de salmon
desnaturalizado 250 ng/ml, sulfato de dextrano 10% y la sonda de ADNc marcada

radiactivamente desnaturalizada.

9.3. Lavados vy autorradiografias

Las membranas hibridadas con las sondas del IR de rata o humano se
lavaron tres veces con una solucibn de SSC 2x/SDS 0,1% a temperatura
ambiente durante 10 min. Posteriormente, se realizaron dos lavados mas con una

solucién de SSC 0,1x/SDS 0,1% a 56°C de 1 h de duracién cada uno de ellos.
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Las membranas hibridadas con la sonda del VDR humano se lavaron
cuatro veces con una solucion de SSC 2x/SDS 0,1% a 25°C durante 15 min y
otras cuatro veces con la solucién de SSC 0,1x/SDS 0,1% a 56°C durante 15 min.

En todos los casos se monitorizaron los lavados con un geiger chequeando
la cantidad de radiactividad inespecifica aun unida a la membrana. Para terminar,
las membranas se envolvieron en hojas de PVC y se leyeron y densitometraron
en un Phosphorimager. Tras su lectura se introdujeron en un cassette de
exposiciéon con una pelicula fotografica de rayos X. La exposicién se realizé a
-80°C durante el tiempo necesario, aproximadamente 4 dias. Tras lo cual, la

pelicula se reveld, se fijo y se dejo secar.

9.4. Tratamiento cuantitativo de los datos

Los datos de densitometria obtenidos en las lecturas de las placas se
normalizaron con sus respectivos controles de carga. Estos datos se expresaron
en porcentaje con respecto al 100% de los controles.

Como controles de carga se utilizaron las lecturas por densitometria laser
de los negativos de las fotografias de los ARNs ribosémicos, realizadas al finalizar

las electroforesis correspondientes.
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10. DETERMINACION DE RECEPTORES DE INSULINA

10.1. Aislamiento de adipocitos del tejido adiposo epididimal de rata

El tejido adiposo epididimal recién extraido de las ratas en estudio, como
se explica en el apartado 3.3 de esta seccidn, se troced y se limpiéo en tampodn
Krebs [Tampén Krebs: NaCl 118 mM, NaHCO3; 25 mM, KCI 5mM, KPO4H; 1,2 mM,
MgSO4 1,2 mM, CaCl, 2mM]. A continuacion, el tejido se gased con carbogeno
(95% O2, 5% CO,) y se incubd con la maxima agitacion durante 30 min a 37°C en
presencia de colagenasa (10 mg/ml) y de tampdn Krebs siguiendo el método de
Rodbell M., 1964. Tras la incubacion se hicieron tres lavados con 20 ml de
tampdén Krebs para separar los adipocitos aislados del resto del tejido. Tras el
tercer lavado, los adipocitos se resuspendieron en 10 ml de tampdn Krebs. Se
conté el numero de adipocitos obtenidos en la muestra con una camara de
Neubauer, para posteriormente diluirlos con PBSA pH 7,4 [PBSA: PBS mas
albumina sérica bovina libre de acidos grasos 2,5 mg/ml] y disponerlos a una
concentracion adecuada segun los experimentos.

Ademas de esto, también se realizaron medidas del diametro celular de los

adipocitos (Di Girolamo M. y col., 1971).

10.2. Estudios de la unién de la insulina a su receptor en adipocitos de

rata

La unidon de la insulina a su receptor en adipocitos de rata se midié por la
técnica de desplazamiento de la insulina marcada radiactivamente por cantidades

crecientes de insulina no marcada. Alicuotas de 250 pl conteniendo 10° adipocitos
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en PBSA pH 7,6 se incubaron en un volumen final de 400 ul (2,5 x 10° adipocitos/ml)
con el agente antidegradativo bacitracina pH 7,6 (1,42 mg/ml) y mono-['?IJ-insulina
(0,2 x 10° M) en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de insulina no
radiactiva (107°, 5 x 10™°, 10, 2,5 x 10°, 5 x 10°, 10%, 2,5 x 108, 5 x 10® M)
durante 30 min a 30°C (Mayor P. y col., 1987). Transcurrido este tiempo, se separd
la hormona unida de la libre por centrifugacién a través de dinonilo-ftalato (Gliemann
J. y col., 1972). Para ello, la mezcla incubada se paso6 a tubos que contenian 50 pl
de dinonilo-ftalato y se centrifugdé durante 2 min a 8000 x g. Se observaron entonces
tres fases en los tubos: una superior que contenia la hormona unida a sus
receptores en los adipocitos, una capa intermedia con el aceite, y la inferior
conteniendo la hormona libre. Los tubos se cortaron por la zona del aceite y la
radiactividad asociada a la fase que contenia los adipocitos se midié en un contador
gamma. La unién inespecifica de la insulina a su receptor se determiné en presencia
de insulina no radiactiva (107 M). Los resultados de unién se expresaron como
union especifica, es decir, sustrayendo la unién inespecifica y normalizando estos

resultados para la concentracion de 10° adipocitos.

10.3. Recoqgida de las células U-937

Las células U-937, tratadas o no, se recolectaron centrifugando a 500 x g
durante 7 min a 4°C y se lavaron tres veces con PBS. Antes del ultimo lavado se
tomo una alicuota para contar las células viables. Finalmente, tras el ultimo lavado,
las células se resuspendieron en PBSA para obtener una concentracion adecuada

segun los experimentos.
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10.4. Estudios de la unién de lainsulina a su receptor en células U-937

Los receptores de insulina en las células U-937 se midieron por la técnica de
desplazamiento de la union de la insulina marcada radiactivamente por cantidades
crecientes de insulina no marcada. Alicuotas de 100 pl conteniendo 2 x 10° células
en PBSA pH 7,6 se incubaron en un volumen final de 350 pl (6 x 10° células/ml) con
mono-['?®|J-insulina (0,5 x 10 M) en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de insulina no radiactiva (5 x 10", 1,25 x 10™°, 2,5 x 10", 5 x 10, 1,25
x 10°,2,5x 10°,5x 10°, 1,25 x 10®M) durante 1 h a 15°C (Leal MA. y col., 1992).
Finalizada la incubacion, se separd la hormona unida a los receptores de la libre por
centrifugacion a través de dibutilo-ftalato. Para ello, se anadié la muestra a tubos
que contenian 75 pl de dibutilo-ftalato, y se centrifugdé durante 2 min a 8000 x g. Se
observaron tres fases en dichos tubos: una inferior con las células que contenia la
hormona unida a sus receptores, una capa intermedia con el aceite, y una superior
conteniendo la hormona libre. Se cortaron los tubos por la zona del aceite y la
radiactividad asociada a la fase que contenia las células se midié6 en un contador
gamma. La union inespecifica de la insulina se determind en presencia de insulina
no radiactiva (2,5x 107 6 5 x 10® M). Los resultados de unién se expresaron en
términos de union especifica, es decir, sustrayendo la unidn inespecifica y
normalizando después para la concentracion de 107 células.

La determinacion de la afinidad y del numero de los receptores de insulina, en
adipocitos de ratas, se llevd a cabo mediante el analisis de Scatchard G, 1949. De
forma grafica, se calculd la afinidad de los receptores mediante el calculo geométrico
de la concentracion de insulina requerida para desplazar al 50% la maxima union

especifica (EDsp). Este valor numérico corresponde al valor de la constante de
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disociacion (Kd) que es el inverso de la afinidad. El nUmero de receptores totales se
calculd con respecto al punto, obtenido en las curvas de Scatchard, representando

la maxima hormona unida (Mayor P. y col., 1987; Leal MA.y col., 1992).

11. DETERMINACION DE RECEPTORES DE 1,25-DIHIDROXIVITAMINA Ds

11.1. Estudios de la unién de la 1,25-dihidroxivitamina D; a su receptor

en células U-937. Separacion de fracciones nucleares

La recogida de células U-937 para estos ensayos fue semejante a lo
descrito para receptores de insulina (apartado 10.3).

Para determinar VDRs en las células U-937 por estudios de unién se siguio el
método de Jakob F. y col., 1992. Alicuotas de 125 pl conteniendo 3 x 10° células en
medio RPMI 1640 se incubaron con [°H]-1,25-(OH),Ds (0,5 x 10° M) en ausencia y
presencia de concentraciones crecientes de 1,25-(OH),Ds no radiactiva (10°, 2,5 x
10, 5 x 10”° M) en un volumen final de 500 pl (6 x 10° células/ml), la incubacién se
realizé durante 1 h a 37°C. Transcurrido este tiempo, las células se trataron con
Triton X-100 al 1%, y se separd la fraccion citosdlica de la nuclear mediante una
centrifugacién a 800 x g durante 10 min a 4°C. El sedimento, que contenia las
fracciones nucleares, se resuspendid con 100ul de tampdn de resuspension
[Tampdn de resuspension: SDS al 0,5% y NaOH 0,1 N] y se pasé a tubos con
liquido de centelleo, contandose la radiactividad asociada en un contador beta. La
union inespecifica de la 1,25-(OH),D3 se determin6 en presencia de 1,25-(OH),D3

no radiactiva (5 x 10® M). Los resultados de unién se expresaron como union
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especifica para lo cual se sustrajo la unién inespecifica y los resultados se
normalizaron para la concentracién de 2 x 107 células.

La determinacion de la afinidad y del nuimero de VDRs se llevé a cabo
mediante el analisis de Scatchard G, 1949. De forma grafica, se calcul6 la afinidad
de los receptores mediante el calculo de la pendiente de la recta formada por el
desplazamiento de concentraciones crecientes de 1,25-(OH),D;. Este valor
numeérico corresponde al valor de la constante de disociacion (Kd) que es el inverso
de la afinidad. EI numero de receptores totales se calculd por el corte de la recta en

el eje de abscisas.

11.2. Estudios de Western blot. Obtencion de extractos nucleares de
células U-937

Células U-937 (1,6 x 107 células), tratadas o no, se recogieron y se lavaron
dos veces con PBS realizando centrifugaciones a 500 x g durante 5 min. El
sedimento se resuspendié en tampon TBS pH 7,4 [ Tampdon TBS: NaCl 130 mM,
KCI 2,7 mM, Tris 24 mM]. A partir de aqui, se trabajo en la camara fria para evitar
la degradacion de los extractos. Siguiendo el método de Schreiber E. y col., 1988,
la muestra se centrifugé a 12000 x g durante 20 min. Se resuspendioé en tampdn A
[Tampodn A: Hepes 10 mM, KCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, DTT 0,5
mM, Aprotinina 0,15 mM, Leupeptina 2,1 mM, AEBSF 1,2 mM]. Después, se
incubd durante 15 min y a continuacion se le afiadié Noditet P-40 10% (v/v). Tras
una agitacién rigurosa se centrifugd durante 1 min a 12000 x g. Al sedimento se le
afiadié tampdén C [Tampon C: Hepes 20 mM, Glicerol 25% (v/v), NaCl 400 mM,

EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 0,5 mM, Aprotinina 0,15 mM, Leupeptina 2,1 mM,
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AEBSF 1,2 mM] y se mantuvo en un agitador orbital durante 15 min.
Seguidamente, se centrifugd a 12000 x g durante 5 min, recogiéndose el
sobrenadante que contenia los extractos nucleares. La muestra se guardd a
-80°C hasta su utilizacion, no solo para esta técnica de Western blot sino también
para la realizacién de la técnica de retardo en gel, como se vera mas adelante. La
cantidad de proteinas totales de los extractos nucleares se midioé por el método de
Bradford MM., 1976.

Cantidades iguales (150 ug) de extractos nucleares de células controles y
tratadas con 1,25-(OH),D; se sometieron a electroforesis en un gel de SDS-
poliacrilamida al 10% [Mezcla de poliacrilamida 30%, Tris (pH 8,8) 1,5 M, SDS
10%, APS 10%, TEMED 1%]. La electroforesis se realizé a 100 V, durante 1 hy
30 min a temperatura ambiente, el tampon de electroforesis fue Tris/borato pH 8,3
[Tris 65 mM, SDS 0,1%]. Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se
transfirieron a una membrana PVDF, para ello la membrana se preincubd durante
1 min en metanol, luego 5 min en agua Milli Q y se dejé en el tampodn de
transferencia [Tampon de transferencia: Tris 50 mM, Glicina 380 mM, SDS 0,1%
(p/v), Metanol 20%] hasta que se realizé un sandwich con el gel y la membrana.
La transferencia se realiz6 a 4°C y 35 V durante 2 h, utilizando el tampon de
transferencia. La membrana se lavo tres veces con PBS luego se le anadié la
solucién bloqueante [Solucién bloqueante: leche desnatada al 5% en PBST]
[PBST: PBS, Tween 20 al 0,1%] se incub6é con agitacidon durante 2 h a
temperatura ambiente. Seguidamente, se lavo una vez durante 15 min, y dos mas
durante 5 min. Posteriormente se incubo con el anticuerpo monoclonal anti-VDR

(9A7) a una concentracion de 2 ug/ml en solucion bloqueante. La incubacién se
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realizd con agitacion a temperatura ambiente durante 2 h. La membrana se lavo
como antes se ha mencionado. Terminados los lavados se incubd la membrana
con el anticuerpo 2°, una inmunoglobulina de rata conjugada con peroxidasa, el
anticuerpo 2° se diluyé 1:10000 en solucién bloqueante. Posteriormente, se
realizd un lavado de 3 min en PBST mas tres lavados de 5 min de duracion. Por
tltimo, se afadié 1,3 pl x cm? de ECL, se introdujo en un cassette de exposicion
con una pelicula fotografica de rayos X. La exposicion se realizé a temperatura
ambiente durante 15 min. A su término, la pelicula se revelo, se fijo y se dejé

secar.

12. ESTUDIOS DE VALORACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA

INSULINA

12.1. Transporte de glucosa basal e inducido por insulina

12.1 a) En los adipocitos aislados del tejido adiposo epididimal de rata

Para los estudios de transporte de glucosa en adipocitos, el aislamiento de
estas células se llevé a cabo como se explica en el apartado 10.1. A continuacion,
250 pl conteniendo 10° adipocitos se incubaron a 37°C durante 1 h en presencia
de adenosina deaminasa (1 U/ml) (Reaven GM. y col., 1989), PBSA pH 7,4 y D-
[™C(U)]-glucosa (0,5 x 10> M), en ausencia o presencia de insulina a la
concentracion 10”7 M en un volumen final de 400 ul (2,5 x 10° adipocitos/ml). Tras
la incubacién, las muestras se transfirieron a tubos que contenian 50 pl de
dinonilo-ftalato centrifugandose a 8000 x g durante 2 min. En los tubos se

observaron tres fases: una suspension celular superior que contenia la D—[14C(U)]-
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glucosa captada por las células, una capa intermedia con el aceite y una capa
inferior conteniendo la D-['*C(U)]-glucosa no captada. Se cortaron los tubos por la
zona del aceite y la parte correspondiente a la suspension celular se transfirié a
tubos con liquido de centelleo. La radiactividad asociada a esta suspensiéon celular

se midié en un contador de centelleo liquido.

12.1 b) En las células U-937

Para los estudios de transporte de glucosa se recogieron las células en
cultivo como se explica en el apartado 10.3. A continuacion, se incubaron
alicuotas de 200 ul conteniendo 10° células, a 37°C durante 1 h en presencia de
PBSA pH 7,4, D["*C(U)}-glucosa (0,5 x 10® M) y concentraciones crecientes de
insulina (10", 10"°, 10°, 10% 107 M) en un volumen final de 1 ml (10°
células/ml). El ensayo fue parado mediante tres lavados con PBS frio
centrifugando durante 3 min a 3000 x g. Después, el sedimento procedente de la
ultima centrifugacion se solubilizé con SDS al 0,5% y NaOH 0,1 N y se pas6 a
tubos con liquido de centelleo. La radiactividad presente fue medida en un
contador de centelleo liquido.

Para investigar el efecto de la wortmanina sobre el transporte de glucosa en
células U-937, este inhibidor de la PI3-K fue adicionado a las células a dos
concentraciones finales de 0,4 x 10° y 10° M en ausencia o presencia de insulina a

la concentracién de 10 M.
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12.2. Oxidaciéon de glucosa basal e inducida por insulina

12.2 a) En adipocitos aislados del tejido adiposo epididimal de rata

Para los estudios de oxidacidn de glucosa en adipocitos, éstos fueron
aislados del tejido adiposo epididimal de ratas como se explica en el apartado
10.1. A continuacion, alicuotas de 250 pul conteniendo 10° adipocitos se incubaron
a 37°C durante 2 h en presencia de adenosina deaminasa pH 7,4 (1 U/ml)
(Reaven GM, y col., 1989), PBSA pH 7,4 y D-["*C(U)]-glucosa (0,5 x 10 M) en un
volumen final de 400 pl (2,5 x 10° adipocitos/ml), en ausencia o presencia de
insulina a la concentracion de 107 M. La incubacion se realizd en tubos eppendorf
dentro de viales de centelleo, que contenian 1 ml de NaOH al 2%. Finalizado el
periodo de incubacion, a las muestras se les adicion6 0,5 ml de H,SO4 8 N y se
incubaron durante 2 h mas a 37°C, para que el “CO, producido en la reaccion
pudiera ser atrapado por el NaOH, segun una modificacién del método de
MacLennan. y col., 1978. Finalizada la incubacion, los tubos eppendorf se
retiraron y se anadio liquido de centelleo para contar la radiactividad atrapada

mediante un contador beta.

12.2 b) En las células U-937

Para los estudios de oxidacién de glucosa se recogieron las células en
cultivo como se explica en el apartado 10.3, con la diferencia de que, tras el ultimo
lavado, las células se resuspendieron en PBS. Seguidamente, una alicuota de
200 pl conteniendo 10° células en PBS se incubd, durante 2 h a 37°C, con D-
['*C(U)]-glucosa (0,5 x 10° M) en ausencia o presencia de concentraciones

crecientes de insulina (10", 107°, 10, 10®, 10 M) en un volumen final de 500 pl

62



Materiales y Métodos

(2 x 10° células/ml). La incubacién se realizé en tubos eppendorf dentro de viales
de centelleo, que contenian 1 ml de NaOH al 2%. Finalizado el periodo de
incubacion se adicion6 a los tubos donde se encontraban las células 0,5 ml de
H»S0. 8 N, incubandose durante 2 h mas a 37°C para que el ™CO, producido en
la reaccién fuera atrapado por el NaOH. Pasado este tiempo, se retiraron los
tubos eppendorf y se afnadio liquido de centelleo a los viales para ser medidos
posteriormente en el contador de radiactividad.

Para investigar el efecto de la wortmanina sobre la oxidacion de glucosa en
células U-937, este inhibidor de la PI3-K fue adicionado a las células a dos
concentraciones finales de 0,4 x 10° y 10° M en ausencia o presencia de insulina a

la concentracién de 107 M.

12.3. Incorporacion de timidina basal e inducida por insulina en las
células U-937

Las células, tratadas o no, se recogieron y se lavaron con PBS mediante
centrifugacion a 500 x g. Alicuotas de 10° células se dispusieron en un volumen de 5
ml de medio RPMI 1640 en placas de 60/15 mm de diametro (2 x 10° células/ml) y
se incubaron durante 23 h en presencia de concentraciones crecientes de insulina
(10", 10 10°, 108, 107 M) a 37°C y en una atmésfera de CO, al 5%. Una hora
antes de acabar la incubacién se afiadié [°H]-timidina (0,5 uCi) a las placas.

Al acabar la incubacion se recogieron alicuotas de las células (200.000
células) que fueron lavadas tres veces con PBS frio centrifugando a 1800 x g
durante 3 min a 4°C. A continuacion, las células se incubaron con TCA al 10%

durante 15 min a 4°C y se centrifugd a 1800 x g durante 5 min a 4°C. El
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sedimento fue resuspendido con NaOH 1 N y se mantuvo 45 min a temperatura
ambiente. Para finalizar se neutralizé con HCI 1 N y se transfiridé en su totalidad a

liquido de centelleo para su posterior medida en un contador de centelleo liquido.

12.4. Determinacion de la respuesta vy sensibilidad a la insulina

En adipocitos de ratas el transporte y la oxidacion de glucosa se midieron en
condiciones basales y en presencia de la concentracion de insulina capaz de dar la
maxima respuesta (107 M). Las unidades fueron fmol/min x 10° adipocitos o
teniendo en cuenta el didmetro celular en fmol/min x pm?.

Tanto en adipocitos de ratas como en células U-937, el transporte de glucosa
estimulado por insulina, se calculé sustrayendo los correspondientes valores
basales. La alteraciéon de la respuesta celular a la insulina fue medida por la
variacion de la maxima respuesta y la alteracion de la sensibilidad celular se midid
mediante el calculo geométrico de la concentracidon de insulina requerida para

disminuir al 50% la maxima respuesta (EDso).

13. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS POR ELECTROPORACION EN

CELULAS U-937

13.1. Construccion de plasmidos reporter por la técnica de subclonaje

o deleccidn

Para la construccion de los plasmidos que describiremos a continuacion se
empledé como vector el pGL2-basic, es un vector comercial que carece de

cualquier tipo de promotor o enhancer. En este vector esta insertada la region que
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codifica la luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis), la cual sera utilizada para
monitorizar la actividad transcripcional en las transfecciones transitorias que se

realicen en las células U-937.

Plasmido phIR(1.5)-GL2: En primer lugar se aisl6 el promotor del gen del IR
entero (desde —1819 hasta —271 pb) que se encontraba insertado en el vector
pCAT3M. Este proceso se realiz6 como se describe en el apartado 5.2 e), con la
enzima de restriccion Bgl Il junto con el tampdén D [Tampdén D (1 x):Tris-HCI (pH
7,9) 6 mM, MgCl, 6 mM, DTT 1 mM, NaCl 150 mM]. El fragmento del promotor
aislado y purificado se unié al vector pGL2-basic en el sitio de corte para la
enzima de restriccion Bgl I, utilizando para ello la enzima T4 DNA ligase.
Previamente, el vector pGL2-basic se defosforild6 en su extremo 5’ para que no se
recircularizase, este proceso se llevo a cabo por la enzima alcalino desfosforilasa
junto con el tampdn de desfosforilacion [Tampon de desfosforilacidon (1 x): Tris-Cl
0,05 My EDTA pH 8,5 0,1 M]. Una proporcion de tres veces mas de promotor que
de vector linealizado se incubd con la enzima T4 DNA ligase junto con el tampdn
de reacciéon [Tampodn de reacciéon (1 x): Tris-HCI (pH 7,8) 30 mM, MgCl, 10 mM,
DTT 10 mM, ATP 1 mM]. La mezcla de reacciéon se incubd a 20°C durante 18 h,
tras lo cual, las bacterias DH5a se transformaron con dicha mezcla como se
describe en el apartado 5.2 b). Las colonias resultantes se analizaron
observandose dos tipos de colonias, unas transformadas con el plasmido que
tenia insertado el promotor del gen del IR entero en la orientacién adecuada (5’ —
3’), denominado phlR(1.5)-GL2 y otro tipo de colonias transformadas con el

plasmido que tenia insertado el promotor con la orientacién invertida (3" — %),
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denominado phlR(1.5)-GL2 antisense (Esquema 2). Para diferenciar ambas
formas se utilizé la enzima de restriccion Hind Ill, la cual da lugar a patrones de
bandas de ADN diferentes para cada uno de los plasmidos y, por tanto,

perfectamente distinguibles.

Smal(3)

Kpnl{12)

Balll (37}

Hind 11 {332}

Xho | (33)

Hind 11 {1230)

Bl (1537)
Hind lIl {1547)

Bal Il (1537)

mp
phiIR{1.5)-GL2 Hind Ill {1547)

antisense
7143 bp

phiIR({1.5)-GL2
7143 bp

Sal [ {4255)
BamH | {4249
intrén aly (A) signal
Pl | Pe A <ig P M

Sall (4255)
BamH | (4249)
paoly (A) signal

Esquema 2: Disefio grafico de los plasmidos phIR(1.5)-GL2 y phIR(1.5)-GL2 antisense. En color
rojo esta representado el promotor del gen del receptor de insulina (IR).

Plasmido phIR(-1473)-GL2: Este plasmido se formo por una deleccion en el
extremo 5’ del plasmido phlR(1.5)-GL2. La deleccién se realizé con la enzima de
restriccion Kpn |. Esta enzima tiene capacidad de cortar al plasmido en dos sitios,
uno en la zona del polylinker del vector y el otro en la posicion —1473 pb del
promotor del IR. La digestion del plasmido phIR(1.5)-GL2 con la enzima Kpn | en
el tampon C [Tampon C (1 x): Tris-HCI (pH 7,9) 10 mM, MgCl; 10 mM, DTT 1 mM,
NaCl 50 mM] se efectué a 37°C durante 2 h dando lugar a dos fragmentos de
ADN de tamafios muy diferentes (382 kb y 6799 kb, aproximadamente) que se
observaron en un gel de agarosa. Finalmente, como se describe en el apartado
5.2 e) se purifico el fragmento de 6799 pb, que contenia el promotor del gen del

IR desde la posicion —1473 hasta la —271 pb, situado en la zona upstream de la
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secuencia codificadora para la luciferasa del vector. Por ultimo, se recircularizé

dando lugar al plasmido phlR(-1473)-GL2 (Esquema 3).

Esquema 3: Disefo grafico del plasmido phlR(-1473)-GL2. En color rojo esta representado el
promotor del gen del receptor de insulina (IR).

El procedimiento de construccion del plasmido phlR(-876)-GL2 fue idéntico

al descrito arriba, salvo que la enzima de restriccion empleada fue la Xho | con el
tampon D [Tampon D (1 x): Tris-HCI (pH 7,9) 6 mM, MgCl, 6 mM, DTT 1 mM,
NaCl 150 mM]. Esta enzima tiene capacidad para generar dos cortes en el
plasmido phIR(1.5)-GL2, uno en el polylinker del vector y otro en la posicién -876
pb del promotor del IR. Tras la digestion con esta enzima se purificd el fragmento
de 6202 pb que contenia el promotor del gen del IR desde la posicion -876 hasta
la -271 pb, situado en la zona upstream de la secuencia codificadora para la
luciferasa del vector. Por ultimo, se recircularizé dando lugar al plasmido phlR(-

876)-GL2 (Esquema 4).

67



Materiales y Métodos

Esquema 4: Disefio grafico del plasmido phlR(-876)-GL2. En color rojo esta representado el
promotor del gen del receptor de insulina (IR).

Para la construccion del plasmido phlR(-577)-GL2, el plasmido phlIR(1.5)-
GL2 se cortd con la enzima de restriccion Hind Il en el tampdn E [Tampdn E (1 x):
Tris-HCI (pH 7,5) 6 mM, MgCl, 6 mM, DTT 1 mM, NaCl 100 mM]. Esta enzima
tiene capacidad para producir dos cortes uno en el polylinker del vector y otro en
la posicion =577 pb del promotor. Como consecuencia de esta digestidon, se
obtuvieron dos fragmentos uno de 6855 kb y otro de 315 kb que era el promotor
desde la posicidn -577 hasta la -271 pb. Este ultimo fragmento se purific6 como
se describe en el apartado 5.2 e). Posteriormente se subclon6 en el vector pGL2-
basic, igual que se hizo para la construccion del plasmido phIR(1.5)-GL2. Se
obtuvieron dos tipos de plasmidos uno con la orientacién adecuada del fragmento
del promotor del gen del IR, que incluye desde la posicién —577 hasta la —271 pb,
que se denomin6 phlR-GL2-577, y otro con la orientaciéon del fragmento del
promotor invertida (Esquema 5). Para diferenciar ambas formas se utilizd la
enzima de restriccion Bgl Il, la cual dio lugar a patrones de bandas de ADN
diferentes para cada uno de los plasmidos, y por tanto, perfectamente

distinguibles.
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phIR(577)-GL2
5903 ph

phIR{577)-GL2

antisense

Sal 1 (3050)
BamH | (3044)
poly (&) signal

Esquema 5: Disefio grafico de los plasmidos phlR(-577)-GL2 y phIR(-577)-GL2 antisense. En

color rojo esta representado el promotor del gen del receptor de insulina (IR).

13.2. Transfecciones transitorias

Células U-937 se recogieron y se lavaron con PBS, centrifugandose a 500
X g durante 7 min a 4°C. Antes del ultimo lavado se tom6 una alicuota para contar
las células viables. Finalmente, tras el ultimo lavado, las células se resuspendieron
en un volumen adecuado en medio RPMI 1640 para obtener una concentracion final
de 26,7 x 10° células/ml. Se cogié una alicuota de 750 pl de estas células y se
dispuso en una cubeta de electroporacion de 0,4 cm, afiadiéndosele NaCl a una
concentracion final de 18,756 mM, mas 50 pg del plasmido reporter
correspondiente, junto con 50 ug de un plasmido carrier [pBluescript || KS(+/-)] y
12 ug del plasmido pCMV-Bgal que posee actividad reporter 3-galactosidasa. Los
plasmidos reporter utilizados fueron los ya conocidos pGL2-basic, phIR(1.5)-GL2,
phIR(-1473)-GL2, phIR(-876)-GL2, phIR(-577)-GL2, phIR(1.5)-GL2 antisense,
pGL3-control. Este ultimo plasmido era comercial, contenia el promotor y un

enhancer del SV40 en la zona upstream de la region codificadora de luciferasa,
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caracteristicas que hicieron que fuese el plasmido utilizado para monitorizar la
eficiencia de las transfecciones transitorias.

Las células junto con los plasmidos en las cubeta de electroporacion se
incubaron a 4°C durante 10 min, luego recibieron un pulso eléctrico de 960 pF y
250 V. Las células transfectadas se dispusieron en placas de 60 mm de diametro
con un volumen final de 10 ml. Trascurridas 24 h, las células recibieron los

tratamientos adecuados.

13.3. Cuantificacion de la actividad transcripcional

Los valores de actividad transcripcional se midieron relativos a la actividad
luciferasa. Para llevar a cabo esta cuantificacion, se utilizé el kit Luciferase Assay
System, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, una vez
finalizado el tratamiento, las células transfectadas transitoriamente se recogieron
y se lavaron tres veces con PBS mediante centrifugaciones a 500 x g durante 6
min a 4°C. El sedimento resultante se resuspendié con 350 ul del reporter lysis
buffer 1x. Acto seguido, se sometié a un ciclo de congelacién-descongelacion
rapido y se agitd 15 seg en vortex. Después, se centrifugd a 12.000 x g durante 2
min a 4°C y se recogio el sobrenadante para medir la actividad luciferasa.

Tanto para la cuantificacion de la actividad luciferasa como la de -
galactosidasa, utilizada esta ultima para corregir la primera, se realizaron medidas
de luminiscencia. Para la cuantificacion de la actividad luciferasa se emplearon las
condiciones de 2 seg de estabilizacion del lumindbmetro antes de empezar a contar

durante 10 seg la luminiscencia producida por 20 ul de muestra a la que se le

adicion6é 100 ul de Luciferase Assay Reagent y tras haber transcurrido 10 seg
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desde la adicibn mencionada. Para la cuantificacion de la actividad p-
galactosidasa se uso el kit Galacto-Light Plus en los siguientes términos a 10 pl
de muestra se le adicion6 200 ul de Reaction Buffer y se incubd a temperatura
ambiente durante 40 min. Transcurrido este tiempo se anadié 100 ul de Light
Emission Accelerator, y se midié en el lumindbmetro durante 5 seg.

Los valores resultantes de la cuantificacién de la actividad luciferasa se
corrigieron con los de la actividad B-galactosidasa, y se normalizaron por los mg

de proteina de las células transfectadas.

14. BUSQUEDA Y ANALISIS COMPUTERIZADO DE SECUENCIAS DE ADN

Potenciales secuencias VDREs fueron identificadas en el promotor del gen
del IR a través de una busqueda computerizada utilizando como plantilla una
secuencia VDRE consenso elaborada por nosotros a partir de una serie de
VDREs funcionales identificados por otros autores en varios promotores de genes
respondedores a 1,25-(OH),D3; (Ozono K. y col., 1990; Demay MB. y col., 1992;
Colnot S. y col., 1995; Christakos S. y col., 1996; Ohyama Y. y col., 1996; Zou A.
y col., 1997; Haussler MR. y col., 1998; Koszewski NJ. y col., 2000). Para ello, se
utilizé un programa propio, soportado bajo Visual Basic 4.1 de Microsoft que se
denomin6 SEQFIND (Mas A. y col., 1998). Este programa, basandose en una
busqueda secuencial, realiza un reconocimiento y alineacion de secuencias
dentro de un ADN conocido a partir de la base de datos GenBank o de una
secuencia introducida por nosotros. También, se buscaron secuencias para otros

factores transcripcionales que estuvieran franqueando o solapando a los
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hipotéticos VDREs utilizando, para ello, el programa TFSEARCH asociado a una

base de datos de factores transcripcionales denominada TRANSFAC (Wingender

E. y col., 2001).

15 TECNICA DE RETARDO EN GEL UTILIZANDO EXTRACTOS NUCLEARES

DE CELULAS U-937

15.1. Oligonucle6tidos utilizados

Para los ensayos de retardo en gel se utilizaron los tres oligonucleétidos

sintetizados comercialmente que se describen a continuacioén:

1.

hOC: Este oligonucle6tido comprende la secuencia del VDRE localizada
entre -512 y -483 pb del promotor del gen de la osteocalcina humana:

(5'TTGGTGACTCACCGGGTGAACGGGGGCATTI’) (Ozono K. y col,

1990; Schule R. y col., 1990).

Un oligonucledtido que comprende las secuencias de dos potenciales
VDREs solapados y localizados por nosotros entre -633 y -604 pb del
promotor del gen del IR humano:

(5'GAGGCGGGGAGGCGGGCGGEGEGCGEEGEGLEGEEGT)).

Un oligonucledtido que comprende la secuencia de un potencial VDRE
localizado por nosotros entre -761 y -732 pb del promotor del gen del IR

humano: (5'CGTCGGGCCTGTGGGGCGCCTCCGGGGGTCTI)).

Estos oligonucledtidos estaban defosforilados per se al ser de sintesis

comercial. Se anillaron en parejas complementarias, utilizando 15 ng/ul de cada
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uno de ellos en presencia de CINa 0,1 N, la muestra se calenté a 70°C y se dejo
enfriar durante toda la noche. Al dia siguiente se hicieron alicuotas y se guardaron
a -20°C. Para comprobar el anillado, los oligonucleétidos se dispusieron en un gel
no desnaturalizante de poliacrilamida al 20% y tampdn TBE 1x pH 8,3 [Tampdn
TBE 10x: Tris 900 mM, H3;BO; 890 mM, EDTA 20mM] y se desarrolld una
electroforesis a 100 V durante 3 h a temperatura ambiente. El gel se tifid
posteriormente con bromuro de etidio (0,5 ug/ml) y se observaron los tamafos

moleculares del ADN en un transiluminador.

15.2. Marcaje de oligonucleétidos por la T4 polinucleétido guinasa

Una muestra de 3,5 pmol de oligonucleétido de doble hebra se marco en su
extremo 5’ utilizando 50 pmol de [y->’P]-ATP (3000 Ci/mmol) en una incubacion de
1 h a 37°C con la enzima T4 polinucle6tido quinasa y el tampon T4PNK [Tampdn
T4PNK: Tris-HCI (pH 7,6) 700 mM, MgCl, 100 mM, DTT 50 mM]. Al acabar el
tiempo se paro la reaccién adicionando EDTA 0,01 M. El oligonucledétido marcado
se separd del is6topo no incorporado mediante una columna de cromatografia de
Sephadex G-25 centrifugando a 1100 x g durante 4 min y a 4°C. El producto de la

elucion se almacend a -20°C.

15.3. Reacciones de competicion

10 ug de extractos nucleares, obtenidos segun se indicé en el apartado
11.2, se incubaron en hielo durante 10 min con el tampdn de unién 1x [Tampdn de

union 5x: Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM, MgCI2 5 mM, EDTA 2,5 mM, NaCl 250 mM,
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Glicerol 20%, DTT 2,5 mM, poli (dI-dC).poli (dI-dC) 250 ug/ml] (Ausubel FM y
col.,1989) en un volumen total de 20 pl. A continuacion, 0,1 — 1 ng,
aproximadamente 100.000 cpm, de cada uno de los oligonucleétidos marcados
fueron afadidos a la reaccion y seguidamente se incubaron a temperatura
ambiente durante 20 min. Como competidores especificos se utilizaron los
respectivos oligonucleétidos frios en exceso (50x, 100x 6 200x) y como
competidor inespecifico se utilizé un oligonucledétido que englobaba el elemento
respondedor a glucocorticoides del promotor del gen de Ila tirosina
aminotransferasa de rata. En ciertos experimentos se utiliz6 como competidor
parcialmente relacionado el hOC en exceso (50x). Para determinar la
especificidad de la competicion mas estrictamente, se utilizé el anticuerpo
monoclonal anti-VDR (9A7) que se une con alta afinidad al extremo C-terminal del
dominio de unién al ADN del VDR, también se utiliz6 suero no-inmune como
control, tanto el anticuerpo como el suero no-inmune se afadieron en hielo una
hora antes de comenzar la reaccion de incubacion con la sonda. Los complejos
ADN-proteina fueron resueltos por electroforesis (185 V) a temperatura ambiente
en tampoén TBE 0,25 x, en un gel no desnaturalizante de poliacrilamida al 4%. El
gel se secd con un secador de geles aplicado a una bomba de vacio. A

continuacion se analizé en el Phosphorimager y se autorradiografio.

16. REPRESENTACION Y ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los valores se representaron como la media * el error estandar (SEM) de

los resultados obtenidos. La significacion estadistica de las diferencias entre los
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distintos valores se determind mediante el test t de Student y se expresoé con el
valor de p, las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando
el valor de p fue menor de 0,05.

Se utiliz6 un PC con el software Origin, Excel y Power Point 2000 de

Microsoft para el estudio estadistico y el tratamiento grafico.
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1. ESTUDIOS IN VIVO

1.1. Efecto de altos niveles de 1,25-dihidroxivitamina Ds; en ratas sin o con

diabetes experimental inducida por estreptozotocina

Como ya se indicé en Materiales y Métodos, el protocolo de este modelo
experimental (Esquema 1) consistia en cuatro grupos de ratas: animales controles
con tratamiento simulado durante 15 dias (15VD-), animales tratados con 1,25-
(OH),D3; a la dosis de 0,5 pg/kg/dia durante 15 dias (15VD+), animales con
tratamiento simulado y con diabetes experimental inducida por estreptozotocina a
partir del 8° dia del tratamiento (15VD-7ST+) y por ultimo animales tratados con
1,25-(OH);D; durante 15 dias y con diabetes experimental inducida por

estreptozotocina a partir del 8° dia del (15VD+7ST+).

1.1 a) Medidas de peso de los animales

Los pesos iniciales y finales de los cuatro grupos de animales en estudio
estan recogidos en la tabla 3. Todos los grupos aumentaron de peso
significativamente durante los 15 dias de duracion del experimento: un 30% el
grupo 15VD-, un 32% el grupo 15VD+, 11% el grupo 15VD-7ST+ y un 14% el
grupo 15VD+7ST+. Hemos de indicar que la subida de peso en los grupos de
ratas no diabéticas fue claramente mayor que en los grupos que presentaban
diabetes.

Comparando exclusivamente los pesos finales se observé que el
tratamiento con 1,25-(OH),D3 a ratas no diabéticas incrementé significativamente

el peso de los animales, las ratas con diabetes manifestaron una disminucién
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significativa del peso con respecto a controles y el tratamiento con 1,25-(OH).,D3 a

ratas diabéticas revirtio la bajada de peso inducida por la diabetes.

Tabla 3. Medidas de peso de los cuatro grupos de ratas en estudio.

15VD- 15VD+ 15VD-7ST+ 15VD+7ST+
(n=11) (n=12) (n=12) (n=11)

Peso inicial (g) 217 +1,3 219+ 1,6 219+ 1,7 223+ 1,5

Peso final (g) 283 + 1,9* 290 + 2,9* 242 + 6,9 254 + 3,6+

Los valores son las medias £+ SEM del numero de animales indicado entre paréntesis. Solo estan
representadas las diferencias estadisticas que siguen: * p<0,05 pesos finales vs. pesos iniciales entre cada
uno de los grupos. Ademas, exclusivamente sobre pesos finales, estan representadas las diferencias

estadisticas: a p<0,05 (Cada uno de los grupos) vs. (15VD-)
P b<0,05 (15VD+7ST+) vs. (15VD-7ST+)

1.1 b) Valoraciones en orina

Las valoraciones en orina de distintos parametros, al inicio y al final del
tratamiento en los cuatro grupos de animales en estudio, estan reunidas en la
tabla 4. Como se puede observar tras los 15 dias de duracién del experimento
sb6lo se vieron modificados algunos parametros en los grupos de animales
diabéticos. Asi, las ratas con diabetes presentaron alterados los siguientes
parametros: incremento de la densidad y la glucosa, se acidificd el pH, y se
detectd presencia de leucocitos, cuerpos cetdnicos y sangre. El tratamiento con la
1,25-(OH),D3 a ratas diabéticas acidifico algo mas la orina, contrarresté en parte

la presencia de leucocitos y no modifico el resto de los parametros.
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Tabla 4: Valoraciones en orina de los cuatros grupos de ratas en estudio.

15VD- 15VD+ 15VD-7ST+  15VD+7ST+
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
Inicial 1010 1015 1020 1020
Densidad
Final 1015 1010 1020 1020
Inicial 7 7 7 7
PH
Final 7 7 6 5
Inicial Neg Neg Neg Neg
Leucocitos/pl _
Final Neg Neg 10-25 5-10
Nitritos Inicial Neg Neg Neg Neg
(mg/dl) Final Neg Neg Neg Neg
Proteinas Inicial Neg Neg Neg Neg
(mg/dl) Final Neg Neg Neg Neg
Inicial Normal Normal Normal Normal
Glucosa
(mg/dl) Final Normal Normal 1000 1000
C. Ceténicos Inicial Neg Neg Neg Neg
(mg/dl) Final Neg Neg + +
g Inicial Normal Normal Normal Normal
Urobilindgeno
(mg/dl) Final Normal Normal Normal Normal
Bilirrubina Inicial Neg Neg Neg Neg
(mg/dl) Final Neg Neg Neg Neg
Sangre Inicial Neg Neg Neg Neg
(eritrocitos/ul) Final Neg Neg 5-10 5-10

Las valoraciones numéricas son la media de las realizadas en el nimero de animales indicado entre

paréntesis.

1.1 c) Valoraciones plasmaticas

Las valoraciones plasmaticas realizadas al final de los dias de tratamiento

estan recopiladas en la tabla 5. Como se puede apreciar el tratamiento con la

1,25-(OH);D3; a ratas no diabéticas no alter6 los niveles de glucosa ni los de

insulina. La diabetes experimental indujo hiperglucemia e hipoinsulinemia, el
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tratamiento con la 1,25-(OH),D3 a ratas diabéticas no varié la hiperglucemia ni la
hipoinsulinemia de estos animales.

También se midieron parametros relacionados con la sintesis y actividad
bioldgica de la 1,25-(OH),D3; como la concentracion de la 25-hidroxivitamina D3
que no resulté alterada en ninguno de los grupos y las concentraciones de calcio
y de fosforo resultando esta ultima incrementada en las ratas del grupo
15VD+7ST+.

Ademas, se midio el contenido de proteinas que tampoco resultdé alterado

en ninguno de los grupos de ratas en estudio.

Tabla 5: Valoraciones plasmaticas de los cuatros grupos de ratas en estudio.

15VD- 15VD+ 15VD-7ST+ 15VD+7ST+
Glucosa 125+ 7,7 130+ 2,8 420 + 36° 459 + 16°
(mgrdl) (n=9) (n=10) (n=7) (n=12)
Insulina 1,6+0,3 1,5+£0,2 0,7+0,3* 0,5+0,1%
(ng/ml) (n=9) (n=10) (n=6) (n=11)
25-hidroxivitamina D; 19+1,8 15+1,8 15+3,8 17 £ 3,5
(ng/ml) (n=4) (n=4) (n=3) (n=4)
Calcio 75+15 10+£1,1 10+ 0,4 11+£1,0%
(mg/dl) (n=4) (n=4) (n=3) (n=4)
Fésforo 6,8+1,0 8,7+1,2 7,2+0,5 11 +£0,7%
(mgrdl) (n=4) (n=4) (n=3) (n=4)
Proteinas 65+ 1,6 66 +1,0 63+0,9 64 +1,6
(mg/ml) (n=9) (n=10) (n=6) (n=11)

Los valores son las medias + SEM del nimero de animales indicado entre paréntesis. Estan representadas
las diferencias estadisticas que siguen: & p<0,05 (Cada uno de los grupos) vs. (15VD-)
b p<0,05 (15VD+7ST+) vs. (15VD-7ST+)
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1.1 d) Caracteristicas tisulares de los distintos tejidos en estudio

Tras las valoraciones de distintos parametros en plasma y orina de los
animales en estudio, se procedié a valorar el efecto del tratamiento con 1,25-
(OH),D3 sobre ciertos parametros tisulares como son el contenido de ADN,
proteina y ARN, y el indicador del tamafo celular medido como la relacion entre
proteina/ADN en cuatro diferentes tejidos diana para la insulina que ademas estan
relacionados con la biosintesis o la actividad biolégica de la 1,25-(OH),D3 (Tabla

6).

Las valoraciones en el higado revelaron que los animales no diabéticos
tratados con la 1,25-(OH),D3 no tenian alterado el contenido de ADN, proteinas ni
ARN, pero si tenian incrementado el indicador del tamafo celular. La diabetes
experimental indujo un incremento en la cantidad de ADN y proteinas, solo
significativo en el primer caso, mientras el tratamiento con la 1,25-(OH),D; a ratas
diabéticas no revirtio el incremento de estos parametros inducidos por la diabetes.

Las valoraciones en el riién mostraron un incremento significativo en el
contenido de proteinas y en el indicador del tamafio celular cuando a las ratas no
diabéticas se les traté con la 1,25-(OH),Ds. En los animales que padecieron
diabetes experimental también se produjo un incremento en ambos parametros,

que el tratamiento con 1,25-(0OH),D3 a ratas diabéticas no revirtio.
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Tabla 6: Caracteristicas tisulares de los distintos tejidos en estudio.

15VD- 15VD+ 15VD-7ST+ 15VD+7ST+
(n=4) (n=4) (n=3) (n=4)
Higado
ADN (mg/g) 1,9+0,2 1,5+0,2 2,9+0,6% 2,4+0,2%
Proteina (mg/g) 105+ 19 146 + 27 203 £ 57 182 + 15%
Proteina/ADN (mg/g) 52+9,9 99 + 112 67 £5,7 76 + 3,5°
ARN (mg/g) 39+0,3 32+0,4 3,5+0,4 3,8+0,2
Rifion
ADN (mg/g) 3,0+0,1 2,8+0,2 3,3+0,5 34+0,1%
Proteina (mg/g) 69+2,8 120 + 5,5% 134 + 33° 153 + 292
Proteina/ADN (mg/g) 18 £ 5,0 43 +2,12 41+ 102 45+ 10°
ARN (mg/g) 1,3+0,1 1,6 £ 0,2 1,3+0,3 2,0+0,1°
Adiposo perirrenal
ADN (mg/g) 0,2+0,03 0,1+0,01% 0,4+0,1% 0,3+0,1
Proteina (mg/g) 4,0+0,6 3,1+0,5 12 +1,0° 6,5+1,5°
Proteina/ADN (mg/g) 23 +4,0 31+34 29+5,0 25+25
ARN (mg/g) 0,1+0,01 0,1+0,02 0,1+0,01 0,1+0,01
Adiposo epididimal
ADN (mg/g) 0,2 + 0,06 0,2 +0,02 0,3+0,03 0,3+0,04
Proteina (mg/g) 51+1,0 82+27 7,9+0,5% 6,1+1,8
Proteina/ADN (mg/g)  24+5,2 47 £12 25+0,8 20+ 3,4
ARN (mg/g) 0,1+0,02 0,1+0,01 0,1+0,003 0,1+ 0,04

Los valores son las medias + SEM del numero de experimentos indicado entre paréntesis. Estan

representadas las diferencias estadisticas que siguen:

& p<0,05 (Cada uno de los grupos) vs (15VD-)

P 5<0,05 (15VD+7ST+) vs (15VD-7ST+)

Valorando el tejido adiposo perirrenal observamos que el tratamiento con la

1,25-(OH);D3; a ratas no diabéticas provocd una disminucion significativa en el

contenido de ADN. La diabetes experimental incrementd los niveles de ADN vy

proteinas, mientras el tratamiento con la 1,25-(OH),D; a ratas diabéticas si que

revirtié significativamente el incremento en el contenido en proteinas.
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Cuando se analizé el tejido adiposo epididimal se vio que el tratamiento con

la 1,25-(OH);D3; a ratas no diabéticas no alteré ninguno de los parametros en
estudio. La diabetes experimental incrementé significativamente el contenido en
proteinas, que el tratamiento con la 1,25-(OH),D3 a estos animales no revirtio.

En este mismo tejido también se estudiaron otras caracteristicas tisulares
recogidas en la tabla 7. Como puede observarse en dicha tabla, el tratamiento con
la 1,25-(OH);D3 a ratas no diabéticas no modificé ninguno de los parametros en
estudio. La diabetes experimental provocd una disminucion tanto en el peso del
tejido adiposo como en el diametro de los adipocitos, mientras que el tratamiento
con la 1,25-(OH);D; a ratas diabéticas no alteré los cambios inducidos por la

diabetes.

Tabla 7: Oftras caracteristicas tisulares del tejido adiposo epididimal.

15VD- 15VD+ 15VD-7ST+ 15VD+7ST+
(n=7) (n=7) (n=7) (n=9)
Peso del tejido adiposo (g) 3,2+0,2 3,0£0,3 1,6+0,2° 2,0+0,2%
Ne de adipocitos/g (x 10°) 21+04 23+02 28+02 2,7+0,2

Diametro de los adipocitos (um) 50+ 1,5 51+1,2 39+27° 40 +1,3?

Los valores son las medias + SEM del nimero de experimentos indicado entre paréntesis. Estan
representadas las diferencias estadisticas que siguen: a p<0,05 (Cada uno de los grupos) vs (15VD-)
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1.1 e) Regulacion de la expresiéon del gen del receptor de insulina en
los distintos tejidos en estudio

A continuacion se realizaron ensayos Northern para determinar el efecto

del tratamiento con la 1,25-(OH),D3 sobre los niveles de expresion del ARNm del
IR en los tejidos en estudio, utilizando como sonda la homdloga del ARNm del IR
de rata.
En el andlisis Northern del higado (Figura 9), al igual que en los tejidos que se
estudiaran después, se pueden observar dos especies del ARNm del IR con
tamafos de 9,5 kb y 7,5 kb, en concordancia con previos datos de nuestro
laboratorio (Campiéon J. y col., 1997; Campion J. y col., 1998). La proporcion
relativa de ambas especies (9,5 kb/7,5 kb) en animales controles no diabéticos
fue de 1,2 £ 0,2. En ratas no diabéticas, el tratamiento con 1,25-(OH),D3s no
modificé la expresidon de ninguna de las dos especies. La diabetes experimental
indujo un incremento significativo de ambas (78% en la de 9,5 kb y 69% en la de
7,5 kb), mientras el tratamiento con la 1,25-(OH),D3 a ratas diabéticas no alteré el
incremento inducido por la diabetes.

El analisis Northern del rindén revelé que la proporcion relativa de ambas
especies (9,5 kb/7,5 kb) en animales controles no diabéticos fue de 2,0 + 0,2. En
la figura 10 se puede observar que los niveles de expresion de las dos especies
del ARNm del IR no resultaron afectados por los distintos tratamientos.

Como se puede observar en el analisis Northern del tejido adiposo

perirrenal (Figura 11), el cociente 9,5 kb/7,5 kb en animales controles no
diabéticos fue de 1,2 + 0,1. Tras el tratamiento con la 1,25-(OH),D3 a ratas no

diabéticas los niveles de expresion de las dos especies del ARNm del IR
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decrecieron (9% en la de 9,5 kb y 12% en la de 7,5 kb), siendo estadisticamente
significativo el efecto causado sobre la especie de 7,5 kb. La diabetes
experimental causé una reduccidn significativa de la expresién de las dos
especies del ARNm del IR (26% en la 9,5 kb y 8% en la de 7,5 kb). El tratamiento
con 1,25-(OH);D3 a ratas diabéticas revirtié la bajada en la expresiéon de los
niveles de ambas especies inducida por la diabetes.

En el andlisis Northern del tejido adiposo epididimal (Figura 12) se obtuvo

un cociente 9,5 kb/7,5 kb en animales controles no diabéticos de 1,1 + 0,03. El
tratamiento con la 1,25-(OH),D3 a ratas no diabéticas no alteré significativamente
la expresion de ambas especies del ARNm del IR. La diabetes experimental
indujo incremento de ambas especies (58% en 9,5 kb y 92% en 7,5 kb), siendo
significativo el incremento causado sobre la especie de 7,5 kb. El tratamiento con
1,25-(OH),D3 a ratas diabéticas revirtio el incremento de la expresién inducido por

la diabetes, siendo significativa la reversidon causada en la especie de 7,5 kb.
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Figura 9. Efecto del tratamiento con la 1,25-dihidroxivitamina Ds; sobre los niveles de ARNm
del receptor de insulina en el higado de ratas sin o con diabetes experimental inducida por
estreptozotocina. A) Analisis Northern de muestras de 40 ug de ARN total extraido de animales
controles con tratamiento simulado durante 15 dias (15VD-), animales tratados con 1,25-(OH),D; a
la dosis de 0,5 pg/kg/dia durante 15 dias (15VD+), animales con tratamiento simulado y con
diabetes experimental inducida por estreptozotocina a partir del 8° dia de tratamiento (15VD-7ST+)
y por ultimo, de animales tratados con 1,25-(OH),D; durante 15 dias y con diabetes experimental
inducida por estreptozotocina a partir del 8° dia del tratamiento (15VD+7ST+). En la
autorradiografia se muestra las dos principales especies de ARNm del IR con sus tamafios al
margen. B) Lecturas densitométricas normalizadas con los respectivos valores de ARNr 28 S y
expresadas en unidades arbitrarias relativas al valor 100 dado a cada una de las especies del
ARNm del IR en el grupo 15VD- [Medias + SEM, ® p<0,05(Cada uno de los grupos) vs. (15VD-)]
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Figura 10. Efecto del tratamiento con la 1,25-dihidroxivitamina D3 sobre los niveles de
ARNmM del receptor de insulina en el rifiébn de ratas sin o con diabetes experimental inducida
por la estreptozotocina. A) Analisis Northern de muestras de 40 ng de ARN total extraido de
animales controles con tratamiento simulado durante 15 dias (15VD-), animales tratados con 1,25-
(OH).D3 a la dosis de 0,5 ng/kg/dia durante 15 dias (15VD+), animales con tratamiento simulado y
con diabetes experimental inducida por estreptozotocina a partir del 8° dia del tratamiento (15VD-
7ST+) y por ultimo, de animales tratados con 1,25-(OH),D; durante 15 dias y con diabetes
experimental inducida por estreptozotocina a partir del 8° dia del tratamiento (15VD+7ST+). En la
autorradiografia se muestra las dos principales especies de ARNm del IR, representando los
tamafios al margen. B) Lecturas desintométricas normalizadas con los respectivos valores de
ARNr 28 S y expresadas en unidades arbitrarias relativas al valor 100 dado a cada una de las
especies del ARNm del IR en el grupo 15 VD- (Medias + SEM).
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Figura 11. Efecto del tratamiento con la 1,25-dihidroxivitamina D; sobre los niveles de
ARNm del receptor de insulina en el tejido adiposo perirrenal de ratas sin o con diabetes
experimental inducida por la estreptozotocina. A) Analisis Northern de muestras de 40 pg de
ARN total extraido de animales controles con tratamiento simulado durante 15 dias (15VD-),
animales tratados con la 1,25-(OH),D; a la dosis de 0,5 pg/kg/dia, durante 15 dias (15VD+),
animales con tratamiento simulado y con diabetes experimental inducida por estreptozotocina a
partir del 8° dia del tratamiento (15VD-7ST+) y por ultimo, de animales tratados con 1,25-(OH),D;
durante 15 dias y con diabetes experimental inducida por estreptozotocina a partir del 8° dia del
tratamiento (15VD+7ST+). En la autorradiografia se muestran las dos principales especies de
ARNm del IR con sus tamarfios al margen. B) Lecturas desintométricas normalizadas con los
respectivos valores de ARNr 28 S y expresadas en unidades arbitrarias relativas al valor 100 dado
a cada una de las especies del ARNm del IR en el grupo 15VD- [Medias + SEM, ® p<0,05 (Cada
uno de los grupos) vs. (15VD-)]
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Figura 12. Efecto del tratamiento con la 1,25-dihidroxivitamina D3 sobre los niveles de
ARNmM del receptor de insulina en el tejido adiposo epididimal de ratas sin o con diabetes
experimental inducida por la estreptozotocina. A) Analisis Northern con 40 pg de muestras de
ARN total extraido de animales controles con tratamiento simulado durante 15 dias (15VD-),
animales tratados con 1,25-(OH),D; a la dosis de 0,5 pg/kg/dia durante 15 dias (15VD+), animales
con tratamiento simulado y con diabetes experimental inducida por estreptozotocina a partir del 8°
dia del tratamiento (15VD-7ST+) y por ultimo, de animales tratados con 1,25-(OH),D3; durante 15
dias y con diabetes experimental inducida por estreptozotocina a partir del 8° dia de tratamiento
(15VD+7ST+). En la autorradiografia se muestran las dos especies de ARNm del IR con sus
tamarios al margen. B) Lecturas desintométricas normalizadas con los respectivos valores de
ARNr 28 S y expresadas en unidades arbitrarias relativas al valor 100 dado a cada una de las
especies en el grupo 15VD- [Media + SEM, estan representadas las diferencias estadisticas
? p<0,05 (Cada uno de los grupos) vs. (15VD-), ® p<0,05 (15VD+7ST+) vs. (15VD-7ST+)]
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1.1 f) Regulacién de la unién de lainsulina a su receptor en adipocitos
aislados del tejido adiposo epididimal

Dado que el tejido adiposo epididimal de ratas diabéticas parecia afectado
por la 1,25-(OH);Ds y que nuestro laboratorio tenia experiencia previa en el
aislamiento y manejo de estas células, para los estudios de receptores de insulina
y sus actividades bioldgicas procedimos a utilizar este tejido.

El analisis de Scatchard (Figura 13A) indicd que el tratamiento con la 1,25-
(OH).D3 a ratas no diabéticas indujo un incremento en la union de la insulina a su
receptor en la zona de baja afinidad de la curva. El numero total de receptores
resulté incrementado en un 39% (15VD+ (n=4): 1563118 + 39354 receptores/célula
vs. 15VD- (n=3): 109941 + 31193 receptores/célula) pero la diferencia no llegd a
ser estadisticamente significativa. En cuanto a la afinidad del receptor reflejada
por el valor de la EDsg de las curvas de desplazamiento (Figura 13B) no resulté
afectada por el tratamiento [EDsy (10™° M) (15VD+ (n=4): 4,2 + 1,4 vs. 15VD-
(n=3): 3,4 + 0,5)]. La diabetes experimental inhibié la unién de la insulina a su
receptor reflejada en la zona de baja afinidad de la curva (Figura 13A). El numero
total de receptores resultd decrecido en un 60% (15VD-7ST+ (n=4): 44475 + 6348
receptores/célula vs. 15VD- (n=3): 109941 + 31193 receptores/célula). En cuanto
a la afinidad del IR obtenida por el valor de la EDsy de las curvas de
desplazamiento (Figura 13B) no se vio modificada por la diabetes [EDso (107 M)
(15VD-7ST+ (n=4): 3,7 £ 1,4 vs. 15VD- (n=3): 3,4 + 0,5)]. El tratamiento con la
1,25-(OH),D3; a ratas diabéticas revirtio la disminucion en la unién de la insulina a
su receptor provocada por la diabetes, incrementando el numero de receptores

totales en un 159% (15VD+7ST+ (n=5): 115048 + 42679 recpetores/célula vs.
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15VD-7ST+ (n=4): 44475 + 6348 receptores/célula), aunque de nuevo la
diferencia no llego a ser estadisticamente significativa. La afinidad de los IRs de
este grupo de ratas (15VD+7ST+) con respecto a ratas diabéticas (15VD-7ST+)
tampoco fue alterada por el tratamiento con la 1,25-(OH);Ds [EDso (107° M)
(15VD+7ST+ (n=5): 4,8 + 0,9 vs. 15VD-7ST+ (n=4): 3,7 + 1,4)].

Dado que, como se indicé en el apartado 1.1 d) de caracteristicas tisulares,
en nuestro estudio detectamos una disminucién tanto en el peso del tejido
adiposo epididimal como en el tamafo de los adipocitos de ratas con diabetes
inducida por la estreptozotocina, quisimos corregir el numero de IRs antes
indicados por célula, ahora por unidad de superficie (um?), teniendo asi en cuenta
el diametro de los adipocitos. De esta forma obtuvimos que el tratamiento con la
1,25-(OH);D3; a ratas no diabéticas incrementé el numero de receptores por
superficie en un 36% (15VD+ (n=4): 19 + 4,8 receptores/um? vs 15VD- (n=3): 14 +
3,9 receptores/um?). La diabetes experimental disminuyé el nimero de
receptores/um? en un 21% (15VD-7ST+ (n=4): 11 + 1,5 receptores/um? vs 15VD-
(n=3): 14 + 3,9 receptores/um?) pero la diferencia no llegd a ser estadisticamente
significativa, mientras que el tratamiento con la 1,25-(OH),D3 a ratas diabéticas
revirtid la disminucion del nimero de receptores/um? causada por la diabetes
incrementandolos en un 109% (15VD+7ST+ (n=5): 23 + 8,4 receptores/um? vs.
15VD-7ST+ (n=5): 11 + 1,5 receptores/um?), aunque ninguna de las diferencias

fueron estadisticamente significativas.
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Figura 13. Efecto del tratamiento con la 1,25-dihidroxivitamina D; sobre la unién de la
insulina a sus receptores en ratas sin o con diabetes experimental inducida por la
estreptozotocina. A) Analisis de Scatchard del desplazamiento de la union de la insulina a sus
receptores por concentraciones crecientes de la hormona fria en los cuatro grupos de ratas en
estudio. B) Curvas de desplazamiento de la unién de la insulina a su receptor, indicando mediante
flechas las correspondientes cantidades de insulina fria requeridas para disminuir al 50% la
maxima union especifica (EDsp) en cada uno de los grupos de ratas [Media = SEM, ? p<0,05 (Cada
uno de los grupos) vs. (15VD-)].
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1.1 g) Regulacién del transporte de glucosa basal e inducido por
insulina en adipocitos aislados del tejido adiposo epididimal

Una vez estudiado el efecto del tratamiento con la 1,25-(OH);D3 a nivel de
ARN vy de proteina procedimos a analizar si este tratamiento pudiese afectar a
alguna actividad biolégica de la insulina. Los valores del transporte de glucosa
basal y estimulado por insulina en adipocitos, provenientes de cada uno de los
cuatro grupos de ratas en estudio, estan indicados en la Tabla 8. Segun nuestros
datos previos, la concentracion de insulina 107 M es la idénea para conseguir la
maxima respuesta en el transporte de glucosa. Nuestros resultados indicaron que
el transporte basal de glucosa en ausencia de insulina no se vio modificado en
ratas no diabéticas tratadas con 1,25-(OH),Ds. En ratas diabéticas, el transporte
de glucosa basal disminuyé significativamente en un 59% y esta disminucion no
fue revertida cuando las ratas diabéticas fueron tratadas con 1,25-(OH),D; (Tabla
8).

En lo referente al transporte de glucosa estimulado por insulina, se observo
que en ratas no diabéticas el tratamiento con la 1,25-(OH);D3 no alter6 esta
actividad, mientras que en ratas diabéticas se observé un decremento significativo
(87%) que no fue alterado cuando a las ratas diabéticas se les traté con la 1,25-
(OH).2Ds.

Debido a la reduccion del diametro de adipocitos causado por la diabetes
corregimos el transporte de glucosa por unidad de superficie (Tabla 8). Pudiendo
comprobar que el transporte basal no se vio modificado ni por los tratamientos

con la 1,25-(OH),Ds ni por la diabetes, mientras que el transporte de glucosa
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estimulado por la insulina a la concentracion de 107 M si que fue

significativamente disminuido por la diabetes.

Tabla 8: Transporte de glucosa basal y estimulado por insulina a la concentracion de 10

" M en adipocitos aislados del tejido adiposo epididimal de las ratas de los cuatro grupos

en estudio.
15VD- 15VD+ 15VD-7ST+ 15VD+7ST+
(n=7) (n=7) (n=7) (n=8)
Transporte basal 91+13 91+14 37+10° 45+ 10?2

(fmol/min x 10° células)
Transporte estimulado

_ 6 . 555 + 71 479 + 81 70 + 21° 78 +18%
(fmol/min x 10° células)
Transporte basal/superficie
) 5 0 11+1,6 11+£1,7 90+2,2 8,8+2,0
(fmol/min x um<) (x10™)
Transporte
estimulado/superficie 70+8,9 58 +9,8 15+ 4,42 15+ 3,52

(fmol/min x um?) (x10°°)

Los valores son las medias + SEM del nimero de experimentos indicado entre paréntesis. Estan
representadas las diferencias estadisticas que siguen: a p<0,05 (Cada uno de los grupos) vs. (15VD-)

1.1 h) Regulacién de la oxidacién de glucosa basal e inducida por

insulina en adipocitos aislados del tejido adiposo epididimal

Continuamos con el estudio de otra actividad biolégica de nuestro interés,
la oxidacién de glucosa basal y estimulada por insulina a la concentracién de 107
M en los cuatro grupos de ratas. Segun esta indicado en la tabla 9, el tratamiento
con 1,25-(OH),D3 a ratas no diabéticas no altero la oxidacion de glucosa basal. La
diabetes experimental indujo un significativo descenso del 96% en esta actividad
basal, cuando a las ratas diabéticas se les traté con 1,25-(OH),D3 no revirtio el

descenso de la oxidacién de glucosa basal provocado por la diabetes.
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Con relacién a la oxidacién de glucosa estimulada por insulina (Tabla 9), el
tratamiento con 1,25-(OH),;D3 a ratas no diabéticas indujo un incremento de la
oxidacion de glucosa, que no llegd a ser estadisticamente significativo. La
diabetes experimental provocd una significativa inhibicion en esta actividad y el
tratamiento con 1,25-(OH),D3 a ratas diabéticas no alter6 esta inhibicion.

Al igual que en los anteriores analisis, quisimos corregir esta actividad
teniendo en cuenta la superficie de los adipocitos. En estas condiciones los
resultados obtenidos en los distintos grupos fueron similares a los relatados

anteriormente (Tabla 9).

Tabla 9: Oxidacién de glucosa basal y estimulada por insulina 107 M en adipocitos

aislados del tejido adiposo epididimal de las ratas de los cuatro grupos en estudio.

15VD- 15VD+ 15VD-7ST+ 15VD+7ST+
(n=2) (n=2) (n=4) (n=6)

Oxidacion basal
_ 6 . 430 £+ 126 408 + 89 19 + 3,82 30 + 6,22
(fmol/min x 10° células)

Oxidacion estimulada
_ 6 . 1700 £ 528 2894 +414 34+7,42 44 + 8,1°
(fmol/min x 10° células)

Oxidacién basal/superficie

) 5 o 54 + 16 50 + 11 44 +0,9° 6,0+1,2%
(fmol/min x um<) (x 10™)
Oxidacion
estimulada/superficie 213 £ 66 352 +50 8,1+1,82 8,8 +1,6%

(fmol/min x um?) (x 10°)

Los valores son las medias + SEM del numero de experimentos indicado entre paréntesis. Solo estan
representadas las diferencias estadisticas que siguen: a p<0,05 (Cada uno de los grupos) vs. (15VD-)
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2. ESTUDIOS IN VITRO

2.1. Requlacion por la 1,25-dihidroxivitamina D3 de la expresion del

gen de su propio receptor

En primer lugar se procedid a determinar la posible modulacién de la
expresion del gen del VDR por su propio ligando tratando a las células U-937 con
1,25-(0OH),D3 a la concentraciéon de 10® M durante 24 h o a la concentracién de
10 M durante 8 h. Los ensayos Northern con una sonda especifica del ARNm del
VDR humano indicaron la presencia en estas células de una sola especie de
ARNmM con un tamario de 4,6 kb (Figura 14). Ambos tratamientos incrementaron la
expresion del gen del VDR con relacion a controles, en el orden de un 40%
cuando el tratamiento fue durante 24 h a la concentracion de 10° M y del 30%
cuando el tratamiento fue durante 8 h a la concentracion de 10° M. A partir de
estos resultados, para los siguientes estudios elegimos la concentracién mas baja

(108 M) y el tiempo mas largo (24 h).
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Figura 14. Expresion del gen del receptor de la 1,25-dihidroxivitamina Ds; en las células U-
937 tratadas con 1,25-dihidroxivitamina D; a 10° M durante 24 h o a 10° M durante 8 h con
respecto a ratas controles. A) Autorradiografia de un ensayo Northern representativo indicando
el tamafio en kb del ARNm del VDR. Como control de carga se muestran los correspondientes
ARNr de 28 S revelados por bromuro de etidio. B) Lecturas densitométricas de tres experimentos
Northern realizados independientemente y normalizados con sus respectivos valores ARNr de 28
S. Los ARNm fueron expresados en unidades arbitrarias al valor 100 de las células controles
(Media + SEM, * p<0,05)
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2.2. Requlacion por la 1,25-dihidroxivitamina D; de la proteina de su

propio receptor

2.2 a) Por estudios de unién

Dado que la expresién del gen del VDR por la 1,25-(OH);D3 resulté ser
positiva, se prosiguié en el estudio realizando ensayos de unién de la 1,25-
(OH).D3 a su receptor para ver si esta hormona también incrementaba los niveles
de esta proteina receptora.

El analisis de Scatchard (Figura 15) indicé la presencia de una unica clase
de VDR de alta afinidad (Kd: 3 x 10 M) y con una capacidad de 13000 sitios por
célula. El tratamiento con 1,25-(OH),Ds, a la concentracién de 10® M durante 24 h
disminuyd la unién de la hormona al VDR de forma drastica, tanto que fue imposible
la realizacion de los analisis de desplazamiento y sélo se pudo valorar la maxima
union especifica (Figura 15B). Esta disminucién en la union de la 1,25-(OH),D3 a su
receptor no parece ser consecuencia de un decremento de los sitios de unién por
célula, sino mas bien de una masiva ocupacion de los receptores por la 1,25-
(OH).D3s exdgena, introducida por el tratamiento, y por tanto al estar el receptor
ocupado no puede unirse la hormona marcada. Esta dificultad técnica, también
sufrida por otros autores (Olsson I, y col., 1983) es la que nos hizo utilizar la
técnica que sigue en la determinacion de la proteina del VDR y su regulacion por

la 1,25-(OH).Ds.

98



Resultados

0,14
0,12 500 -
=]
0,1 S 400
[y
= 2
w 0,08 &3 300
i Sa
2E
0,06 S% 20
EE
0,04 e *k
= 100
0,02 -
0
0 , . ; : VD- VD+
2x10:10 6x10-10 1x10°
B (M)

Figura 15. Union de la 1,25-dihidroxivitamina Ds; a sus receptores en las células U-937. A)
Anadlisis Scatchard del desplazamiento de la unién de la 1,25-(OH),D; a sus receptores por
concentraciones crecientes de la hormona fria en fracciones nucleares de células controles (n=4). B)
Maxima unién especifica de la 1,25-(OH),D; a sus receptores en fracciones nucleares de células
controles (VD-) (n=6) y de células tratadas con la 1,25-(OH),D; a la concentracion de 10® M durante
24 h (VD+) (n=3) (Media + SEM, ** p<0,01).

2.2 b) Por Western blot

Mediante ensayos Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal frente al
VDR humano (9A7) (Pike JW, y col., 1982), se detectd la proteina del VDR con una
masa molecular aproximada de 50 kDa (Figura 16A). Tras el tratamiento con 1,25-
(OH),Ds a la concentracién de 10® M durante 24 h observamos un incremento del

40% en los niveles de esta proteina respecto a células controles (Figura 16B).
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Figura 16. Andlisis por Western blot de la expresién de la proteina del receptor de la 1,25-
dihidroxivitamina D3 en las células U-937 tratadas con esta hormona. Extractos nucleares de
células controles (VD-) y células tratadas (VD+) se sometieron a analisis por Western blot A)
Autorradiografia de un experimento representativo, indicando en el margen el peso aproximado de la
proteina del VDR en kDa. B) Lecturas desintométricas de tres experimentos. Los niveles de proteinas
se expresan en unidades arbitrarias relativas al valor 100 dado a las células controles (Media + SEM,
* p<0,05).

2.3. Requlacién de la expresion del gen del receptor de insulina por la
1.25-dihidroxivitamina D5

Para determinar si los efectos inducidos por 1,25-(OH),D3 en su receptor,
tanto al nivel de ARNm como al nivel de proteina, podrian asociarse con una posible
modulacién del IR por esta hormona se realizaron ensayos Northern, empleando
una sonda especifica del ARNm del IR.

Como se aprecia en la Figura 17A, esta linea celular presenté las dos
especies de ARNm predominantes con tamafos de 11 y 8,5 kb en concordancia
con previos datos de nuestro laboratorio (Leal MA, y col., 1992; Leal MA, y col.,
1996; Campiodn J, y col., 1999; Campidn J, y col., 2002). La cantidad relativa entre
las dos especies, expresadas como el cociente 11 kb/8,5 kb, fue de 1,13 + 0,03.

El tratamiento con concentraciones crecientes de 1,25-(OH);Ds (desde 10° M
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hasta 10 M) durante 24 h incrementd los niveles de ambas especies de ARNm
del IR, alcanzando los maximos valores a la concentracién de 10° M (80% la
especie de 11 kb y 40% la especie de 8,5 kb) (Figura 17B). Por todo ello, en todos
los experimentos que siguen a continuacion a las células U-937 se les tratd con

1,25-(OH),D3 a la concentracion de 10 M y durante 24 h.

2.4. Requlacion de la union de la insulina a su receptor por la 1,25-

dihidroxivitamina D3

A continuacién, se procedidé a investigar si el incremento en los niveles del
ARNm del IR producidos por el tratamiento con 1,25-(OH),D3; pudiera estar
acompanado de un aumento del IR a nivel de proteina. Para ello, se analizé si el
tratamiento con 1,25-(OH),Ds a 10® M durante 24 h alteré la unién de la insulina
al IR.

El analisis de Scatchard (Figura 18A) indicd que el tratamiento con la 1,25-
(OH),D3 derivé en un incremento significativo del 80% en el numero total de
receptores de insulina (VD+ (n=5): 13400 + 1600 sitios por células vs VD- (n=13):
25200 + 5300 sitios por células). La afinidad del IR reflejada por el valor EDs de las
curvas de desplazamiento (Figura 18B) no resultd modificada por el tratamiento
[EDso (10° M) VD+ (n=5): 1,6 + 0,1 vs VD- (n=13): 1,7 + 0,1], Indicando que el
incremento en la unién no se relacionaba con alteraciones en la afinidad de

receptor.
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ARNm IR 0 108 10-8 107

11 Kb- P

8,3 kh-

ARNr 28 &-

200 {4 ©E11kb
B85 kb
150

100

50 -

Expresion del ARNm del IR
(Unidades Arbitrarias)

" 10r " g8 T qo7

1,25-(0H),D; (M)

Figura 17. Efecto dosis-dependiente de la 1,25-dihidroxivitamina D3 sobre los niveles de
ARNm del receptor de insulina en la linea U-937. Muestras de 30 ug de ARN total extraido de
células controles (0) y de células tratadas durante 24 h con concentraciones crecientes de 1,25-
(OH),D; fueron utilizadas en analisis Northern. A) Autorradiografia de un experimento dosis-
dependiente en el que se muestra las dos principales especies de ARNm del IR, cuyo tamafo
dado en kb esta representado al margen. Como control de carga se muestra el ARNr 28 S tefido
con bromuro de etidio. B) Lecturas desintométricas de tres experimentos realizados
independientemente y normalizados con sus respectivos valores de ARNr 28 S. Los ARNm fueron
expresados en unidades arbitrarias relativas al valor 100 de las células controles (Media + SEM,
* p<0,05, ** p<0,01).
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Figura 18. Union de la insulina a su receptor en las células U-937 tratadas con la 1,25-
dihidroxivitamina D3 a la concentracién de 10° M durante 24 h (VD+) (n=5) con relacién a
controles (VD-) (n=13). A) Analisis de Scatchard del desplazamiento de la unién de la insulina a su
receptor por concentraciones crecientes de la hormona fria en ambos grupos de células. B) Curvas de
desplazamiento de la unidon de la insulina a su receptor indicando mediante flechas las
correspondientes cantidades de insulina fria requeridas para disminuir al 50% la maxima unién
especifica (EDsp) en cada grupo de células (Media + SEM, * p<0,05).

2.5. Requlacion de las respuestas biolégicas de la insulina por la 1,25-

dihidroxivitamina D5

2.5 a) Sobre el transporte de glucosa basal e inducido por insulina

Una vez demostrado que el tratamiento con 1,25-(OH),D3 en la linea celular
U-937 fue capaz de estimular al IR tanto a nivel del ARN como a nivel de proteina,
procedimos a investigar si este efecto se viese acompafiado por alteraciones en
actividades bioldgicas de la insulina mediadas a través de este receptor. En primer
lugar, se estudio el transporte de glucosa comparando la capacidad de la insulina
por promover esta respuesta en células controles y tratadas con 1,25-(OH)2Ds.

Nuestros resultados indicaron que el transporte basal de glucosa, en

ausencia de insulina, no se vio alterado en células tratadas respecto a controles
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(VD+ (n=11): 669 % 26 fmol/min x 10° células vs VD- (n=16): 599 + 40 fmol/min x 10°
células) (Figura 19A). En la parte B de la figura 19 se encuentra recogido el
transporte de glucosa estimulado por concentraciones crecientes de insulina en
células controles y tratadas, sustraidos en todos los puntos los correspondientes
valores basales. Se puede observar que concentraciones crecientes de insulina (de
10" a 107 M) estimularon el transporte de glucosa de forma dosis-dependiente, en
ambos grupos de células. El tratamiento con la 1,25-(OH),D3 causd un claro
incremento en esta respuesta a todas las concentraciones de insulina utilizadas y de
forma estadisticamente significativa a partir de la concentracién de 10° M. La
maxima respuesta se obtuvo a la concentracion de 10® M de insulina en ambos
grupos, a esta concentracion, el transporte de glucosa estimulado por insulina fue un
29% mayor en células tratadas que en células controles. La ausencia de alteracion
del valor EDsy [EDsp (10° M) VD+ (n=11): 0,07 % 0,01 vs VD- (n=16): 0,06  0,01]
indicod que la sensibilidad de éstas células a la insulina no se vio modificada por el

tratamiento con la 1,25-(OH),Ds.
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Figura 19. Regulacién por la 1,25-dihidroxivitamina D; del transporte de glucosa basal y
estimulado por insulina en células U-937. A) Transporte de glucosa basal y estimulado por insulina
a 10® M en células controles (VD-) (n=16) o tratadas con 1,25-(OH),D; a 10® M durante 24 h (VD+)
(n=11). B) Curvas de respuestas a la insulina en células controles (VD-) y en células tratadas (VD+),
se les ha sustraido el correspondiente valor basal (Media + SEM, *p<0,05, **p<0,01)

También se examind si la potenciacion por la 1,25-(OH),D3 del transporte
de glucosa inducido por insulina pudiera estar asociada con la activacién de la via
de sefalizacion de la insulina al nivel de la enzima PI3-K (Carrascosa JM. y col.,
1991; Kanai F, y col., 1993). Estos estudios se llevaron a cabo tanto en células
tratadas como en células controles, en ausencia o presencia de wortmanina (un
inhibidor de la P13-K) (Skouteris GG, y col., 1996). Como se observa en la pequefia
tabla 10 que sigue a continuacién, la wortmanina a las concentraciones de 0,4 x 10°®
M 6 1 x 10° M no afectd a los niveles basales del transporte de glucosa en células

tratadas ni en células controles.
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Tabla 10: Transporte de glucosa basal (fmol/min x 10° células)

WORTMANINA VD- VD+
0 599 + 40 (n=16) 669 + 26 (n=11)

0,4 x 10° M 550 + 31 (n=6) 618 + 22 (n=6)
1x 10° M 596 + 35 (n=6) 671 + 28 (n=6)

Los valores son las medias + SEM del nUmero de experimentos indicado entre paréntesis.

Sin embargo, las dos concentraciones de wortmanina (0,4 y 1 x 10° M)
inhibieron significativamente la respuesta maxima de transporte de glucosa a la
concentracion 10® M de insulina, en un 59% y un 57%, respectivamente en células

controles y en un 57% y un 53% en tratadas (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de la wortmanina (W) en el transporte de glucosa inducido por insulina a
la concentracion 10° M en células U-937. Células controles (VD-) o tratadas con 1,25-(OH),D; a

10® M durante 24 h (VD+), en ausencia (0) o presencia de W (0,4 x 10° y 1x 10° M). A los
valores del transporte de glucosa se les ha sustraido en cada caso el correspondiente valor basal.
Los datos estan expresados en unidades arbitrarias relativas al valor 100 dado al transporte de
glucosa en ausencia de W en células controles. El nUmero de experimentos estd indicado en cada
barra (Media £ SEM, ** p<0,01)

2.5 b) Sobre la oxidacion de glucosa basal e inducida por insulina
Seguidamente, se procedié a analizar otra actividad biolégica de la insulina
como es la oxidacion de glucosa. Nuestros resultados indicaron que la oxidacion de

glucosa en ausencia de insulina se vio incrementada en células tratadas (VD+
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(n=11): 19 £ 1,2 fmol/min x 10® células vs VD- (n=16): 12 + 1,4 fmol/min x 10°
células) (Figura 21A). Concentraciones crecientes de insulina (desde 10" a 107 M)
estimularon la oxidacién de glucosa de forma dosis-dependiente (Figura 21B). La
maxima respuesta se observo a la concentracion de 107 M de insulina, siendo la
respuesta un 60% mayor en células tratadas que en células controles (Figura 21B).
El tratamiento no afecto al valor de la EDso [EDso (10° M) VD+ (n=11): 0,2 + 0,06 vs
VD- (n=16): 0,3 £ 0,04], lo que indico que la sensibilidad de la célula a esta actividad

biologica no se vio modificada por el tratamiento con la 1,25-(OH),Ds.
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Figura 21. Regulacion por la 1,25-dihidroxivitamina D3 de la oxidacién de glucosa basal y
estimulada por insulina en células U-937. A) Oxidacion de glucosa basal y estimula por insulina a
10" M en células controles (VD-) (n=16) y células tratadas con 1,25-(OH),D; a la concentracion de
10® M durante 24 h (VD+) (n=11). B) Curvas de respuesta a la insulina en células controles (VD-) o
tratadas (VD+), se les ha sustraido el correspondiente valor basal (Media + SEM, *p<0,05, **p<0,01)

También examinamos si la potenciacion por la 1,25-(OH),D3 de la oxidacién
de glucosa en la linea celular U-937 pudiera estar asociada con la activacion de la
via de senalizacion de la insulina al nivel de la enzima PI3-K (Kanai F, y col., 1993).
Estos estudios se llevaron a cabo por mediciones de la oxidacién de glucosa, tanto

en células tratadas como en células controles, en ausencia o presencia de
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wortmanina (Skouteris GG, y col.,, 1996). Estos estudios mostraron que la
wortmanina a las concentraciones de 0,4 x 10° M 6 1 x 10° M no afecté los niveles
basales de oxidacion de glucosa ni en células tratadas ni en controles, como se

muestra en la tabla 11.

Tabla 11: Oxidacién de glucosa basal (fmol/min x 10° células)

WORTMANINA VD- VD+
0 12 £ 1,4 (n=16) 19 +1,2 (n=11)

0,4x 10°M 11,3+ 0,1 (n=6) 17,5+ 0,8 (n=6)
1x10°M 11,6 £ 0,2 (n=6) 18,1 £ 2,0 (n=6)

Los valores son las medias + SEM del numero de experimentos indicado en paréntesis.

Sin embargo, las dos concentraciones de wortmanina, (0,4 y 1 x 10° M)
inhibieron la respuesta maxima de oxidacién de glucosa a la concentracién 107 M
de insulina en un 20% y un 40% respectivamente, en células controles y en un 30%

y un 60% respectivamente, en tratadas (Figura 22).

200 -
150 ~

100 { —1

Oxidacion de Glucosa
{(Unidades Arbitrarias)

50 -

16 6 6

0
W (10 M) 0 0,4 1 0 0.4 1

Figura 22. Efecto de la wortmanina en la oxidacion de glucosa inducida por insulina a la
concentracion de 107 M en células U-937. Células controles (VD-) o tratadas con 1,25-(OH),D,
a 10° M durante 24 h (VD+), en ausencia (0) o presencia de W (0,4 x 10° y1x 10° M). A los
valores de la oxidacion de glucosa se les ha sustraido en cada caso el correspondiente valor
basal, estan representados como unidades arbitrarias relativas al valor 100 dado a la oxidacion de
glucosa en ausencia de W en células controles. El numero de experimentos esta indicado en cada
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barra (Media + SEM, *p<0,05). 2.5 ¢) Sobre la incorporacion de timidina basal e
inducida por insulina

A continuacién, procedimos a analizar el efecto de la 1,25-(OH),D3 sobre la
incorporacién de timidina basal y estimulada por concentraciones crecientes de
insulina en la linea celular U-937. El tratamiento con la 1,25-(OH),D3; redujo la
incorporacion de timidina a nivel basal (VD+ (n=13): 2372 + 184 cpm/min x 10°
células vs VD- (n=10): 2916 + 261 cpm/min x 10° células) (Figura 23A).
Concentraciones crecientes de insulina (desde 10" hasta 107 M) ejercieron un
efecto mitogénico dependiente de la dosis, tanto en células tratadas como en
células controles. La maxima respuesta se obtuvo a la concentracién de 107 My
fue un 60% menor en células tratadas que en células controles (Figura 23B). El
valor de la EDsg de células tratadas disminuy6 significativamente, con respecto a
las células controles [EDsp (107'° M) VD+ (n=13): 3,4 + 1,0 vs VD- (n=10): 9,3 +
3,2], lo que indicé una clara perdida de sensibilidad de la célula al efecto

mitogénico de la insulina provocada por el tratamiento con la 1,25-(OH);Ds.
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Figura 23. Regulacion por la 1,25-dihidroxivitamina D; de la incorporacion de timidina basal y
estimulada por insulina en células U-937. A) Incorporacién de timidina basal y estimulada por
insulina a la concentracion de 107 M en células controles (VD-) (n=10) y células tratadas con 1,25-
(OH),D; a 10® M durante 24 h (VD+) (n=13). B) Curvas de respuestas de la insulina sobre la
incorporacion de timidina en el ADN de células controles (VD-) o tratadas (VD+). A los valores de la
incorporacion se les ha sustraido el correspondiente valor basal (Media + SEM, *p<0,05, **p<0,01).

2.6. Requlacion de la actividad transcripcional del promotor del gen del

receptor de insulina por la 1,25-dihidroxivitamina D3

Una vez investigado que la 1,25-(OH),D; a través de su propio receptor
(VDR) fue capaz de modular positivamente la expresién del ARNm del IR, el numero
de IRs y estimular ciertas actividades bioldgicas de la insulina, quisimos profundizar
mas en el mecanismo por el cual la 1,25-(OH),D3 fue capaz de inducir la expresion
del gen del IR, intentando determinar si estos efectos tendrian lugar incrementando
la actividad transcripcional del promotor del gen del IR. Para ello, se realizaron
transfecciones transitorias en las células U-937 con plasmidos reporter que

contenian el promotor del gen del IR.
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Para monitorizar las transfecciones transitorias en estas células,
inicialmente se transfectaron con el plasmido reporter pGL3-control, que como ya se
describié en el apartado 13.1 de Materiales y Métodos, contenia un promotor y un
enhancer del SV40 que le conferian una alta expresion de luciferasa en células
transfectadas. Observamos que la actividad transcripcional de este plasmido medida
en términos de luciferasa era aproximadamente 100 veces mayor que la actividad
obtenida tras transfectar estas células con el plasmido pGL2-basic (carente de
cualquier tipo de promotor o enhancer).

Se realizaron a continuacion ensayos de transfeccion transitoria con el
plasmido reporter phlR(1.5)-GL2 que tenia inserto el promotor del gen del IR desde
—1819 hasta —271 pb, que de facto es considerado como el promotor entero (Lee
JK, y col.,, 1994), dichos ensayos revelaron que la actividad transcripcional del
promotor del IR fue alrededor de 400 % mayor que la del vector pGL2-basic.
Cuando a las células transfectadas con el plasmido phlR(1.5)-GL2 se les trat6 con la
1,25-(OH),D3 se indujo un incremento del 80% en la actividad transcripcional del
promotor del IR (Figura 24). Ademas, para comprobar que el promotor del gen del IR
poseia por si mismo actividad transcripcional constitutiva transfectamos las células
con el plasmido phIR(1.5)-GL2 antisense, el cual llevaba inserto el promotor del IR
en la orientacion invertida. Como se esperaba, mediciones de luciferasa revelaron
que este plasmido carecia de actividad trancripcional ya que sus valores fueron

similares a los obtenidos en células transfectadas con el vector pGL2-basic.
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Figura 24. Efecto de la 1,25-dihidroxivitamina D, sobre la actividad del promotor del gen del
receptor de insulina humano en la linea celular U-937. Determinaciones de luciferasa en
células controles (VD-) (n=7) y células tratadas con la 1,25-(OH),D; a 10® M durante 24 h (VD+)
(n=5). Las células fueron transfectadas transitoriamente con el plasmido phlR(1.5)-GL2 que
contenia el promotor del gen del IR entero. Los valores fueron expresados como unidades
arbitrarias, dando el valor 100 a las células controles (Media £ SEM, *p<0,05).

Una vez demostrado que la 1,25-(OH),D; fue capaz de inducir la actividad
transcripcional del promotor del gen del IR, nos propusimos localizar que parte de
este promotor podia ser suficiente para llevar a cabo dicho efecto. Para ello, se
realizaron diversas delecciones en el extremo 5 del promotor, segun se indico
anteriormente en el apartado 13.1 de Materiales y Métodos, obteniéndose los

siguientes plasmidos reporter::
- Plasmido: phIR (-1473)-GL2: promotor desde —1473 hasta —271 pb.
- Plasmido: phIR(-876)-GL2: promotor desde —876 hasta —271 pb.

- Plasmido: phIR(-577)-GL2: promotor desde —577 hasta —271 pb.

Estos plasmidos fueron transfectados transitoriamente en células U-937,

analizandose la capacidad de transcripcion basal de cada una de las regiones

112



Resultados

promotoras insertadas en ellos. Determinaciones por luciferasa revelaron que las
actividades transcripcionales basales de estas regiones del promotor del gen del IR,
arriba mencionadas, fueron de un 94%, 67% y 17% respectivamente, considerando
el 100% la actividad transcripcional basal del promotor entero. El valor de la
actividad transcripcional de la region mas pequena tenia un valor similar al obtenido
en transfecciones con el vector pGL2-basic, posiblemente por la eliminacion en esta
region de algunas de las cajas GC importantes para la transcripcion del gen del IR,
mencionadas en la Introduccién. Por ello, el plasmido phIR(-577)-GL2 fue
descartado para realizar los siguientes estudios de modulacion de la actividad
transcripcional por el tratamiento con la 1,25-(OH),Ds.

A continuacion, se realizaron estudios para observar como la 1,25-(OH),D3
modulaba la actividad transcripcional de las distintas regiones del promotor del IR,
antes analizados de forma basal. Los resultados de estos ensayos fueron los
siguientes: a) La actividad del promotor entero se incrementd un 60% con respecto a
su actividad promotora basal, b) la del fragmento deleccionado hasta -1473 pb se
incrementé en un 70%, y c) la actividad del fragmento deleccionado hasta -876 pb
aumento un 60% (Figura 25). Estos resultados indicaron que la regién desde -876
hasta -271 pb podria ser suficiente para la induccion de la actividad transcripcional
de este promotor por la 1,25-(OH),D3; y ademas sugirieron la posible presencia de
VDRE(s) en esta regién. Por todo ello, nuestro siguiente paso fue la localizaciéon de

este(os) potencial(es) VDRE(s).
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Figura 25. Efecto de la estimulacion de la actividad transcripcional del promotor del gen del
receptor de insulina humano y 5'-delecciones por la 1,25-dihidroxivitamina D;. Células U-937
fueron transfectadas transitoriamente con el plasmido phlR(1.5)-GL2 que contenia el promotor entero
y con los plasmidos phlR(-1473)-GL2 y phIR(-876)-GL2 que contenian el promotor deleccionado en la
zona &’ (hasta el pb -1473 y -876, respectivamente). Las células transfectadas no se trataron (VD-)
(n=7) o se trataron con 1,25-(OH),D; a 10° M durante 24 h (VD+) (n=7). La actividad luciferasa esta
expresada en unidades arbitrarias asignando el valor 100 al promotor entero en células no tratadas,
después de corregir la eficiencia de transfeccion. (Media + SEM, **p< 0,01).

2.7 Estudio de la union del receptor de la 1,25-dihidroxivitamina Ds; a

potenciales VDREs en el promotor del gen del receptor de insulina

Inicialmente seleccionamos por analisis computerizado, segun se indica en el
apartado 14 de Materiales y Métodos, una secuencia VDRE consenso con el fin de
identificar ~ posibles  secuencias VDREs. Esta secuencia  consenso
(5°GGGTCANNGGGGGCAZJ') fue consensuada partiendo de secuencias VDREs,
funcionales en distintos genes regulados por la 1,25-(OH),Ds3, publicadas por otros
autores: Demay MB, y col., 1992; Ozono K, y col., 1990; Colnot S, y col., 1995;
Christakos S, y col., 1996; Ohyama Y, y col., 1996; Zou A, y col., 1997; Haussler

MR, y col., 1998; Koszewski NJ, y col., 2000. Esta secuencia consenso tenia gran
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similitud con el VDRE del promotor de la osteocalcina humana:

5GGGTGAACGGGGGCA3 (Ozono K, y col., 1990). Ambas secuencias tenian

idénticas mitades del elemento 3, coincidian en el espaciador y solo se
diferenciaban en que presenta una citosina (C) en lugar de una guanina (G) en la
mitad del elemento 5. Por ello, a continuacion se llevd a cabo un control positivo de
la union VDR-ADN por retardo en gel utilizando como sonda el oligonucleétido que
contenia un VDRE del promotor del gen de la osteocalcina humana, denominado
hOC (apartado 141 de Materiales y Métodos)

(B TTGGTGACTCACCGGGTGAACGGGGGCATTY). Para la realizacion de dicho

analisis se utilizaron extractos nucleares de células controles y de células tratadas
con 1,25-(OH);Ds. La susodicha secuencia incluye dos elementos de respuesta al
factor transcripcional AP-1, que se han indicado en letras negritas, uno estaba
situado upstream de la mitad del elemento 5’ del VDRE (Ozono K, y col., 1990) y el
otro se encontraba en medio del VDRE solapandole (Aslam F, y col., 1999). En la
figura 26 podemos observar la formacién de dos complejos obtenidos a través de
ensayos de retardo en gel, el complejo superior corresponderia al complejo formado
por un AP-1 unido a su sitio de unién y el complejo inferior corresponderia al
complejo formado por el VDR* unido al VDRE en coincidencia con otros autores
(Botling J, y col., 1996; Aslam F, y col.,, 1999). En las calles en las que se
emplearon extractos nucleares de células tratadas con la 1,25-(OH),D3; se puede
observar un incremento de la intensidad de los complejos debida al tratamiento con
la hormona, también podemos ver que la adicion de un exceso (50x y 200x) de
oligonucledtido no marcado aboli6 ambos complejos, mientras que la adicién en

exceso (100x) de un oligonucledtido no relacionado fue incapaz de competir con
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ellos. La formaciéon del complejo correspondiente al VDR se vio eficientemente
bloqueada por el anticuerpo monoclonal anti-VDR 9A7, sin embargo, este complejo
no sufrié ninguna alteracion cuando se le adiciond un suero no-inmune. De esta
forma, como se esperaba, esta secuencia fue capaz de unir el VDRE a los VDR de
los extractos nucleares de las células U-937, confirmando la viabilidad de nuestra

metodologia.
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Figura 26. Control positivo de la unién del receptor de la vitamina D; (VDR) a secuencias de
ADN analizado por retardo en gel. Extractos nucleares de células U-937, no tratadas y tratadas
con 1,25-(0OH),D; a la dosis de 10 M durante 24 h, se incubaron con el oligonucleotido marcado
con idéntica secuencia a la regién del promotor del gen de la osteocalcina humana desde -512
hasta -483 pb. Esta secuencia contiene un elemento de respuesta a la vitamina D (VDRE) y una
secuencia AP-1 uptream del VDRE. Calle 1: no contiene extractos nucleares; calle 2: extractos
nucleares de células no tratadas; calle 3: extractos nucleares de células tratadas; calles 4 y 5: 50x
exceso de oligonucledtido no marcado; calles 6 y 7: 200x exceso de oligonucleétido no marcado;
calles 8 y 9: 100x exceso de oligonucledtido no relacionado; calles 10 y 11: 1 ul de anti-VDR
monoclonal anticuerpo 9A7; calles 12 y 13: 1 pl de suero no inmune. Las flechas indican la
formacion de un complejo VDR (la inferior) y un complejo AP-1 (superior).
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A continuacion se efectué una busqueda computerizada de secuencias
candidatas a VDREs por homologia con el VDRE consenso arriba descrito, en la
region desde -876 hasta -271 pb del promotor del gen del IR, que hemos
demostrado ser suficiente para el efecto transcripcional de la 1,25-(OH),Ds. Los
resultados de esta busqueda indicaron que en esta region no existian secuencias
idénticas a este VDRE consenso, ni tampoco secuencias con 1, 2, 3, o 4 bases
diferentes a la del consenso, sin embargo si que pudimos detectar 10 secuencias
que contenian 5 variaciones (Tabla 12). Comparando la mitad del elemento 3’ de
cada una de estas secuencias con la mitad del elemento 3’ del consenso, no se
pudo observar en ningun caso una homologia completa, pero las primeras 5
bases (comenzando a contar de izquierda a derecha) fueron idénticas en las
siguientes secuencias: -500/-486, -620/-606, -625/-611, -722/-708, -758/-744 y de
éstas, solo las secuencias: -620/-606, -625/-6011, -758/-744 tenian en la sexta
base una purina, mientras que las secuencias: -500/-486, -722/-708 tenian una
pirimidina. Dado que la sustitucion de una purina por otra purina es mas favorable
espacialmente que una purina por una pirimidina y que la presencia de una
pirimidina en la posicién 6 de la mitad del elemento 3’ de un VDRE puede
conferirle respuestas negativas a 1,25-(OH),D; (Liu SM, y col., 1996), decidimos
centrarnos soélo en las secuencias -620/-606, -625/-611, -758/-744 e investigarlas

como potenciales VDREs.

118



Resultados

Tabla 12. Secuencias del promotor del gen del receptor de insulina humano con 5
variaciones con respecto a la secuencia VDRE consenso (GGGTCAnnnGGGGCA),

halladas utilizando el programa de busqueda de secuencias SEQFIND.

Extremo 5’ SECUENCIA Extremo 3’
-500 GGCCCGcacGGGGCC -486
-607 CGGGACcggGCGGCA -593
-616 GGGGCGgggCGGGAC -602
-620 GGGCGGggcGGGGCG -606
-625 GAGGCGggcGGGGCG -611
-705 AGGGCGCcgcGGATCT -691
-712 GGGCTGtagGGCGCG -698
-722 AGGAGACctcGGGGCT -708
-746 GCGCCTccgGGGGTC -732
-758 CGGGCCtgtGGGGCG -744

Cuando exploramos mas a fondo el entorno de las secuencias de -620/-606 y
-625/-611 encontramos que estaban incluidas dentro de las cuatro cajas GC
localizadas entre -618 y -593 pb en el promotor del IR que son sitios de union para
los SP1 (Yoshizato K, y col., 2001; Araki E, y col., 1991). Analisis por retardo en gel

utilizando como oligonucleétido marcado la secuencia del promotor del IR desde -

633 hasta -604 pb (5GAGGCGGGGAGGCGGGCGGGGCGGEGGCGGGT') que

incluia ambas secuencias -620/-606, -625/-611, dio resultados negativos como se

muestra en la figura 27.
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Figura 27. Retardo en gel utilizando la secuencia marcada del promotor del gen del
receptor de insulina humano desde -633 hasta -604 pb, como oligonucleétido marcado y
extractos nucleares de células U-937 no tratadas o tratadas con 1,25-dihidroxivitamina D5
(1,25-(OH),D;) a la dosis de 10° M durante 24 h. Esta secuencia contiene dos potenciales
VDREs solapados con cinco bases en la mitad del elemento 3’ idénticas a las de la mitad del
elemento 3’ del VDRE consenso, secuencia deducida por nosotros a partir de secuencias de
VDREs funcionales de genes regulados por 1,25-(OH),D; y previamente publicadas. Calles 1y 2:
extractos nucleares de células no tratadas; calles 3 y 4: extractos nucleares de células tratadas;
calles 5: 100x exceso de oligonucledtido no marcado; calles 6: 100x exceso de oligonucledétido no
relacionado; calles 7y 8: 2 ul y 5 pl respectivamente, de anti-VDR monoclonal anticuerpo 9A7;

calles 9: 2 ul de suero no inmune.
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El siguiente paso fue analizar la posibilidad de hallar elementos-cis
adyacentes o solapando con la secuencia -758/-744, utilizando para ello el programa
TFSEARCH (apartado 14.1 de Materiales y Métodos). Asi, se detecté una secuencia
AP-2 solapando las dos ultimas bases del posible VDRE. Empleando como sonda la
secuencia natural del promotor del gen del IR desde -761 hasta -732 pb

(5'CGTCGGGCCTGTGGGGCGCCTCCGGGGGTC3) que incluye el posible

VDRE vy la secuencia AP-2. Se realizaron ensayos de retardo en gel utilizando
extractos nucleares de células controles y de células tratadas, obteniéndose como
resultado la formacion de un complejo principal (Figura 28), dicho complejo tenia
mayor intensidad cuando las células se trataron previamente con la 1,25-(OH),Ds.
En la figura 28 también podemos observar que el complejo fue competido
eficientemente cuando se adicion6 oligonucleétido no marcado (100x). Se demostrd
la alta especificidad del complejo cuando desaparecio parcialmente la por la adicion
del anticuerpo especifico 9A7 y por la falta de afectacién al utilizar suero no-inmune.
Ademas de todo esto, el complejo también compitié débilmente con un exceso (50x)

de un oligonucleétido parcialmente relacionado, el hOC.
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Figura 28. Retardo en gel utilizando la secuencia marcada, -761 hasta -732 pb, del promotor
del gen del receptor de insulina humano como sonda y extractos nucleares de células U-
937, no tratadas o tratadas con 1,25-dihidroxivitamina D; (1,25-(OH),D,) a la dosis de 10° M
durante 24 h. Esta secuencia contiene un putativo VDRE y una secuencia AP-2 solapando las dos
ultimas bases del VDRE. Calle 1: no contiene extractos nucleares; calle 2: extractos nucleares de
células no tratadas; calle 3: extractos nucleares de células tratadas; calles 4 y 5: 50x exceso de
un oligonucleétido parcialmente relacionado; calles 6 y 7: 100x exceso de oligonucleétido no
marcado; calles 8 y 9: 2 ul de anti-VDR monoclonal anticuerpo; calles 10 y 11: 2 ul de suero no
inmune. La flecha indica la formacion de un complejo VDR*-VDRE.
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1. ESTUDIOS IN VIVO

Ratas no diabéticas tratadas con la 1,25-dihidroxivitamina D3 versus

ratas no tratadas

El tratamiento con 1,25-(OH),;D3 a ratas no diabéticas (15VD+) causd un
incremento significativo en el peso de los animales sin alterar los distintos
parametros medidos en la orina. Tampoco se observaron cambios en los
parametros medidos en el plasma. Dado que una de las funciones mas clasicas
de la 1,25-(OH),D3 es regular la homeostasis del calcio y del fésforo (Darwish HM,
y col., 1996), suponiamos que el tratamiento con la 1,25-(OH),D; aumentaria
ligeramente los niveles de calcio sin producir por ello una hipercalcemia, como
parece suceder, y este incremento en el calcio provocaria un incremento en la
secrecion de insulina en las células B pancreaticas (Billaudel S, y col., 1991), pero
no ha sido asi.

Ademas, en estos animales no diabéticos el tratamiento con 1,25-(OH),D3
incrementd el indicador del tamafio celular en el higado, en el rifidn incremento el
contenido de proteinas y el indicador del tamafio celular, en el tejido adiposo
perirrenal disminuyé el contenido de ADN y no alter6 ninguno de estos
parametros en el tejido adiposo epididimal. Los incrementos citados en el higado
y en el rindbn podrian ser atribuibles a una hipertrofia de estos 6rganos. Esto
podria estar sustentado con el hecho de que nosotros hemos detectado que el
tratamiento con 1,25-(OH);D3; dio lugar a un incremento en el peso de los
animales. La disminucién en el contenido de ADN en el tejido adiposo perirrenal

podria ser debida a una actividad antiproliferativa de la 1,25-(OH);D3; en este
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tejido, esta hipdtesis ha sido sugerida también por otros autores (Koshiishi I. y
col., 2001).

Los ensayos Northern en los tejidos en estudio de estos animales revelaron
la presencia de las dos especies predominantes del ARNm del IR con tamafios de
9,5y 7,5 kb, cuyo cociente fue diferente segun los tejidos, en concordancia con
datos de nuestro laboratorio y otros (Goldstein BJ.y col., 1987; Knott RM. y col.,
1990; Tozzo E. y col., 1995; Campiodn J. y col., 1997; Campidn J. y col., 1998). El
tratamiento con la 1,25-(OH);D3 no provocd ningun cambio en la expresion del
ARNm del IR en el higado, ni en el rindn, ni en el tejido adiposo epididimal,
aunque estos tejidos si que presentan VDRs y en una concentracién como sigue:
rindn > higado > tejido adiposo (Sundell K, y col., 1992). Sin embargo, la 1,25-
(OH),D3 disminuyd significativamente la expresion del ARNm del IR en el tejido
adiposo perirrenal, sugiriendo la presencia de VDRs en este tejido, hecho que
todavia no se ha descrito. Asi pues, la 1,25-(OH);D3; podria regular de forma
tejido-especifica la expresion del gen del IR.

Nuestros resultados por analisis de Scatchard demostraron que el
tratamiento con la 1,25-(OH),D3 a ratas no diabéticas no modificd ni el numero ni
la afinidad de los IRs, en concordancia con los datos de expresion en este tejido.

Proseguimos con el estudio del transporte de glucosa en adipocitos. El
transporte basal en estas células ha sido muy estudiado (Young P, y col., 1985;
de Souza CJ, y col., 1997) y se sabe que este transporte esta mediado por el
transportador de glucosa Glut4 (Myers MG Jr, y col., 1996). Nosotros observamos
que el tratamiento con 1,25-(OH);D; a ratas no diabéticas no modificé el

transporte de glucosa basal ni el estimulado por insulina a la concentracion de
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107 M. Estos resultados in vivo no son concordantes con el reciente trabajo de
otros autores (Huang Y, y col., 2002) que han observado que la 1,25-(OH),D3
redujo el transporte de glucosa inducido por insulina en adipocitos de ratas, via
activacién de la PKCp, este hecho puede deberse a que las condiciones del
tratamiento y el método para analizarlo fueron diferentes al empleado por
nosotros.

También estudiamos la oxidacidn de glucosa basal y estimulada por
insulina en adipocitos de ratas tratadas con la 1,25-(OH);D; o no tratadas. La
oxidacion de glucosa basal en adipocitos ya ha sido antes estudiada por otros
autores (Arner P. y col., 1987; Bolinder J. y col., 1986). Segun nuestros
resultados, el tratamiento con la 1,25-(OH),D3 a ratas no diabéticas no afect6 a la
oxidacién de glucosa basal ni la estimulada por insulina a la concentracion de 107

M.

Ratas diabéticas versus ratas no diabéticas

Nuestros resultados en ratas con diabetes experimental inducida por
estreptozotocina indicaron una disminucion significativa del peso corporal de
estos animales, éste es un signo, entre otros, caracteristico del tratamiento con
estreptozotocina (Murali B. Y col., 2001). Ademas, cuando analizamos distintos
parametros en la orina de estos animales observamos un incremento en la
densidad, una acidificacion del pH, presencia de leucocitos, cuerpos cetdénicos y
sangre junto a glucosuria. La presencia de leucocitos en orina puede ser debida a
la enfermedad autoinmune producida por la estreptozotocina (Maksimovic-lvanic

D. y col., 2002) o a que estas ratas, quiza igual que ocurre con los hombres que
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padecen diabetes, sean muy propensas a sufrir infecciones. Los otros
parametros, medidos en la orina, alterados que hemos enumerado son
caracteristicos de la diabetes (Eizirik DL. y col., 1984) También observamos
hiperglucemia e hipoinsulinemia, en concordancia con previos datos de nuestro
laboratorio (Mayor P. y col., 1987). Todas estas alteraciones son caracteristicas
del sindrome diabético.

La diabetes alter6 algunos parametros tisulares en los distintos tejidos. Asi,
indujo un aumento del contenido del ADN en el higado, un aumento de proteinas
y del indice del tamafo celular en el rifidn, un incremento de ADN y proteinas en
el tejido adiposo perirrenal y un incremento de proteinas en el tejido adiposo
epididimal. EI aumento de ADN en el higado podria indicar una hipertrofia, pero
dado que el indice de proteina/ADN no resulté modificado esta posibilidad debe
ser excluida. El incremento de proteinas en el rifidn, en el adiposo perirrenal y
epididimal podria deberse a una reduccién en el tamafo de estos 6rganos
producida por la estreptozotocina (Tancrede G. y col., 1983). Esta explicacion
podria estar apoyada por la clara disminucidon detectada en el peso de estos
animales. En el tejido adiposo epididimal se detectd, ademas de una disminucién
del peso de este tejido, una disminucion en el tamafio de los adipocitos.

Por medio de los analisis Northern observamos que la diabetes
experimental inducida por estreptozotocina incremento la expresion del ARNm del
IR en el higado. Esto coincide con los resultados de otros autores (Tozzo E, y col.,
1992; Brunetti A, y col., 1996; Amessou M, y col., 1999). La expresién del ARNm
del IR en el rindn no resultd modificada. Nuestro grupo investigador (datos no

mostrados) y Sechi LA. y col.,, 1992 hemos observado un incremento en este
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ARNmM en el rindbn cuando la diabetes en lugar de ser durante 8 dias se
prolongaba a los 15 dias. Y en cuanto a los tejidos adiposos, la diabetes decrecio
significativamente la expresion del ARNm del IR en el perirrenal y la aumenté en
el epididimal. Por todo ello, podemos decir que el efecto de este agente
diabetdgeno es altamente tejido-especifico.

Cuando se analizdé la unién de la insulina a su receptor en adipocitos
aislados del tejido adiposo epididimal de ratas con diabetes experimental, se
observd una disminucion en el numero de IRs, sin alterar la afinidad por su
ligando. Dado el menor tamafio de los adipocitos en ratas diabéticas, se tuvo en
cuenta este hecho reflejando el numero de receptores por unidad de superficie
(um?) y esta vez la disminucién en el nimero de IRs no fue estadisticamente
significativa. La unién de la insulina a su receptor ha sido ampliamente estudiada
en distintos o6rganos y tejidos de ratas con diabetes inducida por la
estreptozotocina. Asi, algunos autores, al igual que nosotros, han detectado
disminucién en la unién de la insulina a sus receptores en adipocitos (Whittaker J
y col., 1981) mientras que otros, al igual que nos ha pasado a nosotros cuando
hemos corregido la unidn de la insulina a su receptor por unidad de superficie, no
han observado alteraciones en adipocitos (Vann Bennett G. y col., 1972) ni en
homogenizados de cerebros de rata (Pacold ST. y col., 1979) y otros autores han
detectado incremento en la unién de la insulina a su receptor en hepatocitos
(Bhathena SJ. y col., 1978; Cech JM. y col., 1980; Samson M. y col., 1982),
membranas hepaticas (Davidson MB. y col., 1977; Soman V. y col., 1978; Allgayer
H. y col.,, 1982), adipocitos (Kasuga M. y col., 1978; Wieringa T. y col., 1978;

Kobayashi M. y col., 1979; Philippe J. y col., 1981) y membranas de células de
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rindn (Papachristodoulou DK. y col., 1982). Por tanto, los resultados siguen siendo
ampliamente contradictorios

Seguidamente, quisimos comprobar si la diabetes experimental afectaba al
transporte y a la oxidacion de glucosa en adipocitos. La diabetes disminuy6 el
transporte de glucosa basal y estimulado por insulina. Estos datos corregidos por
unidad de superficie, al igual que se hiciera en los ensayos de unién de la insulina
a su receptor, dieron lugar a parecidos resultados. Cuando analizamos la
oxidacion de glucosa observamos que estaba disminuida tanto la basal como la
estimulada por insulina. Y estos resultados se mantenian cuando los corregimos
por unidad de superficie. Este descenso en la sensibilidad a la insulina, tanto en el
transporte de glucosa como en la oxidacion, ha sido descrito también por otros
autores (Kasuga M. y col., 1978; Wieringa T. y col., 1978; Kobayashi M. y col.,

1979; Samson M. y col., 1982; Karnieli E. y col., 1991).

Ratas diabéticas tratadas con la 1,25-dihidroxivitamina Ds; versus ratas

diabéticas

El tratamiento con la 1,25-(OH);,D; a ratas diabéticas revirtid
significativamente la perdida de peso ocasionada por la diabetes. Esta ganancia
del peso corporal podria ser en parte debida a una mejora en el metabolismo de
los carbohidratos (hemos observado que en ratas diabéticas esta disminuido),
grasa y proteinas de estos animales.

El tratamiento con la 1,25-(OH),D3 contrarresté en parte la presencia de
leucocitos en orina causada por la diabetes. Esta disminucién en la presencia de

leucocitos puede ser debida en parte al papel inmunosupresor de esta hormona
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(Deluca HF. y col., 2001). En cuanto al pH de la orina el tratamiento con 1,25-
(OH).D3 lo acidific6 aun mas. En el plasma, no fue capaz de revertir ni la
hiperglucemia ni la hipoinsulinemia producida por la diabetes, mientras que
incremento los niveles de fosforo.

Cuando valoramos la cantidad de ADN, ARN, proteinas y el indicador del
tamano celular (proteina/ADN) en los distintos tejidos en estudio observamos que
el tratamiento con la 1,25-(OH),D3 no revirtié de forma significativa ninguno de los
valores de estos parametros alterados por la diabetes, con la excepcion de
contenido de proteinas del tejido adiposo perirrenal. Estos tejidos podrian estar
recuperando el peso perdido por la diabetes lo que estaria apoyado por el
incremento en el peso corporal de estos animales.

La expresiéon del gen del IR por analisis Northern revelé que el tratamiento
con la 1,25-(OH),D3 a ratas diabéticas no modificé el incremento del ARNm del IR
causado por la diabetes en el higado ni en el rifidn, sin embargo en el tejido
adiposo epididimal revirtié el incremento en la expresion del gen del IR inducido
por la diabetes.

Mediante analisis de Scatchard observamos que el tratamiento con 1,25-
(OH)2D3 no alterd significativamente ni el numero de IRs, ni la afinidad de estos
receptores.

El tratamiento con la 1,25-(OH),Ds a ratas diabéticas no modificé la
inhibicion inducida por la diabetes del transporte de glucosa basal, ni de la
oxidacion de glucosa basal, ni tampoco cuando ambas actividades fueron
estimuladas por la insulina. Esto no apoyaria nuestra hipétesis en la cual

proponemos que la recuperacion del peso corporal de estos animales pueda ser

130



Discusion

debida a una mejora en el metabolismo de los carbohidratos, que tampoco esta
apoyada por una mejora en la glucosuria ni hiperglucemia, aunque el tratamiento
con la 1,25-(OH);D3; podria mejorar el metabolismo de las grasas y proteinas que
estan alterados en ratas con diabetes experimental Je HD. y col., 2001

En resumen, in vivo hemos observado que el tratamiento con la 1,25-
(OH).,D3 a ratas no diabéticas no caus6 ninguna modificacion de los parametros
estudiados en orina y sangre, pero si un aumento del peso corporal de estos
animales. El higado y el riidn podrian haber sufrido una hipertrofia. La expresion
de gen del IR fue inhibida en el tejido adiposo perirrenal y no se alteré en el
higado, rifidn, ni en el tejido adiposo epididimal. En este ultimo tejido, ni el numero
de IRs, ni el transporte de glucosa estimulado por insulina ni la oxidacion de
glucosa estimulada por insulina resultaron modificados por el tratamiento con la
1,25-(OH).Ds.

Por otro lado, hemos observado que el tratamiento con 1,25-(OH),D3; a
ratas diabéticas por estreptozotocina revirtio la perdida de peso ocasionada por la
diabetes, contrarrestando en parte la presencia de leucocitos en orina, pero
acidificando aun mas su pH. En el plasma no fue capaz de revertir ni la
hiperglucemia ni la hipoinsulinemia producida por la diabetes, mientras que
incrementd los niveles de fosforo. El tratamiento con 1,25-(OH);D3; no revirtio
ninguno de los parametros tisulares alterados por la diabetes, con la excepcion de
disminuir el contenido en proteinas del tejido adiposo perirrenal. Tampoco
modificé el incremento del ARNm del IR causado por la diabetes en el higado, ni
en el riidn, pero si en el tejido adiposo epididimal. En este ultimo tejido no alterd

ni el numero de IRs, ni la afinidad de estos receptores. El tratamiento con 1,25-
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(OH).,D3 a ratas diabéticas no modificé la inhibicién inducida por la diabetes del
transporte ni la oxidacion de glucosa basal, tampoco las modificé cuando ambas
actividades fueron estimuladas por la insulina. Por tanto, el tratamiento con la
1,25-(OH),D3; en nuestras condiciones in vivo no ayuda a mejorar la diabetes
experimental inducida por la estreptozotocina, bien por las concentraciones
utilizadas de la hormona y la duracidén del tratamiento, bien por el reducido
numero de experimentos que hemos podido llevar a término o bien por la

gravedad de la diabetes causada experimentalmente.

2. ESTUDIOS IN VITRO

Como se menciond en la Introduccion, el efecto de la 1,25-(OH),;Ds es
dependiente de los niveles de VDR (Goff JP. y col., 1990). Por ello, procedimos
en primer lugar a analizar como variaba la expresiéon del ARNm del VDR en las
células U-937 tras el tratamiento con la 1,25-(OH),D3;. Mediante ensayos Northern
detectamos una unica banda con un tamano aproximado de 4,6 kb que fue
regulada positivamente por su propia hormona. La 1,25-(OH),D3 incrementé en
mayor grado la expresion del ARNm del VDR a la concentracion de 10° M
durante 24 h que a la concentracion 10° M durante 8 h. De hecho, el tratamiento
con la 1,25-(OH),;D3 durante 24 h ha sido considerado por otros autores como el
tiempo idoneo de estabilizacion de la regulacion positiva del VDR por la 1,25-
(OH),D3, después de un maximo a las 12 h y una decaida hacia los niveles
basales entre las 36 y 48 h (Lee Y, y col., 1989). Ademas, la concentracién de 10

® M, esta cercana a los valores de Kd del VDR en las células U-937 descritos por
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otros autores (Mezzetti G, y col., 1984; Hewison M, y col., 1989) y por nosotros en
esta Tesis Doctoral, mediante ensayos de desplazamiento de la unién de la 1,25-
(OH),D3 a su receptor. Por todo lo indicado, la concentracién 10® M de 1,25-
(OH),D3 y el tiempo de 24 h fueron los elegidos para los estudios de unién.

El tratamiento con la 1,25-(OH),D3 a células U-937 en esas condiciones no
solo aumentd los niveles del ARNm del VDR, sino que también aumento la
proteina del VDR. Estos resultados estan en concordancia con otros autores en
esta y otras lineas mieloides (Lee Y, y col., 1989; Liu M. y col., 1996a). El VDR
activado por la unién a su hormona podria mediar la regulacién de la expresion
del gen del IR por la 1,25-(OH),Ds.

En este sentido, mediante analisis Northern observamos las dos especies
caracteristicas de 11 y 8,5 kb del ARNm del IR presentes en esta linea celular
(Leal MA, y col., 1992; Leal MA, y col., 1996; Campién J, y col., 1999; Campioén J,
y col., 2002). El tratamiento con la 1,25-(OH),D3; durante 24 h incrementd la
expresion de ambas especies de una manera dependiente de la dosis,
obteniéndose el maximo incremento a la concentracion de 10° M de 1,25-
(OH).Ds. Esta dosis y tiempo coinciden con las condiciones a las que se observo
la maxima expresién de VDR a nivel de ARN y proteina, sugiriendo la implicacion
de este receptor en la induccién de la expresion del IR por la 1,25-(OH),D3. Este
incremento en los niveles de ARNm del IR estuvo acompanado de un aumento en
el numero de IRs determinado por ensayos de union utilizando la misma dosis y
tiempo.

Cuando analizamos el transporte de glucosa estimulado por insulina

observamos que la 1,25-(OH);D3; indujo un incremento de la respuesta a la
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insulina, sin cambios en la sensibilidad celular a esta hormona. El Glut1 es el
unico transportador de glucosa en la linea celular U-937 (Caro C, y col., 1998) y
es capaz de responder a insulina (Tordjman KM, y col., 1989; Calderhead DM, y
col., 1990). Por ello, es razonable suponer que el Glut1 pudiera ser el
transportador de glucosa implicado en el incremento del transporte inducido por la
1,25-(OH),D3 en estas células.

Ademas, estudiamos la modulacién por la 1,25-(OH),D; del sistema de
sefalizacion de la insulina al nivel de la PI3-K en el transporte de glucosa,
utilizando para ello un inhibidor de esta enzima, la wortmanina (Kanai F, y col.,
1993). Es conocido que la activacion del IR estimula la fosforilacion de las
proteinas IRS y que una de las principales funciones de estas proteinas es la
regulacion de la PI3-K. La PI3-K existe como multiples isoformas y la activacion
del tipo 1a durante su asociacion con las proteinas IRS ha sido descrito como un
mecanismo involucrado en la mayoria de las respuestas biolégicas de la insulina,
incluyendo el transporte y la oxidacion de glucosa. En este trabajo, hemos
demostrado que la wortmanina inhibe la respuesta de la insulina en el transporte
de glucosa en las células U-937, demostrando asi que este mecanismo es
dependiente de la PI3-K. Ademas, la wortmanina causé una mayor inhibicién de la
respuesta insulinica en células tratadas con 1,25-(OH);D; que en células no
tratadas. Esto sugiere la existencia de una incrementada actividad PI3-K inducida
por la 1,25-(OH);Ds que podria mediar la potenciacion de esta respuesta
insulinica.

Cuando analizamos la oxidacion de glucosa por la 1,25-(OH),D3

detectamos que esta hormona también fue capaz de incrementar esta actividad
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tanto basal como estimulada por insulina, y esta ultima en términos de respuesta
sin alterar la sensibilidad de la célula a esta hormona.

Por los mismos motivos que los mencionados en el transporte de glucosa
realizamos ensayos inhibiendo la actividad enzimatica de la PI3-K, demostrando
que la PI3-K también estaba implicada en la oxidacion de glucosa y que la
wortmanina caus6é una mayor inhibicién de la oxidacion de glucosa en células
tratadas que en células controles, sugiriendo que la 1,25-(OH),D3 podria estar
incrementando la actividad de la PI3-K.

Cuando estudiamos cémo la 1,25-(OH),Ds; modulaba la actividad biolégica
de la incorporacion de timidina en el ADN de las células, observamos que la 1,25-
(OH).D3 decrecio tanto la incorporacién de timidina basal como la estimulada por
insulina en términos de decrecida sensibilidad y respuesta celular. La 1,25-
(OH).D3 es un conocido inhibidor de la proliferacién celular ademas de un inductor
de la diferenciacién de células leucémicas hacia macrofagos (Rots NY, y col.,
1999; Torres R. y col.,, 2000). La disminucién de la incorporacién de timidina
causada por el tratamiento con la 1,25-(OH);D3; posiblemente sea debida a la
modulacién positiva por esta hormona de genes implicados en la retencién del
crecimiento y la diferenciacion de células mieloides, incluyendo los inhibidores de
ciclinas dependientes de quinasas como el p21, p27, p15 y p18, (Liu M, y col.,
19964a; Liu M, y col., 1996b), el c-myc a través de la MAPK (Boland R. y col.,
2002) y ademas interactuando con las proteinas fosfatasa PP1c y PP2Ac que
desfosforilan a la enzima p70 S6 quinasa que al estar bloqueada provoca la
retencidon de las células en la fase G1 y por consiguiente se retiene el crecimiento

(Bettoun DJ. y col., 2002).
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Dado que por estudios previos de nuestro grupo investigador (Leal MA, y
col., 1995) se demostré que el mecanismo por el cual la 1,25-(OH),D3 incrementé
la expresién del gen del IR no era un efecto post-transcripcional, en este trabajo
hemos estudiado si el mecanismo seria transcripcional. Asi, hemos demostrado
que la 1,25-(OH),D3 es capaz de inducir la actividad transcripcional del promotor
entero del gen del IR (desde —1819 hasta —271 pb) en un grado equivalente al
incremento en la expresion del ARNm del IR y al incremento en el numero de IRs.
Ademas, hemos demostrado que la 1,25-(OH),D3 produjo una similar induccién en
la actividad transcripcional de dos progresivas delecciones 5’ del promotor entero,
una hasta -1473 pb y otra hasta -876 pb. Estos resultados sugirieron que la region
del promotor del IR desde -876 hasta -271 pb, podria ser suficiente para la
induccién transcripcional del gen del IR por la 1,25-(OH),D3s. De hecho, segun
otros autores esta regidon contiene informacidén suficiente para una eficiente
transcripcion del gen del IR (Cameron KE, y col., 1992; Lee JK, y col., 1992).

Esta region incluye cuatro cajas GC (desde -618 hasta -593 pb), las cuales
parecen ser esenciales para la expresion de este gen durante la diferenciacién de
mioblastos a miocitos en células BC3H-1 (Brunetti A, y col.,, 1993). Ademas,
utilizando la base de datos TRANSFAC (Wingender E, y col., 2001) y sistemas de
busqueda asociados a esta base de datos, hemos sido capaces de identificar en
esta regidén un potencial sitio de union para el factor AP-1 (-877/-876 pb) y tres
potenciales sitios de union para el factor AP-2 (-436/-425 pb, -444/-433 pb, -745/-
734 pb). Los dos primeros sitios AP-2 coinciden con un grupo de tres cajas GC

localizadas en el promotor del IR humano entre -436 y -400 pb. Estas cajas
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parecen no ser funcionales in vivo (Lee JK, y col.,, 1992; Yoshizato K, y col.,
2001).

En esta region -876 a -271 pb, quisimos identificar la presencia de VDRE(s)
para lo cual primeramente realizamos una busqueda computerizada de
secuencias candidatas a VDREs por homologia con una secuencia VDRE

consenso (5’GGGTCANNGGGGGCAZJ’) que fue compilada con datos citados por

otros autores informando sobre VDREs funcionales de varios genes (Ozono K, y
col., 1990; Demay MB, y col., 1992; Colnot S, y col., 1995; Christakos S, y col.,
1996; Ohyama Y, y col., 1996; Zou A, y col., 1997; Haussler MR, y col., 1998;
Koszewski NJ, y col., 2000). Este consenso es ligeramente diferente del propuesto
por Colnot S, y col, 1995 y por Haussler MR, y col, 1998

(5’PuGGTCANNPuUPUGTTCAZJ’). El analisis computerizado reveld que no existia

ninguna secuencia homéloga a nuestro VDRE consenso ni tampoco secuencias
con variaciones en 1, 2, 3 o 4 bases de la secuencia consenso. Pero si
detectamos 10 secuencias candidatas a VDREs con 5 variaciones respecto a
nuestra secuencia VDRE consenso (Tabla 12). De éstas, solo la secuencia -758/-

744 (5CGGGCCTGTGGGGCGT’) junto con la secuencia solapada del AP-2

(5°CGTCGGGCCTGTGGGGCGCCTCCGGGGGTCT'), la cual contiene el motivo

bien caracterizado GCCNNNGGG (Hilger-Eversheim K, y col., 2000), resultdé ser
un sitio de union para el VDR cuando se probd por ensayos de retardo en gel.
Este sitio VDRE tiene una base G en la segunda posicion de cada mitad del
elemento. Estas G han sido descritas como puntos de contacto con un residuo de
arginina altamente conservado dentro de la a-hélice del dominio de union al ADN

del VDR (Freedman LP, y col., 1993). Las otras G que forman el elemento pueden
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también establecer contactos con el VDR (Colnot S. y col., 1995). El VDR se une
a este elemento compartiendo dos pb con el sitio AP-2. El posible cross-talk entre
estos dos factores transcripcionales y sus requerimientos de estabilizacion
necesitaran ser clarificados en posteriores estudios, pero el hecho de que un
unico complejo sea detectado por ensayos de retardo en gel, nos lleva a suponer
la posibilidad de que el complejo VDR-ADN incluya el sitio AP-2.

Se han descrito otros casos de elementos-cis adyacentes y sus asociados
factores transcripcionales que parecen modular la activacion transcripcional por la
1,25-(OH),D3, aunque difieren en parte de nuestro caso. Un ejemplo (Ohyama Y,
y col., 1996; Ozono K, y col., 1998) es el del gen de la 25-hidroxivitamin D 24-
hidroxilasa que esta regulado por la 1,25-(OH),D3; y en cuyo promotor se
encuentran dos VDREs separados por 100 pb, ademas un sitio AP-2 like
adyacente, separado downstream por cuatro pb del VDRE proximal, todo es
requerido para la completa activacién transcripcional de este gen por la 1,25-

(OH).Ds.

En resumen, in vitro la 1,25-(OH);D; a través del VDR es capaz de
incrementar la expresién del gen del IR y la proteina por él codificada dando lugar
a un incremento de ciertas actividades bioldgicas de la insulina como el transporte
y la oxidacién de glucosa. La regulacion primaria tiene lugar a nivel trancripcional
a través de un VDRE localizado en el promotor del gen del IR (desde -758 hasta -

744 pb) solapado con un sitio AP-2.

138



CONCLUSTONES



Conclusiones

IN VIVO

1. El tratamiento con 1,25-(OH),D3 a la dosis de 0,5 ug/kg/dia durante 15
dias a ratas no diabéticas no causd ninguna modificacion en ninguno de
los parametros estudiados en orina y sangre, pero si un aumento del
peso corporal de estos animales. El higado y el rinidon podrian haber
sufrido una hipertrofia. La expresion de gen del IR fue inhibida en el tejido
adiposo perirrenal y no se alter6 en el higado, ni en el rindn, ni en el tejido
adiposo epididimal. En este ultimo tejido, ni el numero de IRs, ni el
transporte de glucosa estimulado por insulina ni la oxidacién de glucosa
estimuladas por insulina resultaron modificados por el tratamiento con la
1,25-(OH),Ds.

2. El tratamiento con 1,25-(OH);D; a la dosis de 0,5 pg/kg/dia durante 15
dias a ratas con diabetes experimental inducida por la estreptozotocina
revirtio la perdida de peso ocasionada por la diabetes, contrarrestando en
parte la presencia de leucocitos en orina, pero acidificando aun mas su
pH. En el plasma no fue capaz de revertir ni la hiperglucemia ni la
hipoinsulinemia producida por la diabetes, mientras que incrementé los
niveles de fésforo. La 1,25-(OH),D3 no revirtié ninguno de los parametros
tisulares alterados por la diabetes, con la excepcion de disminuir el
contenido en proteinas del tejido adiposo perirrenal. Tampoco modificé el
incremento del ARNm del IR causado por la diabetes en el higado ni en
el rindn, pero si lo modificé en el tejido adiposo epididimal. En este ultimo
tejido no alterd ni el numero de IRs, ni la afinidad de estos receptores. La

1,25-(OH);D3 no modificdé la inhibicién inducida por la diabetes del
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transporte, ni la oxidacion de glucosa basal ni tampoco cuando ambas
actividades fueron estimuladas por la insulina.

El tratamiento con la 1,25-(OH),D3 en nuestras condiciones in vivo no
ayuda a mejorar la diabetes experimental inducida por la
estreptozotocina, bien por las concentraciones utilizadas de la hormona,
la duracion del tratamiento, el reducido numero de experimentos que
hemos podido llevar a término o bien por la gravedad de la diabetes

causada experimentalmente.

IN VITRO

4.

La 1,25-(OH),Ds a la concentracién 10® M durante 24 h, a través de su
receptor VDR, es capaz de incrementar la expresion del gen del IRy la
proteina por él codificada, dando lugar a un incremento de ciertas
actividades biolégicas de la insulina como el transporte y la oxidacion de
glucosa. La regulacion primaria tiene lugar a nivel trancripcional a través

de un VDRE (5CGTCGGGCCTGTGGGGCGCCTCCGGGGGTCSI)),

localizado en el promotor del gen del IR, concretamente entre -758 y -744

pb y solapado con un sitio AP-2.
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