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I.- INTRODUCCION

El tejido adiposo marrén (BAT) es un tejido exclusivo de mamiferos, cuya funcién
principal es la produccién de calor. Se sabe que en la rata el desarrollo de este tejido se
produce perinatalmente, de modo que en el momento del nacimiento es plenamente
funcional para hacer frente a la hipotermia postnatal. El proceso por el que genera calor se
denomina termogénesis sin tiriteo, para el cual es necesaria por un lado la presencia de la
protefna especifica de este tejido: la protefna desacoplante (UP), capaz de desacoplar la
fosforilacion oxidativa, y por otro lado la maquinaria enzimdtica tanto lipogénica (que le
permite acumular gotas de grasa) como lipolitica (para movilizar dicha grasa y obtener
dcidos grasos que, ademds de generar equivalentes reductores que se incorporan a la
cadena de transporte electrénico, también son activadores directos de la UP). Por todo ello,
podemos decir que el proceso de diferenciacién del BAT se produce en base a dos
programas: un programa de diferenciacién termogénica y un programa de diferenciacién
adipogénica.

Los estudios realizados por distintos grupos sobre el tejido adiposo marrén se han
centrado fundamentalmente en la termogénesis y su regulacién por noradrenalina (NA). Sin
embargo, puesto que el sistema adrenérgico no es activo en el feto, el papel de la NA sélo
es claro a nivel postnatal. Otras sefiales que inducen termogénesis del BAT son la
triiodotironina (T3), una hormona posiblemente implicada en la diferenciacién de este tejido
durante el periodo fetal, y el dcido retinoico, para los cuales se han descrito recientemente
elementos de respuesta en el gen de la UP.

Aunque la termogénesis es exclusiva, y por ello clave en el desarrollo del BAT, los
procesos de proliferacién y diferenciacién adipogénica también juegan un papel
fundamental a tener en cuenta a la hora de hacer un estudio completo sobre el desarrollo
fetal del tejido adiposo marrén. Sin embargo, estos procesos han sido pobremente
explorados, y no se conocen las sefiales implicadas.

Por todo ello, nos propusimos estudiar el desarrollo fetal tardio del BAT,
profundizando en los procesos de proliferacién y diferenciacion, tanto adipogénica como
termogénica, tratando de identificar posibles sefiales implicadas en dichos procesos. El
trabajo se ha centrado en dos factores de crecimiento (IGF-1 y TGF-8) con un papel bien
establecido en relacién con el desarrollo fetal de distintos tejidos, regulando procesos de
proliferacién y diferenciacién en c¢élulas, entre otras, de origen mesenquimdtico.
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Asimismo, hemos estudiado el papel del TNF-a, una citoquina que induce resistencia a la

accién de la insulina y tiene marcados efectos antiadipogénicos.
De acuerdo con estos propdsitos se trazo el siguiente plan general de trabajo:

1.- Caracterizacion de los adipocitos marrones fetales durante el tltimo periodo de
gestacién en relacién con su capacidad proliferativa y su estado de diferenciacién

adipogénica y termogénica.

2.- Papel diferencial del IGF-1 y de la insulina en la proliferacién y la

diferenciacién de los adipocitos marrones.

3. - Efecto del TNF-a sobre la diferenciacién adipogénica inducida por insulina o
IGF-1 en los adipocitos marrones fetales.

4.- Papel del TGF-B en los procesos de proliferacion y diferenciacién de los

adipocitos marrones.
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II- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1.- EL TEJIDO ADIPOSO MARRON

En mamfferos existen dos tipos de tejido adiposo con funciones diferentes: el tejido
adiposo blanco (WAT), que es el reservorio energético de la célula, y el tejido adiposo
marrén (BAT), cuya funcién principal es la produccién de calor mediante €l mecanismo de
“termogénesis sin tiriteo”. El tejido adiposo marrén estd constituido mayoritariamente por
adipocitos marrones, células que presentan un elevado mimerc de depdsitos lipidicos
multiloculares, as{f como gran cantidad de mitocondrias, en cuya membrana interna se
encuentra la protefna desacoplante (UP), una protefna especifica de estas células capaz de
producir el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa liberdndose la energia procedente
del gradiente electroquimico de protones en forma de calor en lugar de sintetizarse ATP. El
resto del tejido lo constituyen células endoteliales mesenquimatosas perivasculares,
preadipocitos, mastocitos, fibroblastos y células de Schwan entre otras.

El BAT no estd funcionalmente activo de manera permanente. De hecho, se activa
via sistema nervioso simpdtico en determinadas situaciones fisioldgicas, tales como durante
el periodo perinatal, por exposicién y adaptacién al frio, en el despertar de los animales
hibernantes, y por adaptacién a dietas hipercaléricas. Debido a su capacidad para
desacoplar la respiracién mitocondrial, el BAT juega un papel importante en el balance
energético, disipando en forma de calor el exceso de energia en caso de sobrealimentacién.
Esto ha conducido a especulaciones sobre un posible papel preventivo de este tejido en la
obesidad. De hecho, Lowell y col., (1993) han obtenido ratones transgénicos que
expresan en €l BAT la cadena A de la toxina diftérica o un mutante atenuado produciendo la
ablacién de dicho tejido, y estos ratones han desarrollado obesidad.

La estimulacién de la termogénesis, que ocurre principalmente a través de receptores
B-adrenérgicos, actia sobre el adipocito marrén a varios niveles: se produce una activacién
de vias metabolicas asociadas a la respiracién mitocondrial, un aumento en la transcripcién
de genes asociados con la termogénesis, y una hipertrofia del BAT. Por el contrario, si la
termogeénesis no es necesaria los niveles de protefna y mRNA de la UP disminuyen, al
igual que el contenido mitocondrial, mientras que se produce una acumulacién de lipidos
con lo que el adipocito marrén va adquiriendo apariencia de grasa blanca. En mamiferos

pequenos, como los roedores, el BAT mantiene su capacidad termogénica a lo largo de toda
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la vida; sin embargo en especies mayores este tejido estd presente al nacer, pero
rédpidamente pierde su naturaleza marrén y adquiere apariencia de WAT (Casteilla y col.,
1989). Esto, unido al hecho de que se han detectado adipocitos marrones conteniendo UP
en tipicos depésitos de tejido adiposo blanco (Cousin y col., 1992), plantea la duda si los
adipocitos marrones y blancos son realmente distintos o si existe una interconversién entre

ambos tipos celulares.

La diferenciacién del BAT en la mayoria de las especies se produce durante la etapa
fetal de modo que el tejido es identificable en el momento del nacimiento, permitiendo al
recién nacido compensar las pérdidas de calor que sufre al abandonar el seno materno
(Nedergaard y col., 1986). Aunque no se conocen con exactitud las sefiales que determinan
ladiferenciacién del BAT, se sabe que los adipocitos marrones fetales se originan a partir
de las células mesenquimatosas asociadas a los vasos sanguineos que empiezan a proliferar
rdpidamente al mismo tiempo que se desarrollan los vasos en el interior del tejido.
Pequefias inclusiones lipidicas crecen progresivamente en el citoplasma de los
preadipocitos. Sus mitocondrias simultdneamente aumentan en nimero y tamafio, y su
membrana interna se desarrolla muy activamente formando numerosas crestas. Los
preadipocitos progresivamente pierden su capacidad de divisién, aunque el tejido sigue
creciendo debido a la presencia de las células mesenquimatosas perivasculares que
mantienen su capacidad proliferativa. Al final del proceso, la inervacién simpdtica es
plenamente funcional (Néchad, 1986). Después de esta fase formativa, el BAT se
desarrolla aumentando su peso huimedo, su contenido proteico y el ntimero de
mitocondrias, que se van enriqueciendo en UP y en los componentes de la cadena
respiratoria (Sundin y Cannon, 1980). Todos estos cambios mitocondriales dan lugar a un
gran aumento de la capacidad termogénica del tejido. La capacidad de comunicacién entre
los adipocitos también se ve incrementada (Néchad, 1986). El desarrollo del tejido adiposo
marrén, por tanto, conlleva un programa de diferenciacién adipogénico, responsable de la
sintesis y acumulacién de lfpidos en gotas de grasa multiloculares, y un programa
termogénico, responsable de la expresién y acumulacién de la proteina desacoplante
mitocondrial. De ellos y de las posibles sefiales implicadas en su induccién y modulacién
vamos a tratar en los siguientes apartados.

2.1.1.- Diferenciacién termogénica: la UP
Hay que distinguir la activacion termogénica del BAT en situaciones fisiolégicas,

que e¢s mediada principalmente por noradrenatina (NA), de lo que es la diferenciacién
termogénica del tejido, que comienza durante el ultimo perfodo de gestacién (Porras y col.,
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1990) y que es independiente de NA, ya que la inervacién del sistema nervioso simpético
no est4 totalmente desarrollada en este momento. Como se ha comentado anteriormente, la
capacidad termogénica del tejido adiposo marrén reside en la protefna desacoplante o
termogenina, una protefna de 32 kDa caracterfstica y exclusiva de las mitocondrias de los
adipocitos marrones, que comienza a expresarse entre los dfas 18 y 19 de vida fetal en la
rata (Giralt y col., 1990). La UP estd codificada por un gen nuclear que presenta un tinico
lugar de iniciaci6n de la transcripcién. Sin embargo, en la rata, la adicién alternativa de
secuencias poli A+ da lugar a dos mRNAs: una especie de expresién mayoritaria de 1.6 kb
y olra de expresi6n minoritaria de 1.9 kb (Kozak y col., 1988). Una regién de 4.5 kb en el
extremo 5 del gen de la UP se ha demostrado que contiene secuencias implicadas en la
regulacién hormonal de la expresién génica de esta protefna y en su especificidad celular.
Estudios recientes han descrito dos regiones reguladoras en el gen de rata de la UP: un
intensificador, no especifico, localizado aproximadamente a 2.5 kb del lugar de iniciacion
de la transcripcion, y una regién proximal, que se ha propuesto contendria un silenciador
especifico de tejido y elementos de respuesta a cAMP. En esta regién 5 proximal, que
comprende los pares de bases desde -611 hasta +110, se han encontrado 9 dominios de
unién a protefnas que incluyen los elementos para la actividad basal del promotor
(elementos TATA y CCAAT), un elemento de respuesta a cAMP, dos sitios de unién para
C/EBPs en las posiciones -457/-440 y -335/-318, y tres dominios de unién a protefnas no
identificadas que comparten una secuencia comin GCCCCT. Una region localizada entre
los pares de bases -512/-487 ha sido identificada como el tinico elemento que liga protefnas
nucleares presentes en BAT pero no en higado. Este posible elemento especifico de tejido
en el gen de la UP contiene una secuencia idéntica a elementos de genes que unen
miembros de la familia Ets de factores de transcripcién (Y ubero y col., 1994b). Andlisis de
la regién intensificadora han revelado elementos de respuesta a hormonas tiroideas (Rabelo
y col., 1995), asf como al 4cido retinoico (Alvarez y col., 1995).

Para estudiar el proceso de diferenciacién termogénica del BAT “in vitro” se han
desarrollado sistemas de cultivos primarios con adipocitos marrones inmaduros (tanto
células precursoras procedentes de animales jévenes o adultos, como células fetales),
profundizando en la accién principalmente de la NA, pero también de otras hormonas como
T3, insulina y dexametasona, que han demostrado ser esenciales para el proceso (Klaus y
col., 1991; Casteilla y col., 1991; Shima y col., 1994). Sin embargo, son los cultivos
primarios de adipocitos marrones fetales los que se acercan mds y reproducen mejor el
proceso de diferenciacién que ocurre “in vivo” en el BAT durante el desarrollo fetal.
Utilizando este sistema, Guerra y col. (1994) han demostrado que ademds de la NA,
principal factor inductor de la UP, T3 es capaz de inducir “per s¢” la expresion de la
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termogenina en ausencia de estfmulo noradrenérgico, lo cual unido al hecho de que ya en el
dfa 20 de vida fetal el BAT muestra una maduracién completa del sistema tiroideo (Tuca y
col., 1993) hace pensar en la T3 como uno de los posibles factores implicados en el
establecimiento del fenotipo diferenciado de este tejido en el periodo fetal.

Aunque los cultivos primarios han sido empleados con éxito en estudios sobre
regulacién de los procesos de diferenciacion en el BAT, su utilizacion conlleva inevitables
limitaciones referentes a la variabilidad, cantidad de células disponibles y duracién de los
protocolos de experimentacién, por lo que se ha intentado establecer lfneas celulares
permanentes. Ross y col. (1992) desarrollaron una linea celular (HIB-1B) derivada de un
tumor de BAT (hibernoma) generado en un ratén transgénico que expresa el antigeno T
(AgT) del virus SV40 bajo el control del promotor de la aP2, siendo la primera linea
establecida capaz de expresar UP en respuesta a NA o cAMP, alcanzdndose niveles
comparables a los obtenidos con cultivos primarios (Klaus y col., 1994). También se han
establecido multiples lfneas celulares de adipocitos marrones fetales de rata (la mayoria
expresan UP) por transfeccién con construcciones génicas constitutivas o inducibles del
AgT del virus SV40, s6lo o en combinacién con genes H-ras normales o transformantes.
La variedad de lineas generadas podria corresponder a distintos estados del BAT durante el
desarrollo (Benito y col., 1993)

2.1.2.- Diferenciacién adipogénica

Hasta ahora hemos hablado de la diferenciacion del BAT desde el punto de vista
termogénico, considerando como marcador de diferenciacién la presencia de UP. Sin
embargo, la diferenciacién de este tejido también conlleva un proceso de adipogénesis que
todavia no se conoce en profundidad, aunque se han realizado estudios sobre flujo
lipogénico y actividades de enzimas lipogénicas “in vivo” en BAT fetal (Pillay y Bailey,
1982; Roncero y col., 1987) asf{ como estudios acerca de la regulacién hormonai
(principalmente por insulina, T3 y NA) de la expresién y actividades de dichas enzimas en
cultivos primarios de adipocitios marrones fetales (Lorenzo y col., 1989; Valverde y col.,
1992).

Por ¢l contrario, la diferenciacién de adipocitos blancos ha sido ampliamente
investigada, sobre todo en lineas celulares establecidas de preadipocitos, siendo el modelo
de las células 3T3-L.1 uno de los mds utilizados: durante el crecimiento, los preadipocitos
tienen apariencia de fibroblastos. Sin embargo, cuando el crecimienio se detiene en
presencia de suero se produce la diferenciacion espontdnea a adipocitos: las células se
redondean y acumulan pequefias gotas de grasa que posteriormente s¢ fusionan dando ya

una apariencia similar a las células del tejido adiposo blanco. La parada del crecimiento y/o
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altas densidades celulares, bajo condiciones que favorecen la diferenciacién, inducen la
expresién de marcadores tempranos de diferenciacion, tales como la lipoprotein lipasa
(LPL) y la cadena a2 del coldgeno VI (A2COL6/pOb24). La expresion de estos
marcadores es independiente de las hormonas requeridas para la diferenciacién terminal.
Durante la fase terminal de diferenciacioén, los adipocitos presentan un marcado incremento
en la lipogénesis de novo. Las actividades y los niveles de mRNA de enzimas como ATP
citrato liasa, enzima mdlica (ME), acetil-CoA carboxilasa (ACC), 4cido graso sintasa
(FAS), glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH), gliceraldehfdo-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), estearoil-CoA desaturasa (SCD1), y glicerol-fosfato
aciltransferasa, entre otras, se incrementan entre 10 y 100 veces (Smas y Sul, 1995). El
ntimero de transportadores de glucosa y de receptores de insulina también aumenta, asi
como la sensibilidad a dicha hormona. De todos los transportadores de glucosa, los
fibroblastos 3T3-L.1 expresan el Glut 1. La diferenciacién de estas células a adipocitos va
acompafiada de la expresién de una segunda isoforma de transportador de glucosa, Glut 4,
que pasa a ser la mayoritaria. Los transportadores Glut 1 se encuentran presentes en la
superficie celular en condiciones basales, y deben estar implicados fundamentalmente en el
mantenimiento de la incorporacién basal de glucosa. Sin embargo, los transportadores Glut
4 en condiciones basales se encuentran principalmente en depdsitos intracelulares, y la
insulina produce su trastocacién a la superficie celular. Por tanto, los transportadores Glut
4 son los principales responsables de la estimulacién en la incorporacién de glucosa
observada en respuesta a insulina (Czech y col., 1992). Esta hormona también ejerce una
regulacion sobre Glut 4 a largo plazo, aumentando su expresién (Weiland y col., 1991). En
el tejido adiposo marrén la expresién de los genes Glut 1 y Glut 4 estd regulada a lo largo
del desarrollo. Durante la vida fetal se expresa predominantemente el Glut 1, mientras que
la vida postnatal se caracteriza por una represién de esta isoforma, acompafiada de un
aumento en la expresién de Glut 4 (Santalucfa y col., 1992).

Otras proteinas especificas del tejido adiposo, tales como la proteina de unién a
dcidos grasos aP2, perilipina y adipsina también son sintetizadas por los adipocitos
maduros. Ademds del aumento en los niveles de mRNAs de protefnas directamente
relacionadas con el metabolismo lipfdico, se producen alteraciones en el tipo y los niveles
de componentes de matriz extracelular secretados, asf cuando las células cambian su
morfologia fibrobldstica por un aspecto tipico adipocitico redondeado los niveles de actina y
tubulina disminuyen (Smas y Sul, 1995).

De todas las proteinas que se inducen durante la diferenciacién adipocitica vamos a
detenernos en la FAS por jugar un papel fundamental en la lipogénesis de novo, ya que es
un enzima multifuncional que cataliza 7 reacciones implicadas en la sintesis de palmitato a
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partir de acetil-CoA y malonil-CoA. No se conoce regulacién de este enzima por
modificacién covalente o efectores alostéricos. Sin embargo, su concentracion es muy
sensible a estfmulos nutricionales, hormonales, y durante el desarroilo, siendo esta
regulacién fundamentalmente a nivel transcripcional. Durante la diferenciacién de células
3T3-L1 a adipocitos, el aumento en la sintesis de FAS estd mediado por procesos
transcripcionales y postranscripcionales (Moustaid y Sul, 1991). En fibroblastos 3T3-L1,
el IGF-1 a dosis fisiolégicas (o la insulina a dosis farmacolégicas) aumenta la actividad del
promotor de la FAS, siendo la regién entre los nucledtidos 67y -19 la responsable de esta
respuesta (Misra y col., 1994). Ya en adipocitos 3T3-L1 los niveles de mRNA de FAS
aumentan en respuesta a insulina, y disminuyen en presencia de cAMP. En estas mismas
células la triiodotironina también estimula la transcripcién del gen de la FAS, indicando
efectos independientes de insulina, T3 y cAMP sobre la expresién de esta enzima. Las
secuencias responsables del efecto de la insulina sobre ¢l promotor de la FAS en adipocitos
3T3-L1 se encuentran entre los nucleétidos -67 y -25. Esta regién contiene, ademds de una
secuencia consenso TATA, una zona de unién a proteinas nucleares que no comparte
homologfa con secuencias consenso para factores de transcripcidn conocidos (Moustatd y
col., 1994).

En los ultimos afios se han identificado varios factores transcripcionales como
posibles reguladores del proceso de adipogénesis. De ellos, la familia de protefnas de unién
a secuencias amplificadoras CCAAT (C/EBPs) ha sido la mejor caracterizada. Son factores
transcripcionales (la mayoria actia como activadores) con un dominio en la porcién C
terminal que contiene una regién con estructura de cremallera de leucina y una regién de
naturaleza basica de unién al DNA. Se han descrito varias isoformas (C/EBP a, B, 9, v),
que forman homodimeros y heterodimeros entre ellas, con lo cual los efectos sobre la
transcripcion génica depende de las concentraciones relativas de las distintas isoformas de
C/EBPs (Cao y col., 1991). Se piensa que las protefnas C/EBPs son esenciales para el
establecimiento del fenotipo diferenciado de ciertos tipos celulares. Recientemente,
Manchado y col., (1994) han caracterizado la expresién de C/EBP o y C/EBP B a nivel de
mRNA vy proteina en el tejido adiposo marrén, sugiriendo un papel para estos factores
transcripcionales en el proceso de diferenciacién del BAT. En el modelo de diferenciacién
de células 3T3-L1 se ha descrito un patrén temporal de expresién de las distintas isoformas
de C/EBPs, acumuldndose altos niveles de C/EBP 8 y B durante la fase mds temprana,
mientras que en la fase de diferenciacién terminal estas isoformas son reemplazadas por
C/EBP «, un factor que se ha demostrado transactiva los promotores de algunos genes
especificos (aP2, SCD1, Glut 4) que se inducen durante el proceso diferenciador (Kaestner
y col., 1990). En el promotor del gen de C/EBP a se han encontrado sitios de unién a
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C/EBPs, lo cual hace pensar que los miembros 8 y 8 de la familia C/EBP sean responsables
de la activacién de la expresién del gen C/EBP a en la fase terminal (Cao y col., 1991).
Recientemente, Yeh y col., (1995) han mostrado evidencias mds claras acerca del papel de
las isoformas B y & en el proceso de diferenciacién adipocitica. En cuanto al C/EBP a,
existen datos concluyentes que le adjudican un papel esencial en la etapa terminal de este
proceso, siendo su expresién no sélo necesaria, sino suficiente para inducir la

diferenciacién de preadipocitos (Lin y Lane, 1994).

La determinacién del inicio del programa de diferenciacién se produce tipicamente
en presencia de suero o plasma, aunque los factores responsables no se conocen con
exactitud. Sin embargo, sf se han identificado varios reguladores positivos y negativos de
la diferenciacién adipocftica. Entre los reguladores positivos se encuentran (solos o en
combinacion): dexametasona, indometacina, factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF-1), insulina, isobutilmetilxantina (IBMX). Entre los reguladores negativos de la
adipogénesis se incluyen el factor de crecimiento transformante tipo B (TGF-8), el {actor
de necrosis tumoral (TNF), el factor preadipocito I (pref-1), el factor de crecimiento
fibrobldstico (FGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGEF), el 4cido
retinoico, y la interleukina-1a (IL-1). En algunos casos los efectos de los reguladores
negativos son indirectos como resultado de la estimulacién del crecimiento, mieniras que en
otros casos son efectos independientes (Smyth y col., 1993).

Aunque los procesos de proliferacion y diferenciacion normalmente se consideran
alternativos y mutuamente excluyentes, se han descrito seilales capaces de estimular ambos
procesos, as{ por ejemplo la insulina, que es necesaria para la diferenciacién de la linea
celular preadipocitica 3T3-F442A, también induce proliferacién (Tang y col., 1995); y el
IGF-1 puede estimular la proliferacién y diferenciacion de células precursoras de adipocitos
de rata (Dexler y col., 1987). En el tejido adiposo marrén se ha descrito “in vivo” un
aumento de la proliferacién celular paralelo a la activacién del programa de diferenciacion
termogénica en respuesta al frfo, a través de la estimulacién de receptores B adrenérgicos
mediada por NA (Bukowieck y col., 1986).

2.2 PROLIFERACION DE CELULAS MESENQUIMATICAS

La proliferacién celular es un proceso cuidadosamente regulado que responde a
necesidades especificas del organismo. Las células, tanto en cultivo como “in vivo”, crecen
a medida que avanzan por las etapas del ciclo celular. Sin embargo, muchas células
animales existen “in vivo” en estado quiescente, es decir, sin aumentar su masa o sin pasar
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por el ciclo celular. En la primera fase del ciclo, denominada fase de crecimiento o fase G1
las células aumentan de tamafio. Después replican todos sus cromosomas en las fase de
sintesis o fase S. A continuacién, se produce una segunda fase de crecimiento G2 donde
las células se preparan para la divisién, y finalmente se dividen en la fase M de mitosis. Las
células hijas producto de la divisién celular pueden volver a entrar en el ciclo o pueden
abandonarlo, pasando a una fase Gp de quiescencia donde permanecen hasta el final de su
vida o, bajo determinadas condiciones, son reinducidas a entrar en ciclo celular. La
progresién de las células eucaridticas a través de las diferentes etapas del ciclo estd mediada
por la activacién secuencial de un grupo de protefnas serina/treonina quinasas (Cdks) cuyas
actividades son reguladas por protefnas que se asocian llamadas ciclinas, ya que sus

concentraciones varfan durante el ciclo celular.

Las sefiales extracelulares que inducen proliferacién son fundamentalmente factores
polipeptidicos y neuropéptidos o neurohormonas, las cuales actiian sobre la célula de
manera endocrina, paracrina o autocrina. Dichas sefiales actian sobre las distintas células
en funcién de la existencia de receptores de membrana que las distinguen. Los receptores
mitogénicos pueden dividirse en tres grandes grupos desde el punto de vista bioquimico:
receptores con actividad tirosina quinasa en su dominio intracelular, receptores con siete
dominios transmembranales y sin actividad tirosina quinasa, y receptores con un tinico
dominio transmembranal sin actividad tirosina quinasa.

Son las sefiales mitogénicas ligadas a receptores con actividad tirosina quinasa las
mds difundidas en la generalidad de las células superiores. Dichas sefiales estdn acopladas
al ciclo celular, de manera que una serie de sefiales son capaces de sacar a la célula de la
fase Gg de quiescencia e introducirla en la fase G (sefiales de competencia celular entre las
que se encuentran factores de crecimiento tales como PDGF, FGF y EGF), y otras que son
capaces de hacer avanzar ala célula alo largo de la fase G| e introducirla en la fase S de
replicacién del DNA (sefiales de progresién del ciclo entre las que destacan la insulina y el
IGF-1). Ambos tipos de sefiales son necesarias para que la célula entre en el ciclo celular,
progrese a lo largo del mismo y desemboque en la mitosis. Esto es al menos lo que ocurre
en el modelo de células fibrobldsticas BALB/c 3T3. No obstante, en otros sistemas
celulares algunas sefiales mitogénicas son completas y capaces por sf mismas de producir
proliferacién. Tal es el caso del PDGF o de la bombesina en células mesenquimdticas de
tipo fibrobldstico, especialmente en lineas celulares establecidas en cultivo como las NIH-
3T3 o las Swiss 3T3 (Blakeley y col., 1989; Rozengurt y Sinnett-Smith, 1983).

Aunque las lineas celulares estalecidas han sido ampliamente utilizadas en estudios
de proliferacion, los resultados obtenidos en cultivos primarios se acercan mds a lo que
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reailmente sucede “in vivo”. 1GF-I, IGF-1I, TGF-8, TGF-a, aFGF, bFGF, y
particularmente PDGF aumentan la sintesis de DNA en cultivos primarios de precursores
de adipocitos, encontrando efectos sinergfsticos cuando se afladen en combinacion
{Butterwith y Goddard, 1991, Butterwith y col., 1993). Los adipocitos marrones {etales de
rata también proliferan en cultivo primario en respuesta, tanto a factores individuales como
el IGF-I, como a combinaciones de factores tales como EGF mds vasopresina mds
bombesina o suero fetal al 10% (Valverde y col., 1991).

2.3.- SENALES IMPLICADAS EN .PROLIFERACION Y
DIFERENCIACION DE CELULAS MESENQUIMATICAS

Durante ¢l desarrollo fetal tienen un papel primordial los factores de crecimiento
que actian de forma autocrina/paracrina regulando los procesos de proliferacién y
diferenciacidn celular, de modo que ¢l resultado es producto de la accién coordinada de
distintas sefiales (positivas y negativas) sobre ambos procesos. Sobre células
mesenquimdticas han demostrado tener especial importancia factores como el IGF-1 (que
es expresado por c€lulas de origen mesenquimdtico durante el desarrollo fetal, y en estudios
“in vitro” e “in vivo” se ha corroborado su papel como inductor de la proliferacién y
diferenciacién de células mesenquimdticas, que incluyen mioblastos, condrocitos,
osteoblastos y preadipocitos), y e TGF-B (que se localiza durante la embriogénesis en
regiones de reorganizacién mesenquimatica, siendo un factor multifuncional implicado en
los procesos de diferenciacién del cartilago, hueso y células grasas, entre otros).

En los siguientes apartados se da una visién mds amplia de las estructuras, modo de
accién y efectos de ambos factores, as{ como de un tercero: el TNF-a que, aunque no
tiene un papel demostrado durante el desarrollo fetal, sf estd implicado en procesos de
inhibicién de la diferenciacién adipocitica en estados patoldgicos como la diabetes y la
caquexia.

2.3.1.- Factor de Crecimiento Similar a la Insulina (IGF-1)
2.3.1.1.- El factor

El factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1) es un péptido aislado
originalmente de la fraccién Cohn de suero humano. Su nombre hace referencia al hecho de

que presenta efectos mitogénicos a concentraciones del rango nanomolar "in vitro®, as{

como que muestra efectos del tipo insulina en tejido adiposo y muscular (Rinderknecht y
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Humbel, 1978). Se encuentra en el plasma sanguineo a concentraciones de 20-80 nM y en
la mayorfa de los tejidos a concentraciones menores. La mayor parte del IGF-1 sérico se
encuentra ligado a proteinas de unién especificas (IGFBPs), que prolongan la vida media
del factor.

La estructura del IGF-1 es homéloga a la de la proinsulina. Es una cadena
polipeptidica sencilla de 7.5 kDa de peso molecular, constituida por 70 aminogdcidos.
Consta de 4 dominios: B, C, A y D, de los cuales A y B presentan homologia estructural
con las cadenas A y B de la insulina. El dominio C es andlogo al péptido C de la
proinsulina, mientras que el dominio D no estd presente en dicha hormona (Humbel,
1990). Existen 3 puentes disulfuro intracatenarios, localizados en posiciones andlogas a las
de la proinsulina (Rinderknecht y Humbel, 1978) (Figura I A). Mediante la expresién de
mutantes de IGF-1 se ha identificado el extremo N-terminal del factor como el sitio de
reconocimiento para las IGFBPs. La delecién de los 3 primeros residuos o la sustitucién de
los residuos 3, 4, 15 y 16 disminuye drdsticamente su afinidad por estas proteinas.
Asimismo, los residuos aromdticos de las posiciones 23-25 han sido implicados como sitio
de reconocimiento para el receptor de IGF-1 (Humbel, 1990). Estudios realizados por
Bayne y col., (1990) han demostrado que Tyr24 Tyr3! y Tyr60 estdn relacionadas con la
alta afinidad de unién del IGF-1 por su receptor . El IGF-1 no es sintetizado como tal, sino
en su forma precursora, que consiste en: un péptido sefial, los cuatro dominios (BCAD)
que constituyen el factor de crecimiento maduro de 70 aminodcidos, y una regién
propéptido en ¢l extremo C-terminal (péptido E). Ademds de la forma cldsica de IGF-1 de
70 aminodcidos, se ha descrito en cerebro humano fetal y adulto, calostro de ternera y ttero
porcino una forma truncada del factor, que carece de los tres primeros residuos en el
extremo amino lerminal. Probablemente es el producto de un procesamiento diferencial del
precursor. Esta forma truncada se ha visto que es 1.4-10 veces mds potente que la cldsica,
pudiéndose deber a su reducida capacidad de unién a las IGFBPs (Humbel, 1990).

El IGF-1 es el producto de un tnico gen, localizado en humanos en el brazo largo
del cromosoma 12. La organizacién de dicho gen ha sido extensamente estudiada en el
hombre (Rotwein y col., 1986; De Pagter-Holthuizen y col., 1986) y en la rata (Shimatsu
y Rotwein 1987). Las estructuras son muy similares, conteniendo ambos genes 6 exones.
Este gen es transcrito y procesado de una manera compleja, de modo que da lugar a gran
nimero de especies de mRNAs maduros, con tamafios comprendidos entre 0.7 y algo mds
de 7 kb como el resultado de procesos de corte y empalme alternativos, la existencia de
diferentes sitios de poliadenilacién y multiples sitios de inicio de la transcripeion.

El IGF-1 se expresa tanto postnatalmente como durante el desarrollo fetal. Durante
la vida postnatal, el higado es la principal fuente de IGF-1 circulante, que se encuentra a



Antecedentes bibliogrdficos 13

una concentracién de 200 ng/ml en el suero humano, actuando de forma endocrina sobre
sus tejidos diana. Sin embargo, ademds del hfgado, donde la sintesis y secrecién de IGF-1
se encuentra bajo el control de la hormona de crecimiento (GH), se ha demostrado que una
gran variedad de tejidos producen IGF-1 y contienen el mensajero de dicho factor,
sugiriendo un papel autocrino/paracrino para el IGF-1 en estos tejidos, entre ellos, el tejido
adiposo blanco (Peter y col., 1993), células de la granulosa del ovario (Hemédndez y col.,
1989), y astrocitos (Komoly y col., 1992). La produccién de IGF-1 extrahepdtica también
es regulada por GH, aunque existen estudios que indican que ciertos factores locales
pueden intervenir en esta regulacién (McCarthy y col., 1995).

El IGF-1 no actiia tnicamente como factor de crecimiento postnatal dependiente de
GH, sino que también se ha visto que presenta acciones durante el desarrollo prenatal. En
varias especies el IGF-1 es sintetizado durante la vida fetal. Tanto el factor como su
mensajero han sido detectados en muiltiples tejidos fetales de mamiferos (D'Ercole y col.,
1980), predominantemente en células de origen mesenquimdtico. En la rata el nivel del
RNA mensajero de IGF-1 aumenta casi 9 veces en la mitad del perfodo gestacional (dfas
11-13), coincidiendo con la organogénesis y antes de que se inicie la expresién de GH, lo
cual indica que debe ser regulado por otras sefiales diferentes a dicha hormona (Rotwein y
col., 1987). Asimismo, en ¢l embrién temprano de pollo se han encontrado receptores para
IGF-1, y ya antes de que se establezca la circulacién (también antes de la aparicién de GH),
se puede detectar el mRNA del factor (Caldés y col., 1991) (Kikuchi y col., 1991). Todo
ello sugiere que el IGF-1 juega un papel importante en la regulacion del crecimiento fetal.

Los factores de crecimiento similares a Ia insulina de tipo 1 y 2 se encuentran en
plasma y otros fluidos extracelulares (linfa, liquido amnidtico.....) ligados a proteinas de
unién (IGFBPs) con alta afinidad y especificidad. Hasta ahora se han purificado y clonado
6 IGFBPs, para las cuales se han propuesto cuatro funciones esenciales que coordinan y
regulan las actividades biolégicas de los IGFs. Estas son: 1) actuar como proteinas
transportadoras en plasma y controlar ¢l flujo de IGFs desde el espacio vascular; 2)
prolongar la vida media de los IGFs y regular su aclaramiento metabdlico; 3) proporcionar
el medio para una localizacién especffica a nivel tisular y celular de estos factores de
crecimiento; y 4) modular directamente la interaccién de los IGFs con sus receptores y de
esta forma controlar indirectamente sus acciones biolégicas. Ademds existen evidencias de
que las IGFBPs pueden tener efectos directos sobre funciones celulares, y al menos una de
las IGFBPs se ha visto que es un ligando para un receptor celular especifico. (Jones y
Clemmons, 1995).
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2.3.1.2.- El receptor de IGF-1

El receptor del IGF-1 (IGF-1R) es una glicoproteina (ransmembranal
heterotetrdmera con actividad tirosina quinasa, que liga IGF-1 con alta afinidad ¢ IGF-2
con mucha menor afinidad. En estructura y accién, el IGF-1R es muy similar al receptor de
la insulina. Ambos estan formados por dos subunidades o QUe contienen regiones ricas en
cistefna, y dos subunidades B, unidas por puentes disulfuro dando lugar a un complejo
heterotetramérico a;B7. Las subunidades o, responsables de la unién con el ligando, y
una porcién de las subunidades B constituyen el dominio extracelular del receptor, mientras
que las porciones intracelulares de las subunidades 8 poseen los dominios tirosina quinasa
que median la respuesta biol6gica (Ullrich y col., 1985, 1986) (Figura I B). El receptor
del IGF-1 es sintetizado como un precursor de 1367 aminodcidos. Durante su traslocacién
al reticulo endopldsmico elimina un péptido sefial de 30 aminoécidos y sufre una ruptura
proteolitica para dar lugar a las dos subunidades § (135 kDa) y las dos subunidades o
glicosiladas (90kDa).

Los cDNAs del receptor humano de insulina y del receptor humano de IGF-1 han
sido clonados y secuenciados, encontrdndose un alto grado de homologfa (mds del 50%)
en la secuencia aminoacidica. Aunque la mayor similitud se encuentra en el dominio
tirosina quinasa (84% de homolog{a), las posiciones de los sitios de glicosilacién y de los
residuos de cistefna en el dominio extracetular también estdn altamente conservadas (Ullrich
y col., 1986). A pesar de estas similitudes estructurales, los dos receptores difieren en
especificidad de ligandos, distribucién en tejidos y papeles biol6gicos. La insulina se liga al
IGF-1R con una afinidad aproximadamente 100-1000 veces menor que con la que se liga a
su propio receptor. Los mismos valores se pueden aplicar a la afinidad del IGF-1 por el
receptor de la insulina (Czech, 1989). Con la utilizacién de receptores quiméricos
insulina/IGF-1, se ha comprobado que los determinantes estructurales que definen la
afinidad y especificidad por el ligando estdn localizados en distintos dominios dentro de las
subunidades a de los receptores para insulina e IGF-1. Asf, los 68 primeros residuos del
extremo N-terminal y también los 400 de la zona C-terminal de la subunidad o del receptor
de la insulina determinan su especificidad por dicha hormona, mientras que en el IGF-1R la
zona responsable de la especificidad para IGF-1 es una regién (entre el aminodcido 132 y el
315) del dominio rico en cisteina de la subunidad a. (Schumacher y col., 1991; Kjeldsen y
col., 1991).

Aunque hay evidencias de la existencia de miiltiples especies del IGF-1R, los datos
publicados apuntan la existencia de un dnico gen que se encuentra localizado en humanos
en el brazo largo del cromosoma 15 (Ullrich y col., 1986) y que consta de 21 exones, con
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FIGURA I Secuencia aminoacidica del IGF-1 humano (A) y estructura de
su receptor (B)

A) Los aminodcidos que forman parte de cada dominio (B,C,A y D) se encuentran
indicados. Las posictones que son idénticas a las de la insulina aparecen en negro.

B) Se muestra un modelo esquemadtico del receptor de IGF-1 con los diferentes dominios
funcionales.
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un sitio de corte y empalme alternativo en el extremo 5' del exon 14 (Abbot y col., 1992).
Los mayores niveles de mRNA del receptor de IGF-1 se ven durante ¢l estado
embrionario, disminuyendo a niveles mucho menores en el animal adulto. Ademds el gen
del IGF-1R durante el desarrollo en la rata es regulado de manera especifica para cada
tejido (Werner y col., 1989). La regién promotora del gen ha sido clonada y secuenciada
por varios grupos, y presenta similitudes con promotores de genes altamente regulados, lo
cual apoya la hipétesis de que la expresién del IGF-1R es cuidadosamente regulada.
(Werner y col., 1992). Estfmulos patolégicos y fisioldgicos (como el estado nutricional,
hormonas esteroidicas) tienen gran influencia sobre la expresion y actividad de este
receptor. Los factores de crecimiento también modulan su expresion: asf, tanto el bFGF
como el PDGF incrementan los niveles del mRNA en células en cultivo.

Algunos trabajos utilizando métodos de andlisis heterodiplex con digestion RNAsa
han demostrado la existencia de dos mRNAs diferentes para el IGF-1R en varios tejidos y
lineas celulares (Yee y col., 1989). Un trdnscrito es idéntico al receptor de IGF-1 clonado,
mientras que el segundo carece de tres pares de bases (secuencia CAG) en la regién
codificante de la porcidn extracelular de la subunidad . Este ultimo mRNA es generado
por un proceso de corte y empalme alternativo en el exon 14.

Recientes estudios a nivel de protefna han demostrado la existencia de dos
receptores de IGF-1 distintos, que difieren en el peso molecular de la subunidad  y en los
niveles de expresion relativos durante ¢l desarrollo (Alexandrides y Smith, 1989). Por otro
lado, en tejidos humanos y lfneas celulares que expresan tanto receptores de insulina como
de IGF-1, se ha descrito que una proporcion de receptores existe como estructuras hfbridas
(afa'B") (Soos y Siddle, 1989; Moxham y col., 1989). Algunos datos apoyan la idea de
que estos receptores hibridos estdn formados por un dimero aff del receptor de la insulina
en asociacién con un dfmero a.ff del IGF-1R:

a.- Los tetrdmeros hibridos pueden ser inmunoprecipitados por anticuerpos
reactivos contra ¢l receptor de la insulina o contra el del IGF-1, pero individualmente los
dimeros af reaccionan inicamente con anticuerpos especfficos para un tnico receptor
(Garofalo y Rosen, 1989; Moxham y col.,1989; Scos y Siddie, 1989).

b.- Mapas peptidicos de las dos subunidades f§ de varias lineas celulares (Moxham
y col., 1989) y del cerebro de rata (Garofalo y Rosen, 1989) son distintos.

¢.- Se han formado receptores hibridos in vitro (Treadway y col., 1989).

En cualquier caso estos receptores hibridos presentan unos perfiles de especificidad de
ligando mds comparables al IGF-1R que al receptor de la insulina.

Existe la creencia generalizada de que el receptor de la insulina es responsable de los
efectos metabélicos, mientras que el IGF-1R genera la respuesta mitogénica. Sin embargo,
se han descrito varios ejemplos en los cuales IGF-1 media acciones metabdlicas a través de
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su propio receptor (Poggi y col., 1979; Cascieri y col., 1986), y otros en los que la
insulina promueve proliferacién por unién al suyo (Massagué y col., 1982; Krett y col.,
1987, Mamounas y col., 1989). Asf, la idea que impera es que tanto el receptor de la
insulina como el del IGF-1 pueden mediar efectos metabélicos y mitogénicos. No obstante,
dos series de observaciones apuntan hacia una especificidad generada a nivel del receptor:
a.- En un estudio con receptores quiméricos consistentes en el dominio extracelular
del receptor de la insuling, y el dominio intracelular del IGF-1R, Lammers y col. (1989),
han sugerido que el dominio citopldsmico del receptor del IGF-1 es casi 10 veces mds
eficiente como receptor mitogénico que €l receptor de la insulina.
b.- Utilizando una serie de sustratos sintéticos, Sahal y col (1988) han demostrado
que las preferencias de susirato para ambos receptores son diferentes.
Realmente, comparando ias estructuras de los dos receptores, se identifican ciertas regiones

de baja homologfa que serian las responsables de las funciones celulares especificas.
2.3.1.3.- Via de transduccién de seiiales

La unién del ligando al receptor del IGF-1 induce interacciones alostéricas de las
dos mitades af}, dentro del receptor estabilizado por puentes disulfuro. Este mecanismo
podria explicar la existencia de los receptores hibridos anteriormente descritos. Después de
la unién con el ligando, se produce una rdpida activacidn de la actividad tirosina quinasa del
receptor, que conduce a la autofosforilacién en residuos de tirosina de las subunidades §
(fosforilacién cruzada de una subunidad B por la actividad tirosina quinasa de la otra)
(Czech, 1989), asf como a la fosforilacién en tirosina de otras proteinas. Asfmismo se han
descrito fosforilaciones cruzadas entre receptores de insulina y receptores de 1GF-1
(Duronio, 1990; Beguinot y col., 1988). Cantley y col (1991) han probado que la protefna
quinasa src purificada fosforila al receptor de IGF-1, apuntando la posibilidad de que el
IGF-1R puede ser activado de una manera independiente de ligando. Ademds, las
fosforilaciones del dominio intracelular del IGF-1R también se producen sobre residuos de
serina y treonina, mediante la accion de otras proteinas quinasa, como la PKA o la PKC.
Estas fosforilaciones ateniian la actividad tirosina quinasa del receptor, indicando un
posible mecanismo de modulacién del mismo. Condorelli y col. (1992), han descrito que
en células tirotdeas FRTL 5, la TSH induce la actividad de una fosfatasa serina/treonina
que defosforila los receptores de insulina y de IGF-1, aumentando de este modo su
actividad quinasa enddgena.

El principal sustrato descrito para la actividad tirosina quinasa de las subunidades 3
del receptor de la insulina o del 1GF-1 es una protefna citosélica de 185 kDa, conocida
como IRS-1 (sustrato para el receptor de la insulina-1) que contiene al menos 20 residuos
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de tirosina susceptibles de fosforilacién, 6 de los cuales pertenecen a una secuencia de
aminodcidos capaz de interaccionar con proteinas que poseen dominios SH2 (de homologfa
con src). Después de ser fosforilada en miltiples residuos de tirosina por el receptor de la
insulina o del IGF-1, el IRS-1 se une a varias protefnas-con dominios SH2: Nck (una
protefna adaptadora), Syp (una protefna tirosina fosfatasa conocida también como PTP1D,
PTP2C o SHPTP2), Grb2 (implicada en la ruta de activacién de Ras), y p85 (la subunidad
reguladora de 1a PI 3-quinasa, un enzima que fosforila al fosfatidil inositol en la posicién
D-3 del anillo de inositol). Asi, tanto el receptor de IGF-1 como el de la insulina pueden
iniciar multiples vias de sefializacién a partir de la fosforilacién del IRS-1 (Myers y col,,
1994). IRS-1 ha demostrado ser una protefna importante en la mitogénests inducida por
IGF-1 o insulina (Myers y col., 1994), y recientemente se ha visto que se asocia con el
antigeno T del virus SV40 (Zhou-Li y col., 1995), lo cual puede ser importante para el
papel de los receptores de IGF-1 en mitogénesis y transformacién celular. A pesar de la
clara importancia del IRS-1 en la via de transduccién del IGF-1 ¢ insulina, estudios con
ratones deficientes en IRS-1 (Araki y col., 1994) sugieren la existencia de vias alternativas.
De hecho, una segunda protefna de la familia IRS (IRS-2) ha sido clonada recientemente
por Sun y col., {(1995).

A parte de la activacién de la Pl 3-quinasa a través del IRS-1, Yamamoto y col.,
(1992) han demostrado que, al menos "in vitro", el receptor del IGF-1 se asocia
directamente con la P] 3-quinasa. En esta asociacién estdn directamente implicados
dominios SH2 de la subunidad p8S5, los cuales son un sustrato directo para la actividad
tirosina quinasa del receptor. Por otro lado una proteina de 62 kDa, que parece ser un
nuevo sustrato para el IGF-1R (Sdnchez-Margalet y col., 1995), también ha sido implicada
en una segunda ruta entre el receptor y la PI 3-quinasa, independiente de IRS-1.

Otra proteina que resulta fosforilada en tirosina por la actividad quinasa del receptor
es Shc (protefna que contiene dominios de homologfa con src). La familia Shc estd formada
por tres protefnas de 46, 52 y 66 kDa que contienen un tinico dominio SH2. Al igual que el
IRS-1, al fosforilarse en tirosina Shc se asocia con Grb2 (Sasaoka y col., 1994), una
protefna que ademds de los dominios SH2 por los que interacciona con IRS-1 y Shc,
presenta dos dominios SH3 por los que se une a SOS, una proteina intercambiadora de
nucledtidos que es capaz de activar Ras por incrementar el cociente Ras-GTP (activo)/Ras-
GDP (inactivo) (Bar-Sagi, 1994). La proteina p21-Ras, que es codificada por una familia
de genes: H-, K- y N-ras, se encuentra anclada por farnesilacién a la cara interna de la
membrana plasmdtica. La importancia de p21-Ras en la via mitogénica del IGF-1 ha sido
demostrada en el proceso de maduracién meidtica de los oocitos de Xenopus, que es
mhibido cuando anticuerpos Y 13-259 contra Ras se microinyectan en estas células (Korn y
col., 1987). El ras-GTP acttvo pone en marcha la cascada de las MAP quinasas, que
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comienza con Ja activacién de Raf posiblemente a través de una interaccion directa Ras-Raf,
aunque el mecanismo no estd todavia bien establecido. La Raf quinasa (una serina/treonina
quinasa) activada fosforila y activa a la proteina MEK (también conocida como MAP
quinasa quinasa), que a su vez activa y fosforila ala MAP quinasa (Avruch y col., 1994).
Uno de los sustratos de este wltimo enzima es la RSK (quinasa S6 ribosomal), una quinasa
que tiene blancos tanto a nivel citosélico como nuclear (fosforila factores de transcripcion
como Nur 77, c-Fos, c-Jun, asi como la histona H3 (Blenis, 1993)). Ademds MAP
quinasa se puede translocar al nicleo, pudiendo ser éste otro de los mecanismos por el que
toda esta cascada de transduccién de sefiales a nivel citoplasmdtico conecte con el niicleo,
donde se tiene que producir la activacién mediante fosforilacién de factores de
transcripcion. Asi, MAP quinasa y RSK parecen ser un punto comun para las vias
mitogénicas y diferenciadoras. En la Figura II se muestra un esquema de esta via de
senalizacion.

Recientemente, se ha descrito una interaccion directa de Ras-GTP con la subunidad
catalitica de la PI 3-quinasa (Rodriguez-Viciana y col., 1994). La activacién de Ras da
lugar a fosforilaciones en la posicién D del anillo de inositol del PI, PI(4)P y PI{(4,5)P2,
originando PI(3)P, PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3. Estos metabolitos se piensa que juegan un
papel importante en el crecimiento celular y en el metabolismo, pero no son hidrolizados
por ninguna fosfolipasa conocida y no parece que participen en la via cldsica de los
fosfatidil inositoles. El PI(3,4,5)P3 podria activar la proteina quinasa C {, estableciéndose
asi un nexo de unién con la via de la PKC. Este enzima se ha visto activada por [GF-1 en
varios tipos celulares y podria estar implicada en el efecto mitogénico del IGF-1 sobre
astrocitos de rata (Tranque y col., 1992).

Igualmente, se ha demostrado que la Pl 3-quinasa no sdlo fosforila
fosfatidilinositoles, sino que también funciona como una serina proteina quinasa. De este
modo puede regular su propia actividad puesto que cuando la p85 (subunidad reguladora)
se fosforila en serina se inactiva la subunidad catalftica de 110 kDa (Dhand y col., 1994).
También se ha visto que fosforila al IRS-1 de manera independiente de insulina, aunque el
papel regulador de esta fosforilacién no estd bien establecido (Lam y col., 1994). Por otro
lado, este enzima se ha relacionado con la activacién del transporte de glucosa inducido por
insulina medtante la translocacién del transportador Glut 4 desde depdsitos intracelulares a
la membrana plamdtica (White y col., 1994).

A nivel nuclear se ha visto que cuando las células Swiss 3T3 son tratadas con IGF-
1 se produce una rdpida disminucién de la cantidad de polifosfoinositoles dentro del
niicleo, con un aumento del diacilglicerol nuclear y traslocacién de la proteina quinasa C a

la regién nuclear. Puesto que estos efectos son casi mdximos a los pocos minutos de la
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estimulacién con IGF-1, estdn entre los sucesos intranucleares mds tempranos descritos en

respuesta a la activacion tirosina quinasa y pueden representar una parte del mecanismo por
el cual la informacién es transmitida desde la membrana plasmdtica al niicleo para iniciar la
divisién celular (Divecha y col., 1991). En el micleo celular también se ha demostrado que
el IGF-1 produce una elevacién del mRNA de c-fos en células L6 y adipocitos 3T3-L1.
Chiou y Chang (1992) han descrito que en células BALB/c3T3, el IGF-1 estimula la
transcripcién del protooncogén c-jun, a la vez que estabiliza los mRNAs de dicha proteina
ya existentes. En varias lineas celulares este factor también puede incrementar los niveles
del mRINA de c-myec.

2.3.1.4.- Efectos bioldgicos

El IGF-1 muestra "in vitro" ¢ "in vivo" efectos metabdlicos a corto plazo similares a
la insulina (tales como la estimulacién del transporte de glucosa, sintesis de glucdgeno y
sintesis lipfdica en tejido adiposo), pero sélamente a a concentraciones relativamente altas.
La presencia de IGFBPs en plasma previene la hipoglucemia en condiciones fisiolégicas.
Dimitriadis y col. (1992) han descrito que en musculo esquelético de rata "in vitro", el
IGF-1 aumenta la velocidad de transporte de giucosa y su utilizacién independientemente
de insulina, incrementa la velocidad de sintesis de glucdgeno y puede estimular la glucolisis
anivel de la 6-fosfofructoquinasa. Sin embargo, los efectos biolégicamente relevantes del
IGF-1 a concentraciones nanomolar son la estimulacién de la proliferacién celular y, al

menos en ciertos tejidos, la diferenciacién celular.

A) 1GE-1 v proliferacién

La importancia del IGF-I durante el desarrollo fetal “in vivo™ ha sido claramente
demosirada en una serie de experimentos utilizando ratones a los que, mediante
recombinacién homéloga, se les ha creado mutaciones que anulan los genes que codifican
para {GF-I, IGF-II, y el receptor de IGF-I (Liu y col., 1993; Baker y col., 1993). En
todos los casos los animales presentaron retardo en el crecimiento, y su peso al nacer fue
30-65% del de los ratones normales control. Por otro lado, se han creado ratones
transgénicos que sobreexpresan IGF-I, resultando en un incremento del peso corporal
(30% sobre los ratones control) con un dramdtico aumento en el tamaifio del cerebro. Los
resultados obtenidos con animales transgénicos sugieren que el IGF-1 media la mayoria de
los principales efectos de la hormona de crecimiento, y que las variaciones en la expresién
local de IGF-1 puede producir un crecimiento desproporcionado de tejidos especificos
(D’Ercole, 1993).
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Los efectos mitogénicos del IGF-1 han sido descritos en una gran variedad de
sistemas: linfocitos T, condrocitos, osteoblastos, queratinocitos, células de la granulosa,
células de la médula Gsea (Kooijman y col., 1992; Bohme y col., 1992; Barreca y col.,
1992; Herndndez y col., 1991; Merchav y col., 1992). En algunos, como por ejemplo en
cultivos celulares de células tiroideas porcinas, el IGF-1 induce la proliferacién por sf solo,
no siendo necesaria la presencia de otros mitégenos (Takasu y col, 1989). En cultivos
primarios de adipocitos marrones de fetos de 22 dfas el IGF-1 también es un factor de
crecimiento completo, produciendo un incremento de la sintesis de DNA, el niimero de
células y el contenido de DNA, RNA vy protefnas, asf como la induccién génica de la
glucosa 6-P-deshidrogenasa (Valverde y col., 1991). Sin embargo en otros sistemas, como
las células BALB/c3T3, se requiere la accion de varios factores de crecimiento en un orden
determinado para que las células quiescentes lleguen a la fase S del ciclo celular: las células
quiescentes, cuando se exponen a la accién de factores de competencia, como bFGF o
PDGF, pasan de la fase Gg a G, es decir, se hacen competentes para responder a factores
de progresién como el IGF-1. Lu y Campisi (1992) han comprobado que p21 Ras es
esencial para la capacidad del IGF-1 de estimular la entrada en fase S desde la fase G
tardia, y sin embargo no lo es para la capacidad de PDGF o EGF de inducir el mRNA de c-
fos en la transicién G¢/G;. La funcién del PDGF como factor de competencia podria
basarse en su capacidad para aumentar la expresion del receptor de IGF-1, puesto que se
sabe que la sobreexpresién de receptores de IGF-1 en células BALB/c3T3 produce
mitogénesis € induce el mRNA de cdc? (una protefna quinasa implicada en la replicacion
del DNA y en la mitosis) en presencia de IGF-1, sin necesidad de PDGF (Surmacz y col.,
1992). Otro factor de competencia, el bFGF, se ha visto que produce fosforilacién en
residuos de tirosina de la cadena B del receptor de IGF-1 en células BALB ¢3T3 que
sobreexpresan dicho receptor (Yoshinouchi y col., 1993), pudiendo de esta forma sustituir
al IGF-1 como factor de progresién. Por otro lado, transfectando células de modo que
sobreexpresen EGF, el proto-oncogen c-myb o el antfgeno T SV40 (estas manipulaciones
hacen que la célula exprese suficiente IGF-1 para estimular su receptor de forma autocrina)
se asegura la proliferacién con la presencia Unicamente de un factor de competencia
(Travali y col., 1991, Porcu y col., 1992, Pietrzkowski y col., 1992). El IGF-1, bien
como Unico factor en células humanas cancerigenas, o junto con PDGF en fibroblastos,
induce la expresién de la ciclina D1 en el inicio de la fase G1 del ciclo celular, lo cual puede
ser ¢l principal mecanismo del IGF-1 como factor de progresién. Mds tardfamente también
aumenta la ciclina B1, cdc2 y cdk2 (Furlanetto y col., 1994). Complementariamente a sus
efectos sobre proliferacién, el IGF-1 también puede inhibir la muerte celular. Resultados
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recientes sugieren para el IGF-1 un papel protector de apoptosis en fibroblastos deprivados
de suero (Harrington y col., 1994).

En cultivos sin suero de células de la médula 6sea, el 1GF-1 estimula la
proliferacién de macréfagos a la vez que induce la formacién de células multinucleadas
(Scheven y Hamilton, 1991). El IGF-1 ha sido especialmente implicado en el control de la
proliferacién y diferenciacién celular, como ocurre en el cartflago (Mc Quillan y col., 1986)
y en las células de la granulosa (Adashi y col., 1985), lo cual podrfa indicar un giro en la
sefializacién del receptor de IGF-1 similar al que ocurre en células de neuroblastoma. La
insulina y ¢l IGF-1 son potentes mitégenos para las células SH-SY5Y de neuroblastoma,
que expresan receptores para ambos ligandos. Una vez que dichas células han diferenciado
en presencia de PMA y suero, ni la insulina ni el IGF-1 pueden ya dar lugar a una
respuesta mitogénica a pesar de la existencia de sus receptores. En cultivos diferenciados,
la insulina o el IGF-1 inducen la autofosforilacién de sus receptores, reorganizacién de
actina y expresion de c-fos, mientras que respuestas tardfas pre-replicativas, como la
expresién de c-myc y la activacién de la ornitina descarboxilasa, no son inducidas.
Ademds, la diferenciacién de células SH-SYSY inducida por PMA en medio libre de suero
es fuertemente potenciada por concentraciones del rango nanomolar de IGF-1 (Pahlman y
col., 1991).

B) IGF-1y diferenciacién

Se han descrito procesos de diferenciacién inducidos por IGF-1 en vartos sistemas
celulares: células de la granulosa, condrocitos, osteoblastos. Este factor es un conocido
inductor de la diferenciacién miogénica terminal (Florini y col., 1991). También puede
promover la diferenciacién neuronal, siendo un factor no sélo diferenciador, sino también
un posible factor de supervivencia para las neuronas. Robinson y col., (1994)
recientemente han demostrado que la activacién de p21 ras es necesaria para que la insulina
y el IGF-1 promuevan la supervivencia y diferenciacién de este tipo celular.

El papel del IGF-1 en adipogénesis tiene especial relevancia. La conversion de
células fibrobldsticas 3T3-L1 en adipocitos totalmente diferenciados muestra un
requerimiento absoluto de insulina o IGF-1 (Rubin y col., 1978). Sin embargo, la
expresién de oncogenes ras transfectados en estas células las diferencia a adipocitos en
ausencia de 1nsulina o IGF-1 (Benito y col., 1991). Otros oncogenes como src¢ o trk no
inducen dicho proceso diferenciador. Ademds, la transfeccién de mutantes de Ras

dominantes negativos , bloquea especificamente el proceso diferenciador inducido por
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insulina. Porras y col., (1992) han mostrado que en células 3T3-L1 no transfectadas,
después de estimularlas con insulina, se produce una rdpida estimulacién en la formacion
del complejo activo Ras-GTP, asf como una activacion de MAP quinasa. Recientemente,
se ha comprobado que en estas mismas células y tras estimulacién con insulina también se
activa la Pl 3-quinasa (ademds de ras y MAP quinasa). Pretratando las células con
wortmanina (un inhibidor de la PI 3-quinasa) se suprimen casi por completo todas estas
activaciones, y como consecuencia se inhibe la diferenciacién adipocitica (Uehara y
col.,1995).

El IGF-1, a concentraciones fisiolégicas, es capaz de aumentar la actividad del
promotor de la dcido graso sintasa en fibroblastos 3T3-L1 (Misra y col., 1994). Tambi¢én
muestra efectos metabélicos similares a la insulina, como la estimulacién de la captacion de
glucosa y la sintesis de glucdgeno y lipidos, aunque presenta menor potencia que la
insulina. Sin embargo, en células 3T3-L.1 la subunidad o de los receptores de insulina y
de IGF-1 tiene una potencia similar para estimular la actividad y los niveles de mRNA del
transportador de glucosa Glut 4 (Weiland y col., 1991). Existen datos que implican a la Pl
3-quinasa, MAP quinasa y RSK en los efectos metabdlicos de la insulina/IGF-1, aunque
consideran que no son suficientes y sugieren la necesidad de otros mecanismos de
sefializacion especificos activados dnicamente en respuesta a insulina o IGF-1 (Wiese y
col., 1995; Shepherd y col., 1995; Fingar y col., 1994).

2.3.2.- Factor de Crecimiento Transformante tipo B8 (TGF-B)
2.3.2.1.- El factor

Los TGF-Bs pertenecen a una familia de proteinas inicialmente caracterizadas por
su capacidad para promover el crecimiento de células normales no neopldsicas en agar
blando, pero que actualmente se sabe que estdn implicados en una gran variedad de efectos
celulares: estimulaciénfinhibicién de crecimiento o diferenciacidn, transformacién
morfolégica de células, y activacidn transcripcional de genes de respuesta temprana y genes
que codifican para protefnas de matriz extracelular (Massagué, 1990; Moses y col., 1990).
Son protefnas de 25 kDa con dos subunidades idénticas, habiéndose descrito 5 isoformas
altamente homdlogas, de las que sélo tres (TGF-81, TGF-82 y TGF-B3) se han purificado
de sistemas de mamf{fero, mientras que la cuarta y quinta isoformas se han purificado de
pollo y Xenopus respectivamente. Ademds de las formas homodiméricas se han aislado
heterodimeros TGF-B81.2 y TGF-B2.3, aunque en mucha menor proporcidn.

El prototipo de la familia lo constituye el TGF-B1, un dimero formado por dos
cadenas idénticas de 112 aminodcidos unidos por puentes disulfuro. Cada cadena se



Antecedentes bibliogréficos 25

sintetiza como un precursor de 390 aminodcidos, que contiene una secuencia N-terminal
hidrofébica para la traslocacién a través del retfculo endopldsmico, una proregién con tres
sitios de glicosilacién, y el dominio activo C-terminal con 9 cistefnas (Derynck y col.,
1985). Después de sintetizarse, dos cadenas de pro-TGF-B se asocian para formar un
dimero unido por puentes disulfuro. Durante la secrecién tiene lugar la ruptura proteolftica
de los precursores, separdndose las cadenas C-terminales (que constituyen el TGF-8
maduro) de sus propéptidos aminoterminales, los cuales (conocidos también como LAP:
protefna asociada a TGF-B8 latente) permanecen en forma dimérica asociados no
covalentemente al TGF-8 formando un complejo latente. Una fraccién de TGF-8 latente
contiene ademads protefnas de aito peso molecular que se asocian a LAP, de las cuales la
mejor caracterizada es la LTBP (protefna de unién a TGF-B latente). Esta proteina ha sido
implicada en la asociacién del TGF-B latente con la matriz extracelular. (Taipale y col.,
1994). Para que el factor sea biolégicamente activo se tiene que disociar de este complejo;
“in vitro™ se consigue mediante tratamientos ffsicos (calor) o quimicos como exposicién a
pH 4cido, pero el mecanismo de activacién “in vivo” no se conoce, aunque podria estar
mediado por ciertas glucosidasas y otras enzimas.

La mayorfa de las células tienen la capacidad de expresar y secretar TGF-B y poseen
receptores para este factor en su superficie, por lo cual se piensa que el TGF-B actia de
manera autocrina y paractina. Ademds, puesto que el TGF-8 se une a varias proteinas de la
matriz. extracelular, se¢ puede asumir que la matriz extracelular y especialmente las
membranas basales representan un reservorio del cual el TGF-B puede ser liberado para
ejercer sus acciones sobre las células cercanas. La expresién del TGFE-B estd activada a lo
largo del desarrollo embrionario y en el estado adulto (Heine y col., 1987; Thompson y
col., 1989)). Si numerosos tipos de células expresan y pueden responder a estos factores,
es de esperar que tanto la expresién como la actividad estén estrechamente controladas,
control que se lleva a cabo mediante la regulacién de la transcripeidn del gen, la produccién
de TGF-8 en forma latente y €l secuestro de los TGF-8s activados por protefnas circulantes
o de matriz extracelular (Massagué, 1990).

El gen del TGF-B1 contiene en su regién 5’ dos sitios de iniciacién de la
transcripcién (Kim y col., 1989), entre los cuales se sitiia uno de los promotores del gen.
El otro estd localizado por delante del primer sitio de inicio transcripcional. En el primer
promotor eXiste un sitio de unién para el complejo AP-1, y dos sitios en el segundo
promotor. Se ha demostrado que TGF-81 regula positivamente su propia expresién a
través de dicho complejo, y que los ésteres de forbol también inducen la expresién de
TGF-81 via AP-1. Esta activacién puede ser fuertemente reprimida por los receptores del
dcido retinoico (Salbert y col., 1993). También se ha descrito un efecto activador de la
transcripcién del gen para los glucocorticoides, el EGF, el NGF y el oncogén H-ras, asi
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como una regulacién de la expresién mediada por la pRB en sentido posilivo o negativo

segtin el tipo celular.
2.3.2.2.- Receptores para TGF-8

Los TGF-Bs ejercen sus diferentes acciones mediante unién a receptores especificos
de membrana, que inicialmente se caracterizaron mediante experimentos de unién
irreversible utilizando !25]-TGF-B. De este modo se han identificado hasta seis tipos
distintos de receptores con pesos moleculares diferentes, algunos de los cuales sélo se han
encontrado en ciertos tipos celulares. Los mds estudiados han sido los receptores tipo I, de
55 kDa (TBR-I), tipo I (TBR-II, 75 kDa), y tipo III, de 280 kDa (TBR-III), que aparecen
en la mayorfa de las células , y que ya han sido clonados. El receptor tipo III, conocido
también como betaglicano, es un proteoglicano transmembranal con una regién
citopldsmica muy corta que carece de una funcién especifica en la transduccion de sefiales.
Probablemente facilita los efectos del TGF-8 por presentar el ligando a los receptores de
tipo I y I que son los directamente implicados en la sefializacién del factor (Lopez-Casillas
y col., 1993). TBR-I y TBR-II son serina/treonina quinasas con un dominio extracelular
corto que contiene gran cantidad de cistefnas, y una regién citopldsmica larga
principalmente constituida por el dominio quinasa. También es caracterfstico de estos
receptores un grupo de tres cistefnas justo antes de la regién transmembranal. El dominio
quinasa del receptor tipo II se encuentra flanqueado por una extensién C-terminal y un
segmento espaciador entre las secuencias transmembrana y quinasa. Se ha clonado un
dnico TBR-II, cuya expresién coincide con la del TGF-B81 durante el desarrollo. Sin
embargo, se han propuesto varios recepiores clonados como receptores de tipo I, los cuales
son receptores serina/treonina quinasa, encontrdndose sus estructuras estrechamente
relacionadas. Se distinguen del tipo IT en que los dominios extracelulares son mds cortos, y
en e] dominio citopldsmico la extensién C-terminal contiene sélo unos pocos aminoécidos.
Ademds, la regién espaciadora entre los dominios transmembrana y quinasa contiene un
motivo conservado SGSGSGLP (dominio GS) que no aparece en el receptor tipo Il
(Derynck, 1994) (Figura I1I). Los dominios quinasa de los diferentes receptores tipo I son
mds similatres entre si que si se comparan con el del T8R-II, con el que muestran una
homologia menor del 40%. Otra diferencia importante entre estos dos tipos de receptores
reside en las propiedades de su unién a ligando: mientras el receptor tipo Il puede unir
TGF-B directamente del medio, los receptores tipo I reconocen inicamente ¢l ligando que
va estd unido al TBR-II. De este modo, la especificidad del ligando y su afinidad vienen
determinados por el receptor tipo H (Ebner y col., 1993). Cada receptor tipo I puede
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FIGURA III Representacion esquemética de los receptores tipo I y tipo II
para el TGF-8

Las lineas horizontales en los dominios extracelulares marcan las cisteinas. En el receptor
tipo I cabe destacar la secuencia conservada SGSGSGLP que precede al dominio quinasa,
asf como la pequefia extensién de la regién citoplasmdtica que sigue a dicho dominio.
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interaccionar con distintos receptores de tipo I, formando diversas combinaciones de

receptores heteroméricos con capacidades de sefializacién potencialmente diferentes.

Recientes avances han permitido desarrollar un modelo para el mecanismo de
activacion del receptor de TGF-B y una explicacién al hecho de que sean necesarios los dos
tipos de receptores (I y II) para generar una respuesta al factor (Wrana y col., 1994). Se ha
demostrado que el TBR-II es una quinasa constitutivamente activa, cuya actividad no
aumenta por unién al ligando. Sin embargo el TGF-8 unido al receptor tipo II es
reconocido por el TBR-I, que de esta forma se une al complejo. Una vez en el complejo,
TBR-I es fosforilado por TBR-II en residuos serina y treonina del dominio GS (Figura 1V).
Mutaciones que impiden esta fosforilacién bloquean la propagacién de la sefial. El receptor
TBR-I no se autofosforila ni fosforila al receptor tipo Il asociado, pero su actividad quinasa
es esencial para la sefializacién (Bassing y col., 1994), sugiriendo que el receptor tipo I
propaga la sefial mediante fosforilacién de otros sustratos. Aunque dichos sustratos no se
han identificado todavia existen resuitados que apoyan esta idea, como el hecho de que una
forma de TBR-I constitutivamente activa sea capaz de generar respuestas antiproliferativas y
transcripcionales, incluso en ausencia de TGF-8 y TBR-II (Massagué y Polyak, 1995)

2.3.2.3.- Efectos bielégicos

Desde que se describié al TGF-B como un factor que inducfa fenotipo
transformante en algunas lineas celulares fibrobldsticas, se ha demostrado que el TGF-B
tiene una amplia variedad de actividades biolégicas que afectan a la proliferacién y
diferenciacién en muchos tipos celulares. Es un claro ejemplo de factor multifuncional,
cuya accion varfa dramdticamente segun el tipo celular y su estado de diferenciacién, las
condiciones de cultivo (como la densidad celular) y la presencia de otros factores en el
medio de cultivo. También ha sido implicado en distintas respuestas asociadas a procesos
inflamatorios y de reparacién tisular : es un potente factor quimiotdctico para distintas
células, especialmente monocitos y fibroblastos, que ademds induce la sintesis de proteinas
de matriz extracelular, modula la expresién de proteasas e inhibidores de proteasas de
matriz, aumenta la expresion de integrinas y de este modo favorece la adhesién celular
(Derynck, 1994).
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FIGURA IV Modelo de la iniciacién de la transduccién de sefiales para el
receptor de TGF-8

El receptor tipo I1, que es una serina treonina quinasa constitutivamente activa, constituye el
receptor primario para el TGF-8, al que une (rombo) pudiendo asf reconocer y reclutar al
receptor tipo 1. La subsiguiente fosforilacion del receptor I por el II permite la propagacién
de la sefial a través de sustratos todavia no conocidos que median los efectos del TGF-B.
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A) TGF-B y proliferacién

El TGF-8 es predominantemente un inhibidor del crecimiento de células epiteliales
(Moses y col., 1990), mientras que en células mesenquimdticas como condrocitos,
precursores de adipocitos y células fibrobldsticas estimula la proliferacién (Vivien y col.,
1993; Butterwith y Goddard, 1991; Kataoka y col., 1993). Los efectos del TGF-B sobre
células osteobldsticas pueden variar, dependiendo de las concentraciones de TGF-B,
densidad celular, y origen y estado de maduracién de las células estudiadas. En
osteoblastos normales estimula el crecimiento e induce cambios en 1a morfologia celular y
en la organizacién y sintesis de proteinas del citoesqueleto. El crecimiento inducido por
TGF-B en estas células se ha asociado con una acumulacién inmediata y transitoria del
mRNA de c-fos (Machwate y col., 1995). Sobre fibroblastos humanos el TGF-8 muestra
un efecto bimodal: a bajas concentraciones es mitégeno, mientras que a mayores
concentraciones la estimulacién disminuye. Este efecto bimodal no se observa en
fibroblastos de embrién de pollo, donde aumenta la sintesis de DNA incluso a altas
concentraciones. En estas mismas células y otras de tipo fibrobldstico la respuesta
proliferativa al TGF-B parece ser indirecta mediada por la secrecién autocrina de otros
factores de crecimiento como el IGF-1 y el PDGF (Imbenotte y col., 1992), y favorecida
por la sintesis de protefnas de matriz extracelular, todo ello inductdo por el TGF-B.

En fibroblastos NIH 3T3 (que responden mfnimamente al TGF-B) la expresién de la
protefna de unién a nucleétidos de guanina Gial confiere sensibilidad al factor, induciendo
mitogénesis y transformacién morfolégica en respuesta a TGF-8 (Kataoka y col., 1993).
Otra proteina G, la protefna p21 ras, también ha sido implicada en el mecanismo de accién
del TGF-B. En células epiteliales, donde actia como inhibidor del crecimiento, el TGF-§
activa p21 ras y también p44 mapk (Hartsough y Mulder, 1995). Sin embargo, Howe y
col., (1993) han descrito una disminucién en el estado de activacién de p21 ras endégeno
en respuesta a TGF-B en células epiteliales de pulmén. Ademds, la microinyeccion de p21
ras en estas células detenidas en el ciclo celular por accién del TGF-8, sobrepasa dicha
inhibicion del crecimiento y permite su progresién a través del ciclo celular.

La mayorfa de los estudios sobre inhibicién del crecimiento inducido por TGF-8 se
han centrado en sus efectos sobre el ciclo celular, Este factor s6lo es capaz de detener el
crecimiento cuando se afiade durante la fase G1 temprana. El TGF-B impide la fosforilacién
de la proteina Rb, manteniéndola en un estado hipofosforilado que es incompatible con la
progresién del ciclo celular. Para comprobar cémo el TGF-8 afecta a la fosforilacién de esta
proteina, varios grupos han estudiado el efecto del factor sobre ciclinas y Cdks de fase Gl.
Otra proteina que parece estar implicada en la inhibicién del crecimiento inducido por TGF-
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B es c-Myc, puesto que TGF-B puede disminuir la expresién de este protooncogen en
algunas lineas celulares que responden a los efectos antiproliferativos del factor. (Massagué
y Polyak, 1995).

B} TGF-8 vy diferenciacién

La diversidad de efectos del TGF-B sobre la proliferacién celular sugiere la
posibilidad de que el papel primario del TGF-B sea controlar el desarrollo celular, de forma
que su efecto sobre la proliferacidn sea secundario a un efecto primario, mds importante,
sobre cambios morfolégicos relacionados con el desarrollo.

A pesar de que los efectos del TGF-B sobre la diferenciacién celular han sido
examinados exhaustivamente, no son predecibles y parecen simplemente ser funcién del
tipo celular o marcador de diferenciacién que se esté estudiando. Sobre células
mesenquimdticas se sabe que el TGF-8 inhibe la diferenciacién adipocitica, estimula la
formacién de condrocitos e inhibe o estimula la diferenciacién de mioblastos y osteoblastos
dependiendo de las condiciones fisiolégicas y del estado de diferenciacién de la célula.
Miettinen y col., (1994) han demostrado que TGF-8 tiene la capacidad de inducir en células
epiteliales un proceso reversible de transdiferenciacién epitelial-mesenquimaético.

En cuanto a la diferenciacién adipocitica, se han estudiado los efectos del TGF-8 en
modelos de diferenciacién de células fibrobldsticas o preadipociticas, tipo 3T3 (Ignotz y
Massagué, 1985; Sparks y col., 1992). En estos modelos el proceso de diferenciacién
comienza una vez que las células han detenido su crecimiento. Si el TGF-B se afiade antes
de que se inicie la diferenciacién, es capaz de inhibirla potentemente aunque de forma
reversible. Asimismo, inhibe la expresion de genes especificos de diferenciacién, como la
LPL y la GPD. Sin embargo, una vez que la diferenciacién morfolégica comienza, el factor
ya no puede bloquearla. Sobre células totalmente diferenciadas el TGF-B tampoco es capaz
de disminuir la expresion de genes especificos ni de causar desdiferenciacién morfolégica.

Parece que el TGF-B funciona de forma concertada con otros factores como
proteinas de matnz extracelular y otros factores de crecimiento polipeptidicos para afectar a
la diferenciacion celular. Por otro lado, el TGF-8 tiene un marcado efecto sobre la matriz
extracelular, lo que probablemente juega un papel importante en los procesos de
morfogénesis y desarrollo, reparacién tisular y patogénesis de ciertas enfermedades
fibréticas en las que estd implicado este factor. En concreto, estimula la sintesis de
componentes de la matriz, como la fibronectina, en un amplio niimero de sistemas celulares
{Franzen y col., 1993). Ademds, modula la actividad proteolitica extracelular que puede
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estar ligada a la regulacién de la formacién de matriz mediante la accién coordinada de

activadores e inhibidores de plasminGgeno.
2.3.3.- Factor de Necrosis Tumoral (TNF-o)

El factor de necrosis tumoral (TNF-a} o caguectina .es una citoquina producida por
macréfagos principalmente, pero también por otros tipos celulares. Es sintetizado como un
precursor de 235 aminodcidos (26 kDa) que posteriormente sufre una ruptura dando lugar a
la forma que se secreta de 17.3 kDa.

Presenta un amplio espectro de actividades biol6gicas que incluyen efectos sobre
proliferacién y diferenciacién celular. Algunas de las respuestas mejor conocidas
relacionadas con el TNF-a son el shock séptico, citotoxicidad, inflamacién y caquexia.
Este dltimo es un sindrome asociado a enfermedades infecciosas crénicas y cdncer, que se
caracteriza por una severa pérdida de masa corporal (fundamentalmente musculo), varios
grados de deplecion de los depésitos de grasa y alteraciones en el metabolismo de hidratos

de carbono, protefnas y lipidos. En lineas celulares adipogénicas de ratén, como TAl y
3T3L1, el TNF-a inhibe completamente el proceso de diferenciacién, previniendo la

expresion de genes especificos de adipocitos, tales como aP2, G3PD y Glut4 en células en
proceso de diferenciacién, y revirtiendo su expresién en células ya diferenciadas. Ademds,
se ha comprobado que el TNF-a reduce los niveles de C/EBP a, un factor de transcripcién
que ha sido considerado como el principal regulador de la expresién de genes especificos
de adipocitos (Williams y col., 1992). Estos efectos podrian contribuir a la atrofia del tejido
adiposo en el sindrome de caquexia.

La induccién de las diferentes respuestas celulares mediadas por TNF es iniciada
por su interaccién con dos receptores distintos, uno de 55 kDa (TNF-R1), y otro de 75 kDa
(TNF-R2). Ambos son glicoprotefnas con un tinico segmento hidrofébico transmembrana,
y se expresan en la superficie de la mayoria de las células aunque en diferente proporcion,
siendo la presencia del TNF-R2 mds restringida a células de origen hematopoyético. La
mayoria de las respuestas conocidas del TNF-a se producen por la activacién del receptor
de 55 kDa, mientras que el TNF-R2 se ha visto implicado en la estimulacién de
proliferacién de timocitos por TNF-a asf como en los efectos citotéxicos y necréticos del
factor.

La regidn citopldsmica de los dos tipos de receptores muestra una ausencia total de
homologia, sugiriendo diferentes vfas de sefializacién para cada receptor. Tampoco
presentan secuencias indicativas de actividad catalftica ni homologfa con otras proteinas
conocidas (Heller y Kronke, 1994). Aunque se han implicado varios sistemas de segundos
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mensajeros para la via de transduccién del TNF-a, la conexién entre €stos y el receptor es
desconocida. Se sabe que a los pocos minutos de la unién del TNF-a al receptor de 55
kDa se estimula la produccién de diacilglicerol (DAG) a partir de fosfatidilcolina (PC) por
activacién de una fosfolipasa C especifica de PC, sin que se incrementen los niveles de
Ca2+ intracelular. El DAG generado activa al menos dos enzimas de forma independiente:
PKC (una isoforma no dependiente de Ca2+) y la esfingomielinasa (SMasa) dcida. La
ceramida (uno de los productos de la hidrélisis de la esfingomielina) actda como segundo
mensajero mediando varias respuestas celulares. La activacién por DAG de la SMasa dcida,
que presumiblemente reside en compartimentos celulares acfdicos como lisosomas y
endosomas, podrfa ocurrir mediante una cointernalizacion de DAG con complejos
TNF/TNFR. Por otro lado el TNF-a también activa una SMasa neuira ligada a la
membrana plasmadtica, originando ceramida a este nivel, la cual activa una quinasa de
membrana de 97 kDa que se conoce como protefna quinasa activada por ceramida y que
fosforila sustratos peptidicos conteniendo el motivo Leu-Thr-Pro. La via de la
esfingomielina media la activacién y traslocacién del factor de transcripcién NF-kB al
nicleo. TNF-a también activa las MAP quinasas de 42 y 44 kDa, y aumenta su
fosforilacién en tirosina asf como su capacidad quinasa. A través de la via de MAP quinasa
el TNF-a puede activar otras moléculas como EGFR, PLA2 (con la consiguiente
formacién de dcido aragquiddnico implicado en procesos inflamatorios), ciclina B, 86
quinasa y varios factores de transcripcién como c-myc y c-jun.( Kolesnick y Golde, 1994).

Aunque en principio el TNF-a producido por macréfagos fue reconocido por su
capacidad de mediar respuestas a tumores, infecciones y lesiones, se han identificado
nuevas fuentes y funciones para este factor. As{, ha sido recientemente implicado en
modelos animales de obesidad y en la diabetes melitus resistente a insulina que acompaita a
este trastorno. En cuatro modelos animales de obesidad y diabetes resistente a insulina la
expresion del mRNA de TNF-a en tejido adiposo se vefa incrementada, correspondiéndose
con un aumento en la protefna, tanto a nivel local como sistémico. Ademds la neutralizacién
del TNF-a en ratas obesas producfa un aumento significativo en la captacién de glucosa
periférica en respuesta a insulina (Hotamisligil y col., 1993). La administracién de TNF-a
in vivo induce un estado de hiperglucemia sin disminucién en los niveles de insulina, lo
cual indica resistencia a la accién de la insulina.

Actualmente se estd centrando la atencién hacia el mecanismo por el cual el TNF-a
interfiere en la via de transduccién de la insulina induciendo resistencia a la hormona.

Feinstein y col., (1993) han encontrado que células Fao de hepatoma de rata pretratadas
con TNF-a presentan una disminucién del 65% en la fosforilacién inducida por insulina
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tanto de la cadena B del receptor como de su principal sustrato citosSlico, IRS-1. Similares
resultados se han obtenido en células adipociticas 3T3-L1 y F442A, en las que el
tratamiento con TNF-a causa una moderada disminucién en la autofosforilacién del
receptor de la insulina y una dramdtica disminucién en la fosforilacién de IRS-1, asf como
una reduccion en el transporte de glucosa estimulado por insulina (Hotamisligil y col.,
1994).
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INI-MATERIAL Y METODOS

3.1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para todos los estudios se utilizaron fetos de 20, 21 6 22 dfas de gestacién de ratas
de la raza Wistar, procedentes del animalario del Instituto de Bioquimica, de la Facultad de
Farmacia, de la Universidad Complutense de Madrid.

Para controlar la edad gestacional, las ratas se sometfan a cohabitacién con machos
fértiles durante una noche, siendo examinadas la mailana siguiente. Las hembras que
presentaban espermatozoides en el frotis vaginal, eran apartadas, considerdndose primer dia
de gestacioén el dfa siguiente al cruce.

Estas ratas permanecfan en el animalario, con unas condiciones de 22+2°C de
temperatura, 45-55% de humedad, ritmo de luz-oscuridad de 12-12 horas, y alimento y
bebida "ad libitum".

El 80% de las ratas gestantes asf obtenidas, cuando se les permitia llegar al parto, lo
hacfan entre las 14-16 horas del dia 22 de gestacion.

3.2.- MEDIOS INSTRUMENTALES

Balanzas:
- Sartorius modelo 1405 (Sartorius Werke GMBH, Alemania)
- de precisién modelo ER-120A (A&B Co, Tokyo).

pHmetro: tipo Crison D-501 (Crison, Espaiia).

Agitadores:

- magnético (Selecta, Espaiia).

- de tubos, Heidolph modelo REAX 200 (Selecta, Espafia).

- orbital, de la marca New Brunswick Scientific Co. Inc. (Edison N.J., USA),
para el crecimiento bacteriano.

Bafios:
- Grant (Grant Inst, Inglaterra) dotado de sistema de agitacién lineal, para las
incubaciones.
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- Selecta (Espafia), modelo Univeba, para hervir muestras.
Centrifugas:

- microcentrifuga Eppendorf modelo 5414 (Eppendorf, Alemania).

- de mesa Sorvall modelo GL.C-1 (Sorvall, Dupont Inst. USA.).

- refrigerada Sorvall modelo RC-5 (Sorvall, Dupont Inst. Alemania).

- Kontron, modelo Centrikon H-401 (Kontron, Suiza).
Pipetas automadticas:

- Gilson (Francia) modelos p-20, p-100, p-200 y p-1000.

- Eppendorf (Alemania) modelo p-10.
Espectrofotémetro: Schimazdu, modelo UV-60, (Schimazdu, Japon).
Citémetro de flujo: Modelo Facscan, de la firma Beckton-Dickinson ( U.S.A).
Contadores:

- de centelleo lfquido, LKB wallac, modelo 1209 Rackbeta (Suecia)

- de radiactividad tipo Geiger, uno marca Berthold, monitor LB 1210 D, y el otro

de la firma Mini-Instruments (Inglaterra), modelo mini-monitor tipo 5.10.
- de radiacién y, modelo Cobra II Autogamma de la firma Packard
Aparatos de esterilizacion:
- autoclave Selecta, modelo Clino-Matic (Selecta, Espafia), para material de

cultivo, soluciones, etc.

- filtros Millipore GS de 0.22 pm, para las sustancias termoldbiles .

- Horno Selecta, modelo 210 (Selecta, Espafia) para el tratamiento del material de
vidrio para posterior uso con RNA.
Microscopios:

_ deluz directa de la firma Will (Heerburg, Suiza).

. de luz invertida de la firma Nikon, (Japén).
Laboratorio de cultivos dotado de:

- Cabina de flujo laminar vertical.- Assab, modelo V4 (Assab, Suecia).

- Incubador termostatizado.- con gaseo de CO?2, de la firma Assab modelo T-304

GF (Assab, Suecia).

Equipos de electroforesis vy transferencia:

- Cubeta horizontal sumergida para 4cidos nucleicos, de la firma Bio-Rad y E-C
Aparatus Corporation (Florida, USA).

- Equipo Mini Protean 11 de los laboratorios Bio-Rad (Richmond, U.S.A), para
electroforesis de proteinas.

- La fuente de alimentacién para electroforesis.- modelo 200/2.0 de la firma Bio-
Rad.
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- Equipo de transferencia.- VacuGene XL de Pharmacia para transferencia por
vacio de los 4cidos nucleicos, desde geles de agarosa-formaldehido a membranas de nylon,
acoplado a una bomba de vacio de la misma casa comercial.

- Equipo de transferencia Trans-blot SD Semy-dry Transfer Cell para
transferencia de protefnas (Bio-Rad).

- Aparato de Slot-Blot de la firma Bio-Rad (U.S.A.), para la transferencia directa
por vacfo del DNA plasmidico a las membranas de nylon usadas en el ensayo de
transcripcién “in vitro”.

- Ldmpara de luz U.V.- Spectroline modelo ENF 280 C/F. (Spectronics
Corporation, U.S.A.), para la fijacién de los dcidos nucleicos transferidos a la membrana
de nylon.

Horno de hibridacién.- modelo FDH-12 de la casa Ecogen (Espaiia).

Equipo fotografico: Polaroid, modelo MP 4-Land, dotado de transiluminador de la firma
Vilber Lourmat, TF-35M (Francia). Las pelfculas fotograficas de 1a firma Polaroid, modelo
667.

Revelador: Agfa, modelo Curix 60 (Alemania)

Cassettes para autorradiografias: Kodak, modelo X-Omatic. Las peliculas utilizadas en
autorradiograffa eran de la casa Kodak, modelo OMAT X-AR.(U.S.A.). Para la deteccion
de niicleos marcados con (3H)-Timidina se usaron del modelo Kodak AR 10 stipping film.

Densitémetro ldser: Molecular Dynamics (Sunnyvale, C.A.)

3.3.- PRODUCTOS

Todos los productos qufmicos usados eran, al menos, de calidad para andlisis.
Los tampones, soluciones salinas y reactivos en general se prepararon con productos de la
casa Sigma Chemical Co. (U.S.A.), Merck (Alemania), Panreac (Barcelona, Espafia) y
Bio-Rad (U.8.A.). El agua empleada fue de dos calidades, destilada o "pura" para cultivos,
y "ultra-pura" para biologia molecular; obtenidas a través de un sistema Mill-RO 6 Plus
para el agua pura y ademds Milli-Q Plus para ¢l agua ultrapura, de la casa Millipore.
- Para los cultivos celulares se usaron:

Medio de cultivo, Medio esencial minimo (MEM), soluciones salinas de lavado
y de recogida de células, bicarbonato sédico estéril, glutamina y suero fetal de ternera,
suministrados por Flow (U.S.A.). La albiimina bovina libre en 4cidos grasos, fraccién V,
procedié de Sigma Chemical Co. (U.S.A.).
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La colagenasa fue suministrada por Boghringer Mannheim (Alemania).

Antibiéticos: La penicilina-G y estreptomicina de Sigma Chemical Co. (U.S.A.).
La gentamicina fue cedida por Antibiéticos S.A. (Espafia) .

El IGF-1 y TGF-B fueron suministrados por Austral Biologicals (San Ramon,
U.S.A). El TNF-a procedia de Boehringer Mannheim (Alemania). La insulina, el dibutiril
AMPc, la dexametasona y la actinomicina-D eran de la casa Sigma Chemical CO (U.S.A).
-En los estudios celulares por citometria de flujo se utilizaron:

0.05% Tripsina-0.02% EDTA de Imperial Laboratories (U.K.).

Rojo Nilo suministrado por Sigma Chemical Co. (U.S.A.).

“Cycle Test-DNA reagent Kit”, de la firma Beckton-Dickinson (U.S.A).
- Para medida del transporte de glucosa la 2-Deoxi-D-(1-3H) Glucosa (11 Ci/mmol)
utilizada procedia de Amersham (U.K.)
- Para los andlisis de sintesis de DNA:

La (3H)-Timidina de 27 Ci/mmol procedia de Amersham Internacional (U.K.)

Liquido de centelleo; se empled el cocktail 22-Normascint, de la firma Scharlan

Ferosa (Espaiia).

Para el revelado de las peliculas en la técnica del marcaje de niicleos se usé la
solucién reveladora Kodak D-19 y la solucién fijadora Kodak Hypam .
- En los estudios de unién a receptores :

Los factores iodados procedfan de Amersham Internacional (U.K.)

El Disuccinimil Suberato (DSS) fue suministrado por Pierce Chemical Co.
(Rockford, IL).
-Para la electroforesis de protefnas en geles de poliacrilamida e inmunodetecciones:

El reactivo de determinacién de proteinas y el patrén de albimina eran de Bio-
Rad (Richmond, U.S.A). Todos los productos utilizados en la preparacién de geles de
poliacrilamida, asi como los patrones de protefnas procedian de dicho laboratorio.

Las membranas a las que se transferfan las protefnas una vez finalizada la
electroforesis eran de nylon immobilon-P de Millipore (Espaiia).

Los anticuerpos utilizados en Western fueron monoclonales de ratén: anti-
antigeno nuclear de células proliferativas (anti-PCNA), procedente de la casa Boehringer
Mannheim (Alemania); el anticuerpo Ab-1 anti-p21-ras, de la casa Oncogene Science
(U.S.A); y el anticuerpo anti-Tyr(P) (Py72), generosamente cedido por el Dr. E.
Rozengurt (ICRF, Londres).

Para las inmunoprecipitaciones se utilizé el anticuerpo Ab-3 monoclonal de ratén
dirigido contra fa cadena B del receptor de la insulina (Oncogene Science, U.S.A.) e
inmunoglobulinas 1gG anti-ratén unidas a agarosa, de la casa Sigma. El (32 y-P)-ATP
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(3000 Ci/mmol) utilizado en los ensayos quinasa “in vitro” procedia de Amersham
Internacional

El kit de ECL, que incluye el anticuerpo secundario unido a peroxidasa y los
reaclivos para su deteccién, era de Amersham (U.K.)

-En los estudios de expresién de mRNAs v en los ensayos de transcripcién “in vitro™:

El DEPC, B-mercaptoetanol, Ditiotreitol (DTT), espermina, espermidina,
proteinasa K y DNA de esperma de salmén eran de Sigma Chemtical Co. (U.S.A.); el
tiocianato de Guanidina, de Fluka (Suiza); RNA de transferencia de E. coli, de Boehringer-
Mannheim (Alemania); y DNAsa | libre de RNAsa, de BRL (U.K.).

El reactivo para la extraccién de RNA pertenecia a la firma Cinna/Biotex Lab.
(Texas, U.S.A.).

Para el aislamiento de RNA Poli A+ se utilizaron columnas de polipropileno
Econo-column, de Bio-Rad ; y oligo(dT)-celulosa procedente de Colaborative Research
(Bedford, MA).

Los geles se prepararon con agarosa de Bio-Rad, empleando formaldehido de la
firma Fluka (Suiza) y formamida desionizada de Clontech Lab. Inc. (California, U.S.A).

La membrana de nylon GeneScreen, empleada como soporte sélido de los
dctdos nucleicos transferidos, era de la firma Dupont (Boston, MA).

Para el marcaje de sondas por Random Primer utilizamos el kit "Multiprime
DNA Labelling System" y (32 a-P) dCTP de 3000 Ci/mmol, ambos procedentes de
Amersham Internacional. También de esta casa era el (32 a-P)-UTP de 3000 Ci/mmol
utilizado en el ensayo de transcripcién “in vitro”.

El Sephadex G-50, empleado en la preparacién de la columna de purificacién
cromatogrédfica de sondas radiactivas y trdnscritos marcados, procedia de Pharmacia
(Suecia), as{ como también los nucleétidos ATP, CTP, GTP, utilizados en ¢l ensayo de
transcripeién “in vitro”.

-Para la obtencién de cDNAs, utilizamos:

Tetraciclina y Ampicilina, de Sigma Chemical Co. (U.S.A.) y Beecham
(Espaila), respectivamente.

Reactivos para el aislamiento plasmidico.- kit "Quiagen-Pack 500" de la firma
Quiagen (Alemania).

Enzimas de restriccién y marcadores de pesos moleculares de DNA procedentes
de Boghringer Mannheim (Alemania).

Los colorantes, xileno cianol y azul de bromo fenol, de las casas Sigma
Chemical Co. y Bio-Rad respectivamente.
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3.4.- CULTIVO DE ADIPOCITOS MARRONES FETALES DE RATA

3.4.1.- Obtencion del tejido adiposo marrén y aislamiento de los

adipocitos marrones fetales

Las ratas gestantes eran sacrificadas por dislocacién cervical. Mediante cesdrea, se
extrafan los fetos y se sacrificaban por decapitacion para proceder a la extraccién del tejido
adiposo marrén interescapular con unas pinzas curvas estériles, en cabina de flujo laminar,

El aislamiento de los adipocitos marrones se llevé a cabo siguiendo el método
descrito por Lorenzo y col., (1988). Una vez extraido el tejido, éste era finamente troceado
con tijeras curvas estériles, y colocado en viales de pldstico, donde se llevaba a cabo la
digestién enzimdtica. A cada vial se afiadfan 3 ml de medio de aislamiento (NaCl 123 mM,
KCI 5 mM, CaCl; 1.3 mM, Glucosa 5 mM, HEPES 100 mM, albliimina sérica bovina
libre de 4cidos grasos (BSA) al 4% (p/v), Penicilina-G 120 pg/ml, y Estreptomicina 100
ng/ml) y Colagenasa de actividad especifica 0.218 U/mg, en la proporcién 2 mg/ml. Los
viales eran incubados a 37°C en un bafio con agitacién lineal de 90-100
oscilaciones/minuto, y cada 10 minutos se agitaban vigorosamente con un agitador
mecdnico durante 10 segundos para facilitar la dispersién celular. A los 30 minutos de
incubacion, si el tejido ya se habia digerido bien, se afiadfa a cada vial 1.5 ml de medio de
aislamiento y 0.5 ml de EGTA 2 mM (agente complejante del calcio), para inhibir la accién
de la colagenasa; y se mantenia en incubacién 5 minutos mds. Posteriormente la mezcla era
filtrada a través de una malla de nylon de 100 gm de tamaiio de poro, para eliminar el tejido
no digerido. El filtrado se colocaba en tubos de pldstico estériles y se centrifugaba 5
minutos a 500 rpm, obteniéndose un sedimento celular y un sobrenadante, que se eliminaba
por aspiracion estéril. _

El precipitado de adipocitos marrones se resuspendia en medio de aislamiento,
centrifugdndose de nuevo en las mismas condiciones. Finalmente el sedimento celular
obtenido se resuspendia en un volumen conocido de medio de cultivo (Medio Esencial
Minimo MEM 1X, HEPES 20 mM, Glutamina 2 mM, NaHCO3 2.2 g/, Penicilina-G 120
pg/ml, Estreptomicina 100pg/ml, Gentamicina 50 pg/ml), suplementado con suero fetal de
ternera al 10%. Para determinar el nimero de células obtenidas y la viabilidad de las
mismas, se tomaba una aticuota de la suspensién celular final, y se dilufa 3 veces con una
solucién de azul de tripano al 0.2% en NaCl al 0.9%. EI recuento se realizaba por
duplicado en una cdmara de Neubauer, teniendo en cuenta que, al ser el azul de tripano un
colorante de exclusién, las células tefiidas se consideran inviables.



Material y Métodos 41

3.4.2.- Cultivo primario de adipocitos marrones fetales

Las células se sembraban en placas de cultivo de 60 mm de didmetro en un volumen
final de 2.5 ml de medio de cultivo suplementado con 10% de suero fetal. A continuacién
los platos se introducfan en un incubador, a 37°C y con una atmdsfera de 7% de CO3, B%
de aire y 80% de humedad. A las 5 horas de la siembra, cuando las c€lulas ya se han
adherido a la superficie de cultivo, el medio era aspirado mediante una pipeta Pasteur estéril
conectada a una trompa de vacio, y las células se sometfan a dos lavados consecutivos con
2.5 ml de medio de lavado (PBS Dulbeccos's Férmula modificado, de Flow 1X, pH 7.4)
con el fin de eliminar las células hematopoyéticas, los adipocitos no adheridos y los restos
que pudieran quedar de suero. Este es el tiempo 00 de cultivo. Postertormente se afiadia a
cada plato 2.5 ml de medio de cultivo, sin suero y suplementado con 0.2% (p/v) de
albimina bovina sérica (BSA) y se dejaban incubando durante 20 horas (tiempo O de
cultivo, que define el punto de inicio para la estimulacién de las c€lulas con diferentes
factores). Las células eran incubadas a partir de este momento en ausencia o presencia de
las hormonas, factores de crecimiento y citoquinas en estudio, siendo recogidas después de
distintos tiempos de estimulacidn, segtin el experimento que se fuera a llevar a cabo. El

medio y los aditivos eran renovados cada 24 horas.
3.5.- ESTUDIOS CELULARES POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Varios pardmetros celulares, tales como tamafio, fluorescencia end6gena, contenido
citoplasmético de lfpidos y andlisis del ciclo celular, fueron determinados mediante la
técnica de citometria de flujo, para lo cual las células tenian que ser recogidas y preparadas
para su posterior andlisis: se lavaban con PBS y se les afiadia 1 ml de una solucién que
contenfa tripsina 0.05% y EDTA 0.02%, agitando para que la tripsina actuara por toda la
superficie. En seguida se retiraba la solucién y las placas se dejaban incubando durante 2-3
minutos, observdndose que las células se iban despegando de la superficie de cultivo. A
continuacion se afiadfa 2.5 ml de medio de cultivo suplementado con suero fetal al 10% con
el objeto de parar la tripsinizacioén, ya que el suero inhibe la actividad de la tripsina. De este
modo se obtenfa una suspensién de células, que se pasaba a tubos eppendorf,
centrifugdndose a 4.000 rpm durante 4-5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante
se aspiraba, y el precipitado de células obtenido era lavado con 1 ml de PBS. Se
centrifugaba de nuevo, y finalmente las células se resuspendfan en 200 1 de un medio
compuesto por citrato sédico, sucrosa y dimetilsulféxido, quedando guardadas a -20 °C
hasta el momento del andlisis. Si el andlisis era inmediato se resuspendfan en PBS sin

calcio y magnesio.
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Todas las determinaciones de citometria de flujo fueron realizadas uiilizando una luz
de excitacién de 488 nm de longitud de onda. Las sefiales de tamafio (FSC-H) fueron
medidas a través de un filtro BP 488/10 nm y la fluorescencia verde de flavinas endégenas
(FL1-H) se midi6 a través de un filtro BP 530/30 nm. El contenido de triglicéridos
citopldsmicos puede ser determinado por andlisis de la fluorescencia celular mediante el
colorante fluorescente Rojo Nilo (9 dietilamino SH-benzo o fenoxacin 5-ona) (Greenspan y
col., 1985). Dicho colorante hidrofébico emite fluorescencia amarilla cuando se disuelve en
lfpidos de naturaleza neutra tales como los triglicéridos, y fluorescencia roja cuando se
disuelve en lipidos de naturaleza anfipdtica (lfpidos de membrana). Para este ensayo las
células, recogidas y resuspendidas en 200 yl de PBS libre de calcio y magnesio, se tifieron
con Rojo Nilo a una concentracién de 10 ug por ml de suspensién celular.

Para el estudio del ciclo celular por tincién del DNA con ioduro de propidio, las
muestras recogidas se preparaban segiin el protocolo indicado en el kit cycle-test de la
firma Beckton-Dickinson. Las células se sometfan a tratamiento con tripsina con objeto de
facilitar la disgregacién celular y la solubilizacién de las membranas. A continuacién, se
paraba la accién de la tripsina y se trataban las células con RNAsa para digerir el RNA.
Finalmente se afiadfa ioduro de propidio y las muestras se mantenfan en hielo y protegidas
de la luz hasta que se analizaban en el citémetro de flujo con objeto de determinar el

porcentaje de células que se encontraban en cada fase del ciclo celular.
3.6.- MEDIDA DE LA INCORPORACION DE GLUCOSA

Esta medida se llevé a cabo en dos condiciones:

A largo plazo, durante el periodo de cultivo.- Al tiempo que se
estimulaban las células con 1GF-] o insulina (llevando un control sin tratar), se les afiadfa
en el medio de cultivo 2-deoxi-D(1-3H)-glucosa 500 nCi/ml. Transcurridas 24 horas se
eliminaba el medio radiactivo y se lavaban las células 2 veces con tamp6n KRP (NaCl 135
mM, KCI 5.4 mM, CaCl 1.4 mM, MgSO4 1.4 mM y Pirofosfato Sédico 10 mM, pH 7.4).
Finalmente se solubilizaban en 1 ml de SDS 1% y se media una alicuota de 200 pl en un
contador de centelleo.

Medida del transporte de glucosa inducido por factores.- Células control
0 pretratadas con TNF-a durante una noche, se lavaban 3 veces con medio KRP y se
incubaban durante 10 minutos a 37°C en 1 m! de KRP en presencia o ausencia de factores.
Después se afiadfa 2-deoxy-D (1-3H)-glucosa a una concentracién final de 0.1 mM y 500
nCi/ml, continuando la incubacién durante 5 minutos a 37¢C. Las células eran entonces
lavadas 3 veces con KRP frio y solubilizadas en 1 ml de SDS 1%. La radiactividad de una
alfcuota de 200 ul se determinaba en un contador de centelleo. L.os valores obtenidos en
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presencia del inhibidor del transporte de glucosa, la citocalasina B (10 #M) fueron restados
para corregir la cantidad de glucosa captada por procesos independientes del transporte.

3.7.- ESTUDIOS DE SINTESIS DE DNA
3.7.1.- Medida de la sintesis de DNA por incorporacién de (3H)-Timidina

Tras diferentes tiempos de cultivo en las distintas condiciones experimentales, se
procedfa a medir la sintesis de DNA |, segiin €l método descrito por Mosley y col, (1981).
Se retiraba el medio de cultivo y se afiadfa medio fresco de cada condicién, suplementado
con 0.2 uCi/ ml de (3H)-Timidina. En estas condiciones se mantenfan las células durante
las cuatro dltimas horas de cultivo. Pasado este tiempo, se eliminaba el medio de cultivo
radiactivo, y se lavaba cada plato dos veces con PBS. A continuacién se afiadia 1 ml de
4cido tricloroacético (TCA) al 10% (v/v), y las placas se mantenian 20 minutos a 4°C.
Posteriormente se retiraba el 4cido y se lavaban las placas dos veces con etanol frio al
70%(v/v), dejandose secar bien. A continuacién se afiadfa I ml de una solucién que
contenfa NaOH 0.1 N, carbonato sédico 2% y SDS 1%, y las placas se dejaban a 37°C
durante 10 minutos. La radiactividad de cada plato se medfa por duplicado en el contador de
centelleo, tomando alfcuotas de 100 pl. Los resultados se expresan como dpm/placa de

cultivo.
3.7.2.- Marcaje de nicleos con (?H)-Timidina

El marcaje de niicleos se realizé siguiendo el método descrito por Rozengurt (1991).
Las células quiescentes (20 horas deprivadas de suero) eran incubadas durante 48 horas en
distintas condiciones de cultivo, conteniendo el medio en todos los casos (3H)-Timidina (2
pCi/ml; 1 uM ). Transcurrido este tiempo, se aspiraba el medio y se afiadia a las placas una
solucién NaCl 0.08M, Na,;SO,4 0.1M, formaldehido 10% (v/v), manteniéndolas 20
minutos a 49C con el fin de fijar las células al plato. Posteriormente se lavaban 2 veces con
una solucién salina frfa NaCl 13mM, KCl 5mM, NayHPO, 0.7mM, D-glucosa SmM,
Trizma base 24mM y se dejaban 4 minutos mds a 4°C en TCA al 5% (v/v); tras lo cual se
lavaban 3 veces con etanol frio al 70% (v/v). Las placas se dejaban secar y se cubrian con
un film (Kodak AR 10 stripping film), manteniéndolas en oscuridad dos semanas,
transcurrdas las cuales se revelaban, pudiéndose apreciar al microscopio jos nicleos que
habfan incorporado (3H)-Timidina. Posteriormente esas mismas placas eran tefiidas con

Giemsa, lo que permitia contar el total de miicleos. Los resultados se expresan como
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porcentaje de niicleos marcados con (3H)-Timidina respecto al total de nucleos, después de

contar al menos 10 campos distintos de una misma placa.

3.8.- ENSAYOS DE UNION DE LIGANDOS A SUS RECEPTORES
3.8.1.- Estudios de desplazamiento

Para estudios de unién de ligandos a sus receptores utilizamos células en monocapa
que, después del plagqueo, fueron mantenidas 20 horas en medio libre de suero (tiempo 0 de
cultivo). Estas células se incubaron 3 horas a 20°C con trazas del ligando radiactivo en 1 ml
de PBS tamponado con Hepes 25 mM (pH 7.4) y que contenia 1 mg/mi de BSA, en
ausencia o presencia de concentraciones crecientes de ligando frfo. Transcurrido el tiempo
de incubacidn, las placas se lavaban rdpidamente 3 veces con PBS frio (sin calcio y
magnesio) suplementado con 1 mg/ml de BSA, o bien el primer lavado se hacia con acetato
sédico 0.3M frio, pH 4.5 (conteniendo CINa 0.15 M). Finalmente las células se
solubilizaban en 1 ml de una solucién NaOH 0.1N, SDS 1%, Na,CO3 2% y se media la
radiactividad unida en un contador y. La radiactividad asociada a células sometidas al
lavado dcido, representando el ligando radiactivo internalizado, fue despreciable (menos del
5%). La unién no especifica se define como la radiactividad que permanece unida en
presencia de un exceso de 1000 veces de ligando no radiactivo.

3.8.2.- Unidén irreversible

Este ensayo se realizé segun el método descrito por Massagué (1987) con algunas
modificaciones. Las células se incubaron de igual forma que para los estudios de
desplazamiento, con ligando radiactivo en presencia o no de un exceso de ligando frio. Tras
3 horas de incubacién, se lavaban 3 veces con PBS tamponado con Hepes 25 mM (pH
7.4), y posteriormente se procedia, a 4°C durante 15 minutos y con agitacion, a la reaccién
de unién irreversible con Disuccinimil Suberato 0.25 mM en 2 ml del mismo medio de
lavado. Finalmente las células se lavaban de nuevo 2 veces y se solubilizaban en el tampdn
NaCl 125 mM, Tris 10 mM (pH 7.4), Triton X-100 1%, EDTA 1 mM, PMSFO03 mM y 1
pg/ml de leupeptina. Después de una incubacién de 30 minutos a 4°C, las muestras se
centrifugaban a 4°C durante 15 minutos a 12000 rpm y el sobrenadante se sometia a
electroforesis en geles 6-8% SDS-PAGE. Finalizada la electroforesis los geles se secaban
durante 2 horas a 80°C y se exponian a un film de rayos X pudiendo identificar, al
revelarlo, las proteinas que unfan el factor en estudio.
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3.9.- ESTUDIO DE NIVELES DE PROTEINAS MEDIANTE LA
TECNICA DE WESTERN-BLOT

3.9.1.- Preparacién de las muestras

Las células se lavaban dos veces con PBS (rio, posteriormente se recogfan en ese
mismo medio mediante raspado y se centrifugaban a 5000 rpm durante 5 minutos. El
precipitado de células obtenido se resuspendfa en 100 pl de tampén de lisis (EDTA 5 mM,
NaCl] 50 mM, pirofosfato sédico 30 mM, NaF 50 mM, NazVOy4 100 pM, Triton X-100
1% , PMSF 1 mM, y Tnis 10 mM, pH 7.6 ). Para favorecer la lisis celular, se dejaban las
muestras 30 minutos a 4°C, agitando cada 10 minutos. Después se centrifugaban a 12000
rpm durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se recogia para determinar [a cantidad de
proteina de cada muestra mediante el método de Bradford (1976), utilizando albiimina para
construir la curva patrén. Una vez valoradas se tomaba el volumen de cada muestra que
contuviera 20 pg de protefna, y se mezclaba en proporcién 1:1 con un tampén cuya
composicion era Tris 72 mM pH 7.6, glicerol 10% (v/v), SDS 1% (p/v), azul de
bromofenol 0.002% (p/v), y B-mercaptoetanol 2 mM. Asf se podian quedar guardadas a -
20°C hasta €] momento de la electroforesis.

3.9.2.- Inmunoprecipitaciones

Las células (5 x 10° células / placa de cultivo de 100 mm de didmetro) eran lisadas a
4°C en 1 ml de tampdn de lisis y recogidas en eppendoifs. Se centrifugaban a 12000 rpm
durante 10 minutos y los sobrenadantes se transferfan a tubos nuevos para determinar el
contenido de protefnas. Cantidades iguales de protefna (600 ug) se incubaban a 4°C con el
anticuerpo anti-receptor de insulina durante 4 horas y los complejos inmunes eran
precipitados durante una noche con inmunoglobulinas anti ratén unidas a agarosa. Si los
inmunoprecipitados iban a ser analizados mediante Western-blot, se lavaban tres veces con
tampdn de lisis y se separaban de la agarosa mediante tratamiento a 95°C durante 10
minutos en tampdn SDS-PAGE 2X (200 mM tris/HCI, 6% SDS, 2 mM EDTA, 2 mM B-
mercaptoetanol, 10% glicerol, pH 6.8).

3.9.3.- Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida y

transferencia a membranas de nylon

La composicién del gel concentrador era acrilamida 5%, bisacrilamida 0.13%, Tris
125 mM pH 6.8, SDS 0.1% (p/v), persulfato aménico 0.1% (p/v), y TEMED 0.243%. El
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gel separador se preparaba con acrilamida al 8% y bisacrilamida al 0.265% en tamp&n Tris
375 mM pH 8.8, SDS 0.1% (p/v), persuifato aménico 0.1%, y TEMED 0.243%. Las
muestras, ya preparadas, se hervian a 100°C durante 5 minutos y se cargaban en el gel.
Asimismo se cargaba un patrén de pesos moleculares, que contenfa una mezcla de proteinas
de tamafios conocidos: miosina (199 kDa), B-galactosidasa (120 kDa), albimina bovina
sérica (87 kDa) y ovoalbimina (48 kDa). El tampon utilizado en el desarrollo de la
electroforesis tenfa la siguiente composicién: Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM y SDS
0.1% (p/v).

Una vez finalizada la electroforesis se procedfa a la transferencia de las proteinas,
mediante paso de corriente eléctrica, desde el gel a membranas Immobilon-P de nylon. Para
ello se utilizaba el equipo de transferencia Trans-blot SD Semy-dry, y un tampo6n
compuesto por glicina 198 mM, metanol al 20% (v/v) y Tris 25 mM pH 8.3.

3.9.4.- Inmunodeteccion de las proteinas

Finalizada la transferencia, se realizaba el bloqueo o saturacién de todos los sitios de
unién inespecificos a protefnas del nylon. Para ello, las membranas se incubaban 1 hora
con agitacién suave en tampén TBS (NaCl 150 mM, Tris 10 mM pH 7.3) suplementado
con leche en polvo desnatada 5% (p/v). Posteriormente se efiminaba este tampn y se
afiadfa el primer anticuerpo (anti-PCNA , anti -p21ras, o anti-Tyr(P)) en TBS conteniendo
1% de leche en polvo desnatada y 1% Tween-20, dejdndose a 4°C durante toda la noche.
Tras la incubacién con el primer anticuerpo se realizaban 3 lavados sucesivos de 10
minutos cada uno con el tampén de lavado ( TBS, leche en polvo desnatada 1%, Tween-20
1%). A continuacién se aifiadfa el segundo anticuerpo (un anticuerpo de cabra dirigido
contra las inmunoglobulinas de ratén, y conjugado con la peroxidasa) y con €l se incubaba
lamembrana de nylon durante 2 horas, tras las cuales se realizaban 3 lavados. La fase de
revelado consistia en la deteccién de la peroxidasa fijada, mediante la técnica de

quimioluminiscencia, segun el protocolo que distribuye Amersham.
3.10.- ENSAYO QUINASA “IN VITRO”

Para medir la actividad quinasa de los inmunoprecipitados obtenidos como se ha
descrito en el apartado 3.9.2 se procedia de la siguiente manera: los inmunoprecipitados se
lavaban en primer lugar con tampdn de lisis, después con un tampén 0.1 M Tris, 1 mM
EDTA, 0.5 M LIiCl pH 7.5 y finalmente con un tampén 25 mM Tris, ] mM EDTA, 0.1 M
NaCl pH 7.5. Los complejos inmunes se incubaban entonces en 20 ul de un tamp6n que
contenia 20 mM Hepes, 3 mM MnCl,, 10 mM MgCls, y 20 uCi de (32 y-P)-ATP (a una
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concentracién final de 5 uM) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
lavaban dos veces con PBS y se resuspendfan en tampén 2X SDS-PAGE, hirviéndose
durante 10 minutos para separar las protefnas de la agarosa. Las muestras se sometfan a
electroforesis en geles SDS-PAGE y se transferfan a membranas de nylon que se exponfan
a un film de rayos X para poder detectar la incorporacién de (32P)-fosfato a protefnas.

3.11.- AISLAMIENTO, ANALISIS Y MANEJO DEL RNA

Con el objetivo de inhibir la accién de las RNAsas que podrian degradar las
muestras de RNA, se tomaban una serie de precauciones, como €l uso de guantes, la
utilizacién de reactivos de uso exclusivo para RNA, someter todo el material de vidrio a
140°C durante 12 horas y el tratamiento con DEPC al 0.1% del agua empleada en la
preparacién de soluciones: el agua se trataba con DEPC durante 30 minutos a temperatura

ambiente y posteriormente se autoclavaba.
3.11.1.- Aislamiento del RNA total

La extraccién del RNA se realizé segin el método descrito por Chomzynski y
Sacchi (1987), bien sobre adipocitos recién aislados o sobre células en cultivo. En ambos
casos las células, después de lavarse con PBS, se lisaban directamente con 0.5 ml de
RNAzol (Cinna/Biotex Lab, Texas, USA) por cada 106 células. Este reactivo, mezcla de
guanidina, fenol y B-mercaptoetanol, consigue la lisis celular y la solubilizacién del RNA.
La extraccion del RNA a partir del lisado se realizaba afiadiendo 0.1 mi de cloroformo
(cloroformo:alcohol isoamilico, 24:1) por cada ml de lisado y se agitaba vigorosamente
durante 30 segundos, dejdndolo posteriormente en reposo durante 15 minutos en
hielo. Transcurrido este tiempo, las muestras eran centrifugadas a 12.000 rpm durante 15
minutos a 4°C, obteniéndose 2 fases bien diferenciadas: ia fase superior acuosa en la que se
encontraba solubilizado el RNA, y una fase inferior orgdnica (fenol-cloroformo) que
contenia el DNA. Ambas fases se encontraban separadas por una banda blanquecina de
naturaleza proteica.

La fase superior, que contenfa el RNA solubilizado, era separada con cuidado de no
arrastrar proteinas ni DNA, y se colocaba en un nuevo tubo Eppendorf, donde se procedia
ala precipitacién del RNA con un volumen igual de alcohol isopropilico. Las muestras se
mantenian a -200C durante 30-45 minutos, transcurridos los cuales se centrifugaban a
12.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, obteniéndose un pequefio precipitado blanco de
RNA que se lavaba con etanol al 75% (v/v) y finalmente se resuspendfa en un volumen
conocido de EDTA 1 mM pH 7. Las muestras de RNA se mantenfan de este modo a -80°C
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hasta su procesamiento, o bien (si iban a ser almacenadas durante varios meses) se
guardaba el precipitado a -20 °C en iml de etanol al 75% (v/v). De la muestra resuspendida
se tomaba una alfcuota para determinar espectrofotométricamente la cantidad de RNA

obtenido y su pureza.
3.11.2.- Extraccién de RNA Poli A+ por cromatografia de afinidad

Una vez reunidos al menos 700 ug de RNA total de cada condicién, se procedia a
extraer los mRNAs mediante cromatografia de afinidad, utilizando columnas de oligo(dT)-
celulosa.En todo el proceso se tomaban las médximas precauciones para evitar la
degradacion de los RNAs.

Las columnas de propileno utilizadas (Econo—célumn, Laboratorios Bio-Rad,
Richmond, CA) eran lavadas durante una hora con NaOH 0.1 N. Posteriormente se pasaba
varias veces agua tratada con DEPC para eliminar restos de NaOH. La columna era
empaquetada con 0.075 g de oligo(dT)-celulosa que habfa sido previamente hidratada
durante 2-3 horas a 4°C con 2 ml de agua tratada con DEPC. Una vez empaquetada, se
lavaba la columna con agua tratada con DEPC y posteriormente se equilibraba con Tampén
de Ligamiento 1X (Tris HC1 0.01 M, pH 7.5; NaCl 0.5 M; EDTA 1 mM y SDS 0.5%),
hasta comprobar que el pH era inferior a 8.

Las muestras de RNA se resuspendian en 500 ul de agua tratada con DEPC vy se
desnaturalizaban sometiéndolas a un baiio de 65°C durante 5 minutos. Inmediatamente se
introducian en hielo para evitar la renaturalizacién. Se afiadfan entonces 500 ul de Tampén
de Ligamiento 2X y todo ello se pasaba por Ia columna. El liquido recogido se volvia a
calentar 5 minutos, enfridndose inmediatamente en hielo y se pasaba de nuevo por la
columna. Este proceso se repetia 3 veces con el fin de asegurarnos que los RNA
mensajeros, a través de su cola de poli A+, quedaran fijados a la columna mediante enlaces
por puentes de hidrégeno.

Posteriormente se llevaba a cabo un lavado con aproximadamente 7 ml de Tampén
de Ligamiento 1X para arrastrar el RNA ribosémico, recogiendo distintas fracciones que se
valoraban espectrofotométricamente. Comprobdbamos que el rRNA aparecia
fundamentalmente en las primeras fracciones y progresivamente fbamos obteniendo
cantidades menores. Cuando se consideraba que las cantidades de RNA ribosémico
retemidas en la columna eran insignificantes, se procedia a la elucién de los mRNAs.Para
ello se afiadian 1 a 1 un total de 4 ml de Tampén de Elucién (Tris HCL 0.01 M, pH 7.5;
EDTA 1 mM y SDS 0.05%) a 37°C, recogiéndose 4 fracciones de las cuales las 2 primeras
son generalmente las mds ricas en mRNAs. Para valorar las muestras recogidas, utilizamos
cubetas de cuarzo de 1 ml de capacidad que habfan permanecido durante mds de 2 horas en
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metanol:C1H,(1:1). Se valoraba la muestra entera, que después se recuperaba,
precipitdndola con 1/10 volimenes de Acetato sédico 3 M pH 5.35 y 2.5 volimenes de
etanol absoluto. Asi quedaba guardado a -20 °C hasta el momento de la electroforesis.

3.11.3.- Electroforesis del RNA en geles de agarosa-formaldehido y

transferencia a membranas de nylon

El RNA total aislado de las placas de cultivo en las distintas condiciones
experimentales, o bien el RNA poli A purificado, se sometfa a electroforesis segtin el
método descrito por Sambrook y col. (1989). Se preparaban geles al 0.9% de agarosa,
fundiendo la agarosa en tampdn de electroforesis 20 mM MOPS, 5 mM Acetato sédico y 1
mM EDTA, pH 7. Una vez fundida, se dejaba enfriar hasta 60°C, afadiéndose entonces
formaldehido al 37% de modo que quedara a una concentracién final de 0.66 M.

A las muestras de RNA, ya resuspendidas en EDTA 1mM, se afiadfan 25 ul de la
mezcla de carga (50% Formamida desionizada, 20 mM MOPS, 2.2 M Formaldehido, 6%
Glicerol y 10/10000 de azul de bromofenol} y 1 ul de bromuro de etidio (1 mg/ml), se
calentaban a 65°C durante 15 minutos y a continuacién se ponfan inmediatamente en hielo
para asegurar la completa desnaturalizacién del RNA. Por ultimo se cargaban en el gel y
se realizaba la electroforesis a 50-60 voltios durante 2-3 horas.

Una vez finalizada la electroforesis, se procedia a la transferencia de los RNAs
desde el gel a filtros de nylon por medio de vacfo, utilizando la técnica del Vacuum-Blot
(Pharmacia, Suecia). La membrana de nylon (Gene-Screen) debfa ser previamente
hidratada durante 5 minutos con agua estéril y a continvacién otros 5 minutos con tampén
de transferencia SSC 10X ( 87.65 g NaCl y 44.1 g citrato sédico por litro de solucién, pH
7). La transferencia se realizaba durante 2-3 horas, pasadas las cuales se procedfa a la unién
covalente del RNA transferido al filtro mediante irradiacién con luz ultravioleta (254 nm)
durante 7 minutos. Después se introducfa en una carpeta de papel Whatman 3MM vy se
secaba en estufa a 60°C durante 1 hora. Asi quedaba el filtro listo para realizar la
hibridacién.

3.12.- OBTENCION DE LAS SONDAS DE cDNA
3.12.1.- Procedencia y caracteristicas de las sondas

La sonda utilizada para la deteccién del mRNA de fos fue un fragmento de cDNA
de ratén de 1 kb (Van Straaten y col., 1983), comercializado por Comercial Oncor.
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El cDNA del protooncogén e-mye, humano, de tamafio 0.9 kb, se encontraba
insertado en un lugar de corte para Eco Rl y Cla I del pldsmido pBR322. (Alitalo y col.,
1983).

El ¢cDNA de H-ras, de tamafio 0.7 kb, se encontraba en un lugar de corte para el
enzima de restriccién Eco Rl de la construccién pMex-Neo (Lacal y col., 1984). La cepa
bacteriana que contenfa dicho pldsmido fue generosamente cedida por el Dr. Santos
(National Institutes of Health, Bethesda, U.S.A.).

La sonda usada para la deteccién del mRNA de la cde2 quinasa fue un fragmento
de 1 kb insertado en un punto de corte para BamHI (Lee y Nurse, 1987).

El cDNA de la B-actina de tamaiio 0.9 kb se encontraba insertado en un lugar de
corte para Hind I1I en el pldsmido pBR322 (Cleveland y col., 1980). La cepa bacteriana
que contenfa dicho pldsmido fue generosamente cedida por el Dr. Santos (National
Institutes of Health, Bethesda, U.S.A.). :

El cDNA de la Fibronectina, de 2.6 kb se encontraba en el plasmido pGEM-2 en
un sitio de corte para Eco RI (Schwarzbauer y col., 1983).

El cDNA de la 4cido graso sintasa, de 0.8 kb, se encontraba insertado en un
lugar de corte para Eco RI y Hind Il del pldsmido pUC 12 (Amy y col., 1989) y el cDNA
de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa, de 0.78 kb de tamafio, en el pldsmido
PBR322 en un lugar de cortie para Pst I (Ireland y col., 1986).

El ¢cDNA del transportador de glucosa Glut 4, de 2.47 kb se encontraba en un
sitio de corte para Eco RI del pldsmido pBluescript KS+ (Birnbaum 1989).

El cDNA de la proteina desacoplante de tamafio 1 kb, se encontraba insertado
en el pldsmido pBR322 en un lugar de corte para el enzima de restriccion Pst1 (Bouillaud y
col., 1985). El glicerolizado de la cepa bacteriana portadora de dicho pldsmido
recombinante fue generosamente cedido por el Dr. Ricquier (Paris)

El cDNA de la enzima maélica, de tamaifio 1 kb, se encontraba insertado en un
lugar de corte para el enzima de restriccién Eco RI en el pldsmido pUC 13-JM103 de
tamafio 2.7 kb (Magnuson y Nikodem, 1983). La cepa bacteriana que contenfa dicho
pldsmido fue generosamente cedida por la Dra. Nikodem (National Institutes of Health,
Bethesda, U.S.A.).

El cDNA de la glucosa 6-fosfato-deshidrogenasa, de tamafio 2.4 kb, se
encontraba insertado en el pldsmido Pks (blue script) de 3 Kb, en un lugar de corte para el
enzima de restriccién Eco RI (Ho y col., 1988). El glicerolizado de la cepa bacteriana
portadora de dicho pldsmido recombinante fue generosamente cedido por el Dr. Ye-Shih
Ho (Duke University medical Centre, Durham, North Caroline, U.S.A.).

El cDNA de la fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK) de tamaiio 0.9

kb se encontraba insertado en un lugar de corte para el enzima de restriccién Pst I en el
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plésmido pPCK 10 de tamafio 6.9 kb. La cepa bacteriana que contenfa dicho pldsmido fue
generosamente cedida por el Dr. R. W. Hanson (School of Medicin, Cleveland, Ohio,
U.S.A.).

La sonda empleada para la deteccién del mRNA del receptor de 1GF-1, fue un
fragmento de cDNA humano, de tamaifio 0.4 kb, que se encontraba insertado en un lugar de
corte para Eco RI y Hind III en el plasmido PGEM 3. El cDNA del IGF-1, de 0.5 kb,
también se encontraba inserto en este mismo pldsmido, en un punto de corte para Hind 11l y
Bam HI (Hemédndez y col., 1991). Las cepas bacterianas fueron generosamente cedidas
por el Dr. Herndndez (Madrid, Espaiia).

Los cDNAs de los C/EBPs (isoformas a, 8 y 8) de rat6n, de tamafios 1.8kb,
1.5 kb y 1 kb respectivamente, se encontraban insertados: la isoforma a en pEMBL 19 en
el lugar de corte para Eco RI y Pst 1, mientras que las formas B y & estaban insertadas en
bluescript, en ¢l lugar de corte para Eco RI y BamHI. Cedidos por el Dr. McKight. C/EBP
a (Landschulz y col., 1988) y C/EBP B y C/EBP 8 (Cao y col., 1991).

Las bacterias en cuyos pldsmidos estaban insertados los distintos cDNAs se
conservaban a -70°C en un tampdn que contenfa: Tris 0.01M, MgCly 0.01M y glicerol al
S50% (viv).

3.12.2.- Crecimiento bacteriano, extraccién del DNA plasmidico y
purificacién de ¢cDNAs

Para la obtencién de los cDNAs a partir de los glicerolizados de cepas bacterianas,
se procedia al crecimiento de dichas bacterias en medio LB (10 g Bacto-Triptona, 10 g
NaCly5g Bacio-Yeast por litro, pH 7, esterilizado en autoclave) a 379C con agitacién
hasta obtener una D.O. de 1.2. Este medio siempre se suplementaba con el antibiético al
cual fuera resistente la bacteria que contenfa el pldsmido de interés: ampicilina (100 g¢g/ml)
o bien tetraciclina (10 pg/ml). Las bacterias se centrifugaban entonces a 7.000 rpm durante
15 minutos a 4°C en una centrifuga Sorvall (rotor GSA), y el precipitado obtenido se
sometia a una lisis alcalina para extraer los cDNAs plasmidicos (Sambrook y col., 1989),
siguiendo el protocolo indicado en el kit de la firma Quiagen, con columnas Pack-500 y
Tip-500 (Quiagen, Alemania). El DNA plasmidico asi obtenido se conservaba a -20°C,
resuspendido en tampén TE (ImM EDTA, 10 mM Tris, pH 8).

Una vez aislado el DNA plasmidico, era necesario digerirlo con los enzimas de
restriccion apropiados para obtener el inserto de interés. La reaccién se llevaba a cabo
durante 2-3 horas con el tampdn de digestion mds adecuado para el enzima que se iba a
utilizar, y el enzima o los enzimas, segun el caso, teniendo en cuenta que una unidad de
enzima de restriccion se define como la cantidad de enzima capaz de digerir 1 g de DNA
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durante 1 hora a 37°C. Para comprobar si la digestién habfa sido completa, se tomaban
alfcuotas de las muestras digeridas, y se sometfan a electroforesis en geles de agarosa
utilizando un tampén (Tris 40 mM, dcido acético glacial 20 mM y EDTA 1 mM, pH 8) al
que se afadfa 0.5 pg de bromuro de etidio por cada ml. Para comprobar asimismo el
tamafio del inserto, en el gel también se cargaba una cantidad conocida de algin marcador
de pesos moleculares (el cromosoma del fago lambda digerido con el enzima Hind IIT o
bien el DNA del fago ¢X 174 RF digerido con ¢l enzima Hae III si ¢l fragmento tenfa un
tamafio muy pequefio). Exponiendo el gel a la luz ultravioleta, se podian visualizar y
fotografiar los distintos fragmentos de DNA gracias al bromuro de etidio.

Si la digestién habfa sido satisfactoria, se procedia a purificar el inserto de DNA que
posteriormente serviria como sonda. Para ello, el DNA plasmidico digerido se sometfa a
electroforesis tal como se ha descrito anteriormente, y una vez que las bandas
correspondientes al pldsmido y al inserto de cDNA estaban suficientemente separadas, se
cortaba lo mds finamente posible €l fragmento de agarosa que contenia ¢l inserto,
introduciéndolo en unos tubos Eppendorf agujereados en su parte inferior que contenian
una bolita de papel Whatman GF/C (microfibras de vidrio), y que a su vez estaban
introducidos en otros tubos Eppendorf sin agujerear. Asi se mantenfan a -80°C durante un
minimo de dos horas. Transcurrido el tiempo, se centrifugaba inmediatamente a 12.000
rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente, obteniéndose en el Eppendorf inferior una
solucién que contenfa el cDNA, mientras que los restos de agarosa habfan quedado
retenidos en el papel del Epppendorf superior. La solucién que contenia el cDNA se
precipitaba con un 10% (v/v) de acetato sédico 3M, pH 535 y 3 volimenes de etanol
durante 12 horas a -20°C o durante 1 hora a -80°C. Después se centrifugaba a 12.000 rpm
durante 15 minutos a 4°C, se eliminaba el sobrenadante y el precipitado se lavaba con
etanol al 75% (v/v). Una vez eliminado el etanol, €l cDNA se resuspendfa en un volumen
pequeiio de tampén TE (Tris CIH 10mM y EDTA 1 mM a pH 8). Con 1 pl de la muestra
eluida y una cantidad conocida de marcador de pesos moleculares de DNA, se corrfa un gel
de agarosa para comprobar €l tamafio y hacer una estimacién de la cantidad de cDNA
obtenido. El resto quedaba guardado a -20 °C.

3.12.3.- Marcaje radiactivo de los cDNAs

Las sondas de DNA, bien comerciales u obtenidas por digestién y elucién a partir
de pldsmidos, se marcaron radiactivamente con (32a.-P)dCTP por el método de Random-
Primer utilizando el Kit "Multiprime DNA Labelling system" comercializado por
Amersham.
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Se partfa de 50 ng de cDNA, que se llevaba hasta un volumen de 10 ul con agua
tratada con DEPC. Para desnaturalizar el ¢DNA, se sometfa a 95-100°C durante 2
minutos,introduciéndolo inmediatamente en hielo con el fin de evitar la renaturalizacién. La
reaccién se iniciaba afiadiendo a los tubos los siguientes reactivos:

-10 1 de la Solucién 1 (mezcla de los nucledtidos no marcados dATP, dGTP,y
dTTP en un tampdn Tris/CIH pH 7-8, MgCl; y 2-Mercaptoetanol)

-5 pl de la solucién 2 ( que contiene al cebador hexanucleotfdico en una solucién
acuosa con BSA libre de nucleasas, 4-7 ul de (32a0-P)dCTP de una actividad especifica
3000 Ci/mmol ( 10 uCi/ul)

-2 pl de la Solucién 3 (1 unidad de DNA polimerasa I, fragmento Kienow, en 50
mM de fosfato potdsico pH 6.5, 10 mM 2-Mercaptoetanol y 50% de glicerol)

-agua tratada con DEPC hasta completar un volumen de 50 pd.

La reaccién se llevaba a cabo a temperatura ambiente durante 2-3 horas.
Transcurrido este tiempo, la muestra se pasaba por una columna de Sephadex G-50 de 10
cm de longitud, que habfa sido empaquetada y equilibrada con un tampén estéril que
contenia NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, SDS 0.1% (p/v) y Tris/CIH 50 mM pH 7.5. Una
vez cargada la muestra en la columna,ésta se centrifugaba a 1.500 rpm durante 4 minutos.
La muestra eluida contenfa el cDNA marcado, mientras que los nucle6tidos radiactivos no
incorporados quedaban retenidos en la columna. La radiactividad presente en una alicuota
de 1 ul detl elufdo, a la que se afiadfa 12 ml de liquido de centelleo, se determinaba en €l
contador de centelleo.

3.13.- HIBRIDACIONES

Las prehibridaciones e hibridaciones se realizaron siguiendo el método de Amasino
(1986), con algunas modificaciones. Los filtros de nylon que contenian los RNAs
transferidos, se introducfan en cilindros de metacrilato a'los que se afiadfa solucién de
hibridacién (50% de Formamida desionizada, 250 mM NazPOy4 (pH 7.2), 250 mM NaCl,
1 mM EDTA, 7% de SDS, y 100 pug/mi de esperma de salmén) en una proporcién de 0.2
ml/cm?2 de membrana, y se dejaban rotando en un horno de hibridacién a 42°C durante 2-4
horas.Tras el periodo de prehibridacién, se afiadfa el DNA marcado a razén de 2x10°
dpm/ml de solucién de hibridacién. Este cDNA marcado se habia desnaturalizado
previamente calentdndolo a 95-100°C durante 10 minutos y pasdndolo inmediatamente a
hielo. Una vez afiadida la sonda, se introducfan de nuevo los cilindros en el horno de
hibridacién a 42 °C durante 24 horas. Transcurrido e} tiempo de hibridacién, las
membranas se sometfan a sucesivos lavados con una solucién que contenfa SSC 2X y
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0.1% SDS para eliminar la hibridacién inespecffica de la sonda a la membrana.
Posteriormente el filtro se exponfa en un cassette de autorradiograffa bajo un film de rayos
X de la marca Kodak X-AR Omat a -70 °C que, pasado el tiempo conveniente, se revelaba.

Una vez realizada la hibridacién y el revelado de un filtro de nylon, dicho filtro
podfa volver a hibridarse con otro ¢cDNA diferente eliminando previamente la sonda
anterior. Para ello, se preparaba una solucién que contenfa 10 mM Tris, | mM EDTA (pH
7.5-8) y 1% SDS (p/v), y se hervia en ella la membrana durante 20-30 minutos. Después,
se exponfa la membrana bajo un film de rayos X para comprobar que la marca radiactiva
anterior habia desaparecido, tras lo cual la membrana podifa volver a ser hibridada con una
nueva sonda. En caso contrario, se hervia de nuevo en solucién fresca con mayor
contenido de SDS (3-5%, p/v).

3.14.- ENSAYO DE TRANSCRIPCION “IN VITRO”.

Esta técnica permite medir la tasa de transcripcién de un determinado gen en una
célula. Los trdnscritos de RNA nuclear de células eucariéticas que se han iniciado *in vivo”
pueden elongar sus cadenas “in vitro”, incorporando (32a-PYUTP. El RNA marcado
sintetizado por los niicleos se extrée y se le hace hibridar con las secuencias de DNA cuya
transcripcién se desea conocer, fijadas en un filtro de nylon. La intensidad de la sefal
resultante dependerd del nimero de moléculas de RNA polimerasa unidas al gen en el
momento de la extraccién de los niicleos.

3.14.1.- Aislamiento de nucleos

Para el aislamiento de niicleos se siguié el método descrito por Roberts y Bentley
(1992). Tras un perfodo de incubacién en distintas condiciones experimentales, las células
se lavaban con PBS frfo 2 veces y se recogfan de la placa de cultivo mediante raspado con
una espdtula de goma.Se centrifugaban durante 5 minutos a 2000 rpm a 4°C, y el
precipitado celular era resuspendido lentamente y mediante agitacién suave en un medio
Tris 10 mM (pH 7.5), KCI 10 mM, espermidina 0.5 mM, espermina 0.15 mM, Nonidet-
P40 0.1%, DTT 1 mM y PMSF (50 ug/ml). Tras dejar reposar 5 minutos en hielo se
procedfa a la [isis por agitacién vigorosa durante 30 segundos. Posteriormente el lisado se
centrifugaba a 2000 rpm, 5 minutos a 4°C, obteniendo un sedimento de niicleos que se
resuspendia en 100 ] de un tampén que contenfa glicerol 40%, glutamato potdsico 125
mM, Hepes 10 mM (pH 8), EDTA 1 mM, DTT 2 mM, espermidina 0.5 M y espermidina
0.15 mM, y se guardaba de esta forma a -80°C hasta su utilizacién.
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3.14.2.- Elongacidn, extraccién y purificacién de los trinscritos

Para realizar este ensayo, segun el método descrito por Brooks y col.(1991), era
necesario disponer de nicleos procedentes de un total de 20x106 de células por cada
condicion experimental. Las suspensiones nucleares se llevaban a un volumen de 200 yl
con glicerol 40%, MgCl; 5 mM, EDTA 0.1 mM, Tris 50 mM (pH 8.3), y se afiadfan otros
200 pl de un tampén Tris 10 mM (pH 8), MgCl; 5 mM, KCl1 0.3 M, DTT 5 mM, ATP 1
mM, CTP 1 mM, GTP 1 mM, y 100 uCi (32a-P) UTP, incubdndose a 30°C durante 30
minutos para que tuviera lugar la reaccién de elongacién de los trdnscritos. Posteriomente
se afiadfan 100 unidades de DNAsa I libre de RNAsa en 600 pl de un tamp6n NaCl 0.5 M,
MgCl, 50 mM, CaCl, 2 mM, Tris 10 mM (pH 7.4). La reaccién de digestién del DNA
tenfa lugar a 30°C durante 5 minutos, tras los cuales se afiadfa a cada muestra 200 yl de una
solucién SDS 5%, Tris 0.5 M (pH 7.4) y EDTA 0.125M (pH 8); 200 ug de Proleinasa K
y 50 ug de RNA de transferencia, y se dejaba incubando 30 minutos a 420C.

El RNA nuclear de cada condicién se aislé6 mediante una extraccién
fenol/cloroformo, aftadiendo 3.6 ml de solucién D (Tiocianato de guanidina 4 M, citrato
sédico 25 mM, sarcosil 0.5% y B-mercaptoetanol 0.72%), 0.5 ml de acetato sédico 3M
(pH 5.2), 3.6 ml de fenol (pH 7) y 0.72 m! de cloroformo:isoamilalcohol (49:1). Después
de agitar vigorosamente y dejar en reposo 30 minutos a 4°C se centrifugaba durante 10
minutos a 2000 rpm, quedando bien diferenciadas dos fases: una inferior, orgdnica, y la
fase superior acuosa donde se enconiraba el RNA solubilizado. Esta tltima fase se separaba
y el RNA se precipitaba con un volumen igual de isopropanol a -20°C durante toda una
noche. Después de centrifugar a 9000 rpm durante 20 minuios, el precipitado de RNA se
resuspendia en 500 ul de solucién D y se precipitaba de nuevo con 50 ul de acetato sédico
y 500 ul de isopropanol a -200C durante 1 hora. Se centrifugaba, y el precipitado obtenido,
después de lavarlo con etanol al 70% (v/v), se disolvia en S50 ul de agua tratada con DEPC
y se pasaba a través de una columna de Sephadex G-50 para eliminar los nucleétidos no
incorporados.

3.14.3.- Preparacién de la membrana e hibridacién

Se utilizaron membranas de nylon previamente hidratadas y equilibradas durante 10
minutos en solucién SSC 6X.

Antes de transferir el DNA a las membranas era necesario linearizarlo mediante
digestién con el enzima de restriccién adecuado y posteriormente desnaturalizarlo por
tratamiento con NaOH 0.4N a 65°C durante 1 hora. Después se pasaba a hielo y se afiadfa
un volumen igual de SSC 12X frio. Finalmente, mediante un sistema de vacio de slot-blot,
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se transferfan en cada pocillo 2 g de pldsmido conteniendo el cDNA de interés. El DNA
ligado a la membrana se fijaba por exposicién durante 5 minutos a luz ultravioleta de 254
nm. Posteriormente se metia en un horno a 80°C durante 2 horas. La prehibridacién e
hibridacién se realizé de igual forma que la descrita en la seccién 3.13, teniendo en cuenta
que hay que poner la misma cantidad de transcritos marcados para cada condicién. Pasado
el tiempo necesario para la hibridacién los filtros se lavaban con una solucién SSC 2X y
SDS 0.1%, y se exponfan bajo un film de rayos X.



IV.- RESULTADOS Y DISCUSION
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IV-RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS MARRONES FETALES DE
RATA DURANTE EL ULTIMO PERIODO DE GESTACION: PAPEL DEL
IGF-1

La diferenciacién del BAT en la mayorfa de las especies se produce durante la etapa
fetal. Por ello, nos propusimos estudiar ia diferenciacion adipogénica y termogénica de este
tejido en la rata durante el desarrollo fetal tardfo mediante técnicas de citometrfa de flujo y

expresion génica, as{ como determinar posibles sefiales implicadas en dichos procesos.
Este estudio se centré en los dias 20, 21 y 22 de desarrollo fetal, que coinciden
aproximadamente con el dltimo trimestre de gestacién en humanos. Se extrajo el tejido
adiposo marrén interescapular de fetos de las distintas edades gestacionales, y a partir de €l
se aislaron los adipocitos marrones tal y como se describe en el apartado 3.4.1 de Material
y métodos, utilizdndolos para distintos ensayos. Todas las determinaciones se realizaron a
partir de tres experimentos diferentes en los cuales, para cada edad gestacional, se tomaron
4 camadas de similar niimero y tamaiio de animales.

Aunque la cantidad de tejido adiposo marrén obtenido a partir de fetos de 22 dias
fue mayor (30 mg/ feto) que la de fetos de 20 dfas (10 mg/ feto), el rendimiento de
adipocitos marrones aislados fue el mismo en ambos casos (1x106 células/feto), indicando
que en la transicién entre el dia 20 y 22 del desarrollo fetal se produce un aumento en el

tamafio celular pero no en el nimero de células.

4.1.1.- Caracterizaciéon por citometria de flujo de los adipocitos marrones
durante el Gltimo periodo fetal: tamafio, fluorescencia endégena, contenido

lipidico y ciclo celular

Los adipocitos marrones aislados a partir de fetos de 20-22 dfas fueron utilizados
para determinar, mediante la técnica de citometrfa de flujo, su tamafio, fluorescencia
endogena, contenido citoplasmadtico de lipidos (Figura 1) y porcentaje de células en las
distintas fases del ciclo celular (Tabla 1).

Las sefales de tamafio celular dieron un amplio pico de pequeiio tamaiio para
adipocitos marrones fetales de 20 dias, mientras que las células de 22 dias mostraron un
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mayor tamafio (Figura la). La medida de fluorescencia enddgena (fluorescencia de
flavinas) nos da idea del estado metabdlico de las células. Las flavinas emiten fluorescencia
cuando se encuentran en estado oxidado, desapareciendo dicha fluorescencia al reducirse
(Thorell, 1983). El alio contenido en mitocondrias que presentan los adipocitos marrones
hace posible la deteccién de fluorescencia endégena en estas células. Los adipocitos de 20
dias mostraron un pico agudo de baja fluorescencia, mientras que en los adipocitos
marrones fetales de 22 dfas se observaba la presencia de un pico de mayor fluorescencia
(Figura 1b), que podrfa indicar mitocondrias maduras con flavinas en estado oxidado. La
fluorescencia que emite el Rojo Nilo sirve para detectar el contenido de lipidos
citopldsmicos, y nos permite monitorizar el programa de diferenciacién adipocitica (Smith y
Wharton, 1992). Los adipocitos marrones de fetos de 20 dfas mostraron un pico de baja
fluorescencia de Rojo Nilo con una larga cola. Las intensidades medias de {luorescencia de
Rojo Nilo aumentaron gradualmente en adipocitos de 21 y 22 dfas de vida fetal, siendo en
células de 22 dias casi el doble que en adipocitos de 20 dfas (Figura 1c).

Paralelamente a estos cambios que parecen indicar un aumento en la complejidad
celular y un proceso de diferenciacién, observamos que la capacidad proliferativa de estas
células disminuye entre los dias 20 y 22 del desarrollo fetal. En adipocitos marrones fetales
de 20 dfas el porcentaje de células en fases S+G2/M del ciclo celular es del 16.8%,
disminuyendo a un 9.7% y 5.2% en los dfas 21 y 22 respectivamente (Tabla 1).

4.1.2.- Expresiéon de genes implicados en la diferenciacién adipogénica y

termogénica de los adipocitos marrones durante el desarrollo fetal tardio

Como ya se ha comentado en la Introduccién y en el apartado de Antecedentes, la
diferenciacién del tejido adiposo marrdn tiene lugar en base a dos programas: un programa
de diferenciacién termogénica y un programa de diferenciacién adipogénica.

Puesto que los datos de fluorescencia de Rojo Nilo indicaban un aumento en ¢l
contenido citoplasmdtico de lfpidos en los adipocitos marrones fetales al final de la
gestacion, se llevd a cabo un estudio mediante andlisis por Northem-blot de la expresién de
varios genes implicados en adipogénesis, entre ellos FAS, G3PDH, ME, G6PD y Glut4
(Figura 2). Los andlisis densitométricos correspondientes se muestran en la Tabla 2. Los
niveles de mRNA de FAS fueron bajos en adipocitos marrones fetales de 20 dias,
aumentando 5 veces entre los dfas 20 y 21 y permaneciendo altos en el dfa 22. Las células
fetales de 20 dias también expresan constitutivamente G3PDH, pero su expresién no sufre
cambios significativos durante el dltimo periodo de gestacién. La ME y G6PD estdn
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Figura 1.- Caracterizacion mediante citometria de flujo de los adipocitos
marrones durante el Gltimo perfodo de vida fetal: tamarfio, fluorescencia

endégena y contenido lipidico

Los adipocitos marrones fueron aislados a partir de fetos de 20, 21 y 22 dfas y se
caracterizaron por citometrfa de flujo en cuanto a: a) tamafio, b) fluorescencia endégena, y
¢) contenido citoplasmdtico de lipidos determinado por fluorescencia de Rojo Nilo. En
todos los casos estd representado el nimero de células frente a intensidad de fluorescencia.
En el apartado c ademds se muestran, expresadas como unidades arbitrarias, las medias de
las intensidades de fluorescencia de Rojo Nilo de un experimento representativo.
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FASE DEL CICLO CELULAR CELULAS EN FASE (%)
Edad fetal (dias) 20 21 22
G0/G1 83.2 90.3 94,8
S 10.1 5.0 2.8
G2/M 6.7 4.7 2.4

Tabla 1.- Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo en los adipocitos
marrones fetales durante el dltimo perfodo de gestacién.

A partir de fetos de 20, 21 y 22 dfas se aislaron adipocitos marrones. El estudio del ciclo
celular fue realizado después de la tincién de los nicleos con iodurc de propidio y el
andlisis de la intensidad de fluorescencia por citometria de flujo. Se muestran los resultados
de un experimento representativo expresados como porcentaje de células en fases Go/Gy, S
y G2/M del ciclo celular.
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implicadas indirectamente en la lipogénesis por ser enzimas que generan NADPH. Los
niveles de mRNA de ambas fueron muy bajos en adipocitos marrones de 20 dfas, pero
aumentaron progresivamente entre los dfas 20 y 22 con un incremento total de 13 veces
para la ME y de 35 para la G6PD. La expresién del transportador de glucosa Glut4 fue muy
baja tanto en el dia 20 como el 21. Sin embargo, aumentd significativamente (11 veces) en
adipocitos marrones fetales de 22 dfas. Todos estos cambios en la expresién génica de
protefnas implicadas en adipogénesis se correlacionan con el aumento de las actividades
enzimdticas de la FAS, ME y G6PD, asi como det flujo lipogénico total entre los dfas 20 y
22 del desarrollo fetal encontrado en estudios previos de nuestro grupo de trabajo. La
expresién de la PEPCK, un marcador de diferenciacién muy tardfo en adipocitos blancos,
permanecié muy baja en los adipocitos marrones en este periodo fetal.

Simultdneamente al programa de diferenciacion adipocftica estudiamos la expresion
del gen especifico del tejido, marcador del programa termogénico: la protefna desacoplante
(UP). Los adipocitos marrones fetales de 20 dias ya contienen niveles considerables del
mRNA de la UP, incrementdndose 6 veces entre los dias 20 y 22 de gestacién. (Figura 2;
Tabla 2).

La expresion de ciertos factores nucleares durante el iltimo periodo de vida fetal
podria estar implicada en los procesos de diferenciacion. Entre ellos, una familia de factores
de transcripcion, los C/EBPs (isoformas «, P y &) parece estar relacionada con la
diferenciacién adipogénica en el modelo de preadipocitos 3T3-L1 (Yeh y col., 1995), as{
como en en la diferenciacién termogénica del tejido adiposo marrén (Manchado y col.,
1994). Por tanto, hemos estudiado el patrén de expresion de C/EBPs en los dfas 20, 21 y
22 del desarrollo fetal en adipocitos marrones (Figura 2; Tabla 2), encontrando que las tres
18oformas ya se expresan el dia 20 y se modulan durante el dltimo periodo de gestacién: la
expresién de C/EBP a disminuye entre los dfas 20 y 22, dando paso a un aumento
sustancial en la expresién de las isoformas By 8

Todos los resultados descritos hasta ahora muestran un proceso de diferenciacion
en los adipocitos marrones en el tltimo perfodo de vida fetal. Entre los dias 20 y 22 de
gestacion estas células fetales aumentan de tamaiio e incrementan su contenido mitocondrial
y la cantidad de lipidos citoplasmaticos, mientras que su capacidad proliferativa disminuye.
Paralelamente, se observa una induccién en la expresién de genes relacionados con
procesos de diferenciacién tanto lipogénica como termogénica, dando como resultado unos
adipocitos marrones fetales de 22 dfas maduros, repletos de gotas de grasa dispuestas en
depdsitos multiloculares caracterfsticos de estas células (Figura 3a) y que expresan el
marcador especifico de tejido (Ia UP) no s6lo a nivel de mRNA sino también de proteina,

detectada en las mitocondrias por inmunofluorescencia (Figura 3b). Sin embargo, estas



Resultados y Discusién 62

FAS ~ - .. UP

G3PDH - o PEPCK
S

ME - - C/EBP «

G6PD ~ @ - e C/EPB 8

-
N ‘
Glut 4 ‘ ‘ XY | C/EBP &
. N -
I

rRNA " 20 21 22

20 2p 22

Figura 2.- Expresion génica en los adipocitos marrones de 20, 21 y 22 dias
de vida fetal.

RNA total (20 ug) de adipocitos marrones fetales de 20, 21 y 22 dias fue analizado por
Northern-blot ¢ hibridado con diferentes sondas. En la figura se muestra un

autorradiograma representativo de tres experimentos independientes.
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Expresion de mRNA (unidades arbitrarias)

Edad fetal (dias) 20 21 22
FAS 2745 151417* 149425%
G3PDH 40%9 66112 4919
ME 1524 71£10% 201£30% , +
G6PD 913 2B7* 319+40% , +
GLUT4 36110 3849 435+70% , +
UP 60113 98117+ 374¥36% , +
PEPCK 4%1 612 7¢3
C/EBPa 4815 3443% 2243% ,+
C/EBPP 3516 3045 98+13* ,+
C/EBPd 3048 7949+ 196423% , +

Tabla 2.- Analisis densitométrico de la expresion de distintos mRNAs en
adipocitos marrones durante los dltimos dias de desarrollo fetal

Autorradiograffas correspondientes a la figura 2 fueron sometidas a analisis densitométrico.
El contenido en mRNA se expresa como unidades arbitrarias después de normalizar con la
cantidad de 18 S rRNA, y los resultados son las medias + S.E.M. de tres experimentos
independientes. Se indican los valores significativamente distintos segtin el test de Student,
comparando los dfas 21/22 con el dfa 20 (¥) y el dfa 22 con el 21 (#); *, # p<0.05.



Figura 3.- Caracterizacién por microscopia de los adipocitos marrones
fetales maduros.

Los adipocitos marrones fveron obtenidos a partir de fetos de 22 dias, siendo sembrados ¥
mantenidos en placas de cultivo duranie 4 horas a 37°C. A) La presencia de gotas de grasa
multiloculares fue confirmada mediante tincién de las células con Oil-Red O. B) La

presencia de proteina desacoplante fue detectada por inmunofluorescencia con suero
especifico anti-UP.
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células no estdn totalmente diferenciadas puesto que todavfa no expresan PEPCK y ademds
“in vitro” pueden proliferar en respuesta a mitégenos especificos (Valverde y col., 1991).
Factores transcripcionales de la familia de C/EBPs podrfan ser los determinantes del
fenotipo diferenciado del tejido adiposo marrén, transactivando genes cuya expresion
marca el estado diferenciado de estas células. La presencia de los mRNAsde C/EBP a, B y
d en los adipocitos marrones de 20 dfas coincide con la expresién inicial del gen de la UP,
lo cual sugicre que las protefnas C/EBPs podrfan estar implicadas en la regulacién
transcripcional de la proteina desacoplante, como se ha descrito recientemente (Yubero y
col., 1994). Wang y col., (1995) han puesto de manifiesto la relacién entre a proteina
desacoplante y el C/EBP a “in vivo”, en un trabajo donde ratones que han sufrido una
delecién del gen C/EBP o muestran niveles de expresion de UP reducidos. Por otro lado,
la expresién de las isoformas B y & aumenta entre los dfas 20 y 22, de forma similar a lo
que ocurre con el gen de la UP. En tejido adiposo marrén se ha descrito un aumento en la
expresién de C/EBP 8 paralelo a la induccién de UP después de una exposicion al frfo
(Manchado y col., 1994). En relacién con la adipogénesis, en el modelo de diferenciacién
adipocftica 3T3-L.1, se ha descrito un patrén secuencial de expresién de C/EBPs: durante la
fase temprana de diferenciacién se acumulan altos niveles de las isoformas B y 8 que van
disminuyendo a lo largo de la fase terminal para ser reemplazados por un tercer miembro de
la familia, C/EBP a (Yeh y col., 1995). Sin embargo, en los adipocitos marrones hemos
observado una expresién temprana de C/EBP a en el dia 20 del desarrollo fetal que
disminuye posteriormente, con un aumento en la expresién de C/EBP 8 y & entre los dfas
20 y 22. No se puede establecer una refacioén directa entre el patrén de expresion de las
distintas isoformas de C/EBPs y ¢l proceso de adipogénesis de las células marrones.

4.1.3.- Expresiéon de IGF-1 ¢ IGF-1R mRNAs en los adipocitos marrones
durante el dltimo periodo de desarrollo fetal

Aunque las sefiales implicadas en €l inicio de los procesos de diferenciacién
adipogénica/termogénica del BAT no se conocen, la insulina y/o IGF-1 podrfan ser
potenciales candidatos. El IGF-1 es expresado por diferentes células de origen
mesenquimdtico durante el desarrollo fetal y se ha demostrado claramente “in vivo” su
importancia durante este periodo (Liu y col., 1993; Baker y col., 1993). Este factor ha sido
implicado tanto en procesos de proliferacién como de diferenciacién de distintos tipos
celulares. Preadipocitos en cultivo primario y diferentes lineas celulares preadipociticas
expresan IGF-1 y su receptor (Boney y col., 1994), y son capaces de proliferar (Butterwith
y col., 1993) y diferenciar a adipocitos en presencia de este factor (Rubin y col., 1978).
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Nosotros hemos estudiado en adipocitos marrones la expresién de IGF-1 e IGF-1R
durante el dltimo periodo gestacional. Las células fetales de 20 dias expresan
constitutivamente altos niveles de IGF-1 y su receptor, como se muestra en €l Northern-
blot realizado con poli A+mRNAs (Figura 4). El gen del IGF-1 es transcrito y procesado
de manera compleja, dando lugar a gran nimero de especies de mRNA maduros. En los
adipocitos marrones se detectaron las tres isoformas mayoritarias del mRNA del [GF-1 de
7.5, 1.8 y 0.8-1.2 kb, asi como un mRNA de 7-7.5 kb para ¢l IGF-1R. De los tres
trdnscritos para el IGF-1 los dos de menor tamaiio fueron los més abundantes, a diferencia
del higado de rata y fibroblastos, donde las especies predomlinantes son las de 7.5 y 0.8-
1.2 kb (Hepler y col., 1990; Lowe y col., 1990). El perfil de expresién de las isoformas de
1.8 y 0.8-1.2 kb no sufrié cambios entre los dias 20 y 22 del desarrollo fetal, mientras que
los niveles de la especie de mayor tamaiio disminuyeron fuertemente. Sin embargo, esto no
deberia afectar a la cantidad de péptido producido por los adipocitos marrones, ya que en
polisomas sélo se han encontrado las especies de menor tamafio (Foyt y col., 1991). En
cuanto a la expresién del receptor de IGF-1, sus niveles fueron 3 veces mayores en
adipocitos de 22 dias en comparacién con células fetales del dfa 20 (Figura 4).

Puesto que la activacién del sistema adrenérgico inducido por la hipotermia
postnatal, es posterior en el tiempo a la ontogénesis y activacién del BAT en el feto, otras
sefiales deben estar implicadas en el desarrollo del tejido en este perfodo. Asf, Guerra y
col., (1994) han descrito una induccién directa por T3 de la expresién de UP en cultivos
primarios de adipocitos marrones fetales, proponiendo para esta hormona un papel en la
diferenciacién termogénica del BAT durante el perfodo fetal. El hecho de que estas células
expresen de forma constitutiva tanto el IGF-1 como su receptor, con un aumento en los
niveles de éste ultimo entre los dias 20 y 22 de vida fetal paralelo a la diferenciacién del
BAT, sugiere que el IGF-1, de manera autocrina/paracrina, podria constituir un importante
factor de desarrollo de este tejido .

Con objeto de profundizar en el papel del IGF-1 en el desarrollo del BAT durante la
etapa fetal hemos estudiado el efecto de dicho factor en cultivos primarios de adipocitos
marrones fetales de 20 dfas, tanto sobre procesos de proliferacién como de diferenciacién.
Paralelamente, hemos estudiado el papel de la insulina sobre dichos procesos.



Resultados y Discusion 67

IGF-1

th

IGF-IR ..

20 22

Figura 4.- Expresion de IGF-I e 1IGF-IR mRNAs en los adipocitos
marrones fetales durante el ultimo periodo de gestacion

A partir del RNA total de adipocitos matrones fetales de 20 y 22 dias se aislaron los poli
A+mRNAs. 10 pg de los mismos se sometieron a electroforesis y andlisis por Northern-
blot. Las hibridaciones se realizaron con cDNAs de IGF-I ¢ IGF-IR marcados
radiactivamente. En la Figura se muestra una autorradiograffa representativa, sefialdndose
con flechas las isoformas del mRNA de IGF-1 correspondientesa 7.5, 1.8 y 0.8-1.2 kb.
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4.2.- IGF-1 INDUCE PROLIFERACION EN ADIPOCITOS MARRONES
FETALES EN CULTIVO

La importancia del IGF-1 como factor de crecimiento durante el desarrollo de los
mamiferos ha sido claramente demostrada en experimentos realizados con ratones
delecionados para el gen del IGF-1, los cuales presentan un severo retraso en el crecimiento
(Baker y col., 1993). En células de origen mesenquimdtico, entre las que se encuentran los
preadipocitos, se ha visto que el IGF-1 es capaz de inducir proliferacién, por lo que nos

planteamos si también tendria efectos mitogénicos sobre los adipocitos marrones fetales.

Comenzamos el estudio caracterizando el sistema de receptores de IGF-1 con objeto
de comprobar que estas células no sélo lo expresaban a nivel de mRNA, sino que realmente

presentaban receptores en la superficie celular y éstos unian IGF-1.

4.2.1.- Los adipocitos marrones fetales de 20 dias presentan un elevado
nimero de receptores de alta afinidad para el IGF-1

Los estudios de desplazamiento con IGF-1 marcado con 125] y posterior andlisis de
Scatchard revelan un elevado nimero de sitios de unién de alta afinidad (Kd=4.8 nM) para
el IGF-1 (190.000 receptores/célula) en los adipocitos marrones fetales de 20 dfas (Figura
SA). En paralelo se llevaron a cabo estudios de unién con 125]-insulina para determinar el
nimero y la afinidad de los receptores para insulina presentes en estas células. Los
resultados muestran un menor niimero de receptores para insulina (40.000 sitios/célula) y
de afinidad algo mas baja (Kd=18.2 nM) (Figura 5B) que los obtenidos para IGF-1, lo cual
es coherente por tratarse de adipocitos fetales todavia inmaduros. En los modelos de
diferenciacion adipocitica tipo 3T3-L1, los fibroblastos se caracterizan por tener receptores
para IGF-1, pero apenas tienen para insulina. Sin embargo, el proceso de diferenciacion a
adipocitos conlleva un aumento en el niimero de receptores para insulina. Comparando con
estos modelos, podemos decir que nuestras células fetales estarfan en un punto intermedio
del proceso de diferenciacién, puesto que aunque el niimero de receptores para IGF-1 es
mayor, también presentan en su superficie un nimero considerable de receptores para
insulina, constituyendo un sistema de células primarias adipocfticas tinico, donde coexisten
ambos tipos de receptores.
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Figura 5.- Estudios de union especifica de IGF-1 e insulina a sus

receptores

Los adipocitos marrones quiescentes fueron incubados durante 3 horas con 1251-IGF-1 en
ausencia o presencia de concentraciones crecientes de IGF-1 frio (A) o con trazas de 1251-
insulina en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de insulina no radiactiva (B)
como se describe en Material y métodos. En las grdficas se representa el ligando unido
frente al ligando libre (medias + S.E.M. de tres experimentos diferentes). Los datos de Kd

y nimero de receptores se calcularon mediante el andlisis de Scatchard.
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4.2.2.- El IGF-1 aumenta la sintesis de DNA, el namero de células y el
porcentaje de células en fases S, G2 y M del ciclo celular

Como se ha descrito en el apartado 4.1.1, los adipocitos marrones fetales de 20 dias
recién aislados (tiempo 00 de cultivo) presentan una competencia mitogénica intrinseca
(17% de células en fases S+G2/M del ciclo celular) que se inhibe si se mantienen 20 horas
en ausencia de suero (el porcentaje de células en ciclo celular disminuye hasta menos del
5%}, siendo en este momento susceptibles de responder al estimulo mitogénico de distintas
sefiales (tiempo 0).

En estudios dosis-Tespuesta realizados con IGF-1 e insulina sobre }a incorporacion
de (3H)-Timidina a sintesis de DNA se observé que IGF-1 aumentaba la incorporacién de
(3H)-Timidina de forma dosis dependiente (Figura 6A), siendo la estimulacién mdxima a la
concentracién de 10 ng/mi (1.4 nM), por lo que en todos los experimentos posteriores se
empled dicha concentracién. La insulina, en cambio, mostrd un débil efecto sobre la
incorporacién de (3H)-Timidina incluso a dosis elevadas.(Figura 6B).

Como pardmetros indicadores de proliferacion se determinaron la sintesis de DNA
mediante incorporacién de (3H)-Timidina, el nimero de células y el porcentaje de células en
las distintas fases del ciclo celular, llevando el suero fetal (FCS) como control positivo de
proliferacién. El IGF-1 (1.4 nM) tras 24 y 48 horas de cultivo, incrementé todos los
pardmetros estudiados de forma similar al 10% FCS cuando se comparaban con los de las
cé€lulas control (Tabla 3).

Mediante técnicas autorradiogrdficas (Rozengurt, 1991) se puede conocer la
proporcién de células que estdn sintetizando DNA en un perfodo de tiempo determinado.
Los adipocitos marrones quiescentes (20 horas deprivados de suero) fueron incubados
durante 48 horas con (3H)-Timidina, en ausencia o presencia de IGF-1 o 10% de FCS, con
objeto de determinar el porcentaje de niicleos marcados tal como se describe en Material y
Métodos. En las células control el porcentaje de niicteos marcados con (3H)-Timidina fue
de 13.620.7. La presencia de IGF-1 incrementé este porcentaje hasta un 45.9+0.8,
mientras que las células tratadas con 109% FCS mostraron un 48.5+2.0% de nucleos
radiactivos. En la figura 7 se muestran autorradiograffas de adipocitos marrones incubados
48 horas en presencia de [GF-1 y (3H)-Timidina, donde se pueden apreciar a los adipocitos
con sus tipicos depésitos de grasa multiloculares que han dado positivo al marcaje nuclear.
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Figura 6.- Efectos del IGF-1 y de la insulina sobre la sintesis de DNA:
estudio dosis-respuesta

Células quiescentes (20 horas deprivadas de suero) fueron incubadas durante 24 horas en
presencia de concentraciones crecientes de IGF-1 (A) o de insulina (B), midiéndose la
incorporacion de (3H)-Timidina durante las 4 wltimas horas de cultivo. Los resultados son
la media £ S.E.M (n=4) y estdn expresados como porcentaje de radiactividad incorporada
por células sin tratar (100).



TIEMPOQ (H) 24 48

Tratamiento Control IGF-1 FCS Control IGF-1 FCS
Namero de células 7.1£0.6 12211 134%+15 6.2+ 0.5 152+ 1.4 17.3% 1.5
(x10°° células/placa)

Ciclo celular 5.1+ 0.7 105£1.0 10.1+1.1 47+ 0.6 142+ 1.3 15119
(%S+G2/M)

(JH)-Timidina 268+ 2.5 86.7t 82 1323+126 162+ 0.9 122.0+ 105 135.6+13.2
(x107 dpm/placa)

Tabla 3 El IGF-1 aumenta la sintesis de DNA, el porcentaje de células en ciclo celular y el nlimero de células

Los adipocitos marrones quiescentes se trataron durante 24 y 48 horas con IGF-1 (1.4 nM), 6 10% FCS, o bien se
mantuvieron en ausencia de sefiales como control de quiescencia celular. A los dos tiempos de cultivo se determinaron
los siguientes parametros: sintesis de DNA mediante incorporacién de (H)-Timidina durante las 4 Gltimas horas de
cultivo, porcentaje de células en las distintas fases del ciglo celular y nimero de células mediante citometria de flujo. Los

resultados son la media + S.E.M de tres experimentos distintos.
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Figura 7.- El IGF-1 induce ¢l marcaje de nicleos en los adipocitos
marrones fetales

Células quiescentes (20 horas deprivadas de suero) se incubaron 48 horas en presencia de
IGF-1 y (3H)-Timidina, como se describe en Material y métodos. Las placas fueron
cubiertas con una pelicula “Kodak AR 10 stripping”, expuestas duranie 2 semanas y
reveladas. (A y C) son microfotograffas en contraste de fase. (B y D), son microfolografias
de campo claro.
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4.2.3.- El IGF-1 induce la expresién de genes y proteinas relacionadas con

proliferacion

Células quiescentes fueron incubadas durante 30 minutos, 2, 4, 6, 8, y 24 horas en
presencia o ausencia de IGF-1 o 10% de FCS, aisldndose el RNA total de cada condicion a
los distintos tiempos estudiados y analizdndose posteriormente la expresién de varios
mRNA s mediante la técnica de Northern-blot. Los resultados normalizados de los andlisis
densitométricos de las diferentes autorradiograffas se presentan en la Tabla 4.

La presencia de IGF-1 durante 30 minutos aument6 10 veces los niveles de mRNA
de c-fos, comparando con células quiescentes sin tratar. La expresién de c-myc se vio
incrementada 3.5 veces después de 2 horas de tratamiento con IGF-1, disminuyendo
progresivamente estos niveles con el tiempo. Sin embargo, volvimos a ver un segundo pico
de expresién tras 24 horas de tratamiento con el factor. La B-actina mostré un patrén de
expresién a lo largo del tiempo similar al de c-myc. IGF-1 aumento la expresién de H-ras a
4 y 24 horas 3 veces, comparando con células no tratadas. También a 24 horas los niveles
de mRNA de G6PD aumentaron en respuesta a IGF-1.

Ademds del patrén de expresién de genes relacionados con proliferacidn, se llevé a
cabo un estudio del efecto de IGF-1 sobre los niveles de 2 protefnas también implicadas en
procesos proliferativos: la PCNA (cofactor de la DNA polimerasa 8, una protefna
marcadora de la fase S del ciclo celular) (Baserga, 1991) y p2l-ras (una proteina que
interviene en la ruta de transduccién del IGF-1, posiblemente implicada en la progresién
G1/S del ciclo celular). Los niveles de estas dos proteinas se determinaron mediante la
técnica de Western-blot tras 24 horas de tratamiento con IGF-1 0 10% FCS, compardndose
con los de las células quiescentes control (Figura 8). El IGF-1 aumenté 3 veces los niveles
de p21-ras y 4 veces los de PCNA tras 24 horas de estimulacion.

Los resultados presentados demuestran que en cultivos primarios de adipocitos
marrones fetales el IGF-1, a dosis 1.4 nM, puede comportarse como un mit6égeno “per se”
y mimetizar los efectos de 10% FCS, aumentando la sintesis de DNA, el porcentaje de
células en ciclo celular, y el mimero de células. Ademds, el andlisis autorradiografico de los
nicleos marcados con timidina tritiada demuestra que células con fenotipo de gotas de grasa
multilocular presentan nicleos tritiados en respuesta al tratamiento durante 48 horas con
IGF-1, sugiriendo que las células diferenciadas son capaces de proliferar en respuesta a
IGF-1. Por otro lado, el IGF-1 como unico factor afiadido exdgenamente aumenta la
expresion de un grupo de genes relacionados con la proliferacion de forma gradual en el
tiempo: ¢-fos a 30 minutos, c-myc a 2 y 24 horas, H-ras a 4 y 24 horas y G6PDH
(implicada en la sintesis de ribosa-fosfato para la replicacion del DNA) a 24 horas.



Tiempo(h) 0.5 2 4 6 8 24

I F I F I F I F I F I F
fos 10 25 - - - - - - - - - -
myc 1.1 13 3.5 3 3 1.3 2 2.1 1.1 1.1 22 1.8
H-ras 1 1 t4 1 3 0.8 1.8 13 13 1 3 1.9
G6PDH - - [ 1 1.6 05 14 07 1 0.5 4 1.2
B-actina 2 1.6 21 2 1.8 1 i4 13 i 1.2 2 23

Tabla 4 Induccién de distintos genes implicados en proliferacién a lo largo del tiempo por IGF-1 y 10% FCS

Los adipocitos marrones quiescentes fueron tratados durante 30 minutos, 2, 4, 6, 8 y 24 horas con IGF-1 (1.4 nM), 6
10% FCS, o bien se mantuvieron quiescentes en ausencia de ambos, aislandose el RNA total de las distintas condiciones
estudiadas. Después del analisis por Northern-blot y sucesivas hibridaciones, las autorradiografias se leyeron en un
densitémetro. Los resultados se expresan como el aumento de la expresion (ya normalizada) en niamero de veces respecto
a las células no tratadas (unidad arbitraria 1) a los distintos tiempos de cultivo.
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Figura 8.- El IGF-1 aumenta los niveles de las proteinas PCNA y p2l-ras
en los adipocitos marrones fetales.

Cclulas quiescentes (20 horas deprivadas de suero) fueron incubadas durante 24 horas en
presencia de 1.4 nM IGF-1 (I) o de 10% de suero fetal (F), compardndose con células sin
tratar (C). 20 pg de proteina total de cada condicién fueron sometidos a 8% SDS-PAGE,
transferidos a membranas de nylon, inmunodetectados con anticuerpos monoclonales
contra las protefnas PCNA (panel superior) y p21-ras (panel inferior) y revelados con ECL-
quimioluminiscencia. Se muestran dos autorradiografias representativas y sus
correspondientes andlisis densitométricos expresados como unidades arbitrarias (medias +
S.E.M. de tres experimentos distintos).
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La induccién temprana de los tres primeros genes también se produce en respuesta al suero,
un mitégeno completo, en fibroblastos de ratén (Greengerg y Ziff, 1984; Mulcahy y col.,
1985). Sin embargo, en el modelo de las células Balb/3T3, el PDFG (que se comporta
como factor de competencia) aumenta la expresion de c-fos y c-myc, pero no es capaz de
inducir la de H-ras. Para ello es necesaria la presencia de IGF-1 (un factor de progresién en
este modelo) que aumenta la expresién de H-ras, hecho absolutamente necesario para que
las células progresen a través de la fase G1 y entren en fase S (Lu y Campisi, 1992). El
aumento en la expresién de c-fos y c-myc como genes tempranos de proliferacién en
respuesta a un estimulo mitogénico ha sido ampliamente documentado (Johnson, 1992).
Los productos de dichos protooncogenes son factores de transcripcién que se unen a
secuencias de DNA vy regulan la transcripcién de distintos genes que son expresados
durante la transicion GO-G1 o algo mds tarde, en G1, y que regulan la progresién a través
del ciclo celular. En cuanto a ras, recientes experimentos de microinyeccion con anticuerpos
anti-ras han revelado un punto en la fase G1 tardia donde esta proteina es absolutamente
necesaria para la progresion de células Balb/c 3T3 en el ciclo celular (Dobrowolski y col.,
1994). Por otro lado, la activacién de la protefna p21 ras se ha descrito como uno de los
pasos claves en la via de transduccién de la insulina o IGF-1 que tiene lugar a los pocos
minutos del tratamiento con dichas sefiales, y que es necesario para la estimulacién de la
expresion de genes tempranos como c-fos o c-jun por insulina (Burgering y col,., 1991).
La induccién de la expresién de H-ras en cultivos primarios de adipocitos marrones tanto a
4 como a 24 horas de tratamiento con IGF-1, asi como el aumento en el contenido de p21-
ras paraielo al de PCNA, una proteina directamente implicada en la replicacién del DNA,
ponen de manifiesto la importancia de la protefna ras en la via mitogénica del IGF-1 en este
sistema celular.

Todos los datos presentados nos llevan a proponer al IGF-1 como un mitégeno para
los adipocitos marrones {etales en cultivo, siendo éste un proceso en el que parece estar
implicada la protefna p21-ras.

4.3.- EL 1IGF-1 Y TAMBIEN LA INSULINA PRODUCEN
DIFERENCIJACION ADIPOGENICA Y TERMOGENICA DE LOS
ADIPOCITOS MARRONES FETALES

El IGF-1, ademds de ser un factor de crecimiento que induce proliferacién en una
gran variedad de tipos celulares (entre 1os que podemos incluir los adipocitos marrones,
como ha quedado demostrado en el apartado anterior), tiene tambijén un papel claro en la
diferenciacién celular (Smith y col., 1988; Boney y col., 1994; Jones and Clemmons,
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1995), por lo que nos planteamos estudiar ¢l efecto del IGF-1 sobre la diferenciacién tanto
termogénica como adipogénica de los adipocitos marrones fetales en cultivo, llevando la
insulina en paralelo como control positivo de diferenciacién adipogénica. El sistema de
cultivo utilizado para los estudios de diferenciacién fue el mismo que para los estudios de
proliferacién: células sembradas y mantenidas 5 horas en medio conteniendo 10% FCS
(tiempo 00) y posteriormente deprivadas 20 horas de suero (tiempo 0} antes de estimularlas
con los factores.

4.3.1.- El IGF-1 induce la expresiéon de genes adipogénices, aumenta el
contenido lipidico y la incorporacién de glucosa en adipocitos marrones
fetales

En el apartado 2.1.2 de Antecedentes Bibliogrdficos se han descrito los cambios a
nivel génico, morfolégico y bioquimico que sufren los preadipocitos durante el proceso de
diferenciacién a adipocitos. Asf, se inducen los genes que codifican para enzimas
lipogénicas como la FAS, G3PD, EM asf como el transportador de glucosa Glut 4. Estos
mismos genes aumentan su expresion en el tejido adiposo marrén durante el tiltimo periodo
de gestacion, indicando un proceso de diferenciacién adipogénica. Los adipocitos marrones
fetales de 20 dias en cultivo a tiempo 00 presentan niveles considerables de mRNA para la
FAS y la G3PD, pero apenas expresan Glut 4 y PEPCK (Figura 9). Tras 20 horas en
ausencia de suero la expresién de estos genes disminuyé o al menos no se modificd, a
excepcidn de la PEPCK que se indujo espontdneamente a la largo del tiempo de cultivo. A
partir de este momento, las células se incubaron 24 horas mds en ausencia o presencia de
IGF-1 (1.4 y 14 nM) o insulina (1 y 10 nM). La presencia de 1.4 nM IGF-1 produjo un
aumento de 2 veces sobre la expresién de la FAS, comparando con células control. A la
dosis de 14 nM el incremento fue de 5 veces, alcanzdndose niveles incluso superiores a los
de las células a tiempo 00. La respuesta a 1a insulina fue mayor tanto a concentracién 1 nM
(que produjo un aumento de 6 veces), como a 10 nM que incrementé 7 veces la expresion
de la FAS. El IGF-1 también fue capaz de inducir la expresién de G3PD y de Glut 4 de
forma dosis-dependiente, aumentando 1.8 y 2.5 veces los niveles de mRNA de la primera,
y 3 y 4 veces los de Glut 4 a concentraciones 1.4 nM y 14 nM, respectivamente. En ambos
casos la insulina fue mds potente que el IGF-1, siendo su efecto también dependiente de la
dosis. El IGF-1, al igual que la insulina, produjo efectos represores sobre la expresion de
la PEPCK. Dando el valor de 100 a los niveles de PEPCK mRNA presentes en células
control , el IGF-1 (1.4 nM) los disminuy6 un 21%, mientras que la inhibicién en respuesta
a 14 nM IGF-1 fue del 60% . Los efectos de la insulina en este caso también fueron
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Figura 9.- Efectos del IGF-1 sobre la expresion de genes relacionados con

la diferenciacion adipogénica y termogénica: comparacion con la insulina

Los adipocitos marrones fetales fueron sembrados y mantenidos 5 horas en medic 10%
FCS (1). Posteriormente se les deprivé de suero 20 horas (2) y se les sometio a tratamiento
durante 24 horas: células sin tratar (3), estimuladas con 1.4 nM IGF-1 (4), 14 nM IGF-1
(5), 1nM insulina (6) y 10 nM insulina (7). 15 ug de RNA de cada condicién se sometieron
a andlisis por Northern-blot, hibriddndose con diferentes sondas. En la figura se muestran
las correspondientes autorradiograffas representativas.
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mayores que los del IGF-1 (una disminucion del 74% a la concentracién 1 nM vy del 90% a
la de 10 nM).

1GF-1 por tanto es capaz de aumentar la expresion de FAS, G3PD y Glut 4 (todas
ellas protefnas implicadas en la lipogénesis) aunque en menor grado que la insulina. La
PEPCK es un enzima gliceroneogénica en adipocitos, que se considera un marcador muy
tardio de diferenciacién. La accién sobradamente conocida de la insulina sobre el gen de
PEPCK es inhibidora, habiéndose encontrado secuencias de respuesta a la hormona en el
promotor de dicho gen (Beale y col., 1992). Los resultados presentados sobre la expresién
de PEPCK en adipocitos marrones estdn en concordancia con la literatura existente vy,
puesto que las vias de transduccién de insulina ¢ IGF-1 son similares, y la PI 3-quinasa ha
sido implicada en la regulacion de la expresién de PEPCK por insulina (Sutherland y col.,
1995), los efectos del IGF-1 podrian ser mediados a través de la misma via de sefializacién.

Aunque la induccion de genes marcadores de adipogénesis es una prueba de la
accidn positiva del IGF-1 sobre el programa de diferenciacién de los adipocitos marrones,
s necesario apoyarla con manifestaciones fenotipicas que son consecuencia de los efectos a
nivel génico. Una forma clara de monitorizar el proceso de diferenciacién adipogénica es
medir el contenido citoplasmdtico de lipidos mediante fluorescencia de Rojo Nilo. Segin la
intensidad de esta fluorescencia se pueden dividir las células en poblaciones de bajo, medio
y alto contenido en lipidos citopldsmicos. El tratamiento de los adipocitos marrones con
IGF-1 durante 48 horas produjo una disminucién de 6 veces en el porcentaje de células con
bajo contenido lipidico, mientras que triplicé el nimero de células que dieron alta
fluorescencia de Rojo Nilo, sin apenas variar el porcentaje de células con contenido lipidico
medio. Se puede decir, por tanto, que el IGF-1 produce un desplazamiento de la poblacién
celular hacia la zona de alta intensidad de fluorescencia, indicadora de mayor contenido
citoplasmadtico de lipidos, de forma similar a como lo hace la insulina (Figura 10).
Paralelamente a este incremento en el contenido lipidico se produce un aumento en la
incorporacion de glucosa (necesaria para la sintesis de dcidos grasos y triglicéridos) de 3 y
5 veces en respuesta a IGF-1 e insulina, respectivamente, tomando como control células sin
tratar (Figura 11). Esta medida se realizé a largo plazo, es decir, de forma acumulativa
durante las 24 horas de tratamiento, pudiendo deberse ia incorporacién de glucosa no sélo a
la traslocacion del trasportador dependiente de insulina, Glut 4, a la membrana plasmatica,
sino también a la sintesis “de novo” de Glut 4 puesto que estd aumentada su expresién
génica. Asimismo, también podrfa estar interviniendo el otro transportador de glucosa
descrito en adipocitos marrones: et Glut 1.
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TRATAMIENTOS
%0 células con (
ﬁ‘;)?éﬁ:égdo control IGF-1 insulina
bajo 36 6 13,9
medio 45,5 47.5 34.3
alto 17,5 46,5 S1.8

Figura 10.- IGF-1 e insulina aumentan el contenido lipidico de los
adipocitos marrones fetales.

Células deprivadas de suero 20 horas fueron tratadas durante 48 horas con IGF-1 (1.4
nM) o insulina (1 nM) y comparadas con células sin estimular. Después de tefiirlas con
Rojo Nilo, se midié la fluorescencia de dicho colorante en el citémetro de flujo. Se muestra
un experimento representativo con los porcentajes de las distintas poblaciones celulares
(con alto, medio y bajo contenido lipidico) segin la intensidad de fluorescencia emitida,
tras los distintos tratamientos.
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Figura 11.- IGF-1 e insulina aumentan la incorporacién de glucosa en los

adipocitos marrones fetales en cultivo

Para los estudios de incorporacién de glucosa las células deprivadas de suero se incubaron
durante 20 horas en medio de cultivo conteniendo 2-deoxi-D(1-3H)-glucosa, en ausencia o
presencia de IGF-1 (1.4 nM) o insulina (1nM). Los resultados se expresan como
dpm/placa (x103) y son la media +S.E.M. de tres experimentos distintos.
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4.3.2.- El IGF-1 y también la insulina aumentan la expresién de UP

El gen de la UP se estudié como marcador de diferenciacién termogénica (Figura
9). Los adipocitos marrones fetales de 20 dias a tiempo 00 de cultivo expresan
considerables niveles de UP, que disminuyen tras 20 horas en ausencia de suero. El
tratamiento con IGF-1 o insulina durante 24 horas consiguié elevar estos niveles. Sin
embargo, a diferencia de los genes relacionados con la adipogénesis, la induccién de la
expresion de UP fue similar en respuesta a IGF-1 o insulina a cualquiera de las dos
concentraciones estudiadas (en todas las condiciones la induccidn fue de 4 veces respecto a
las células control).

4.3.3.- La induccién de la FAS y de la UP por IGF-1 o insulina es

dependiente del tiempo siendo inhibida por la presencia de actinomicina D.

Con el fin de profundizar en la induccién de la expresién génica mediada por
insulina e IGF-1, nos propusimos estudiar la FAS y la UP como marcadores de
diferenciacién adipogénica y termogénica, respectivamente. Para ello, realizamos un
estudio de expresion de los mRNAs a lo largo del tiempo (Figuras 12 y 13). Los adipocitos
marrones fueron incubados durante 1, 3, 6 y 24 horas en ausencia o presencia de IGF-1
(1.4 nM) o insulina (1nM). La induccién de ambos genes mediada tanto por IGF-1 como
por insulina fue dependiente del tiempo, observdndose ya efectos tras una hora de
tratamiento. La insulina a cualquier tiempo fue mds potente que el IGF-1 sobre la expresién
de la FAS. Sin embargo, la insulina mostré efectos mayores que el IGF-1 sobre la

expresion de UP a tiempos cortos, siendo similares a tiempos mds largos.

La induccidn tan temprana de los niveles de la FAS y de la UP hizo pensar en la
postbilidad de un mecanismo a nivel transcripcional. Como un primer abordaje a este
estudio nos planteamos la prueba indirecta de estimular las c€lulas con IGF-1 o insulina,
habiéndolas tratado previamente con un inhibidor de la transcripcién génica como es la
actinomicina D. Otra seiial que se incluyé en este estudio fue el dbAMPc, conocido
activador transcripcional de la UP, que se llevé como control positivo sobre la expresién de
UP (Figura 14). El pretratamiento con actinomicina D inhibié por completo la expresién de
FAS. Sin embargo, la inhibicion sobre la expresién de UP fue parcial, lo cual nos sugirié
que posiblemente otros mecanismos postranscripcionales, tales como la estabilizacion del

mensajero, también pudieran actuar sobre la expresion de este gen.
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Figura 12.- Estudio de la induccién con el tiempo de los niveles de mRNA
de la UP por IGF-1 e insulina

Los adipocitos marrones deprivados 20 horas de suero fueron estimulados con 1.4 nM
IGF-1 (I) o 1 nM insulina (ins) durante 1, 3, 6, y 24 horas y comparados con células
control. Se muestra una autorradiografia representativa, as{ como los niveles de UP en
unidades arbitrarias después de normalizar con el RNA ribosomal 18S. Los resultados son

la media + S.E.M. de tres experimentos.
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Figura 13.- Estudio de la inducciéon con el tiempo de los niveles dei mRNA
de la FAS por IGF-1 e insulina

Los adipocitos marrones fueron tratados durante 1, 3, 6, y 24 horas con 1.4 nM IGF-1 (I)
o 1 nM de insulina (ins), o se mantuvieron en ausencia de sefiales externas (C). Se muestra
una autorradiografia representativa, asi como los niveles de FAS en unidades arbitrarias
tras normalizacién con RNA ribosomal 18S. Los resultados son la media + S.E.M. de tres
experimentos distintos,
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Figura 14.- Efecto de la Actinomicina D sobre la induccion de la expresion
de los mRNAs de UP y FAS por IGF-1 e insulina

Los adipocitos marrones deprivados de suero durante 20 horas sufrieron un pretratamiento
de 14 horas con actinomicina D (5 pg/ml) antes de ser estimulados durante 5 horas con 1.4
nM IGF-1 (I), 1 nM insulina (ins) ¢ 0.5 mM dbAMPc (A), o permanecer en ausencia de
sefiales adicionales (C). Se aislo €] RNA total de cada condicién , asi como de células
estimuladas o no con IGF-1, insulina o dbAMPc sin haber sido previamente sometidas a
tratamiento con actinomicina. Se muestran Northern-blots representativos tras hibridacién
con las sondas radiactivas de FAS y de UP.
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4.3.4.- El IGF-1 y también la insulina aumentan la transcripcién “in vitro"
de FAS y de UP

Los ensayos de transcripcién “in vitro” (Figura 15) en nicleos aislados a partir de
células incubadas en ausencia o presencia de IGF-1 o insulina durante 2 horas, muestran
un aumento de 3 veces en la velocidad de transcripcién del gen de la FAS en respuesta a
IGE-1, al compararla con la de las células sin tratar. La estimulacién con insulina produjo
un aumento de 5 veces en la trancripcion de dicho gen. En el caso de la UP, las células
estimuladas tanto con IGF-1 como con insulina presentaron niveles de transcripcién
similares a los inducidos por dbAMPc (3 veces superiores a los de las células no tratadas).

Resumiendo todos los datos presentados en este apartado podemos decir que el
IGF-1 produce diferenciacién adipogénica de los adipocitos marrones fetales en cultivo,
induciendo la expresién de genes relacionados con la lipogénesis, tales como la FAS, la
G3PD y el Glut 4, lo cual conduce a un aumento en la captacion de glucosa y en el
contenido citoplasmadtico de lipidos. Los efectos sobre la expresién de FAS se producen a
nivel transcripcional, de igual forma que en respuesta a insulina, para la cual se han descrito
elementos de respuesta en el promotor de dicho gen (Moustaid y col., 1994). Sobre el
programa de diferenciacién termogénica, tanto IGF-1 como insulina son capaces de inducir
la expresién de UP de forma similar al dbAMPc, debiéndose este efecto, al menos en parte,
a un aumento en la velocidad de transcripcién del gen.

A lavista de los resultados obtenidos se puede concluir que el IGF-1 es una sefial
importante en el desarrollo del BAT, capaz de inducir la proliferacion y la diferenciacién en
cultivos primarios de adipocitos marrones fetales. Aunque dichos procesos se consideran
mutuamente excluyentes, existen trabajos que describen efectos duales del IGF-1 sobre
proliferacién y diferenciacion de mioblastos (Quinn y col., 1994} y de adipocitos 3T3-L.1
(Weiland y col., 1991). En los tltimos afios se ha puesto de manifiesto la importancia de la
proteina ras en la ruta de transduccién del IGF-1, tanto en procesos de proliferacion como
de diferenciacién. En adipocitos marrones el IGF-1 aumenta la expresién de H-ras asi

como los niveles de protefna p21-ras, sugiriéndose un papel clave para esta protefna en la
induccién de ambos procesos.
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Figura 15.- Aumento de la velocidad de transcripcién del gen de la UP y de
la FAS en adipocitos marrones en presencia de IGF-1 o insulina

Los adipocitos marrones deprivados 20 horas de suero fueron mantenidos en ausencia de
sefiales (C), o estimulados con 1.4 nM IGF-1 (I), 1 nM insulina (ins) 6 dbAMPc 0.5 mM
(A) durante 2 horas. Se aislaron nicleos de cada condicién y con ellos se realizaron
ensayos de transcripcién “in vitro” € hibridaciones con 2 ug de cada DNA fijados en
membranas de nylon, tal como se describe en Material y Métodos. En los paneles
superiores se muestran autorradiograffas representativas, y en los paneles inferiores la
representacion de las medias de los niveles de transcripcién en unidades arbitrarias tras la
lectura densitométrica de tres experimentos + S.E.M. A la lectura de todas las bandas se les
resto la lectura del plasmido portador de las sondas (pUC12 en el caso de la FAS) y
(pBR322 en el de la UP) y se normaliz6 con la correspondiente sefial de B-actina .
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4.4.- TNF-a INHIBE LA DIFERENCIACION ADIPOGENICA INDUCIDA
POR INSULINA O IGF-1

Hasta aqui, se han estudiado sefiales positivas en relacién con la diferenciacién de
los adipocitos marrones fetales. Sin embargo, el desarrollo de un tejido se produce no sélo
en funcién de sefiales que actian positivamente sobre el proceso, sino también de factores
que lo inhiben. La diferenciacién adipogénica es claramente inhibida por el TNF-a (Torti y
col., 1989; William y col., 1992), un factor que ademds se ha demostrado produce
resistencia a la accion de la insulina (Hotamisligil y col., 1993), por lo que nos planieamos
estudiar el efecto de esta citoquina sobre la diferenciacién adipogénica inducida por insulina
0 IGF-1 en adipocitos marrones fetales.

4.4.1.- El TNF-a inhibe la induccién de genes adipogénicos, la

acumulacion de lipidos y la incorporaciéon de glucosa estimulada por
insulina o IGF-1

En el apartado 4.3.1 hemos descrito un aumento en la expresién de la FAS, la
G3PD y el Glut 4 en los adipocitos marrones fetales de 20 dias en cultivo tratados durante
24 horas con IGF-1 o insulina, asf como un incremento en el contenido de lfpidos y en la
incorporacion de glucosa en respuesta a cualquiera de las dos sefiales. Para estudiar los
efectos del TNF-a sobre la diferenciacion adipogénica inducida por IGF-1 o insulina, las
células fueron sembradas y deprivadas de suero durante 20 horas, manteniéndolas a
continuacién otras 24 horas en presencia o ausencia de I1GF-1 (1.4 nM) o insulina (1 nM),
siendo comparadas frente a células sometidas a los mismos tratamientos, pero en presencia
de TNF-a (10 ng/ml).

Estudiamos el efecto del TNF-a, en primer lugar, sobre la expresién de genes
relacionados con adipogénesis (Figura 16). La presencia de TNF-a disminuy6 un 75% y
un 50% los niveles del mRNA de la FAS inducidos por IGF-1 e insulina, respectivamente.
Porcentajes similares de inhibicién fueron observados sobre la expresién de la G3PD y del
transportador de glucosa Glut 4 (Figura 17), todos ellos genes implicados en la
diferenciacién adipogénica de los adipocitos marrones. Sin embargo, €l TNF-a no produjo
efecto alguno sobre la expresion génica de PEPCK mediada por IGF-1 o insulina, aunque
“per se “ también fue capaz de disminuir los niveles del mRNA de 1a PEPCK encontrados
en las células control (Figura 16).
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Figura 16.- Efectos inhibidores del TNF-a sobre la expresién de genes

implicados en la diferenciacion adipogénica de los adipocitos marrones

Los adipocitos marrones procedentes de fetos de 20 dfas fueron incubados 20 horas en
medio sin suero, y posteriormente 24 horas més en presencia o ausencia de 1GF-1 (1.4
nM) o insulina (1nM) y /o TNF-a (0.6 nM). 15 pg de RNA total de cada condicién fueron
sometidos al andlisis del Northern-blot, hibriddndose con sucesivos cDNAs marcados

radiactivamente. Se muestran autorradiografias representativas.
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Figura 17.- Anilisis densitométrico de los niveles de mRNAs modulados
por TNF-a

Las autorradiograffas de la Figura 16 fueron sometidas a andlisis densitométrico. Los
resultados se expresan como unidades arbitrarias después de normalizar con el RNA
ribosomal 18S, y son media + S.E.M. de tres experimentos diferentes.
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Ademds de genes relacionados con adipogénesis, también quisimos estudiar c6mo
afectaba el TNF-a a la expresién del marcador de diferenciacién termogénica de los

adipocitos marrones, la UP, encontrando que la presencia de dicha citoquina no modifica o
en todo caso aumenta levemente tanto los niveles de UP inducidos por IGF-1 o insulina
como los de las células control (Figura 18).

Aunque el TNF-a mostré efectos inhibidores sobre la induccioén de genes
lipogénicos mediada tanto por IGF-1 como por insulina, nuestra atencién se centré en los
efectos de dicha citoquina sobre la accién de la insulina, ya que los efectos de esta hormona
sobre la diferenciacién adipogénica de los adipocitos marrones son mds potentes que los
del IGF-1, y ademds existfa abundante literatura que implicaba al TNF-a en fendmenos de
resistencia a [a accion de {a insulina. Para ello, estudiamos otros pardametros relacionados
con la diferenciacién adipogénica, tales como el contenido en lipidos citoplasmaticos y el
transporte de glucosa. Las células sin estimular o tratadas 24 horas con insulina en ausencia
o presencia de TNF-a fueron tefiidas con Rojo Nilo, y 1a fluorescencia emitida por dicho
colorante se determiné en un citémetro de flujo. En la Figura 19 se muestra un experimento
representativo con las medias de intensidad de fluorescencia indicadoras del contenido de
lipidos citoplasmdticos en cada condicion. Como puede apreciarse, la presencia de TNF-a
produjo una inhibicién del 40% sobre la acumulacién de lipidos citoplasmdticos inducida
por insulina.

Aunque los efectos de la insulina sobre la incorporacién de glucosa los hemos visto
en el apartado 4.3.1 a largo plazo y de forma acumulada, para estudiar el efecto del TNF-a.
sobre el transporte de glucosa inducido por insulina debido a la traslocacién de Glut 4 nos
planteamos una estimulacién puntual con insulina, de 10 minutos, habiendo pretratado o no
las células con TNF-a. Como se muestra en la Figura 20A, el pretratamiento con TNF-a
produjo un ligero aumento en el trasporte basal de glucosa, seguramente debido al
transportador Glut 1, con una disminucién paralela en la capacidad de la insulina para
estimular el transporte adicional de glucosa, dando como resultado una inhibicién del 60%

en el transporte de glucosa inducido por insulina 1 nM, y del 40% en el estimulado por
insulina 10 y 100 nM (Figura 20B).

Todos los datos presentados hasta ahora demuestran que el TNF-a es capaz de
inhibir el proceso de diferenciacion adipogénica en adipocitos marrones fetales, impidiendo
la induccién de genes lipogénicos mediada por IGF-1 o insulina, asi como la acumulacién
de lipidos y el transporte de glucosa inducidos por insulina.

Aunque las vias de transduccién del TNF-a todavia no estdn bicn definidas,
estudios recientes han demostrado que esta citoquina interfiere con la sefializacién de la
insulina inhibiendo la fosforilacién en tirosina del receptor y de su principal sustrato
citosolico: el IRS-1 (Feinstein y col., 1993; Hotamisligil y col., 1994).
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Figura 18.- Efectos del TNF-a sobre la expresiéon de la UP

Los adipocitos marrones deprivados de suero 20 horas fueron incubados durante 24 horas
en ausencia de sefiales (C) o estimuladas con TNF-a 0.6 nM (T), insulina 1 nM (i), IGF-1
1.4 nM (I), TNF-a +insulina (i+T) o TNF-a +IGF-1 (I+T). 15 ug de RNA total de cada
condicién fueron sometidos a andlisis por Northern-blot e hibridados con el cDNA de la

UP, marcado radiactivamente. Se muestran autorradiograffas representativas.
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Figura 19.- TNF-o impide la acumulacién de lipidos inducida por insulina

Los adipocitos marrones quiescentes fueron tratados con o sin insulina (1 nM), en

presencia o ausencia de TNF-a durante 24 horas. El contenido de lipidos citoplasmaticos

se determinéd mediante la tincién con Rojo Nilo y la medida de la fluorescencia emitida en

un citémetro de flujo

. Se muestra un experimento representativo con las medias de las

intensidades de fluorescencia expresadas como unidades arbitrarias
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Figura 20.- El TNF-a inhibe el transporte de glucosa inducido per insulina

en los adipocitos marrones en cultivo.

Los adipocitos marrones fetales quiescentes fueron incubados durante 20 horas en
presencia o ausencia de TNF-a (0.6 nM), y posteriormente fueron estimulados con
distintas dosis de insulina (0, 1, 10, y 100 nM), procediéndose a medir a continuacién la
incorporacién de 2-deoxy-D (1-3H)-glucosa durante 5 minutos. En el pancl A se representa
la incorporacién de glucosa (dpm/placa} de cada condicién, y en el panel B el transporte de
glucosa inducido por insulina a las distintas dosis ( dpm de 3H-glucosa incorporados/placa,
después de restar el transporte basal , que corresponde a la glucosa incorporada en ausencia
de insulina).
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Por ello, nos propusimos estudiar si los efectos inhibitorios que vefamos de! TNF-
o sobre las acciones adipogénicas de la insulina en adipocitos marrones se debian al
bloqueo en algiin punto de la via de transduccién de la insulina.

4.4.2.- El TNF-a bloquea la accién de la insulina inhibiendo la
fosforilacién del receptor

El pnmer paso en la via de sefializacién de la insulina tras su unién con el receptor,
es la estimulacién de la actividad tirosina quinasa del mismo que conduce a la
autofosforilacién en residuos de tirosina de la cadena B del receptor.

Para estudiar el efecto del TNF-a sobre la fosforilacién del receptor de la insulina
en los adipocitos marrones fetales, las células deprivadas de suero fueron pretratadas con
TNF-a durante 20 horas antes de estimularlas 10 minutos con insulina. Realizamos
inmunoprecipitaciones con el anticuerpo dirigido contra la cadena 8 del receptor de la
insulina y con dichos inmunoprecipitados se llevaron a cabo dos tipos de ensayos: ensayos
de Western-blot con anticuerpos anti-fosfotirosina (Figura 21) y ensayos de actividad
quinasa “in vitro” (Figura 22). El primero revela los niveles de fosforilacién de la cadena B
del receptor y el segundo la actividad autofosforilante del receptor. En ambos ensayos
pudimos apreciar que en células pretratadas con TNF-a se producia una inhibicién del
45% en la fosforilacién de la cadena B inducida por insulina, pudiendo ser éste un
mecanismo por el cual el TNF-a ejerza su efecto antiadipogénico en relacién con la
insulina.

Por otro lado, el TNF-a, a través de su propia via de seiializacién, podria estar
activando segundos mensajeros que serfan responsables de los efectos “per se” de la
cltoquina, tales como el aumento en ¢l trasporte basal de glucosa, la represién de la PEPCK
y los efectos inductores sobre la expresién de UP.
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Figura 21.- El TNF-a inhibe la fosforilacién en tirosina de la cadena B del

receptor de la insulina

Los adipocitos marrones fetales cultivados 20 horas en ausencia o presencia de TNF-a (0.6
nM) fueron estimulados durante 5 minutos con o sin insulina 10 nM. 600 pg de proieina
total de cada condicién fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-cadena 3 del
receptor de la insulina, sometidos a electroforesis en geles 8% SDS-PAGE y analizados
mediante Western-blot con anticuerpos anti-Tyr(P).
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Figura 22.- Efectos del TNF-a sobre Ia actividad quinasa del receptor de Ia
insulina

Las células se sometieron al mismo tratamiento que en la Figura 21. 600 ug de proteina
total de cada condicién fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-cadena B del
receptor de la insulina, realizandose un ensayo de actividad quinasa "in vitro" en dichos
inmunoprecipitados. Se muestra una autorradiografia representativa donde se aprecia la

autofosforilacién de la cadena B del receptor de la insulina tras el ensayo quinasa y posterior
electroforesis.
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4.5.- EL TGF-8 INDUCE MITOGENESIS EN ADIPOCITOS MARRONES
FETALES EN CULTIVO

Ademds del IGF-1, al que por los resultados presentados en apartados anteriores se
le propone como una sefial importante en el desarrollo del BAT durante el perfodo fetal,
otros factores de crecimiento como el TGF-B podrfan estar también implicados. El TGF-B
pertenece a una superfamilia de factores multifuncionales que presenta una gran variedad de
efectos, incluyendo la estimulacién/inhibicién del crecimiento y diferenciacion celular. Es
expresado por tejidos mesenquimdticos y hematopoyéticos durante el desarrollo fetal, y
actua a través de receptores especificos que han sido identificados en células de una gran
variedad de tejidos: conectivo, epitelial, condrogénico, miogénico, hematopoyético y
adipogénico. Por todo ello, nos propusimos estudiar la posibilidad de que los adipocitos
marrones fetales presentaran receptores para TGF-B en su superficie que les capacitara para
responder a dicho factor, asi como estudiar los efectos de TGE-B sobre los procesos de
proliferacién y diferenciacién de estas células.

4.5.1.- Los adipocitos marrones fetales presentan varios tipos de
receptores para TGF-B, al que unen con alta afinidad

Los adipocitos marrones fetales de 20 dfas en cultivo presentan en su superficie
13.600+1.600 sitios de unién para el TGF-B, al que ligan con muy alta afinidad
(Kd=52.6+4.0 pM). Dichos datos han sido calculados por andlisis de Scatchard a partir de
la curva de saturacién representada en la Figura 23A. Estudios de unién irreversible con
(1251)-TGF-B revelaron la existencia de los receptores tipo 1, I y Il como las principales
especies presentes en los adipocitos marrones, asf como la presencia de una especie
minoritaria que mostré un tamafio de aproximadamente 140 kDa, similar a la isoforma de
135 kDa descrita en fibroblastos de ratén 3T3-L1 (Ignotz y Massagué, 1985) (Figura 23B).
Todos estos datos apuntan hacia el TGF-B como una sefial que, de manera
autocrina/paracrina, podria estar actuando sobre el BAT durante el desarrollo fetal.

4.5.2.- El TGF-8 aumenta la sintesis de DNA, el porcentaje de células en
fases S y G2/M del ciclo celular y el nimero de células

Para estudiar los efectos del TGF-B sobre la proliferacion de adipocitos marrones se
sigui6 el mismo esquema de cultivo que en el caso del IGF-1. Las células se sembraban a
baja densidad (10x105 células/placa de 60 mm de didgmetro) en medio MEM suplementado
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Figura 23.- Caracterizacion del sistema de receptores para TGF-8 en los

adipocitos marrones fetales

(A) Después de mantener los adipocitos marrones 20 horas en ausencia de suero, éstos
fueron incubados durante 3 horas a 20°C con (125)-TGF-B en ausencia o presencia de
concentraciones crecientes de TGF-8 {rio para los estudios de desplazamiento, tal y como
se indica en ¢l apartado 3.8.1 de Material y métodos. La gréfica representa al TGF-B unido
frente al ligando libre (medias + S.E.M. de tres experimentos diferentes). (B) Para los
experimentos de unién irreversible, las células deprivadas de suero durante 20 horas fueron
incubadas durante 3 horas con (1251)-TGF-8 en ausencia o presencia de un exceso de
ligando frio, tal y como se describe en la seccidn 3.8.2 de Material y métodos. Se muestra
un experimento representativo de tres, donde las flechas indican las diferentes especies

moleculares de los receptores de TGF-B.
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con 10% FCS durante 5 horas, tiempo necesario para la adhesién al plato.A continuacién,
se lavaban las placas dos veces con PBS con objeto de eliminar las células hematopoyéticas
y los adipocitos no adheridos a la placa de cultivo, con lo cual quedaban aproximadamente
el 60% del total de las células sembradas (tiempo 00 de cultivo). Posteriormente, se
incubaban las células remanentes durante 20 horas en ausencia de suero (tiempo 0 de
cultivo), periodo de tiempo en el que se pierden alrededor del 24% de células. A partir de

este momento las células eran mantenidas en ausencia de sefiales o estimuladas con TGF-B
u otros factores mitogénicos conocidos.

Puesto que el TGF-B presenta efectos tanto estimuladores como inhibidores del
crecimiento dependiendo del tipo celular, el primer paso fue determinar si en nuestro
sistema los efectos del TGF-B sobre la proliferacién eran positivos o negativos, midiendo la
incorporacién de (3H)-Timidina a sintesis de DNA en presencia de distintas
concentraciones del factor. Los adipocitos marrones quiescentes tratados durante 24 horas
con TGF-8 aumentaron la incorporacién de (3H)-Timidina en comparacién con células
control. Los mayores efeclos se obtuvieron a la concentracién de 1 pM en los estudios de
dosis-respuesta (Figura 24, panel superior), por 1o que esta concentracion fue la utilizada
en todos los experimentos posteriores. El potencial mitogénico del TGE-B en adipocitos
marrones se compard con ¢l de otros mitégenos ya conocidos para estas células (Figura 24,
panel inferior). El TGF-B aument6 6 veces la incorporacién de (3H)-Timidina, siendo este
efecto similar al producido por el 10% FCS y superior al de! IGF-1 (1.4 nM). La
combinacién de TGF-B e IGF-1 no produjo efectos sinergfsticos sobre la sintesis de DNA.

Para estudiar en profundidad los efectos positivos del TGF-8 sobre el crecimiento
de adipocitos marrones fetales en cultivo se determinaron a dos tiempos (24 y 48 horas de
estimulacion) varios pardametros relacionados con la proliferacién. La incorporacién de
(3H)-Timidina se vi6 significativamente incrementada por la presencia de TGF-8 (1pM)
durante 24 y 48 horas (6 y 9 veces, respectivamente comparando con células control).
Paralelamente a este aumento en la sintesis de DNA, el porcentaje de c€lulas en fases
S+G2/M del ciclo celular también fue mayor en c€lulas tratadas 24 y 48 horas con TGF-8
que en adipocitos marrones no estimulados (1.5 y 3.2 veces respectivamente). En cuanto al
nimero de células, TGF-8 increment6 1.8 veces a 24 horas y 3 veces a 48 horas el nimero
de células/placa comparando con células quiescentes no tratadas a los mismos tiempos de
cultivo. Todos los efectos del TGF-B sobre los pardmetros estudiados: incorporacion de
(3H)-Timidina a DNA, porcentaje de células en fases S+G2/M del ciclo celular y nimero de
células, fueron similares a los producidos por el 10% FCS (control positivo de
proliferacién) vy se muestran en la Tabla 5.
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Figura 24.- Efectos del TGF-B sobre la sintesis de DNA en adipocitos

marrones fetales: dosis-respuesta y comparaciéon con otros mitégenos

(Panel superior): Células quiescentes (20 horas deprivadas de suero) fueron incubadas
durante 24 horas en presencia de concentraciones crecientes de TGF-8. La incorporacién de
(3H)-Timidina se determiné durante las 4 dltimas horas de cultivo. Los resultados se
expresan como dpm/placa y son la media + S.E.M. de tres experimentos distintos. (Panel
inferior): Células quiescentes fueron cultivadas durante 24 horas en ausencia o presencia de
TGF-8 (1pM), 0 IGF-1 (1.4 nM), o TGF-B + IGF-I, 6 10% de suero fetal, y se midié la
incorporacion de (3H)-Timidina como se ha descrito anteriormente. Los resultados estdn
expresados como porcentaje de radiactividad incorporada respecto a células control sin
tratar (100%), y son la media + S.E.M. de tres experimentos independientes.



TIEMPO (H) 00 0 24 48

Tratamiento

Niamero de células 5911 4.5£0.5 3.2+£0.3 5.6+0.5* 5.5¢0.6+ 2.9:03 8 610.6* 8.7:0.8+
(x10°% células/piaca)

Ciclo celular 150£3.0 59x1.2 5.5+¢0.7 14.1:2.0* 150219+ 45:0.6 14.4:x1 3% 151x1 %
(%S+G2/M)

(H)-Timidina - 1242 9+l 636 5925+ 911 93sras 878+
(x10° dpm/placa)

Tabla 5 Efectos del TGF-P a 24 y 48 horas sobre la incorporacion de (*H)-Timidina, el ciclo celular y el nimero

de células

Las células fueron sembradas a una densidad de 10 x 10° células/placa, y después de 4 horas en presencia de suero
(tiempo 00) se les deprivo de) mismo durante 20 horas (tiempo 0). Posteriormente se incubaron 24 ¢ 48 horas en medio
libre de suero en ausencia o presencia de TGF- (1 pM) 6 10% de suero (FCS). A los distintos tiempos de cultivo se
determinaron varios parametros: la incorporacion de (*H)-Timidina se expresa como dpm/placa, el ciclo celular como
porcentaje de células en fases $+G2/M del ciclo cdidlar, v el ntimero de células como délulas/placa. Todoslos resultados
son 12 media = S.E.M. de ‘tres experimentos distintos. Los valores en presencia de TGF-p o en presencia de 10% FCS
que fueron significativamente diferentes, segn el test de Student, de sus controles a los tiempos de cultivo

correspondientes se indican como * y + respectivamente (*, + p<0.05).
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Realizando ensayos autorradiograficos de marcaje nuclear con (*H)-Timidina en
ausencia y presencia de TGF-B durante 48 horas se observé un porcentaje de nicleos
marcados de 11.320.7 en células sin tratar y de 50.2+1.9 en células estimuladas con T GF-
B (Figura 25,A,B,C,D). Se muestran también microfotograffas magnificadas de los
adipocitos marrones, presentando el fenotipo de gotas de grasa multiloculares que han dado

positivo y negativo al marcaje nuclear con (3H)-Timidina en presencia de TGF-8. (Figura
25,E.F).

4.5.3.- El TGF-8 induce la expresion de genes tempranos de proliferacién,
asi como el contenido de las proteinas PCNA y p21 ras

Se llevé a cabo un estudio del efecto del TGF-B sobre la expresién de genes
relacionados con proliferacién (c-fos, c-myc, cdc2, H-ras, GOPD y B-actina) a lo largo del
tiempo de cultivo, compardndolo con el de las células sin tratar. En la Figura 26 se
muestran diferentes Northern-blots representativos. Los andlisis densitométricos de los
mismos, tras normalizacién con el RNA ribosomal 18S se muestran en la Tabla 6. La
expresién de c-fos fue detectada unicamente en las células tratadas con TGF-8 durante 30
minutos, permaneciendo casi indetectable bajo otras condiciones experimentales. El TGF-8
aumenté significativamente (2.2 veces) los niveles de mRNA de c-myc a 2 horas, asi como
2 veces la expresién de H-ras y G6PD tras 4 y 8 horas de tratamiento. Las dos isoformas
de mRNA para la cdc2 quinasa (Dalton, 1992) aumentaron de forma coordinada en
respucstaa TGF-8 (3 y 2 veces tras 4 y 8 horas, respectivamente). El gen de la B-actina en
adipocitos marrones también se transcribe dando dos isoformas de mRNA,, de las cuales la
de expresién mayoritaria sufrié un pequefio aumento (< 2 veces) después de 2 y 4 horas de
tratamiento con TGF-B.

Ademds de este estudio sobre expresién génica, se determinaron ios niveles de dos
proteinas relacionadas con la proliferacién (PCNA y p21 ras) tras 12 horas de tratamiento
con TGF-B. Los resultados pusicron de manifiesto una induccién de 6 veces en el

contenido de la PCNA y de 2 veces en el de la proteina p21 ras en respuesta a TGF-8
(Figura 27).

Todos los resultados presentados demuestran que el TGF-8 a la concentracion de 1
pM induce mitogénesis en los adipocitos marrones fetales de rata en cultivo primario,
incrementando la sintesis de DNA, el porcentaje de células en fases S+G2/M del ciclo
celular, y el niimero de células tras 24 horas de cultivo de forma similar al 10% FCS.
Ademis, el efecto del TGF-B a 48 horas sobre la incorporacién de (3H)-Timidina a DNA y
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Figura 25.- El TGF-B incrementé el nimero de nicleos marcados en los
adipocitos marrones fetales

Células quiescentes (20 horas deprivadas de suero) fueron incubadas durante 48 horas en
ausencia (A, B) o en presencia de 1 pM de TGF-B (C, D, E, F), con la presencia continua
de (*H)-Timidina, como se describe en la seccidn 3.7.2 de Material y Métodos. Las placas
fueron cubiertas con un film (Kodak AR 10 stripping film), expuestas durante 2 semanas,
y reveladas. Los nicleos se tifieron con Giemsa. A, C, E: Microfotogralfas en contraste de
fase. B, D, F: Microfotografias de campo claro. La magnificacidn para A, B, C y D se
muestra en D (la barra equivale a 20 um). La magnificacidn para E y F se muestra en F (la
barra equivale a 40 um).
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Figura 26.- Analisis por Northern-blot de los efectos del TGF-B sobre la
expresién de genes tempranos de proliferacién

Células deprivadas de suero 20 horas fueron tratadas durante 30 minutos, 2, 4 y 8 horas
con 1 pM TGF-8 (T) o bien se mantuvieron quiescentes sin estimular (C). 10 ug de RNA
total de cada condicién fue sometido a andlisis de Northern-blot, hibriddndose con varios
cDNAs marcados radiactivamente. Se muesiran auiorradiografias representativas.
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Tabla 6 Cuantificacién de los niveles de expresion de genes tempranos de proliferacién inducidos por TGF-B

a distintos tiempos

Las autorradiografias de la figura 2

18S. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias

5 se sometieron a andlisis densitométricos y se normalizaron con la cantidad de rRNA
y son las medias £ SEM. de tres experimentos

independientes. Los valores en presencia de TGF-B que fueron significativamente distintos de sus controles a los tiempos

correspondientes por ¢l test de Student se indican con * (p<0.05).
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Figura 27.- El TGF-8 aumenta los niveles de las proteinas PCNA y p21-

ras en los adipocitos marrones fetales.

Células quiescentes (20 horas deprivadas de suero) fueron incubadas durante 12 horas en
presencia de 1 pM TGF-8 (T) y comparadas con células sin tratar (C). 20 ug de protefna
total de cada condicién fueron sometidos a 8% SDS-PAGE, transferidos a membranas de
nylon, inmunodetectados con anticuerpos monoclonales contra las protefnas PCNA (panel
superior) y p2l-ras (panel inferior) y revelados con ECL-quimioluminiscencia. Se
muestran autorradiografias representativas y andlisis densitométricos expresados como

unidades arbitrarias (medias + S.E.M. de ires experimentos distintos).
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sobre el nimero de células fue mayor que a 24 horas, con un porcentaje similar de células
en fases S+G2/M del ciclo celular. Dichos resultados sugieren que la misma poblacién de
células pudiera experimentar dos vueltas al ciclo celular. Puesto que la presencia de TGF-B
durante 48 horas duplicé el miimero de células presentes a tiempo O de estimulacion, parece
que este factor actia como un mitégeno en adipocitos marrones fetales en cultivo. Ademds,
adipocitos marrones mostrando el fenotipo de gotas de grasa en depdsitos multiloculares
resultaron ser positivos en el ensayo de marcaje nuclear con {(3H)-Timidina, lo cual nos
sugirié que células diferenciadas son capaces de proliferar en cultivo en respuesta a TGF-B.

Aunque los resultados presentados indican que TGF-B en ausencia de otros
factores de crecimiento exdgenos es un mitdgeno directo para los adipocitos marrones, no
se puede excluir la posibilidad de que estuviera actuando como un factor de supervivencia
que permitiera a las células responder a mitégenos producidos endégenamente a lo largo del
cultivo. Este, de hecho, es el mecanismo mds aceptado por el que se explican los efectos
estimuladores del crecimiento del TGF-# en algunos tipos célulares (Moses y col., 1990).
Sin embargo, en cultivos primarios de precursores de adipocitos de pollo se han descrito
efectos proliferativos para el TGF-8 mostrando evidencias de una accién directa no mediada
por otros factores autocrinos (Butterwith and Goddard, 1991).

Por otro lado, el TGF-8 (1pM) como unico factor afiadido exégenamente, induce en
los adipocitos marrones fetales la expresién de genes muy tempranos de proliferacion, tales
como c-fos (30 minutos) y c-myc (2 horas), y genes tempranos como cdc2 y H-ras (a4 y 8
horas) con una cinética similar a la del 10% FCS o IGF-1 (1.4 nM) descrita ya en el
apartado 4.2.3., hecho que apoya la idea de que el TGF-8 estd actuando como un mitégeno
directo en este sistema celular. La expresién temprana de c-fos, c-myc y H-ras se considera
un suceso fundamental para la proliferacién celular en respuesta a faciores de crecimiento.
Recientemente, la induccién de c-fos ha sido implicada en el efecto mitogénico del TGF-B
sobre células osteobldsticas (Machwate y col., 1995). La expresién de c-fos y c-myc es
necesaria para rescatar a las células quiescentes de la fase GO e introducirlas en la fase G1
del cicio celular, mientras que la expresién de H-ras ¢s necesaria para que progresen hacia
la fase S y dupliquen su DNA (Heidin y Westermark, 1990; Lu y Campisi, 1992). Los
resultados presentados sugieren la importancia de la expresién temprana de c-fos, c-myc, y
H-ras, asf como la expresién de cdc2 quinasa, un gen inducible que se expresa en cada
vuelta del cicio celular durante la transicion G1/S (Welch y Wang, 1992), para la
proliferacién de células mesenquimdticas (adipocitos marrones) estimulada por TGF-8.
Ademds, TGF-B aumenta a 12 horas el contenido proteico de la PCNA (una proteina
nuclear necesaria para la replicacion del DNA) y de p21-ras. Aunque las vias mitogénicas
inducidas por TGF-8 no se conocen, y los efectos positivos de este factor sobre el

crecimiento celular se atribuyen a acciones indirectas a través de otros factores de
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crecimiento y protefnas de matriz extracelular inducidas por TGF-8, nuestros resultados,
mostrando un aumento coordinado en la expresién de cdc2 quinasa y H-rasa 4 y 8 horas, y
en el contenido proteico de la PCNA y de la proteina p21-ras tras 12 horas de tratamiento
con TGF-B, sugieren que la expresién de H-ras y la protefna p21-ras sintetizada “de novo”
podrian estar implicadas en la estimulacién de la proliferacion por TGF-B, permitiendo a las
células progresar desde la fase G1 a la fase S del ciclo celular, y sintetizar DNA, como
previamente se ha sugerido para el crecimiento celular de fibroblastos (Lu y col., 1989) y
para los adipocitos marrones (apartado 4.2.3 de esta seccién) estimulados con IGF-1. De
hecho, recientemente se ha descrito que la microinyeccién éle p21-ras en células epiteliales
de pulmén detenidas en el ciclo celular por accién del TGF-8 hace que las células superen
esa inhibicién y progresen hacia la fase S, apoyando la idea que la proteina p21-ras estd
directamente implicada en la progresion de las células a través del ciclo celular, dando como
resultado la estimulacién de la sfntesis de DNA (Howe y col., 1993). Aunque los
resultados presentados lo sugieren, no se puede afirmar que la estimulacién del crecimiento
mediada por TGF-B en adipocitos marrones se produzca a través de una vfa en la que esté
directamente implicada la activacién y/o expresién de ras.

4.6.- TGF-8 INDUCE LA EXPRESION DE GENES ESPECIFICOS DE
DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS MARRONES FETALES

Aunque el TGF-B es considerado como un factor inhibidor de la adipogénesis
puesto que previene la diferenciacién de preadipocitos 3T3-L1 si se afiade antes de que
comience ¢l proceso, no es capaz de bloquearla una vez iniciada ni de producir
desdiferenciacién de adipocitos ya maduros (Ignotz y Massagué, 1985; Sparks y col.,
1992). Sobre la diferenciacién de adipocitos marrones, sin embargo, no se han descrito
efectos del TGF-B por lo que se plante6 dicho estudio sobre los dos programas de
diferenciacion que caracterizan a estas células: el termogénico y el adipogénico. Para ello se
utilizaron adipocitos marrones fetales de 20 dias que, como ya hemos visto, son un modelo
adecuado tanto para estudios de proliferacién como de diferenciacion.
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4.6.1..El TGF-B induce la expresién de UP mRNA de manera dependiente
del tiempo y de la concentracion

Mediante {a técnica de Northern-blot se estudiaron los efectos del TGF-8 sobre la
expresion de UP como gen especifico del tejido adiposo marrén y marcador de Ia
diferenciacién termogénica del mismo. En primer lugar se llevaron a cabo experimentos
dosis-respuesta, para lo cual las células deprivadas de suero 20 horas fueron incubadas
durante 24 horas en presencia de concentraciones crecientes (0-1nM) de TGF-B. En la
figura 28 se muestra una autorradiografia representativa (panel superior) con el
correspondiente andlisis densitométrico (panel inferior). Los niveles de expresién de UP a
tiempo 00 disminuyeron drdsticamente tras 20 horas en ausencia de suero (C0), siendo
practicamente indetectables 24 horas mds tarde. Sin embargo, la presencia de TGF-B
durante estas 24 iltimas horas produjo una reinduccién en los niveles de UP mRNA de
manera dosis dependiente, alcanzando a la concentracion de 100 pM los médximos efectos
(niveles 2.5 veces mayores que los detectados a tiempo 00 y 25 veces mayores que los del
correspondiente control a 24 horas), por lo que en todos los experimentos posteriores se
utilizé dicha concentracién.

Para estudiar el efecto inductor del TGF-B sobre la expresién de UP a lo largo del
tiempo, los adipocitos marrones fetales deprivados de suero 20 horas fueron tratados con el
factor durante 30 minutos, 2, 4, 8 y 24 horas y se cuantificaron los niveles de UP mRNA
compardndolos con los de las células no estimuladas (Figura 29). La induccién de la
expresién de UP mediada por TGF-B mostré ser dependiente del tiempo, alcanzando
niveles 10 y 24 veces mayores que sus correspondientes controles a las 8 y 24 horas,
respectivamente. Tratamientos mds largos (48 y 72 horas) con TGF-8 no produjeron
mayores efectos sobre la expresién de UP.

4.6.2. El TGF-B induce la expresiéon de genes lipogénicos y de

fibronectina en cultives primarios de adipocitos marrones fetales

A parte del programa termogénico, se llevd a cabo un estudio de los efectos del
TGF-B sobre la expresién de marcadores adipogénicos relacionados con la sintesis lipidica,
asf como de la fibronectina, que aunque no es gen especifico de ningtin tejido sf se sabe que
su expresion es modulada por TGF-8 (Schwarzbauer, 1991; Stampfer y col., 1993).

Adipocitos marrones a tiempo 00 de cultivo presentan niveles significativos de FAS
y G3PDH mRNAs mientras que la expresion de ME y G6PD es mucho menor. Tras 44
horas de cultivo en ausencia de suero y otros factores externos la expresién de FAS,
G3PDH y ME fue practicamente indetectable, permaneciendo los niveles de G6PD mRNA
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Figura 28.- El TGF-B aumenta la expresion génica de UCP de forma dosis-

dependiente.

Las células, después de sembradas y mantenidas 4 horas en medio MEM suplementado con
10% de suero fetal (Coo), fueron deprivadas de suero durante 20 horas (Co) y
posteriormente incubadas 24 horas en medio sin suero en ausencia o presencia de
concentraciones crecientes de TGF-B. 10 yg de RNA total de cada condicién fue analizado
por la técnica de Northern-blot e hibridado con las sondas radiactivas de UCP (panel
superior), y 18 S IRNA (panel central). En el panel inferior se representan los niveles (la
media + S.E.M. de tres experimentos independientes) del mRNA de la UCP (unidades
densitométricas arbitrarias) después de normalizar con la banda de rRNA 18S.
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Figura 29.- Estudio del efecto del TGF-B sobre la expresion de UCP mRNA
a lo largo del tiempo.

Los adipocitos marrones fetales deprivados 20 horas de suero fueron estimulados durante
30 minutos, 2, 4, 8, v 24 horas con TGF-8 100 pM (T) en ausencia de suero, y
comparados con células sin tratar a los tiempos correspondientes (C). El RNA total (10 ug)
de cada condicién fue analizado por Northern-blot e hibridado con el cDNA de la UCP
(panel superior) y el cDNA del rRNA 18S (panel central). Los niveles de mRNA de UCP
(unidades densitométricas arbitrarias) son la media = S.E.M. de tres experimentos
independientes, después de normalizar con la banda del rRNA 18S (panel inferior).
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invariables. Sin embargo, la presencia de TGF-B durante las 24 dltimas horas de cultivo
incrementé la expresién de los genes adipogénicos comparando con las células sin tratar
(Figura 30). Los niveles de FAS y ME mRNAs aumentaron 5 y 6 veces, respectivamente,
mieniras que la induccién sobre G3PDH y G6PD fue alrededor del 80%. Asi, la expresion
de FAS y G3PDH en adipocitos tratados con TGF-B alcanzé niveles similares a los
encontrados en las células a tiempo 00 de cultivo. En cuanto a la expresién de fibronectina,
¢sta fue indetectable en adipocitos marrones a tiempo 00, mientras que 44 horas més tarde
en ausencia de suero se pudieron apreciar dos isoformas de mRNA para fibronectina. La
presencia de TGF-8 durante las 24 dltimas horas increments 5 veces la expresion de este
gen, comparando con células sin estimular (Figura 30).

Los resultados presentados demuestran que el TGF-B induce de forma dosis
dependiente la expresion del gen especifico del tejido adiposo marrén implicado en el
programa termogénico: la UP. Dicha induccién también es dependiente del tiempo,
comenzando ya a las 2 horas de tratamiento y alcanzando el maximo nivel a las 24 horas.
Asimismo, el TGF-B aumenta la expresién de genes relacionados con el programa de
diferenciacion adipogénico, tales como la FAS, la G3PDH, la ME y la G6PD, lo cual
sugiere un papel para el TGF-B en el inicio y/o mantenimiento del proceso de diferenciacién
de los adipocitos marrones fetales. Estos resultados podrian resultar contradictorios, puesto
que es bien conocido el papel inhibidor del TGE-B sobre la diferenciacién de los adipocitos
blancos. Sin embargo, los efectos antiadipogénicos del TGF-8 se producen sélo cuando el
factor se aflade antes de que comience el proceso de diferenciacién, no siendo capaz de
bloquearlo una vez fniciado (Ignotz y Massagué, 1985; Sparks vy col., 1992), y como ya se
ha descrito en el apartado 4.1 de esta seccidn, los adipocitos marrones fetales de 20 dias se
encuentran en un estado intermedio del proceso de diferenciacién, puesto que expresan
varias enzimas lipogénicas pero no marcadores de diferenciacién terminal como la PEPCK.

En los adipocitos marrones ¢l TGF-8 aumenta la expresién de fibronectina, una
proteina de la matriz extracelular, de igual modo que lo hace en un amplio mimero de
sistemas celulares. Este es un efecto sobradamente conocido del factor que ha sido
relacionado con procesos de morfogénesis y desarrollo. También los efectos positivos del
TGF-B sobre proliferacidon celular han sido atribuidos en parte a un aumento en las
proteinas de matriz extracelular (ECM). Sin embargo, existen trabajos que sugieren que los
efectos del TGF-B sobre ECM son independientes y mediados por distintas vias de sus

efectos sobre proliferacién y/o diferenciacién (Stampfer y col., 1993; Franzén y col.,
1993).



300

Resultados y Discusion 115
FAS » ®
G3PDH - .
-/
" —
L g
G6PD - - 4
Fibronectin L .
) -~ e aw
B-actina - ..
| v 1 t
18S rRNA ® o9 100 200
C C T
TIEMPO (H) 00 24

Figura 30.- El TGF-B aumenta la expresiéon de enzimas lipogénicas y de la

fibronectina en los cultivos primarios de adipocitos marrones fetales.

Las células sembradas y mantenidas 4 horas en medio con 10% de suero fetal (Coo) fueron

deprivadas de suero durante 20 horas y, posteriormente, incubadas 24 horas en medio sin
suero en ausencia (C24) o presencia de TGF-B 100 pM (T24). 10 ug de RNA total de cada

condicién fue separado por electroforesis, transferido a membranas de nylon e hibridado

con diferentes sondas. Los niveles de los distintos mRNAs a 24 horas en ausencia (barras

blancas) o presencia de TGF-8 (barras negras) se expresan como unidades densitométricas

arbitrarias después de normalizacién con la banda de 18S rRNA, y son la media £ S.E.M.

de tres experimentos independientes (panel derecho).
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A partir de todos los datos expuestos en estos dos tltimos apartados, respecto a la
accion del TGF-B sobre adipocitos marrones fetales en cultivo, se deduce que es un factor
que induce la mitogénesis, asi como la expresién de genes implicados en diferenciacién
adipogénica y termogénica. Aunque los efectos sobre proliferacién parecen ser directos, no
se puede descartar la posibilidad de que se estén produciendo a través de la induccién de
{actores autocrinos, o que el aumento en la expresion de fibronectina pueda favorecer el
proceso. El cuanto a la diferenciacién, a pesar de que s6lo se han realizado estudios de
expresion génica, éstos muestran claramente gue el TGF-8 es capaz de inducir genes, tanto
del programa lipogénico como termogénico de diferenciacién de los adipocitos marrones
{etales, suginendo un papel para este factor en el desarrollo fetal del tejido adiposo marrén.



V.- CONCLUSIONES
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V-CONCLUSIONES

1.- Los adipocitos marrones fetales de rata entre los dias 20 y 22 de la gestacién
pierden capacidad proliferativa y sufren un proceso de maduracién termogénica y
adipogénica, aumentando la expresién de genes especificos de ambos procesos y
adquiriendo un fenotipo de célula diferenciada.

2.- Los adipocitos marrones fetales de 20 dfas expresan los mRNAs para IGF-1 y
su receptor, aumentando la expresion de éste dltimo al final del periodo gestacional.
Asfmismo, presentan un elevado nimero de receptores para IGF- e insulina.

3.- El IGF-1 es un mitégeno para los adipocitos marrones fetales en cultivo,
aumentando la sintesis de DNA , el porcentaje de células en ciclo celular y el nimero de
células. Ademds, induce la expresion de un grupo de genes tempranos relacionados con
proliferacion, asf como las protefnas p21-ras y PCNA.

4.-El IGF-1 induce la expresién de genes relacionados con la diferenciacién

adipogénica y termogénica, asf como el transporte de glucosa y el contenido lipidico.

5.- H TNF-o tiene un papel claramente antiadipogénico sobre los adipocitos
marrones fetales, produciendo resistencia a la accién de la insulina. Dicho efecto

antiadipogénico puede ser debido a una hipofosforilacién de la cadena 8 del receptor de la
insulina.
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6.- El TGF-B presenta en los adipocitos marrones fetales los tres tipos de
receptores mds universales para TGF-8. En dichas células, es un mitégeno, aumentando
pardmetros e induciendo la expresion de genes tempranos de proliferacién, asf como el
contenido de las protefnas p21-ras y PCNA.

7.- Asimismo, el TGF-B es capaz de inducir la expresién de genes especificos
relacionados con la diferenciacién adipogénica y termogénica de los adipocitos marrones.

Conclusién final

Todos los resultados expuestos nos llevan a proponer al IGF-1 y al TGF-8 como
dos sefales que de manera autocrina/paracrina podrian estar implicadas en el desarrollo det
tejido adiposo marrén “in vivo™.
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