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RESUMEN

Desde hace mucho tiempo se sabe que la hormona tiroidea (T3) juega un papel
importante en la regulacién del metabolismo general, crecimiento y diferenciacion de
diversos tipos celulares. También, uno de los efectos mas conocidos de T3 es su
regulacion de la funcionalidad mitocondrial. Aunque este efecto sobre la mitocondria ha
sido muy estudiado en tejidos como el higado, se sabe mucho menos sobre su accion en
las mitocondrias de cerebro, un érgano que precisamente es muy dependiente del estado
tiroideo durante el desarrollo. Datos previos del |aboratorio han mostrado que la T3 es
un importante regulador tanto de la expresion del genoma mitocondrial como de la
funcionalidad de la mitocondria en € cerebro en desarrollo. En este trabao hemos
analizado s €l factor de transcripcion mitocondrial Tfam, una proteina muy importante
en la biogénesis de la mitocondria, podria estar regulado por T3 en cerebro y por tanto
actuar de mediador de la accion de esta hormona sobre las mitocondrias de este érgano.
Hemos demostrado que los niveles de mRNA vy proteina Tfam estén disminuidos en €
cerebro de neonatos hipotiroideos y que estos niveles se recuperan después de un
tratamiento con T3, lo que indica que esta hormona es la causante de esta regulacion.
Hemos demostrado también que la T3 induce la expresién del gen Tfam en células de
neuroblastoma, estando |as secuencias responsabl es de esta activacion localizadas en un
fragmento comprendido entre los nucledtidos —145/+1 y que también existe una
secuencia localizada entre los nucledtidos -1239/-1212 que es capaz de mediar el efecto
de esta hormona. El efecto de T3 sobre € promotor de Tfam es especifico de la
isoforma TRb; del receptor de T3. También, otros ligandos de receptores nucleares
como vitamina D3 (VD3) y &cido todo-trans retinoico (AR) son capaces de activar la
expresion de Tfam, mientras que 15 deoxy-D-'2!-prostaglandina J, (15d-PGJ,), ligando
del receptor nuclear PPARg, inhibe significativamente la actividad de este promotor.
Finalmente hemos observado una interaccion entre las rutas activadas por 10s receptores
nucleares de T3, AR y VD3 y rutas de sefidizacion extracelulares. En concreto
mostramos que todas las rutas de sefializacion analizadas (PKA, PKC, MAPKsy PI-3K)
activan a heterodimero RXRa/TRb; vacio, mientras que todas ellas, menos Pl-3K
bloguean el efecto de T3 sobre el promotor de Tfam. Estas rutas de sefializacion
interfieren también de diversas maneras sobre el efecto de VD3 y AR sobre dicho

promotor mientras que no modifican el efecto de 15 deoxy-D-*-prostaglandina J.



SUMMARY

Thyroid hormone (T3) plays a very important role on the regulation of vertebrate
metabolism, growth, and differentiation. One of the most known effects of T3 is the
regulation of mitochondrial functionality. Although this is one of the most established
effects of T3 in tissues such as liver, very little is known regarding the role of T3 on
brain mitochondria, a tissue which is very dependent on thyroid state specially during
development. Previous data from the laboratory have shown that T3 is an important
regulator of the expression of the mitochondrial genome as well as mitochondrial
functionality during brain development. In this work we have anayzed if the
mitochondrial transcription factor Tfam could be a mediator of the observed effects of
T3 on brain mitochondria. We have demonstrated that hypothyroidism significantly
reduces the mRNA and protein levels of Tfam in the brain of neonata rats, and that
these levels return to basal values after T3 treatment of the pups, suggesting that,
indeed, T3 is the responsible of the observed effect. We also show that T3 induces the
expresson of the Tfam gene in a neuroblastoma cell line. The DNA sequence
responsible for the T3-mediated activation comprises a region between nt —145/+1, and
another T3-responsive element is present in the region -1239/-1212. The effect of T3 on
Tfam promoter activity is mediated only through the TRb; isoform of the receptor.
Another ligands of nuclear hormone receptors, such as vitamin D3 (VD3) and all-trans
retinoic acid (RA) are also able to induce Tfam promoter expression, whereas 15 deoxy-
D-12%_prostaglandin 3 (15d-PGJ,), a ligand of the nuclear receptor PPARg, inhibits
very potently the activity of this promoter. Finally, we have observed an interaction
between the action of T3, VD3, and RA and extracellular signaling pathways. We show
that the activation of the signaling pathways by PKA, PKC, MAPKSs, and PI-3K induces
the heterodimers RXRa/TRb; in the absence of ligand, whereas activation of PKA,
PKC, and MAPK's completely block the effect of T3 upon Tfam promoter. The action of
two other members of the nuclear receptor superfamily, RA and VD3, are also affected
by the activation of these signaling pathways. However the effects of 15 deoxy-D-1214-
prostaglandin J, are not altered by the activation of these kinases.
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I ntroduccion

INTRODUCCION

1. RECEPTORESNUCLEARES.

1.1. Introduccion.

La superfamilia de “receptores nucleares’ engloba a mas de 200 proteinas clonadas
hasta € momento, que han evolucionado de un antecesor comin. Son factores de
transcripcion dependientes de ligando que controlan una gran variedad de procesos
biologicos como crecimiento, diferenciacion, metabolismo, reproduccion, inflamacion y
morfogénesis en organismos superiores y humanos. Una forma de clasificarlos muy
utilizada y de gran interés es la que los divide en tres tipos: receptores de tipo |
(fundamentalmente los receptores de hormonas esteroideas) que estan inactivos en €
citosol y se trandocan a nucleo tras su activacion por € ligando y se unen como
homodimeros a DNA a los elementos de respuesta a hormona (HRES); receptores de tipo
[1, entre los cuales se encuentran los receptores de hormona tiroidea (TR), acido retinoico
(RAR), vitamina D; (VDR) y los receptores activados por proliferadores de peroxisomas
(PPAR), tienen una localizacion nuclear aln en ausencia del ligando y se unen
generalmente como heterodimeros con €l receptor del acido 9 cis-retinoico (RXR) a
elementos HRES; y receptores de tipo 111 que incluyen los receptores huérfanos, es decir
sin ligandos conocidos (por ggemplo ERRSs) (McKenna, N. J. and B. W. O'Malley 2002),
gue en muchos casos interaccionan con e DNA como mondmeros. Estos receptores

activan la transcripcién de un modo congtitutivo.

Los eementos de respuesta a hormona son secuencias especificas del DNA
presentes en los promotores de los genes regulados por estos factores de transcripcion.
Generamente, estas secuencias estan formadas por una o varias copias del motivo
hexamerico. AGGTCA o AGAACA. Los receptores nucleares eercen sus efectos
interaccionando directamente como monomeros, homodimeros o heterodimeros con los
elementos de respuesta a hormonas presentes en los genes diana regulando su
transcripcion. También pueden interaccionar con otros factores de transcripcion y regular
la transcripcién de otros genes sin que ellos requirieran unirse a DNA de los mimos. Los
receptores nucleares pueden activar o reprimir la transcripcion de forma dependiente o

independiente de ligando.
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La hormona tiroidea (3,5,5 triiodo-L-tironina 6 T3) es sintetizada y secretada por
la gléndula tiroides fundamentalmente como un precursor, latiroxina 6 3,5,3',5' tetraiodo-
L-tironina (T4). La hormona tiroidea actla sobre € metabolismo genera de las células
pero también tiene un papel relevante sobre el crecimiento y la diferenciacion, por
giemplo durante los fendmenos de metamorfosis en los anfibios o para la maduracién del
sistema nervioso central en humano y en rata. El cerebro, durante el desarrollo, es uno de
los 6rganos diana mas importante de la accién de la T3 y la deficiencia de esta hormona
durante el periodo perinatal provoca dafios que pueden llegar a ser irreversibles (Sindrome

del cretinismo en humanos).

En los animales la vitamina D3 6 colecalciferol (formainactiva), es sintetizada en la
piel a partir de una molécula precursora, € 7-dehidrocolesterol. Esta molécula en presencia
de rayos U.V, sufre una rotura en € anillo B entre los carbonos 9 y 10 y da lugar a
colecalciferol. En el higado la vitamina D; se convierte en 25- hidroxivitamina Ds, que es la
principal forma circulante de dicha hormona. A su vez, los rifiones convierten esta forma
intermedia de la vitamina, a 1,25-dihidroxivitamina B; (forma activa). La vitamina D3
regula la homeostasis del calcio y del fosforo y es muy importante para el desarrollo y
mineralizacion de los huesos. Su carencia genera ateraciones 6seas (como € raquitismo),

trastornos dentales y alteraciones metabdlicas.

Las prostaglandinas son moléculas estructuralmente relacionadas, que son
producidas en las células en respuesta a una variedad de estimulos extrinsecos. Estan
sintetizadas a partir de precursores a traves de la via de la ciclooxigenass;
fundamentalmente a partir del acido araguidonico, que es liberado de la membrana celular
por la accién de fosfolipasas. Las prostaglandinas son identificadas por las letras A, B, C,
D, E, F e |. En muchos tgjidos la prostaglandina PGD, es el principal producto de la
ciclooxigenasa. PGD; la cua se deshidrata répidamente dando lugar a prostaglandinas J,
entre las cuales se encuentra 15d-PGJ,;, que une con mayor afinidad a receptor PPARg.
Las prostaglandinas J controlan una variedad de acciones bioldgicas, incluyendo la

inflamacion, osteogénesis y progresion del ciclo celular.

El &cido retinoico se sintetiza a partir de la vitamina A 6 retinol; en vertebrados es
esencial en los procesos de diferenciacion y organogénesis del embrion, proliferacion

celular, diferenciacion y apoptosis, y homeostasis. Los niveles del &cido retinoico estan
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regulados por las enzimas retinaldehido deshidrogenasas (RALDH1, RALDH2 vy
RALDH3) que catalizan la Ultima etapa en su sintesis y por la enzima de metabolizacion
del &cido retinoico, el citocromo P450 (CY P26).

1.2. Estructura.

Los miembros de la superfamilia de receptores nucleares son proteinas que
presentan una organizacion modular, con un dominio centra de unién a DNA que se
denomina DBD o dominio C, que esta muy conservado y que les caracteriza. Ademas de
este dominio de union al DNA, suelen diferenciarse: una region N-terminal (6 dominios
A/B), que es una region no conservada, de tamafio e importancia funcional muy variable; y
una region Gterminal que engloba una region bisagra (6 dominio D) y € dominio de
unién a ligando (LBD o dominio E), que es un dominio también conservado en esta
superfamilia aungue menos que e DBD. En algunos receptores se considera también una
region C-terminal (dominio F) de funcion desconocida (Hollenberg y cols., 1985, Kumar y
cols, 1987) (Fig. 1).

DBD LBD
N N c B E F -C
- )
F-1 AF-2
L 1 Transactivacion
L 1 Dimerizacion
Unién del ligando
— Unién al DNA
— Localizacion nuclear

Figura 1: Estructura general de los receptores nucleares y localizacion de sus principales funciones. En
el esquema aparecen indicadas | as regiones mencionadas, asi como las funciones en que se han implicado.

Region N-terminal.

Esta region es la mas variable, tanto en tamafio como en secuencia y funcion. En
algunos receptores como por gemplo los receptores de hormonas esteroideas, juega un
papel importante en la induccion de la transcripcién ya que se ha descrito en esta region un
dominio AF-1 que esta implicado en la transactivacion independiente de ligando. En otros
casos como por gemplo e receptor de hormona tiroidea esta region es muy cortay no se
requiere para la transactivacion. En € caso de receptores con multiples isoformas, esta

region N-terminal es la mas divergente de todas. Frecuentemente esta region es la diana de
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fosforilacion para varias rutas de sefializacion, pudiendo afectar, significativamente, esta
modificacion a su actividad transcripcional (Shao y Lazar, 1999). Los receptores de &cido
retinoico RARs (alpha, betay gamma) pueden ser fosforilados por quinasas dependientes
de ciclinas y esta fosforilacion es importante en la activacion transcripcional, dependiente e
independiente de ligando (Rochette-Egly y cols., 1997; Rochette-Egly y cols., 1992
Tangjay cols., 1997). En concreto, los residuos de serina en € dominio B, S74y S77 para
RARa; 0 S66 y S68 para RARg, son fosforilados por la CDK7 de THIIH y estos residuos
son importantes para la actividad AF-1 y la transcripcion de genes inducibles por acido
retinoico. Los receptores de estrégenos pueden ser fosforilados por MAPK, en los residuos
de serina S118 para ERa, S85 y S105 para ERb, lo que aumenta su actividad
transcripcional (Kato y cols., 1995; Rochette-Egly, C. 2003). El dominio AF-1 del PPARa
también es fosforilado en los residuos de serina S12 y S21 por MAPK, o que aumenta su
actividad transcripcional (Juge-Aubry y cols., 1999); sin embargo, la fosforilacion por
MAPK de la region N-terminal de PPARg, en e residuo S112, reduce su actividad
transcripcional (Shao y cols.,, 1998). La fosforilacion dependiente de MAPK de RXR

tambi én altera las acciones biol égicas de este receptor (Solomon y cols., 1999).

Dominio de union a DNA (DBD).

Es e dominio més conservado en los receptores nucleares y les confiere la
habilidad de reconocer secuencias especificas en e DNA. Esta formado por una secuencia
de 66 a 68 aminoacidos, en la que varios aminoacidos, incluyendo 9 cisteinas, estén
conservados en toda ella (Fig 2). Las 4 primeras cisteinas y 4 de las 5 ultimas se coordinan
con un aomo de zinc, formando o que se denominan "dedos de zinc". Estos dedos de zinc
contienen 4 Cys y son diferentes de los dedos de zinc clasicos (2 His y 2 Cys),
inicialmente descritos en el dominio de union al DNA del factor de transcripcion TFIIA
de Xenopus Laevis. Los dos dedos de zinc de esta superfamilia forman una unidad
funcional. Estudios de mutacién han permitido localizar dos secuencias en e DBD que
juegan un papel muy importante en e reconocimiento del DNA y que se denominan cagjas
P (Proximal) y D (Distal) (Fig. 3). Lacga P laforman 5 aminoécidos y estéd implicada en
la formacion de contactos directos proteinelDNA. En funcion de la secuencia de estos
cinco aminoéacidos, los receptores nucleares se dividen en dos grupos: los de tipo I, a que

pertenecen los receptores de esteroides (menos e de estrégenos) cuya secuencia es
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GSCKYV y que reconocen la secuencia AGAACA vy los de tipo 11, a que pertenece todo el
resto, cuya secuencia es EGCKG/A y que reconocen la secuencia AGGTCA. LacgaD
contiene también cinco aminoacidos poco conservados, pero esenciales para la
dimerizacién del receptor. En e caso de los receptores TR, RAR, VDR y PPAR, la unién
mas estable a DNA es en forma de heterodimeros con RXR (Yuy cols., 1991; Williamsy
Brent, 1992).

10 20 30
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Figura 2: Comparacién de los DBD de receptores nucleares de tipo | y I1. El dominio de unién a DNA o
DBD es el dominio mas conservado entre los miembros de la superfamilia de receptores nucleares. Varios
aminoécidos (marcados con un asterisco), incluyendo 9 cisteinas son conservados entre ellos. En funcién de
la secuencia de la caja P se distinguen dos tipos de receptores nucleares: los receptores de tipo | que
contienen la secuencia GSCKV y que reconocen la secuencia AGAACA vy los receptores de tipo Il que
contienen la secuencia EGCKG/A y que reconocen la secuencia AGGTCA. En esta figura se ven también
representadas las cajas T y A correspondientes a la extensién Gterminal (CTE) del receptor de hormona
tiroidea, TRb; (Yen, P. M. 2001). Lacaja T permite el contacto con el DBD de RXR y estos contactos por
dimerizacién estabilizan la unién del receptor al DNA. La caja A, descrita por primera vez en €l receptor
huérfano NGFI-B, estabiliza la unién del DBD al DNA y confiere a los TRs la habilidad de unirse como
monomeros a elementos octaméricos: TAAGGTCA (Katz, R. W. and R. J. Koenig 1994).

A continuacion de los dos dedos de zinc se sitda la denominada extension
C-terminal (CTE) que contiene las llamadas cgas T y A que son importantes parala union
a DNA (Fig. 2). La cga T pemite e contacto con e DBD de RXR. La
heterodimerizacion con RXR es crucial para la unién de los receptores nucleares a
elementos HRES asimétricos, dado que los contactos por dimerizacion estabilizan la unién
al DNA y determinan el numero de nucledtidos que separan los motivos hexaméricos de
un elemento HRE. La cga A, descrita por primera vez en € receptor huérfano NGFI-B,
estabilizalaunion del DBD a DNA.
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Figura 3 Estructura de los dedos de Zinc de receptores nucleares de tipo I1. En cada uno de los dedos
de zinc, cuatro residuos de cisteina se coordinan con un &omo de zinc. Aparte de las 9 cisteinas conservadas,
se muestran también varios aminoéacidos representados por sus letras correspondientes y que también son
conservados. La cgja P esta implicada en el reconocimiento del elemento de respuesta y participa a la
formacion de contactos directos proteina/l DNA. Los residuos de la caja D forman una interfase esencial para
lahomo o heterodimerizacion del receptor.

Region C-terminal.

Engloba un dominio de union a ligando (LBD 6 dominio E) y una regién bisagra
intermedia (dominio D) que actia como bisagra entre el DBD y e LBD, permitiendo la
rotacion del primero. En muchos casos el dominio D posee sefiales de localizacion nuclear
y contiene residuos cuya mutaciéon impide la interaccién con correpresores. El LBD esta
formado por aproximadamente 210 aminoécidos y es muy complgjo ya que lleva a cabo
multiples funciones: union de ligando, dimerizacion y transactivacion. En el
reconocimiento del ligando participa la mayor parte del LBD que es necesario para €
plegamiento y la formacion del sitio de unidén. Dos regiones son criticas para la
dimerizaciéon: € subdominio Ti (inhibidor de la transcripcién), situado en una region
central y cuya mutacion impide la formacion de homo y heterodimeros; y una regiéon de
unos 100 aminoacidos gque se encuentra en su mitad Gtermina y en la que se localizan
nueve repeticiones de un heptapéptido de aminoacidos hidrofébicos y que presenta cierta
similitud con la cremallera de Leucina y € motivo hélice-vuelta-hélice de otros factores
de transcripcion capaces de dimerizar. En el caso de los receptores TR, en lasregiones N y
C-terminales del LBD se encuentran ademas otros dos subdominios 1y 2, que participan
mas directamente en la unién del ligando. Por ultimo el LBD contiene también una zona

capaz de activar la transcripcién dependiente de ligando (AF-2). Se piensa que este
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dominio, AF-2, interacciona con otros factores (coactivadores) necesarios para dicha

transcripcion (Leey cols., 1995; Ofate y cols., 1995).

1.3. Elementos de respuesta a hormonas.

Los receptores nucleares regulan la transcripcion de aquellos genes que tienen en
su promotor secuencias especificas de DNA, gque se denominan elementos de respuesta a
hormonas (HRES), y a las cuales se unen (Tabla 1). Los HREs estén constituidos por
repeticiones de un motivo hexamérico (secuencia nuicleo) cuya disposicion varia de unos
factores de transcripcién a otros. Las secuencias nucleo fundamentales son: 5'-AGAACA-
3', que es reconocida por los receptores de hormonas esteroideas, excepto e receptor de
estrogenos, en forma de repeticion invertida separada por tres nucleétidos, y 5'-AGGTCA-
3, reconocida por los restantes miembros de la superfamilia. Esta ultima puede
presentarse en los HREs como una secuencia sencilla, como una repeticion directa o
inversa (Palindromo) y separadas o adyacentes. En el caso de |os elementos de respuesta a
T3 (TRE) las disposiciones encontradas con mas frecuencia son:

Hexadmeros en repeticion directa separados por cuatro pares de bases. DR4

(AGGTCANNNNAGGTCA)

Palindromos sin ninglin nucledtido de separacion: IRO (AGGTCATGACCT)

Palindromos invertidos con seis 0 cuatro nucledtidos de separacion: |P6

(TGACCTNNNNNNAGGTCA) o IP4 (TGACCTNNNNAGGTCA).
Para los elementos de respuesta a AR (RARES) se han encontrado disposiciones de
hexameros en repeticion directa separados por dos o cinco pares de bases, (DR2, DR5),
elementos palindromicos (IR0 e 1P9) y también son capaces de unirse a TRES. En € caso
de los PPARS, sus elementos de respuesta (PPRES) son repeticiones directas pero del tipo
DR1 (Aranda, A y Pascua A., 2001). Los elementos de respuesta a VD3 se conocen con €l
nombre de VDREs y son repeticiones directas (DR3) o inversa (IP9) del motivo
hexamérico AGGTCA.
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_— _— -
GH derata -190 AAGGTAAGATCAGGGACGTGACCGC-166

—_— .

ME de rata -287 AGGACGTTGGGGTTAGGGGAGGACAGTG-260
TSHa derata -74 TGGGCTTAGGTGCACGTGGGAGCA-38

—_— >

TSHb derata -22 TGAACAGAGTCTGGGTCATCACAGCATTAACH9
— — — >
Pcp-2 deratén -295 AGGCCTTCTCAGGTCAGAGACCAGGAGA-268

- D
MBP -186 AGACCTCGGCTGAGGACACGGCGG-163
_— —_—

S14 derata -2582 GCCTAGGGCATTCTGGGTGAGGTTA-2558
E— E—
MHCa derata -160 CTGGAGGTGACAGGAGGACAGCAGCCCTGA-131

<+ —>

C/EBPa derata- 607 TGGGGTCGCCTGGAGTTCAGAGATAA-582

Tabla 1 Elementos de respuesta a la hormona tiroidea GH: hormona de crecimiento; ME: enzima
malica; TSH: tirotropina; Pcp-2: gen especifico de las células de purkinje; MBP: proteina béasica de mielina,
S14 (Spot 14): gen hepatico implicado en la lipogénesis; MHC: cadena pesada de la miosina; C/EBP:
CCAAT/Enhancer Binding Protein.

1.4. Receptores de hormona tiroidea (TRS).

Las primeras indicaciones de que la hormona tiroidea podria actuar a través del
nucleo las obtuvieron Tata 'y colaboradores, |os cuales observaron que la administracion de
T3 aumentaba |la tasa de sintesis de RNA en higado de rata (Tata, J. R., L. Ernster, et al.
1963; Tata, J. R. and C. C. Widndll, 1966). En 1972, Oppenheimer y cols. demostraron la
existencia de receptores especificos de T3 en nucleos de higado y rifibn y més tarde en
nucleos de cerebro, corazén e hipdfisis anterior (Oppenheimer y cols. 1974). Pero no fue
hasta 1986 cuando, de forma paralela, en los laboratorios de Vennstrom (Sap y cols,,
1986) y Evans (Weinberger y cols., 1986) se clonaron los receptores nucleares especificos
deT3.

Como todos los miembros de la superfamilia de receptores nucleares, |os receptores
de hormona tiroidea presentan una organizacion modular, con € dominio central de union
a DNA 6 DBD, que les caracteriza. La cgja A confiere a los TRs la habilidad de unirse
como monémeros a elementos octaméricos Katz, R. W. and R. J. Koenig 1994). La
secuencia en la region bisagra 6 dominio D (que separa €l DBD del LBD) se encuentra
muy conservada entre las distintas isoformas del receptor de la hormona tiroidea y es
importante en la interaccion con correpresores transcripcionales. EI LBD no sélo es

necesario parala unién de la hormona tiroidea sino que también juega un papel importante
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en los procesos de dimerizacion, transactivacion y represion basal por TR libre (sin
ligando). Los receptores de T3 actlan como factores de transcripcién dependientes de
ligando, y son capaces de unirse a los elementos de respuesta presentes en los promotores
de los genes diana como mondmeros, homodimeros o heterodimeros con e receptor del
&cido 9 cis-retinoico (RXR).

Se han caracterizado dos genes que codifican los receptores de T3, €
TRa (NR1A1l) y e TRb (NR1A2) (Weinberger, C. y cols. 1986; Sap, J. y cols., 1986;
Lazar, M.A. 1993; Nuclear receptors committee, 1999) situados respectivamente en los
cromosomas 17 y 3 en e hombre. De cada uno de €los se origina mas de una proteina
(Fig. 4) (Mitsuhashi y cols., 1988; Izumo y cols., 1988).

Isoformas TRa.

En mamiferos, se origina a partir del gen NR1A1 un dnico transcrito inicia que
por procesamiento alternativo da lugar a tres mMRNAS que codifican tres proteinas NR1A1
a, by c; delos cuaes sdlo NR1Ala(TRa1) une T3y estimulala transcripcion en respuesta
alahormona. NR1A1by c difieren de NR1A1la por su extremo C-termina. TRa 1 de pollo
es e homdlogo celular del oncogén viral verbA, gue coopera con verbB a la hora de
transformar el precursor de eritroblastos e inducir la eritroblastosis aguda en pollos
(Goldberg y cols., 1989). La proteina NR1A1b (TRa,) carece de los ultimos 40
aminoacidos de TRa i1 que son sustituidos por otra secuencia muy conservada de 120
aminoécidos en humanos y 122 en rata y raton. Estas modificaciones hacen que esta
proteina sea incapaz de unir T3, aunque es capaz de unirse especificamente a TRES, pero
con bagja afinidad. NR1A 1b funciona en experimentos de transfeccion como un antagonista
de los receptores de T3, tanto de TRa 1, como de TRb; (Koening y cols., 1989, Lazar y
cols., 1989). Esta inhibicion no parece solo debida ala competicion por el sitio de union en
el DNA sino que también es consecuencia de la formacion de heterodimeros inactivos con
TRs activos 0 con otros factores capaces de formar heterodimeros, como son € RAR,
RXR 0 COUP-TF (Berrodin y cols., 1992). Formas cortas de receptoresa (p28 y p43) han
sido caracterizadas en ratones (Fig. 12) (Chassande y cols., 1997). En €l apartado 5.1
hablamos de como se originan, de sus estructuras y de sus posibles funciones en la

mitocondria.

10
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|soformas TRb.

A partir del gen TRb (NR1A2), se originan por uso alternativo de tres promotores
diferentes y posterior corte y empame, tres isoformas TRb1, TRb, y TRb3 (NR1A2a, by
¢) que unen T3y divergen entre ellas en laregion N-termina (Williams, G. R. 2000; Yen,
P. M., 2001). Ademés estas isoformas difieren claramente en su patron de expresion.
NR1A2a (TRb1) y NR1A2c (TRb3) se expresan en una amplia gama de tejidos, NR1A2a
presenta altos niveles en el cerebro, higado y rifion y NR1A2c en el higado, rifion y
pulmén. La expresion de NR1A2b (TRby) esta limitada a la hipéfisis anterior y a areas
especificas del hipotdlamo, donde media la autorregulacion del gje hipotdlamo- hipéfisis-
tiroides. NR1A2b inhibe la transcripcion de los genes de TSHa (Hormona a estimuladora
de latiroides) y delasubunidad b (Abel, E. D. et a. 1999) mediante su unién a el ementos

de respuesta negativos presentes en sus genes (Burnside y cols., 1989).
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Figura 4 Estructura de los diferentes productos codificados por los dos loci del receptor de hormona
tiroidea en rata. Los porcentajes se refieren a la homologia de secuencia de esa region con respecto a la
correspondiente del TRb,. A partir del gen NR1A2 (TRb), se originan por uso alternativo de tres promotores

diferentes tres isoformas TRb;, TRb, y TRbs que divergen entre ellas en la region Nterminal. Por el
contrario, a partir del gen NR1A1 se origina un Unico transcrito inicial que procesamiento alternativo da
lugar atres proteinas NR1A2 a, by ¢; de los cuales slo NR1A2a (TRa;) es capaz de unir T3. Las proteinas

NR1A1b y c carecen de los 40 Ultimos aminoacidos de TRa; y son sustituidas por otras secuencias muy
conservadas, por 10 que son incapaces de unir T3.

11
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1.5. Receptoresderetinoidesy dela vitamina Ds.

En e caso de los retinoides, existen dos tipos de receptores nucleares encargados de
transducir la sefial, los receptores del &cido todo-trans retinoico (RAR) y los receptores del
acido 9 cis-retinoico (RXR). Ambos estan codificados en tres genes diferentes @,b y g),
cada uno de los cuales mediante procesamiento aternativo o € uso de distintos promotores
generan diferentes isoformas, con un patron de expresion diferencial durante el desarrollo
y la diferenciacion (Fig 5). Como los otros miembros de la superfamilia de receptores
nucleares, los RARs y RXRs tienen una organizacion modular; los RARs estén
compuestos de seis dominios (A-F) y los RXRs de cinco dominios (A-E). Se han
caracterizado en ratdn siete isoformas del RARa, cuatro del RARb y siete del RARg
(Giguere, V. et a. 1990; Kastner, P. et a. 1990; Leroy, P. et a. 1991; Zelent, A. et al.
1991; Nagpal, S., A. et a. 1992).

A/B C D E/F
1 88 154 200 462
mRARa, (NR1B1a) B o:D | LBD |
1 81 147 193 448
mRARDb; (NR1B2a) I o | 80% |
1 79 145 191 447
mRARg, (NR1B3b) N o | 71% |
A/B C D E
1 140 205 230 467
mRXRa, (NR2B1a) | peD N LBD |
1 82 147 171 410
mMRXRb, (NR2B2a) B o | 87% |
1 135 200 225 463
mRXRg, (NR2B3a) | 5% I 86% |

Figura 5. Esguema ilustrativo de la estructura general de los receptores RARs y RXRs en ratén. Los

receptores RARs y RXRs estan codificados en tres genes diferentes (a, b y g que mediante procesamiento
aternativo y/o el uso de distintos promotores generan diferentes isoformas. Los porcentajes se refieren ala

homol ogia de secuencia de esaregién con respecto ala correspondiente de RARa; 0 RXRaj.
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Muy recientemente, en humano, se ha identificado una forma truncada del RARa 1
(RARa;1DBC) que carece de los dominios AF-1 de transactivacion independiente del
ligando y DBD de union a DNA (Parrado, A. et a. 2001). El &cido todo-trans o 9cis
retinoico gerce sus efectos fisioldgicos activando su receptor, € cua a su vez activa la

transcripcion de ciertos genes uniéndose a sus elementos de respuestas, RARES 0 RXREs.

Por el contrario, hasta la actualidad sdlo se conoce un Unico gen para el receptor de
la vitamina Ds; que en & humano esta situado en e cromosoma 12. Por uso alternativo de
distintos promotores, este gen codifica dos receptores de vitamina D;: VDRA y VDRB;
(Crofts, L. A. et al. 1998; Sunn, K. L. al. 2001), los cuales divergen entre ellos en laregion
N-termina (Fig 6). VDRB; tiene 50 aa més que de VDRA.

AIB C D E
1 24 89 242 427
hVDRA Il DBD | LBD |
1 74 139 292 477

hVDRB1 | |

Figura 6: Estructura general de los receptores VDRs en humano. Un Unico gen, por uso alternativo de
distintos promotores da lugar a dos isoformas del receptor de vitamina D;, VDRA (NR1l1la) y VDRB1
(NR1I1b). Estas isoformas divergen entre €ellas en la region N-terminal; VDRB; contiene 50 aa mas que
corresponden alaregion 5’ no traducidade VDRA.

1.6. Receptores activados por proliferadores de per oxisomas.

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) fueron
inicialmente clonados como receptores nucleares que median los efectos de una serie de
compuestos sintéticos denominados proliferadores peroxisomales ya que inducen la
formacion de estas estructuras subcelulares. Posteriormente se puso de manifiesto que
estos receptores tenian otros ligandos naturales como acidos grasos y eicosanoides que son
derivados del acido arachidonico fundamentalmente, y que se sintetizan bien a través de la
via de la lipooxigenasa que da lugar a leukotrienos o Mia la ciclooxigenasa que produce
prostaglandinas. Como otros receptores nucleares, los PPARSs actlan uniéndose a sus
elementos de respuesta (PPRES) en sus genes diana, formando heterodimeros con € RXR.
Hasta la fecha se han clonado tres genes diferentes;, a, dy g (Fig 7) (Tontonoz, P. et al.
1994; Dreyer, C. et a. 1992; Kliewer, S. et a. 1994). Existen distintos ligandos para las

diferentes isoformas de los PPARs. PPARa es activado por écidos grasos insaturados de
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cadena larga, leucotrieno B4 y acido 8-hidroxi-eicosatetranoico (8-HETE) y drogas de la
familia de los fibratos. PPARg es activado especificamente por compuestos sintéticos con
capacidad antidiabética de la clase de los tiazolidinedionas (TZDs), y por compuestos
naturales como los acidos 9 y 13 octadecadienoicos (Nagy, L. et a. 1998) y la
prostaglandina 15d-PDJ,, su ligando més potente caracterizado hasta la fecha. La isoforma

d es activada por écidos grasos de cadena larga saturados e insaturados y 15d-PDJ,.

AB C D E/F
1 101 166 244 468
hPPARa (NR1C1) B o0 | LBD |
1 72 137 215 441
hPPARd (NR1C2) I s | 70% |

251 477

1 110 175
hPPARg (NR1C3a) [ [ERD | 68% |

Figura 7 Esquema ilustrativo de h estructura general de los receptores PPARs de humano. Los
porcentajes se refieren a la homologia de secuencia de esa region con respecto a la correspondiente del
PPARa. Tres genes diferentes codifican para PPARa, dy g PPAR(NR1C3) tiene dosisoformasg y .

2. MECANISMOS DE REGULACION DE LA TRANSCRIPCION POR
RECEPTORESNUCLEARES.

La RNA polimerasa Il requiere para una accion eficaz del concurso de dos tipos de
factores de transcripcion: los factores de transcripcion bésales o generales (GTFs) y los
factores de transcripcion especificos. Estos Ultimos, entre los cuales se incluyen los
receptores nucleares, dependen para su accion de secuencias especificas del DNA y que
generamente estan localizadas 5 de lugar donde se une la RNA polimerasa Il. La
formacion eficiente del complejo de preiniciacion de la transcripcion, requiere de ambos
tipos de factores de transcripcion e implica no solamente una interaccion directa entre 1os
factores de transcripcion y la RNA pol Il sino también una accion indirecta a través de la
modificacién de la estructura de la cromatina. Al contrario que los receptores de esteroides
gue se localizan en @ citoplasma unidos a proteinas de choque térmico (Dalman y cols.,
1990); los receptores de hormona tiroidea, retinoides, vitamina D3 y proliferadores
peroxisomales (TR, RAR, RXR, VDR y PPAR) se encuentran constitutivamente
localizados en € nucleo unidos a sus secuencias diana, aun en ausencia de hormona (L azar
y cols., 1991; Ribeiro y cols,, 1992). En ausencia de ligando, estos receptores se unen a

factores correpresores y reprimen activamente la expresion de los genes diana inducidos
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por e ligando. En presencia del ligando, el receptor experimenta un cambio
conformacional, 10 que le permite separarse de los correpresores y reclutar multiples
complejos coactivadores, resultando en una activacion de la transcripcion (Aranda A 'y
Pascual A, 2001). Ademés de este control positivo, estos receptores son capaces de
reprimir determinados genes en respuesta a ligando (genes regulados negativamente), y

cuyo mecanismo es mucho menos conocido que en el caso de los genes inducidos.

E— { Diferenciacion,

Crecimiento,
Control de metabolismo,... _/

\ Proteina

Figura 8 Mecanismo de accién de la hormona tiroidea. La hormona tiroidea y su precursor (3,5,3,5'
tetraiodotironina, T4) vigjan por el torrente sanguineo asociadas a proteinas transportadoras. La T4 es
convertida a T3 en la célula mediante actividades desiodasas, y es esta Ultima la que se une a su receptor
nuclear (TR). El complejo hormona-receptor es capaz de unirse a su vez a elemento de respuesta a T3
(TRE), generalmente en forma de heterodimeros con RXR. Este proceso origina una respuesta a nivel de
transcripcion, produciendo los diversos efectos biol 6gicos.

2.1. Represion basal - Correpresores.

Los correpresores son proteinas que interaccionan con |os receptores nucleares sin
ligando, aporeceptores, mediando la represion de la transcripcion de genes con HRES
positivos. Por ensayos de interaccién de doble hibrido en levaduras se han identificado dos
proteinas correpresoras principales: SMRT (glencing mediator of retinoid and thyroid
hormone receptor) y N-CoR (nuclear receptor corepressor), que interaccionan con los
receptores nucleares en ausencia del ligando, es decir se unen a los aporeceptores (Chen y
Evans, 1995, Horlein y col, 1995). Ambas proteinas contienen dominios de represion y
funcionan favoreciendo el reclutamiento de un complejo que contiene SIN3, desacetilasas
de histonas (HDACs) y muchas otras proteinas (Figura 9). La desacetilacion de histonas se
piensa que favorece un mayor empaguetamiento de nucleosomas generando una estructura

menos accesible a la maquinaria de la transcripcion y cuyo resultado es un potente



I ntroduccion

mecanismo de inhibicién de la expresion genica. Cuando se une el ligando se provoca un
cambio conformacional en € receptor. Las proteinas correpresoras son liberadas
permitiendo asi € reclutamiento de los coactivadores y la activacion de dicha
transcripcion. El dominio de transactivacion dependiente de ligando (AF-2) juega un papel
crucial en la disociaciéon de estos cofactores (Barettino y cols., 1994; Danielian y cols,,
1992; Durand y cols., 1994; Webster y cols., 1988).

2.2. Activacion transcripcional - Coactivador es.

L os coactivadores son proteinas capaces de potenciar la actividad de los receptores
nucleares remodelando la estructura de la cromatina asi como reclutando la maquinaria
basal de transcripcion. Al contrario de los correpresores, la interaccion de los
coactivadores con |os receptores nucleares requiere la union del ligando, es decir se unen a
los holoreceptores. Existen varios tipos de coactivadores: complejos remodeladores de
nucleosomas dependientes de ATP (SWI/SNF, BRG/hBrm), coactivadores con actividad
acetiltransferasa de histonas (p/CAF, CBP/p300, p160/SRC y TAF,;250), y los complegjos
tipo TRAP/DRIP/ARC que son reclutados de modo dependiente de ligando por los
receptores nucleares a través de la subunidad TRAP220/DRIP205.

Complegosremodeladores de la cromatina dependientes de ATP.

Una de las primeras funciones de los receptores nucleares seria de facilitar €
acceso de la maguinaria basal de transcripcién a promotor parainiciar latranscripcion. Ya
gue las unidades transcripcionales incluidas en la cromatina estan reprimidas comparando
con e DNA desnudo, se piensa que moléculas cuyo papel seria de vencer los
impedimentos estéricos que impone la estructura de cromatina se reclutarian en etapas
tempranas del mecanismo de accion de receptores nucleares. Dos tipos de moléculas estan
implicadas en la remodelacion de la cromatina: los complejos remodeladores de
nucleosomes dependientes de ATP y los complejos con actividad acetiltransferasa de
histonas. Los complejos con actividad remodeladora de cromatina interaccionan con |os
receptores nucleares y son reclutados de un modo dependiente de ligando. Estos complejos
utilizan la energia proveniente de ATP y alteran la estructura de la cromatina; y permiten
por lo tanto el mayor acceso de la maquinaria de transcripcion ala region promotora de los

genes diana. Al menos dos complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP
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han sido identificados en levaduras. RSC fomdeling the strucuture of chromatin) y
complgjo SWI/SNF. ElI complejo SWI/SNF facilita la union a DNA nucleosoma de
factores de transcripcion especificos y puede provocar cambios en la estructura de la
cromatina de manera dependiente de ATP (Owen-Hughes, T. et a. 1996). De este
complgjo SWI/SNF forma parte el producto del gen SWI2/SNF2 que es homologo de
ATPasas dependientes de hélices DNA/DNA. Homdlogos de SWI2/SNF2 también se
encontraron en D. Melanogaster (Brahma) y mamiferos (BRG1, hBrm) en los que forman
parte de diversos compleg os multiméricos. Ademés, complejos remodel adores similares al
complegjo SWI/SNF han sido caracterizados en D. Melanogaster, incluyendo NURF
(nucleosome remodeling factor), ACF (ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling
factor) y CHRAC (chromatin accessibility complex). Todos estos complejos contienen
ISWI (imitation SM) que es un miembro de la familia SWI2/SNF2 (Glass, C. K. and M.
G. Rosenfeld 2000) e interaccionan con los receptores nucleares y son también reclutados
de un modo dependiente de ligando.

Complegjos con actividad acetiltransfer asa de histonas.

Otras proteinas capaces de interaccionar directa O indirectamente con los
holoreceptores y potenciar su transactivacion son SRC-1/N-CoA (Seroid receptor
coactivator 1, Nuclear receptor coactivator) (Ofiate y cols., 1995), CBP (CREB binding
protein), p300 (proteina que se une a factor E1A de adenovirus) y pCAF (p300/CBP
associated factor). Todas estas proteinas tienen en comin que poseen actividad
acetiltransferasa de histonas y ademas son capaces de reclutar otras histona
acetiltransferasas (HAT). La mayoria de los coactivadores de receptores nucleares
identificados por ensayos de interaccion de doble hibrido en levaduras, pueden ser
clasificados en dos grandes grupos: la familia de p160/SRC (SRC-1/NcoA-1, TIF-2/GRIP-
1/NCoA-2/SRC-2 y AIBL/pCIPIACTR/RAC3/ TRAM-VUSRC-3) y la familia de
CBP/p300. Coactivadores que no forman parte de estos dos grupos incluyen PGC-1,
ARAT0, pCAF y NRIF3. Las histonas mantienen &l promotor en un estado transcripcional
reprimido a través de contactos el ectrostéticos entre las cadenas laterales de lisina cargadas
positivamente y los grupos fosfato del DNA cargados negativamente. Mientras, la accién
de los complgjos con actividad ATPasa afecta en gran parte a grandes dominios de

cromating, la accion de los complegos con actividad acetiltransferasa acetila las histonas,
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gue modulan la accesibilidad de los factores de transcripcion al promotor (Wolfe, 1994 y
1996, Felsenfeld y cols., 1996 y Pruss, 1996).

complgo TRAP/DRIP/ARC

Recientemente, se han aislado complgos multiproteicos denominados TRAP
(thyroid receptor associated proteins), DRIP (vitamin D receptor interacting proteins) y
ARC (activator recruited cofactor) que interaccionan con & dominio AF-2 de los
hol oreceptores nucleares (Fondell y cols., 1996; Rachez, C. et a. 1998). Se ha visto que €l
complejo DRIP/TRAP es capaz de aumentar la activacion dependiente de ligando del
receptor de T3 en un sistema celular sobre moldes de cromating, 1o cual sdlo se habia
demostrado que ocurriacon SRC-1 (Liuy cols., 1999). También se ha demostrado que este
complejo es capaz de potenciar la accion de otros receptores nucleares y esto ha sido
interpretado como una regla genera en la sefializacion mediada por receptores nucleares.
Los componentes del complejo DRIP también se han visto que son casi idénticos a los del
complejo ARC que es esencial para muchos factores de transcripcion como p.ej SREBP,
NFkB y VP16 (Naar, A. M. et a. 1999; Rachez, C. et a. 1999). Estos complejos favorecen
el reclutamiento de componentes de la maquinaria basal de transcripcidn, incluida la RNA
polimerasa y de esta manera favorecerian la induccién de la transcripcion por los

correspondientes receptores nucleares.

Recientemente se ha observado que algunos coactivadores también interaccionan
con el dominio AF-1, como es el caso del coactivador p160 con TRb2 (Oberste-Berghaus
y cols., 2000). Esta interaccion parece estar implicada en la cooperatividad observada entre
los dominios AF-1 y AF-2. Por otro lado, los dominios AF-1 pueden ser regulados por
rutas de sefializacion de quinasas. De hecho, la fosforilacion en dos residuos de serinaen €
dominio AF-1 de ERb por MAPK contribuye a reclutamiento de SRC-1 (Tremblay y
cols., 1999).

Todo esto ha llevado a la propuesta de un modelo en tres etapas para la regulacion
por TRy gque podria extenderse a otros receptores nucleares (Fig. 9).
1. Cuando € elemento de respuesta a T3 aparece expuesto en la superficie de un

determinado nucleosoma en la cromatina, el TR sera capaz de unirse a é. (Wong y
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cols.,, 1995). El receptor, una vez unido y en ausencia de hormona, se une a
determinados correpresores (SMRT/NcoR) que reclutan desacetilasas de histonas
(HDAC) bien directamente, o0 através de su interaccion con SIN3 (Nagy y cols., 1997;
Huang y cols., 2000; Kao y coals., 2000; Guenther y cols., 2000). La desacetilacion de
histonas conlleva una compactacién de la cromatina y una represion transcripcional
(Heinzel y coals., 1997; Alland y cols., 1997).

2. Al unirse la hormona, el receptor reclutaria coactivadores con actividad
acetiltransferasa (coactivadores p160, como pCIP o SRC-1; CBP/p300 y pCAF) que
relajan locamente la estructura de la cromatina y liberan la represion transcripcional,
facilitando la actividad de la maquinaria de transcripcion basal. (Mizzen y cols., 1996;
Wong y cols.,, 1997). Existen muchas interacciones proteinaproteina entre estos
componentes. CBP/p300 interacciona con € receptor, los coactivadores p160 y pCAF
a través de dominios independientes. De igual manera, e receptor se une a CBP/p300,
coactivador pl60 y a pCAF. pCAF también se une directamente a CBP/p300,
coactivador p160 y al receptor.

3. Una Ultima etapa involucra € desplazamiento de los complejos con actividad
acetiltransferasa y e reclutamiento de los complegjos tipo TRAP/DRIP/ARC que a su
vez interaccionan con los componentes de la maguinaria basal de transcripcion,

incluidala RNA polimerasall.

Ademas de su interaccién con coactivadores y correpresores, 10s receptores de T3
son capaces también de interaccionar con elementos de la maquinaria bésica de
transcripcion como TBP, TFIIB y aguno de los factores asociados a TBP (TAFs) (Tone 'y
cols., 1994; Petty y cols., 1996), de forma que facilitarian € reclutamiento de dicha

maguinaria en los sitios de inicio de la transcripcion.
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Nucleosomas

Ligando, TRAPs
Ligando, HATS,

pCAF N-CoR/SMRT/SIN3/HDAC

p300/CBP.

Figura 9 Modelo de regulacion transcripcional por €l receptor de hormona tiroidea. La estructura de la
cromatina determina la accesibilidad del elemento de respuesta a T3 (TRE) en la superficie de un octamero
de histonas. Tras unirse, e heterodimero RXR/TR sin hormona, recluta el complejo de correpresores
(SMRT, N-CoR, SIN3) y desacetilasas (HDAC) lo que aumenta la represion. La unién del ligando (T3)
induce un cambio conformacional, lo que permite la captacién de proteinas con actividad acetiltransferasa
(p300/CBP, pCAF, SRC-1) que acaban con las interacciones que en las histonas mantienen reprimido al
DNA. Una ultima etapa involucra el desplazamiento de los coactivadores y la union de los TRAPSs, y por
consiguiente lainteraccion del complejo receptor-TRAPS con el complejo de preiniciaciéon.
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3. LAMITOCONDRIA.

3.1. Introduccion.

Las mitocondrias son los organulos subcelulares en el que ocurre la etapa final de la
oxidacion de los nutrientes. Es e lugar donde se producen € ciclo del acido citrico, la
oxidacion de los acidos grasos y la fosforilacion oxidativa, procesos que generan la mayor
parte de la energia celular en condiciones aerébicas. El nimero de mitocondrias de las
células varia mucho, asi como su tamafio. Una mitocondria tipica de mamifero tiene un
diametro de 0.2 a 0.8 nm y una longitud de 0.5 a 1.0 nm. Este organulo se encuentra
limitado por dos membranas concéntricas que tienen propiedades y funciones bioldgicas
marcadamente diferentes. Las enzimas responsables del ciclo del &cido citrico y de la
oxidacion de los écidos grasos estén localizadas en la matriz, & cual contiene ademés
varias moléculas de DNA circular, ribosomas y las enzimas necesarias para la biosintesis
de las proteinas codificadas en el genoma mitocondrial. La mitocondria no es, sin embargo,
genéticamente auténoma, y los genes que codifican la mayoria de las proteinas
mitocondriales se encuentran en e DNA nuclear. La mitocondria esté4 especializada en
oxidar ee NADH y el FADH2 producidos en las reacciones de la glicdlisis, € ciclo del
acido citrico y la oxidacion de los acidos grasos a través de una cadena transportadora de
electrones cuyo aceptor fina es € oxigeno molecular (O2). Los complejos proteicos que
integran esta cadena de transporte se encuentran localizados en la membrana mitocondrial

interna, igual que laenzima que sintetizael ATP, la ATP sintasa.

Los complegjos proteicos que integran la cadena transportadora de electrones se
denominan NADH-ubiquinona oxidoreductasa o Complejo |, succinato-ubiquinona
oxidoreductasa o Complejo 1, ubiquinol-citocromo ¢ oxidoreductasa o Complejo 11l y
citocromo ¢ oxidasa o Complejo 1V. Estos complejos son los encargados de transferir los
electrones de compuestos de bajo potencial redox (NADH) hasta €l oxigeno, que posee un
alto potencial redox, a través de una serie de centros redox que contienen metales de
transicion, particularmente hierro, 6 grupos organicos prostéticos. Este proceso libera una
enorme cantidad de energia libre que la cadena respiratoria convierte en un gradiente de
protones y que €l complejo de la ATP sintasa utiliza para mantener niveles apropiados de
ATP en lacélula. De esta manera las mitocondrias, en condiciones aerdbicas, proporcionan

la mayoria de los requerimientos energéticos de las células (Fig. 10).
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Complejos I I Il \Y) ATP sintasa
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Figura 10. Esquema de la cadena de transporte situada en la membrana interna mitocondrial. En é se
muestran los complejos constituyentes de dicha cadena, a través de los cuales tiene lugar €l flujo de
electrones. UQ, Ubiquinona; ¢, citocromo c.

ATP

La NADH-ubiquinona oxidoreductasa (Complegjo I) cataliza la transferencia de
electrones desde e NADH a la ubiquinona (UQ), pequefia molécula liposoluble que &
reducirse se transforma en ubiquinol (UQH2). El complejo consta, al menos, de 16 cadenas
polipeptidicas (aunque en la enzima bovina se han descubierto 41 polipéptidos diferentes),
7 delas cuales estan codificadas en lamitocondria (ND1, ND2, ND3, ND4L, ND4, ND5 y
ND6) (Fig. 11), una molécula de mononucledtido de flavina (FMN) y de 16 a 24 atomos de
hierro no heminico que forman parte de numerosos centros Fe-S. Los electrones son
transferidos después desde la UQH2, un portador mévil, hasta la ubiquinona-citocromo ¢
reductasa. La succinato-ubiquinona oxidoreductasa (Complejo Il) también cataiza la
reduccion de la UQ ala UQHp. En este caso €l donador de electrones es el succinato, un
intermediario del ciclo del acido citrico, y € flujo de estos electrones tiene lugar via €
FADH2. Este complejo contiene 4 polipéptidos codificados en €l nlcleo, varios centros Fe-
Sy un citocromo. Los citocromos son un grupo de proteinas que contienen un grupo hemo
con un aomo de hierro y que acttan como portadores de un electron en las cadenas de
transporte. Existen tres clases principales de citocromos (a, b y ¢) que se diferencian en sus
espectros de absorcion de luz. La ubiquinol-citocromo ¢ oxidoreductasa (Complejo 111)
cataliza la transferencia de electrones desde la UQH2 al citocromo c. Consta de al menos 8
proteinas diferentes, una de las cuales esta codificada en el genoma mitocondrial. Incluye
varios tipos de citocromos (uno de los cuales, el citocromo b, esla proteina codificada en el
genoma mitocondria) (Fig. 11) y una proteina con un centro Fe-S. El citocromo ¢, una

pequefia proteina periférica de membrana, después de aceptar los electrones, difunde
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lateralmente por la superficie de la membrana y los transfiere a la citocromo ¢ oxidasa
(Complgio 1V o COX). Este complgo proteico es € componente final de la cadena

respiratoria y cataliza la reduccion, por 4 electrones, del Op a agua. En mamiferos consta

de 13 subunidades, | a lll codificadas en la mitocondria (COI, COIll y COIlll) (Fig. 11), y

IV aXIll en el nicleo. La COX contiene dos iones CL2* y los citocromos ay a3. Casi €l
90% del consumo celular de oxigeno se debe a la accion de la citocromo ¢ oxidasa. Los
complegjos de la cadena transportadora de electrones translocan protones desde la matriz
mitocondrial a espacio intermembranal. La membrana mitocondria interna es
impermeable a los protones, que por tanto generan un gradiente electroquimico. Estos
protones fluyen de nuevo a favor de dicho gradiente hacia la matriz, a través de un canal
formado por la ATP sintasa, la cual utiliza la fuerza protomotriz debida al gradiente de
protones para llevar a cabo la fosforilacion del ADP a ATP. Al proceso de transporte de
electrones y sintesis de ATP se le conoce globalmente como fosforilacion oxidativa. La
ATP sintasa consta de dos componentes, F1 y Fg. F1 contiene las subunidades cataliticas y

puede ser aislado como una ATPasa muy activa; Fg es un canal de protones que atraviesa

la membrana. Este complejo en mamiferos consta de al menos 9 cadenas polipeptidicas

diferentes, dos de las cuales se codifican en lamitocondria (A6 y A8) (Fig. 11).

3.2. El genoma mitocondrial.

La mitocondria posee su propio genoma, un codigo especifico propio y un aparato
especifico involucrado en la replicacién del DNA, expresion y sintesis de proteinas. Una
tipica célula de mamiferos contiene cientos de mitocondrias y cada una de ellas de 2 a 10
copias de una Unica molécula de DNA. EI DNA mitocondria es circular, pequefio y
enormemente compacto ya que carece de intrones y apenas tiene DNA no codificante. El
humano consta de 16.569 pares de nucledtidos, y fue el primero en secuenciarse. Codifica,
a igua que € resto de los DNA mitocondridles de mamiferos, los 13 polipéptidos ya
sefidlados (componentes todos de la cadena transportadora de electrones y de la ATP
sintasa), los 2 RNAs ribosomicos (12S y 16S) y los 22 tRNASs necesarios para traducir
dichos polipéptidos (Fig. 11). A pesar de esto, la mayor parte de las proteinas
mitocondriales, incluyendo los componentes de la cadena respiratoria, ATP sintasa,
enzimas, factores de transcripcion, DNA y RNA polimerasas 0 las proteinas involucradas

en latraduccion del RNA, estén codificados por genes nucleares; se sintetizan en € citosol
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y son finalmente importados por la mitocondria. Aungque la contribucién del genoma
mitocondrial en la sintesis de proteinas mitocondriales es cuantitativamente escasa, €s un
requisito mayor para la vida ya que son imprescindibles para la biogénesis mitocondrial.
La hormona tiroidea T3 es uno de los mayores reguladores de la biogénesis mitocondrial
(Mutvei y cols, 1989), y actla sobre la expreson de ambos genes nucleares y

mitocondriales.

Figura 11. DNA mitocondrid humano. Laregion no codificante incluye el origen de replicacion de la hebra
H (Op) y los promotores para la transcripcion de las dos hebras (HSP y LSP). Los genes que codifican los

dosrRNAs seindican como 12Sy 16S. ND, NADH deshidrogenasa; CO, citocromo oxidasa; A, ATP sintasa;
cyt b, citocromo b; Q_, origen de replicacion de la hebra L. Los genes que codifican los tRNASs aparecen

indicados de acuerdo con el cédigo de unaletra paralos aminoéacidos correspondientes.

3.3. Transcripcion del genoma mitocondrial.

Las mitocondrias, a pesar de tener su propio genoma, no son autonomas. El proceso
de transcripcion del DNA mitocondrial esta mediado exclusivamente por factores
codificados en e nucleo. La naturaleza de la maguinaria transcripciona y la estructura de
los promotores mitocondriales es variable entre los diferentes organismos. En humanos, el
DNA mitocondrial se transcribe simétricamente a partir de dos promotores

unidireccionales, HSP y LSP, para las hebras pesada y ligera respectivamente, localizados
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en d lazo-D (Fig. 11). Ambos promotores estan separados por un fragmento de
aproximadamente 150 pares de bases. A diferencia de lo que ocurre en humanos, en
levaduras hay muiltiples promotores que se distribuyen a lo largo del genoma mitocondrial

con la peculiaridad de que todos €ellos transcriben la misma cadena del DNA.

Gran parte de las secuencias reguladoras implicadas en los procesos de replicacion
y transcripcion del mtDNA estén localizadas en la region del 1azo-D, una corta region de
aproximadamente 1122 pares de bases, que contiene los promotores HSP y LSP. A partir
del promotor HSP se transcriben la mayoria de los genes formando una molécula
policistréonica. El transcrito de la hebra H se procesa posteriormente dando lugar a 12
MRNAS, los dos rRNAs y 14 tRNAs. Gelfand y Attardi (1981) han demostrado que latasa
de sintesis de los rRNAs es de 10 a 30 veces mayor que la de los mRNAs. Por |o tanto se
ha sugerido que la mayor parte de los transcritos de la hebra H se terminan prematuramente
en laregion 3' del gen del rRNA 16S. Montoya y cols. (1983) han identificado dos sitios
diferentes de inicio de la transcripcion en la hebra H, uno de los cuales daba lugar a
transcritos terminados prematuramente, correspondientes a los precursores de los rRNAS.
Se ha observado también que el extremo 3' del rRNA 16S se puede plegar en una estructura
similar ala horquilla de atenuacion de la transcripcion en bacterias. Christianson y Clayton
(1986) obtuvieron evidencias adicionales de la existencia de elementos cis de atenuacion

en e extremo 3' del RNA 16 S. El atenuador se caracterizO de una manera mas precisa

Como una secuencia tridecamérica en e gen del tRNAleU Incluso se ha purificado
parcialmente una proteina de 34 kDa que se une a esta secuencia y facilita la terminacion
de la transcripcién in vitro. El transcrito L origina sdlo 1 mRNA, 8 tRNAs y RNAs
iniciadores para la replicacion.

En cuanto a los factores implicados en la transcripcion, se requiere una RNA
polimerasa especifica de mitocondria, la cual estd compuesta por un Unico polipéptido de
140 kDa. Hasta el momento, se han identificado tres componentes proteicos susceptibles de
regular la transcripcion mitocondrial en mamiferos. El primero de ellos, € factor de
transcripcion mitocondria A (Tfam), también conocido como TCF6, es una proteina de 25
kDa necesaria para conferir especificidad a proceso de transcripcion (Fisher y Clayton,
1985 y Fisher y coals., 1987). Los factores de transcripcion B1 (TFBM1) y B2 (TFBM2)
son respectivamente el segundo y tercer componentes implicados en la transcripcion del

genoma mitocondrial. Estos factores, a igual que Tfam, son necesarios para la iniciacion
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de la transcripcion; ambos factores interaccionan directamente con la RNA polimerasa
mitocondrial, con la que heterodimerizan y se unen especificamente a mMtDNA
(Falkenberg, M. et a. 2002; Shoubridge, E. A. 2002). Ademas de su funcion como
activador transcripcional, las proteinas TFBM poseen una actividad RNA metiltransferasa
(McCulloch, V. et a. 2002; Seide-Rogol, B L. et al. 2003). Sin embargo, €l principa
regulador de la biogénesis mitocondrial en mamiferos es Tfam (Fisher, R. P. and D. A.
Clayton 1988); proteina que esta codificada en € genoma nuclear e importada por la
mitocondria. Tfam reconoce y se une especificamente a secuencias del mtDNA |ocalizadas
19-39 pb corriente arriba de cada uno de los puntos de inicio de la transcripcion. El gen h
Tfam fue descrito por primera vez por Fisher y Clayton (1985); este gen codifica una
proteina (forma precursora) de 246 amino &cidos de los cuaes los 42 amino acidos N
terminales funcionan como sefial de localizacion mitocondrial. Durante la translocacion
mitocondrial, se llevan a cabo los procesos proteoliticos que producen la forma madura de
Tfam ¢ 25 kDa), la cua carece de los 42 amino acidos N-terminales. El factor de
transcripcion mitocondrial A posee una similitud con otras proteinas de unién a DNA,
conocidas como HMGs figh mobility group), en dos dominios de unién a DNA (caas
HMG). Diversos ensayos de proteccion con DNAsa y transcripcion in vitro con mutantes
indican que Tfam se une a la region inmediatamente 5' de los promotores LSP y HSP,
incluso en ausencia de RNA polimerasa; también se ha visto que es capaz de unirse a mas
zonas dentro del lazo D (Ghivizzani y cols., 1994). In vitro, Tfam muestra mayor afinidad
por e LSP que por e HSP. Se ha sugerido que la variacién en los niveles de dicho factor
en la mitocondria puede servir para regular dichos promotores, de tal modo que a
concentraciones limitantes, predominara la sintesis de RNA a partir del promotor LSP
dando comienzo a la replicacién del DNA. Por e contrario, a atos niveles de Tfam, la
transcripcion tendra lugar a partir del promotor HSP (Fisher y Clayton, 1988; Falkenberg,
M. et a. 2002). Diversos andlisis genéticos en levaduras han confirmado que existe un
homologo en este organismo de Tfam (ABF2) que se requiere para una eficiente
transcripcion en la mitocondria in vitro y para mantener la integridad del DNA
mitocondrial in vivo, aunque en levadura no es necesario para asegurar la especificidad de
latranscripcion in vitro (Diffley y Stillman, 1991). En levaduras se ha purificado también
un factor de aproximadamente 40 kDa que se asocia con la RNA polimerasa 'y que es €

gue confiere especificidad a proceso de iniciacion.
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Silva, J. P. and N.-G. Larsson (2002) utilizando la técnica de recombinacion cre-
loxP inactivaron e gen Tfam con € fin de manipular la funcion de la cadena respiratoria
en tejidos especificos de ratones. Los resultados obtenidos por estos autores muestran que
la disrupcion del gen Tfam o la disrupcion especifica de tgjido de este gen provoca graves
deficiencias en & funcionamiento de la cadena respiratoriay aumenta considerablemente el
porcentaje de apoptosis en los embriones (Tfam/Tfam). La pérdida de Tfam es leta entre
los dias de edad embrionaria (E) E8.5 y E10.5. Los embriones homocigotos (Tfam/Tfam)
inactivados tienen un fenotipo mutante caracterizado por un retraso en e desarrollo
neuronal y la ausencia de estructuras cardiacas en € dia E8.5. Estos embriones Tfam
/Tfam carecen completamente de la proteina Tfam y contienen niveles muy baos o
carecen de mtDNA. Por lo tanto, Tfam es esencial para € mantenimiento de mtDNA in
vivo y la pérdida de Tfam es incompatible con e desarrollo normal del embrion. La
disrupcion especifica de tgido del gen Tfam en cardiomiocitos resulta en una
miocardiopatia severa bloqueandose la conduccion auriculoventricular del corazon. En las
células b del pancreas, la inactivacion de Tfam resulta en un deterioro en la capacidad de
acoplar €l estimulo ala secrecion, es decir, en unaincapacidad de estas células de liberar la
insulina en una cantidad proporciona a cambio en la concentracién de glucosa; ademés de
una muerte temprana de estas células b en los ratones maduros. La disrupcion de Tfam en
las neuronas corticales resulta en un aumento en la sensibilidad a agentes nocivosy en una

degeneracion neuronal masiva.

Por ultimo, Virbasius y Scarpulla (1991, 1993 y 1994) identificaron en humanos
dos factores nucleares de transcripcion, NRF-1 y NRF-1I, que regulan la funcion
mitocondrial mediante € control de la transcripcion de varios genes nucleares que

codifican para proteinas mitocondriales entre los se incluyen el propio Tfam.

4. HORMONA TIROIDEA Y DESARROLLO CEREBRAL.

4.1. Expresion de las diferentes isoformas del receptor de T3 durante el desarrollo del
encéfalo.

Estudios inicidles, mediante andlisis de Scatchard, indicaron que e receptor de
hormona tiroidea aparece en el encéfalo hacia el dia 14 de vidafetal y sus niveles aumentan
hasta el dia 17, permaneciendo constantes hasta el nacimiento (PérezCastillo y cols, 1985).

Tras éste, la concentracion del receptor aumenta tres veces, alcanzando su maximo hacia el
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dia 6 de vida postnatal. Posteriormente, una vez clonado €l receptor, se observé que los
MRNA de las dos isoformasa son las mas abundantes en e encéfalo antes del nacimiento,
sus niveles sufren un pequefio incremento hacia el dia 6 de vida postnatal para luego
disminuir hasta alcanzar los valores del adulto. Sin embargo, los niveles del mRNA TRb;
son muy escasos en el feto y sufren un incremento de hasta 30 veces alrededor del dia 15 de
vida postnatal.

Mediante experimentos de inmunohistoquimica e hibridacion in situ se ha podido
determinar la distribucion de las distintas isoformas del receptor en las diferentes regiones
encefdlicas de la rata (Mélstrom y cols., 1991). El dia 14 de vida fetal ya se detecta la
expresion de laisoforma a; en diversas regiones del encéfalo, y en € dia 19 de edad fetal
puede apreciarse expresion de dicha isoforma en las capas externas de la corteza cerebral,
hipocampo, bulbo olfatorio, corteza piriforme, tdlamo, hipotdlamo y cerebelo. EI maximo
de expresion de esta isoforma se alcanza en todas las regiones hacia € dia 6 de edad
postnatal. Posteriormente la concentracién de su mRNA disminuye hasta los niveles del
adulto. EIl mRNA de la isoformab presenta un patron de expresion diferente; durante €l
periodo fetal se observan sefides muy débiles y restringidas en su mayor parte a
determinadas zonas del hipocampo y en e estriado. Con € nacimiento la expresion de
TRb; experimenta un notable incremento, e cua continda a lo largo del desarrollo
postnatal hasta alcanzar |os niveles del adulto.

En genera, los niveles de mRNA de TRa; son mayores que los del TRb; alo largo
del desarrollo fetal y neonatal temprano en e encéfalo, con la excepcion del estriado,
donde el MRNA del TRb; predominaen & nacimiento. Finalmente, en el adulto los niveles

de expresion de ambos en el encéfalo son similares, aunque su distribucion es diferente.

4.2. Efectos de la hormona tiroidea sobre €l desarrollo del sistema nervioso central.

El cerebro en desarrollo constituye un 6rgano blanco muy importante de la accion
de T3. La ausencia de esta hormona durante e desarrollo provoca dafios irreversibles en €l
cerebro y cuanto mas tarde se empieza e tratamiento con esta hormona més profundos son
los dafios cerebraes observados. Esta hormona es necesaria para una correcta
mielinizacion y neurogénesis y su falta provoca ateraciones en e contenido de DNA y

proteina. La rata neonatal es un excelente modelo para estudiar procesos de desarrollo que
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tienen lugar in utero en humanos. El cerebro de rata a los 19 dias de edad se encuentra en
un estado de desarrollo equivalente a cerebro humano en e momento del nacimiento. Por
tanto, acontecimientos que ocurren en e Ultimo trimestre del desarrollo humano tienen
lugar postnatalmente en la rata (Porterfield y Hendrich, 1993). Alrededor del tiempo del
nacimiento la neurogénesis en €l cerebro de rata esta précticamente terminada y el gran
pico de esta neurogénesis tiene lugar entre el dia 12 de edad embrionariay € momento del
nacimiento (Berry, 1974). En la rata, més del 50% de incremento en el nimero de céulas
gue ocurre postnatalmente se debe a un aumento en las células de glia. Esta gliogénesis
empieza esencialmente después del nacimiento y tiene lugar hasta la vida adulta. Sin
embargo en € humano, en e que e desarrollo neurolégico es anterior al nacimiento, la
proliferacion neuronal esta cas completa hacia e séptimo mes de embarazo y la
gliogénesis empieza "in utero” (Daobbing y Sands, 1973). El cerebelo se desarrolla més
tarde que €l resto del cerebro y el 77% de la neurogénesis en la corteza cerebelar de rata
tiene lugar después del nacimiento. El periodo postnatal en la rata es un periodo importante
de diferenciacion y maduracién neuronal. Es un periodo de rapida mielinizacion e intenso
desarrollo de los procesos neurales que termina arededor del dia 30 postnatal. El
crecimiento de las células de glia y la mielinizacion neuronal ocurre predominantemente
entre los dias 10-45. En humanos, donde el pico de mielinizacién comienza antes del parto,

esta esta esencialmente completa hacia € final del segundo afio.

En humanos, €l hipotiroidismo congénito esta caracterizado por un profundo retraso
mental asociado con otras deficiencias neurologicas como sordera, pobre coordinacion
motora, problemas en el habla y problemas con los movimientos motores finos. Se han
observado también numerosas alteraciones metabdlicas en el encéfalo de neonatos de rata
tiroidectomizados. Existe una disminucién en la tasa de sintesis de RNA y proteinas. De
hecho, varios autores (Valcane y Eberhardt, 1977; Earysy Taylor, 1951) propusieron hace
tiempo que e mecanismo por & cua la deficiencia de hormona tiroidea impide e correcto
desarrollo del sistema nervioso central podria ser a través de su papel esencia como
regulador de la sintesis de proteinas. La hormona tiroidea también regula la gliogénesis y
mielogénesis. El hipotiroidismo retrasa la deposicion de la midlina y la biosintesis de
cerebrosidos, sulfatidos, esfingomielina y proteinas estructurales componentes de la
mielina (Farsetti y cols.,, 1991). La sinaptogénesis esta también regulada por T3. La
incapacidad de los neonatos hipotiroideos para desarrollar singpsis normales se piensa que

es debida a irregularidades en e desarrollo del citoesqueleto neuronal, que impedirian el
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correcto crecimiento y ramificacion de los procesos neuronales. Se ha demostrado que T3
regula la sintesis de varios tipos de tubulinas, asi como de algunas MAPs (proteinas
asociadas a microtubulos) en el encéfalo (Hargreavesy cols., 1988). A su vez interviene en
el transporte axonal de estas proteinas, asi como en e ensamblaje y estabilizacion de los

microtubulos.

El periodo critico de dependencia de hormona tiroidea en humanos se considera que
empieza a final de la gestacion y que se extiende durante los dos primeros afios de edad
(Oklund y Timiras, 1977). La fata de tratamiento con T3 tiene efectos muy graves en €
desarrollo neuroldgico y la severidad de estos efectos se correlaciona con la magnitud de la
deficiencia, e tiempo en el que esta deficiencia aparece y la edad en que comienza la
terapia de sustitucion. En larata, €l periodo equivalente seria alrededor de los dias 10-15 de
edad postnatal, una etapa asociada con proliferacion de axones y dendritas, formacién de
sinapsis, gliogénesis y mielinizacion (Hamburgh y cols., 1971). Deficiencias de hormona
tiroidea durante este periodo tienen, a igua que en humanos, unas consecuencias muy
serias en € desarrollo estructural y la organizacion del cerebro, de tal manera que si una
tergpia sustitutiva se empieza mas tarde de este periodo no se puede corregir nunca
enteramente el dafio cerebral causado. Estos datos concuerdan con e hecho de que en
cerebro se produce un aumento considerable de los receptores para T3 después del
nacimiento alcanzandose un pico hacia € dia 6 de edad postnatal. Este aumento en la

concentracion se mantiene durante las primeras semanas criticas del desarrollo.

En los Ultimos afios se ha avanzado mucho con respecto a conocimiento de las
bases moleculares que subyacen al mecanismo de accion de la T3 en e desarrollo del
cerebro. Se han identificado numerosos genes regulados por esta hormonay que incluyen
factores de transcripcion, moléculas de adhesion, neurotrofinas, genes de mielinag, etc.
Nuestro laboratorio ha demostrado recientemente que la T3 regula también la expresion del
genoma mitocondrial durante € desarrollo del cerebro (Pipadn y cols., 1992; Mufioz y
cols.,, 1991; RodriguezPefia y cols., 1993; Strait y cols., 1992; Farsetti y cols., 1991;
Lindholm y @ls., 1993; Rodriguez, G.M y cols., 1995; Vega-Nufiez, E y coals., 1997,
Palomino, T y cols., 1998; Koening, R.J, 1998; Pombo, P.M vy cols., 2000; Weitzel, JM y
cols., 2001). También hemos observado que T3 regula la funcionalidad mitocondria en el

cerebro en desarrollo (Martinez, B. y cols. 2001).
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5. EFECTOSDE LA HORMONA TIROIDEA SOBRE LA MITOCONDRIA.

5.1. Efectos dela hormonatir oidea sobre la actividad mitocondrial.

La triiodotironina (T3) es considerada como € mayor regulador de la actividad
mitocondrial. Se sabe desde hace mucho tiempo que la administracion de la T3 aumenta el
consumo de oxigeno y la produccion de energia; y por € contrario, € hipotiroidismo tiene
efectos opuestos (Brand y Murphy 1987, Hoch 1988). Actuamente se conocen dos rutas
de estimulacion por T3 de la actividad mitocondrial: Ruta de estimulacion a corto plazo
(no muy bien establecida) y a largo plazo. El efecto a corto plazo ocurre a los pocos
minutos del tratamiento con la HT, y e efecto a largo plazo se desarrolla después de
algunas horas. La deteccion de sitios de unidn especificos de T3, que corresponden a una
proteina NR1A1a de 28 kDa, en la membrana interna, sugiere que T3 podria gercer una
accion directa sobre la actividad mitocondrial. El efecto a largo plazo de la T3 sobre la

actividad mitocondrial, resulta probablemente de mecanismos iniciados a nivel nuclear.

5.1.1. Efectostempranos (a corto plazo)

Sterling y Brenner (1995) observaron que la adicion de T3 a medio de cultivo de
mitocondrias aisladas de animales hipotiroideos, inducia una estimulacion del translocador
de nucledtidos de adenina (ANT) a los dos minutos. La rapidez del efecto de T3 llevé a
pensar que podria existir una ruta de activacion por T3 no dependiente de sus receptores
nucleares.

Con respecto a esto, Enriquez y cols., (1999) demostraron que la adicion de
pequefias cantidades de T3 a las mitocondrias aidadas, influenciaba la transcripcion
mitocondrial y en particular €l cociente mMRNA/rRNA, en relacion con los cambios en el
modo de unidn de proteinas a genoma mitocondrial. Este resultado demuestra que la
accion de la T3 sobre la transcripcion mitocondrial implica una accion directa sobre la

maguinaria de transcripcion del organulo.

Sin embargo, la posibilidad de que la T3 por s sola induzca una respuesta
temprana, sigue siendo muy controvertida. Horst y cols. (1989) tras inhibir las
deiodinaciones con propiltiouracilo mostraron que las diiodotironinas (T2s), no T3,
inducen este efecto a corto plazo en mitocondria. Ademas, de acuerdo con la deteccion de

sitios de union para 3',5-T2 en € organulo (Lanni y cols., 1994; Leary y cols., 1996),
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Gogliay cols. (1994) descubrieron que 3',5-T2 se unia a una subunidad de la citocromo ¢
oxidasa, conduciendo a un cambio conformacional de la enzima y una activacion de la
cadena respiratoria. O'Reilly y Murphy (1992) mostraron que la administracion de
inhibidores de sintesis de proteinas no alteraba tampoco € efecto de 3',5-T2 sobre €l

organulo.

La deteccion de sitios de union especificos a T3 en la mitocondria (Sterling y
Milch, 1975; Goglia y cols., 1981; Hashizume e Ichikawa, 1982) impide descartar la
posibilidad de una induccion directa de T3. Sterling y cols. (1984a) descubrieron una
proteina de 28 kDa que une T3 y localizada en la membrana interna de las mitocondrias.
De acuerdo con este dato, Wrutniak y cols. (1995) identificaron en la matriz de
mitocondrias de higado de rata, una segunda forma truncada del receptor NR1A1la con una
masa molecular de 43 kDa (p43), que también se origina por traduccion alternativa a partir
de otro AUG interno del mensgero que codifica para € receptor nuclear completo (fig.
12). Esta proteina, a igua que p28, que no se detecta en € nicleo (Wrutniak y cols.,
1995), une T3 con una afinidad, como habia de esperar, similar a la de NR1Ala (Casas y
cols., 1999). Ademas, a contrario de p28, esta proteina contiene el dominio de union a
DNA del receptor nuclear de T3. Recientemente se ha demostrado que p43 aumenta
fuertemente la transcripcion del genoma mitocondrial y por consiguiente, la dntesis de
proteinas mitocondriales (Casas y cols., 1999). Bigler y cols (1992) postularon que la p28
se origina por traduccion alternativa a partir de un AUG interno del mRNA que codifica
para €l receptor nuclear completo. Aungue su funcién exacta queda por determinar, p28
podria actuar como un receptor y estar involucrada en €l efecto a corto plazo de T3 sobre la
mitocondria, tomando en cuenta su co-localizacion con los componentes de la cadena
respiratoria, proteinas no acopladas (UCPs) o € translocador de nucledtidos de adenina
(ANT).
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Figura 12: Dos isoformas cortas de la proteina NR1Ala (p28 y p43) se originan por traduccion
aternativa a partir de distintos AUG internos del mensajero que codifica para el receptor completo de la
hormona tiroidea. Mientras p28 se detecta en la membrana mitocondrial interna, p43 se encuentra localizada
en la matriz del organulo donde estimula la transcripcion del genoma mitocondrial en presenciade T3. TRa:
Receptor nuclear de T3 NR1Ala (47 kDa); 1,109 y 442: nimeros de nucledtidos en €l transcrito (1=A del
primer AUG); 1,53,120, 194 y 410: ndmeros de amino &cidos en el receptor NR1A la.

5.1.2. Efectosalargo plazo

Harper y cols. (1993) observaron que en mitocondrias aisladas o en hepatocitos, €l
flujo de protones a través de la membrana interna es una diana importante para la accion de
la hormona tiroidea sobre €l consumo de oxigeno; y muchos datos muestran su subida tras
la administracion de T3. En primer lugar, la T3 aumenta la area de la membrana interna y
altera su composicion de fosfolipidos (Brand y cols, 1992; Bangur y cols. 1995)
conduciendo a un incremento de la permeabilidad a protones 9-12 horas después la
administracion de T3 (Horrum y cols., 1992). Recientemente, el descubrimiento de una
familia de UCPs mitocondriales (Ricquier y Bouillaud, 2000) proporciond una nueva
explicacion del efecto. Al contrario de los primeros resultados, seguin los cuaes, la
expresion de UCPL esté restringida a tejido adiposo marrdn, parece que cas todos los
tgjidos expresan a menos un miembro de la familia UCP (UCP2, 3 y Proteina
transportadora mitocondrial- 1 de cerebro). Sorprendentemente, ahora se piensa que la

expresion de los genes UCP1 (Cassard-Doulcier y cols.,, 1994; Guerra y cols., 1996;
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Rabelo y cols., 1996), UCP2 (Lanni y cals., 1997) y UCP3 (Gong y cols., 1997; Larkin y
cols., 1997) se estimula tras la administracién de T3. De eso, Lanni y cols. (1999)
establecieron una correlacion substancial entre los niveles de mRNA de UCP3,
fosforilacion oxidativay €l estado tiroideo, o que sugiere que el control de la expresion de

UCP3 estainvolucrado en laregulacion por T3 del flujo de protones.

Otro descubrimiento de estos estudios, es que estos cambios en la composicion de
fosfolipidos de la membrana interna, incluyen una estimulacion de la actividad cardiolipina
sintasa debido a un incremento del cimulo de fosfatidilglicerol en la mitocondria
(Hostetler, 1991; Cao y cols., 1995), aumentando la cantidad de cardiolipina (Paradies y
Ruggiero, 1989,1990). La cardiolipina, que estimula varios transportadores mitocondriales
y actividades enzimaticas (Paradies y Ruggiero, 1989,1990), podria contribuir a efecto a
largo plazo de la T3 sobre la respiracion mitocondrial. Ademés del flujo de protones, la
influencia de la T3 sobre los procesos involucrados en la disipacién de la fuerza
“protomotriz”, ya mencionado, esta en acuerdo con la observacion que la subunidad bF1-
ATPasa del complejo mitocondrial que sintetiza ATP (Izquierdo y Cuezva, 1993) y ANT
(Dummler y cols.,, 1996; Schonfeld y cols., 1997), esta codificada por genes cuya
expresion esté regulada por T3. Como las actividades ATPasa y ANT contribuyen a
disminuir la fuerza protomotriz, estos datos sugieren que una induccién directa o indirecta

de latranscripcion de genes estaimplicada en el efecto alargo plazo de T3.

El efecto a largo plazo de la hormona tiroidea sobre el consumo mitocondria de
oxigeno, con ateraciones en la sintesis de fosfolipidos, parece ser claramente iniciado a
nivel nuclear. Queda por establecer cual es la contribucion del mecanismo directo que
implica e receptor nuclear NR1A1, y € indirecto mediado por induccién de factores de
transcripciéon que responden a T3, como €l factor de respiraciéon nuclear-1 (NRF-1), del
gue se ha identificado elemento de respuesta (RE), en muchos genes respiratorios
nucleares. (Pillar y Seitz, 1997).

5.2. Efecto dela hormona tiroidea sobre la expresion del genoma mitocondrial
Aungue €l mecanismo por € cual la T3 regula la funcionalidad mitocondrial ain no

esta del todo elucidado, se piensa que tiene lugar mediante la regulacién de la transcripcidn

y traduccion tanto de proteinas mitocondriales codificadas en la propia mitocondria, como
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de proteinas mitocondriales codificadas en € nacleo. En términos generales, la T3
incrementaria la capacidad de las proteinas mitocondriales que intervienen en la cadena de

transporte mitocondrial.

La mayoria de los estudios del efecto de la T3 sobre la expresion de los diferentes
mensgjeros mitocondriales se han llevado a cabo en € higado. Ademas de su efecto sobre
la respiracion mitocondrial, muchos otros estudios confirman la influencia de la T3 sobre
la expresion del genoma mitocondrial. Mutvel y cols., (1989) vieron que la administracion
de T3 aratas hipotiroideas, inducia un incremento de 2-8 veces en los niveles de mRNA
mitocondriales. Datos similares se observaron también en el musculo esquelético con cierta
especificidad de tejidos (Wiesner y cols., 1992). La expresion de la mayoria de los genes
mitocondriales, esta regulada por T3; como es el caso de la subunidad b-F1 ATPasa, ANT,
citocromo c1, UCPs y de otras muchas subunidades de la cadena respiratoria (Pillar y
Seitz, 1997). Ademés, se ha observado una meoria en la importacion mitocondrial de
proteinas codificadas en e nucleo, en células del musculo cardiaco (Craig y cols., 1998),
de acuerdo con los estudios de Scheneider y Hood (2000) que indican que la expresion de
la proteina de chogque térmico, una chaperona involucrada en la importacion, esta
estimulada por 1a T3.

A pesar de los efectos directos de T3 sobre la mitocondria, comentados
anteriormente, actualmente se piensa que la mayoria de los efectos de esta hormona sobre
la transcripcion y funcionalidad mitocondriales se llevan a cabo a través de su receptor
nuclear. Con respecto a esto, son interesantes los resultados de Garstka y cols mostrando
un aumento en los niveles de mMRNA del factor de transcripcion mitocondrial (Tfam) en
higado de rata in vivo (Garstka y cols., 1994). Como ya se ha comentado este factor
estimula la replicacion y la expresion del DNA mitocondrial (Clayton, 1991).

5.3. La hormona tiroidea estimula la mitocondriogenesis.

Otro efecto bien conocido de la T3 es la estimulacion de la mitocondriogenesis,
considerado como un efecto a largo plazo, detectado después de un periodo de latencia de
mas 24 horas (Gross, 1971). La mitocondriogenesis es €l resultado de numerosos eventos
gue conducen a la sintesis y a reagrupamiento de los fosfolipidos de membranas,

replicacion de DNA y a la estimulacion de la expresion del genoma mitocondrial y de
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geres nucleares que codifican para proteinas mitocondriales. Por lo tanto, la hormona
tiroidea regula & volumen de la membrana interna, la composiciéon lipidica de la
membrana (con la consiguiente alteracion en las propiedades de las proteinas
transportadoras mitocondriales), la capacidad de la cadena respiratoria, € contenido en
citocromo de la membrana internay € ritmo de sintesis de proteinas mitocondriales. Esto
se reflgja fundamentalmente en un aumento del ritmo de respiracion sobre todo en higado,
corazon, rifion y musculo esquelético (Satav y Katyare, 1982; Stevens y cols., 1995) en
animales hipertiroideos. La estimulacion del consumo de oxigeno se observa no solo en el
Organo intacto sino también en células y mitocondrias aisladas. Esta estimulacion de la
respiracion se debe a un aumento en la sintesis y transporte de ATP mitocondrial como

consecuencia de la estimulacion de la actividad ATP sintasa

Es probable que la regulacién por T3 de la mitocondriogenesis implique ambos
receptores nucleares y mitocondriales. Como ya sabemos, la sintesis de “novo” de lipidos
y la movilizacién en membranas, resulta probablemente del efecto general de la T3 sobre
el recambio lipidico. Por otra parte, la estimulacion de la expresion de Tfam (Garstka y
cols, 1994) es probablemente & mecanismo mas importante implicado en la
mitocondriogénesis, dado que este factor estimula la expresion y la replicacion del genoma
mitocondrial.
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OBJETIVOS

L os objetivos planteados para el desarrollo de esta tesis son los siguientes.

1)

2)

3)

4)

Regulacion de la expresion del factor de transcripcion mitocondrial Tfam por
hormonas tiroideas. Estudiosin vivo en el cerebro en desarrollo ein vitro en células de
neuroblastoma.

Estudio de la interaccién entre las rutas de sefializacion de los receptores de hormonas
tiroideas y vias de sefializacion extracelulares en la regulacion del promotor de Tfam.
Regulacion de la expresion del factor de transcripcion Tfam por vitamina D3, acido
retinoico y 15-Deoxy-D*- prostaglandina J, en células de neuroblastoma.

Estudio de la interaccion entre las rutas de sefializacion de vitamina D3, &cido retinoico
y 15-Deoxy-D™!% prostaglandina J, y vias de sefidizacion extracelulares en la

regulacion del promotor de Tfam.
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MATERIALESY METODOS.

1. TRATAMIENTO DE LOSANIMALES.

Se utilizaron ratas hembras de la raza Wistar con un peso corpora inicia de
180-230g. Las ratas fueron criadas bajo unas condiciones ambientales controladas y se
las mantuvo con un ciclo de iluminacion de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad y a
una temperatura de 22 +/- 2°C. La adimentacion y la bebida les fue administrada ad
libitum durante el periodo experimental. Las ratas fueron cruzadas con machos
normales, considerandose ®mo dia cero de gestacion cuando se observd e tapdn
vaginal. El periodo de gestacion fue de 22 dias y se sefidé como dia cero de la vida

postnatal el dia del nacimiento.

El hipotiroidismo congénito fue inducido, en fetos y neonatos, mediante la
administracion de metilmercaptoimidazol (MMI), diluido a 0,02% en H,O, a ratas
prefiadas en e noveno dia de gestacion. Este tratamiento fue mantenido durante la
lactancia de las crias. Con € fin de eliminar posibles restos de tejido tiroideo, se inyectd
en e dia 5 de edad postnatal una dosis de ! (150 nCi/100g de peso corporal). El
hipotiroidismo en adultos se indujo con la administracion de MMI durante tres semanas.
L os tratamientos con hormona tiroidea (T3) se realizaron por inyeccion intraperitoneal a
neonatos hipotiroideos de las edades objeto de estudio. Se les administré una dosis
saturante de T3 de 200 ng/100g de peso corporal, y se sacrificaron a los 48 horas. Los
animales se sacrificaron por decapitacion a distintos tiempos segin € experimento, y
los tegjidos fueron extraidos y congelados inmediatamente en nieve carbdnica y luego

conservados a— 70°C hasta @ momento de su uso.

2. CULTIVO CELULAR.

2.1. Ensayos detransfeccion.

L os experimentos de transfeccion se realizaron con distintos tipos de células:

Cédulas TR: células inmortalizadas procedentes de neuroblastos corticales de rata
(Chun, J. and R. Jaenisch 1996).
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CéulasHT22: linea celular establecida de hipocampo de raton (Maher, P. and J. B.
Davis 1996).
Cédlulas OM5: células inmortalizadas procedentes de oligodendrocitos corticales
(cedidas por G. Sutcliffe, UCSD, San Diego, CA, USA).
Células MB492: Células de adipocitos marrones inmortalizadas, cedidas por €l Dr.
M. Benito del departamento de bioguimica y biologia molecular de la facultad de
farmacia, Universidad Complutense de Madrid.
Estas células se cultivaron a 37°C en un atmosfera 5% de CO,, en medio DMEN
(Dubelcco’s Modified Eagle’' s Médium) suplementado con 10% de suero bovino fetal y
2 mM Glutamina. Las células se sembraron para mantener una misma densidad celular
y los experimentos fueron realizados cuando las células llegaban a una confluencia de

70-80%. Las cdulas se transfectaron por € método clasico de precipitacion de DNA

con fosfato calcico (Chen, C. y Okayama, H., 1987). Veinticuatro horas antes de la
transfeccion, las células se sembraron en placas de 24 pocillos (falcon) en las

condiciones normales de cultivo en un medio DMEN con suero. Se transfectaron 0,5 ng

de la construccién gque contenia el promotor (entero o deleccionado).

Para los experimentos de cotransfeccién con los receptores de hormona tiroidea,
se afadieron ademas 0,5 ng de cada uno de los vectores de expresion correspondientes a
los receptores TRa 1 y TRb junto con 0,1 ng del vector de expresion correspondiente al
receptor hRXRa. Al dia siguiente de la transfeccion, se lavaron los precipitados de
DNA con una solucién salina, TD 1X, y se sustituyé el medio de las placas por medio
“hipotiroideo” (Medio DMEN sin suero). Tras 6 horas de incubacién las células se

trataron directamente con T3 (1 nM).

Para andizar € efecto del acido retinoico (AR), vitamina D3 (VD3) y

prostaglandina (15d-PGJ,), las células se incubaron con los diferentes tratamientos (1
nmM VD3, 1M 15d-PGX 0 1 nM AR).

Para estudiar la interaccion de la activacion de diversas rutas de kinasas con €l
efecto observado de los distintos ligandos de receptores nucleares comentados

anteriormente, células TR fueron tratadas con activadores de kinasas (1 mM Dibutiril
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AMPc, 0,05 nmg/ml PDBu, 0,1 mM IGF-l1 o 0,1 mM EGF) y una hora después se
anadieron los diferentes ligandos (1 mM T3; 1 nM VD3, 1 nM 15d-PGJ, 01 nM AR).

Para los experimentos de cotransfeccion con e mutante activo de la PI3 kinasa,

K227E/pl10a, ademés de los 0,5 ng de la construccion gque contenia el promotor de

Tfam, se afladieron 1 g de la construccion correspondiendo al mutante.

Después de incubar las células con los distintos tratamientos durante e tiempo
reguerido para cada uno de los experimentos, estas se lavaron con TD 1X y se lisaron en
el Reporter Lysis buffer de Promega. Se prepararon los extractos 'y se valoro la actividad
luciferasa usando € reactivo luciferase assay system de Promega segin las
instrucciones de la casa comercial, en un lumindmetro modelo Lumat LB 9507
(Berthold). Para efectuar las correcciones en base a la eficacia de la transfecciéon se
procedio a la medicion de la actividad beta- galactosidasa, utilizando 30-50 ml de
extractos y siguiendo € método de Maniatis y cols. Se utilizO un espectrofotometro
Shimadzu UV-160 A.

Todos los tratamientos se redlizaron por triplicados y cada experimento se
repitio 3-5 veces.

2.2. Extractos proteicos celulares.

Las células TR o0 HT22, procedentes respectivamente de neuroblastos corticales
de raton (Chun, J. and R. Jaenisch 1996) y de una linea celular de hipocampo de raton
(Maher, P. and J. B. Davis 1996), se crecieron en medio DMEN suplementado con 10%
de suero bovino fetal (FBS), 2 mM Glutamina, 0,04 mg/ml gentamicina y 0,625X
Fungizona. Tras incubar las células (TR y HT22) con los distintos tratamientos durante
el tiempo requerido para cada uno de los experimentos de transfeccion, estas fueron
lavadas con una solucién salina, TD 1X e incubadas en tampdén RIPA conteniendo un
inhibidor de proteasas (1 mM PMSF) 40 minutos a 4°C. Se centrifugaron a 13.000 g a
4°C durante 20 minutos, recuperandose el sobrenadante. La concentracion de las
proteinas se determind segiin el método Bradford y se conservaron a—70°C.
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3. ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION
MITOCONDRIAL A (Tfam) EN CEREBRO DE ANIMALES CONTROLES
E HIPOTIROIDEQOS.

3.1. Extraccion de RNA total.

El RNA total se aidd de los distintos grupos de cerebro mediante la
homogeneizacién de estos tejidos en isotiocianato de guanidina y posterior extraccion
organica con fenol-cloroformo, segin e método descrito por Chomczynski y Sacchi
(1986). El precipitado final de RNA fue resuspendido en agua tratada con
dietilpirocarbonato a 0,1 % (H,O DEPC) como inhibidor de RNAsas. La integridad del
RNA obtenido se comprob6 mediante la resolucién de una alicuota en un gel de agarosa
y se cuantifico por la lectura de su absorbancia a 260 nm (GeneQuantpro, 80-2109-98
RNA/DNA calculator, 78773 de Amersham Pharmacia Biotech).

3.2. Obtencion de mRNA.

La fraccion poly (A)" o de RNA mensagjero se obtuvo por cromatografia de
afinidad utilizando columnas de oligo (dT), segin & método descrito por Dynal y M.
Plomann (1992).

3.3. Andlisisde la expresion de mRNA por Northern blot.

3.3.1. Electroforesisy transferencia.

Las muestras de RNA total (25 ny) obtenidas de animales controles,
hipotiroideos o animales tratados con T3 48 h de 15 dias de edad, fueron desecadas,
resuspendidas en un buffer de carga que contenia MOPS 1X/ formamida 50%/
formaldehido 6%, desnaturalizadas durante 5 minutos a 65°C y sometidas a una
eletroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles de agarosa a 1% conteniendo
2,2 M de formaldehido en € tampén MOPS 1X (MOPS 20 mM, EDTA 1 mM, acetato
sodico 50 mM, NaOH 90 mM) a 120 V durante 3-4 horas. Tras lavar € gel en SSC
20X, el RNA se transfirido a membranas de nylon (Biodyne A, 0,45 mm, 60106, Gelman
laboratory) por capilaridad en SSC 20X durante toda la noche, segun describen Maniatis
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y cols. (1982). Tras la transferencia, e RNA se fijé a la membrana por radiacion
ultravioleta (Stratalinker 2400, STRATAGENE) y estas fueron posteriormente tefiidas
con azul de metileno (0,02 % azul de metileno / 0,03 M acetato sodico, pH 5), segun la

técnica de Herrin (1988), como control de cargay de transferencia.
3.3.2. Marcajedelassondas.

La sonda con la que se hibridaron los filtros se generé marcando radiactivamente
el fragmento correspondiendo a los 900 primeros pares de bases del cDNA del gen

Tfam que previamente obtuvimos por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).

La amplificacion por PCR del fragmento correspondiendo a los 900 primeros
pares de bases del Tfam se llevd a cabo utilizando los oligonucledtidos que reconocen
los extremos 5’ y 3' del dicho fragmento. El disefio de los oligonucledtidos se realizd en
el ordenador a partir de la secuencia conocida del cDNA de Tfam mediante e programa
“Gene Jockey”. Estos fueron sintetizados en un sintetizador automatico de
oligonucledtido (Applied Biosintesis). Los oligonucledtidos utilizados fueron los
siguientes. Oligonucledtido directo: 5-GGC ACG AGC CCT GGA GTA CC- 3 y
Oligonucledtido inverso: 5-AGG CTT TGA GAC TTA ACC AG- 3. Lareacciéon de
amplificacion se hizo en un volumen fina de 50 ml, usando la AmpliTag DNA
polimerasa de Roche, en un termociclador modelo Gene Amp PCR system 2400
(Perkin Elmer). El producto de PCR se clon6 en un plasmido de tipo pGEM-T con el
gue se transformaron bacterias DH5a. Mediante la digestién con enzimas Pstl y Sph 1

se liberd e fragmento y se procedié a su marcagje.

El inserto de 900 pares de bases se marcé radiactivamente con *2P-dCTP (3.000
Ci/mmol, Amersham) mediante |la técnica de elongacion a azar o random priming,
utilizando el kit Oligolabelling Reaction de Pharmacia que utiliza como enzima €l
fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. Coli. Con este método se obtiene una
actividad especifica aproximada de 1x10° cpm/ng DNA. La sonda marcada se purifico
por cromatografia a través de una columna de sephadex G-50 Medium equilibrada con
STE 1X (100 mM NaCl; 10 mM TrispH 7,4; 1 mM EDTA).
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3.3.3. Hibridacion.

Las membranas se prehibridaron durante, aproximadamente, 24 horas a 42°C
con un mezcla que contenia formamida 50%, Denhardt 5X (Ficoll 0,1%,
polivinilpirrolidona 0,1%, BSA 0,1%), SSC 6X, SDS 0,2% y 200 ng/ml de DNA de
esperma de salmon. Tras la prehibridacion, la solucion de hibridacion se renueva 'y se
anade la sonda previamente desnaturalizada. La hibridacion tuvo lugar durante 18-24
horas, tras la cual se realizaron diversos lavados con €l fin de eliminar la radiactividad
inespecifica. Las condiciones de lavados fueron: un lavado con SSC 2X / SDS 0,5%
durante 40 minutos a 65°C, seguido por dos lavados con SSC 0,2X / SDS 0,5% durante
20 minutos a 65°C. Los filtros hibridados fueron expuestos con placas autoradiograficas
Konica a —70°C durante un tiempo variable (12-24 horas). Las radiografias se

cuantificaron por densitometria en un escaner Epson perfection 1200 U.

4. INMUNODETECCION DE PROTEINAS (WESTERN BLOT).

4.1. Obtencién delos extractos proteicos.

4.1.1. Extractos proteicos de animales controles e hipotiroideos.

Los tegjidos de distintas &reas del cerebro (Corteza, Estriado, hipocampo,
cerebelo, talamo, mesencéfalo y tallo cerebral) se homogeneizaron en tampén RIPA
(PBS, 1% NP40, 0,5% deoxicolato sodico, 0,1% SDS) que contenia inhibidores de
proteasas. 1 mM PMSF, 1 mM lodoacetamiday 1 mM Benzamidina, en una proporcion
de 1g detgjido en 1,5 ml de tampon. Los homogenados se incubaron 90 minutos a4°C y
se centrifugaron a 13.000 g a 4°C durante 20 minutos, recuperandose el sobrenadante.
La concentracién de proteinas totales se determinG segin el método Bradford, utilizando
el reactivo Bio-Rad Protein assay de Biorad y €l lisado final se alicuotd y se conservé a
—70°C.
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4.1.2. Extractos mitocondriales.

4.1.2.1. Obtencién de mitocondrias.

La obtencion y purificacion de las mitocondrias del cerebro se reaizd segin €
método descrito por Lai JC y cols (1977). Los tejidos fueron lavados y homogeneizados
manualmente en una solucion 0,32 M sucrosa, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI (pH
7,4), y 0,1% BSA. El homogenado se centrifugé a 2.000 g durante 3 minutos y se
recuper6 € sobrenadante al que se le sometid a una segunda centrifugacion a 12.000 g
durante 10 minutos. El precipitado correspondiendo a la fraccion cruda de las
mitocondrias se resuspendio en un medio de baja osmolaridad: 0,03 M sucrosa, 0,12 M
manitol, 0,025 mM EDTA, 10 mM TrissHCI (pH 7,4), y 3% (p/v) ficoll. La suspension
se colocd sobre un gradiente discontinuo de ficoll (3 ml de ficoll 400 DL a 7,5% sobre
4 ml de ficoll 400 DL a 13%) y se centrifugo a 99.000 g durante 30 minutos. Se lavo
dos veces e sedimento correspondiente a las mitocondrias libres y sinaptosomales

centrifugando a 12.500 g, y se resuspendié en una solucién de homogenei zacion.

4.1.2.2. Obtencion de proteinas mitocondriales.

Los extractos mitocondriales de distintos grupos se obtuvieron a partir de
cerebros de animales controles e hipotiroideos, de 15 dias de edad. El precipitado
mitocondrial obtenido como se indica en € apartado anterior, se resuspendié en un
buffer de lisis [20 mM TrissHCI (pH 8), 0,2 mM EDTA, 10% dlicerol, 0,35 M NaCl,
1% Triton X-100, y 1 mM ditiotreitol] conteniendo 1 mM PMSF. Se sometio la
suspension a una agitacion vigorosa en vortex 'y manteniéndola en hielo durante 15
minutos. El lisado mitocondrial se centrifugd a 45.000 g durante 1 hora La
concentracion de proteinas mitocondriales totales se determiné segin € método
Bradford, utilizando e reactivo Bio-Rad Protein assay de Biorad y €l lisado final se

alicuotd y se conservo a—70°C.
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4.2. Electoforesis einmunodeteccion.

Diez o veinte microgramos de las muestras de extractos proteicos se resolvieron
por eectroforesis en un gel de poliacrilamida a 12% segin €l metodo de Laemmli
(1970) y las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Schleicher &
Schuell) durante 45 minutos a 2 mA / cnf usando el sistema Mini Trans Blot Cell de
Bio-Rad. Para comprobar |a calidad de la transferencia los filtros se tifieron con Rojo
Ponceau S. Las membranas fueron sometidas a una solucién de blogueo conteniendo
5% de leche desnatada en TBST (20 mM Tris-HCI pH 7,6, 130 mM NaCl, 0,1% Tween
20) durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion se incubaron durante 1 hora
a temperatura ambiente con una dilucion 1:5000 del anticuerpo policlona anti-Tfam
(cedido por Hidetoshi Inagaki del National Institute of Advanced Industrial Science and
Techonology, Japon) en TBST conteniendo 5% de leche desnatada. Después del 1avado,
los filtros se incubaron con e segundo anticuerpo unido a la peroxidasa a un dilucion
1:5000 (goat anti-rabbit 1gG de Santa Cruz) durante una hora. Tras nuevos lavados las
bandas inmunoreactivas se visualizaron usando e kit de deteccion ECL™ de
Amersham. Las membranas fueron expuestas con peliculas autorradiogréficas Konica 'y

la sefial obtenida se cuantifico por densitometria.

5. MECANISMO DE REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN TFAM
POR HORMONA TIROIDEA.

5.1. obtencion de las proteinas recombinantes TRa 1, TRb1, RXRa y RARa.

Para |a obtencion de los receptores de la hormona tiroidea (TRa 1 y TRb1) y del
receptor del &cido 9-cis retinoico (RXRa), los cDNA completos se amplificaron por la
“reaccion en cadena de la polimerasa’ o PCR con oligonuclettidos disefiados con los
sitios de restriccion adecuados para su posterior clonacion en trama en los vectores de
expresion bacteriano, pQE16 (QlAexpress System, QIAGEN) y pGEX (Amersham
Pharmacia Biotech). TRa; y RXRa fueron clonados en pGEX y TRb; en pQE16. Las
proteinas fueron sobreexpresadas en cepas de E.Coli con bajo nivel de proteasas tras la
induccion con 2 mM de isopropil-b-D-thiogalactosido (IPTG). Los extractos proteicos
correspondiendo a TRb; se obtuvieron mediante un protocolo standard suministrado

por la casa QIAGEN. Para la produccion de la proteina recombinante GST-hRARa
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empleada en los experimentos de retardo en gel, se utilizd e vector: pGEX-hRARa,
vector de expresion en bacterias para € receptor de acido retinoico todo trans (AR)
unido a la proteina glutation Stransferasa; contiene e cDNA (1318 pb) que codifica
para e receptor humano del &cido retinoico todo trans (hRARa) (Cedido por Dra. Ana
Aranda, |1B-Alberto Sols-CSIC.-UAM).

Las proteinas recombinantes GST-TRaj;, GST-RARa y GST-RXRa se

purificaron segun el protocolo de expresion y purificacion de proteinas de fusion a
Glutathione-S-Transferase (GST) de la casa Amersham.

5.2. Ensayosderetardo en gel.

Para estudiar la interaccion de los receptores de la hormona tiroidea con €
promotor del gen Tfam, distintos oligonucledtidos fueron disefiados:

TREL: 5 AGG TTT GAA CAG GAT GAC TTG GAA GGT CC 3 (-1239/-1212)
TRE2: 5 AGG TAA TAG ACT GTC A 3 (-1106/-1091)
TRE3: 5 AAG TCA AGA CGT TAA TGT TA 3 (-748/-737)
PARL: 5 GAT ACC GGC CAA CGC CGG GTT GGG GTG AGG CCG CCG
CCG CGG TCCCTC 3 (-295/-248)
PAR2: 5 GCC GCG GTC CCT CCA TCA CCC TCC TGG CCC GGC AGA GGA
ACC CAC 3 (-260/-216)
PAR3: 5 TGC TCC GGG CGG CGG CCG GGG ACA GAG GTG GCT CAA
CAG AGC CGC 3 (-215/-174)
PAR4: 5 CAG AGC CGC CTC GAA GCC AGA GCC CTC CGC AGG CTA
GAG GAT 3 (-182/-141)

Estos oligonuclettidos fueron sintetizados por Amersham Pharmacia Biotech.

El oligonucledtido de cadena sencilla (50 ng) fue marcado radiactivamente en €l
extremo 5’ con laenzima T, polinucleotido kinasa (10 U) y [g>?P] ATP (25 nCi) (3.000
Ci/mmol, Amersham) durante 1 hora a 37°C. El posterior anillamiento de cada
oligonucledtido con su complementario se realizo en presenciade 6,7 mM ATPy en un
volumen final de 30 m. Los nucledtidos marcados se purificaron en columnas de

sephadex G50 Medium y posteriormente se determind su actividad especifica. Los
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oligonucledtidos de cadena doble marcados se incubaron con 20 ng de extractos
correspondiendo a TRb1 o con 100 ng de la proteina recombinante GST-TRa 1, junto
con 75 ng de la proteina recombinante GST-RXRa, en un volumen final de 20 m en el
tampdn de unidn (12% glicerol, 12 mM HEPES, 4 mM TrispH 8, 1 mM EDTA, 60 mM
KCI, 5mM MgChy 1 mM DTT) conteniendo 0,5 ng de poly dI-dC durante 30 minutos
atemperatura ambiente. Los extractos proteicos se incubaron con € tampén de unién 10
minutos antes de la adicion del oligonucledtido marcado. ElI competidor
(oligonucledtido de cadena doble no marcado) se afiadio ala mezcla en un exceso molar
de 200 veces y se incub6 15 minutos antes de la adicion de la sonda marcada. Tras la
media hora, las reacciones se mezclaron con glicerol a 50% en azul de bromofenol y
xylene cyanol, y los compleos proteinas-DNA se resolvieron en geles de poliacrilamida
a 4% en TAE 1 X. Finalizada la electroforesis, |0s geles se secaron durante 2 horas en
un secador de geles GelAir Dryer, 272 BR 01877 de Bio-Rad) y se expusieron a
peliculas autorradiogréficas Konica a—70°C.

6. CONSTRUCCION DE PLASMIDOS.

Para los ensayos de expresion transitoria se utilizO e vector de expresion
pX/Tfam1275+1, que contiene la region (-1275/+1) del promotor del factor de
transcripcion mitocondrial A (Tfam) humano, obtenida por PCR a partir del DNA
gendémico y clonado en el vector pXP2, € cua carece de promotor minimo y lleva

introducido el gen de laluciferasa como testigo (Fig. 13) (S.K. Nordeen 1988).

Utilizamos también diferentes construcciones del promotor del gen Tfam
humano; Estas fueron obtenidas por amplificaciéon por PCR. La reaccion de
amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 50 m, en un termociclador modelo
Gene Amp PCR system 2400 (Perkin Elmer), utilizando la Tag polimerasa de Perkin
Elmer. La amplificacién transcurrid en 25 ciclos de tres etapas. Una etapa de
desnaturalizacién de 1 minuto a 94°C, una etapa de unién de los oligonucleétidos al
DNA de 1 minuto a 55°C y una ultima etapa de extension de 1 minuto a 72°C. Tras los
veinticinco ciclos se reaizd un ciclo final de extensién de 10 minutos a 72°C. El

fragmento asi amplificado fue introducido en e vector pXP1, pXP2 o pT109 luc y
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posteriormente secuenciado para asegurarnos que no se habia producido ninguna

mutacion durante el proceso de amplificacion.
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Figura 13 Esquema ilustrativo de la construccion pX/Tfam-1275+1. Construccion correspondiente al
promotor del gen del factor de transcripcion mitocondrial A humano (nucledtido -1275 al +1) clonado en
el vector pXP2, utilizada en |os experimentos de transfeccion.

pX/Tfam1155+1, contiene la region —1155/+1 del promotor del factor de
transcripcion mitocondrial A (Tfam) humano clonado en e vector pXP1, € cua
carece de promotor minimo y lleva introducido € gen de la luciferasa como testigo
(SK. Nordeen 1988).

pX/Tfam796+1, contiene la region —796/+1 del promotor del factor de
transcripcién mitocondrial A (Tfam) humano clonado en € vector pXP1.
pX/Tfam295+1, contiene la region —-295/+1 del promotor del factor de
transcripcion mitocondrial A (Tfam) humano clonado en el vector pXP2.
pX/Tfam147+1, contiene la region -147/+1 del promotor del factor de
transcripcion mitocondrial A (Tfam) humano en el vector pXP2.
pT/Tfam1275-1110, contiene la region —1275/-1110 del promotor del factor de
transcripcion mitocondrial A (Tfam) humano clonado en € vector pT109 Luc, €
cual contiene el gen de laluciferasa bgjo el control de un promotor minimo timidina

kinasa con la caja TATA perteneciente a virus del herpes smple.
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pT/Tfam1275-757, contiene la region —1275/-757 del promotor del factor de
transcripcion mitocondrial A (Tfam) humano clonado en € vector pT109 Luc.
pT/Tfam1275-425, contiene la region —1275/-425 del promotor del factor de
transcripcion mitocondrial A (Tfam) humano clonado en e vector pT109 Luc.
pT/Tfam290-145, contiene la regién —290/-145 del promotor del factor de

transcripcién mitocondria A (Tfam) humano clonado en € vector pT109 Luc.

" Tfam -200/-145"4y

,’Ori Luc

!' pT109 Luc
6.1 kb '

Figura 14: Esquema ilustrativo de la construccion pT/Tfam-290-145 correspondiente a la secuencia —
290/-145 del promotor del gen del factor de transcripcién mitocondrial A humano, utilizada en los
experimentos de transfeccion.

Para los experimentos de cotransfeccion se utilizaron los siguientes vectores de
expresion:
pSG5, vector vacio que contiene € promotor temprano de SV40 Sap, J. et al.
1986). Empleado para igualar cantidades de DNA en los ensayos de expresion
transitoria.
CMV/b-Gal, contiene e cDNA de la enzima b-Galactosidasa bgo € control del
promotor temprano de SV40, se utilizO para comprobar la eficiencia de la

transfeccion.

51



Materiales y Métodos

pPpTRE MoMLYV, contiene 1 copiadel TRE dé virus Moloney de la leucemia murina
(MoMLYV) clonado en €l sitio Sal | del vector pXP(1,2) €l cual contiene el gen de la
luciferasa bajo € control del promotor timidina kinasa (109 nt) (Vicano R y cols,,
1991); esta constituido por dos repeticiones directas del motivo GGTCA/C
separados por cuatro nucledtidos.

pSG5-TRa 1, contiene el cDNA del gen que codifica para el receptor TRa 1 de rata
subclonado en € plasmido pSG5 Bgjo el control del promotor temprano de SV40.
Mediante PCR se amplifico el cDNA de TRa;, empleando los oligonuclettidos
Directo: 5'-TAT ATT GAA TTC GAT GGA ACA GAA GCC C-3 elnverso: 5'-
TTC TTA GAG ATC TTT AGA CTT CCT GAT G3'. El fragmento de DNA
generado contiene sitios de restriccion para enzimas EcoR | y Bgl I1. Este fragmento
se clond en € vector pGEM-T-easy de Promega y tras la digestion con las enzimas
arriba mencionadas, se subclono en e plasmido pSG5.

pSG5-TRb;, contiene el cDNA del gen que codifica por €l receptor TRb; de rata
subclonado en e plasmido pSG57ago el control del promotor temprano de SV40.
Mediante PCR se amplific6 é cDNA de TRb;, empleando los oligonuclettidos
Directo: 5'-TAT ATT GAA TTC GAT GAC TCC TAA CAG T-3 e Inverso: 5'-
TTC TTA GAG ATC TTC AGT CCT CAA AGA GC3. El fragmento de DNA
generado contiene sitios de restriccion para enzimas EcoR | y Bgl I1. Este fragmento
se clond en e vector pPGEM-T-easy de Promega y tras la digestion con las enzimas
arriba mencionadas, se subclon6 en € plasmido pSG5.

K227E/p110a, construccion que contiene € mutante activo de la PI3 kinasa
(subunidad catalitica p110a) clonado en e vector de expresion pSG5 (Altiok, S. et
al. 1999).
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1. REGULACION POR HORMONA TIROIDEA DE LA EXPRESION DEL
FACTOR DE TRANSCRIPCION MITOCONDRIAL A (Tfam).

1.1. Efecto de la hormona tiroidea sobre la expresion endogena del gen Tfam en

distintas zonas ddl cerebro.

Para averiguar s Tfam podria ser el mediador del efecto de las hormonas
tiroideas sobre la funcion mitocondrial en € cerebro en desarrollo, lo primero que
analizamos fue s "in vivo” la expresion de este gen era modificada por € estado
tiroideo. Para ello analizamos los niveles de mensajero y de proteina en diferentes areas
del cerebro de ratas controles, hipotiroideas y/o hipotiroideas tratadas con T3, de 15 dias
de edad postnatal mediante analisis de Northern blot y Western blot.

1.1.1. Regulacion delos nivelesde mRNA de Tfam en cerebro derata.

Para una primera aproximacion en el estudio de la regulacion por hormona
tiroidea de la expresion del genoma mitocondrial, se procedié mediante transferencia de
Northern blot al estudio de su efecto sobre los niveles de los transcritos de Tfam. Para
ello, se hibridé la membrana que contenia los MRNA de diferentes éreas del cerebro de
rata (hipocampo, estriado, y talo cerebral) con una sonda especifica para Tfam
(apartado 3.3 de materidles y méodos). En la figura 16 , podemos observar que €l
hipotiroidismo disminuye los niveles del mensagjero de Tfam en ratas de 15 dias de edad
postnatal y que este efecto se revierte al someter |as ratas hipotiroideas a un tratamiento

con hormonatiroidea (200 ny/100 g de peso corporal).

Hipocampo N15 Estriado N15 Tallo cerebral N15
C Tx Tx+T3 C Tx Tx+T3 C TX Tx+T3

Figura 16: Regulaciéon por hormona tiroidea del gen Tfam en cerebro. N15, Neonatos de 15 dias; C,
Controles; Tx, Hipotiroideos;, Tx+T3, Hipotiroideos tratados con una dosis diaria de T3 (200 ng/100g de
peso corporal). El andlisis de Northern blot se llevé a cabo tal y como se describe en el apartado 3.3 de
materiales y métodos.
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1.1.2. Regulacién delosniveles de proteina Tfam en cerebro derata.

En estudios paralel os, se analizaron por Western blot el efecto del hipotiroidismo
sobre el contenido de la proteina Tfam en diferentes areas del cerebro de ratas de 15
dias de edad postnatal; utilizando extractos proteicos totales (fig. 17) o proteinas
mitocondriales (fig. 18). Como se puede ver en la figura 17, € hipotiroidismo
disminuye de forma significativa los niveles de la proteina Tfam en cerebro de ratas de
15 dias de edad. Ademas, en cerebelo, se puede observar también una banda de mayor
peso molecular que, probablemente, corresponda a la forma citoplasmica de Tfam que

aln conserva el péptido de sefializacion mitocondrial.

A
A 4
c?& @ﬁ? Q‘f f «%/"@ @f &
= ® = @%®-=-= |
. 35 - C Txi C TXEC Txi C Txi C TXEC TXEC Tx
sl ULl LS
St e ol il .

Figura 17: Efecto de T3 sobre el contenido de la proteina Tfam en distintas &reas del cerebro. (A)
Western blot representativo: se extrajeron extractos proteicos de distintas areas del cerebro de ratas N15
controles (C) o hipotiroideos (Tx) (Aparados 4.1.1 de materiales y métodos). Se realizé el andlisis por
Western Blot tal y como se describe en el apartado 4.2 de materiales y métodos. (B) Cuantificacion
densitométrica de los niveles de proteina Tfam en €l cerebro de ratas de 15 dias de edad postnatal. Los
datos corresponden a andlisis de 3 Western blot diferentes y estén referidos a valor mas bajo que se
representacomo 1.

Cuando analizamos los niveles de proteina Tfam en mitocondrias aidladas de

cerebro de neonatos de 15 dias observamos (Figura 18) que, en cerebelo y mesencéfal o,
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los niveles de Tfam en mitocondria estan también significativamente disminuidos en €
cerebro de animales hipotiroideos. En e hipocampo, sin embargo, se observa un ligero

incremento en los niveles de Tfam hasta 1,4 veces mas respecto a vaor en ratas

controles.
A Hipocampo Cerebelo Mesencefalo
AP T — — Tfam
S — — —  — a-Tubulina
25 - C Tx C Tx C Tx
B

20

15 A

10 4

0 ]

Figura 18: Efecto de T3 sobre el contenido mitocondrial de la proteina Tfam en cerebro. (A)
Western blot representativo de los niveles de proteina Tfam en mitocondrias aisladas de distintas regiones
del cerebro de ratas N15 controles (C) o hipotiroideos (TX) (apartado 4.1.2.2 de materiales y métodos).
(B) Cuantificacion densitométrica de los niveles de proteina Tfam en mitocondrias del cerebro de ratas de
15 dias de edad postnatal. Los datos corresponden al analisis de 3 Western blot diferentes y estan
referidos al valor més bajo que se representa como 1.

1.2. Ensayos de transfeccion transitoria con e promotor de Tfam humano.

1.2.1. Analisisdela secuencia del promotor de Tfam.

Para los estudios de regulacion del promotor del gen del factor de transcripcién
mitocondrial A humano, utilizamos un fragmento de 1276 pb obtenido mediante PCR y
correspondiendo a la zona promotora (nucledtido —1275 al +1) de Tfam (Fig. 19), segun
se describe en Materiales y Méodos. También, utilizamos delecciones del mismo, que
al igual que el promotor entero, fueron obtenidas por PCR. El promotor entero asi como

las distintas delecciones de la parte 5 fueron clonados en los vectores de expresion
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pXP1 o pXP2, frente a gen de la luciferasa como testigo. Las delecciones
correspondientes a la parte 3' fueron clonadas en el vector pT109 Luc que contiene el
promotor minimo de la timidina kinasa. Todas las construcciones se secuenciaron para

confirmar que la secuencia era la correcta.

Por comparacion de secuencias, detectamos en € promotor de Tfam diferentes
posibles sitios de unién para diversos receptores nucleares y para varios factores de
transcripcion. Encontramos tres posibles elementos de respuesta a hormona tiroidea con
similitud a TRE consenso: TREL1 (-1239/-1212) que es un elemento que contiene un
IP3, DR4 y DR6 que solapan entre si; TRE2 (-1106/-1091) un elemento constituido por
un DR4y TRE3 (-748/-737) un elemento que contiene un DRO y un IR0 que solapan
entre si. Localizamos también otros posibles TREs, organizados como IR0 ¢1180/-
1169; -942/-931), DRO (-873/-862), I1P3 (-424/-410), |P2 ¢358/-345) o DR6 (-268/-
251). Este promotor posee también posibles sitios de respuesta para otros receptores
nucleares:

Acido retinoico (RARE), organizados como IR0 (-1180/-1169; -942/-931), DR2
(-1091/-1078; -1021/-1008; -586/-573), IRO/DR2 (- 748/-735), 0 DR5 (-200/-184).

Vitamina D3 (VDRE), organizados como |P9 (-1267/-1247) o DR3 (-990/-976; -
860/-846).

Receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPRE) organizados
como DR1 (-1187/-1175; -1083/-1071; -867/-855; -494/-482; -200/-188) o DR1
invertido (-578/-566; -571/-559; -424/-412).

Entre los elementos de respuesta a conocidos factores de transcripcion se
encuentran posibles elementos de respuesta a NFkB (-1222/-1209; -984/-975; -454/-
445); sitios C/EBP (-1116/-1103; -892/-879; -667/-654; -492/-479); Egr-1 (-264/-256; -
107/-99); NRF-1 (-74/-56); NRF-11 (-1188/-1179; -34/-16) y SP1 (-450/-438; -98/-86; -
59/-47; -54/-42; -49/-37).

1.2.2. Actividad basal.

En primer lugar estudiamos la actividad basal de las construcciones

correspondientes a diversos fragmentos de la zona 5’ con respecto a punto de inicio de
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la transcripcion. Por actividad basal, entendemos la actividad del promotor en ausencia
de cuaquier estimulo. Células de neuroblastoma (TR) cultivadas segin describimos en
Materiales y Métodos, fueron transfectadas con 0,5 ng de la construccion gque contenia
el promotor (entero o deleccionado) e incubadas durante 24 horas. Al dia siguiente de la
transfeccion, se lavaron las células, se sustituyo e medio por DMEM sin suero y se
incubaron durante otras 24 horas. En la figura 20, podemos observar que la actividad
transcripcional (medida como actividad luciferasa) del fragmento comprendido entre los
nucledtidos—295 y +1 del Tfam, es menor que la del resto de las construcciones, lo que
sugiere la perdida de algun elemento activador en el fragmento comprendido entre —
796/-295. Cuando deleccionamos la region entre —295 y —147, se produce una
recuperacion, aunque no total, de la actividad basal; o que podria sugerir la existencia
en esta region de algun elemento negativo para la actividad basal del fragmento que
abarca del nucledtido —295 a +1.
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Figura 19 Secuencia de la regién promotora del gen h-Tfam, desde el nucledtido —1275 hasta el +1.
En ella, aparecen indicados los posibles elementos de respuesta a hormona tiroidea localizados en esta
secuencia; también aparecen indicados sitios para conocidos factores de transcripcion como C/EBP,
NFkB, EGR-1, NRF-I, NRFIly SP1.
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Figura 20: Actividad basal de las distintas construcciones del promotor del gen h-Tfam. (A): Células
TR fueron transfectadas por €l método de precipitacién con fosfato célcico (apartado 2.1 de materiales y
métodos) con las delecciones 5' con respecto a punto de inicio de la transcripcion, pX/Tfam-1275+1,
pX/Tfam1155+1, pX/Tfam-796+1, pX/Tfam-295+1 y pX/Tfam-147+1. La actividad luciferasa se evalGa
como veces de induccién con respecto a la actividad basal de la construccion pX/Tfam-1275+1
arbitrariamente fijada en 1. Los datos presentados corresponden a la media del valor de la actividad
luciferasa determinada por triplicado en tres experimentos diferentes. (B): Esguema de las distintas
delecciones del promotor, en las que aparecen indicados los posibles elementos de respuesta a T3; y
también los sitios C/EBP, NFkB y EGR-1.
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1.2.3. Regulacion por T3 de la actividad del promotor de Tfam en células de
neuroblastoma (TR).
1.2.3.1. Especificidad del receptor de T3 sobre la expresion de Tfam.

En los vertebrados los receptores de T3 son codificados por dos loci a 'y b
(localizados en los cromosomas 17 y 3, respectivamente, en la especie humana). A su
vez, por procesamiento alternativo de los mensgjeros de ambos genes surgen diferentes
isoformas de estos receptores. ai, a, as, b1, b2y bs. Como ya he comentado en la
introduccion, de las isoformasa, s0lo TRa1 (NR1A1a) es capaz de unir T3 y mediar la
accion de la hormona tiroidea; NR1A1b (conocido inicialmente como cerb Aasy) es
capaz de unirse especificamente a TRES, aunque con baja afinidad, y funciona como un
antagonista de los receptores de T3, tanto de TRa; como de TRb;. Las tres isoformas
TRb1, b ybs si son capaces de unir T3. En general ambas isoformas (a1 y b1) regulan
la expresion de los mismos genes de manera similar. Sin embargo se han descrito casos
en los que la regulacién por las diferentes isoformas a; y b1 son diferentes. Nosotros
hemos analizado primero si ambas isoformas del receptor de T3 eran capaces de regular
la expresion del promotor de Tfam. Para ello cotransfectamos células TR con ambas
isoformas del receptor junto a la construccion —1275/+1 del promotor de Tfam y d
receptor del retinoide X (RXRa), tal y como describimos en materiales y métodos. La
figura 21 muestra que € tratamiento con 100 nM de T3 durante 24 horas produce un
aumento de la actividad del promotor de Tfam de 5,2 veces mas respecto al valor basal.
Curiosamente, este aumento solo se observo cuando la isoforma cotransfectada era
TRb; y no detectamos ninguin efecto de T3 sobre e promotor cuando la isoforma
cotransfectada era TRa ;. De todo esto se deduce que €l efecto estimulador de la T3
presenta especificidad de isoforma de manera que estd mediado Unicamente por la

isoforma TRb 1.
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Actividad luciferasa (Veces de induccion)

Basal TRa/RXR TRa/RXR+T3 TRb/RXR TRb/RXR+T3

Figura 21: Efecto de T3 sobre la actividad transcripcional de la construccion pX/Tfam-1275+1.
Células TR fueron cotransfectadas por el método de precipitacion con fosfato calcico (apartado 2.1 de
materiales y métodos), con la construccion pX/Tfam-1275+1, la isoforma a; o b; del receptor de la
hormona tiroidea, junto con el receptor del retinoide X (RXRa). Los datos presentados son la media del
valor de la actividad luciferasa determinada por triplicado en tres experimentos diferentes, con respecto a
laactividad basal de pX/Tfam-1275+1.

Para comprobar que esta especificidad de isoforma en células TR no es debido a
una ineficacia de la isoforma TRa 1 en cuanto a la activacion transcripcional, o bien a
gue esta isoforma no se expresara bien en células TR, repetimos estos estudios, pero
utilizando la construccion pXP2 TRE MoMLV (Vivanco Ruiz, M. et a. 1991) en lugar
del promotor de Tfam; esta construccion contiene el TRE candnico del virus Moloney
de laleucemia murina, €l cual esta constituido por dos repeticiones directas del motivo
GGTCA/C separados por cuatro nucledtidos. En la figura 22 se puede observar que, al
contrario de 1o gque ocurria con la construccion conteniendo € promotor de Tfam, la
actividad ddd TRE MoMLV se induce en presencia de T3 tanto s e receptor
cotransfectado es el TRa ;1 como & TRb;. Estos resultados indican que laisoforma TRa ;
gue estamos cotransfectando se expresa normalmente en las clulas TR que estamos

utilizando y que es funcional en ellas.
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Figura 22: Efecto de T3 sobre la actividad transcripcional de la construccion pXP2 TRE MOMLV.
Células TR fueron cotransfectadas por el método de precipitacién con fosfato célcico (apartado 2.1 de
materiales y métodos), con la construccion pXP2 TRE MOMLV, laisoforma a; o by del receptor de la
hormona tiroidea, junto con el receptor del retinoide X (RXRa). Los datos presentados son la media del
valor de la actividad luciferasa determinada por triplicado en tres experimentos diferentes, con respecto a

laactividad basal de pX/Tfam 1275+1. *** P£0,001.

1.2.3.2. Localizaciéon y caracterizacion de secuencias implicadas en la respuesta

inducida por T3 sobrela regién promotora del gen Tfam humano.

Para analizar cuales son las secuencias responsables del efecto de la hormona
tiroidea sobre el promotor de Tfam realizamos experimentos de transfeccién utilizando
las construcciones descritas en el apartado 6 de materiales y métodos, y esquematizados
en los paneles B de las leyendas de las figuras 23, 24 y 25. Células TR se
cotransfectaron con las construcciones correspondientes a promotor entero o a las
digtintas delecciones, junto con las construcciones correspondientes a la isoforma TRb;
del receptor de T3 y a la isoforma a del receptor del retinoide X, ta y como
describimos en materidles y métodos. En la figura 23 se puede observar que la

regulaciéon por T3 del promotor de Tfam desaparece con la construccion —147 y +1,
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mientras que se mantiene con las demés construcciones, incluso con € fragmento que
abarca desde —295 a +1, a pesar de que, a principio no observamos en este fragmento
un posible TRE candnico. Sin embargo, a analizar con mas detalle esta zona del
promotor detectamos la existencia de dos sitios cuya secuencia podria estar relacionada
con un TRE y gue estaban organizados como un DR6 (268/-251) y un DR5 (~200/—
184). Estos resultados sugieren la existencia de un elemento de respuesta a hormonas
tiroideas, y por lo tanto un sitio de union a receptor, en la region —295/-147 del gen.
Con la construccion —1275/—1110 de Tfam (figura 24) que solo conserva el elemento
TREL, vemos que este elemento no sélo es funciona sino también que es suficiente

para mediar la accion de T3 sobre la expresion del promotor de Tfam.

Para confirmar la funcionalidad de los potenciales TREs presentes en €
fragmento —295/-145, estudiamos si este elemento es capaz de conferir respuestaa T3 a
un promotor heterdlogo. Con este proposito realizamos transfecciones transitorias en
células TR en las que transfectamos una construccion quimera de este fragmento en €l
vector pT109 luc que contiene el promotor minimo de la timidina kinasa. En la figura
25 se puede observar que, curiosamente, el heterodimero RXRa/TRb; vacio es capaz de
provocar un incremento de la actividad luciferasa, respecto al basal, de mas de 7,8
veces. La adicion de T3 a medio de incubacion indujo un aumento de 10,3 veces con

respecto al basal, superior a producido por € heterodimero vacio.
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Figura 23: Efecto de T3 sobre la actividad transcripcional de las construcciones pX/Tfam-1275+1,
pX/Tfam-796+1, pX/Tfam-296+1 o pX/Tfam-147+1. (A): Células TR fueron cotransfectadas por €l

método de precipitacion con fosfato calcico (apartado 2.1 de materidles y métodos) con estas
construcciones, junto con las construcciones correspondientes a TRb; y RXRa. Los datos presentados son
la media del valor de la actividad luciferasa determinada por triplicado en tres experimentos diferentes,

con respecto a la actividad basal de pX/Tfam1275+1. **, FE0,01; *, FE0,05. (B): Esquema de las
distintas delecciones del promotor, en las que aparecen indicados |os el ementos de respuesta ala hormona
tiroidea.
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Figura 24: Efecto de T3 sobre la actividad transcripcional de las construcciones pX/Tfam-1275+1,
pT/Tfam-1275-1110, pT/Tfam-1275-797 o pT/Tfam-1275-425. Células TR fueron cotransfectadas por
el método de precipitacién con fosfato calcico (apartado 2.1 de materidles y métodos) con estas
construcciones, junto con las construcciones correspondientes a TRb; y RXRa. Los datos presentados son
la media del valor de la actividad luciferasa determinada por triplicado en tres experimentos diferentes,
con respecto a la actividad basal de pX/Tfam1275+1. **, P£0,01. (B): Esguema de las distintas
delecciones del promotor, en las que aparecen indicados | os el ementos de respuesta ala hormonatiroidea.
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Figura 25: Efecto de T3 sobre la actividad transcripcional de la construccion pT/Tfam-290-145. (A):
Células TR fueron cotransfectadas por el método de precipitacion con fosfato calcico (apartado 2.1 de
materiales y métodos) con esta construccion, junto con las construcciones correspondientes a TRb; y
RXRa. Los datos presentados son la media del valor de la actividad |uciferasa determinada por triplicado
en tres experimentos diferentes, con respecto a la actividad basal de pX/Tfam1275+1. **, PE0,01; ***,
PE£0,001. (B): Esquema de las distintas delecciones del promotor, en las que aparecen indicados los
elementos de respuesta ala hormonartiroidea.
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Los resultados obtenidos utilizando |as diferentes delecciones, tanto 5 como 3,
del promotor de Tfam sugieren que la region comprendida entre los nucledtidos —290 y
—145, posee elementos de respuesta a receptor de T3 que son capaces de responder a
heterodimero RXRa/TRb; vacio, y que la adicion de hormona tiroidea provoca un

aumento aln mayor sobre la actividad basal.

Para examinar si los efectos de la hormona tiroidea y de su receptor sobre la
actividad transcripcional del promotor de Tfam no son dependientes del contexto
celular, realizamos también ensayos de transfeccion transitoria en otra linea celular: las
células de origen gliadl OM5 (ver apartado 2.1 de materiales y métodos). Estas células se
cotransfectaron, de manera similar a las células TR, con las construcciones
correspondientes a promotor entero o a las distintas delecciones ¢794/+1 o -1275/-
425), junto con las construcciones correspondientes a la isoforma b1 del receptor de T3
y alaisoforma a del receptor del retinoide X, tal y como describimos en materiales y
métodos. En la figura 26 se puede observar que también en estas células la hormona

tiroidea es capaz de inducir la expresion del promotor de Tfam.
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Figura 26: Efecto de T3 sobre la actividad transcripcional de las construcciones pX/Tfam-1275+1,
pX/Tfam-794/+1 o pT/Tfam-1275-425 en la linea celular OM5. (A): Células OM5 fueron
cotransfectadas por el método de precipitacion con fosfato calcico (apartado 2.1 de materiales y métodos)
con estas construcciones, junto con las construcciones correspondientes a TRb; y RXRa. Los datos
presentados son la media del valor de la actividad luciferasa determinada por duplicado en tres
experimentos diferentes, con respecto a la actividad basal de pX/Tfam-1275+1. **, FE0,01; *, P£0,05.
(B): Esquema de las distintas delecciones del promotor, en las que aparecen indicados los elementos de
respuesta alahormonatiroidea.
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1.3. ldentificacion de las secuencias de reconocimiento para el receptor de T3 en €

promotor de Tfam.

Lo siguiente que estudiamos fue determinar cua de los potenciaes sitios de
union de T3 encontrados en e promotor de Tfam era reamente capaz de unir €l
receptor. Para ello realizamos estudios de retardo en gel (tal y como se describe en
materiales y métodos) con oligonucledtidos conteniendo las secuencias de TREL,
TRE2, TRES y diversos oligonuclettidos que cubrian la secuencia —295/-145. Se pudo
observar que TRb; sblo se unia con ata afinidad a oligonucledtido que hemos
denominado TREL1 (fig. 27), €l cua como ya comentado, es un elemento compuesto de
respuesta a T3 que contiene un IP3, DR4 y DR6 que solapan entre si. La unién de la
isoforma TRb; al oligonucledtido TRE1 es especifica, ya que un exceso molar de 200
veces del oligonucledtido TREL sin marcar (carril 3) impide la formacién de la banda de
retardo. La adicion de T3 a medio de incubacion afecta un poco la afinidad de union
del TRb; d TREL

TRE1 TRE2 TRE3
[ 1T I 1
TRb, -+ + + - + + - + +
RXRa -+ + + - + + - + +
PQEL6 - - - - - -+ - -
TRE1* - - + 4+ - - - - - -
TRE2* - - - - - - + - - -
TRE3* - - - - - - - - - +
T3 - - -+ - - - - - -

Ii*'
1 2 3 4

Figura 27: Union a los oligonucledtidos TRE1, 2 y 3 de extractos proteicos de bacterias
sobreexpresando TRb;. Los ensayos de retardo en gel se realizaron segun describimos en el apartado
5.2 de materiales y metodos. El oligonuclettido TRE adecuado previamente marcado se incubd con los
extractos proteicos correspondientes (Extractos TRb; 20 ng, pQE16 20 ng, RXRa 75 ng y/o hormona T3
2 nM). *: Oligonuclettido sin narcar en exceso molar de 200 veces. pQE16: Extractos proteicos de
bacterias sobreexpresando el vector pQE16 vacio, empleado como control negativo.
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Tras confirmar la unién de TRb; a elemento TREL, € siguiente paso que nos
planteamos fue estudiar su unién al fragmento —290/-145 y determinar s efectivamente
en este fragmento se encontraba una secuencia de union a receptor de T3. Para ello, 1o
primero que hicimos fue analizar s los diferentes oligonucledtidos que denominamos
PAR1, PAR2, PAR3y PAR4, correspondientes a la zona —290/—145 del promotor eran
capaces de actuar como competidores especificos para el TRE1L. Segun se observa en la
figura 28, los oligos PAR1 y PARS son los més eficaces a la hora de competir con el
oligonucledtido TREL, sugiriéndonos que estos oligonucledtidos contienen secuencias

capaces de reconocer laisoformab; del receptor de la hormona tiroidea.

TRb,
RXRa
PARL -
PAR2 - - + - -
PAR3 - - - + -

PAR4 - - - - +

+ + +

Figura 28: Unién de la isoforma TRb; a TRE1 y competicion con los PARS; union de extractos de la
proteina TRb; sobreexpresada en bacterias al elemento TREL y competicién con los oligonucleétidos
PARs. Los ensayos de retardo en gel se realizaron seguin describimos en el apartado 5.2 de materiales y
metodos. El oligonucledtido TREL marcado se incubé con las proteinas correspondientes (Extractos TRb,
20 ng y RXRa 75 ng) junto o no con un exceso molar de 200 veces del PAR adecuado.

A la vista de estos resultados decidimos redizar andlisis de retardo en gel
utilizando los oligonucledtidos PAR1 y PAR3 como sondas. Como se puede observar
en la figura 29, PARL1 unia, aungque con bga afinidad, € heterodimero RXRa/TRb1y
esta union aumentaba significativamente al afiadir T3. Sin embargo, cuando el
oligonucledtido utilizado en el retardo era el PAR3 pudimos observar que, TRb1 se unia
a este fragmento con alta afinidad. Estos resultados muestran que, efectivamente, en €l

fragmento —290/—145 se encuentra una secuencia entre los nucledtidos —295/-248
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(PARL) capaz de unir heterodimeros RXR/TRb1 con baja afinidad, la cual aumenta

tremendamente en presencia de T3. También existe otra secuencia de reconocimiento,
PARS, entre los nucledtidos -215/-174 que une con ata especificidad el heterodimero

RXR/TRb;, tanto en ausencia como en presencia de T3 (figura 30).

TRb, + + + +
RXRa - + + +
PARI* . ; N ]
T3 -

Figura 29: Unién de la isoforma TRb; a PAR1: Unién de extractos de la proteina TRb; sobreexpresada
en bacterias al oligonucledtido PARL. Los ensayos de retardo en gel se realizaron segiin describimos en el
apartado 5.2 de materiales y metodos. El oligonucledtido PAR1 previamente marcado se incub6 con las
proteinas correspondientes (Extractos TRb; 20 ng, RXRa 75 ng y/o lahormona T3 2 nM).

*: Oligonucledtido sin marcar en exceso molar de 200 veces.

TRb, - + + +
RXRa - - + +
PAR3* - ; ; + ]
T3 ; ] ] ; .

s

Figura 30: Uni6n de la isoforma TRb; a PAR3: Uniodn de extractos de la proteina TRb; sobreexpresada
en bacterias a oligonucledtido PAR3. Los ensayos de retardo en gel se realizaron segiin describimos en el
apartado 5.2 de materiales y metodos. El oligonucledtido PAR3 previamente marcado se incubé con las
proteinas correspondientes (Extractos TRb; 20 ng, RXRa 75 ng y/o lahormona T3 2 niM).

*: Oligonucledtido sin marcar en exceso molar de 200 veces.
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1.4. Efecto de T3 sobre los niveles endogenos de mRNA de Tfam en células de

grasa marrén MB492.

A continuacién estudiamos si, ademés de regular la actividad del promotor de
Tfam, T3 era capaz de aumentar los niveles de Tfam enddgeno en una linea celular. La
mayoria de las lineas celulares establecidas no tienen, o tienen muy pocos, receptores
para hormonas tiroideas. Por ello para analizar €l efecto de esta hormona sobre los
niveles endégenos de MRNA de Tfam, utilizamos la linea celular MB492, derivada de
grasa marron, y gque posee un numero significativo de receptores de T3. Las células
MB492 fueron cultivadas segun describimos en materiales y métodos, y tratadas o no
con T3 durante 24 horas. El RNA total se aid6 de las células segin € método descrito
por Chomczynski y Sacchi (1986). Como se puede observar en la figura 31, la
administracion de T3 provoca un aumento significativo de la cantidad de mRNA-Tfam
respecto a los valores basales (3,2 veces). Estos resultados indican que T3 es capaz, no
solo de inducir la actividad del promotor de Tfam, sino que también es capaz de inducir

la expresion enddgena de este gen en células que poseen receptores para esta hormona.

Basal T3

Figura 31: Regulacién por T3 de la expresién enddgena del gen Tfam en células MB492. Células
MB492 fueron cultivadas en placas pl00 tal y como se describe en el apartado 2.1 de materiales y
meétodos, y tratadas con T3 (100 nM) durante 24HQ00. Se extrajo RNA total y se realizo el andlisis por
Northern Blot (Apartado 3.3 de materiales y métodos). Se presenta el resultado de las densitometrias de
tres Northerns diferentes, como media + desviacion estandar. **, PE0,01.
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2. REGULACION DEL PROMOTOR DE TFAM POR OTROSMIEMBROS
DE LA FAMILIA DE RECEPTORES NUCLEARES.

2.1. Regulacion por vitamina D3 (VD3).

La 1,25-dehidroxyvitamina D3 [1,25-(OH)2D3], forma biol 6gicamente activa de
lavitamina D, gerce su efecto sobre la transcripcion a través de su receptor (VDR), que
al igua que €l receptor de la hormona tiroidea, pertenece también a la superfamilia de
receptores nucleares. Los elementos de respuesta a los heterodimeros RXR/VDR se
denominan VDRE vy, los més comunes constan de la secuencia
AGGTCANNNAGGTCA (DR3) aunque también se han descrito elementos de
respuesta organizados como un IP9 (Malloy, P. J. et a. 1999). La vitamina D, asi como
la hormona tiroidea, regula una gran cantidad de procesos, uno de los mas conocidos es
el control de la homeostasis del calcio y del fosforo, pero juega también un papel muy
importante en la regulacion de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis de numerosos
tipos celulares (Haussler, M. et al. 1998).

Con € fin de ampliar e estudio de la regulacion del factor de transcripcion
Tfam, procedimos al andlisis de la contribucion de los posibles elementos de respuesta a
VD3 encontrados por comparacion de secuencia (Fig. 32), sobre la actividad
transcripcional del promotor de Tfam; para ello utilizamos las construcciones descritas
en el apartado 6 de materiales y métodos, y esquematizados en el panel B de la figura
33. Células TR cultivadas segin describimos en materiales y métodos, fueron
transfectadas con 0,5 ng de la construccion que contenia e promotor (entero o
deleccionado) e incubadas durante 24 horas. Al dia siguiente de la transfeccion, se
lavaron los precipitados de DNA con una solucion sdlina, TD 1X, y se sustituy6 e
medio de las placas por medio DMEN sin suero y se incubaron durante 24 horas con
tratamiento o no de VD3 (1 nM). La figura 33 muestra una induccién de la actividad del
promotor de Tfam por VD3 solo con las construcciones correspondientes a promotor
entero y a fragmento —1275/—757 de Tfam, los cuales mantienen los 3 elementos de
respuesta localizados. Por 1o que pensamos que la region del promotor comprendida
entre los nucledtidos —1275y —757 estaria implicada en la regulacién mediada por la
vitamina D3. Con las construcciones —1155/+1 y —1275/-1110 que respectivamente
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conservan dos motivos DR3 y un motivo P9, se deduce que a menos uno de los dos
motivos DR3 y el motivo IP9 son esenciales para mediar la accion de VD3 sobre la
expresion del promotor, pero no son suficientes por si solos, ya que su deleccién afecta

la actividad transcripcional del promotor de Tfam.

RERVIDR RXRVDE RIRVIR

Figura 32 Esquema de laregion promotora del gen h-Tfam, desde el nuclebtido—-1275 hasta el +1. En
él, aparecen indicados los posibles elementos de respuesta a la vitamina D3 localizados en esta region;
también aparecen indicados sitios para conocidos factores de transcripcion como C/EBP, NFkB, EGR-1,
NRF-I, NRF-11'y SP1. *: 3 Sitios SP1 solapan entre si.

75



Resultados

A s
—_
C
©
3
: 5— * %
©
£
S 4 I
7)) 1 *kk
[0}
o
(]
S 3] I
(]
0
o]
F—
2L 2]
(8]
=)
®
3 1.
=
3
(&)
< ’;‘
Basal (-1275/+1) (-1155/+1) (-796/+1)  (-295/+1) (-147/+1) (-290/-145) (-1275/-  (-1275/-
1110) 757)

|\

-1275

== DR3

Figura 33 Efecto de VD3 sobre la actividad transcripcional del promotor de Tfam y de sus distintas
delecciones. (A): Células TR fueron transfectadas con construcciones correspondientes al promotor
entero de Tfam y a diferentes delecciones (apartados 2.1 y 6 de materiales y métodos). Los datos
presentados son la media del valor de la actividad luciferasa determinada por triplicado en tres
experimentos diferentes, con respecto alaactividad basal de pX/Tfam1275+1. **, PE0,01; ***, PE0,001.
(B): Esquema de las distintas delecciones del promotor, en las que aparecen indicados los elementos de
respuestaalavitaminaD3.
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2.2. Regulacion por 15-deoxy-?-*"-prostaglandina J, (15d-PGJ,).

L os PPARs fueron inicialmente clonados como receptores nucleares que median
los efectos de compuestos sintéticos denominados proliferadores peroxisomales sobre la
expresion génica. Poco después se puso de manifiesto que estos receptores tenian otros
ligandos como eicosanoides y &cidos grasos. Los PPARs actlian, como otros receptores
nucleares, uniéndose a sus elementos de respuesta en sus genes diana formando
heterodimeros con € RXR. Hasta la fecha se han identificado tres tipos diferentes; a, d
y g. PPARa se expresa fundamentalmente en tejido marrén e higado, también en rifion,
corazén y musculo esquelético. PPARg se expresa fundamentalmente en tegjido adiposo
y también en el sistema inmune. PPARd es muy ubicuo y su expresién mas ata es en
rifidn , intestino y corazon. Algunos de los ligandos de estos receptores son compartidos
por las tres isoformas como los é&cidos grasos poliinsaturados y otros son més
especificos de isoforma. PPARa une con alta afinidad acidos grasos no saturados de
cadena larga como el &cido linoleico y eicosanoides como € leucotrieno LT B4. Los
ligandos con ata afinidad para PPARg son la 15-deoxy-D-2'*-prostaglandina J,
eicosanoides y agentes hipolipidémicos como los fibratos. También drogas

antidiabéticas como las tiazolidinediones: pioglitazona, troglitazona, rosiglitazona.

Ya gue la activacion de PPARg se ha asociado con la regulacion de procesos
apoptoticos, en los que esta implicada la mitocondria en numerosos tipos celulares,
decidimos centrarnos en el estudio de la regulacién de Tfam por un ligando muy potente
de este receptor: 15d-PGJ,. Los posibles elementos de respuesta a PPARg se encuentran
esquematizados en la figura 34. Las construcciones empleadas se describen en e
apartado 6 de materiales y métodos, y estan esquematizados en € panel B de la figura
35. Céulas TR cultivadas segin describimos en materidles y métodos, fueron
transfectadas con 0,5 nmg de la construccion que contenia e promotor (entero o
deleccionado) e incubadas durante 24 horas. Al dia siguiente de la transfeccion, se
lavaron los precipitados de DNA con una solucion sdlina, TD 1X, y se sustituy6 €
medio de las placas por medio DMEN sin suero y se incubaron durante 24 horas en
presencia 0 ausencia de prostaglandina (1 nM). La figura 35 muestra una disminucion
de la actividad transcripcional en respuesta a 15d-PGJ, de todas las construcciones

empleadas, incluso con € fragmento que abarca desde € nucledtido —147 al +1 que, en
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principio, no conserva ningun elemento de respuesta mas o menos corsenso a 15d-
PGJ,. Estos datos sugieren que 15d-PGJ, podria regular €l promotor de Tfam bien a
través de su activacion de PPARg gue se uniria a una secuencia, no descrita como
PPRE, entre los nuclebtidos —147/+1, o bien a través de un mecanismo indirecto por su
cooperacion con algun factor de transcripcion presente en esa secuencia. Cabe resaltar
que las células no eran apoptdticas y que presentaban una morfologia similar a la que

presentaban las células control.

RERFFAR EXRTEFAR RXRTPAR

-1275 +1

Figura 34: Esquema dela region promotora del gen h-Tfam, desde el nucledtido—1275 hasta el +1. En
él, aparecen indicados los posibles elementos de respuesta a receptores activados por proliferadores
peroxisomales localizados en esta secuencia; también aparecen indicados sitios para conocidos factores
de transcripcion como C/EBP, NFkB, EGR-1, NRF-1, NRF-I1 y SP1. *: 3 Sitios SP1 solapan entre si.
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Figura 35: Efecto de 15d-PGJ, sobre la actividad transcripcional del promotor de h-Tfam y de sus
distintas delecciones. (A): Células TR fueron transfectadas con construcciones correspondientes al
promotor entero de Tfam y a diferentes delecciones (apartados 2.1 y 6 de materiales y métodos). Los
datos presentados son la media del valor de la actividad luciferasa determinada por triplicado en tres
experimentos diferentes, con respecto ala actividad basal de pX/Tfam1275+1. **, PE0,01; ***, PE0,001.
(B): Esquema de las distintas delecciones del promotor, en las que aparecen indicados los elementos de
respuesta ala prostaglandina.
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2.3. Regulacién por acido todo-trans-retinoico (AR).

Otro mienbro de la familia de receptores nucleares a cual se ha implicado en
procesos de muerte celular es e receptor del écido retinoico (RAR), cuyo ligando es €
acido todo-trans retinoico. Como todos los miembros de esta subfamilia de receptores,
RAR se une a sus elementos de respuesta formando heterodimeros con RXR. Estos
elementos de respuesta estan generalmente organizados como DR5 o DR2, aunque
también se pueden unir a elementos de respuesta a hormona tiroidea como IR0 6 DR4.

A continuacion, completamos los estudios sobre los efectos de otros miembros
de la superfamilia de receptores nucleares sobre la expresion del factor de transcripcion
Tfam, estudiando la contribucién de los posibles elementos de respuesta a AR
encontrados por comparacion de secuencia Fig. 36); utilizamos las construcciones
descritas en € apartado 6 de materiales y métodos, y esquematizados en €l panel B de la
figura 37. Células TR cultivadas segin describimos en materiales y métodos, fueron
transfectadas con 0,5 ng de la construccion que contenia e promotor (entero o
deleccionado) e incubadas durante 24 horas. Al dia siguiente de la transfeccion, se
lavaron los precipitados de DNA con una solucion sdlina, TD 1X, y se sustituy6 €
medio de las placas por medio DMEN sin suero y las células se incubaron durante 24
horas en presencia o no de &cido retinoico (1 niM). En la figura 37 se puede observar un
aumento de la actividad de este promotor en todas las construcciones estudiadas, menos
en las construcciones. —295/+1; —147/+1y —290/—145. Estas construcciones tienen en
comun que, aunque dos de €ellas contienen un DR5, les faltan |os elementos de respuesta
a T3 como IR0 y & elemento de respuesta DR2, lo cual sugiere que, en este promotor,
el heterodimero RXR/RAR no se estd uniendo a una de las secuencias mas canonicas
para AR: DR5. Por @ estudio con la construccion —1275/~1110, que contiene los
elementos TREL y IR0, parece que este fragmento seria suficiente para conferir
capacidad de respuesta del promotor de Tfam aAR.

Hay datos descritos en la literatura que indican que, en determinados
promotores, los efectos de T3 y acido retinoico pueden ser aditivos o bien que un
mismo elemento de respuesta puede mediar las acciones de ambos factores. Por tanto, 1o
siguiente que nos planteamos es el estudio del efecto de T3 y AR sobre los niveles de

MRNA enddgeno de Tfam. Para ello hemos empleado células MB492 ya que, como



Resultados

comentabamos en € apartado 1.4, estas células poseen un nimero significativo de
receptores de T3. El RNA tota se aidd de las células segin € método descrito por
Chomczynski y Sacchi (1986). Como se puede observar en las figuras 38, la incubacion
de células MB492 con T3, AR 0 AR+T3 aumenta los niveles de mRNA-Tfam 3,2; 8,75
y 8,05, respectivamente, con respecto a basal. Estos resultados, junto con los datos
obtenidos con las transfecciones en las que estudiamos € efecto de ambos factores,
sugieren que € elemento TREL puede mediar, ad menos en parte, los efectos de T3 y
acido retinoico y que el efecto de AR, mediado por este el emento, seria mas potente que
el deT3.

A la vista de los resultados obtenidos en los experimentos de regulacion del
promotor por AR, posteriormente analizamos la unién de la proteina recombinante RAR
a los elementos de respuesta TRE1 y TREZ2, localizados en la zona del promotor de
Tfam que responde a AR. En la Figura 39 se puede observar una union de ata afinidad
del RAR a oligonucledtido TREL (formando heterodimeros con RXR). Esta unién es
especifica ya que un exceso molar de 200 veces del oligonucledtido TREL sin marcar
(competidor) impide la formacion de la banda de retardo. No se observd, sin embargo
ninguna union del RAR al elemento de respuesta TRE2. Estos datos parecen confirmar
el hecho de que RAR estaria aumentando la expresion del promotor de Tfam através de
un elemento de respuesta organizado como un IP3-DR4-DR6 (TREl) y que se

encuentra entre los nucledtidos -1293y -1212.

E¥XREAR REXREAR

0 o

RER/EAR REIRTEAR RERRAR

0 8 B
\ l L

IR DE>5- D R2 i R0
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T ' :
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Figura 36: Esquema de la region promotora del gen h-Tfam, desde el nucleétido—1275 hasta el +1. En
él, aparecen indicados los posibles elementos de respuesta a acido retinoico localizados en esta secuencia;
también aparecen indicados sitios para conocidos factores de transcripcion como C/EBP, NFkB, EGR-1,
NRF-I, NRF-11'y SP1. *: 3 Sitios SP1 solapan entresi.
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Figura 37: Efecto del acido retinoico sobre la actividad transcripcional del promotor de h-Tfam y de
las distintas delecciones. (A): Células TR fueron transfectadas con construcciones correspondientes al

promotor entero de Tfam y a diferentes delecciones (apartados 2.1 y 6 de materiales y métodos). Los
datos presentados son la media del valor de la actividad luciferasa determinada por triplicado en tres
experimentos diferentes, con respecto a la actividad basal de pX/Tfam-1275+1. *, FE0,05. (B): Esquema
de las distintas delecciones del promotor, en las que aparecen indicados los elementos de respuesta a
acido retinoico y también los elementos de respuestaa T3, TRE1y TRE2.
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Figura 38: Regulacion por T3 y AR de la expresion endégena del gen Tfam en células M B492.
Células MB492 fueron cultivadas en placas p100 tal y como se describe en el apartado 2.1 de materialesy
métodos, y tratadas con T3 (100 nM) y/o AR (InM) durante 24H00. Se extrajeron RNA totales y se
realiz6 el andlisis por Northern Blot (Apartados 3.3 de materiales y métodos). Se presenta el resultado de
las densitometrias de tres Northerns diferentes, como media+ desviacion estéandar. **, PE0,01; *, PEO,05.
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Figura 39: Uni6n de la proteina recombinante RAR a los oligonucleétidos TRE1 y TRE2. Los
ensayos de retardo en gel se realizaron seguin describimos en el apartado 5.2 de materiales y métodos. los
oligonuclettidos TREL y TRE2 previamente marcados se incubaron con las proteinas correspondientes
(pQE16 20 ng, RAR 75 ng, RXR 75 ng). pQE16: Extractos proteicos de bacterias sobreexpresando el
vector pQE16 vacio, empleado como control negativo.
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2.4. Efectos de VD3, AR y 15d-PGJ, sobre la expresion endogena de Tfam en
célulasHT22.

Finalmente, analizamos también s, a igua que en e caso de la hormona
tiroidea y del acido retinoico, los otros ligandos de receptores nucleares analizados
(VD3 y 15d-PGJ,) eran capaces de regular los niveles endogenos de Tfam. Para ello
realizamos andlisis de Western blot con proteinas aisladas de la linea celular HT22
derivada de hipocampo. Utilizamos esta linea celular ya que posee niveles elevados de
receptores para VD3, AR y 15d-PGJ, (datos no mostrados).

Para ello, células HT22 (apartado 2.1 de materiales y métodos) fueron tratadas
con los ligandos VD3, 15d-PG), 0 AR; se extrgjeron las proteinas y se analizaron por
Western blot. La figura 40 muestra un efecto claro del AR y de la 15d-PGJ, sobre los
niveles de proteina Tfam. Como se puede observar en esta figura e AR aumenta estos
niveles a las 48 horas de incubacion y la 15d-PGJ, los disminuye a las 12 horas. No
pudimos detectar sin embargo ningun efecto de la vitamina D3. Datos similares los

obtuvimos con las células TR (datos no mostrados).

Basal AR VD3 PG-J2
Incubacién (hora) 12 48 12 48 12 48 12

— e | s PR | e ———

Figura 40: Efectosdelosligandos AR, VD3 y 15dPGJ, sobre la expresion de Tfam en células HT 22.
Células HT22 fueron cultivadas segin describimos en € apartado 2.1 de materiales y métodos. Tras
alcanzar una confluencia de 70-80%, se trataron con los ligandos AR (1 niM), VD3 (1 nM) o 15d-PGJ, (1
nM) durante 12 o 48 horas; y se procedié a Western Blot tal y como se describe en el apartado 4.2 de
materiales y métodos.
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3. REGULACION DEL PROMOTOR DE TFAM HUMANO POR RUTAS DE
SENALIZACION EXTRACELULARES. INTERACCION CON LOS
EFECTOSDE LOSRECEPTORESNUCLEARES.

Como hemos comentado ya en la Introduccion, los receptores nucleares pueden
ser también dianas de numerosas kinasas implicadas en rutas de sefidizacion
extracelular y esta fosforilacion se ha demostrado que es capaz de modular su actividad.
Esta fosforilacién proporciona por tanto un importante mecanismo para el enlace entre
diferentes rutas de sefidizacion. Entre las diferentes rutas de kinasas capaces de
modular la actividad de los receptores nucleares se encuentran la proteina kinasa
dependiente de AMPc (PKA), caseina kinasa, PKC, PI-3 kinasay MAPKs. Por todo
ello, a continuacion anaizamos e posible efecto de varias rutas de sefiaizacion
extracelular sobre la regulacién del promotor de Tfam por los diferentes miembros de la
familia de receptores nucleares analizados en este trabagjo. Para ello, células TR fueron
cultivadas y tratadas con estimuladores de diversas rutas de sefializacion segin
describimos en € apartado 2.1 de materiales y métodos. En € caso del receptor de T3,
este efecto £ estudid tanto sobre los heterodimeros vacios (sin ligando) como sobre
células transfectadas con € heterodimero RXR/TRb e incubadas posteriormente con
T3.

3.1. Regulacion por proteina kinasa A (PKA).

En una primera serie de estudios para determinar la contribucion de los procesos
de fosforilacion, examinamos los efectos de dibutiril AMPc (activador de la proteina
kinasa A) sobre la regulacion por T3 de la expresion del promotor de Tfam. Como se
puede observar en la figura 41, la adicién a medio de incubacion de dibutiril AMPc
(ImM) provocd un aumento en la transactivacion del promotor de Tfam mediada por €
heterodimero vacio. Sin embargo, la incubacion con dibutiril AMPc produjo un bloqueo
en la activacion de la expresion del promotor de Tfam por T3. Estos datos indican que
la activacion de la via de la PKA convierte al heterodimero RXR/TRb; vacio en un
regulador (en este caso inductor) de la expresion del promotor de Tfam y que, por €l
contrario, esta activacion anula e efecto inductor de T3. La actividad basal del

promotor no se vé afectada por la adicién de dibutiril AMPc.
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Figura 41: Efecto de dibutiril AMPc (estimulador de PKA) sobre la regulacién por T3 de la
actividad del promotor de Tfam. Células TR fueron cotransfectadas por el método de precipitacion con
fosfato calcico (apartado 2.1 de materiales y métodos) con la construccién pX/Tfam-1275/+1, junto con

las construcciones correspondientes a TRb; y RXRa. Los datos presentados son la media del valor de la
actividad luciferasa determinada por duplicado en 3 experimentos diferentes, con respecto a la actividad
basal. **, PE0,01; *, P£0,05.

3.2. Regulacion por proteina kinasa C (PKC).

A continuacion estudiamos el efecto de activadores de la PKC sobre el efecto de
T3 en el promotor de Tfam. Cuando las células TR eran incubadas en presencia del éster
de forbol PDBu observamos que, a diferencia de lo que ocurria con la activacion de la
ruta de la PKA, la activacion de PKC (fig. 42) yatenia un efecto sobre la actividad basal
de este promotor (2,5 veces). La adicién de PDBu aumento significativamente el efecto
del heterodimero RXR/TR sobre € promotor de Tfam y de nuevo anulaba e efecto de
T3. Estos resultados sugieren la presencia en e promotor de Tfam de secuencias
consenso para determinados factores de transcripcion gque son dianas finales de la ruta
de sefidlizacion de la proteina kinasa C y que gjercen un efecto activador sobre la
expresion de Tfam. También, y a igual que ocurria con € dibutiril AMPc, PDBu fue
capaz de convertir a heterodimero RXR/TRb; sin ligando en un regulador positivo de

latranscripcion.
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Figura 42: Efecto del éster de forbol PDBu (estimulador de PKC) sobre la regulacién por T3 de la
actividad del promotor de Tfam. Células TR fueron cotransfectadas por el método de precipitacion con
fosfato calcico (apartado 2.1 de materiales y métodos) con la construccion pX/Tfam-1275/+1, junto con
las construcciones correspondientes a TRb; y RXRa. Los datos presentados son la media del valor de la
actividad luciferasa determinada por duplicado en 3 experimentos diferentes, con respecto a la actividad
basal. **, PE0,01; *, PE0,05.

3.3. Regulacién por lavia delas MAPKSs.

Para estudiar €l efecto de la ruta de sefidizacion de las MAPKS, utilizamos dos
conocidos activadores de estaruta: IGF-1 y EGF (figura 43). Ambos factores, ademas de
actuar a través de vias de sefializacion como la PI-3K o p38 son también potentes
activadores de las MAPKs en numerosos tipos celulares. IGF-1 o EGF, fueron capaces
de inducir de manera significativa la transcripcion basal del promotor de Tfam; y ambos
factores, a igua que dibutirii AMPc y PDBu, fueron capaces de hacer que €
heterodimero RXR/TRb1 vacio indujera la expresion del promotor de Tfam. De nuevo,
e tratamiento de las cdulas con IGF-1 o EGF en presencia de T3 anul6 € efecto

activador de esta hormona sobre el promotor de Tfam.
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Figura 43. Efecto de IGF-I1 o EGF (activadores de la ruta de las MAPK s) sobre la regulacién por T3
de la actividad del promotor de Tfam. Células TR fueron cotransfectadas por e método de
precipitacion con fosfato calcico (apartado 2.1 de materiales y métodos) con la construccién pX/Tfam-
1275/+1, junto con las construcciones correspondientes a TRb; y RXRa. Los datos presentados son la
media del valor de la actividad luciferasa determinada por duplicado en 3 experimentos diferentes, con
respecto alaactividad basal. **, PE0,01; *, PE0,05.

3.4. Regulacion por la via de Pl -3K.

Por dltimo para analizar e posible efecto de la activacion de PI-3K
cotransfectamos células TR con un mutante constitutivamente activo de PI-3K
denominado K227E/p110a (apartados 2.1y 6 de Materialesy Métodos). En lafigura 44
se puede observar que, la activacion de la ruta de PI-3K induce fuertemente la
transcripcion basal del promotor de Tfam. La activacion de PI-3K produce también un
aumento en la regulacion del promotor de Tfam en células transfectadas con el
heterodimero RXR/TRb1 en ausencia de T3. A diferencia de lo que aurria con la
activacion de las otras vias de sefidlizacion analizadas, la sobreexpresion de
K227E/pl10a potenciaba de manera significativa la induccién de la transcripcién del

promotor de Tfam mediada por T3.
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Figura 44: Efecto de la activacion de la ruta de PI-3K sobre la regulacién por T3 de la actividad del
promotor de Tfam. Células TR fueron cotransfectadas por el método de precipitacion con fosfato célcico
(apartado 2.1 de materiales y métodos) con la construccion pX/Tfam-1275/+1, junto con las
construcciones correspondientes a TRb;, RXRa y a mutante activo de la PI-3K (K227E/p110a). Los
datos presentados son la media del valor de la actividad luciferasa determinada por duplicado en 2
experimentos diferentes, con respecto alaactividad basal. ***, PE0,001;**, PE0,01.

3.5. Efectos de activadores de kinasas sobre la regulacion de Tfam por VD3, AR y

15d-PGJs.

Lo siguiente que nos planteamos fue estudiar € efecto de la interaccion entre
activadores de rutas de kinasas y otros miembros de la familia de receptores nucleares.
Para ello, realizamos transfecciones transitorias en células TR en las que transfectamos
una construccion correspondiente al promotor entero del gen hTfam. Al dia siguiente
de la transfeccion, se lavaron los precipitados de DNA con una solucién salina de
TD1X, y se sustituyo el medio de las placas por medio DMEN sin suero y se incubaron
durante 24 horas con tratamiento o no de VD3 (1 nM), AR (1 nM) o 15d-PGJ, (1 nM)
junto o no con € factor indicado (ImM Dibutiril AMPc; 0,05 ny/ml PDBu; 0,1 mM
EGF; 0,1 mM IGF-1) (apartado 2.1 de Materiales y Métodos). Como se puede observar
en lafigura 45, la activacion de PKA tuvo diversos efectos sobre la transactivacion del
promotor de Tfam por otros miembros de la familia de receptores nucleares. La adicion

de dibutiril AMPc a medio de cultivo no parece tener ningun efecto sobre la regulacién



Resultados

mediada por la prostaglandina. Sin embargo, observamos que dibutiril AMPc era capaz
de bloquear por completo la induccion transcripcional mediada por VD3 mientras que la
regulacion de la expresion del promotor de Tfam mediada por AR no se ve tampoco
afectada en presenciadel activador de la PKA.
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Figura 45: Efecto de dibutiril AMPc (estimulador de PKA) sobre la regulacién por AR, VD3 o 15d
PGJ, de la actividad del promotor de Tfam. Céulas TR fueron transfectadas con 0,5 ng de la

construccién correspondiente al promotor de Tfam (apartados 2.1 y 6 de materiales y métodos) y tratadas
con los ligandos AR, VD3 0 15d-PGJ,, junto o no con 1 mM dibutiril AMPc. Los datos presentados son
la media del valor de la actividad luciferasa determinada por duplicado en 2 experimentos diferentes, con

respecto alaactividad basal. ***, PE0,001; **, PEO,01.

Cuando las células eran tratadas con e éster de forbol PDBu (figura 46),
pudimos observar que, a igual que en € caso de la activacion de la ruta de PKA, la
activacion de PKC seguia sin tener ningun efecto sobre la regulacion mediada por
prostaglandina J; mientras que se observaba un efecto negativo sobre e efecto
activador de VD3 y AR sobre la actividad transcripcional del promotor. Estos
resultados, como en € caso de la regulacion de Tfam por T3 (apartado 3.2 de
resultados), sugieren una vez mas, la presencia en € promotor de Tfam de sitios
consenso para determinados factores de transcripcion, los cuales serian dianas finales de
la via de sefidizacion de PKC.
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Figura 46: Efecto de PDBu (estimulador de PKC) sobre la regulacion por AR, VD3 o 15dPGJ, de
la actividad del promotor de Tfam. Células TR fueron transfectadas con 0,5 ng de la construccion
correspondiente al promotor de h-Tfam (apartado 2.1 de materiales y métodos) y tratadas con los ligandos

AR, VD3 0 15d-PGJ,, junto 0 no con 0,05 mg/ml PDBu. Los datos presentados son la media del valor de
la actividad luciferasa determinada por duplicado en 2 experimentos diferentes, con respecto a la

actividad basal. ***, PE0,001; **, PEO,01; *, PE0,05.

La estimulacion de la via de las MAPKs por IGF-1 o EGF (fig. 47), presentd un
patron de accion similar a que observamos con la activacion de la via de PKC. Los
efectos de la prostaglandina sobre la actividad del promotor de Tfam no sufrieron
cambios significativos en presencia del estimulador. Sin embargo, observamos que
tanto IGF-1 como EGF eran capaces de anular €l efecto inductor de VD3 y AR sobre la

expresion del promotor de Tfam.
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Figura 47: Efecto de | GF-1 0 EGF (estimulador de MAPK s) sobre la regulacion por AR, VD3 o 15d
PGJ, de la actividad del promotor de Tfam. Células TR fueron transfectadas con 0,5 ng de la

construccién correspondiente al promotor de h-Tfam (apartado 2.1 de materiales y métodos) y tratadas
con los ligandos AR, VD3 o 15d-PGJ,, junto o no con 0,1 mM IGF-l o 0,1 mM EGF. Los datos
presentados son la media del valor de la actividad luciferasa determinada por duplicado en 2

experimentos diferentes, con respecto alaactividad basal. ***, PE0,001; **, PE0,01; *, PE0,05.

Por ultimo, completamos €l estudio del efecto de la interaccion de kinasas con
receptores nucleares (RAR, VDR o PPAR) sobre la actividad trarscripciona del
promotor de Tfam, analizando el efecto de la activacion de laviade PI-3K. En lafigura
48 se puede observar que la activacion de PI-3K no sOlo era capaz de inducir
fuertemente la transcripcion basal del promotor sino también y al contrario de lo que
ocurria con otras vias de sefializacion, potencia los efectos activadores del acido
retinoico y de la vitamina D3 sobre la actividad transcripciona. El efecto de la 15d-
PGJ,, de nuevo, no se ve afectado por la sobreexpresion del mutante constitutivamente
activo de PI-3K, K227E/p110a.

Estos resultados en conjunto, sugieren una interaccion entre las vias de

sefidlizacion de los receptores nucleares TRbi, VDR y RAR y diferentes rutas de

sefializacion extracelular sobre el promotor de Tfam.
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Figura 48: Efecto de la activacion de la ruta de PI-3K sobre la regulacion por AR, VD3 o 15d-PGJ
de la actividad del promotor de h-Tfam. Células TR fueron cotransfectadas (apartado 2.1 de materiales
y métodos) con las construcciones correspondientes al promotor de h-Tfam y al mutante activo de la PI-
3K (K227E/p110a) y tratadas con los ligandos RA, VD3 o 15d-PGJ,. Los datos presentados son la media
del valor de la actividad luciferasa determinada por duplicado en 2 experimentos diferentes, con respecto
alaactividad basal. ***, PE0,001;**, PE0,01; *, PE0,05.
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DISCUSION

La hormona tiroidea (T3, 3,53 -L-triiodotironina), juega un papel muy
importante en la diferenciacion, desarrollo y metabolismo de la mayoria de los tejidos
de los vertebrados. Actua sobre las células diana de su accion a través de receptores
nucleares, que son factores de transcripcion dependientes de ligando y que pertenecen a
la superfamilia de los “receptores nucleares”. A ella también pertenecen, entre otros,
los receptores de hormonas esteroidesas, retinoides y vitamina Ds. Por tanto, T; regula de
forma directa la expresion de un nimero limitado de genes especificos, aquellos que
poseen en su promotor un sitio de unidn del receptor, 1o que finAmente se traduce en
cambios en la funcion celular y las ateraciones fisiologicas propias de dicha hormona.
También se ha sugerido que estos receptores pueden alterar la expresion génica a traves

de su interaccion con otros factores de transcripcion.

El cerebro es un o6rgano donde los receptores de Tz son abundantes y esta
hormona gerce importantes acciones, particularmente al final de la vida fetal y en €
periodo perinatal. La ausencia o niveles muy bajos de Tz durante este periodo critico
puede tener consecuencias muy graves para € cerebro. Asi, en humanos, €
hipotiroidismo congénito se caracteriza por un profundo retraso mental asociado a otras
deficiencias neurolégicas, y S no es tratado adecuadamente deja secuelas irreversibles.
En la rata, € hipotiroidismo experimental durante e periodo perinatal impide una
correcta mielinizacion y neurogénesis, y provoca ateraciones en el contenido de ADN
y proteina (Farsetti, A. et al. 1991).

Uno de los efectos clasicos de la hormona tiroidea es su regulacion de la
actividad mitocondrial en mamiferos (Brand, M. D. and M. P. Murphy 1987; Hoch, F.
L. 1988). La T3 regula la superficie de la membrana interna, su composicion lipidica
(con la consiguiente ateracion en las propiedades de las proteinas transportadoras
mitocondriales), la actividad de la cadena respiratoria, €l contenido en citocromos y la
sintesis de proteinas mitocondriales. Consecuentemente esto produce un aumento del
ritmo de respiracion y un incremento en la sintesis y transporte de ATP mitocondrial en
animales hipotiroideos tratados con T3. Sin embargo, cada tegjido responde de una

manera diferente y no siempre estos efectos se observan en todos los tegidos. Por
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gjemplo estos efectos son muy marcados en tejidos tales como corazén, rifion y masculo
esquelético pero no hay descritos efectos claros en cerebro. Aunque € mecanismo por €l
cual tiene lugar esta regulacion aln no esta claro, actualmente se piensa que e control
de la biogénesis mitocondrial por T3 se lleva a cabo mediante la regulacion de la
transcripcion y traduccion tanto de proteinas mitocondriales codificadas en b propia
mitocondria como de proteinas mitocondriales codificadas en € nicleo. En términos
generaes la T3 incrementaria la disponibilidad de las proteinas mitocondriales que
intervienen en la cadena de transporte de electrones.

Como acabo de comentar, tradicionalmente se ha pensado que este efecto de T3
sobre la actividad mitocondrial no tenia lugar en € cerebro. Esta idea se ha basado
fundamental mente en experimentos de Schwartz y Oppenheimer (1978) en los cuales no
observaron cambios, tras la administracion de T3, en e consumo de oxigeno en este
tgido, ni en e animal adulto ni durante € desarrollo. Este estudio es limitado ya que
solo se comparan animales eutiroideos y eutiroideos inyectados con T3 y no muestran
datos referentes a animales hipotiroideos. Nosotros hemos demostrado recientemente
gue la expresiéon del genoma mitocondria esta profundamente alterada en € cerebro de
animales hipotiroideos durante € desarrollo y que la administracién de hormona
tiroidea corrige adecuadamente esta deficiencia. Més recientemente nuestro trabajo
indica una deficiencia funcional de la mitocondria y sugiere que son las neuronas, al
menos en la corteza cerebral, hipocampo y estriado, € tipo celular blanco de la accion
de la T3 (Martinez, B. et a. 2001). Ademés, las diferencias observadas son siempre
entre animales controles e hipotiroideos, y no observamos diferencias significativas
entre eutiroideos e hipertiroideos, 1o cual podria explicar 1os resultados obtenidos por
Schwartz y Oppenheimer. Por tanto la mitocondria podria jugar un papel muy
importante en la accion gue la hormona tiroidea tiene en € desarrollo del sistema
nervioso central. Dado que la expresion génica mitocondrial tarda en normalizarse
después del tratamiento con T3 a animales hipotiroideos, y que la mayoria de los efectos
de T3 conocidos estdn mediados por receptores nucleares, es l6gico pensar que los
mencionados efectos se deben a una regulacion por T3 de algun factor necesario parala
funcionalidad mitocondrial y que esté codificado en e nicleo. En este trabgo
mostramos que la hormona tiroidea regula de una forma directa e factor de

transcripcion mitocondrial Tfam en el cerebro en desarrollo.
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Los estudios para intentar comprender como tienen lugar las interacciones entre
nicleo y la mitocondria, han dado lugar a clonaje de varios productos nucleares
necesarios para la replicacion y transcripcion del DNA mitocondrial. Entre estos se
encuentran el gen de la subunidad de RNA de la endonucleasa MRP, (Chang y Clayton,
1989) los factores nucleares respiratorios 0 NRFs (NRF1 y NRF2) (Evans 'y Scarpulla,
1989; Virvasius y Scarpulla, 1991), y los factores de transcripcién mitocondrial
TFBM1, TFBM2 y Tfam (Falkenberg, M. et al. 2002; Shoubridge, E. A. 2002). Tfam
fue e primer factor de transcripcion mitocondrial identificado (Fisher, R. P. and D. A.
Clayton 1985) y se ha demostrado que es necesario para una transcripcion fiel y
eficiente del mtDNA de mamiferos (Fisher, R. P. et a. 1987). Ademéas se ha demostrado
que la disrupcion del gen Tfam o k| disrupcion especifica de tejido de este gen provoca
graves deficiencias en e funcionamiento de la cadena respiratoria y aumenta
considerablemente el porcentaje de apoptosis de los embriones que tienen anulado €l
gen Tfam (Silva, J. P. and N.-G. Larsson 2002; Wang, J. et a. 2001).

El objetivo principal de esta tesis ha sido e estudio del posible papel del factor
de transcripcion mitocondrial Tfam en la accion de la hormona tiroidea sobre la
expresion génica mitocondrial en € cerebro en desarrollo. Para ello hemos analizado la
regulacion de su expresion (MRNA y proteina) “ in vivo” en diferentes &reas del cerebro
de ratas de 15 dias de edad postnatal. Hemos analizado también la regulacién de su
promotor por T3 en células de neuroblastoma, y hemos ampliado este estudio a la
regulacion por otros miembros de la superfamilia de receptores nucleares, como 15d-
PGJ,, vitamina D3 y acido retinoico. Por dltimo hemos estudiado la regulacion del

promotor de Tfam por diversas rutas de sefidizacion intracelular.

Hemos demostrado que la T3 regula in vivo la expresion de Tfam en € cerebro
de ratas de 15 dias de edad postnatal. Los niveles, tanto de mRNA como de proteina,
estan significativamente disminuidos en el cerebro de animales hipotiroideos. En
concreto, hemos encontrado que los niveles de expresion de mMRNA estan alterados en el
hipocampo, estriado y tallo cerebral. Estos niveles se recuperan después de 48 horas de
tratamiento con T3, sugiriendo por tanto que es esta hormona la responsable de la
bajada en los niveles de mensgjero de Tfam observada en las ratas hipotiroideas. Los

niveles de la proteina Tfam estan también disminuidos en todas las zonas estudiadas:
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corteza, estriado, hipocampo, cerebelo, tdamo, mesencéfalo y talo cerebral.
Presentamos también evidencias de que esta regulacion es directa, ya que € promotor
de dicho factor de transcripcion se regula por esta hormona. Esta regulacion parece ser
especifica de la isoforma del receptor TRb;, ya que dicho promotor no responde a
TRai1. Aunque la mayoria de los resultados los hemos obtenido con céulas de
neuroblastoma TR, la regulacién del promotor de Tfam no parece especifica del tipo
celular, ya que también hemos observado esta regulacion en células de origen glia
OMb5. Los resultados expuestos en esta memoria proporcionan por tanto una base
molecular importante para el entendimiento del mecanismo de accién de T3 sobre el

cerebro en desarrollo.

En vista de lo comentado anteriormente, nuestros resultados de una regulacion
del gen Tfam en e cerebro de ratas neonatales sugieren 1) que esta hormona es un
regulador muy importante de la biogénesis mitocondrial en € cerebro en desarrollo a
regular uno de los factores mas importantes para un correcto funcionamiento de dicho
organulo y 2) que esta regulacién podria ser uno de los mecanismos por los cuales T3
regulalafuncionalidad del cerebro en desarrollo. Los resultados mostrados en esta tesis
de una disminucién de los niveles de proteina Tfam en corteza y estriado estan de
acuerdo con trabajos previos del laboratorio en los cuales mostramos una bajada en la
expresion génicay en el funcionamiento de la cadena respiratoria en corteza cerebral y
estriado (Martinez, B. et a. 2001) de ratas neonatales de 15 dias de edad. Estudiando el
efecto del hipotiroidismo sobre la fosforilacion oxidativa se vio que en animales
hipotiroideos, la tasa de sintesis de ATP en presencia de sustratos que generan NADH
como p. g glutamato/malato, disminuia solo en la corteza cerebral y en e estriado. Las
actividades de los complejos respiratorios | y 11l estaban también ateradas en estas
mismas regiones del cerebro. Esta disminucion en la sintesis de ATP y en las
actividades de los complgios | y Il se correlaciona con una bajada en los niveles
generales de los transcritos mitocondriales; en particular ND4, 12SrRNA, 16 STRNA y
Cox Ill.

Garstka, H. et a. (1994) han mostrado también que en mitocondrias de higado
de vertebrados, la concentracién relativa de Tfam juega un papel determinante en la

regulacion de la expresion del genoma mitocondrial por T3; por |o que postularon que



Discusion

in vivo Tfam seria un factor importante en la accion de dicha hormona en mitocondrias
de higado. En efecto, € nivel de expresion del mRNA de Tfam en higado aumenta tras
el tratamiento de los animales con formonas tiroideas alcanzando un maximo a las 24
horas de tratamiento. Estos resultados de una induccion en la expresion de Tfam en
ratas hipertiroideas apoyan nuestros datos, en los que también hemos visto altos niveles
de expresion de Tfam en el cerebro hipocampo, estriado y tallo cerebral) de ratas

hipertiroideas.

Al andlizar los niveles de proteina Tfam en ratas hipotiroideas de la misma edad,
encontramos que, igua que ocurria con e mMRNA los niveles de proteina Tfam estaban
significativamente disminuidos en todas las &reas del cerebro estudiadas (estriado,
hipocampo, cerebelo, corteza, tdlamo, mesencéfalo y tallo cerebral). Curiosamente, en
cerebelo encontramos dos bandas con dos tamarios diferentes. Estas dos bandas ya han
sido descritas por otros autores (Gender, S. et al. 2001) y probablemente corresponden
a la proforma de Tfam (forma que se encuentra en € citoplasmay gue aln conserva €l
péptido sefid de localizacion mitocondrial) y la banda més pequefia a la proteina
mitocondrial que ha perdido dicho péptido. En € caso del cerebelo, es interesante €l
hecho de encontrar unos niveles elevados de la forma de alto peso molecular, ya que
normalmente esta proteina tiene una vida media corta ya que una vez sintetizada pasa
inmediatamente a la mitocondria (Clayton, D. A. 1991). Ya que Tfam es un factor de
transcripcion mitocondrial, obviamente su papel en laregulacion de la expresion génica
mitocondrial depende en gran medida de su presencia dentro de la mitocondria.
Nuestros resultados muestran que, a menos en dos areas del cerebro: cerebelo y
mesencéfalo, los niveles mitocondrides de Tfam estdn también disminuidos en
animales hipotiroideos. Estos datos refuerzan la idea de que en ciertas areas del cerebro
de neonatos, la hormona tiroidea regula la expresion génica mitocondria a través de su

efecto sobre el factor de transcripcidn Tfam.

Para analizar con mas detalle el mecanismo por e cual T3 regulala expresion de
Tfam, a continuacion realizamos experimentos de transfeccion transitoria con el
promotor de dicho factor de transcripcion. Estos estudios se llevaron a cabo
fundamentalmente en células de neuroblastoma TR, descritas en Materiales y Métodos.

El andlisis de la secuencia del promotor de Tfam reveld la existencia de varios
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potenciales sitios consensos de union a T3: TREL (-1239/-1212) que es un elemento que
contiene un IP3, DR4 y DR6 que solapan entre si; TRE2 ¢1106/-1091) un elemento
congtituido por un DR4 y TRE3 (-748/-737) un elemento que contiene un DRO y un IR0
gue solapan entre si. Localizamos también otros posibles TRESs, organizados como IR0
(-1180/-1169; -942/-931), DRO (-873/-862), 1P3 (-424/-410), IP2 (-358/-345) 0 DR6 (-
268/-251).

Los estudios de transfeccion transitoria mostrados en este trabagjo demuestran
que la T3 edtimula la actividad del promotor de Tfam. Esta regulacién parece ser
gjercida solo a través de la isoforma TRb1. No podemos descartar sin embargo que, en
otros tipos celulares, esta regulacion esté también mediada por la otra isoforma del
receptor, TRa 1. Esta regulacién diferencial no parece deberse a una baja expresion del
receptor TRa; al transfectarlo en células TR, ya que una construccion (pXP2 TRE
MOMLYV) conteniendo un motivo consenso para la unién de los receptores de T3 es
capaz de responder a ambas isoformas cuando se transfecta en estas células. A lavista
de estos resultados parece también poco probable que la falta de capacidad de TRa;
para activar el promotor de Tfam en presencia de T3 se deba a la necesidad de
determinados coactivadores necesarios para su accion y que se encuentren ausentes en
las células TR. Parece ser por tanto que la causa de esta falta de funcionalidad se
encuentra en e propio promotor. Experimentos posteriores serdn necesarios para
elucidar las causas de este fenOmeno.

Con respecto a esta regulacion diferencial de un promotor por una isoforma

especifica de receptor de T3, existen muy pocos datos en laliteratura. Guissouma, H. et
al. (1998) estudiando, los efectos de diferentes isoformas del receptor de T3 @i, b1y
b,) sobre la actividad del promotor de TRH en el hipotdamo, vieron que su regulacion
por T3 presenta, como en nuestro caso, una especificidad de isoforma. La inhibicion de
la transcripcidn a partir del promotor de TRH estaba mediada solo por las isoformas b.
Igual que lo observado por nosotros, la isoforma TRa 1 no mediaba larespuestaa T3 del

promotor de este gen.

El elemento de respuesta a hormona tiroidea parece encontrarse en el fragmento

-295/-147, ya que la respuesta transcripcional a T3 s pierde a deleccionar esta zona.
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Iniciadlmente en este fragmento no encontramos ningun elemento “candnico” de
respuesta a T3, sin embargo al analizarlo con més detalle encontramos dos secuencias
gue podrian parecerse aun TRE: DR6 (-268/-251) y DR5 (-200/-184). Curiosamente, €l
receptor de T3 vacio es capaz también de estimular la actividad de este fragmento
cuando se une a un promotor heterdlogo. La activacion de promotores por receptores
vacios de T3, y también de otros miembros de la superfamilia de receptores nucleares,
se ha descrito como consecuencia fundamentalmente de fosforilaciones de estos
receptores por diferentes rutas de sefializacion celular (Gaub, M. et al. 1990). Por otro
lado, los receptores nucleares también pueden regular la expresion génica a través de
mecani smos independientes de su unidn a elementos de respuesta a hormona 6 HRES, y
por lo tanto aterar la expresion de genes que no contienen en su promotor dichos
elementos. Muy a menudo estos mecanismos implican una interaccion con otros
factores de transcripcion como por gemplo AP-1, NFkB, CREB, etc. con los que
cooperan positiva 0 negativamente. Asi, mediante interacciones de tipo proteina
proteina, l0s receptores de estrégenos, ERS, pueden activar la transcripcion de genes que
contieren sitios AP-1 (Gaub, M. et al. 1990; Petz, et al. 2002).

Nuestros datos parecen indicar que €l efecto de T3 esta mediado a través de la
union directa de sus receptores a una zona del DNA en e fragmento -295/-147. En
concreto a la secuencia AGGCCGCCGCCGCGGTCC (DR6) o]
GGGACAGAGGTGGCTCA (DR5). Los experimentos de retardo en gel muestran que
TRb; se une al elemento consenso TRE1 y también a los elementos PAR1 (conteniendo
el DR6 comentado anteriormente) y PAR3 (conteniendo e DR5 comentado
anteriormente), localizados en e fragmento -295/-147. Estos resultados, junto con los
experimentos de trarsfeccion, sugieren gque estas secuencias son las responsables de la
respuesta de este fragmento a TRb;. Elementos de respuesta a T3 con muy poca
similitud con un elemento consenso se han encontrado en promotores de NUMerosos
genes diana de esta hormona; p.g en e promotor de la hormona de crecimiento, GH,
existe un elemento de respuesta a T3 gque esta descrito como una superposicion de
elementos consenso de tipo DR4-IR1 6 DR5-IR1 (Koenig, R. et a. 1987; Brent, G. et
a. 1989; Glass, C. et d. 1987). En €l caso del gen S14, un gen fuertemente regulado por
T3 en tgjidos como higado y tejido adiposo, 1os elementos de respuesta a T3 presentes
en su promotor consisten en las secuencias -2718/-2694; -2632/-2595 y -2582/-2558,
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respectivamente denominados FUR10, FUR11 y FUR12. Dichas secuencias tienen muy
poca similitud con elementos de respuesta consenso a T3. También, cosa poco comin
en las secuencias responsables de la respuesta a T3, estos se encuentran muy lejos del
sitio de iniciacion de la transcripcion (Liu, H. C. and H. C. Towle 1994). También se
han descrito elementos muy divergentes del consenso para otros receptores nucleares.
Por gjemplo en el gen del factor de crecimiento de fibroblastos 8 (fgf8) Brondani y cols
(2002) han caracterizado un elemento de respuesta a &cido retinoico en e que los dos

hemisitios estan separados por 87 nucledtidos.

Finalmente, aunque e fragmento -295/+1 parece ser € responsable de la
regulacion por T3 del promotor de Tfam, hay que resaltar también € hecho de que €

elemento TREL por si solo es capaz de conferir regulacion a esta hormona.

En este trabgo hemos estudiado también e efecto de vitamina D3,
prostaglandina J, y éacido retinoico, todos ellos ligandos especificos de receptores
nucleares, sobre la expresion de Tfam. Como ya se ha mencionado en la Introduccion,
se detectaron en e promotor de Tfam tres posibles sitios de respuesta a vitamina D3
(VDREs) organizados como P9 o DR3; siete posibles sitios de respuesta a receptores
activados por proliferadores peroxisomales (PPRES), organizados como DR1 o DR1
invertido y siete posibles sitios de respuesta a acido todo-trans retinoico (RARES)
organizados como DR2, DR5 o IR0 del motivo hexamerico AGGTCA; ademas de sitios
de respuesta a T3 a los cuales se ha descrito que también se puede unir e RAR
(Umesono, K. et al. 1988). Al igual que en e caso de la hormona tiroidea 'y empleando
las mismas construcciones, estudiamos aunque en menor detale, la respuesta
transcripcional de las células TR alos ligandos VD3, 15d-PGJ, 0 AR.

Los resultados obtenidos con los ensayos de transfeccion transitoria muestran
gue lavitamina D3y el &cido retinoico son capaces de inducir la actividad del promotor
de Tfam. Los elementos de respuesta a VD3 parecen encontrarse en secuencias
localizadas entre los nucledtidos -1275/-757 siendo esencial la existencia simultanea de
a menos uno de los dos motivos DR3 junto con & motivo IP9 localizados en ella. Este

mecanismo de regulacion por VD3 es novedoso ya que s la primera vez que se muestra
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gue VD3 recesita de un elemento adiciona P9, ademas de su elemento de respuesta

consenso DR3, pararegular la expresion de sus genes diana.

TREL, & elemento de respuesta a T3, compuesto por una superposicion de
elementos consenso: IP3/DR4/DR6, es necesario para conferir regulacion por écido
retinoico. Estos resultados se confirman por los obtenidos en los ensayos de retardo en
gel en los cuales se muestra que RAR es capaz de unirse a TREL con alta afinidad. Por
otro lado, entre los nucledtidos —796 y —295 se encontraria otro elemento de respuesta
necesario para la accion de écido retinoico ya que, al deleccionar esta zona se pierde la
respuesta a este factor. Como hemos comentados antes, hay muchos datos en la
literatura que sugieren que la accion del &cido retinoico puede estar mediada también
por la unién de su receptor a elementos de respuesta a T3. En efecto Umesono, K. et al.
(1988), estudiando si €l receptor de acido retinoico podia activar la expresion génica a
través de un elemento de respuesta a hormona tiroidea, encontraron que el receptor de
acido retinoico no sdlo se unia con alta afinidad a elementos de respuesta a T3 (tanto
naturales como sintéticos), sino también que era capaz, a igua que e receptor de
hormona tiroidea, de inducir la expresion de un promotor quimérico de MTV-LTR
(mouse mammary tumour virus-long terminal repeat) en el que se ha reemplazado el
elemento de respuesta a glucocorticoides por un TRE palindromo sintético o por e TRE

de la hormona de crecimiento de rata.

En € caso de la prostaglandina, hemos observado una disminucion de la
actividad transcripcional con todas las construcciones del promotor de Tfam, incluso
con e fragmento —147/+1 que no conserva ningln potencia PPRE; lo que podria
sugerir que la prostaglandina estuviera actuando bien a través de un mecanismo
indirecto por su cooperacion con agun factor de transcripcién o bien a través de su
activacion de PPARg que se uniria a una secuencia no descrita como PPRE, entre los
nucledtidos —147/+1. En esta zona, se encuentran dos elementos de respuestaa SP1y un
elemento de respuesta ad gen temprano Egr-1. Existen datos en la literatura que
demuestran que 15d-PGJ, suprime la induccion en la expresidon de Egr-1 en respuesta a
la isguemia en un modelo de fagocitos mononucleares. También el tratamiento in vivo
con troglitazona, otro ligando de PPARg, previene la induccion en la expresion de Egr-1
en respuesta a la isquemia (Okada, M. et al. 2002). Ademés, por datos del laboratorio
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sabemos que Egr-1 induce de manera significativa la expresion del promotor de Tfam.
Es posible por tanto que, si también en células TR, 15d-PGJ, suprimiera los niveles
enddgenos de Egr-1 y este factor fuera necesario para la actividad de este promotor,
dicha prostaglandina pudiera estar reprimiendo en parte la actividad de Tfam de una
manera indirecta mediante su regulacion de los niveles endogenos de Egr-1. Por
supuesto esto es solo una hipétesis que hay que demostrar con posteriores experimentos.
Existen también varios datos en la literatura que demuestran una interaccién entre el
receptor PPARg y Spl en la regulacion de varios promotores como €l del receptor de
membrana del tromboxano, una proteina muy importante en el control de la contraccion
y proliferacion de células de la musculatura lisa vascular, y de PDGF-A y PDGF-B
(Sugawara, A. et al. 2002; Zhang, J. et al. 2002). Esta interaccion se ha demostrado que
es directa. Dado que en algunos casos se ha demostrado gue |os receptores nucleares no
necesitan de su union a DNA para gjercer sus acciones sino que pueden hacerlo através
de su interaccion fisica con otros factores de transcripcion Oelerive, P. et al. 2002),
seria también posible que, en la regulacion del promotor de Tfam por 15d-PGJ, tuviera

lugar un mecanismo similar.

Nuestros resultados muestran tambien que 15d-PGJ,  disminuye
significativamente los niveles de proteina Tfam en células de neuroblastoma HT22. Esta
regulacion negativa del factor de transcripcion mitocondrial Tfam podria tener una
importante repercusion en e funcionamiento celular. Recientemente se ha demostrado
gue embriones de ratones que tienen anulado e gen Tfam, tienen unos niveles de
apoptosis superiores a los ratones controles, fendmeno asociado a una grave disfuncion
en la actividad de la cadena respiratoria y por tanto en la funcionalidad mitocondrial.
Estos datos estan de acuerdo con la disminucion en los niveles de Tfam por 15d-PGJ,
gue se muestra en esta tesis, ya que esta prostaglandina esta implicada en la induccion
de muerte celular programada en numerosos tipos celulares (Lee, J-H. et al. 1995;
Bishop-Bailey, D. and T. Hla 1999).

La expresion génica esta fuertemente regulada en respuesta tanto a sefiales
extracelulares como intracelulares, y la interaccion entre ambos es un hecho muy
importante en e control de la funcionalidad celular. Al contrario de las pequefias

moléculas lipofilicas que gercen sus efectos via receptores nucleares, factores como las
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hormonas peptidicas y citoquinas comunican con sus dianas intracelulares a través de
los receptores de superficie celular, que activan rutas de transduccion de sefiales que en
ultima instancia conducen a la regulacion de la expresion de mdltiples factores de
transcripcion como fos, jun, CREB y muchos otros. Esta regul acion estd mediada por la
fosforilacion de dichos factores de transcripcion por una kinasa que se activa como
resultado de la interaccion ligando-receptor en la superficie de la célula. Se ha
demostrado que los receptores nucleares también, pueden ser dianas de determinadas

rutas de sefializacion y que su fosforilacion es capaz de modular su actividad.

L os receptores nucleares, como ya hemos comentado anteriormente, son factores
de transcripcion que regulan la expresién de genes especificos en respuesta ala unién de
sus ligandos respectivos. Sin embargo, |os receptores nucleares pueden también ser
mediadores de varias rutas de sefidizacion a través de diversos mecanismos de
fosforilacion. Esta fosforilacion puede tener lugar en cualquiera de los tres dominios de
los receptores nucleares: el dominio de activacién N-terminal (AF-1), los dominios de
union a ligando y a DNA. A menudo la fosforilacion de receptores nucleares por
diversas kinasas como cdk7, MAPKs, Akt, PKA, PKC, etc.., provoca € reclutamiento
de coactivadores 0 componentes de la maguinaria de transcripcion y por consiguiente
coopera con € ligando en la activacion de la transcripcion. Pero también, la
fosforilacion puede disminuir 6 anular la respuesta a ligando bien induciendo la
disociacion del DNA o la degradacion del receptor nuclear o bien disminuyendo la
afinidad de unién del ligando, etc. Juge-Aubry, C. E. et al. (1999) describieron que la
region 192 de hPPARa contiene un dominio de activacion AF-1 susceptible de ser
activada por lainsulina a través de vias de sefializacion que involucran las MAP kinasas
p42 y 44. Esta induccién por insulina se vio que ocurria tras la fosforilacion de dos
residuos localizados en las posiciones 12 y 21, los cuales estdn muy conservados entre
distintas especies. Los datos obtenidos por estos autores demuestran que la activacion
transcripcional de PPARa por la insulina es mediante la disociacion de las proteinas
correpresoras N-CoR y SMRT. Lafosforilacién de receptores de hormona tiroidea juega
un papel importante en su actividad y estabilidad, tras la union de T3. Chen, S. L. et al.
(2003) vieron que las MAPK's son capaces de aumentar la capacidad de unién al DNA
de los TRs y son las principales kinasas responsables de la fosforilacion de estos

receptores. La activacion de esta via de las MAPKs antagoniza la degradacion de los
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TRs inducida por T3y los dominios implicados son: €l dominio bisagra 6 dominio D y

el dominio de union del ligando 6 dominio E.

Por tanto, con € fin de ampliar los estudios sobre los factores implicados en la
regulacion por receptores nucleares del gen Tfam, el siguiente paso que nos planteamos
fue examinar e posible efecto de varias rutas de sefializacion extracelular sobre la
actividad transcripciona del promotor de Tfam, asi como de la interaccion de estas rutas
de sefidizacion extracelular con la actividad de los receptores nucleares estudiados en
este trabajo.

El AMP ciclico es un cldsico segundo mensgjero, que egerce sus efectos
activando la enzima proteina kinasa dependiente de AMPc (proteina kinasa A 0 PKA).
En su estado inactivo, la proteina kinasa A (PKA) es un complgo formado por dos
subunidades cataliticas y dos subunidades reguladoras que unen AMP ciclico. Después
de la estimulacién por AMPc las subunidades reguladora y catalitica de la PKA se
disocian permitiendo la trandocacion a nacleo de la subunidad cataitica y la
consecuente fosforilacion de sus genes diana. Los resultados mostrados en este trabajo
demuestran que la activacion de la via de PKA tiene como consecuencia que €
heterodimero RXRa/TRb; vacio sea capaz de inducir la actividad del promotor de
Tfam, convirtiéndole en un potente inductor de la transcripcion; y por € contrario esta
activacion bloguea la induccion por T3. Estos resultados, son contradictorios con 1os
trabgjos de Leitman, D y cols. (1996), quienes observaron que en células UP937 la
activacion de PKA aumentaba la capacidad de respuesta a T3 (hasta 2,5-3 veces) de un
plasmido reportero conteniendo un TRE y que, en ausencia de T3, no se detectaba
ningun efecto sobre la transcripcion de este promotor. Sin embargo estos mismos
autores demuestran que la activacion de la via de PKA no tenia ningun efecto sobre la
regulacion por T3 de este promotor en otras lineas celulares como JEG-3, F9, CV-1,
Hela L929 y HTC. Estos datos, junto con los mostrados en este trabajo, sugieren que
el efecto de la activacion de PKA sobre la accion del receptor de T3 puede variar

dependiendo del contexto celular, y también probablemente del propio promotor.

El andlisis de la interaccion entre la via de sefidizacion de PKA y de otros

miembros de la familia de receptores nucleares muestra que la activacion de esta ruta
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tiene diversos efectos sobre la transactivacion de Tfam por AR, VD3 o 15d-PGJ,. En
estudios de transfeccion transitorias, observamos que la adicion de dibutiril AMPc a
medio de cultivo bloguea por completo e efecto de VD3 y no afecta € efecto mediado
por AR. Este ultimo dato contrasta con |o observado por Rochette- Egly, C. et al. (1995
y 2000) y Tanga, R. et al. (1997) quienes observan que la estimulacion de la via de
PKA potencia el efecto de AR. En & caso de PPARg € tratamiento de células TR con
dibutiril AMPc tampoco afecta el efecto inhibidor de la prostaglandina J.

PKC es unagran familia de proteinas con estructuras muy relacionadas pero con
caracteristicas ligeramente distintas. Todas las isoformas PKC contienen una region N-
terminal reguladora y una region C-terminal catalitica, responsable de la actividad
serinaltreonina kinasa. Los resultados obtenidos en este trabajo analizando el efecto de
activadores de PKC sobre la regulacién por receptores nucleares del promotor de Tfam
demuestran que la activacion de la via de PKC tiene un efecto inductor sobre la
actividad basal del promotor, a diferencia de lo observado con la ruta de la PKA. La
incubacion con PDBuU resulta en una activacion de la expresion del promotor de Tfam
por e heterodimero RXRa/TRb; vacio y la accion de T3 sobre e promotor Tfam es
bloqueada de nuevo por la activacién de esta ruta de sefializacion. En cuanto ala accién
de los otros miembros de la superfamilia de receptores nucleares estudiados, nuestros
datos muestran gue la activacion de esta via no tiene efecto ninguno sobre la regulacion
mediada por prostaglandina J, y, sin embargo, €jerce un control negativo sobre la accién
de VD3 y AR sobre la actividad transcripciona del promotor de Tfam. Este efecto de
inhibicién de la actividad transcripcional de VDR por activacion de PKC también se ha
descrito por otros autores (Hsieh, J. et a. 1993), quienes han mostrado que la
fosforilacion del receptor de VD3 en €l residuo de serina S51 disminuye la capacidad de

unién del receptor y por consiguiente su actividad.

A continuacion, quisimos determinar el efecto de la activacion de la ruta de
sefializacion de las MAPK's sobre la regulacion de la expresion de Tfam por receptores
nucleares. Existen datos en la literatura que sugieren un papel importante en la actividad
y estabilidad de receptores nucleares, en concreto de los TRs, que ven su capacidad de
unién al DNA aumentada tras su fosforilacion inducida via MAPKs (Chen, S et al.

2003). Para estudiar esto tratamos las células con dos conocidos factores de crecimiento
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activadores de esta ruta: IGF-1 y EGF. Nuestros datos demuestran que la adicion de
IGF-1 o EGF a medio de cultivo de las células, induce de manera significativa la
actividad basal del promotor de Tfam y ambos factores, a igual que dibutiril AMPc y
PDBu, son capaces de convertir e heterodimero RXRa/TRb; en un inductor
transcripcional. Sin embargo € tratamiento de células TR con EGF o IGF-1 bloquea la
transactivacion mediado por T3. Ambos factores de crecimiento si anulan el efecto
activador mediada por VD3 y AR sobre el promotor Tfam. Con respecto a efecto de la
15d-PGJ,, ninguno de los dos factores de crecimiento, EGF o IGF-I, es capaz de
modificar €l efecto negativo que tiene esta prostaglandina sobre la expresion del

promotor de Tfam.

Para analizar en detalle la ruta de sefidizacion de PI-3K, utilizamos un mutante
constitutivamente activo de dicha enzima denominado K227E/p110a (Altiok, S. et al.
1999). La PI3 kinasa (PI-3K) es una enzima que fosforila € anillo inositol del
fosfatidilinositol en la posicion 3 y produce las siguientes moléculas PI-3P, PI-3,4-P2y
PI-3,4,5-P3, las cuaes activan varias proteinas kinasas, incluyendo PDK-1, PKB, y
aPKC (Toker, A. and L. C. Cantley 1997). En este trabgo mostramos que la
coexpresion de K227E/p110a, a contrario de lo que sucedia con la interaccion con
otras rutas de sefializacion, potencia fuertemente la activacion transcripcional mediada
por T3. Ademas, se pudo ver también que PI-3K es capaz de conferir, a igual que €
resto de las vias de sefidizacion analizadas, un papel activador de la transcripcion al
heterodimero RXRa/TRb; vacio. Nuestros resultados muestran también que Pl-3K o
solo es capaz de estimular de manera significativa la actividad basal del promotor de
Tfam, sino que también potencia los efectos inductores del &cido retinoico y de la
vitamina D3. De nuevo, e mutante K227E no es capaz de revertir € efecto de la 15d-
PGJ. La observacion de que la activacion de PI-3K es capaz de inducir
significativamente la actividad basal del promotor de Tfam est4 de acuerdo con datos
presentes en la literatura que demuestran que los ratones deficientes en este factor de
transcripcion  presentan unos niveles de apoptosis en diferentes tgidos
significativamente elevados con respecto a los ratones controles (Silva, J. P. and N.-G.
Larsson 2002; Wang, J. et a. 2001), ya que normamente se ha asociado a la activacion

de la ruta de PI-3K con supervivencia celular. También en este sentido es curioso €l
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hecho de que lainhibicion de la actividad del promotor de Tfam por 15d-PGJ, no se vea

afectada en modo aguno por ninguna de las rutas de sefidlizacion analizadas.

Todos estos datos corroboran y sugieren una vez més la existencia en €
promotor del factor Tfam de varias secuencias consenso para determinados factores de

transcripcion, los cuales serian dianas finades de las diferentes rutas estudiadas y

presentadas en esta memoria.
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1. El hipotiroidismo reduce los niveles tanto de mMRNA como de proteina del factor de
transcripcién mitocondrial Tfam en las regiones de hipocampo, estriado y tallo
cerebral del cerebro en desarrollo.

2. Las hormonas tiroideas inducen la expresion del promotor humano de Tfam en
células de neuroblastoma. Este efecto es especifico de isoforma del receptor, siendo
TRb1 laisoforma activa

3. El efecto inductor de T3 sobre e gen Tfam esta mediado por diversos elementos de
respuesta a esta hormona (TRES): TREL (-1239/-1212), PARL1 (-268/-251) y PAR3
(—200/-184).

PAR1 y PARS son suficientes para conferir respuesta a T3 del promotor de Tfam.
Lavitamina D3y e &cido retinoico inducen la expresion del promotor de Tfam en
células de neuroblastoma estando este efecto mediado por elementos de respuesta
localizados entre los nuclebtidos-1275/- 757 y —1180/- 1169, respectivamente.

6. La 15-Deoxy-D**!- prostaglandina J inhibe la expresién del promotor de Tfam en
células de neuroblastoma y su accion podria estar mediada por algin elemento de
respuesta a PPARg no identificado presente en la secuencia—147/+1, o bien a través
de un mecanismo indirecto por la interaccion de este receptor con algin otro factor
de transcripcion.

7. Laaccion de T3 sobre € promotor Tfam es bloqueada por |a activacion de las rutas
de laPKA, PKC y MAPKS, que a su vez inducen dicho promotor y la actividad del
heterodimero vacio RXRa/TRb;.

8. La activacion de PI-3K potencia la induccién por T3, AR y VD3 del promotor
Tfam.

9. Lainduccion por ARy VD3 del promotor Tfam es bloqueada por activacion de la
PKCy MAPKSs, mientras que la activacion de PKA solo bloquea la accion de VD3.

10. Larepresion del promotor de Tfam por 15d-PGJ, no se vé afectada por ninguna de
las rutas de sefializacion estudiadas.
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