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Introducción 1

1.- INTRODUCCION

El tejidoadiposomarrón(BAT) esun tejido exclusivode mamíferos,cuyafunción

principal esla producciónde calor. Sesabequeen la ratael desarrollode estetejido se

produceperinatalmente,de modo que en el momentodel nacimientoes plenamente

funcionalparahacerfrentealahipotermiapostnatal.El procesoporel quegeneracalorse

denominatermogénesissin tiriteo, parael cual esnecesariapor un ladola presenciade la

proteínaespecíficade estetejido: la proteínadesacoplante(UP), capazdedesacoplarla

fosforilaciónoxidativa,y porotro ladolamaquinariaenzimáticatanto lipogénica(quele

permiteacumulargotasde grasa)comolipolitica (paramovilizardichagrasay obtener

ácidosgrasosque,ademásde generarequivalentesreductoresque seincorporana la

cadenade transporteelectrónico,tambiénsonactivadoresdirectosde lahP).Portodo ello,

podemosdecir que el procesode diferenciacióndel BAT se produceen basea dos

programas:un programadediferenciacióntermogénicay un programade diferenciación

adipogénica.

Los estudiosrealizadospordistintosgrupossobreel tejido adiposomarrónsehan

centradofundamentalmenteen la termogénesisy suregulaciónpornoradrenalina(NA). Sin

embargo,puestoqueel sistemaadrenérgicono esactivo en el feto,el papelde la NA sólo

es claro a nivel postnatal.Otrasseñalesque inducentermogénesisdel BAT son la

triiodotironina(T3), unahormonaposiblementeimplicadaenla diferenciacióndeestetejido

duranteel períodofetal, y el ácidoretinoico,paralos cualessehandescritorecientemente

elementosde respuestaen el gende la UP.

Aunquela termogénesises exclusiva,y porello clave en el desarrollodel BAT, los

procesosde proliferación y diferenciaciónadipogénicatambiénjuegan un papel

fundamentala teneren cuentaala horadehacerun estudiocompletosobreel desarrollo

fetal del tejido adiposomarrón. Sin embargo,estosprocesoshan sido pobremente

explorados,y no seconocenlas señalesimplicadas.

Por todo ello, nos propusimosestudiarel desarrollofetal tardío del BAT,

profundizandoen los procesosde proliferacióny diferenciación,tantoadipogénicacomo

termogénica.tratandode identificar posiblesseñalesimplicadasen dichos procesos.El

trabajosehacentradoen dosfactoresde crecimiento(IGF-1 y TGF-B) con un papelbien

establecidoen relacióncon el desarrollofetal de distintos tejidos, regulandoprocesosde

proliferación y diferenciaciónen células, entre otras, de origen mesenquimático.



Introducción 2

Asimismo,hemosestudiadoel papeldel TNF-a,unacitoquinaqueinduceresistenciaa la

accióndela insulinay tienemarcadosefectosantiadipogénicos.

Deacuerdocon estospropósitossetrazóel siguienteplan generalde trabajo:

1.- Caracterizacióndelos adipocitosmarronesfetalesduranteel último períodode

gestaciónen relación con su capacidadproliferativa y su estadode diferenciación

adipogénicay termogénica.

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

diferenciacióndelos adipocitosmarrones.

3. - Efectodel TNF-ct sobrela diferenciaciónadipogénicainducidapor insulina o

ICIF-I en los adipocitosmarronesfetales.

4.- Papeldel TGF-B en los procesosde proliferacióny diferenciaciónde los

adipocitosmarrones.
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II- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1.- EL TEJIDO ADIPOSO MARRON

En mamíferosexistendostiposde tejidoadiposocon funcionesdiferentes:el tejido

adiposoblanco(WAT), que esel reservorioenergéticode la célula,y el tejido adiposo

marrón(BAT), cuyafunciónprincipalesla producciónde calormedianteel mecanismode

“termogénesissin tiriteo”. El tejidoadiposomarrónestáconstituidomayoritariamentepor

adipocitosmarrones,célulasque presentanun elevadonúmerode depósitoslipidicos

multiloculares,asícomogran cantidadde mitocondrias,encuya membranainterna se

encuentrala proteínadesacoplante(UP), unaproteínaespecíficade estascélulascapazde

producirel desacoplamientode la fosforilación oxidativaliberándoselaenergíaprocedente

del gradienteelectroquímicodeprotonesenformade caloren lugarde sintetizarseATP. El

resto del tejido lo constituyencélulasendotelialesmesenquimatosasperivasculares,

preadipocitos,mastocitos,fibroblastosy célulasdeSchwanentreotras.

El BAT noestáfuncionalmenteactivo de manerapermanente.Dehecho,seactiva

víasistemanerviososimpáticoendeterminadassituacionesfisiológicas,talescomodurante

el periodoperinatal,porexposicióny adaptaciónal frío, en el despertarde los animales

hibernantes,y por adaptacióna dietashipercalóricas.Debido a su capacidad para

desacoplarla respiraciónmitocondrial,el BAT juegaun papel importanteenel balance

energético,disipandoenformade calorel excesode energíaencasodesobrealimentación.

Estohaconducidoaespeculacionessobreun posiblepapelpreventivode estetejidoen la

obesidad.De hecho, Lowell y col., (1993) han obtenido ratonestransgénicosque

expresanenel BAT la cadenaA de la toxinadiftéricao un mutanteatenuadoproduciendola

ablacióndedichotejido, y estosratoneshandesarrolladoobesidad.

Laestimulaciónde la termogénesis,queocurreprincipalmenteatravésde receptores

IS-adrenérgicos,actúasobreel adipocitomarrónavarios niveles:seproduceunaactivación

devíasmetabólicasasociadasala respiraciónmitocondrial,un aumentoen la transcripción

de genesasociadoscon la termogénesis,y unahipertrofiadel BAT. Porel contrario,si la

termogénesisno esnecesarialos nivelesde proteínay mRNA de la UP disminuyen,al

igual queel contenidomitocondrial,mientrasqueseproduceunaacumulaciónde lípidos

con lo queel adipocitomarrónva adquiriendoaparienciadegrasablanca.En mamíferos

pequeños,comolos roedores,el BAT mantienesucapacidadtermogénicaalo largodetoda
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la vida; sin embargoen especiesmayoreseste tejido está presenteal nacer, pero

rápidamentepierdesunaturalezamarróny adquiereaparienciade WAT (Casteillay col.,

1989).Esto,unido al hechode quesehandetectadoadipocitosmarronesconteniendoUP

entípicosdepósitosde tejido adiposoblanco(Cousiny col., 1992),planteala dudasi los

adipocitosmarronesy blancossonrealmentedistintoso si existeunainterconversiónentre

ambostipos celulares.

LadiferenciacióndelBAT enla mayoríade lasespeciesse producedurantelaetapa
fetal demodoqueel tejidoes identificableen el momentodel nacimiento,permitiendoal

reciénnacidocompensarlas pérdidasde calorque sufreal abandonarel senomaterno

(Nedergaardy col., 1986).Aunqueno seconocencon exactitudlas señalesquedeterminan

ladiferenciacióndel BAT, sesabequelos adipocitosmarronesfetalesseoriginana partir

delas célulasmesenquimatosasasociadasalos vasossanguíneosqueempiezanaproliferar

rápidamenteal mismotiempo que se desarrollanlos vasosen el interior del tejido.

Pequeñasinclusiones lipidicas crecen progresivamenteen el citoplasma de los

preadipocitos.Susmitocondriassimultáneamenteaumentanen númeroy tamaño,y su

membranainternase desarrollamuy activamenteformando numerosascrestas.Los

preadipocitosprogresivamentepierdensucapacidaddedivisión,aunqueel tejido sigue

creciendodebidoa la presenciade las células mesenquimatosasperivascularesque

mantienensu capacidadproliferativa. Al final del proceso,la inervaciónsimpáticaes

plenamentefuncional (Néchad, 1986). Despuésde estafase formativa, el BAT se

desarrollaaumentandosu peso húmedo, su contenido proteico y el número de

mitocondrias,que se van enriqueciendoen UP y en los componentesde la cadena

respiratoria(Sundin y Cannon,1980).Todosestoscambiosmitocondrialesdan lugara un

granaumentode lacapacidadtermogénicadel tejido. Lacapacidaddecomunicaciónentre

los adipocitostambiénseve incrementada(Néchad,1986).El desarrollodel tejido adiposo

marrón,por tanto,conlíevaun programade diferenciaciónadipogénico,responsablede la

síntesisy acumulaciónde lípidos en gotasde grasa multiloculares,y un programa

termogénico,responsablede la expresióny acumulaciónde la proteínadesacoplante

mitocondrial.Deellosy de las posiblesseñalesimplicadasen suinduccióny modulación

vamosa tratarenlos siguientesapanados.

2.1.1.- Diferenciación termogénica:la UP

Hayquedistinguir la activacióntermogénicadel BAT en situacionesfisiológicas,

queesmediadaprincipalmentepornoradrenalina(NA), de lo que es la diferenciación

termogénicadeltejido, quecomienzaduranteel Ultimo períodode gestación(Porrasy col.,
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1990)y queesindependientedeNA, ya quela inervacióndel sistemanerviososimpático

noestátotalmentedesarrolladaen estemomento.Comosehacomentadoanteriormente,la

capacidadtermogénicadel tejido adiposomarrónresideen la proteínadesacoplanteo

termogenina,unaproteínade 32kDa característicay exclusivade las mitocondriasde los

adipocitosmarrones,quecomienzaa expresarseentrelos días 18 y 19 devida fetal en la

rata(Giralt y col., 1990).La UPestácodificadaporun gen nuclearquepresentaun único

lugarde iniciación de la transcripción.Sin embargo,en la rata, la adición alternativade

secuenciaspoli A+ dalugaradosmRNAs:unaespeciede expresiónmayoritariade 1.6 kb

y otradeexpresiónminoritariade 1.9 kb (Kozak y col., 1988). Unaregiónde 4.5 kb en el

extremo 5’ del gende laUP sehademostradoquecontienesecuenciasimplicadasen la

regulaciónhormonalde la expresióngénicade estaproteínay en su especificidadcelular.

Estudiosrecienteshan descritodosregionesreguladorasen el gen de ratade la UP: un

intensificador,no específico,localizadoaproximadamentea2.5 kb del lugarde iniciación

de la transcripción,y unaregiónproximal,queseha propuestocontendríaun silenciador

específicode tejidoy elementosde respuestaa cAMP. En estaregión 5’ proximal, que

comprendelos paresde basesdesde-611 hasta+110,sehan encontrado9 dominiosde

unión a proteínasque incluyen los elementospara la actividad basal del promotor

(elementosTATA y CCAAT), un elementode respuestaa cAMP, dossitios de unión para

C/EBPsenlas posiciones457/-440y -335/-318, y tres dominiosde unióna proteínasno

identificadasquecompartenunasecuenciacomúnGCCCCT. Unaregiónlocalizadaentre

los paresde bases-5121-487hasidoidentificadacomoel únicoelementoqueliga proteínas

nuclearespresentesen BAT perono en hígado.Esteposibleelementoespecificode tejido

en el gen de la hP contieneuna secuenciaidénticaa elementosde genesque unen

miembrosdela familia Ets defactoresdetranscripción(Yuberoy col., 1994b).Análisis de

la regiónintensificadorahanreveladoelementosde respuestaa hormonastiroideas(Rabelo

y col., 1995),asícomoal ácidoretinoico(Alvarezy col.. 1995).

Paraestudiarel procesodediferenciacióntermogénicadel BAT “in vitro” sehan

desarrolladosistemasde cultivos primarioscon adipocitosmarronesinmaduros(tanto

célulasprecursorasprocedentesde animalesjóveneso adultos,comocélulasfetales),

profundizandoenlaacciónprincipalmentede la NA, perotambiéndeotrashormonascomo

T3, insulina y dexametasona,quehandemostradoseresencialesparael proceso(Klaus y

col., 1991; Casteillay col., 1991; Shimay col., 1994). Sin embargo,son los cultivos

primariosde adipocitosmarronesfetaleslos que seacercanmásy reproducenmejorel

procesodediferenciaciónque ocurre“in vivo” en el BAT duranteel desarrollofetal.

Utilizando estesistema,Guerray col. (1994) han demostradoque ademásde la NA,

principal factor inductorde la UP, T3 escapazde inducir “per se” la expresiónde la
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termogeninaenausenciadeestimulonoradrenérgico,lo cual unidoal hechode que ya en el

día20devidafetal el BAT muestrauna maduracióncompletadel sistematiroideo (Tucay

col., 1993) hacepensaren la T3 como uno de los posiblesfactoresimplicadosen el

establecimientodel fenotipodiferenciadode estetejidoenel períodofetal.

Aunquelos cultivos primarioshan sido empleadoscon éxito en estudiossobre

regulacióndelos procesosde diferenciaciónen el BAT, su utilizaciónconlíevainevitables
limitacionesreferentesala variabilidad,cantidadde célulasdisponiblesy duraciónde los

protocolosde experimentación,por lo que seha intentadoestablecerlineascelulares

permanentes.Rossy col. (1992)desarrollaronunalíneacelular(HIB-1B) derivadade un

tumordeBAT (hibemoma)generadoen un ratón transgénicoque expresael antígenoT

(AgT) del virus 5V40 bajoel control del promotor de la aP2, siendo la primera línea

establecidacapazde expresarUP en respuestaa NA o cAMP, alcanzándoseniveles

comparablesalos obtenidoscon cultivos primarios(IClaus y col., 1994).Tambiénsehan

establecidomúltiples lineascelularesde adipocitosmarronesfetalesde rata(la mayoría

expresanUP) por transfeccióncon construccionesgénicasconstitutivaso induciblesdel

AgT delvirus SV4O, sólo o encombinacióncon genesFi-rasnormaleso transformantes.

La variedadde líneasgeneradaspodríacorresponderadistintosestadosdel BAT duranteel

desarrollo(Benito y col., 1993)

2.1.2.- Diferenciación adipogénica

Hastaahorahemoshabladode ladiferenciacióndel BAT desdeel puntode vista

termogénico,considerandocomomarcadordediferenciaciónla presenciadehP. Sin

embargo,la diferenciacióndeestetejido tambiénconlíevaun procesodeadipogénesisque

todavíano se conoceen profundidad,aunquese han realizadoestudiossobre flujo

lipogénicoy actividadesdeenzimaslipogénicas“in vivo” en BAT fetal (Pillay y Bailey,

1982; Ronceroy col., 1987) así como estudiosacercade la regulaciónhormonal

(principalmenteporinsulina,T3 y NA) de la expresióny actividadesde dichasenzimasen

cultivos primariosdeadipocitosmarronesfetales(Lorenzoy col., 1989; Valverdey col.,

1992).

Por el contrario,la diferenciaciónde adipocitosblancosha sido ampliamente

investigada,sobretodoen líneascelularesestablecidasde preadipocitos,siendoel modelo

de las células3T3-L1 uno de los másutilizados: duranteel crecimiento,los preadipocitos

tienenaparienciade fibroblastos. Sin embargo,cuandoel crecimientose detieneen

presenciade sueroseproducela diferenciaciónespontáneaa adipocitos:las célulasse

redondeany acumulanpequeñasgotasdegrasaque posteriormentesefusionan dandoya

unaaparienciasimilaralas célulasdeltejido adiposoblanco.La paradadel crecimientoy/o
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altasdensidadescelulares,bajocondicionesque favorecenla diferenciación,inducenla

expresiónde marcadorestempranosde diferenciación,talescomo la lipoproteinlipasa
(LPL) y la cadenacz2 del colágenoVI (A2COL6/p0b24). La expresiónde estos

marcadoresesindependientede las hormonasrequeridasparala diferenciaciónterminal.

Durantela faseterminaldediferenciación,los adipocitospresentanun marcadoincremento

en la lipogénesisde novo. Las actividadesy los nivelesde mRNA de enzimascomoATP

citrato liasa,enzimamálica(ME), acetil-CoAcarboxilasa(ACC), ácido grasosintasa

(FAS), gíicerol-3-fosfato deshidrogenasa(GPDH). gliceraldehldo-3-fosfato

deshidrogenasa(GAPDH), estearoil-CoA desaturasa(SCD1), y glicerol-fosfato

aciltransferasa,entreotras,seincrementanentre10 y 100 veces(Smasy Sul, 1995). El

númerode transportadoresde glucosay de receptoresde insulinatambiénaumenta,así

comola sensibilidada dichahormona.De todos los transportadoresde glucosa,los

fibroblastos3T3-L1 expresanel Glut 1. Ladiferenciaciónde estascélulasa adipocitosva

acompañadade laexpresiónde unasegundaisoformade transportadorde glucosa,Glut 4,

que pasaa serla mayoritaria.Los transportadoresGlut 1 seencuentranpresentesen la

superficiecelularen condicionesbasales,y debenestarimplicadosfundamentalmenteenel

mantenimientodela incorporaciónbasalde glucosa.Sin embargo,los transportadoresGlut

4 en condicionesbasalesseencuentranprincipalmenteen depósitosintracelulares,y la

insulinaproducesu traslocacióna la superficiecelular.Por tanto, los transportadoresGlut

4 son los principalesresponsablesde la estimulaciónen la incorporaciónde glucosa

observadaen respuestaa insulina (Czechy col., 1992).Estahormonatambiénejerceuna

regulaciónsobreGlut 4 alargoplazo,aumentandosuexpresión(Weilandy col.. 1991).En

el tejidoadiposomarrónla expresiónde los genesGlut 1 y Glut 4 estáreguladaa lo largo

del desarrollo.Durantelavida fetal seexpresapredominantementeel Glut 1, mientrasque

la vida postnatalsecaracterizaporunarepresiónde esta isoforma,acompañadade un

aumentoen laexpresiónde Glut 4 (Santaluciay col., 1992).

Otrasproteínasespecíficasdel tejido adiposo,talescomo la proteínade unión a

ácidosgrasosaP2, perilipina y adipsinatambiénson sintetizadaspor los adipocitos

maduros.Ademásdel aumentoen los nivelesde mRNAs de proteínasdirectamente

relacionadasconel metabolismolipídico, seproducenalteracionesencl tipo y los niveles

de componentesde matriz extracelularsecretados,asícuando las célulascambiansu

morfolog~fibroblásticaporun aspectotípicoadipociticoredondeadolos nivelesdeactinay

tubulinadisminuyen(Smasy Sul, 1995).

De todaslas proteínasqueseinducenduranteladiferenciaciónadipocíticavamosa

detenernosenla FAS porjugarun papelfundamentalen la lipogénesisde novo, ya quees

un enzimamultifuncionalquecataliza7 reaccionesimplicadasen la síntesisde palmitatoa
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partir de acetil-CoA y malonil-CoA. No se conoceregulaciónde este enzimapor

modificacióncovalenteo efectoresalostéricos.Sin embargo,su concentraciónesmuy

sensiblea estímulosnutricionales.hormonales,y duranteel desarrollo,siendoesta

regulaciónfundamentalmenteanivel transcripcional.Durantela diferenciaciónde células

3T3-L1 a adipocitos,el aumentoen la síntesisde FAS estámediadopor procesos

transcripcionalesy postranscripcionales(Moustaidy Sul, 1991).En fibroblastos3T3-L1,

elRIF- 1 adosisfisiológicas(o la insulinaadosisfarmacológicas)aumentalaactividaddel

promotorde la FAS, siendola regiónentrelos nucleótidos-67 y -19 la responsabledeesta

respuesta(Misra y col., 1994).Ya en adipocitos3T3-L1 los nivelesde mRNA de FAS

aumentanen respuestaa insulina, y disminuyenen presenciade cAMP. En estasmismas

célulasla triiodotironinatambiénestimulala transcripcióndel gen de la FAS, indicando

efectosindependientesde insulina, T3 y cAMP sobrela expresiónde estaenzima.Las

secuenciasresponsablesdelefectodela insulinasobreel promotorde la FAS enadipocitos

3T3-L1 seencuentranentrelos nucleótidos-67y -25.Estaregióncontiene,ademásdeuna

secuenciaconsensoTATA, una zonade unión a proteínasnuclearesque no comparte

homologíacon secuenciasconsensoparafactoresde transcripciónconocidos(Moustaidy

col., 1994).

En los últimos añosse han identificadovarios factorestranscripcionalescomo

posiblesreguladoresdel procesodeadipogénesis.Deellos,la familiade proteínasde unión

asecuenciasamplificadorasCCAAT (C/EBPs)hasidola mejorcaracterizada.Sonfactores

transcripcionales(la mayoríaactúacomoactivadores)con un dominio en la porción C

terminalque contieneunaregióncon estructurade cremallerade leucinay una regiónde

naturalezabásicadeunión al DNA. Sehandescritovariasisoformas(C/EBPa, j3, Ó, y),

que formanhomodímerosy heterodimerosentreellas, con lo cual los efectossobrela

transcripcióngénicadependedelas concentracionesrelativasde las distintasisoformasde

C/EBPs(Cao y col., 1991). Se piensaque las proteínasC/EBPs sonesencialesparael

establecimientodel fenotipodiferenciadode ciertos tipos celulares.Recientemente,

Manchadoy col., (1994)hancaracterizadola expresióndeC/EBPa y C/EBP13 a nivel de

mRNA y proteínaen el tejido adiposomarrón, sugiriendoun papelparaestos factores

transcripeionalesenel procesodediferenciacióndel BAT. En el modelodediferenciación

decélulas3T3-L1 sehadescritoun patróntemporaldeexpresiónde las distintasisoformas

de C/EBPs,acumulándosealtosniveles de C/EBP b y 13 durantela fasemástemprana,

mientrasqueen la fasede diferenciaciónterminalestasisoformasson reemplazadaspor

C/EBPa, un factor que seha demostradotransactivalos promotoresde algunosgenes

específicos(aP2,SCD1,Glut 4) queseinducenduranteel procesodiferenciador(Kaestner
y col., 1990). En el promotordel gende C/EBP a sehanencontradositios de unión a
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C/EBPs,lo cualhacepensarquelos miembroslAy 8 dela familiaC/EBPseanresponsables

de la activaciónde la expresióndel gen C/EBPa en la faseterminal (Caoy col., 1991).

Recientemente,Yeh y col., (1995)hanmostradoevidenciasmásclarasacercadelpapelde

las isoformasJA y 8 en el procesode diferenciaciónadipocitica.En cuantoal C/EBP cx,

existendatosconcluyentesque le adjudicanun papelesencialen la etapaterminaldeeste

proceso,siendo su expresión no sólo necesaria,sino suficiente para inducir la

diferenciaciónde preadipocitos(Lin y Lane, 1994).

La determinacióndel inicio del programade diferenciaciónseproducetípicamente

en presenciade sueroo plasma,aunquelos factoresresponsablesno seconocencon

exactitud.Sin embargo,sí sehanidentificadovarios reguladorespositivosy negativosde

la diferenciaciónadipocitica.Entrelos reguladorespositivos seencuentran(solos o en

combinación):dexametasona,indometacina,factorde crecimientosimilar a la insulina

(IGF-í), insulina, isobutilmetilxantina(IBMX). Entre los reguladoresnegativosde la

adipogénesisse incluyenel factordecrecimientotransformantetipo ¡3 (TGF-13), el factor

de necrosistumoral (TNF), el factor preadipocito1 (pref-1), el factor decrecimiento

fibroblástico(FGF). el factor de crecimientoderivadode plaquetas(PDGF), el ácido

retinoico,y la interleukina-la(IL—1). En algunoscasoslos efectosde los reguladores

negativossonindirectoscomoresultadode la estimulacióndel crecimiento,mientrasqueen

otroscasossonefectosindependientes(Smythy col., 1993).

Aunquelos procesosde proliferacióny diferenciaciónnormalmenteseconsideran

alternativosy mutuamenteexeluyentes,sehandescritoseñalescapacesdeestimularambos

procesos,asíporejemplola insulina, que esnecesariaparala diferenciaciónde la línea

celularpreadipocitica3T3-F442A,tambiéninduceproliferación(Tangy col., 1995); y el

RIF- 1 puedeestimularlaproliferacióny diferenciaciónde célulasprecursorasde adipocitos

de rata(Dexíery col., 1987).En el tejido adiposomarrón sehadescrito“in vivo” un

aumentode la proliferacióncelularparaleloa la activacióndel programade diferenciación

termogénicaen respuestaal frío, a travésde la estimulaciónde receptoresJA adrenérgicos

mediadapor NA (Bukowiecky col., 1986).

2.2 PROLIFERACION DE CELULAS MESENQUIMATICAS

La proliferacióncelulares un procesocuidadosamentereguladoque respondea

necesidadesespecíficasdel organismo.Lascélulas,tantoen cultivocomo “in vivo”, crecen

a medidaque avanzanpor las etapasdel ciclo celular. Sin embargo,muchascélulas

animalesexisten“in vivo” en estadoquiescente,esdecir,sin aumentarsumasao sin pasar
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porel ciclo celular.Enlaprimerafasedel ciclo, denominadafasedecrecimientoo faseCl

las célulasaumentande tamaño.Despuésreplicantodos sus cromosomasen las fasede

síntesiso fase5. A continuación,seproduceunasegundafasede crecimiento02 donde

las célulassepreparanparala división, y finalmentesedividenen la faseM demitosis.Las

célulashijas productode la división celularpuedenvolver a entraren el ciclo o pueden

abandonarlo,pasandoaunafaseGo de quiescenciadondepermanecenhastael final de su

vida o, bajo determinadascondiciones,son reinducidasa entraren ciclo celular. La

progresiónde lascélulaseucarióticasatravésde las diferentesetapasdel ciclo estámediada

porla activaciónsecuencialdeun grupodeproteínasserina/treoninaquinasas(Cdks) cuyas

actividadesson reguladaspor proteínasque se asocianllamadasciclinas, ya que sus

concentracionesvaríanduranteel ciclo celular.

Las señalesextracelularesqueinducenproliferaciónsonfundamentalmentefactores

polipeptidicosy neuropéptidoso neurohormonas,las cualesactúansobrela célula de

maneraendocrina,paracrinao autocrina.Dichasseñalesactúansobrelasdistintascélulas

enfunción de laexistenciade receptoresdemembranaque las distinguen.Los receptores

mitogénicospuedendividirse en tresgrandesgruposdesdeel puntodevistabioquímico:

receptorescon actividadtirosinaquinasaen su dominio intracelular,receptorescon siete

dominiostransmembranalesy sin actividadtirosina quinasa,y receptorescon un único

dominiotransmembranalsin actividadtirosinaquinasa.

Sonlas señalesmitogénicasligadasa receptoresconactividadtirosinaquinasalas

másdifundidasen la generalidadde las célulassuperiores.Dichasseñalesestánacopladas

al ciclo celular,de maneraqueunaseriede señalessoncapacesdesacara la célulade la

faseG~ de quiescenciae introducirlaen la faseCi (señalesdecompetenciacelularentrelas

queseencuentranfactoresde crecimientotalescomoPDGF,FGFy EGF),y otrasqueson

capacesde haceravanzarala célula a lo largode la faseCi e introducirlaen la fase5 de

replicacióndel DNA (señalesde progresióndel ciclo entrelas que destacanla insulinay el

IGF-l). Ambostipos deseñalessonnecesariasparaquela célulaentreen el ciclo celular,

progresealo largodel mismoy desemboqueenla mitosis.Estoesal menoslo queocurre

en el modelode células fibroblásticasBALB/c 3T3. No obstante,en otros sistemas

celularesalgunasseñalesmitogénicassoncompletasy capacesporsi mismasdeproducir

proliferación.Tal esel casodel PDCFo de la bombesinaen célulasmesenquimáticasde

tipo fibroblástico,especialmenteen lineascelularesestablecidasen cultivo como las NIH-

3T3 olasSwiss3T3 (Blakeleyy col., 1989;Rozengurty Sinnett-Smith,1983).

Aunquelas lineascelularesestalecidashansidoampliamenteutilizadasen estudios

de proliferación,los resultadosobtenidosen cultivos primariosseacercanmás a lo que



Antecedentesbibliogiticos 11

realmentesucede “in vivo”. IGF-l, IOF-I1, TOP-JA, TOP-a, aFOF, bFOF, y

particularmentePDCFaumentanla síntesisde DNA en cultivos primariosde precursores

de adipocitos,encontrandoefectossinergisticoscuandoseañadenen combinación

(Butterwithy Ooddard,1991;Butterwith y col., 1993).Los adipocitosmarronesfetalesde

ratatambiénproliferanencultivo primarioen respuesta,tantoa factoresindividualescomo

el IGF-I, como a combinacionesde factorestalescomo ECF más vasopresinamás

bonibesinao suerofetal al 10%(Valverdey col., 1991).

2.3.- SEÑALES IMPLICADAS EN PROLIFERACION Y

DIFERENCIACION DE CELULAS MESENQUIMATICAS

Duranteeldesarrollofetal tienenunpapelprimordial los factoresdecrecimiento

que actúande forma autocrina/paracrinaregulandolos procesosde proliferación y

diferenciacióncelular,demodoque el resultadoesproductode la accióncoordinadade

distintas señales(positivas y negativas) sobre ambos procesos.Sobre células

mesenquimáticashandemostradotenerespecialimportanciafactorescomoel IGF-1 (que

esexpresadoporcélulasdeorigen mesenquimáticoduranteel desarrollofetal,y enestudios

“in vitro” e “in vivo” seha corroboradosu papel como inductorde la proliferación y

diferenciaciónde células mesenquimáticas,que incluyen mioblastos, condrocitos,

osteoblastosy preadipocitos),y el TGF-B (que se localiza durantela embriogénesisen

regionesde reorganizaciónmesenquimática,siendoun factormultifuncionalimplicadoen

los procesosde diferenciacióndel cartflago,huesoy célulasgrasas,entreotros).

En los siguientesapartadossedaunavisiónmásampliade lasestructuras,modode
accióny efectosde ambosfactores,así como de un tercero:el TNF-a que, aunqueno

tiene un papeldemostradoduranteel desarrollofetal, si estáimplicado en procesosde

inhibición de la diferenciaciónadipocíticaen estadospatológicoscomola diabetesy la

caquexia.

2.3.1.- Factor de Crecimiento Similar a la Insulina (IGF-l)

2.3.1.1.- El factor

El factordecrecimientosimilara lainsulinadetipo 1 (IOF-1) esun péptidoaislado

originalmentede la fracciónCohn desuerohumano.Sunombrehacereferenciaal hechode

que presentaefectosmitogénicosa concentracionesdel rangonanomolar‘in vitro’, así

comoquemuestraefectos del tipo insulinaen tejido adiposoy muscular(Rinderknechty
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Humbel,1978).Seencuentraen el plasmasanguíneoa concentracionesde20-80nM y en

la mayoríade los tejidosa concentracionesmenores.La mayorpartedel IGF-1 séricose

encuentraligado a proteinasde uniónespecificas(ICFBPs),que prolonganla vida media

del factor.

La estructuradel IOF-1 es homólogaa la de la proinsulina. Es una cadena

polipeptidicasencillade 7.5 kDa de pesomolecular,constituidapor 70 aminoácidos.

Constade4 dominios: B, C, A y D, de los cualesA y E presentanhomologíaestructural

con las cadenasA y E de la insulina. El dominio C es análogoal péptido C de la

proinsulina,mientrasque el dominio D no estápresenteen dicha hormona(Humbel,

1990).Existen3 puentesdisulfuro intracatenarios,localizadosen posicionesanálogasa las

de la proinsulina(Rinderknechty Humbel, 1978) (Figura1 A). Mediantela expresiónde

mutantesde ICF-1 seha identificadoel extremoN-terminal del factorcomoel sitio de

reconocimientoparalas IOFBPs.La deleciónde los 3 primerosresiduoso la sustituciónde

los residuos3, 4, 15 y 16 disminuyedrásticamentesu afinidad por estasproteínas.

Asimismo,los residuosaromáticosde las posiciones23-25hansido implicadoscomositio

de reconocimientoparael receptorde IGF-1 (Humbel, 1990). Estudiosrealizadospor

Bayney col., <1990) han demostradoqueTyr24~ Tyr31 y Tyr60 estánrelacionadascon la

altaafinidadde unióndel ¡CF-1 porsureceptor.El ¡OF-1 no essintetizadocomotal, sino

en su formaprecursora,que consisteen: un péptidoseñal,los cuatrodominios(ECAD)

que constituyenel factor de crecimientomadurode 70 aminoácidos,y una región

propéptidoen elextremoC-terminal(péptidoE). Ademásde la formaclásicade ICF- 1 de

70aminoácidos,sehadescritoen cerebrohumanofetal y adulto,calostrode terneray útero

porcinouna forma truncadadel factor, que carecede los tres primeros residuosen el

extremoaminoterminal.Probablementeesel productode un procesamientodiferencialdel

precursor.Estaformatruncadaseha vistoquees 1.4-10vecesmáspotenteque la clásica,

pudiéndosedeberasureducidacapacidadde unión a las IOFEPs(Humbel, 1990).

El ¡OF- 1 esel productode un únicogen, localizadoen humanosen el brazolargo

del cromosoma12. La organizaciónde dichogen hasido extensamenteestudiadaenel

hombre(Rotweiny col., 1986; DePagter-Holthuizeny col., 1986) y en la rata(Shimatsu

y Rotwein 1987).Las estructurassonmuy similares,conteniendoambosgenes6 exones.

Estegenestranscritoy procesadode unamaneracompleja,demodoqueda lugaragran

númerodeespeciesde mRNAsmaduros,con tamañoscomprendidosentre0.7 y algomás

de 7 kb comoel resultadode procesosde cortey empalmealternativos,la existenciade

diferentessitiosde poliadenilacióny múltiplessitiosdeinicio dela transcripción.

El ICF-1 seexpresatantopostnatalmentecomoduranteel desarrollofetal. Durante

la vida postnatal,el hígadoesla principal fuentede IGF-1 circulante,que seencuentraa
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unaconcentraciónde 200 ng/ml en el suerohumano,actuandode formaendocrinasobre

sustejidosdiana. Sin embargo,ademásdel hígado,dondelasíntesisy secreciónde IGF-1

seencuentrabajoel controlde la hormonade crecimiento(CH). sehademostradoqueuna

gran variedadde tejidos producenIOF-1 y contienenel mensajerode dicho factor,

sugiriendoun papelautocrino/paracrinoparael IOF-1 en estostejidos,entreellos,el tejido

adiposoblanco(Petery col., 1993),célulasde la granulosadel ovario (Hernándezy col.,

1989),y astrocitos(Komoly y col., 1992).La producciónde IOF-1 extrahepáticatambién

esreguladapor CH, aunqueexistenestudiosque indican que ciertos factoreslocales
puedenintervenirenestaregulación(McCarthyy col., 1995).

El ¡CF-1 no actúaúnicamentecomofactorde crecimientopostnataldependientede

CH, sinoquetambiénsehavistoquepresentaaccionesduranteel desarrolloprenatal.En

varias especiesel RIF-1 es sintetizadodurantela vida fetal. Tanto el factor comosu

mensajerohan sido detectadosen múltiples tejidos fetalesdemamíferos(DErcoley col.,

1980), predominantementeen célulasdeorigenmesenquimático.En la ratael nivel del

RNA mensajerode IGF-1 aumentacasi9 vecesen la mitad del periodogestacional(días

11-13),coincidiendoconla organogénesisy antesde queseinicie la expresióndeCH, lo

cualindicaquedebeserreguladopor otrasseñalesdiferentesa dichahormona(Rotwein y

col., 1987).Asimismo,en el embrióntempranode pollosehanencontradoreceptorespara

ICF-1, y yaantesdequeseestablezcala circulación(tambiénantesde laaparicióndeOH),

sepuededetectarel mRNA del factor (Caldésy col., 1991) (Kikuchi y col., 1991).Todo

ello sugierequeel ICF-1juegaun papelimportanteen la regulacióndelcrecimientofetal.

Los factoresdecrecimientosimilaresala insulina de tipo 1 y 2 seencuentranen

plasmay otrosfluidos extracelulares(linfa, liquido amniótico ) ligadosa proteínasde

unión (IOFBPs)con alta afinidady especificidad.Hastaahorasehanpurificadoy donado

6 IOFBPs,paralas cualesse han propuestocuatrofuncionesesencialesque coordinany

regulanlas actividadesbiológicasde los IGFs. Estasson: 1) actuarcomo proteínas

transportadorasen plasmay controlarel flujo de ICFs desdeel espaciovascular;2)

prolongarla vidamediadelos ICFs y regularsu aclaramientometabólico;3) proporcionar

el medioparaunalocalizaciónespecíficaa nivel tisular y celularde estosfactoresde

crecimiento;y4) modulardirectamentela interacciónde los IOFs con sus receptoresy de

estaformacontrolarindirectamentesusaccionesbiológicas.Ademásexistenevidenciasde

quelas IGFBPspuedentenerefectosdirectossobrefuncionescelulares,y al menosunade

las ICFBPssehavisto que esun ligando paraun receptorcelularespecifico.(Jonesy

Clemmons,1995).
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2.3.1.2.- El receptor de IGF-1

El receptor del ICF-1 (IGF-1R) es una glicoproteina transmembranal

heterotetrámeraconactividadtirosinaquinasa,queliga ICF-1 con altaafinidade IOF-2

con muchamenorafinidad.En estructuray acción,el ICF- IR esmuy similaral receptorde

la insulina.Ambosestánformadospordossubunidadesa que contienenregionesricasen

cisteina,y dossubunidadesjA, unidasporpuentesdisulfuro dandolugar a un complejo

heterotetraméricoa432 Las subunidadesa, responsablesde la unión con el ligando, y

unaporciónde las subunidadesjA constituyenel dominioextracelulardel receptor,mientras

quelas porcionesintracelularesdelas subunidadeslA poseenlos dominiostirosinaquinasa

que medianla respuestabiológica (Ullrich y col., 1985, 1986) (Figura¡ B). El receptor

del IGF-1 essintetizadocomoun precursorde 1367aminoácidos.Durantesu traslocación

al retículoendoplásmicoeliminaun péptidoseñalde30 aminoácidosy sufreunaruptura

proteolíticaparadar lugara las dossubunidadesjA (135 kDa) y las dossubunidadesa

glicosiladas(9OkDa).

Los cDNAsdel receptorhumanode insulina y del receptorhumanode ICF-1 han

sido donadosy secuenciados,encontrándoseun alto gradodehomología(másdel 50%)

en la secuendiaaminoacídica.Aunquela mayorsimilitud se encuentraen el dominio

tirosinaquinasa(84%dehomología),las posicionesdelos sitios deglicosilacióny de los

residuosde cisteinaenel dominioextracelulartambiénestánaltamenteconservadas(Ullrich

y col., 1986). A pesarde estassimilitudesestructurales,los dos receptoresdifieren en

especificidaddeligandos,distribuciónen tejidosy papelesbiológicos. La insulinaseliga al

lOE-iR con unaafinidadaproximadamente100-1000vecesmenorqueconlaqueseliga a

supropio receptor.Los mismosvaloressepuedenaplicara la afinidad del ICF-1 porel

receptorde la insulina (Czech, 1989). Con la utilización de receptoresquiméricos

insulina/IGF-1,se ha comprobadoque los determinantesestructuralesque definen la

afinidady especificidadporel ligandoestánlocalizadosen distintosdominiosdentrode las

subunidadesa de los receptoresparainsulinae ICF-1. Así, los 68 primerosresiduosdel

extremoN-terminaly tambiénlos 400 dela zonaC-íerminalde lasubunidada del receptor

de la insulinadeterminansu especificidadpordichahormona,mientrasqueenel ICF-1Rla

zonaresponsabledela especificidadpara¡CF-1 esunaregión(entreel aminoácido132y el

315)del dominio ricoencisteinade la subunidada. (Schumachery col., 1991; Kjeldseny

col., 1991).

Aunquehayevidenciasdela existenciademúltiplesespeciesdel ICF- iR, los datos

publicadosapuntanlaexistenciade un únicogenque seencuentralocalizadoen humanos

en el brazolargodel cromosoma15 (Ullrich y col., 1986)y queconstade 21 exones,con
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un sitio de cortey empalmealternativoenelextremo5’ del exon 14 (Abbot y col., 1992).

Los mayoresniveles de mRNA del receptorde ICF-1 se ven duranteel estado

embrionario,disminuyendoa nivelesmuchomenoresen el animal adulto. Ademásel gen

del ICF-iR duranteel desarrolloen la rataesreguladode maneraespecíficaparacada

tejido(Wernery col., 1989).La regiónpromotoradel gen hasido donaday secuenciada

por varios grupos,y presentasimilitudescon promotoresde genesaltamenteregulados,lo

cual apoyala hipótesisde que la expresióndel ¡CF-iR escuidadosamenteregulada.

(Wernery col., 1992). Estímulospatológicosy fisiológicos (comoel estadonutricional,

hormonasesteroidicas)tienengran influenciasobrela expresióny actividad de este

receptor.Los factoresde crecimientotambiénmodulansu expresión:así, tanto el bFOF

comoel PDCFincrementanlos nivelesdel mRNA en célulasen cultivo.

Algunostrabajosutilizandométodosde análisisheterodúplexcondigestiónRNAsa

handemostradolaexistenciadedosmRNAs diferentesparael ¡UF-iR en variostejidos y

líneascelulares(Yee y col., 1989).Un tránscritoesidénticoal receptorde ICF-1 donado,

mientrasque el segundocarecede tres paresde bases(secuenciaCAG) en la región
codificantede laporciónextracelularde la subunidadjA. Esteúltimo mRNA es generado

porun procesode cortey empalmealternativoen el exon 14.

Recientesestudiosa nivel de proteínahan demostradola existenciade dos

receptoresde IGF-1 distintos,quedifierenenelpesomoleculardela subunidadjA y en los

nivelesde expresiónrelativosduranteel desarrollo(Alexandridesy Smith, 1989). Porotro

lado,en tejidoshumanosy lineascelularesqueexpresantantoreceptoresdeinsulinacomo

deIGF- 1, sehadescritoqueunaproporciónde receptoresexistecomoestructurashíbridas

(ajAa’ jA’) (Soosy Siddle. 1989; Moxham y col., 1989).Algunosdatosapoyanla ideade

queestosreceptoreshíbridosestánformadospor un dímero«jA delreceptorde la insulina

en asociacióncon un dímero«jA del ¡OF-iR:

a.- Los. tetrámeroshíbridos puedenser inmunoprecipitadospor anticuerpos

reactivoscontrael receptorde la insulinaocontrael del RIF- 1, peroindividualmentelos

dímeros«jA reaccionanúnicamentecon anticuerposespecíficosparaun único receptor

(Garofaloy Rosen,1989; Moxhamy col.,1989;Soosy Siddle, 1989).

b.- Mapaspeptidicosde lasdossubunidadesjA de varias lineascelulares(Moxham

y col., 1989)y delcerebrode rata(Carofaloy Rosen,1989)sondistintos.

c.- Sehan formadoreceptoreshíbridosin vitro (Treadwayy col., 1989).

En cualquiercasoestos receptoreshíbridospresentanunosperfilesde especificidadde

ligandomáscomparablesal ICF-1Rqueal receptorde la insulina.

Existelacreenciageneralizadade queel receptorde la insulinaesresponsablede los

efectosmetabólicos,mientrasqueel IOF-1Rgeneralarespuestamitogénica.Sin embargo,

sehan descritovariosejemplosen los cualesTOF-1 mediaaccionesmetabólicasa travésde
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su propio receptor(Poggi y col., 1979; Cascieriy col., 1986), y otros en los que la

insulinapromueveproliferaciónporunión al suyo(Massaguéy col., 1982; Krett y col.,

1987; Mamonnasy col., 1989). Así, la ideaque impera esque tanto el receptorde la

insulinacomoel del ICF-1 puedenmediarefectosmetabólicosy mitogénicos.No obstante,

dosseriesdeobservacionesapuntanhaciaunaespecificidadgeneradaanivel del receptor:

a.- En un estudiocon receptoresquiméricosconsistentesen el dominioextracelular

delreceptorde la insulina,y el dominio intracelulardel RIF-iR, Lammersy col. (1989),

hansugeridoqueel dominio citoplásmicodel receptordel IOF-1 escasi 10 vecesmás

eficientecomoreceptormitogénicoqueel receptordela insulina.

b.- Utilizandounaseriede sustratossintéticos,Sahaly col (1988)handemostrado

quelaspreferenciasde sustratoparaambosreceptoressondiferentes.

Realmente,comparandolasestructurasdelos dosreceptores,seidentificanciertasregiones

de bajahomologíaqueserianlas responsablesdelas funcionescelularesespecíficas.

2.3.1.3.- Vía de transducción de señales

La unióndel ligandoal receptordel ICF-1 induceinteraccionesalostéricasde las
dos mitades«jA, dentrodel receptorestabilizadoporpuentesdisulfuro. Estemecanismo

podríaexplicarlaexistenciadelos receptoreshíbridosanteriormentedescritos.Despuésde

launiónconel ligando,seproduceunarápidaactivaciónde laactividadtirosinaquinasadel

receptor,que conduceala autofosforilaciónen residuosde tirosinade las subunidadesJA

(fosforilacióncruzadadeunasubunidadjA porla actividadtirosina quinasade la otra)

(Czech,1989),asícomoa la fosforilaciónen tirosinade otrasproteínas.Asimismo sehan

descritofosforilacionescruzadasentre receptoresde insulina y receptoresde lOE- 1

(Duronio, 1990; Beguinoty col., 1988).Cantleyy col (1991)hanprobadoquela proteína

quinasasrc purificadafosforilaal receptorde IGF-1, apuntandola posibilidadde que el

¡CF-iR puedeseractivadode una maneraindependientede ligando. Además, las

fosforilacionesdeldominiointracelulardel ¡OF-iRtambiénseproducensobreresiduosde

sernay treonina,mediantela accióndeotrasproteínasquinasa,como la PICA o la PKC.

Estasfosfouilacionesatenúanla actividadtirosina quinasadel receptor,indicandoun

posiblemecanismodemodulacióndel mismo.Condorelli y col. (1992), handescritoque

en célulastiroideasFRTL 5, laTSH inducelaactividadde unafosfatasaserina/treonina

que defosforila los receptoresde insulina y de ICF-1, aumentandode este modo su

actividadquinasaendógena.

El principalsustratodescritoparala actividadtirosinaquinasade las subunidadesjA

del receptordela insulinao del IOF-1 esunaproteínacitosólicade 185 kfla, conocida

como¡RS-1 (sustratoparael receptorde la insulina-1)quecontieneal menos20 residuos
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de tirosinasusceptiblesde fosforilación, 6 de los cualespertenecena una secuenciade

aminoácidoscapazdeinteraccionarcon proteínasqueposeendominios5H2 (de homología

consrc).Despuésdeserfosforiladaen múltiples residuosde tirosinapor el receptorde la

insulinao del ICF-1, el IRS-1 se une a varias proteinascondominios SH2; Nck (una

proteínaadaptadora),Syp(unaproteínatirosina fosfatasaconocidatambiéncomoPIPíD,

PTP2Co SHPTP2),Grb2(implicadaen la rutade activaciónde Ras),y p85 (la subunidad

reguladorade la Pl 3-quinasa,un enzimaque fosforilaal fosfatidil inositol en la posición

D-3 del anillo de inositol). Así, tantoel receptorde IOF-1 comoel de la insulinapueden

iniciarmúltiplesvías de señalizacióna partir de la fosforilacióndel IRS-1 (Myersy col.,

1994).¡RS-! hademostradoserunaproteínaimportanteen la mitogénesisinducidapor

IGF-1 o insulina(Myers y col., 1994),y recientementese havisto queseasocia conel

antígenoT del virus 5V4{) (Zhou-Li y col., 1995), lo cual puedeserimportanteparael

papelde los receptoresde ICF-1 en mitogénesisy transformacióncelular. A pesarde la

claraimportanciadel IRS-1 en lavía de transduccióndel IGF-1 e insulina, estudioscon

ratonesdeficientesen IRS-1 (Araki y col., 1994)sugierenlaexistenciade víasalternativas.

De hecho,una segundaproteínade la familia ¡RS(IRS-2) ha sidodonadarecientemente

porSuny col., (1995).

A partede la activaciónde la P¡ 3-quinasaa travésdel ¡RS-!, Yamamotoy col.,

(1992) han demostradoque, al menos “in vitro”, el receptordel IGF-1 se asocia

directamentecon la PI 3-quinasa.En estaasociaciónestándirectamenteimplicados

dominiosSH2de la subunidadp85, los cualessonun sustratodirecto parala actividad

tirosinaquinasadel receptor.Porotro lado una proteínade 62 kDa, que pareceserun

nuevosustratoparael ¡CF-iR (Sánchez-Margalety col., 1995), tambiénhasidoimplicada

en unasegundarutaentreel receptory la PI 3-quinasa,independientede IRS-1.

Otraproteínaqueresultafosforiladaen tirosinaporlaactividadquinasadel receptor

esShc (proteínaquecontienedominiosdehomologíaconsrc). La familiaShcestáformada

portresproteínasde46, 52y 66 kDaquecontienenun únicodominio 5H2. Al igual queel

IRS-1, al fosforilarseen tirosina Shc seasociacon Grb2 (Sasaokay col., 1994),una

proteína que ademásde los dominios5H2 por los que interaccionacon IRS-1 y Shc,

presentadosdominiosSI-13 por los que seunea SOS, unaproteínaintercambiadorade

nucleótidosqueescapazdeactivarRasporincrementarel cocienteRas-GTP(activo)/Ras-

C}DP (inactivo)(Bar-Sagi,1994).Laproteínap21-Ras,que escodificadaporunafamilia

de genes:Fi-, K- y N-ras,seencuentraancladapor farnesilacióna la cara internade la

membranaplasmática.La importanciadep2l-Rasen lavtamitogénicadel ICF-1 ha sido

demostradaen el procesode maduraciónmeióticade los oocitos de Xenopus,que es

inhibidocuandoanticuerposY 13-259contraRassemicroinyectanen estascélulas(¡<orn y

col., 1987). El ras-OTPactivo poneen marchala cascadade las MAP quinasas,que
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comienzacon la activacióndeRafposiblementeatravésdeunainteraccióndirectaRas-Raf,

aunqueel mecanismono estátodavíabienestablecido.LaRaf quinasa(unaserina/treonina

quinasa)activadafosforila y activaa la proteínaMEK (tambiénconocidacomoMAP

quinasaquinasa),queasuvez activay fosforila alaMAP quinasa(Avruch y col., 1994).

Unode los sustratosde esteúltimo enzimaesla RSK (quinasaS6 ribosomal),unaquinasa

quetieneblancostantoa nivel citosólicocomonuclear(fosforila factoresde transcripción

comoNur 77, c-Fos, c-Jun,así comola histonaH3 (Blenis, 1993)). AdemásMAP

quinasasepuedetranslocaral núcleo,pudiendoserésteotro de los mecanismosporel que

todaestacascadade transducciónde señalesa nivel citoplasmáticoconectecon el núcleo,

donde se tiene que producir la activaciónmediantefosforilación de factoresde

transcripción.Así, MAP quinasay RSK parecenserun punto común para las vías

mitogénicasy diferenciadoras.En la Figura ¡¡ semuestraun esquemade estavía de

señalización.

Recientemente,sehadescritounainteraccióndirectade Ras-GTPcon la subunidad

catalíticade la PI 3-quinasa(Rodriguez-Vicianay col., 1994). La activaciónde Ras da

lugara fosforilacionesen la posiciónD del anillo de inositol del PI, PI(4)Py PI(4,5)P2,

originandoPI(3)P,PI(3,4)P2y PI(3,4,5)P3.Estosmetabolitossepiensaquejueganun

papelimportanteen el crecimientocelulary en el metabolismo,pero no sonhidrolizados

por ningunafosfolipasaconociday no pareceque participenen la vía clásicade los

fosfatidil inositoles.El PI(3.4,5)P3podríaactivarla proteinaquinasaC ~, estableciéndose

asi un nexode unión con la víadela PKC. Esteenzimasehavisto activada por ICF- 1 en

varios tipos celularesy podríaestarimplicadaen el efectomitogénicodel ¡CF-1 sobre

astrocitosde rata(Tranquey col., 1992).

Igualmente, se ha demostradoque la PI 3-quinasa no sólo fosforila

fosfatidilinositoles,sinoque tambiénfuncionacomounasermaproteinaquinasa.De este

modopuederegularsupropiaactividadpuestoque cuandola p85 (subunidadreguladora)

sefosforilaen sermase inactiva la subunidadcatalíticade 110 kDa (Dhandy col., 1994).

Tambiénseha vistoquefosforilaal ¡RS-1 de maneraindependientede insulina,aunqueel

papelreguladordeestafosforilaciónno estábienestablecido(Lam y col., 1994).Porotro

lado,esteenzimaseharelacionadoconlaactivacióndel transportede glucosainducidopor

insulinamediantela translocacióndel transportadorOlut 4 desdedepósitosintracelularesa

lamembranaplamática(White y col., 1994).

A nivel nuclearsehavisto quecuandolas célulasSwiss 3T3 son tratadascon ICF-

1 se produceunarápidadisminución de la cantidadde polifosfoinositolesdentro del

núcleo,con un aumentodel diacilglicerol nucleary traslocaciónde la proteínaquinasaC a

la regiónnuclear.Puestoqueestosefectossoncasimáximos a los pocosminutosde la
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estimulacióncon IOF-1, estánentrelos sucesosintranuclearesmástempranosdescritosen

respuestaalaactivacióntirosinaquinasay puedenrepresentarunapartedel mecanismopor

el cualla informaciónestransmitidadesde]amembranaplasmáticaalnúcleoparainiciar la

división celular(Divechay col., 1991).En el núcleocelulartambiénseha demostradoque

el IOF-1 produceunaelevacióndel mRNA de c-fosen célulasL6 y adipocitos3T3-L1.

Chiou y Chang(1992)han descritoque en célulasBALB/c3T3, el ¡CFi estimula la

transcripcióndel protooncogénc-jun, ala vezqueestabilizalos mRNAs dedichaproteína

ya existentes.En variaslíneascelularesestefactortambiénpuedeincrementarlos niveles

del mRNA de c-myc.

2.3.1.4.- Efectos biológicos

El ¡CF-! muestra“in vitro’ e “in vivo” efectosmetabólicosacortopíazosimilaresa

la insulina(talescomola estimulacióndel transportede glucosa,síntesisde glucógenoy

síntesislipidica en tejidoadiposo),perosólamenteaa concentracionesrelativamentealtas.

La presenciadeICFBPs en plasmaprevienela hipoglucemiaen condicionesfisiológicas.

Dimitriadisy col. (1992) han descritoque en músculoesqueléticode rata“in vitro”, el

ICF-1 aumentala velocidadde transponedeglucosay suutilización independientemente

deinsulina,incrementala velocidadde síntesisde glucógenoy puedeestimularla glucolisis

anivel de la 6-fosfofructoquinasa.Sin embargo,los efectosbiológicamenterelevantesdel

ICF-1 a concentracionesnanomolarsonla estimulaciónde la proliferacióncelulary, al

menosen ciertostejidos, la diferenciacióncelular.

A) IORí y proliferación

La importanciadel IGF-I duranteel desarrollofetal “in vivo” hasido claramente

demostradaen una serie de experimentosutilizando ratonesa los que, mediante

recombinaciónhomóloga,seles ha creadomutacionesqueanulanlos genesquecodifican

paraICF-I, RIF-II, y el receptorde ICF-I (Liu y col., 1993; Baker y col., 1993). En

todoslos casoslos animalespresentaronretardoen el crecimiento,y supesoal nacerfue

30-65%del de los ratones normalescontrol. Por otro lado, se han creadoratones

transgénicosque sobreexpresan¡OF-!, resultandoen un incrementodel pesocorporal

(30%sobrelos ratonescontrol) conun dramáticoaumentoen el tamañodel cerebro.Los

resultadosobtenidosconanimalestransgénicossugierenqueel ¡CF-! mediala mayoríade

los principalesefectosde lahormonadecrecimiento,y que las variacionesen la expresión

local de IGF-1 puedeproducir un crecimientodesproporcionadode tejidos específicos

(D’Ercole, 1993).
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Los efectosmitogénicosdel ICF-1 han sido descritosen una gran variedadde

sistemas:linfocitos T, condrocitos,osteoblastos,queratinocitos,célulasde la granulosa,

célulasde la médulaósea(Kooijmany col., 1992;Bohmey col., 1992; Barrecay col.,

1992;Hernándezy col., 1991; Merchavy col., 1992). En algunos,comoporejemploen

cultivoscelularesdecélulastiroideasporcinas,el ¡CF-! inducelaproliferaciónpor si solo,

no siendonecesariala presenciade otros mitógenos(Takasuy col, 1989). En cultivos

primariosdeadipocitosmarronesde fetosde 22 díasel IOF-1 tambiénesun factor de

crecimientocompleto,produciendoun incrementode la síntesisde DNA, el númerode

célulasy el contenidode DNA, RNA y proteínas,así como la inducción génicade la

glucosa6-P-deshidrogenasa(Valverdey col., 1991).Sin embargoen otrossistemas,como

lascélulasBALB/c3T3, serequierela accióndevariosfactoresdecrecimientoen unorden

determinadoparaquelas célulasquiescenteslleguenala fase5 del ciclo celular: las células

quiescentes,cuandoseexponena la acciónde factoresde competencia,comobFCFo

PDCF,pasande la faseC0 aC~, esdecir,sehacencompetentespararesponderafactores

deprogresióncomoel ¡OF-!. Lu y Campisi (1992) han comprobadoque p2l Ras es

esencialparalacapacidaddel¡CF-! de estimular la entradaen fase5 desdela faseQ

tardía,y sinembargono lo esparala capacidadde PDCFo ECFdeinducirel mRNA dec-

fos en la transiciónCo/Ci. La función del PDCF como factor de competenciapodría

basarseen su capacidadparaaumentarlaexpresióndel receptorde ¡CF-!, puestoquese

sabeque la sobreexpresiónde receptoresde ICF-1 en célulasBALB/c3T3 produce

mitogénesise induceel mRNA decdc2(unaproteínaquinasaimplicadaen la replicación

del DNA y enla mitosis)en presenciade¡OF-!, sin necesidaddePDOF(Surmaezy col.,

1992). Otro factorde competencia,el bFCF, seha visto que producefosforilación en

residuosde tirosina de la cadenaLA del receptorde ¡CF-! en célulasBALB c3T3 que

sobreexpresandichoreceptor(Yoshinouchiy col., 1993),pudiendode estaforma sustituir

al ICF-1 comofactor de progresión.Porotro lado, transfectandocélulasde modo que

sobreexpresenECF,el proto-oncogene-mybo el antígeno1 SV4O (estasmanipulaciones

hacenquelacélulaexpresesuficiente¡OF-! paraestimularsureceptorde formaautocrina)

se asegurala proliferacióncon la presenciaúnicamentede un factor de competencia

(Travali y col., 1991, Porcuy col., 1992, Pietrzkowskiy col., 1992). El ICF-1, bien

comoúnicofactoren célulashumanascancerígenas,o junto con PDCFen fibroblastos,

inducela expresióndelaciclinaDl enel inicio dela fase01 delciclo celular,lo cualpuede

serel principal mecanismodel ICF-1 comofactorde progresión.Mástardíamentetambién

aumentalaciclinaBí, cdc2y cdk2 (Furlanettoy col., 1994).Complementariamentea sus

efectossobreproliferación,el ¡CF-1 tambiénpuedeinhibir la muertecelular. Resultados
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recientessugierenparael ICF-1 un papelprotectordeapoptosisen fibroblastosdeprivados

de suero(Harringtony col., 1994).

En cultivos sin suero de célulasde la médula ósea,el ¡OF-! estimula la

proliferaciónde macrófagosa la vezqueinducela formaciónde célulasmultinucleadas

(Scheveny Hamilton, 1991).El ¡CF-! hasido especialmenteimplicadoenel control de la

proliferacióny diferenciacióncelular,comoocurreenel cartílago(Mc Quillan y col., 1986)

y enlas célulasde la granulosa(Adashi y col., 1985), lo cual podríaindicar un giro en la

señalizacióndel receptorde ICF-! similaral queocurreen célulasdeneuroblastoma.La

insulinay el ¡CF-1 sonpotentesmitógenosparalas célulasSH-SY5Y de neuroblastoma,

queexpresanreceptoresparaambosligandos.Unavezquedichascélulashandiferenciado

en presenciade PMA y suero,ni la insulina ni el ICF-1 puedenya dar lugar a una

respuestamitogénicaapesarde la existenciade susreceptores.En cultivos diferenciados,

la insulinao el ¡CF-! inducenla autofosforilaciónde sus receptores,reorganizaciónde

actinay expresiónde c-fos,mientrasque respuestastardíaspre-replicativas,comola

expresiónde c-myc y la activaciónde la ornitina descarboxilasa,no son inducidas.

Además,ladiferenciacióndecélulasSH-SY5Y inducidaporPMA en mediolibre desuero

esfuertementepotenciadaporconcentracionesdel rangonanomolarde ¡CF-1 (Pahímany

col., 1991).

E) IGF-lv diferenciación

Sehandescritoprocesosde diferenciacióninducidospor ¡CF-1 en variossistemas

celulares:célulasde la granulosa,condrocitos,osteoblastos.Estefactor esun conocido

inductorde la diferenciaciónmiogénicaterminal (Florini y col., 199!).Tambiénpuede

promoverla diferenciaciónneuronal,siendoun factor no sólodiferenciador,sinotambién

un posible factor de supervivenciapara las neuronas.Robinson y col., (1994)

recientementehandemostradoquela activacióndep2l rasesnecesariaparaquela insulina

y el ¡OF- 1 promuevanla supervivenciay diferenciaciónde estetipo celular.

El papeldel ICF-1 en adipogénesistieneespecialrelevancia.La conversiónde

células fibroblásticas3T3-L1 en adipocitos totalmentediferenciadosmuestraun

requerimientoabsolutode insulinao ¡CF-! (Rubin y col., 1978). Sin embargo, la

expresiónde oncogenesrastransfectadosenestascélulaslas diferenciaa adipocitosen

ausenciade insulina o ICF-1 (Benito y col., !991). Otrosoncogenescomosrc o trk no

inducendicho procesodiferenciador.Además, la transfecciónde mutantesde Ras

dominantesnegativos, bloqucaespecíficamenteel procesodiferenciadorinducido por
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insulina. Porrasy col., (1992) han mostradoque en células3T3-L! no transfectadas,

despuésdeestimularíascon insulina, seproduceuna rápidaestimulaciónen la formación

del complejoactivoRas-CTP,asícomounaactivaciónde MAP quinasa.Recientemente,

sehacomprobadoqueen estasmismascélulasy tras estimulaciónconinsulinatambiénse
activa la PI 3-quinasa(ademásde ras y MAP quinasa).Pretratandolas células con

wortmanina(un inhibidor de la PI 3-quinasa)sesuprimencasi porcompletotodas estas

activaciones,y comoconsecuenciaseinhibe la diferenciaciónadipocítica(Ueharay

col.,1995).

El ICF-1, a concentracionesfisiológicas,escapazde aumentarla actividad del

promotordela ácidograsosintasaen fibroblastos3T3-L! (Misra y col., 1994).También

muestraefectosmetabólicossimilaresala insulina,comola estimulaciónde la captaciónde

glucosay la síntesisde glucógenoy lípidos, aunquepresentamenor potenciaque la
insulina. Sin embargo,en células3T3-LI la subunidada de los receptoresde insulinay

de ¡OF-! tieneunapotenciasimilarparaestimularlaactividady los nivelesde mRNA del

transportadordeglucosaClut4 (Weilandy col., 199!). Existendatosque implican ala PI

3-quinasa,MAP quinasay RSK en los efectosmetabólicosde la insulina/IGF-1,aunque

consideranque no son suficientesy sugierenla necesidadde otros mecanismosde

señalizaciónespecíficosactivadosúnicamenteen respuestaa insulina o ¡CF-! (Wiese y

col., 1995;Shepherdy col., 1995;Fingary col., 1994).

2.3.2.- Factor de Crecimiento Transformante tipo fi (TGF-fi)

2.3.2.!.- El factor

Los TCF-13spertenecena una familia deproteínasinicialmentecaracterizadaspor

su capacidadparapromoverel crecimientode célulasnormalesno neoplásicasen agar

blando,peroqueactualmentesesabequeestánimplicadosen unagran variedaddeefectos

celulares:estimulación/inhibiciónde crecimientoo diferenciación, transformación

morfológicadecélulas,y activacióntranscripcionalde genesde respuestatempranay genes

quecodificanparaproteínasdematrizextracelular(Massagué,1990; Mosesy col., 1990).

Sonproteínasde 25 kDacon dossubunidadesidénticas,habiéndosedescrito5 isoformas

altamentehomólogas,delas quesólo tres(TCF-B!, TGF-t32 y TOF-B3) sehanpurificado

de sistemasde mamífero,mientrasquela cuartay quinta isoformassehan purificadode

pollo y Xenopusrespectivamente.Ademásde las formashomodiméricassehanaislado

heterodímerosTCF-B!.2 y TCF-132.3,aunqueen muchamenorproporción.

El prototipo de la familia lo constituyeel TCF-131, un dímeroformadopor dos

cadenasidénticasde 112 aminoácidosunidospor puentesdisulfuro. Cadacadenase
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sintetizacomoun precursorde390aminoácidos,que contieneuna secuenciaN-terminal

hidrofóbicaparala traslocaciónatravésdel retículoendoplásmico,unaproregióncon tres

sitios de glicosilación.y el dominio activoC-terminalcon 9 cisteinas(Derynck y col.,

1985). Despuésde sintetizarse,doscadenasde pro-TCF-13seasocianpara formar un

dímerounidopor puentesdisulfuro. Durantela secrecióntienelugarla rupturaproteolitica

de los precursores,separándoselas cadenasC-íerminales(que constituyenel TCF-J3

maduro)de suspropéptidosaminoterminales,los cuales(conocidostambiéncomoLAP:

proteínaasociadaa TGF-f3 latente) permanecenen forma diméricaasociadosno

covalentementeal TCF-13 formandoun complejolatente.Unafracción de TGF-B latente

contieneademásproteínasde alto pesomolecularque seasociana [AP, de las cualesla

mejorcaracterizadaesla LTBP (proteínade unión aTCF-l3 latente).Estaproteínahasido

implicadaen la asociacióndel TCF-13 latentecon la matrizextracelular.(Taipaley col.,

1994).Paraqueel factorseabiológicamenteactivosetienequedisociardeestecomplejo;

“in vitro” seconsiguemediantetratamientosfísicos(calor) o químicoscomoexposicióna

pH ácido,peroel mecanismode activación “in vivo” no se conoce,aunquepodríaestar

mediadoporciertasglucosidasasy otrasenzimas.

Lamayoríade lascélulastienenla capacidaddeexpresary secretarTCF-B y poseen

receptoresparaestefactoren susuperficie,por lo cual sepiensaque el TOF-13 actúade

maneraautocrinay paracrina.Además,puestoqueelTOF-13seunea variasproteínasdela

matriz extracelular,se puedeasumir que la matriz extracelulary especialmentelas

membranasbasalesrepresentanun reservoriodel cual el TCF-13 puedeserliberadopara

ejercersusaccionessobrelas célulascercanas.Laexpresióndel TCF-B estáactivadaa lo

largodel desarrolloembrionarioy en el estadoadulto (Hemey col., 1987; Thompsony

col., !989)). Si numerosostipos de célulasexpresany puedenrespondera estosfactores,

esdeesperarque tanto la expresióncomola actividadesténestrechamentecontroladas,

controlquesellevaacabomediantela regulacióndela transcripcióndel gen, laproducción

deTOF-13en formalatentey el secuestrode los TCF-13sactivadosporproteínascirculantes

o de matrizextracelular(Massagué,1990).

El gen del TCF-l31 contiene en su región 5’ dos sitios de iniciación de la

transcripción(Km y col., 1989),entrelos cualessesitúaunode los promotoresdel gen.

El otro estálocalizadopordelantedel primersitio de inicio transcripcional.En el primer

promotorexisteun sitio de unión para el complejoAP-!, y dos sitios en el segundo

promotor.Se hademostradoque TCF-B! regulapositivamentesu propia expresión a

travésde dichocomplejo, y que los ésteresde forbol tambiéninducenla expresiónde

TOF-131 vía AP-!. Estaactivaciónpuedeserfuertementereprimidapor los receptoresdel

ácidoretinoico(Salberty col., 1993).Tambiénseha descritoun efectoactivadorde la

transcripcióndel gen paralos glucocorticoides,el EGF,el NOF y el oncogénH-ras, así
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comounaregulaciónde laexpresiónmediadapor la pRB en sentidopositivo o negativo

segúnel tipo celular.

2.3.2.2.- Receptorespara TGF-I1

Los TCF-13sejercensusdiferentesaccionesmedianteuniónareceptoresespecíficos

de membrana,que inicialmente se caracterizaronmedianteexperimentosde unión

irreversibleutilizando ‘~I-TCF—B. De estemodo se han identificadohastaseis tipos

distintosdereceptorescon pesosmolecularesdiferentes,algunosde los cualessólo sehan

encontradoenciertostiposcelulares.Los másestudiadoshansido los receptorestipo 1, de

55 kfla (TI3R-I), tipo II (TI3R-II, 75 kDa), y tipo III, de280 lOa (TJ3R-III). que aparecen

en lamayoríade las células, y queyahansidodonados.EJ receptor tipo III, conocido

también como betaglicano,es un proteoglicanotransmembranalcon una región

citoplásmicamuycortaquecarecedeunafunciónespecíficaen la transducciónde señales.

Probablementefacilita los efectosdel TCF-B porpresentarel ligandoa los receptoresde

tipo 1 y II quesonlos directamenteimplicadosenla señalizacióndel factor(López-Casillas

y col., 1993).TBR-I y TBR-II son serina/treoninaquinasascon un dominio extracelular

corto que contiene gran cantidad de cisteinas,y una región citoplásmicalarga

principalmenteconstituidaporel dominio quinasa.Tambiénescaracterísticode estos

receptoresun grupode tres cisteinasjustoantesde la regióntransmembranal.El dominio

quinasadel receptortipo II seencuentraflanqueadopor unaextensiónC-terminal y un

segmentoespaciadorentrelas secuenciastransmembranay quinasa.Se ha donadoun

único TI3R-¡I, cuyaexpresióncoincidecon la del TCF-B1 duranteel desarrollo.Sin

embargo,sehanpropuestovariosreceptoresdonadoscomoreceptoresde tipo 1, los cuales

son receptoresserinaitreoninaquinasa,encontrándosesus estructurasestrechamente

relacionadas.Sedistinguendel tipo II enquelos dominiosextracelularessonmás cortos,y

en el dominiocitoplásmicolaextensiónC-terminalcontienesólo unospocosaminoácidos.

Además,la regiónespaciadoraentrelos dominiostransmembranay quinasacontieneun

motivo conservadoSOSOSOLP(dominio CS) que no apareceen el receptortipo II

(Derynck, 1994)(FiguraIII). Los dominiosquinasade los diferentesreceptorestipo 1 son

mássimilatresentresi que si se comparancon el del TBR-11, con el que muestranuna

homologíamenordel 40%. Otra diferenciaimportanteentreestosdostiposde receptores

resideen las propiedadesde suunión a ligando: mientrasel receptortipo II puedeunir

TGF-Bdirectamentedel medio, los receptorestipo 1 reconocenúnicamenteel ligandoque

ya estáunido al TBR-II. Deestemodo, la especificidaddel ligando y suafinidad vienen

determinadosporel receptortipo II (Ebnery col., 1993).Cadareceptortipo II puede
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Grupo de Cisteinas

Transmembrana

5GSGSGLP

Quinasa
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FIGURA III Representaciónesquemáticade los receptores tipo 1 y tipo II

para el TGF-B

Las líneashorizontalesen los dominiosextracelularesmarcanlas cisteinas.En el receptor

tipo ¡ cabedestacarlasecuenciaconservadaSCSOSCLPqueprecedeal dominio quinasa,

asícomolapequeñaextensiónde la regióncitoplasmáticaquesigueadichodominio.
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interaccionarcon distintosreceptoresde tipo 1, formandodiversascombinacionesde

receptoresheteroméricoscon capacidadesdeseñalizaciónpotencialmentediferentes.

Recientesavanceshan permitidodesarrollarun modelo parael mecanismode

activacióndel receptordeTGF-13y unaexplicaciónal hechodequeseannecesarioslos dos

tipos dereceptores(1 y II) paragenerarunarespuestaal factor(Wranay col., 1994). Se ha

demostradoque el TI3R-II es una quinasaconstitutivamenteactiva, cuyaactividadno

aumentapor unión al ligando. Sin embargoel TGF-13 unido al receptor tipo II es

reconocidoporel TI3R-I, quedeestaformaseune al complejo.Unavezen el complejo,

TI3R-I esfosforiladoporTIAR-II en residuossermay treoninadel dominio CS (FiguraIV).

Mutacionesqueimpidenestafosforilación bloqueanla propagaciónde la señal.El receptor

TBR-I no seautofosforilani fosforilaal receptortipoII asociado,perosuactividadquinasa

esesencialparala señalización(Bassingy col., 1994), sugiriendoque el receptortipo 1

propagala señalmediantefosforilaciónde otrossustratos.Aunquedichossustratosnose

hanidentificadotodavíaexistenresultadosqueapoyanestaidea,comoel hechode queuna

formadeTIAR] constitutivamenteactivaseacapazde generarrespuestasantiproliferativasy

transcripcionales,inclusoenausenciade TOP-LA y TIAR-II (Massaguéy Polyak, 1995)

2.3.2.3.- Efectos biológicos

Desdeque se describióal TCF—IA como un factor que inducia fenotipo

transformanteen algunaslineascelularesfibroblásticas,sehademostradoqueel TOF-JA

tiene una ampliavariedadde actividadesbiológicasque afectana la proliferacióny

diferenciaciónen muchostipos celulares.Es un claroejemplode factormultifuncional,

cuyaacciónvariadramáticamentesegúnel tipo celulary suestadodediferenciación,las

condicionesde cultivo (como la densidadcelular) y la presenciade otrosfactoresen el

mediodecultivo. Tambiénha sido implicadoen distintasrespuestasasociadasa procesos

inflamatoriosy de reparacióntisular: es un potentefactorquimiotácticoparadistintas

células,especialmentemonocitosy tibroblastos,queademásinducela síntesisdeproteínas

de matrizextracelular,modulala expresiónde proteasase inhibidoresde proteasasde

matriz, aumentala expresiónde integrinasy de estemodo favorecela adhesióncelular

(Derynck, 1994).
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FIGURA IV Modelo de la iniciación de la transducción de señalespara el
receptor de TGF-B

El receptortipo II, queesunasermatreoninaquinasaconstitutivamenteactiva,constituyeel

receptorprimario parael TOF-I3, al que une(rombo) pudiendoasíreconocery reclutara]

receptortipo 1. La subsiguientefosforilacióndelreceptor1 por el II permitela propagación

de la señalatravésde sustratostodavíano conocidosquemedianlos efectosdelTCF-B.

Propagación
de la señal
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A) TGF-By proliferación

El TCF-13 espredominantementeun inhibidor del crecimientodecélulasepiteliales

(Moses y col., !990), mientras que en células mesenquimáticascomocondrocitos,

precursoresdeadipocitosy célulasfibroblásticasestimulalaproliferación(Vivien y col.,

1993; Butterwith y Coddard, 1991;Kataokay col., 1993).Los efectosdel TCF-IA sobre

célulasosteoblústicaspuedenvariar, dependiendode las concentracionesde TGF-B,

densidadcelular, y origen y estadode maduraciónde las células estudiadas.En

osteoblastosnormalesestimulael crecimientoe inducecambiosen la morfologíacelulary

en la organizacióny síntesisde proteínasdel citoesqueleto.El crecimientoinducidopor

TCF-IA en estascélulasseha asociadocon unaacumulacióninmediatay transitoriadel

mRNA dec-fos (Machwatey col., 1995). Sobrefibroblastoshumanosel TCF-LA muestra

un efecto bimodal: a bajasconcentracioneses mitógeno, mientras que a mayores

concentracionesla estimulacióndisminuye. Este efecto bimodal no se observaen

fibroblastosde embriónde pollo, dondeaumentala síntesisde DNA incluso a altas

concentraciones.En estasmismascélulas y otras de tipo fibroblásticola respuesta

proliferativa al TCF-JA pareceser indirectamediadapor la secreciónautocrinade otros

factoresdecrecimientocomoel IGF-1 y el PDCF(Imbenottey col., 1992).y favorecida

porlasíntesisdeproteínasdematrizextracelular,todoello inducidoporel TOF-I3.

En fibroblastosNIH 3T3 (querespondenminimamenteal TCF-LA) laexpresióndela

proteínadeunión anucleótidosde guaninaCial confieresensibilidadal factor,induciendo

mitogénesisy transformaciónmorfológicaen respuestaa TCF-IA (Kataokay col., 1993).

OtraproteínaO, la proteínap2i ras,tambiénhasido implicadaen el mecanismode acción

del TOF-IA. En célulasepiteliales,dondeactúacomoinhibidordel crecimiento,el TCF-lA

activap2! rasy tambiénp44mapk (Hartsoughy Mulder, 1995). Sin embargo,Howe y

col., (1993)handescritounadisminuciónen el estadode activacióndep2! rasendógeno

en respuestaa TCF-l3 en célulasepitelialesde pulmón.Además,la microinyeccióndep2!

rasen estascélulasdetenidasen el ciclo celularpor accióndel TOP-JA,sobrepasadicha

inhibicióndel crecimientoy permitesuprogresiónatravésdel ciclo celular.

Lamayoríade los estudiossobreinhibición del crecimientoinducidoporTOF-l3 se

hancentradoen susefectossobreel ciclo celular.Estefactorsólo escapazde detenerel

crecimientocuandoseañadedurantelafaseCl tempranaEl TGF-LA impidela fosforilación

dela proteínaRl,, manteniéndolaen un estadohipofosforiladoqueesincompatiblecon la

progresióndel ciclocelular.Paracomprobarcómoel TCF-LA afectaa la fosforilacióndeesta

proteína,varios gruposhanestudiadoel efectodel factorsobreciclinasy Cdksde faseCl.

Otraproteínaquepareceestarimplicadaen la inhibicióndel crecimientoinducidoporTOP-



Antecedentesbibliográficos 31

LA esc-Myc. puestoque TOF-f3 puededisminuir la expresiónde esteprotooncogenen

algunaslineascelularesquerespondenalos efectosantiproliferativosdel factor. (Massagué

y Polyak, 1995).

B) TCF-I3 y diferenciación

La diversidadde efectosdel TCF-IA sobrela proliferacióncelular sugierela

posibilidaddequeel papelprimariodel TGF-Bseacontrolarel desarrollocelular,de forma

quesuefectosobrela proliferaciónseasecundarioa un efectoprimario,másimportante,

sobrecambiosmorfológicosrelacionadoscon el desarrollo.

A pesardeque los efectosdel TCF-B sobrela diferenciacióncelularhan sido

examinadosexhaustivamente,no sonpredeciblesy parecensimplementeserfuncióndel

tipo celular o marcadorde diferenciaciónque se esté estudiando.Sobrecélulas

mesenquimáticasse sabequeel TCF-13 inhibe la diferenciaciónadipocitica,estimulala

formaciónde condrocitose inhibeo estimulala diferenciacióndemioblastosy osteoblastos

dependiendode las condicionesfisiológicasy del estadode diferenciaciónde la célula.

Miettineny col..(1994)handemostradoqueTOF-Btienelacapacidaddeinduciren células

epitelialesun procesoreversiblede transdiferenciaciónepitelial-mesenquimático.

En cuantoala diferenciaciónadipocitica,sehanestudiadolos efectosdel TCF-B en

modelosdediferenciaciónde célulasfibroblásticaso preadipociticas,tipo 3T3 (Ignotzy

Massagué,1985; Sparksy col., 1992). En estosmodelosel procesodediferenciación

comienzaunavezquelascélulashandetenidosucrecimiento.Si el TGF-I3 seañadeantes

de que seinicie la diferenciación,escapazde inhibiría potentementeaunquede forma

reversible.Asimismo,inhibe la expresiónde genesespecíficosde diferenciación,como la

LPL y la CPD. Sinembargo,unavezquela diferenciaciónmorfológicacomienza,el factor

yanopuedebloquearía.Sobrecélulastotalmentediferenciadasel TCF-13 tampocoescapaz

dedisminuirla expresiónde genesespecíficosni de causardesdiferenciaciónmorfológica.

Pareceque el TGF-IA funciona de forma concertadacon otros factorescomo

proteínasdematrizextracelulary otrosfactoresde crecimientopolipeptidicosparaafectara

la diferenciacióncelular.Porotro lado,el TCF-LA tiene un marcadoefectosobrela matriz

extracelular,lo que probablementejuega un papel importanteen los procesosde

morfogénesisy desarrollo,reparacióntisular y patogénesisde ciertasenfermedades

fibróticas en las que estáimplicado estefactor. En concreto,estimulala síntesisde

componentesde lamatriz,comola fibronectina,enun amplionúmerode sistemascelulares

(Franzeny col., 1993).Además,modula la actividadproteolíticaextracelularque puede
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estarligada a la regulaciónde la formaciónde matriz mediantela accióncoordinadade

activadoreseinhibidoresde plasminógeno.

2.3.3.- Factor de NecrosisTumoral (TNF-cz)

El factordenecrosistumoral(TNF-a)o caquectinaesunacitoquinaproducidapor

macrófagosprincipalmente,perotambiénporotrostipos celulares.Es sintetizadocomoun

precursorde235aminoácidos(26kDa) queposteriormentesufreunarupturadandolugara

la formaquesesecretade 17.3 kDa.

Presentaun amplioespectrodeactividadesbiológicasque incluyenefectossobre

proliferación y diferenciacióncelular. Algunasde las respuestasmejor conocidas

relacionadascon el TNF-a sonel shockséptico.citotoxicidad, inflamacióny caquexia.

Esteúltimo esun síndromeasociadoaenfermedadesinfecciosascrónicasy cáncer,que se

caracterizaporunaseverapérdidademasacorporal(fundamentalmentemúsculo),varios

gradosde depleciónde los depósitosde grasay alteracionesen el metabolismode hidratos

de carbono,proteínasy lípidos. En lineascelularesadipogénicasde ratón,comoTAl y
3T3L!, el TNF-a inhibe completamenteel procesode diferenciación,previniendola

expresióndegenesespecíficosdeadipocitos,talescomoaP2,G3PDy Glut4 encélulasen

procesodediferenciación,y revirtiendosuexpresiónen célulasya diferenciadas.Además.

sehacomprobadoqueel TNF-a reducelos nivelesdeC/EHPa, un factorde transcripción

quehasidoconsideradocomo el principal reguladorde la expresióndegenesespecíficos

deadipocitos(Williams y col., 1992).Estosefectospodríancontribuiralaatrofiadel tejido

adiposoen el síndromede caquexia.

La inducciónde las diferentesrespuestascelularesmediadasporTNF esiniciada

porsuinteraccióncondosreceptoresdistintos,unode55 kDa(TNF-R1),y otro de 75 kDa

(TNF-R2).Ambossonglicoproteinascon un únicosegmentohidrofóbicotransmembrana,

y seexpresanenlasuperficiede la mayoríade las célulasaunqueen diferenteproporción,

siendola presenciadel TNF-R2 másrestringidaa célulasde origenhematopoyético.La

mayoríadelas respuestasconocidasdel TNF-a seproducenporla activacióndel receptor

de 55 kDa, mientrasque el TNF-R2 se ha visto implicado en la estimulaciónde

proliferaciónde timocitosporTNF-ct asícomoen los efectoscitotóxicosy necróticosdel

factor.

La regióncitoplásmicadelos dostipos de receptoresmuestraunaausenciatotal de

homología,sugiriendodiferentesvías de señalizaciónpara cadareceptor.Tampoco

presentansecuenciasindicativasde actividadcatalítica ni homologíacon otrasproteínas

conocidas(Hellery Krónke, 1994).Aunquesehanimplicadovarios sistemasde segundos
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mensajerosparalavíadetransduccióndelTNF-a, laconexiónentreéstosy el receptores

desconocida.Se sabeque a los pocosminutosde la unión del TNF-cz al receptorde 55

kDaseestimulala producciónde diacilglicerol (DAC) apartir defosfatidilcolina(PC) por

activaciónde unafosfolipasaC específicade PC, sin que se incrementenlos nivelesde

Ca2+intracelular.El DAO generadoactivaal menosdosenzimasde formaindependiente:

PKC (una isoforma no dependientede Ca2~) y la esfingomielinasa(SMasa)ácida. La

ceramida(unode los productosde la hidrólisisde la esfingomielina)actúacomosegundo

mensajeromediandovariasrespuestascelulares.LaactivaciónporDAC de la SMasaácida,

que presumiblementeresideen compartimentoscelularesacidicoscomolisosomasy

endosomas,podría ocurrir medianteuna cointernalizaciónde DAC con complejos

TNF/TNFR. Por otro lado el TNF-a tambiénactiva una SMasaneutra ligada a la

membranaplasmática,originandoceramidaa estenivel, la cual activa una quinasade

membranade 97 kDa queseconocecomoproteínaquinasaactivadaporceramiday que

fosforila sustratospeptidicos conteniendoel motivo Leu-Thr-Pro. La vía de la

esfingomielinamediala activacióny traslocacióndel factor de transcripciónNF-kB al

núcleo.TNF-cx también activa las MAP quinasasde 42 y 44 kDa, y aumentasu

fosforilaciónen tirosinaasícomosu capacidadquinasa.A travésde la vía deMAP quinasa
el TNF-a puedeactivar otras moléculascomo ECFR, PLA2 (con la consiguiente

formaciónde ácido araquidónicoimplicado en procesosinflamatorios),ciclina B, SG

quinasay variosfactoresde transcripcióncomoc-mycy c-jun.( Kolesnicky Colde, 1994).

Aunqueen principio el TNF-a producidopormacrófagosfue reconocidopor su

capacidadde mediarrespuestasa tumores,infeccionesy lesiones,sehan identificado

nuevasfuentesy funcionesparaestefactor. Así, ha sido recientementeimplicadoen

modelosanimalesde obesidady enla diabetesmelitusresistentea insulinaqueacompañaa

estetrastorno.En cuatromodelosanimalesde obesidady diabetesresistentea insulina la

expresióndel mRNA deTNF-ct en tejidoadipososeveíaincrementada,correspondiéndose

con un aumentoen la proteína,tantoanivel local comosistémico.Ademáslaneutralización

del TNF-cz en ratasobesasproducíaun aumentosignificativo en la captaciónde glucosa

periféricaen respuestaa insulina(Hotamisligil y col., 1993). La administraciónde TNF-cz

ja vivo induceun estadodehiperglucemiasin disminuciónen los nivelesde insulina, lo

cualindicaresistenciaa la accióndela insulina.

Actualmenteseestácentrandolaatenciónhaciael mecanismoporel cualel TNF-a

interfiereen la vía de transducciónde la insulina induciendoresistenciaa la hormona.

Feinsteiny col., (1993)hanencontradoquecélulas Fao de hepatomade ratapretratadas

con TNF-a presentanunadisminución del 65%en la fosforilacióninducidapor insulina
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tantodelacadenaLA delreceptorcomode su principal sustratocitosólico,¡RS-!. Similares

resultadosse han obtenido en célulasadipociticas3T3-L! y F442A, en las que el

tratamientoconTNF-a causauna moderadadisminuciónen la autofosforilacióndel

receptorde la insulina y unadramáticadisminuciónen la fósforilaciónde IRS-1, asícomo

unareducciónenel transportedeglucosaestimuladopor insulina (Hotamisligil y col.,

1994).
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ITT-MATERIAL Y METODOS

3.1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Paratodoslos estudiosseutilizaronfetosde20, 2! ó 22 días de gestaciónde ratas

dela razaWistar,procedentesdel animalariodel Instituto de Bioquímica,de la Facultadde

Farmacia,delaUniversidadComplutensedeMadrid.

Paracontrolarlaedadgestacional,las ratassesometíana cohabitaciónconmachos

fértiles duranteuna noche,siendoexaminadasla mañanasiguiente.Las hembrasque

presentabanespermatozoidesenel frotis vaginal,eranapartadas.considerándoseprimerdía

degestaciónel díasiguienteal cruce.

Estasrataspermanecíanen el animalario,con unascondicionesde 22±20Cde

temperatura,45-55%dehumedad,ritmo de luz-oscuridadde 12-12horas,y alimento y

bebida“ad libitum”.

El 80%delas ratasgestantesasíobtenidas,cuandoseles permitíallegaral parto, lo

hacíanentrelas 14-16horasdel día22 de gestación.

3.2.- MEDIOS INSTRUMENTALES

Balanzas

:

- Sartoriusmodelo 1405(SartoriusWerkeCMBH, Alemania)

- de precisiónmodeloER-!20A (A&B Co, Tokyo).

pHmetro: tipo CrisonD-501 (Crison,España).

Agitadores

:

- magnético(Selecta,España).

- de tubos,HeidolphmodeloREAX 200 (Selecta,España).

- orbital, de la marcaNew BrunswickScientificCo. Inc. (EdisonN.J., USA).

parael crecimientobacteriano.

Baños

:

- Qrant (CrantInst, Inglaterra)dotadode sistemadeagitaciónlineal, paralas

incubaciones.
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- Selecta(España),modeloUniveba,parahervirmuestras.

Centrífugas

:

- microcentrífugaEppendorfmodelo5414(Eppendorf,Alemania).

- demesaSorvalímodelo CLC-1 (Sorvalí,Dupont Inst. USA.).

- refrigeradaSorvailmodeloRC-5(Sorvalí,DupontInst.Alemania).

- Kontron,modeloCentrikonH-4O! (Kontron,Suiza).

Pipetasautomáticas

:

- Cilson (Francia)modelosp-20,p-!00,p-200y p-i000.

- Eppendorf(Alemania)modelop-!O.

Esjjectrofotómetro:Schimazdu,modeloUV-60, (Schimazdu,Japón).

Citómetrodeflujo: Modelo Facscan,de la firmaBeckton-Dickinson( U.S.A).

Contadores

:

- de centelleoliquido, LKB wallac,modelo1209Rackbeta(Suecia)

- deradiactividadtipo Geiger,uno marcaBerthold,monitor LB 1210D, y el otro

dela firma Mini-Instruments(Inglaterra),modelomini-monitor tipo5.!0.
- deradiacióny, modeloCobraII Autogammadela firmaPackard

Aparatosdeesterilización

:

- autoclaveSelecta,modeloClino-Matic (Selecta,España),para material de

cultivo, soluciones,etc.

- filtros Millipore OSde 0.22pm,paralas sustanciastermolábiles.

- HornoSelecta,modelo210(Selecta,España)parael tratamientodel materialde

vidrio paraposteriorusocon RNA.

Microscopios

:

deluzdirectade la firma Will (Heerburg,Suiza)

de luz invertidade la firmaNikon, (Japón).

Laboratoriodecultivosdotadode

:

- Cabinade flujo laminarvertical.-Assab,modeloV4 (Assab,Suecia).

- Incubadortermostatizado.-con gaseodeC02,de la firmaAssabmodeloT-304

CF (Assab,Suecia).

Equiposdeelectroforesisy transferencia

:

- Cubetahorizontalsumergidaparaácidosnucleicos,de la firma Bio-Rady E-C

AparatusCorporation(florida, USA).

- EquipoMini ProteanII de los laboratoriosBio-Rad (Richmond,U.S.A),para

electroforesisde proteínas.

- La fuentede alimentaciónparaelectroforesis.-modelo200/2.0de la firma Bio-

Rad.
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- Equipodetransferencia.-VacuCleneXL dePharmaciapara transferenciapor

vaciode los ácidosnucleicos,desdegelesde agarosa-formaldehidoamembranasdenylon,

acopladoaunabombadevaciode la mismacasacomercial.

- Equipo de transferenciaTrans-blotSD Semy-dry Transfer Celí para

transferenciadeproteínas(Bio-Rad).

- AparatodeSlot-Blot dela firma Bio-Rad(U.S.A.),parala transferenciadirecta

por vacíodel DNA plasmidicoa las membranasde nylon usadasen el ensayode

transcripción“in vitro”.

- Lámparade luz U.V.- Spectrolinemodelo ENF 280 C/F. (Spectronics

Corporation,U.S.A.),parala fijaciónde los ácidosnucleicostransferidosa la membrana

de nylon.

Hornodehibridación.-modeloFDH-!2delacasaEcogen(España).

EnuipofotoEráfico: Polaroid,modelo MP 4-Land,dotadode transiluminadorde la firma

Vilber Lourmat,TF-35M (Francia).Laspelículasfotográficasde la firmaPolaroid,modelo

667.

Revelador:Agfa, modeloCurix 60 (Alemania)

Cassettesparaautorradio2rafias:Kodak,modelo X-Omatic. Las películasutilizadasen

autorradiografiaerandelacasaKodak,modeloOMAT X-AR.(U.S.A.). Parala detección

de núcleosmarcadoscon (3H)-Timidinaseusarondel modeloKodakAR 10 stipping film.

DensitómetroláserMolecularDynamics(Sunnyvale,C.A.)

3.3.- PRODUCTOS

Todoslos productosquímicosusadoseran,al menos,de calidadparaanálisis.

Los tampones,solucionessalinasy reactivosen generalseprepararonconproductosde la

casaSigmaChemicalCo. (U.S.A.), Merck (Alemania),Panreac(Barcelona,España)y

Bio-Rad(U.S.A.). El aguaempleadafue de doscalidades,destiladao “pura” paracultivos,

y ‘ultra-pura” parabiologíamolecular;obtenidasa travésde un sistemaMill-RO 6 Plus

parael aguapuray ademásMilli-Q Plusparael aguaultrapura,de lacasaMillipore.

- Paralos cultivos celularesseusaron:

Mediodecultivo, Medioesencialmínimo(MEM), solucionessalinas de lavado

y de recogidadecélulas,bicarbonatosódicoestéril, glutaminay suerofetal de ternera,

suministradosporFlow (U.S.A.). La albúminabovinalibre enácidosgrasos,fracción y,

procedióde SigmaChemicalCo. (U.S.A.).
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LacolagenasafuesuministradaporBo~hringerMannheim(Alemania>.

Antibióticos: La penicilina-Cy estreptomicinadeSigmaChemicalCo. (U.S.A.).

LagentamicinafuecedidaporAntibióticosS.A. (España).

El ICF-! y TCF-I3 fueron suministradosporAustral Biologicals (SanRamón,

U.S.A). El TNF-aprocedíadeBoehringerMannheim(Alemania).La insulina, el dibutiril

AMPc, ladexametasonay la actinomicina-Derande lacasaSigmaChemicalCO(U.S.A).

-En los estudioscelularesporcitometríade flujo seutilizaron:

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

Rojo Nilo suministradoporSigmaChemicalCo. (U.S.A.).

“Cycle Test-DNAreagentKit”, de la firmaBeckton-Dickinson(U.S.A).

- Paramedidadel transportede glucosala 2-Deoxi-D-(1-3H) Clucosa(11 Ci/mmol)

utilizadaprocedíadeAmersham(U.K.)

- ParalosanálisisdesíntesisdeDNA

:

La (3H)-Timidinade 27 Ci/mmol procedíadeAmershamInternacional(U.K.)

Liquidode centelleo;seempleóel cocktail22-Normascint,dela firma Scharlau

Ferosa(España).

Parael reveladode las películasen la técnicadel marcajede núcleosseusó la

soluciónreveladoraKodakD-19 y lasoluciónfijadoraKodakHypam.

- En los estudiosdeunión areceptores

:

Los factoresiodadosprocedíandeAmershamInternacional(U.K.)

El Disuccinimil Suberato(DSS) fue suministradopor PierceChemical Co.

(Rockford, IL).

-Parala electroforesisdeproteínasen gelesdepoliacrilamidaeinmunodetecciones

:

El reactivode determinaciónde proteínasy el patróndealbúminaerandeRio-

Rad (Richmond.U.S.A). Todos los productosutilizadosen la preparaciónde gelesde

poliacrilamida,asícomolos patronesdeproteínasprocedíande dicho laboratorio.

Las membranasa las que se transferíanlas proteínasuna vez finalizada la

electroforesiserandenylon immobilon-PdeMillipore (España).

Los anticuerposutilizadosen Westernfueron monoclonalesde ratón: anti-

antígenonucleardecélulasproliferativas(anti-PCNA),procedentede la casaBoehringer

Mannheim(Alemania);el anticuerpoAb-! anti-p21-ras,de la casaOncogeneScience

(U.S.A); y el anticuerpoanti-Tyr(P) (Py72), generosamentecedidopor el Dr. E.

Rozengurt(ICRF, Londres).

Paralasinmunoprecipitacionesseutilizó el anticuerpoAb-3 monoclonalde ratón

dirigido contrala cadenaLA del receptorde la insulina (OncogeneScience,U.S.A.) e

inmunoglobulinas¡gC anti-ratónunidasa agarosa,de la casaSigma. El (32 y-P)-ATP
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(3000 Ci/mmol) utilizado en los ensayosquinasa“in vitro” procedíade Amersham

Internacional

El kit deECL. que incluyeel anticuerposecundariounidoa peroxidasay los

reactivosparasudetección,eradeAmersham(U.K.)

-Enlos estudiosdeexvresiónde mRNAsy en los ensayosde transcripción“in vitro”

:

El DEPC, IA-mercaptoetanol,Ditiotreitol (DTT), espermina,espermidina,

proteinasaK y DNA de espermade salmónerandeSigma ChemicalCo. (U.S.A.); el

tiocianatodeCuanidina,deFluka(Suiza);RNA de transferenciadeE. coli, deBochringer-

Mannheim(Alemania);y DNAsa1 libre de RNAsa,de BRL (U.K.).

El reactivoparalaextracciónde RNA pertenecíaa la firma CinnaiBiotex Lab.

(Texas,U.S.A.).

Parael aislamientode RNA Poli A+ seutilizaron columnasde polipropileno

Econo-column,deBio-Rad ; y oligo(dT)-celulosaprocedentede ColaborativeResearch

(Bedford, MA).

Los gelesseprepararoncon agarosade Bio-Rad,empleandoformaldehidode la

firma Fluka (Suiza) y formamidadesionizadade ClontechLab. Inc. (California, U.S.A).

La membranade nylon GeneScreen,empleadacomosoportesólido de los

ácidosnucleicostransferidos,erade la firma Dupont(Boston,MA).

Parael marcajede sondaspor RandomPrimerutilizamos el kit “Multiprime

DNA Labelling System”y (32 a-P> dCTP de 3000 Ci/mmol, ambosprocedentesde

AmershamInternacional.Tambiénde estacasaerael (32 a-P)-UTPde 3000Ci/mmol

utilizadoenel ensayode transcripción“in vitro”.

El SephadexC-50, empleadoen la preparaciónde la columnadepurificación

cromatográficade sondasradiactivasy tránscritosmarcados,procedíade Pharmacia

(Suecia),asícomotambiénlos nucleótidosATP, CTP, CTP, utilizados en el ensayode

transcripción“in vitro”.

-Paralaobtenciónde cDNAs.utilizamos:

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

(España),respectivamente.

Reactivosparael aislamientoplasmidico.-kit “Quiagen-Pack500” de la firma

Quiagen(Alemania).

Enzimasde restriccióny marcadoresde pesosmolecularesdeDNA procedentes

deBo~hfingerMannheim(Alemania).

Los colorantes,xileno cianol y azul de bromo fenol, de las casasSigma

ChemicalCo. y Bio-Radrespectivamente.
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3.4.- CULTIVO DE ADIPOCITOS MARRONES FETALES DE RATA

3.4.!.- Obtención del tejido adiposo marrón y aislamiento de los

adipocitos marrones fetales

Las ratasgestanteseransacrificadaspordislocacióncervical.Mediantecesárea,se

extraíanlos fetosy sesacrificabanpordecapitaciónparaprocedera laextraccióndel tejido

adiposomarróninterescapularcon unaspinzascurvas estériles,encabinadeflujo laminar.

El aislamientode los adipocitosmarronessellevó a cabo siguiendoel método

descritoporLorenzoy col., (1988).Unavezextraídoel tejido, ésteerafinamentetroceado

con tijeras curvasestériles,y colocadoen vialesde plástico,dondesellevabaa cabola

digestiónenzimática.A cadavial seañadían3 ml de mediodeaislamiento(NaCí !23 mM,

KCI 5 mM, CaCI2 1.3 mM, Clucosa5 mM, HEPES100 mM, albúminasérica bovina

libre deácidosgrasos(BSA) al 4% (p/v), Penicilina-C 120 itg/ml, y Estreptomicina100

~.tg/ml)y Colagenasade actividadespecífica0.218 U/mg, en la proporción2 mg/ml. Los

viales eran incubados a 370C en un baño con agitación lineal de 90-!00

oscilaciones/minuto,y cada 10 minutos se agitabanvigorosamentecon un agitador

mecánicodurante10 segundosparafacilitar la dispersióncelular.A los 30 minutos de

incubación,si el tejidoyasehabíadigeridobien, seañadíaa cadavial 1.5 ml de mediode

aislamientoy 0.5 ml de ECTA 2 mM (agentecomplejantedel calcio),parainhibir laacción

dela colagenasa;y semanteníaen incubación5 minutosmás. Posteriormentela mezclaera

filtradaatravésdeunamalladenylonde 100pmde tamañode poro,paraeliminarel tejido

no digerido. El filtrado secolocabaen tubos de plásticoestérilesy se centrifugaba5

minutosa500rpm,obteniéndoseun sedimentocelulary un sobrenadante,queseeliminaba

poraspiraciónestéril.

El precipitadode adipocitosmarronesseresuspendíaen medio de aislamiento,

centrifugándosedenuevoen las mismascondiciones.Finalmenteel sedimentocelular

obtenidose resuspendíaen un volumen conocidode medio de cultivo (Medio Esencial

Mínimo MEM lx, HEPES20 mM, Clutamina2 mM, NaHCO3 2.2 g/l, Penicilina-C120

pg/ml, Estreptomicina!00pg/ml, Clentamicina50pg/ml), suplementadocon suerofetal de

terneraal 10%. Paradeterminarel númerode célulasobtenidasy la viabilidad de las

mismas,setomabaunaalícuotade lasuspensióncelular final, y sediluía 3 vecescon una

solución de azul de tripanoal 0.2%en NaCí al 0.9%. El recuentose realizabapor

duplicadoenunacámarade Neubauer,teniendoen cuentaque,al serel azul de tripanoun

colorantede exclusión,lascélulasteñidasseconsideraninviables.
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3.4.2.- Cultivo primario de adipocitos marrones fetales

Lascélulassesembrabanenplacasdecultivode60mmdediámetroen un volumen

final de 2.5ml demediodecultivo suplementadocon 10%desuerofetal. A continuación

los platosseintroducíanen un incubador,a370C y conunaatmósferade7%deCO
2, 93%

de aire y 80% de humedad.A las 5 horasde la siembra,cuandolas célulasya sehan

adheridoala superficiedecultivo, el medioeraaspiradomedianteunapipetaPasteurestéril

conectadaaunatrompadevacio,y lascélulassesometíana doslavadosconsecutivoscon

2.5ml demediodelavado(PESDulbeccos’sFórmulamodificado,de Row IX, pH 7.4)

conel fin deeliminarlascélulashematopoyéticas,los adipocitosno adheridosy los restos

quepudieranquedarde suero.Esteesel tiempo 00 de cultivo. Posteriormenteseañadíaa

cadaplato 2.5 ml de medio de cultivo, sin suero y suplementadocon 0.2% (p/v) de

albúminabovinasérica(BSA) y sedejabanincubandodurante20 horas(tiempo O de

cultivo, que defineel puntode inicio parala estimulaciónde las célulascondiferentes

factores).Las célulaseranincubadasa partir de estemomentoen ausenciao presenciade

las hormonas,factoresdecrecimientoy citoquinasen estudio,siendorecogidasdespuésde

distintostiemposdeestimulación,segúnel experimentoque sefueraa llevar a cabo.El

medio y los aditivoseranrenovadoscada24 horas.

3.5.- ESTUDIOS CELULARES POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Variosparámetroscelulares,talescomotamaño,fluorescenciaendógena,contenido

citoplasmáticode lípidos y análisisdel ciclo celular, fueron determinadosmediantela

técnicade citometríade flujo, paralo cual las célulasteníanqueserrecogidasy preparadas

parasuposterioranálisis:se lavabancon PBS y seles añadia1 ml de una soluciónque

conteníatripsina0.05%y EDTA 0.02%,agitandoparaquela tripsinaactuarapor todala

superficie.En seguidaseretirabala solucióny las placassedejabanincubandodurante2-3

minutos,observándosequelas célulasseibandespegandode la superficiede cultivo. A

continuaciónseañadía2.5 ml de mediodecultivo suplementadocon suerofetal al 10% con

el objetodepararla tripsinización,yaqueel sueroinhibela actividadde la tripsina.De este

modo se obteníauna suspensiónde células, que se pasabaa tubos eppendorf,

centrifugándosea4.000rpm durante4-5minutosatemperaturaambiente.El sobrenadante

seaspiraba,y el precipitadode célulasobtenido era lavado con 1 ml de FRS. Se

centrifugabadenuevo,y finalmentelas célulasseresuspendianen 200 pl de un medio

compuestoporcitratosódico,sucrosay dimetilsulfóxido, quedandoguardadasa -20 OC

hastael momentodel análisis. Si el análisisera inmediatose resuspendianen FRS sin

calcioy magnesio.
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Todaslasdeterminacionesdecitometríade flujo fueronrealizadasutilizandounaluz

de excitaciónde 488 nm de longitud de onda.Las señalesde tamaño(FSC-H) fueron

medidasatravésde un filtro BP488/10nm y la fluorescenciaverdede flavinasendógenas

(FL!-I-I) se midió a travésde un filtro BP 530/30nm. El contenidode triglicéridos

citoplásmicospuedeserdeterminadoporanálisisde la fluorescenciacelularmedianteel

colorantefluorescenteRojoNilo (9dietilamino5H-benzoa fenoxacin5-ona)(Creenspany

col., !985). Dichocolorantehidrofóbicoemitefluorescenciaamarillacuandosedisuelveen

lípidos denaturalezaneutratalescomo los triglicéridos, y fluorescenciaroja cuandose

disuelveen lípidos de naturalezaanfipática(lípidos de membrana>.Paraesteensayolas

células,recogidasy resuspendidasen 200 pl de PBSlibrede calcioy magnesio,setiñeron

con RojoNilo aunaconcentraciónde 10pg porml desuspensióncelular.

Para el estudiodel ciclo celularpor tinción del DNA con ioduro depropidio, las
muestras recogidassepreparabansegúnel protocoloindicadoen el kit cycle-testde la

firma Beckton-Dickinson.Lascélulassesometíana tratamientocon tripsinacon objetode

facilitar la disgregacióncelulary la solubilizaciónde las membranas.A continuación,se

parabala acciónde la tripsinay setratabanlas células con RNAsaparadigerir el RNA.

Finalmenteseañadíaiodurodepropidioy las muestrassemanteníanen hielo y protegidas

de la luz hastaque seanalizabanen el citómetrode flujo con objeto de determinarel

porcentajedecélulasqueseencontrabanencadafasedelciclo celular.

3.6.- MEDIDA DE LA INCORPORACIONDE GLUCOSA

Estamedidasellevó acaboen doscondiciones:

A largo plazo, durante el período de cultivo.- Al tiempo que se

estimulabanlascélulascon ¡CF-! o insulina (llevandoun control sin tratar), seles añadía

en el mediode cultivo 2-deoxi-D(!-3H)-glucosa500 nCi/ml. Transcurridas24 horasse

eliminabael medioradiactivoy selavabanlascélulas2 vecescon tampónKRP (NaCí 135

mM, KCI 5.4mM, CaCI 1.4 mM, MgSO4!.4mM y PirofosfatoSódico10 mM, pH 7.4).

Finalmentesesolubilizabanen 1 ml de SDS 1% y semedíaunaalícuotade200 ~ilen un

contadorde centelleo.

Medida del transporte de glucosa inducido por factores.-Célulascontrol

o pretratadascon TNF-a duranteuna noche,se lavaban3 vecescon medio KRP y se

incubabandurante10 minutosa370Cen 1 ml de KRPen presenciao ausenciade factores.

Despuésseañadía2-deoxy-D(!-3H)-glucosaaunaconcentraciónfinal de 0.1 mM y 500

nCi/ml, continuandola incubacióndurante5 minutosa 370C. Las célulaseranentonces

lavadas3 vecescon KRPfrío y solubilizadasen ! ml de SDS 1%. La radiactividaddeuna

alícuotade200 i.tl sedeterminabaen un contadorde centelleo.Los valoresobtenidosen
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presenciadel inhibidordel transportede glucosa,la citocalasinaB (10pM) fueron restados

paracorregirlacantidadde glucosacaptadaporprocesosindependientesdel transporte.

3.7.- ESTUDIOS DE SíNTESIS DE DNA

3.7.!.- Medida de la síntesisde DNA por incorporación de (3H)-Timidina

Trasdiferentestiemposde cultivo en las distintascondicionesexperimentales,se

procedíaamedir la síntesisde DNA , segúnel métododescritopor Mosley y col. (1981).

Seretirabael mediodecultivo y seañadíamediofrescode cadacondición,suplementado

con 0.2pCi/ ml de (3H)-Timidina. En estascondicionessemanteníanlas célulasdurante

las cuatroúltimashorasde cultivo. Pasadoestetiempo, seeliminabael medio de cultivo

radiactivo,y selavabacadaplato dosvecescon PBS. A continuaciónseañadía1 ml de

ácidotricloroacético(TCA) al 10% (y/y), y las placassemantenían20 minutosa 40C.

Posteriormentese retirabael ácidoy se lavabanlas placasdosvecescon etanol frío al

70%(v/v), dejándosesecarbien. A continuaciónseañadía 1 ml de una solución que

conteníaNaOH 0.1 N, carbonatosádico 2% y 51)8 1%, y las placassedejabana 370C

durante10 minutos.La radiactividaddecadaplatosemedbporduplicadoenel contadorde
centelleo,tomandoalícuotasde !00 hl. Los resultadosseexpresancomodpm/placade

cultivo.

3.7.2.- Marcaje de núcleos con (3H)-Timidina

El marcajedenúcleosserealizósiguiendoel métododescritoporRozengurt(1991).

Las célulasquiescentes(20horasdeprivadasdesuero)eranincubadasdurante48 horasen

distintascondicionesdecultivo, conteniendoel medioen todos los casos(3H)-Timidina(2

pCi/mí; 1 pM). Transcurridoestetiempo,seaspirabael medioy seañadíaa las placasuna

solución NaCí 0.08M, Na
2SO4 O.1M, formaldehído10% (y/y), manteniéndolas20

minutosa4
0Ccon el fin defijarlascélulasal plato. Posteriormenteselavaban2 vecescon

una solución salinafría NaCí !3mM, KCI 5mM, Na
2HPO40.7mM, D-glucosa5mM,

Trizmabase24mMy sedejaban4 minutosmása4
0C enTCA al 5% (y/y); tras lo cual se

lavaban3 vecesconetanolfrío al 70%(y/y). Las placassedejabansecary secubríancon

un film (Kodak AR 10 stripping film), manteniéndolasen oscuridaddos semanas,

transcurridaslascualesserevelaban,pudiéndoseapreciaral microscopiolos núcleosque

habíanincorporado(3H)-Timidina. Posteriormenteesasmismasplacaseranteñidascon

Ciemsa,lo que permitíacontar el total de núcleos.Los resultadosse expresancomo
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porcentajedenúcleosmarcadoscon(3H)-Timidinarespectoal total de núcleos,despuésde

contaral menos10 camposdistintosde unamismaplaca.

3.8.- ENSAYOS DE UNION DE LIGANDOS A SUS RECEPTORES

3.8.!.- Estudios de desplazamiento

Paraestudiosde uniónde ligandosasusreceptoresutilizamoscélulasen monocapa

que,despuésdel plaqueo,fueronmantenidas20horasen medio libredesuero(tiempoO de

cultivo). Estascélulasseincubaron3 horasa200Ccon trazasdel ligandoradiactivoen 1 ml

de PBS tamponadocon Hepes25 mM (pH 7.4) y que contenía1 mg/ml de BSA, en

ausenciao presenciadeconcentracionescrecientesde ligando frío. Transcurridoel tiempo

de incubación,las placasselavabanrápidamente3 vecescon PBS frío (sin calcio y

magnesio)suplementadocon 1 mg/mldeBSA, o bienel primerlavadosehacíacon acetato

sádico 0.3M frío, pH 4.5 (conteniendoCINa 0.15 M). Finalmentelas células se

solubilizabanen! mIdeunasoluciónNaOH0.!N, SDS 1%, Na
2CO32% y semediala

radiactividadunidaen un contadory. La radiactividadasociadaa célulassometidasal

lavadoácido,representandoel ligandoradiactivointernalizado,fuedespreciable(menosdel

5%). La unión no específicase definecomo la radiactividadque permaneceunidaen

presenciadeunexcesode 1000vecesdeligandono radiactivo.

3.8.2.- Unión irreversible

Esteensayoserealizósegúnel métododescritoporMassagué(1987)con algunas

modificaciones.Las célulasse incubaronde igual forma que para los estudiosde

desplazamiento,con ligandoradiactivoen presenciao no de un excesode ligandofrío. Tras

3 horasde incubación,selavaban3 vecescon PBS tamponadocon Hepes25 mM (pH

7.4),y posteriormenteseprocedía,a40C durante15 minutosy con agitación,ala reacción

deunión irreversiblecon Disuccinimil Suberato0.25 mM en 2 ml del mismo medio de

lavado.Finalmentelas célulasselavabande nuevo2 vecesy sesolubilizabanenel tampón

NaCí 125 mM, Tris 10 mM (pH7.4),Triton X-100 !%, EDIA 1 mM, PMSF0.3 mM y 1
gg/ml de leupeptina.Despuésde una incubaciónde30 minutosa 4

0C, las muestrasse

centrifugabana 40C durante15 minutosa 12000 rpm y el sobrenadantese sometíaa

electroforesisen geles6-8%51)5-PACE.Finalizadala electroforesislos gelessesecaban

durante2 horasa 800C y se exponíana un film de rayosX pudiendoidentificar, al

revelarlo,las proteínasqueuníanel factorenestudio.
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3.9.- ESTUDIO DE NIVELES DE PROTEíNAS MEDIANTE LA

TECNICA DE WESTERN-BLOT

3.9.!.- Preparaciónde las muestras

Las célulasselavabandosvecesconPBS frío, posteriormenteserecogíanenese

mismomedio medianteraspadoy secentrifugabana 5000 rpm durante5 minutos. El

precipitadodecélulasobtenidoseresuspendíaen !00 h1 de tampónde lisis (EDTA 5 mM,

NaCí 50 mM, pirofosfatosódico30 mM, NaF 50 mM, Na
3VO4 100 hM, Triton X-100

1% . PMSF 1 mM, y Tris !0 mM, pH 7.6).Parafavorecerla lisis celular,sedejabanlas

muestras30minutosa40C, agitandocada10 minutos.Despuéssecentrifugabana 12000

rpmdurante10 minutosa40C y el sobrenadanteserecogíaparadeterminarla cantidadde

proteínadecadamuestramedianteel métodode Bradford(1976),utilizandoalbúminapara

construir la curvapatrón.Una vezvaloradassetomabael volumendecadamuestraque

contuviera20 ~igde proteína,y se mezclabaen proporción 1:1 con un tampóncuya

composicióneraTris 72 mM pH 7.6, glicerol 10% (y/y), SDS 1% (p/v), azul de

bromofenol0.002%(p/v), y 13-mercaptoetanol2 mM. Así sepodíanquedarguardadasa -

20<>C hastael momentodela electroforesis.

3.9.2.- Inmunoprecipitaclones

Las células(5 x !06 células/ placadecultivo de 100mmde diámetro)eranlisadasa
40C en 1 ml detampónde lisis y recogidasen eppendorfs.Secentrifugabana 12000rpm

durante!0 minutosy los sobrenadantessetransferíana tubos nuevosparadeterminarel

contenidodeproteínas.Cantidadesigualesde proteína(600pg) seincubabana40C con el

anticuerpoanti-receptorde insulina durante4 horasy los complejos inmuneseran

precipitadosduranteunanochecon inmunoglobulinasanti ratónunidasa agarosa.Si los

inmunoprecipitadosibanaseranalizadosmedianteWestern-blot,selavabantres vecescon

tampónde lisis y se separabande la agarosamediantetratamientoa 950C durante10

minutosen tampónSDS-PACE2X (200 mM tris/HCl, 6% SDS, 2 mM EDTA, 2 mM 13-

mercaptoetanol,10%glicerol,pH 6.8).

3.9.3.- Electroforesls de proteínas en geles de poliacrilamida y

transferencia a membranas de nylon

Lacomposicióndel gel concentradoreraacrilamida5%, bisacrilamida0. !3%, Tris

125 mM pH 6.8, SDS0.1% (p/v), persulfatoamónico0.1% (p/v), y TEMED 0.243%.El
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gel separadorsepreparabaconacrilamidaal 8% y bisacrilamidaal 0.265%en tampónTris

375 mM pH 8.8, SDS 0.1% (p/v), persulfatoamónico0.1%, y TEMED 0.243%. Las

muestras,ya preparadas,sehervíana 1000Cdurante5 minutosy secargabanen el gel.

Asimismosecargabaun patrónde pesosmoleculares,queconteníaunamezclade proteínas

de tamañosconocidos:miosina (!99kDa), 13-galactosidasa(120kDa), albúminabovina

sérica(87 kDa) y ovoalbúmina(48 kDa). El tampón utilizado en el desarrollode la

electroforesisteníalasiguientecomposición:Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM y SDS

0.1%(p/v).

Unavezfinalizadala electroforesisseprocedíaa la transferenciade las proteínas,

mediantepasode corrienteeléctrica,desdeel gelamembranasImmobilon-Pde nylon. Para

ello se utilizaba e] equipo de transferenciaTrans-blotSD Semy-dry, y un tampón

compuestoporglicina!98 mM, metanolal 20%(y/y) y Tris 25 mM pH 8.3.

3.9.4.- Inmunodetección de las proteínas

Finalizadala transferencia,serealizabael bloqueoosaturaciónde todoslos sitios de

unión inespecificosa proteínasdel nylon. Paraello, las membranasseincubaban1 hora

conagitaciónsuaveen tampónTBS (NaCí 150 mM, Tris 10 mM pH 7.3) suplementado

con lecheen polvo desnatada5% (p/v). Posteriormenteseeliminabaestetampóny se

añadíael primeranticuerpo(anti-PCNA , anti -p2!ras,o anti-Tyr(P))enTESconteniendo

1%de lecheen polvodesnataday 1% Tween-20,dejándosea4~C durantetodala noche.

Tras la incubacióncon el primer anticuerpose realizaban3 lavadossucesivosde 10

minutoscadaunocon el tampónde lavado( TBS, lecheen polvodesnatada!%, Tween-20

1%). A continuaciónseañadíael segundoanticuerpo(un anticuerpode cabradirigido

contralas inmunoglobulinasderatón,y conjugadocon la peroxidasa)y con él seincubaba

lamembranadenylon durante2 horas,tras las cualesserealizaban3 lavados,La fasede

reveladoconsistíaen la detecciónde la peroxidasafijada, mediantela técnicade

quimioluminiscencia,segúnel protocoloquedistribuyeAmersham.

3.10.- ENSAYO QUINASA “IN VITRO”

Paramedir laactividadquinasade los inmunoprecipitadosobtenidoscomoseha

descritoen el apartado3.9.2seprocedíade la siguientemanera:los inmunoprecipitadosse

lavabanenprimer lugarcon tampónde lisis, despuéscon un tampón0.! M Tris, 1 mM

EDTA, 0.5 M LiCI pH7.5 y finalmentecon un tampón25 mM Tris, 1 mM EDTA, 0.1 M

NaCí pH 7.5. Los complejosinmunesseincubabanentoncesen20 pi de un tampónque

contenía20 mM Hepes,3 mM MnCI2, 10 mM MgCI2, y 20pCi de (32y-P)-ATP (a una
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concentraciónfinal de5pM) durante15 minutosatemperaturaambiente.Posteriormentese

lavabandosvecescon PBS y seresuspendianen tampón2X SDS-PACE,hirviéndose

durante10 minutos parasepararlas proteínasde la agarosa.Las muestrassesometíana

electroforesisengelesSDS-PAGEy setransferíanamembranasdenylon queseexponían

a un film derayosX parapoderdetectarla incorporaciónde(32P)-fosfatoaproteínas.

3.11.- AISLAMIENTO, ANALISIS Y MANEJO DEL RNA

Con el objetivo de inhibir la acciónde las RNAsasque podríandegradarlas

muestrasde RIJA, setomabanunaseriede precauciones,comoel uso de guantes,la

utilizaciónde reactivosdeusoexclusivoparaRNA, sometertodoel materialdevidrio a

1400C durante12 horasy el tratamientocon DEPCal 0.1% del aguaempleadaen la

preparaciónde soluciones:el aguasetratabacon DEPCdurante30minutosa temperatura

ambientey posteriormenteseautoclavaba.

3.!!.!.- Aislamiento del RNA total

La extraccióndel RNA se realizósegúnel métododescritopor Chomzynskiy

Sacchi(1987),biensobreadipocitosreciénaisladoso sobrecélulasen cultivo. En ambos
casoslas células,despuésde lavarsecon PBS, selisabandirectamentecon 0.5 ml de

RNAzol (Cinna/BiotexLab,Texas,USA) porcada106 células.Estereactivo,mezclade

guanidina.fenol y p-mercaptoetanol,consiguela lisis celulary la solubilizacióndel RNA.

La extraccióndel RNA a partir del Usadoserealizabaañadiendo0.1 ml de cloroformo

(cloroformo:alcoholisoamílico, 24:1) porcadaml de lisado y seagitabavigorosamente

durante30 segundos,dejándolo posteriormenteen reposodurante 15 minutos en

hielo.Transcurridoestetiempo,las muestraserancentrifugadasa 12.000rpm durante15

minutosa40C.obteniéndose2 fasesbiendiferenciadas:la fasesuperioracuosaen laquese

encontrabasolubilizadoel RNA, y una faseinferior orgánica(fenol-cloroformo)que

conteníael DNA. Ambasfasesseencontrabanseparadaspor una bandablanquecinade

naturalezaproteica.

La fasesuperior,queconteníael RNA solubilizado,eraseparadaconcuidadode no

arrastrarproteinasni DNA, y secolocabaen un nuevotuboEppendorf,dondeseprocedía

ala precipitacióndel RNA con un volumenigual de alcohol isopropílico.Las muestrasse

manteníana ~20OCdurante30-45minutos,transcurridoslos cualesse centrifugabana

12.000rpm durante15 minutosa 4oC, obteniéndoseun pequeñoprecipitadoblanco de

RIJA queselavabacon etanolal 75% (y/y) y finalmenteseresuspendiaen un volumen

conocidodeEDTA 1 mM pH 7. Lasmuestrasde RNA semanteníande estemodoa ~80OC
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hastasu procesamiento,o bien (si iban a seralmacenadasdurantevarios meses)se

guardabaelprecipitadoa-20~Cen imí deetanol al 75%(y/y). De la muestraresuspendida

setomabauna alícuotaparadeterminarespectrofotométricamentela cantidadde RNA

obtenidoy supureza.

3.11.2.- Extracción de RNA Polí A+ por cromatografía de afinidad

Unavezreunidosal menos700pg de RNA total decadacondición,seprocedíaa

extraerlos mRNAsmediantecromatografíade afinidad,utilizandocolumnasdeoligo(dT)-

celulosa.Entodo el procesose tomabanlas máximasprecaucionespara evitar la

degradaciónde los RNAs.

Las columnasde propilenoutilizadas (Econo-column,LaboratoriosBio-Rad,

Richmond,CA) eranlavadasduranteunahoracon NaOH0.! N. Posteriormentesepasaba

variasvecesaguatratadacon DEPCparaeliminarrestosde NaOH. La columnaera

empaquetadacon 0.075g deoligo(dT)-celulosaque habíasido previamentehidratada

durante2-3 horasa40C con 2 ml deaguatratadacon DEPC.Unavezempaquetada,se

lavabalacolumnaconaguatratadaconDEPCy posteriormenteseequilibrabaconTampón

de Ligamiento1X (Tris HCI 0.01 M, pH 7.5; NaCí 0.5 M; EDTA 1 mM y SDS 0.5%),

hastacomprobarqueel pHerainferior a8.

Lasmuestrasde RNA seresuspendíanen 500 h1 deaguatratadacon DEPC y se

desnaturalizabansometiéndolasa un bailo de 650C durante5 minutos.Inmediatamentese

introducíanenhieloparaevitarla renaturalización.Seañadíanentonces500h1 deTampón

deLigamiento2X y todo ello se pasabapor la columna.El líquido recogidosevolvía a

calentar5 minutos,enfriándoseinmediatamenteen hielo y se pasabade nuevo por la

columna.Este procesose repetía3 vecescon el fin de asegurarnosque los RNA

mensajeros,atravésde sucoladepoli A+, quedaranfijadosalacolumnamedianteenlaces

porpuentesde hidrógeno.

Posteriormentesellevabaa caboun lavadocon aproximadamente7 ml deTampón

deLigamiento1X paraarrastrarel RNA ribosómico,recogiendodistintasfraccionesquese

valoraban espectrofotométricamente.Comprobábamosque el rRNA aparecía

fundamentalmenteen las primerasfraccionesy progresivamenteíbamosobteniendo

cantidadesmenores.Cuando se considerabaque las cantidadesde RNA ribosómico

retenidasen la columnaeraninsignificantes,seprocedíaala eluciónde los mRNAs.Para

ello seañadían1 a 1 un total de 4 ml de Tampónde Elución (Tris HCl 0.01 M, pH 7.5;

EDTA ¡ mM y SDS0.05%)a370C,recogiéndose4 fraccionesde las cualeslas 2 primeras

songeneralmentelas másricasen mRNAs.Paravalorarlas muestrasrecogidas,utilizamos

cubetasde cuarzode 1 ml de capacidadquehabíanpermanecidodurantemásde 2 horasen
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metanol:CIH,(1z1).Se valoraba la muestraentera, que despuésse recuperaba,

precipitándolacon 1/10 volúmenesde Acetatosádico3 M pH 5.35 y 2.5 volúmenesde

etanolabsoluto.Asíquedabaguardadoa-20 OC hastael momentodela electroforesis.

3.11.3.- Electroforesis del RNA en geles de agarosa-formaldehídoy

transferenciaa membranasde nylon

El RNA total aisladode las placasde cultivo en las distintas condiciones

experimentales,o bien el RNA poli A purificado, sesometíaa electroforesissegúnel

métododescritoporSambrooky col. (1989). Se preparabangelesal 0.9% de agarosa.

fundiendolaagarosaentampóndeelectroforesis20 mM MOPS,5 mM Acetatosódicoy 1

mM EDTA, pH 7. Una vezfundida,sedejabaenfriarhasta600C, añadiéndoseentonces

formaldehidoal 37%demodoquequedaraaunaconcentraciónfinal de0.66M.

Alas muestrasde RNA, ya resuspendidasen EDTA lmM, seañadían25pl de la

mezcladecarga(50% Formamidadesionizada,20 mM MOPS,2.2 M Formaldehido,6%

Olicerol y 10/10000de azuldebromofenol)y 1 pl de bromurode etidio (1 mg/mí), se

calentabana650Cdurante15 minutosy a continuaciónseponíaninmediatamenteen hielo

paraasegurarlacompletadesnaturalizacióndel RNA. Porúltimo secargabanen el gel y

serealizabala electroforesisa50-60voltiosdurante2-3 horas.

Una vezfinalizadala electroforesis,seprocedíaa la transferenciade los RNAs

desdeel gel a filtros de nylon pormediode vacio,utilizandola técnicadel Vacuum-Blot

(Pharmacia,Suecia). La membranade nylon (Gene-Screen)debíaser previamente

hidratadadurante5 minutosconaguaestéril y a continuaciónotros5 minutoscon tampón

de transferenciaSSC 1OX ( 87.65g NaCí y 44.! g citratosádicopor litro de solución,pH

7). La transferenciaserealizabadurante2-3 horas,pasadaslas cualesseprocedíaala unión

covalentedel RNA transferidoal filtro medianteirradiacióncon luz ultravioleta(254nm)

durante7 minutos.Despuésse introducíaen una carpetade papelWhatman3MM y se

secabaen estufaa 600C durante1 hora. Así quedabael filtro listo para realizarla

hibridación.

3.12.- OBTENCION DE LAS SONDAS DE cDNA

3.12.1.- Procedenciay características de las sondas

La sondautilizada para la deteccióndel mRNA de fo s fue un fragmentode cDNA

de ratónde 1 kb (VanStraateny col., 1983),comercializadoporComercialOncor.
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El cDNA del protooncogénc-nlyc, humano,de tamaño0.9 kb, se encontraba

insertadoen un lugarde corteparaEcoRl y Cía¡ del plásmidopBR322.(Alitalo y col.,

1983).

El cDNA de H-ras,de tamaño0.7 kb, seencontrabaen un lugar de corteparael
enzimade restricciónEco Rl dela construcciónpMex-Neo(Lacal y col., 1984). La cepa

bacterianaque conteníadicho plásmido fue generosamentecedidapor el Dr. Santos

(National Institutesof Health,Bethesda,U.S.A.).

Lasondausadaparala deteccióndel mRNA de la cdcl quinasafue un fragmento

de 1 kb insertadoen un puntode corteparaBamHI (Leey Nurse,1987).

El cDNA de la jl-actina detamaño0.9 kb seencontrabainsertadoen un lugarde

corteparaHind III en el plásmidopBR322(Clevelandy col., 1980). La cepabacteriana

que conteníadicho plásmido fue generosamentecedidapor el Dr. Santos(National

Institutesof Health,Bethesda,U.S.A.).

El cDNA delaFibronectina,de 2.6 kb seencontrabaenel plásmidopGEM-2en

un sitio decorteparaEcoRL (Schwarzbauery col., 1983).

El cDNA de la ácido graso sintasa,de0.8 kb, seencontrabainsertadoen un

lugardecorteparaEcoRl y Hind III del plásmidopUC 12 (Amy y col., 1989) y el cDNA

de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa,de 0.78 kb de tamaño,en el plásmido

pBR322enun lugardecorteparaNt 1 (Irelandy col., 1986).

El cDNA del transportadorde glucosaGlut 4, de 2.47 kb seencontrabaen un
sitio de corteparaEcoRl del plásmidopBluescriptKS+ (Birnbaum1989).

El cDNA de la proteína desacoplantede tamaño1 kb, seencontrabainsertado

en el plásmidopBR322enun lugardecorteparael enzimade restricciónPst1 (Bouillaud y

col., 1985). El glicerolizado de la cepabacterianaportadorade dicho plásmido

recombinantefue generosamentecedidoporel Dr. Ricquier(Paris)

El cDNA de laenzima málica, de tamaño 1 kb, seencontrabainsertadoen un

lugarde corteparael enzimade restricciónEcoRl en el plásmidopUC 13-JM!03 de

tamaño2.7 kb (Magnusony Nikodem, 1983). La cepabacterianaque conteníadicho

plásmidofue generosamentecedidapor la Dra. Nikodem (National Institutesof Health,

Bethesda,U.S.A.).

El cDNA de la glucosa 6-fosfato-deshidrogenasa.de tamaño 2.4 kb, se

encontrabainsertadoen el plásmidoPks(bluescript) de3 Kb, en un lugarde corteparael

enzimade restricciónEco Rl (Ho y col., 1988).El glicerolizadode la cepabacteriana

portadoradedichoplásmidorecombinantefue generosamentecedidoporel Dr. Ye-Shih

Ho (Duke UniversitymedicalCentre,Durham,North Caroline,U.S.A.).

El cDNA de la rosfoenol piruvato carboxiquinasa(PEPCK) de tamaño0.9

kb seencontrabainsertadoen un lugarde corteparael enzimade restricciónPst 1 en el
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plásmidopPCK1Ode tamaño6.9kb. La cepabacterianaqueconteníadicho plásmidofue

generosamentecedidaporel Dr. R. W. Hanson(School of Medicin, Cleveland,Ohio,

U.S.A.).

La sondaempleadaparaladeteccióndel mRNA del receptor de IGF-!, fue un

fragmentodecDNA humano,de tamaño0.4kb, queseencontrabainsertadoenun lugarde

corte para Eco Rl y Hind III en el plásmido PGEM 3. El cDNA del IGF-1, de 0.5 kb,

tambiénseencontrabainsertoen estemismoplásmido,en un puntode corteparaHind l¡I y

Bam Hl (Hernándezy col., 1991). Las cepasbacterianasfuerongenerosamentecedidas

por el Dr. Hernández(Madrid, España).

Los cDNAsde los C/EBPs (isoformas a, fi y 6) de ratón, de tamaños 1.8kb,
1.5kb y 1 kb respectivamente,seencontrabaninsertados:la isoformaa en pEMEL 19 en

el lugardecorteparaEco Rl y Pst 1, mientrasque las formas13 y 6 estabaninsertadasen

bluescript,en el lugardecorteparaEcoRl y HamNí.Cedidosporel Dr. McKight. C/EBP

a (Landschulz y col., 1988) y C/EBP13 y C/EBP6 (Caoy col., 1991).

Las bacteriasen cuyosplásmidosestabaninsertadoslos distintos cDNAs se

conservabana -70<’C en un tampónquecontenía:Tris 0.O1M, MgCI2 0.0!M y glicerol al

50% (y/y).

3.12.2.- CrecImiento bacteriano, extracción del DNA plasmídico y
purificación de cDNAs

Parala obtenciónde los cDNAsa partir de los glicerolizadosdecepasbacterianas,

seprocedíaal crecimientodedichasbacteriasen medioLB (10 g Bacto-Triptona,10 g
NaCí y 5 g Bacto-Yeastpor litro, pH 7, esterilizadoen autoclave)a 370C con agitación

hastaobtenerunaD.O. de 1.2. Estemediosiempresesuplementabaconel antibióticoal

cualfueraresistentelabacteriaqueconteníael plásmidode interés:ampicilina(100pg/ml)

o bientetraciclina(10pg/ml). Lasbacteriassecentrifugabanentoncesa7.000rpm durante

15 minutosa 40C en una centrífugaSorvalí (rotor OSA), y el precipitadoobtenidose
sometíaauna lisis alcalinaparaextraerlos cDNAs plasmidicos(Sambrooky col., 1989),

siguiendoel protocoloindicadoen el kit dela firma Quiagen,con columnasPack-500y

Tip-500(Quiagen,Alemania).El DNA plasmídicoasíobtenidoseconservabaa ~20t~C,

resuspendidoen tampónTE (lmM EDTA, 10 mM Tris, pH8).

Unavezaisladoel DNA plasmidico,eranecesariodigerirlo con los enzimasde

restricciónapropiadosparaobtenerel insertode interés.La reacciónsellevabaa cabo

durante2-3 horas con el tampónde digestiónmásadecuadoparael enzimaqueseiba a

utilizar, y el enzimao los enzimas,segúnel caso,teniendoen cuentaque una unidadde

enzimade restricciónsedefinecomola cantidadde enzimacapazde digerir 1 pg deDNA



Materialy Métodos 52

durante1 horaa 37”C. Paracomprobarsi la digestiónhabíasido completa,setomaban

alícuotasde las muestrasdigeridas,y sesometíana electroforesisen gelesde agarosa
utilizandoun tampón(Tris 40mM, ácidoacéticoglacial20 mM y EDTA 1 mM, pH 8) al

quese añadía0.5 pg de bromurode etidio porcadaml. Paracomprobarasimismoel

tamañodel inserto,en el gel tambiénsecargabaunacantidadconocidade algúnmarcador

de pesosmoleculares(el cromosomadel fago lambdadigeridoconel enzimaHind III o

bienel DNA del fago wX!74 RF digeridocon el enzimaRaeIII si el fragmentoteníaun

tamañomuy pequeño).Exponiendoel gel a la luz ultravioleta,se podíanvisualizar y

fotografiar los distintosfragmentosdeDNA graciasal bromurode etidio.

Si la digestiónhablasidosatisfactoria,seprocedíaapurificarel insertode DNA que

posteriormenteservirlacomosonda.Paraello, el DNA plasmidicodigeridosesometíaa

electroforesistal como se ha descrito anteriormente,y una vez que las bandas

correspondientesal plásmidoy al insertode cDNA estabansuficientementeseparadas,se

cortaba lo más finamenteposibleel fragmentode agarosaque conteníael inserto,

introduciéndoloenunostubosEppendorfagujereadosen suparteinferiorquecontenían

una bolita de papel WhatmanGF/C (microfibrasde vidrio), y que a su vez estaban

introducidosen otros tubosEppendorfsin agujerear.Así semanteníana -80<>C duranteun

mínimodedoshoras.Transcurridoel tiempo, se centrifugabainmediatamentea 12.000

rpm durante15 minutosatemperaturaambiente,obteniéndoseen el Eppendorfinferior una

soluciónque conteníael cDNA, mientrasque los restosde agarosahabíanquedado

retenidosenel papeldel Epppendorfsuperior. La solución que conteníael cDNA se

precipitabacon un 10% (y/y) de acetatosódico3M, pH 5.35 y 3 volúmenesde etanol

durante12 horasa -20<’>C o durante1 horaa~80oC.Despuéssecentrifugabaa 12.000rpm

durante15 minutos a 40C, se eliminabael sobrenadantey el precipitadoselavabacon

etanolal 75%(y/y). Unavezeliminadoel etanol,el cDNA seresuspendiaen un volumen

pequeñode tampónTE(Tris CIH !OmM y EDTA 1 mM a pH 8). Con 1 pl de lamuestra

eluiday unacantidadconocidademarcadorde pesosmolecularesdeDNA, secorríaun gel

de agarosaparacomprobarel tamañoy haceruna estimaciónde la cantidadde cDNA

obtenido.El restoquedabaguardadoa -20OC.

3.12.3.- Marcaje radiactivo de los cDNAs

Las sondasdeDNA, biencomercialesu obtenidaspordigestióny elucióna partir

de plásmidos,semarcaronradiactivamentecon (32a-P)dCTPporel métodode Random-

Primer utilizando el Kit “Multiprime DNA Labelling system” comercializadopor

Amersham.
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Separtíade50 ng de cDNA, quesellevabahastaun volumende 10 pl con agua

tratadacon DEPC. Paradesnaturalizarel cDNA, se sometíaa 95~100OCdurante2

minutos,introduciéndoloinmediatamenteenhielo conel fin deevitarla renaturalización.La

reacciónseiniciabaañadiendoalos tuboslos siguientesreactivos:

-10pl de la Solución 1 (mezclade los nucleótidosno marcadosdATP, dGTP,y

dTTPen un tampónTris/CIH pH7-8,MgCl2 y 2-Mercaptoetanol)

-5 pl de la solución2 ( quecontieneal cebadorhexanucleotidicoen una solución
acuosacon BSA librede nucleasas,4-7pl de (

32a-P)dCTPdeunaactividadespecífica

3000Ci/mmol(10pCi/pl)

-2pl dela Solución3 (1 unidaddeDNA polimerasa1, fragmentoKlenow,en 50

mM de fosfatopotásicopH6.5, 10 mM 2-Mercaptoetanoly 50%de glicerol)

-aguatratadacon DEPChastacompletarun volumendeSOpl.

La reacción se llevaba a cabo a temperaturaambientedurante2-3 horas.

Transcurridoestetiempo,lamuestrasepasabaporunacolumnade SephadexG-50de 10

cm de longitud, que habíasido empaquetaday equilibradacon un tampónestéril que

conteníaNaCí !50 mM, EDTA 10 mM, SDS 0.1%(p/v) y Tris/CIH 50 mM pH 7.5. Una

vezcargadalamuestraenla columna,éstasecentrifugabaa 1.500rpm durante4 minutos.

Lamuestraeluidaconteníael cDNA marcado, mientrasque los nucleótidosradiactivosno

incorporadosquedabanretenidosen la columna.La radiactividadpresenteen unaalícuota

de 1 pl del eluido, a la queseañadía12 ml de líquido decentelleo,sedeterminabaen el

contadordecentelleo.

3.13.- HIBRIDACIONES

Las prehibridacionesehibridacionesserealizaronsiguiendoel métododeAmasino

(1986), con algunasmodificaciones.Los filtros de nylon que conteníanlos RNAs

transferidos,se introducíanen cilindros de metacrilatoabsque se añadíasoluciónde

hibridación(50%de Formamidadesionizada,250 mM Na
3PO4(pH 7.2), 250 mM NaCí,

1 mM EDTA.7% de SDS,y 100 pg/ml de espermade salmón)enunaproporciónde0.2

mi/cm
2de membrana,y se dejabanrotandoen un hornodehibridacióna420C durante2-4

horas.Trasel periododeprehibridación,seañadíael DNA marcadoa razónde 2x106

dpm/ml de solución de hibridación. Este cDNA marcadose habíadesnaturalizado

previamentecalentándoloa95~!00O<Jdurante10 minutosy pasándoloinmediatamentea

hielo. Una vez añadidala sonda,seintroducíande nuevolos cilindros enel hornode

hibridación a 42 O~ durante24 horas.Transcurridoel tiempo de hibridación, las

membranassesometíana sucesivoslavadoscon una soluciónque conteníaSSC2X y
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0.1% SDS para eliminar la hibridación inespecificade la sondaa la membrana.

Posteriormenteel filtro seexponíaen un cassettede autorradiografiabajoun film de rayos

X de lamarcaKodakX-AR Omata-70OC que,pasadoel tiempoconveniente,serevelaba.

Unavezrealizadalahibridación y el reveladode un filtro denylon, dichofiltro

podía volver a hibridarsecon otro cDNA diferenteeliminando previamentela sonda

anterior.Paraello, sepreparabaunasoluciónquecontenía10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH

7.5-8)y 1% SDS (p/v), y sehervíaen ella la membranadurante20-30minutos.Después,

seexponíala membranabajoun film de rayosX paracomprobarquela marcaradiactiva

anteriorhabíadesaparecido,traslo cualla membranapodíavolver a serhibridadacon una

nuevasonda.En casocontrario, se hervíade nuevo en solución frescacon mayor

contenidodeSDS (3-5%,p/v).

3.14.- ENSAYO DE TRANSCRIPCION ‘qN VITRO”.

Estatécnicapermitemedirla tasade transcripciónde un determinadogenen una

célula.Los tránscritosde RNA nuclearde célulaseucarióticasquesehaniniciado“in vivo”

puedenelongarsus cadenas“in vitro”, incorporando(32a-P)UTP.El RNA marcado

sintetizadoporlos núcleosseextráey sele hacehibridarcon las secuenciasdeDNA cuya

transcripciónsedeseaconocer,fijadasen un filtro de nylon. La intensidadde la señal

resultantedependerádel númerode moléculasde RNA polimerasaunidas al gen en el

momentodelaextracciónde los núcleos.

3.14.!.- Aislamiento de núcleos

Parael aislamientode núcleossesiguió el métododescritoporRobertsy Bentley

(1992).Trasunperiodode incubaciónen distintascondicionesexperimentales,las células

selavabancon PBSfrío 2 vecesy serecogíande la placade cultivo medianteraspadocon

una espátulade goma.Secentrifugabandurante5 minutos a 2000 rpm a 4oC, y el

precipitadocelulareraresuspendidolentamentey medianteagitaciónsuaveen un medio

Tris 10 mM (pH 7.5),KCI 10 mM, espermidina0.5 mM, espermina0.15 mM, Nonidet-

P40 0.1%, DTT 1 mM y PMSF(50 pg/ml). Tras dejarreposar5 minutosen hielo se

procedíaala lisis poragitaciónvigorosadurante30 segundos.Posteriormenteel lisadose

centrifugabaa 2000rpm, 5 minutos a4’>C, obteniendoun sedimentode núcleosque se

resuspendíaen 100 pl de un tampónque conteníaglicerol 40%, glutamatopotásico125

mM, Hepes10 mM (pH 8), EDTA 1 mM, DTT 2 mM, espermidina0.5 M y espermidina

0.15 mM, y seguardabade estaformaa ~80OChastasu utilización.
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3.14.2.- ElongacIón, extracción y purificación de los trAnscritos

Pararealizaresteensayo,segúnel métododescritoporBrooks y col.(199!), era

necesariodisponerdenúcleosprocedentesde un total de 20x106de célulaspor cada

condiciónexperimental.Las suspensionesnuclearessellevabana un volumen de 200 pl

conglicerol 40%,MgCI
2 5 mM, EDTA 0.1 mM,Tris 50 mM (pH 8.3), y seañadíanotros

200pl de un tampónTris 10 mM (pH 8), MgCI2 5 mM, KCl 0.3 M, DTT 5 mM, ATP 1

mM, CTP 1 mM, GTP 1 mM, y 100 pCi (
32a-P)UTP, incubándosea 300Cdurante30

minutosparaque tuvieralugar la reacciónde elongaciónde los tránscritos.Posteriomente

seañadían100 unidadesde DNAsa1 librede RNAsaen 600pl de un tampónNaCí 0.5 M,

MgC¡
2 50 mM, CaCI2 2 mM, Tris 10 mM (pH 7.4). La reaccióndedigestióndel DNA

teníalugara30<’C durante5 minutos,tras los cualesseañadíaacadamuestra200pl de una

soluciónSDS5%,Tris 0.5 M (pH7.4) y EDTA 0.125M (pH 8); 200pg deProteinasaK

y 50pgde RNA de transferencia,y sedejabaincubando30 minutosa42
0C.

El RNA nuclear de cada condición se aisló medianteuna extracción

fenol/cloroformo,añadiendo3.6 ml de soluciónD (Tiocianatode guanidina4 M, citrato

sádico25 mM, sarcosil0.5% y 13-mercaptoetanol0.72%),0.5 ml de acetatosódico3M

(pH 5.2),3.6 ml de fenol (pH7) y 0.72ml decloroformo:isoamilalcohol(49:1). Después

deagitarvigorosamentey dejaren reposo30 minutosa 40C secentrifugabadurante10

minutosa 2000rpm, quedandobiendiferenciadasdosfases:unainferior, orgánica,y la

fasesuperioracuosadondeseencontrabael RNA solubilizado.Estaúltimafaseseseparaba

y el RNA seprecipitabacon un volumenigual de isopropanola -20”C durantetodauna

noche.Despuésdecentrifugara 9000rpm durante20 minutos,el precipitadode RNA se

resuspendíaen500pl de soluciónD y seprecipitabade nuevocon SOpíde acetatosádico

y 500pl deisopropanola -20<>C durante1 hora.Secentrifugaba,y el precipitadoobtenido,

despuésdelavarlo conetanolal 70%(y/y), sedisolvíaen50pl deaguatratadaconDEPC

y sepasabaa travésdeunacolumnade Sephadex0-50paraeliminarlos nucleótidosno

incorporados.

3.14.3.- Preparación de la membrana e hibridación

Seutilizaron membranasde nylon previamentehidratadas y equilibradas durante 10

minutosen soluciónSSC6X.

Antesde transferirel DNA a las membranaseranecesariolinearizarlo mediante

digestión con el enzimade restricciónadecuadoy posteriormentedesnaturalizarlopor

tratamientoconNaOH0.4Na650C durante1 hora. Despuéssepasabaa hielo y seañadía

un volumenigual de SSC 12X frío. Finalmente,medianteun sistemadevaciode slot-blot,
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setransferíanencadapocillo 2 pg de plásmidoconteniendoel cDNA de interés.El DNA

ligadoalamembranasefijaba porexposicióndurante5 minutosa luz ultravioletade254

nm. Posteriormentesemetía en un horno a 800C durante2 horas.La prehibridacióne

hibridaciónserealizódeigual formaque ladescritaen la sección3.13. teniendoencuenta

que hayqueponerla mismacantidadde tránscritosmarcadosparacadacondición.Pasado

el tiemponecesarioparala hibridaciónlos filtros selavabancon una soluciónSSC 2X y

SDS0.1%,y seexponíanbajoun film de rayosX.



IV.- RESULTADOS Y DISCUSION
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1V-RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- DIFERENCIÁCION DE ADIPOCITOS MARRONES FETALES DE

RATA DURANTE EL ULTIMO PERIODO DE GESTACION: PAPEL DEL

IGF-1

Ladiferenciacióndel BAT en la mayoríadelasespeciesseproducedurantela etapa
fetal Porello, nospropusimosestudiarladiferenciaciónadipogénicay termogénicadeeste

tejido en la rataduranteel desarrollofetal tardíomediantetécnicasde citometriade flujo y

expresióngénica,asícomodeterminarposiblesseñalesimplicadasen dichosprocesos.

Este estudiose centróen los días 20, 21 y 22 de desarrollofetal, que coinciden

aproximadamenteconel Ultimo trimestrede gestaciónen humanos.Se extrajoel tejido

adiposomarróninterescapulardefetosde lasdistintasedadesgestacionales,y a partir de él

seaislaronlos adipocitosmarronestal y como sedescribeen el apartado3.4.1 deMaterial

y métodos,utilizándolosparadistintosensayos.Todaslas determinacionesserealizarona

partir detresexperimentosdiferentesen los cuales,paracadaedadgestacional,setomaron

4 camadasde similarnúmeroy tamañodeanimales.

Aunquela cantidadde tejido adiposomarrónobtenidoapartirdefetosde 22 días

fue mayor (30 mg! feto) que la de fetos de 20 días (10 mg! feto), el rendimientode

adipocitosmarronesaisladosfue el mismoen amboscasos(1x106células/feto),indicando

queen la transiciónentreel día20 y 22 del desarrollofetal seproduceun aumentoen el

tamañocelularperonoen el númerodecélulas.

4.1.1.- Caracterizaciónpor citometría de flujo de los adipocitos marrones

duranteel último período fetal: tamaño, fluorescenciaendógena,contenido

lipídico y ciclo celular

Los adipocitosmarronesaisladosa partir de fetos de 20-22díasfueron utilizados

paradeterminar,mediantela técnicade citometriade flujo, su tamaño, fluorescencia

endógena,contenidocitoplasmáticode lípidos (Figura 1) y porcentajede célulasen las

distintasfasesdel ciclo celular(Tabla1).

Las señalesde tamañocelulardieron un amplio pico de pequeñotamañopara

adipocitosmarronesfetalesde20 días,mientrasquelas célulasde22 días mostraronun
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mayor tamaño (Figura la). La medidade fluorescenciaendógena(fluorescenciade

flavinas)nosdaideadel estadometabólicode lascélulas.Las flavinasemitenfluorescencia

cuandoseencuentranenestadooxidado,desapareciendodichafluorescenciaal reducirse

(Thorell, 1983).El alto contenidoen mitocondriasque presentanlos adipocitosmarrones

haceposiblela detecciónde fluorescenciaendógenaen estascélulas.Los adipocitosde 20

días mostraronun pico agudode baja fluorescencia,mientrasque en los adipocitos

marronesfetalesde22 díasseobservabala presenciade un pico de mayorfluorescencia

(Figura ib), que podríaindicar mitocondriasmadurascon flavinasen estadooxidado.La

fluorescenciaque emite el Rojo Nilo sirve para detectarel contenido de lípidos

citoplásmicos,y nospermitemonitorizare] programade diferenciaciónadipocítica(Smith y

Wharton, 1992).Los adipocitosmarronesde fetosde20 díasmostraronun pico de baja

fluorescenciadeRojoNilo conunalargacola.Las intensidadesmediasdc fluorescenciade

RojoNilo aumentarongradualmenteenadipocitosde 21 y 22 días de vida fetal, siendoen

célulasde 22 díascasiel doblequeenadipocitosde 20 días(Figuralc).

Paralelamenteaestoscambiosque parecenindicarun aumentoen la complejidad

celulary unprocesodediferenciación,observamosquela capacidadproliferativade estas

célulasdisminuyeentrelos días20 y 22 del desarrollofetal. En adipocitosmarronesfetales

de 20 días el porcentajede células en fasesS+02/M del ciclo celular es del 16.8%,

disminuyendoaun 9.7%y 5.2%en los días21 y 22 respectivamente(Tabla 1).

4.1.2.- Expresión de genes implicados en la diferenciación adipogénicay

termogénicade los adipocitosmarronesduranteel desarrollofetal tardío

Comoya sehacomentadoen la Introduccióny en el apartadodeAntecedentes,la

diferenciacióndeltejidoadiposomarróntienelugaren baseadosprogramas:un programa

dediferenciacióntermogénicay un programadediferenciaciónadipogénica.

Puestoque los datosde fluorescenciadeRojo Nilo indicabanun aumentoen el

contenidocitoplasmáticode lípidos en los adipocitosmarronesfetalesal final de la

gestación,sellevó acaboun estudiomedianteanálisisporNorthern-blotde la expresiónde

variosgenesimplicadosenadipogénesis,entreellos FAS, G3PDH,ME. G6PD y Ulut4

(Figura2). Los análisisdensitométricoscorrespondientessemuestranen la Tabla 2. Los

nivelesde mRNA de FAS fueron bajos en adipocitosmarronesfetalesde 20 días,

aumentando5 vecesentrelos días20 y 21 y permaneciendoaltosen el día22. Las células

fetaiesde 20 díastambiénexpresanconstitutivamenteG3PDH,perosuexpresiónnosufre

cambiossignificativos duranteel último períodode gestación.La ME y U6PD están
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Figura 1.- Caracterizaciónmediantecitometrfa de flujo de los adipocitos

marronesdurante el último período de vida fetal: tamaño, fluorescencia

endógenay contenido lipidico

Los adipocitosmarronesfueron aisladosa partir de fetos de 20, 21 y 22 díasy se

caracterizaronporcitometriadeflujo en cuantoa: a) tamaño,b) fluorescenciaendógena,y

c) contenidocitoplasmáticode lípidosdeterminadopor fluorescenciade Rojo Nilo. En

todoslos casosestárepresentadoel númerode célulasfrentea intensidadde fluorescencia.

En el apanadoeademássemuestran,expresadascomounidadesarbitrarias,las mediasde

las intensidadesde fluorescenciadeRojo Nilo de un experimentorepresentativo.
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FASE DEL CICLO CELULAR

Edad fetal (días)

GO/Gí

5

G2/M

CELULAS EN FASE (%)

20

83.2

10.1

6.7

21 22

94.890.3

5.0

4.7

Tabla 1.- Análisis del ciclo celular por citometríade flujo en

marronesfetalesduranteel último periodo de gestación.

los adipocitos

A partirde fetos de 20. 21 y 22 díasseaislaronadipocitosmarrones.El estudiodel ciclo

celular fue realizadodespuésde la tinción de los ndcleoscon ioduro de propidio y el

análisisde la intensidadde fluorescenciaporcitometríade flujo. Semuestranlos resultados

de un experimentorepresentativoexpresadoscomoporcentajedecélulasenfases0o/0i. S

y 0
2/M delciclo celular.

2.8

2.4
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implicadasindirectamenteen la lipogénesispor serenzimasquegeneranNADPH. Los

nivelesde mRNA deambasfueronmuy bajos enadipocitosmarronesde 20 días,pero

aumentaronprogresivamenteentrelos días20 y 22 con un incrementototal de 13 veces

parala ME y de35parala GÓPD.La expresióndel transportadorde glucosaGlut4fuemuy

bajatantoen el día20 comoel 21. Sin embargo,aumentósignificativamente(11 veces)en

adipocitosmarronesfetalesde 22 días.Todos estoscambiosen la expresióngénicade

proteínasimplicadasen adipogénesissecorrelacionancon el aumentode las actividades

enzimáticasde la FAS, ME y G6PD,asícomodel flujo lipogénicototal entrelos días20 y

22 del desarrollofetal encontradoen estudiospreviosde nuestrogrupode trabajo. La

expresióndelaPEPCK,un marcadordediferenciaciónmuy tardíoenadipocitosblancos,

permaneciómuybajaen los adipocitosmarronesenesteperiodofetal.

Simultáneamenteal programadediferenciaciónadipociticaestudiamoslaexpresión

del genespecíficodel tejido, marcadordel programatermogénico:laproteínadesacoplante

(UP). Los adipocitosmarronesfetalesde 20 días ya contienennivelesconsiderablesdel

mRNA dela UP, incrementándose6 vecesentrelos días20 y 22 de gestación.(Figura2;

Tabla2).

La expresióndeciertosfactoresnuclearesduranteel último períododevida fetal

podríaestarimplicadaenlos procesosde diferenciación.Entreellos,unafamilia defactores
de transcripción,los C/EBPs(isoformas a, fi y 8) pareceestarrelacionadacon la

diferenciaciónadipogénicaen el modelode preadipocitos3T3-L1 (Yeh y col., 1995), así

como en en la diferenciacióntermogénicadel tejidoadiposomarrón (Manchadoy col.,

1994).Por tanto, hemosestudiadoel patrónde expresiónde C/EBPsen los días20, 21 y

22del desarrollofetal enadipocitosmarrones(Figura2; Tabla2), encontrandoque las tres

isoformasya seexpresanel día20 y semodulanduranteel último períodode gestación:la

expresiónde C/EBPa disminuye entre los días 20 y 22, dandopasoa un aumento

sustancialenla expresiónde las isoformas¡3 y 8

Todos los resultadosdescritoshastaahoramuestranun procesode diferenciación

en los adipocitosmarronesen el último periodode vida fetal. Entre los días 20 y 22 de

gestaciónestascélulasfetalesaumentande tamañoe incrementansucontenidomitocondrial

y lacantidaddelípidoscitoplasmáticos,mientrasquesucapacidadproliferativadisminuye.

Paralelamente,seobservauna inducciónen la expresiónde genesrelacionadoscon

procesosdediferenciacióntantolipogénicacomotermogénica,dandocomoresultadounos

adipocitosmarronesfetalesde 22 días maduros,repletosde gotasde grasadispuestasen

depósitosmultilocularescaracterísticosde estascélulas(Figura 3a) y que expresanel

marcadorespecíficode tejido (la UP) no sólo anivel de mRNA sino tambiéndeproteína,

detectadaen las mitocondriaspor inmunofluorescencia(Figura3b). Sin embargo,estas
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FAS

G3PDH

ME

G6PD

GIut 4

rRNA

uP

PEPCK

CIEBP a

C/EPB fi

C/EBP 6

20 21 22

Figura 2.- Expresióngénicaen los adipocitosmarronesde 20, 21 y 22 días

de vida fetal.

RNA total (20pg) de adipocitosmarronesfetalesde 20, 21 y 22 díasfue analizadopor

Northern-blot e hibridado con diferentes sondas. En la figura se muestraun

autorradiogramarepresentativodetresexperimentosindependientes.
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Expresión de mRNA (unidades arbitrarias)

Edadfetal (días)

FAS 27±5

40±9

15±4

9±3

3 6±10

60±13

4±1

48±5

35±6

30±8

20 21

151±17*

66±12

7 1±10*

2 8±7*

38±9

98±17*

6±2

34±3*

30±5

7 9±9*

Tabla 2.- Análisis densitométricode la expresl6nde distintos

adipocitos marrones durante los últimos días de desarrollo fetal

22

14 9±25 *

49±9

201±30*,+

319±40*,+

435±70*,+

374±36*,+

7±3

22±3*,+

98±13*,+

196±23*,+

mRNAs en

Autorradiografiascorrespondientesala figura2 fueronsometidasaanálisisdensitométrico.

El contenidoen mRNA seexpresacomounidadesarbitradasdespuésde normalizarconla

cantidadde 18 5 rRNA, y los resultadossonlas medias±S.E.M. de tres experimentos

independientes.Se indicanlos valoressignificativamentedistintossegúnel testdeStudent,

comparandolos días21/22con el día20 (*) y el día22con el 21 (#); “, # pcO.05.

G3PDH

ME

G6PD

GLUT4

UF

FE PC 1<

C/EB Pci

C/EBP~

C/EBPÓ
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célulasno estántotalmentediferenciadaspuestoquetodavíano expresanPEPCKy además

“in vitro” puedenproliferarenrespuestaamitógenosespecíficos(Valverdey col., 1991).

Factorestranscripcionalesde lafamiliade C/EBPspodríanserlos determinantesdel

fenotipodiferenciadodel tejido adiposomarrón, transactivandogenescuyaexpresión

marcaelestadodiferenciadode estascélulas.La presenciadelos mRNAs de C/EBPa, fi y

8 enlos adipocitosmarronesde 20 díascoincidecon laexpresióninicial del gende la UP,

lo cual sugiereque las proteínasC/EBPs podríanestarimplicadasen la regulación

transcripcionaldela proteínadesacoplante,comosehadescritorecientemente(Yuberoy

col., 1994). Wang y col., (1995)han puestodemanifiesto la relaciónentrela proteína

desacoplantey el C/EBPa “in vivo”, en un trabajodonde ratonesque han sufridouna

delecióndel genC/EBPa muestrannivelesde expresiónde UPreducidos.Porotro lado,

laexpresiónde las isoformas¡3 y 8 aumentaentrelos días20 y 22, de formasimilar a lo

queocurrecon el gen dela UP. En tejido adiposomarrónsehadescritoun aumentoen la

expresiónde CIEBP 13 paraleloa la inducciónde UF’ despuésde una exposiciónal frío

(Manchadoy col., 1994).En relacióncon la adipogénesis,en el modelodediferenciación

adipocitica3T3-L1, sehadescritoun patrónsecuencialdeexpresiónde C/EBPs:durantela

fasetempranadediferenciaciónseacumulanaltosnivelesde las isoformas13 y 8 que van

disminuyendoalo largode la faseterminalparaserreemplazadospor un tercermiembrode
la familia, C/EBPa (Yeh y col., 1995).Sin embargo,en los adipocitosmarroneshemos

observadouna expresióntempranade C/EBP a en el día 20 del desarrollofetal que

disminuyeposteriormente,con un aumentoen la expresióndeC/EBP 13 y 8 entrelos días

20 y 22. No sepuedeestablecerunarelacióndirectaentreel patróndeexpresiónde las

distintasisoformasde C/EBPs y el procesodeadipogénesisde lascélulasmarrones.

4.1.3.- Expresión de IGF-1 e IGF-1R mRNAs cii los adipocitos marrones
duranteel último períodode desarrollofetal

Aunquelas señalesimplicadasen e] inicio de los procesosde diferenciación

adipogénica/termogénicadel BAT no se conocen,la insulina y/o IGF-1 podrían ser

potencialescandidatos.El IGF-1 es expresadopor diferentes célulasde origen

mesenquimáticoduranteel desarrollofetal y sehademostradoclaramente“in vivo” su

importanciaduranteesteperiodo(Liu y col., 1993;Bakery col., 1993).Estefactor ha sido

implicado tantoen procesosde proliferacióncomo de diferenciaciónde distintos tipos

celulares.Preadipocitosen cultivo primario y diferenteslíneascelularespreadipocíticas

expresanIGF-1 y su receptor(Boneyy col., 1994), y soncápacesde proliferar (Butterwith

y col., 1993)y diferenciara adipocitosen presenciadeestefactor(Rubiny col., 1978).
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Nosotroshemosestudiadoen adipocitosmarronesla expresiónde IGF-1 e IGF-1R

duranteel último período gestacional.Las células fetales de 20 días expresan

constitutivamentealtosnivelesde IGF-1 y su receptor,comosemuestraen el Northern-

blotrealizadocon po]i A+mRNAs(Figura4). E] gendel JGF-i estranscritoy procesado

de maneracompleja,dandolugara grannúmerode especiesde mRNA maduros.En los

adipocitosmarronessedetectaronlas tresisoformasmayoritariasdel mRNA del IGF-1 de

7.5, 1.8 y 0.8-1.2kb, así como un mRNA de 7-7.5 kb para el RIF-iR. De los tres

tránscritosparael IGF-1 los dosde menortamañofueronlos másabundantes,adiferencia

del hígadode ratay fibroblastos,dondelas especiespredominantessonlas de ‘7.5 y 0.8-

1.2kb (Heplery col., 1990;Lowe y col., 1990).El perfil deexpresiónde las isoformasde

1.8 y 0.8-1.2kb no sufrió cambiosentrelos días20 y 22 del desarrollofetal, mientrasque

losnivelesde la especiedemayortamañodisminuyeronfuertemente.Sin embargo,estono

deberíaafectara la cantidadde péptidoproducidopor los adipocitosmarrones,ya queen

polisomassólo sehanencontradolas especiesdemenortamaño(Foyt y col., 1991). En

cuantoa la expresióndel receptorde IGF-1, sus nivelesfueron 3 vecesmayoresen

adipocitosde22 díasencomparaciónconcélulasfetalesdel día20 (Figura4).

Puestoque la activacióndel sistemaadrenérgicoinducido por la hipotermia

postnatal,esposterioren el tiempo ala ontogénesisy activacióndel BAT en el feto, otras

señalesdebenestarimplicadasen el desarrollodel tejido en esteperíodo.Así, Guerra y

col., (1994) han descritounainduccióndirectaporT3 de la expresióndeUP en cultivos

primariosde adipocitosmarronesfetales,proponiendopanestahormonaun papelen la

diferenciaciónterinogénicade] BAT duranteel períodofetal. El hechode queestascélulas

expresende formaconstitutivatantoel IGF-1 como su receptor,con un aumentoen los

nivelesdeésteUltimo entrelos días20 y 22 devida fetal paraleloa la diferenciacióndel

BAT, sugierequeel IGF-1, de maneraautocrina/paracrina.podríaconstituirun importante
factordedesarrollodeestetejido.

Con objetode profundizarenel papeldel IGF-1 en el desarrollodel BAT durantela

etapafetal hemosestudiadoel efectode dichofactoren cultivos primariosde adipocitos

marronesfetalesde20 días,tantosobreprocesosdeproliferacióncomodediferenciación.

Paralelamente,hemosestudiadoel papelde la insulinasobredichosprocesos.
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IGF-I

IGE-IR

4—

20 22

Figura 4.- Expresión de IGF-I e IGE-IR mRNAs en los adipocitos
marrones fetales durante el último período de gestación

A partirdel RNA total de adipocitosmarronesfetalesde20 y 22 díasseaislaronlos poli

A+mRNAs. 10 pg de los mismossesometierona electroforesisy análisisporNorthem-

blot. Las hibridacionesse realizaroncon cDNAs de IGF-I e IGF-IR marcados

radiactivamente.En la Figurasemuestraunaautorradiografiarepresentativa,señalándose

conflechaslas isofomiasdel mRNA de ICIF-I correspondientesa 7.5, 1.8 y 0.8-1.2kb.
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4.2.- IGF-1 INDUCE PROLIFERACION EN ADIPOCITOS MARRONES
FETALES EN CULTIVO

La importanciadel IGF-1 comofactordecrecimientoduranteel desarrollode los

mamíferosha sido claramentedemostradaen experimentosrealizadoscon ratones

delecionadosparael gendel IGF-1, los cualespresentanun severoretrasoenel crecimiento

(Bakery col., 1993). Encélulasde origenmesenquimático,entrelas queseencuentranlos

preadipocitos,seha visto queel IGF-1 es capazde inducirproliferación,por lo que nos

planteamossi tambiéntendríaefectosmitogénicossobrelos adipocitosmarronesfetales.

Comenzamosel estudiocaracterizandoel sistemade receptoresdeIGF- 1 conobjeto

decomprobarqueestascélulasno sólo lo expresabananivel de mRNA, sino que realmente

presentabanreceptoresen la superficiecelulary éstosuníanIGF-1.

4.2.1.- Los adipocitos marronesfetales de 20 días presentanun elevado

número de receptores de alta afinidad para el IGF-1

Los estudiosde desplazamientoconIGF- 1 marcadocon 1251 y posterioranálisisde

Scatchardrevelanun elevadonúmerode sitiosde uniónde altaafinidad (Kd=4.8 nM) para

el IGF-l (190.000receptores/célula)en los adipocitosmarronesfetalesde20 días (Figura

SA). Enparalelosellevaronacaboestudiosdeunión con 1251-insulinaparadeterminarel

númeroy la afinidad de los receptoresparainsulina presentesen estascélulas. Los

resultadosmuestranun menornúmerode receptoresparainsulina (40.000sitios/célula)y

deafinidadalgomásbaja(Kd=18.2nM) (FiguraSE) quelos obtenidosparaICIF-1, lo cual

es coherentepor tratarsede adipocitosfetalestodavía inmaduros.En los modelosde

diferenciaciónadipociticatipo 3T3-L1,los fibroblastossecaracterizanpor tenerreceptores

paraIGF-1. peroapenastienenparainsulina. Sin embargo,el procesodediferenciacióna

adipocitos conlíevaun aumentoen el númerodereceptoresparainsulina. Comparandocon

estosmodelos,podemosdecirquenuestrascélulasfetalesestaríanen un puntointermedio

del procesode diferenciación,puestoqueaunqueel númerode receptoresparaIGF-1 es

mayor, tambiénpresentanen su superficie un númeroconsiderablede receptorespara

insulina,constituyendoun sistemade célulasprimadasadipocíticasúnico,dondecoexisten

ambostipos de receptores.
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A

Kd=4,8±0,5 nM
190.000±20.000sitios/célula

300

200

100

o

B

Kd=18,8±2,4 nM
40.000±6.000 sitios/célula

140

120

O 100

c 80

O 60

~ 40un

20

o

IGF-l libre (nM)

Figura 5.-

receptores

Estudios de unión específica de IGF-1 e insulina a sus

Los adipocitosmarronesquiescentesfueronincubadosdurante3 horascon 1251-IGF-1en

ausenciao presenciade concentracionescrecientesde IOF-1 frío (A) o con trazasde 125j

insulinaen ausenciao presenciade concentracionescrecientesde insulinano radiactiva(E)

comosedescribeen Material y métodos.En las gráficasserepresentael ligando unido

frenteal ligandolibre (medias±S.E.M.de tresexperimentosdiferentes).Los datosdeKd

y númerode receptoressecalcularonmedianteel análisisde Scatchard.

e

0

0 10 20 30 o 20 40 60 80 100 120

insulina libre (nM)
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4.2.2.- El IGF-1 aumenta la síntesis de DNA, el número de células y el
porcentaje de células en fases S, G2 y M del ciclo celular

Comosehadescritoen el apartado4.1.1, los adipocitosmarronesfetalesde 20 días

reciénaislados(tiempo 00 de cultivo) presentanunacompetenciamitogénicaintrínseca

(17%de célulasen fasesS+02/Mdel ciclo celular)que seinhibe si semantienen20 horas

en ausenciadesuero(el porcentajede célulasen ciclo celulardisminuyehastamenosdel

5%),siendoen estemomentosusceptiblesderesponderal estímulomitogénicodedistintas

señales(tiempo0).

En estudiosdosis-respuestarealizadosconIGF-1 einsulina sobrela incorporación

de (3H)-Timidinaasíntesisde DNA seobservóqueIGF-1 aumentabala incorporaciónde

(3H)-Timidinadeformadosisdependiente(Figura6A), siendolaestimulaciónmáximaala

concentraciónde 10 ng/ml (1.4nM), por lo queen todoslos experimentosposterioresse

empleódicha concentración. La insulina, en cambio, mostró un débil efecto sobrela

incorporaciónde(3H)-Timidinainclusoadosiselevadas.(Figura6W.

Comoparámetrosindicadoresde proliferaciónsedeterminaronla síntesisde DNA

medianteincorporaciónde(3H)-Timidina,el númerode célulasy el porcentajede célulasen

las distintasfasesdel ciclo celular,llevandoel suerofetal (FCS) comocontrol positivode

proliferación.El MF- 1 (1.4 nM) tras24 y 48 horasde cultivo, incrementótodos los

parámetrosestudiadosde formasimilaral 10%FCS cuandosecomparabancon los de las

célulascontrol(Tabla3).

Mediante técnicasautorradiográficas(Rozengurt,1991) se puedeconocerla

proporcióndecélulasque estánsintetizandoDNA en un períodode tiempodeterminado.

Los adipocitosmarronesquiescentes(20horasdeprivadosde suero)fueron incubados

durante48horascon (3H)-Timidina,en ausenciao presenciadeIGF-1 o 10%deFCS, con

objetodedeterminarel porcentajede núcleosmarcadostal comosedescribeen Materialy

Métodos.En las célulascontrol el porcentajede núcleosmarcadoscon (31-D-Timidinafue

de 13.6±0.7.La presenciade IGF-1 incrementóeste porcentajehastaun 45.9±0.8,

mientrasque las célulastratadascon 10% FCS mostraronun 48.5±2.0%de núcleos

radiactivos.En la figura7 semuestranautorradiograflasde adipocitosmarronesincubados

48 horasen presenciade IGF-1 y (3H)-Timidina,dondesepuedenapreciara los adipocitos

con sustípicosdepósitosde grasamultilocularesquehandadopositivoal marcajenuclear.
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IGF-1 (nM)

B

¡ • ¡ ¡ ¡

0.1 1 ¡o ¡oo 1000

insulina (nM)

Figura 6.- Efectos del IGF-1 y

estudio dosis-respuesta

de la insulina sobre la síntesis de DNA:

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), midiéndosela

incorporación de (3H)-Timidina durante las 4 últimas horas de cultivo. Los resultados son

la media ±S.E.M (n=4) y están expresados comoporcentajede radiactividadincorporada

por células sin tratar (100).

500

400

A

300ti
— e.,

200

100

o
C 0,0014 0,014 0,14 1,4 ¡4

500-

a
II
CI
1.~ ~

— o,

400

300

200

100.<

o
o



Resultados
y

Discusióno1
-

oo

tn
0%—

—

o
-~

4<
e

n
—

‘o
Ir~

S
n

—
—

enS
n

4
.

en

4
44

-u
di

(N
l

o
—

S
n

eN
—

—
(1

S
n

‘O
ó

ó
o

di
di

<‘a‘o
‘6“o

—
i

d

di
1]

—
enn

i
—

en

—
o

eN
—

—
.-

00

0—
c
l

6
“o

—
—

00S
n

6
ni

di
di

—
—

00
•

.
‘OCM

S
n

U
)

di4
.

en

3-oo

cd

3-
a

?
u

~
~

E
~

—
O

~
E

~
~

—
o

3-
0

c~

4>
e

o
u

~
—

O
~

o
e

Q
.1

C
~

rn
4

•~
~

e
:z

.~
E

o
-—

’
u4>

.‘
4>

u~
a

U
)

oS
4>

o1
-

f.j~
~

>
oS

4>E
S

.~
o

~
Ú

E
—

•4~
u

,

.z
o

o
.‘

4>

~
!111

u
—

E
—

~
e

u
,

aa
3

-
5

-
.~

o
.~

-e
E

4>
-~

~
e

-z
.c

o
c

~
4>

4
.

0
5

cd
C

d

4>~
0

o
«>

4-.
rs,

o
~

o
~

.S~
e

o
0..

t-.
—

_
o-

4>
—

4
-.

—
o

4>
-d

4>
e

4>
o

o
z
~

~
u

,
c.’

~
~

,
E

~
.~

o
o

o
—

4-~
O

d
~

e
~

,,
~

,,
-e

—
~

>
4>

u
,

~
—

~
,

.!
~

cdo—
z

e
Cd

3
0

~
—

o
-

4>
~

d
~

‘
—

E~
0

~
~

’
8

—
Cd

5
-

~
O

)
c

—
cd

~
t

E
E

o—
—

d
)

rs,

~
o

e
3

-

~
.,

~
>

o
rt~

o
.—

o
-

O
-e

5
~

-~

a
cd

a
•
~

>
.~

u
,

~
Cd

O
)

E-
~

E
9

o

72

w-tr4-a
’

o





Resultados y Discusión -74

4.2.3.- El IGF-1 induce la expresión de genesy proteínas relacionadas con

pro 1 iferación

Célulasquiescentesfueronincubadasdurante30minutos,2, 4, 6, 8, y 24 horasen

presenciaoausenciade lORd o 10% de FCS,aislándoseel RNA total decadacondicióna

los distintos tiemposestudiadosy analizándoseposteriormentela expresiónde varios

mRNAs mediantela técnicade Northem-blot.Los resultadosnormalizadosde los análisis

densitométricosdelas diferentesautorradiograflassepresentanen laTabla4.

Lapresenciade RiF- 1 durante30 minutosaumentó10 veceslos nivelesde mRNA

de c-fos,comparandocon célulasquiescentessin tratar. La expresiónde c-myc se vió

incrementada3.5 vecesdespuésde 2 horasde tratamientocon IGF-1, disminuyendo

progresivamenteestosnivelesconel tiempo.Sin embargo,volvimosaverunsegundopico

de expresióntras 24 horasde tratamientoconel factor. La 13-actinamostró un patrónde

expresióna lo Irgo del tiemposimilaral dec-myc.RIF- 1 aumentólaexpresióndeH-ras a

4 y 24horas3 veces,comparandocon célulasno tratadas.Tambiéna 24horaslos niveles

de mRNA de GÓPDaumentaronen respuestaa RIF-1.

Ademásdel patróndeexpresióndegenesrelacionadoscon proliferación,sellevó a

caboun estudiodel efectode IGF-1 sobrelos nivelesde 2 proteínastambiénimplicadasen

procesosproliferativos: la PCNA (cofactorde la DNA polimerasaó, una proteína

marcadorade la fase5 del ciclo celular) (Baserga,1991) y p21-ras(una proteínaque

intervieneen la rutade transduccióndel IGF-1, posiblementeimplicadaen la progresión

01/8 del ciclo celular). Los nivelesde estasdosproteínassedeterminaronmediantela

técnicadeWestern-blottras24horasde tratamientocon IGF-1 o 10% FCS,comparándose

con los delas célulasquiescentescontrol (Figura8). El RIF-1 aumentó3 veceslos niveles

dep21-rasy 4 veceslos de PCNA tras24horasdeestimulación.

Los resultadospresentadosdemuestranque en cultivos primarios de adipocitos

marronesfetalesel RIF-1, adosis1.4nM, puedecomportarsecomoun mitógeno“per se~~

y mimetizarlos efectosde 10% FCS,aumentandola síntesisde DNA, el porcentajede

célulasen ciclo celular,y el númerodecélulas.Además,el análisisautonadiográficode los

núcleosmarcadoscontimidina tritiadademuestraquecélulasconfenotipodegotasde grasa

multilocularpresentannúcleostritiadosen respuestaal tratamientodurante48 horascon

RIF- 1, sugiriendoque las célulasdiferenciadassoncapacesdeproliferar en respuestaa

IGF- 1. Por otro lado, el IGF-1 comoúnico factorañadidoexógenamenteaumentala

expresiónde un grupode genesrelacionadoscon la proliferaciónde forma gradualen el

tiempo: c-fos a 30 minutos,c-myc a 2 y 24 horas,H-ras a 4 y 24 horas y G6PDH

(implicadaen la síntesisde ribosa-fosfatoparala replicacióndel DNA) a24 horas.
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Figura 8.- El IGF-1 aumenta los niveles de las proteínas PCNA y p21-ras

en los adipocitos marrones fetales.

Célulasquiescentes(20horasdeprivadasde suero)fueron incubadasdurante24horasen

presenciade 1.4 nM IGF-1 (1) o de 10%desuerofetal (F), comparándoseconcélulassin

tratar(C). 20 pg deproteínatotal decadacondiciónfueronsometidosa 8%SDS-PAGE,

transferidosa membranasde nylon. inmunodetectadoscon anticuerposmonoclonales

contralasproteínasPCNA (panelsuperior)y p21-ras(panelinferior) y reveladoscon ECL-

quimioluminiscencia. Se muestran dos autorradiografías representativas y sus

correspondientesanálisisdensitométricosexpresadoscomounidadesarbitrarias(medias±

S.E.M. de tres experimentos distintos).
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La inducción temprana de los tres primeros genestambiénseproduceenrespuestaal suero,

un mitógeno completo, en fibroblastosde ratón(Qreengergy Ziff, 1984; Mulcahyy col.,

1985). Sin embargo, en el modelo de las células Balb/3T3, el PDFQ(que secomporta

como factor de competencia) aumentala expresióndec-fosy c-myc,perono escapazde

inducir la de H-ras. Para ello es necesaria la presenciade IGF-1 (un factor de progresión en

este modelo) que aumenta la expresión de H-ras, hecho absolutamente necesario para que

las células progresen a través de la fase (11 y entrenen faseS (Lu y Campisi, 1992). El

aumento en la expresión de c-fos y c-myc como genes tempranos de proliferación en

respuesta a un estimulo mitogénico ha sido ampliamentedocumentado(Johnson,1992).

Los productos de dichos protooncogenes son factores de transcripción que se unen a

secuencias de DNA y regulan la transcripción de distintos genes que son expresados

durante la transición GO-Ql o algo más tarde, en 01, y que regulan la progresión a través

del ciclo celular. En cuanto a ras, recientes experimentos de microinyección con anticuerpos

anti-ras han revelado un punto en la fase Ql tardía donde esta proteína es absolutamente

necesaria para la progresión de células Balb/c 3T3 en el ciclo celular(Dobrowolski y col.,

1994). Por otro lado, la activaciónde la proteínap2l ras se ha descrito como uno de los

pasosclavesen la vía de transducciónde la insulina o IQF—1 que tiene lugar a los pocos

minutos del tratamiento con dichas señales, y queesnecesarioparala estimulaciónde la

expresión de genes tempranos como c-fos o c-jun por insulina (Burgering y col,., 1991).

La inducción de la expresión de H-ras en cultivos primarios de adipocitos marrones tanto a

4 comoa24horasde tratamientocon IGF-l, así como el aumento en el contenido de p21-

ras paralelo al de PCNA, una proteína directamente implicada en la replicación del DNA,

ponen de manifiesto la importancia de la proteína ras en la vía mitogénica del IQF- 1 en este

sistemacelular.

Todoslos datospresentadosnosllevanaproponeral IGF-l comoun mitógenopan

los adipocitosmarronesfetalesen cultivo, siendoésteun procesoen el que pareceestar

implicada la proteína p21 -ras.

4.3.- EL IGF-1 Y TAMBIEN LA INSULINA PRODUCEN

DIFERENCIACION ADIPOGENICA Y TERMOGENICA DE LOS

ADIPOCITOS MARRONES FETALES

El IGF-l, ademásdeserun factorde crecimientoque induceproliferaciónen una
gran variedad de tipos celulares (entre los que podemos incluir los adipocitos marrones,

como ha quedadodemostradoen el apartadoanterior),tiene tambiénun papel claro en la

diferenciación celular (Smith y col., 1988; Boney y col., 1994; iones and Clemmons,
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1995), por lo que nos planteamos estudiar el efecto del IGF-1 sobrela diferenciacióntanto

termogénica como adipogénica de los adipocitos marrones fetales en cultivo, llevando la

insulina en paralelo como control positivo de diferenciación adipogénica. El sistema de

cultivoutilizado paralos estudiosdediferenciaciónfue el mismo queparalos estudiosde

proliferación:célulassembradasy mantenidas5 horasen medioconteniendo10% FCS

(tiempo00) y posteriormentedeptivadas20 horasdesuero(tiempo0) antesde estimularías

con los factores.

4.3.1.- El IGF-1 induce la expresiónde genes adipogénicos,aumentael

contenido lipídico y la incorporación de glucosa en adipocitos marrones

fetales

En el apartado 2.1.2deAntecedentesBibliográficossehan descritolos cambiosa

nivel génico, morfológico y bioquímico que sufren los preadipocitos durante el proceso de

diferenciacióna adipocitos.Así, se inducen los genesque codifican para enzimas

lipogénicascomolaFAS,G3PD,EM asícomoel transportadordeglucosaGlut 4. Estos

mismosgenesaumentansuexpresiónen el tejidoadiposomarrónduranteel último periodo

de gestación, indicando un proceso de diferenciación adipogénica. Los adipocitos marrones

fetales de 20 días en cultivo a tiempo 00 presentan niveles considerablesdemRNA parala

FAS y la G3PD, pero apenasexpresanGlut 4 y PEPCK(Figura 9). Tras 20 horas en

ausenciadesuerola expresióndeestosgenes disminuyóo al menosno semodificó, a

excepciónde laPEPCKqueseindujoespontáneamentea la largodel tiempode cultivo. A

partirde este momento, las células se incubaron 24 horas más 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 expresión de la FAS, comparando con células control. A la

dosisde 14 nM el incrementofuede5 veces,alcanzándosenivelesincluso superioresa los

de lascélulasatiempo00. La respuestaala insulinafue mayortantoaconcentración1 nM

(que produjo un aumento de 6 veces), como a 10 nMque incrementó 7 veces la expresión

de la FAS. El IQF-1 también fue capaz de inducir la expresión de Q3PDy de Glut 4 de

forma dosis-dependiente, aumentando 1.8 y 2.5 veceslos nivelesde mRNA dela primera,

y 3 y 4 veceslos de Qlut 4 a concentraciones 1.4 nMy 14 nM, respectivamente. En ambos

casos la insulina fue más potentequeel IQF-l, siendosuefectotambiéndependientede la

dosis. El IGF- 1, al igual que la insulina, produjo efectos represoressobrela expresiónde

la PEPCK. Dandoel valor de 100 a los niveles de PEPCKmRNA presentesen células

control ,el IQF-1 (1.4 nM) los disminuyó un 21%, mientras que la inhibición en respuesta

a 14 nMlOE- 1 fue del 60% . Los efectos de la insulina en este caso tambiénfueron
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Figura 9.- Efectos del IGF-1 sobre la expresión de genes relacionados con

la diferenciación adipogénica y termogénica: comparación con la insulina

Losadipocitosmarronesfetalesfueron sembradosy mantenidos5 horasenmedio 10%

FCS(1). Posteriormenteseles deprivóde suero20horas(2) y seles sometióatratamiento

durante24 horas:célulassin tratar(3), estimuladascon 1.4nM IQF-l (4), 14 nM IQF-1

(5), mMinsulina (6) y 10 nMinsulina (7). lSpg de RNAde cada condición se sometieron

a análisis por Northern-blot, hibridándosecon diferentessondas.En la figura semuestran

las correspondientes autorradiograflas representativas.
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mayores que los del IGF-1 (una disminución del 74%a la concentración 1 nM y del 90% a

lade lOnM).

IQF-1 por tanto es capaz de aumentar la expresión de FAS, Q3PDy Qlut 4 (todas

ellas proteínas implicadas en la lipogénesis)aunqueen menorgradoque la insulina. La

PEPCKes un enzima gliceroneogénicaen adipocitos,que seconsideraun marcadormuy

tardío de diferenciación. La acción sobradamenteconocidadela insulina sobreel gen de

PEPCKesinhibidora,habiéndoseencontradosecuenciasde respuestaala hormonaen el

promotordedichogen (Bealey col., 1992).Los resultadospresentadossobrela expresión

dePEPCKen adipocitosmarronesestánen concordanciacon la literaturaexistentey,

puestoquelas víasdetransducciónde insulinaeIQF-1 sonsimilares,y la PI 3-quinasaha

sidoimplicadaenla regulaciónde laexpresióndePEPCKporinsulina(Sutherlandy col.,

1995), los efectos del IGE-1 podríansermediadosatravésde la mismavíade señalización.

Aunque la inducción de genes marcadores de adipogénesis es una prueba de la

acción positiva del RiF- 1 sobre el programa de diferenciación de los adipocitos marrones,

esnecesarioapoyarlacon manifestacionesfenotípicasquesonconsecuenciadelos efectosa

nivel génico. Una forma clara de monitorizar el proceso de diferenciación adipogénica es

medir el contenido citoplasmático de lípidos mediantefluorescenciadeRojo Nilo. Segúnla

intensidad de esta fluorescenciasepuedendividir las célulasen poblacionesde bajo, medio

y alto contenido en lípidos citoplásmicos. El tratamiento de los adipocitos marrones con

IGF- 1 durante48 horas produjo una disminución de 6 veces en el porcentaje de células con

bajo contenido lipídico, mientras que triplicó el número de células que dieron alta

fluorescenciadeRojo Nilo, sin apenasvariarel porcentajede célulascon contenidolipídico

medio. Sepuededecir,portanto,queel IGF-l produceun desplazamientode la población

celularhacia la zonadc alta intensidadde fluorescencia,indicadoradc mayorcontenido

citoplasmáticode lípidos, de forma similar a como lo hacela insulina (Figura 10).

Paralelamentea esteincrementoenel contenidolipídico se produceun aumentoen la

incorporación de glucosa (necesaria para la síntesis de ácidosgrasosy triglicéridos)de 3 y

5 veces en respuesta a IQF-1 e insulina, respectivamente, tomando como control células sin

tratar (Figura 11). Esta medida se realizó a largo plazo,esdecir, de forma acumulativa

durante las 24 horas de tratamiento, pudiendo debersela incorporacióndeglucosano sólo a

la traslocación del trasportador dependientede insulina,Glut 4, a la membrana plasmática,

sino también a la síntesis “de novo” de Qlut 4 puesto que está aumentada su expresión

génica. Asimismo, tambiénpodríaestarinterviniendoel otro transportadorde glucosa

descrito en adipocitos marrones: el Qlut 1.
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TRATAMIENTOS

% célulascon
contenido
lipídico control IGF-1 i n su lina

bajo 36 6 13,9

medio 45,5 47,5 34,3

alto 17,5 46,5 51,8

Figura 10.- IGF-1
adipocitos marrones

e insulina

fetales.
aumentan el contenido lipídico de los

Célulasdeprivadasdesuero20 horasfueron tratadasdurante48 horascon IQF-1 (1.4

nM) o insulina (1 nM) y comparadas con células sin estimular. Después de teñirlas con

Rojo Nilo, se midió la fluorescencia de dichocoloranteenel citómetrode flujo. Se muestra

un experimento representativo con los porcentajes de las distintas poblaciones celulares

(con alto, medio y bajo contenido lipídico) según la intensidad de fluorescencia emitida,

tras los distintos tratamientos.
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Figura 11.- IGF-1 e insulina aumentan la incorporación de glucosa en los

adipocitos marrones fetales en cultivo

Paralos estudiosdeincorporaciónde glucosalas célulasdeprivadasde sueroseincubaron

durante20 horasen mediodecultivo conteniendo2-deoxi-D(1-3H)-glucosa,enausenciao

presenciade IGF-1 (1.4 nM) o insulina (mM). Los resultadosse expresancomo

dpm/placa(xli?) y sonla media±S.E.M.detresexperimentosdistintos.

control IGF-L insulina
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4.3.2.- El IGF-1 y también la insulina aumentan la expresión de UP

El gen de la UPse estudió como marcador de diferenciación termogénica (Figura

9). Los adipocitos marrones fetales de 20 días a tiempo 00 de cultivo expresan

considerablesnivelesde UP, que disminuyentras 20 horasen ausenciade suero.El

tratamientocon ¡OF-1 o insulinadurante24 horasconsiguióelevarestosniveles.Sin

embargo,adiferenciade los genesrelacionadoscon la adipogénesis,la inducciónde la

expresióndeUP fue similar en respuestaa lOE- 1 o insulina a cualquierade las dos

concentracionesestudiadas(entodaslascondicionesla inducciónfuede4 vecesrespectoa

lascélulascontrol).

4.3.3.- La inducción de la FAS y de la UF por IGF-1 o insulina es

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

Con el fin de profundizaren la inducciónde la expresióngénicamediadapor

insulina e IQF-1, nos propusimos estudiar la FAS y la UP como marcadores de

diferenciaciónadipogénicay termogénica,respectivamente.Paraello, realizamosun

estudiodeexpresiónde los mRNAs alo largodel tiempo(Figuras12 y 13). Los adipocitos

marrones fueron incubados durante 1, 3, 6 y 24 horas en ausencia o presencia de ¡OF- 1

(1.4 nM) o insulina (mM). La inducción de ambos genes mediada tanto por IOF-l como

por insulina fue dependiente del tiempo, observándoseya efectostras una hora de

tratamiento. La insulina a cualquier tiempo fue más potente que el IOF-1 sobre la expresión

de la FAS. Sin embargo, la insulina mostró efectos mayores que el ¡GEA sobre la

expresión de UPa tiempos cortos, siendo similares a tiempos más largos.

La inducción tan temprana de los niveles de la FAS y de la UP hizo pensar en la

posibilidad de un mecanismo a nivel transcripcional. Comoun primer aboidajea este

estudio nos planteamos la prueba indirecta de estimular las células con ¡OF- 1 o insulina,

habiéndolas tratado previamente con un inhibidor de la transcripción génicacomoes la

actinomicina D. Otra señal que se incluyó en este estudio fue el dbAMPc, conocido

activador transcripcionai de la UP, que se llevó como control positivo sobre la expresión de

UP(Figura 14). El pretratamiento con actinomicina D inhibió por completo la expresión de

FAS. Sin embargo, la inhibición sobre la expresión de UPfue parcial, lo cual nos sugirió

queposiblementeotrosmecanismospostranscripcionalcs,talescomola estabilizacióndel

mensajero, también pudieran actuar sobre la expresión de este gen.
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Figura 12.- Estudio de la inducción con el tiempo de

de la UP por IGF-1 e insulina
los niveles de mRNA

Los adipocitosmarronesdeprivados20 horasde suerofueron estimuladoscon 1.4 nM

IGF-1 (1) o 1 nM insulina(ms) durante1, 3, 6, y 24 horasy comparadoscon células

control.Semuestraunaautorradiografíarepresentativa,asícomolos nivelesde UP en

unidadesarbitrariasdespuésdenormalizarcon el RNA ribosomal 188. Los resultadosson

la media±S.E.M. de tres experimentos.
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Figura 13.- Estudio de la inducción con el tiempo de los niveles del mRNA

de la FAS por IGF-1 e insulina

Losadipocítosmarronesfuerontratadosdurante1,3,6,y 24 horascon 1.4 nM IOF-1 (1)

o 1 nM de insulina(ms),o semantuvieronenausenciadeseñalesexternas(C). Semuestra

unaautorradiografíarepresentativa,asícomo los nivelesde FAS enunidadesarbitrarias

trasnormalizaciónconRNA ribosomal188. Los resultadossonla media±S.E.M. de tres

experimentosdistintos.
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Figura 14.- Efecto

de los mRNAs de

de la Actinomicina D sobre la inducción de la expresión

UP y FAS por IGF-1 e insulina

Losadipocitosmarronesdeprivadosde suerodurante20 horassufrieronun pretratamiento

de 14 horasconactinomicinaD (5pg/ml) antesde serestimuladosdurante5 horascon 1.4

nM IOF-1 (1), 1 nM insulina (ms) ó 0.5 mM dbAMPc (A), o permanecerenausenciade

señalesadicionales(C). Se aisléel RNA total decadacondición , así comode células

estimuladaso no con IGF-1, insulinao dbAMPc sin habersido previamentesometidasa

tratamientocon actinomicina.SemuestranNorthem-blotsrepresentativostrashibridación

con las sondasradiactivasde FAS y deUP.
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43.4.- El IGF-1 y también la insulina aumentan la transcripción “in vitro”

de FAS y de UP

Los ensayosde transcripción“in vitro” (Figura 15) en núcleosaisladosa partirde

célulasincubadasen ausenciao presenciade IOF-1 o insulinadurante2 horas, muestran

un aumentode 3 vecesen la velocidadde transcripcióndel gende la FAS en respuestaa

IOF-1, al compararlacon lade las célulassin tratar. Laestimulacióncon insulinaprodujo

un aumentode5 vecesen la trancripcióndedichogen. En el casode la UP, las células

estimuladas tanto con RIF-1 como con insulina presentaron niveles de transcripción

similaresa los inducidospor dbAMPc(3 vecessuperioresa los de las célulasno tratadas).

Resumiendotodos los datospresentadosen esteapartadopodemosdecir que el

¡OF-1 producediferenciaciónadipogénicade los adipocitosmarronesfetalesencultivo,

induciendola expresiónde genesrelacionadoscon la lipogénesis.talescomo la FAS, la

O3PD y el Olut 4, lo cual conducea un aumentoen la captaciónde glucosay en el

contenidocitoplasmáticodelípidos. Los efectossobrela expresiónde FAS seproducena

nivel transcripcional,deigual formaqueenrespuestaa insulina,paralacualsehandescrito

elementosde respuestaen el promotorde dicho gen (Moustaidy col., 1994). Sobreel

programadediferenciacióntermogénica,tantoIQF-1 comoinsulinasoncapacesdeinducir

laexpresióndeUPde formasimilar al dbAMPc,debiéndoseesteefecto,al menosen parte,

aun aumentoenla velocidadde transcripcióndel gen.

A lavistade los resultadosobtenidossepuedeconcluir queel ¡OF-1 esunaseñal

importanteenel desarrollodel BAT, capazdeinducirlaproliferacióny ladiferenciaciónen

cultivos primariosdeadipocitosmarronesfetales.Aunquedichosprocesosseconsideran

mutuamenteexcluyentes,existentrabajosque describenefectosdualesdel IGF-1 sobre

proliferacióny diferenciaciónde mioblastos(Quinny col., 1994) y deadipocitos3T3-L1

(Weilandy col., 1991). En los últimosañossehapuestodemanifiestola importanciade la

proteínarasen la rutade transduccióndel ¡OF-1, tantoen procesos de proliferación como

de diferenciación.En adipocitosmarronesel IQF-1 aumentala expresiónde 1-1-rasasí

comolos nivelesdeproteínap21-ras,sugiriéndoseun papelclaveparaestaproteínaen la

inducciónde ambosprocesos.
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Figura 15.- Aumento de la velocidad de transcripción del gen de la UF y de
la FAS en adipocitos marrones en presencia de IGF-I o insulina

Los adipocitosmarronesdeprivados20 horasdesuerofueronmantenidosen ausenciade

sefiales(C), o estimuladoscon 1.4nM KIF-1 (1), 1 nM insulina(ms) 6 dbAMPc 0.5 mM

(A) durante 2 horas.Se aislaronnúcleosde cadacondicióny con ellos serealizaron

ensayosde transcripción“in vitro” e hibridacionescon 2 pg de cadaDNA fijados en

membranasde nylon, tal como se describe en Material y Métodos. En los paneles

superioressemuestranautorradiograflasrepresentativas,y en los panelesinferiores la

representaciónde las medias de los nivelesde transcripción en unidades arbitrarias tras la
lecturadensitométricadetresexperimentos±S.E.M. A la lectura de todas las bandas se les

restóla lecturadel plásmidoportadorde las sondas(pUC12en el casode la FAS) y

(pBR322enel de laUP) y senormalizóconlacorrespondienteseñalde 13-actina-
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44.- TNF-a INHIBE LA DIFERENCIACION ADIPOGENICA INDUCIDA

POR INSULINA O IGF-1

Hastaaquí,sehan estudiadoseñalespositivasenrelacióncon ladiferenciaciónde

los adipocitosmarronesfetales.Sin embargo,el desarrollode un tejido seproduceno sólo

en funciónde señalesqueactúanpositivamentesobreel proceso,sinotambiéndefactores
quelo inhiben.Ladiferenciaciónadipogénicaesclaramenteinhibidaporel TNF-a (Torti y

col., 1989; William y col., 1992), un factor que ademásse ha demostradoproduce

resistenciaa laaccióndela insulina (Hotamisligil y col., 1993),por lo quenosplanteamos

estudiarel efectodeestacitoquinasobreladiferenciaciónadipogénicainducidaporinsulina

o IOF-1 enadipocitosmarronesfetales.

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

acumulación de lípidos y la incorporación de glucosa estimulada por

insulina o IGF-1

En el apartado4.3. 1 hemosdescritoun aumentoen la expresiónde la FAS, la

O3PDy elGlut 4 en los adipocitosmarronesfetalesde20 díasen cultivo tratadosdurante

24 horascon IOF-1 o insulina,asícomo un incrementoen el contenidode lípidosy en la

incorporaciónde glucosaenrespuestaa cualquierade las dos señales.Paraestudiarlos

efectosdelTNF-a sobreladiferenciaciónadipogénicainducidapor IOF-1 o insulina,las

células fueron sembradasy deprivadasde suerodurante20 horas,manteniéndolasa

continuaciónotras24horasen presenciao ausenciade IOF-1 (1.4nM) o insulina(1 nM),

siendocomparadasfrenteacélulassometidasa los mismostratamientos,peroenpresencia

deTNF-a(10ng/mí).

Estudiamosel efectodel TNF-a, en primer lugar, sobrela expresiónde genes

relacionadosconadipogénesis(Figura 16). La presenciadeTNF-czdisminuyóun75% y

un 50%los nivelesdel mRNA dela FAS inducidosporRIF- 1 e insulina,respectivamente.

Porcentajessimilaresde inhibiciónfueronobservadossobrelaexpresiónde la Q3PD y del

transportadorde glucosaQlut 4 (Figura 17), todos ellos genesimplicados en la

diferenciaciónadipogénicadelos adipocitosmarrones.Sin embargo,el TNF-cz no produjo

efectoalgunosobrelaexpresióngénicadePEPCKmediadapor ¡OF-1 o insulina, aunque

“per se” tambiénfuecapazde disminuir los nivelesdel mRNA de la PEPCKencontrados

enlas célulascontrol (Figura16).
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Figura 16.- Efectos inhibidores del TNF-a sobre la expresión de genes

implicados en la diferenciación adipogénica de los adipocitos marrones

Los adipocitosmarronesprocedentesde fetos de 20 díasfueron incubados20 horasen

mediosin suero,y postenormente24 horasmásen presenciao ausenciade IOF-1 (1.4

nM) o insulina(mM) y lo TNF-cz (0.6nM). 15 ~xgde RNA totaldecadacondiciónfueron

sometidosal análisis del Northern-blot, hibridándosecon sucesivoscDNAs marcados

radiactivamente.Semuestranautorradiografíasrepresentativas.
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Las autorradiograflasde la Figura 16 fueron sometidasa análisis densitométrico.Los

resultadosseexpresancomounidadesarbitrariasdespuésde normalizarcon el RNA

ribosomal188, y sonmedia±S.R.M. de tresexperimentosdiferentes.
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Ademásde genesrelacionadoscon adipogénesis,tambiénquisimosestudiarcómo
afectabael TNF-ct a la expresióndel marcadorde diferenciacióntermogénicade los

adipocitosmarrones,la UP, encontrandoquela presenciadedichacitoquinano modificao

en todocasoaumentalevementetanto los nivelesde UP inducidospor ¡OF- 1 o insulina

como los de las células control (Figura 18).

Aunqueel TNF-a mostró efectosinhibidores sobre la inducción de genes

lipogénicosmediadatantopor ¡OF-1 comopor insulina,nuestraatenciónsecentróen los

efectosdedichacitoquinasobrelaacciónde la insulina,yaquelos efectosdeestahormona

sobrela diferenciaciónadipogénicade los adipocitosmarronessonmáspotentesque los

del KIF-1, y ademásexistíaabundanteliteraturaqueimplicabaal TNF-cz en fenómenosde

resistenciaa la acciónde la insulina. Paraello, estudiamosotrosparámetrosrelacionados

con ladiferenciaciónadipogénica,talescomo el contenidoen lípidoscitoplasmáticosy el

transportede glucosa.Las célulassin estimularo tratadas24horascon insulinaenausencia

o presenciade TNF-a fueronteñidasconRojoNilo, y la fluorescenciaemitidapordicho

colorantesedeterminóenun citómetrodeflujo. En laFigura19 semuestraun expenmento

representativocon las mediasde intensidadde fluorescenciaindicadorasdel contenidode

lípidoscitoplasmáticosencadacondición.Comopuedeapreciarse,la presenciadeTNF-a

produjounainhibicióndel 40% sobrela acumulaciónde lípidoscitoplasmáticosinducida

por insulina.

Aunquelos efectosdela insulinasobrela incorporacióndeglucosalos hemosvisto

enel apartado4.3.1a largoplazoy de formaacumulada,paraestudiarel efectodel TNF-a

sobreel transportede glucosainducidoporinsulinadebidoa la traslocacióndeOlut 4 nos

planteamosunaestimulaciónpuntualconinsulina,de 10 minutos,habiendopretratadoo no

lascélulasconTNF-ct. Comosemuestraen la Figura20A, el pretratamientoconTNF-a

produjo un ligero aumentoen el trasportebasalde glucosa,seguramentedebido al

transportadorOlut 1, conuna disminuciónparalelaen la capacidadde la insulina para

estimularel transporteadicionalde glucosa,dandocomoresultadounainhibición del 60%

enel transportedeglucosainducidopor insulina 1 nM, y del 40% en el estimuladopor

insulina 10 y 100 nM (Figura20B).

Todos Josdatos presentadoshastaahorademuestranqueel TNF-a escapazde

inhibir el procesodediferenciaciónadipogénicaenadipocitosmarronesfetales,impidiendo

la induccióndegeneslipogénicosmediadapor IOF-1 o insulina,asícomola acumulación

de lípidosy el transportede glucosainducidosporinsulina

Aunquelas vías de transduccióndel TNF-a todavíano estánbien definidas,

estudiosrecienteshandemostradoqueestacitoquinainterfierecon la señalizaciónde la

insulina inhibiendo la fosforilación en tirosina del receptory de su principal sustrato

citosólico: el IRS-1 (Feinsteiny col., 1993;Hotamisligil y col., 1994).
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Figura 18.- Efectos del TNF-a sobre la expresión de la UP

Los adipocitosmarronesdeprivadosdesuero20 horasfueronincubadosdurante24 horas

enausenciadeseñales(C) o estimuladasconTNF-a 0.6nM (T), insulina 1 nM (i), IOF-1

1.4 nM (1), TNF-a+insulina(i+T) o TNF-a +IOF-1 (I+T). 15 pg de RNA total decada

condiciónfueronsometidosa análisisporNorthem-blote hibridadoscon el cDNA de la

UP, marcado radiactivamente. Se muestran autorradiograflas representativas.
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Media dc intensidaddefluorescenciadeRojo Nilo
(unidadesarbitrarias)
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Figura 19.- TNF-a impide la acumulación de lípidos inducida por insulina

Los adipocitosmarronesquiescentesfueron tratadoscon o sin insulina (1 nM), en

presenciao ausenciade TNF-c¿durante24 horas.Hl contenidode lípidoscitoplasmáticos

sedeterminémediantela tinción con Rojo Nilo y la medidade la fluorescenciaemitidaen

un citómetrode flujo. Se muestraun experimentorepresentativocon las mediasde las

intensidadesdefluorescenciaexpresadascomounidadesarbitrarias
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Figura 20.- El TNF-a inhibe el transporte de glucosa inducido por insulina

en los adipocitos marrones en cultivo.

Los adipocitosmarronesfetalesquiescentesfueron incubadosdurante20 horas en

presenciao ausenciade TNF-a (0.6 nM), y posteriormentefueron estimuladoscon

distintasdosisde insulina(0, 1, 10, y 100 nM), procediéndosea medira continuaciónla

incorporaciónde2-deoxy-D(1-3H)-glucosadurantesminutos. Enel panelA serepresenta

la incorporacióndeglucosa(dpm/placa)decadacondición,y enelpanelB el transportede

glucosainducidoporinsulinaa las distintasdosis( dpmde 3H-glucosaincorporados/placa,

despuésde restarel transportebasal,quecorrespondea la glucosaincorporadaenausencia

deinsulina).
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Porello, nospropusimosestudiarsi los efectosinhibitorios quevelamosdel TNF-

a sobrelas accionesadipogénicasde la insulina en adipocitosmarronessedebíanal

bloqueoenalgúnpuntodela víade transducciónde la insulina.

4.4.2.- El TNF-a bloquca la acción de la insulina inhibiendo la

fosforilación del receptor

El primerpasoenlavíadeseñalizaciónde la insulina trassuuniónconel receptor,

es la estimulaciónde la actividad tirosina quinasadel mismo que conducea la

autofosforilaciónenresiduosdetirosinade la cadena13 del receptor.

Paraestudiarel efectodel TNF-ct sobrela fosforilacióndel receptorde la insulina

en los adipocitosmarronesfetales,las célulasdeprivadasdesuerofueronpretratadascon

TNF-a durante20 horasantesde estimularías10 minutos con insulina. Realizamos

inmunoprecipitacionescon el anticuerpodirigido contrala cadena13 del receptorde la

insulinay condichosinmunoprecipitadossellevaronacabodostipos deensayos:ensayos

de Western-blotcon anticuerposanti-fosfotirosina(Figura21) y ensayosde actividad

quinasa“in vitro” (Figura22).El primerorevelalos nivelesde fosforilacióndela cadena13

del receptor y el segundo la actividad autofosforilante del receptor. En ambos ensayos

pudimosapreciarqueen células pretratadascon TNF-ct se producíauna inhibición del

45% en la fosforilación de la cadena¡3 inducidapor insulina, pudiendoser éste un
mecanismopor el cual el TNF-a ejerzasu efectoantiadipogénicoen relacióncon la

insulina.

Porotro lado, el TNF-a,a travésde su propiavía de señalización,podríaestar

activandosegundosmensajerosque serianresponsablesde los efectos“per se” de la

citoquina,talescomoel aumentoenel trasportebasalde glucosa,la represióndelaPEPCK

y los efectosinductoressobrela expresiónde UP.
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Figura 21.- El TNF-a inhibe la fosforilación en tirosina de la cadena fi del

receptor de la insulina

Los adipocitosmarronesfetalescultivados20 horasenausenciao presenciadeTNF-c¿(0.6

nM) fueron estimuladosdurante 5 minutoscon o sin insulina 10 nM. 600 ~xgde proteína

total de cada condición fueron inmunoprecipitadosconel anticuerpoanti-cadena¡3 del

receptorde la insulina, sometidosa electroforesisen geles8% SDS-PAOEy analizados

medianteWestern-blotconanticuerposanti-Tyr(P). -
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Figura 22.- Efectos del TNF-a sobre la actividad quinasa del receptor de la

insulina

Lascélulassesometieronal mismo tratamientoqueen la Figura 21. 600 ~tgdeproteína

total decadacondiciónfueron inmunoprecipitadoscon el anticuerpoanti-cadena13 del

receptorde la insulina,realizándoseun ensayodeactividadquinasa“in vitro” en dichos

inmunoprecipitados.Se muestraunaautorradiografíarepresentativadondese apreciala

autofosforilacióndelacadena13 del receptorde la insulinatrasel ensayoquinasay posterior

electroforesis.
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4.5.- EL TGF-fi INDUCE MITOGENESIS EN ADIPOCITOS MARRONES
FETALES EN CULTIVO

Ademásdel IGF-1, al quepor los resultadospresentadosen apartadosanterioresse

le proponecomounaseñalimportanteen el desarrollodel BAT duranteel periodofetal,

otrosfactoresdecrecimientocomoel TOF-B podríanestartambiénimplicados.El TOF-13

pcrteneceaunasuperfamiliadefactoresmultifuncionalesquepresentaunagranvariedadde

efectos,incluyendola estimulación/inhibicióndel crecimientoy diferenciacióncelular. Es

expresadopor tejidos mesenquimáticosy hematopoyéticosduranteel desarrollofetal, y

actúaa travésde receptoresespecíficosquehan sido identificadosencélulasde una gran

variedadde tejidos: conectivo,epitelial, condrogénico,miogénico,hematopoyéticoy

adipogénico.Portodoello, nospropusimosestudiarla posibilidadde que los adipocitos

marronesfetalespresentaranreceptoresparaTOF-Bensu superficiequelescapacitarapara

respondera dichofactor,asícomoestudiarlos efectosde TOF-l3 sobrelos procesosde

proliferacióny diferenciacióndeestascélulas.

4.5.1.- Los adipocitos marrones fetales presentan varios tipos de

receptores para TGF-fi, al que unen con alta afinidad

Los adipocitosmarronesfetalesde 20 díasen cultivo presentanen susuperficie

13.600±1.600sitios de unión para el TOF-J3, al que ligan con muy alta afinidad

(Kd=52.6±4.0pM). Dichosdatoshansido calculadospor análisisdeScatcharda partirde

la curvadesaturaciónrepresentadaen la Figura23A. Estudiosdeunión irreversiblecon

(1~I)-TOF-B revelaronla existenciade los receptorestipo 1, II y III como lasprincipales

especiespresentesen los adipocitosmarrones,así como la presenciade una especie

minoritariaquemostróun tamañode aproximadamente140 kDa,similar a la isoformade

135 kDadescritaen fibroblastosderatón3T3-LL (Ignotzy Massagué,1985) (Figura23B).

Todos estos datos apuntan hacia el TOF-B como una señal que, de manera

autocrina/paracrina, podríaestaractuandosobreel BAT duranteel desarrollofetal.

4.5.2.- El TGF-fi aumentala síntesisde DNA, el porcentajede células en

fases5 y G2/M del ciclo celular y el número de células

Paraestudiarlos efectosdel TGF-13sobrelaproliferacióndeadipocitosmarronesse

siguióel mismoesquemadecultivo queen el casodel RIF- 1. Las célulassesembrabana

bajadensidad(10x105células/placade60 mmdediámetro)en medioMEM suplementado
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adipocitos marrones fetales

TGF-B en los

(A) Despuésde mantenerlos adipocitosmarrones 20 horasen ausenciade suero,éstos

fueron incubadosdurante3 horasa 200C con (1~I)-TGF-B enausenciao presenciade

concentracionescrecientesde TOF-Bfrío paralos estudiosdedesplazamiento,tal y como

seindicaenelapartado3.8.1de Materialy métodos.La gráficarepresentaal TCIF-13 unido

frenteal ligando libre (medias±S.E.M. de tres experimentosdiferentes).(B) Paralos

experimentosdeuniónirreversible,las célulasdeprivadasdesuerodurante20 horas fueron

incubadas durante 3 horascon (1251)-TOF-13en ausenciao presenciade un excesode

ligandofrío, tal y comosedescribeen lasección3.8.2de Materialy métodos.Semuestra

un experimentorepresentativode tres, dondelas flechasindicanlas diferentesespecies

molecularesde los receptoresde TOF-B.
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con 10%FCSdurante5 horas,tiemponecesarioparala adhesiónal plato.Acontinuación.

selavabanlas placasdosvecescon PBScon objetodeeliminarlas célulashematopoyéticas

y los adipocitosno adheridosalaplacade cultivo, con lo cualquedabanaproximadamente

el 60% del total de las célulassembradas(tiempo 00 de cultivo). Posteriormente,se

incubabanlas célulasremanentesdurante20 horasen ausenciade suero(tiempo O de

cultivo), períodode tiempoen el quesepierdenalrededordel 24%de células.A partirde

estemomentolas célulaseranmantenidasen ausenciade señaleso estimuladasconTGF-B

u otrosfactoresmitogénicosconocidos.

Puestoque el TGF-13 presentaefectostantoestimuladorescomoinhibidoresdel

crecimientodependiendodel tipo celular, el primer pasofue determinarsi en nuestro

sistemalos efectosdel TOF-13sobrela proliferacióneranpositivoso negativos,midiendola

incorporaciónde (3H)-Timidina a síntesis de DNA en presencia de distintas

concentracionesdel factor. Los adipocitosmarronesquiescentestratadosdurante24 horas

conTOF-13 aumentaronla incorporaciónde (3H)-Timidinaen comparacióncon células

control. Los mayoresefectosseobtuvierona la concentraciónde 1 pM en los estudiosde

dosis-respuesta(Figura 24, panelsuperior),porlo queestaconcentraciónfue la utilizada

en todos los experimentos posteriores. El potencial mitogénico del TOF-B en adipocitos

marronessecomparóconel de otrosmitógenosyaconocidosparaestascélulas(Figura24,

panelinferior). El TOF-Baumentó6 vecesla incorporaciónde (3H)-Timidina,siendoeste

efecto similar al producidopor el 10% FCS y superioral del IOF-1 (1.4 nM). La

combinación de TGF-B e KIF-1 no produjo efectos sinergisticos sobre la síntesis de DNA.

Paraestudiarenprofundidadlos efectospositivosdel TOF-B sobreel crecimiento

deadipocitosmarronesfetalesen cultivo sedeterminaronados tiempos(24 y 48 horas de

estimulación) variosparámetrosrelacionadoscon la proliferación.La incorporaciónde

(3H)-Timidina sevió significativamenteincrementadapor la presenciade TOF-B (1pM)

durante24 y 48 horas(6 y 9 veces, respectivamente comparando con células control).

Paralelamentea esteaumentoen la síntesisde DNA, el porcentajede célulasen fases

S+02/Mdel ciclo celulartambiénfue mayoren célulastratadas24 y 48 horasconTOF-B

que en adipocitos marrones no estimulados (1.5 y 3.2 veces respectivamente). En cuanto al

númerode células,TOF-B incrementó1.8vecesa24horasy 3 veces a 48 horasel número

decélulas/placacomparandoconcélulasquiescentesno tratadasa los mismostiemposde

cultivo. Todoslos efectosdel TOF-13 sobrelos parámetrosestudiados:incorporaciónde

(3H)-TimidinaaDNA, porcentajedecélulasen fasesS.¡-02/Mdel ciclo celulary númerode

células, fueron similares a los producidospor el 10% FCS (control positivo de

proliferación)y semuestranen laTabla5.
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Figura 24.- Efectos del TGF-B sobre la síntesis de DNA en adipocitos

marrones fetales: dosis-respuestay comparación con otros mitógenos

(Panelsuperior):Célulasquiescentes(20horasdeprivadasde suero) fueron incubadas

durante24horasenpresenciadeconcentracionescrecientesdeTGF-l3. La incorporaciónde

(3H)-Timidina sedeterminódurantelas 4 últimas horasde cultivo. Los resultadosse

expresancomodpm/placay son la media±S.E.M.de tres experimentosdistintos.(Panel

inferior): Célulasquiescentesfueroncultivadasdurante24 horas en ausencia o presencia de

TOF-B (1pM), o IOF-l (1.4nM), o TOF-13+ IOF-I, ó 10% de suerofetal, y se midió la

incorporaciónde (3H)-Timidinacomosehadescrito anteriormente.Los resultadosestán

expresadoscomoporcentajede radiactividadincorporadarespectoa célulascontrol sin

tratar(100%),y sonlamedia±S.E.M.de tresexperimentosindependientes.
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Realizandoensayosautorradiográficosdemarcajenuclearcon (3H)-Timidina en

ausenciay presenciade TGF-13durante48 horasseobservóun porcentajede núcleos

marcadosde 11.3±0.7en célulassin tratary de 502±1.9en célulasestimuladasconTC}F-

13 (Figura 25,A,B,C,D). Se muestrantambiénmicrofotografíasmagnificadasde los

adipocitosmarrones,presentandoel fenotipode gotasde grasamultilocularesquehandado

positivoy negativoal marcajenuclearcon (3H)-Timidinaen presenciadeTGF-B. (Figura

25,E,F).

4.5.3.- El TGF-fi induce la expresión de genestempranos de proliferación,
así como el contenido de las proteínas PCNA y p2l ras

Se llevó a cabo un estudiodel efectodel TGF-13 sobrela expresiónde genes

relacionadosconproliferación(c-fos, c-myc,cdc2,H-ras,G6PDy 13-actina)a lo largodel

tiempo de cultivo, comparándolocon el de las célulassin tratar. En la Figura 26 se

muestran diferentes Northern-blots representativos. Los análisis densitométricos de los

mismos, trasnormalizacióncon el RNA ribosoma] 18S semuestranen la Tabla 6. La

expresióndec-fosfue detectadaúnicamenteenlascélulastratadascon TGF-13durante30

minutos,permaneciendocasiindetectablebajootrascondicionesexperimentales.El TCIF-B

aumentósignificativamente(22veces)los nivelesde mRNA dec-myca2 horas,así como

2 vecesla expresióndeH-ras y G6PD tras4 y 8 horasde tratamiento.Lasdosisoformas

de mRNA parala cdc2quinasa(Dalton, 1992) aumentaronde forma coordinadaen

respuestaa TGF-13(3 y 2 vecestras4 y 8 horas,respectivamente).El gen dela 8-actinaen

adipocitosmarronestambiénsetranscribedandodosisoformasde mRNA, de las cualesla

de expresión mayoritaria sufrió un pequeño aumento (<2 veces) después de 2 y 4 horasde

tratamiento con TGF-B.

Ademásdeesteestudiosobreexpresióngénica,sedeterminaronlos nivelesdedos

proteínasrelacionadasconla proliferación(PCNA y p21 ras)tras 12 horasdetratamiento

con TGF-13. Los resultadospusieronde manifiesto una inducción de 6 vecesen el

contenido de la PCNA y de 2 vecesen el de la proteínap21 ras en respuestaa TGF-B

(Figura27).

Todoslos resultadospresentadosdemuestranqueel TGF-13ala concentraciónde 1

pM inducemitogénesisen los adipocitosmarronesfetalesde rataen cultivo primario,

incrementandola síntesisdeDNA, el porcentajede célulasen fasesS+02/M del ciclo

celular,y el númerode célulastras 24 horasde cultivo de forma similar al 10% FCS.

Además,el efectodelTGF-13a48horassobrela incorporaciónde (3H)-TimidinaaDNA y





Resultadosy Discusión

fas

myc

cdc2

H-ras

G6PD

8-actina

18S rRNA

e ~ — a

ea

‘~B

ea se se ce

—

ce— ~ee e

u
C T

TIEMPO (H) 0,5

C T

4

C T

8

FIgura 26.- AnálisIs por Northern-blot de los efectos del TGF-B sobre la

expresión de genestempranos de proliferación

Células deprivadasde suero20 horasfuerontratadasdurante30 minutos,2, 4 y 8 horas
con 1 pM TGF-13 (1) o bien semantuvieron quiescentessin estimular (C). 10 pg de RNA

total de cadacondición fue sometidoa análisisde Northern-blot, hibridándose con varios

cDNAsmarcadosradiactivamente. Semuestran autorradiografías representativas.
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Figura 27.- El TGF-B aumenta los niveles de las proteínas PCNA y p2l-

ras en los adipocitos marrones fetales.

Célulasquiescentes(20 horasdeprivadasdesuero)fueron incubadasdurante12 horasen

presenciade 1 pM TGF-13(T) y comparadasconcélulassin tratar(C). 20pg deproteína

total decadacondiciónfueronsometidosa 8% SDS-PAGE,transferidosamembranasde

nylon. inmunodetectadosconanticuerposmonoclonalescontralasproteínasPCNA (panel

superior) y p21-ras(panel inferior) y reveladoscon ECL-quimioluminiscencia.Se

muestranautorradiografíasrepresentativasy análisisdensitométricosexpresadoscomo

unidadesarbitrarias(medias±S.E.M.detresexperimentosdistintos).
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sobre el número decélulasfuemayorquea 24 horas,con un porcentajesimilar decélulas

en fases S+02/M del ciclo celular. Dichos resultadossugierenquela mismapoblaciónde

células pudiera experimentar dos vueltas al ciclo celular. Puesto que la presenciade TGF-13

durante48 horasduplicó el númerodecélulaspresentesatiempoO de estimulación,parece

queestefactoractúacomoun mitógenoenadipocitosmarronesfetalesencultivo. Además,

adipocitosmarronesmostrandoel fenotipode gotasde grasaendepósitosmultiloculares

resultaronserpositivosen el ensayode marcajenuclearcon (31-1)-Timidina.lo cual nos

sugirióquecélulasdiferenciadassoncapacesdeproliferaren cultivo en respuestaaTGF-B.

Aunquelos resultadospresentadosindican que TOF-B en ausenciade otros

factores de crecimientoexógenosesun mitógenodirectoparalos adipocitosmarrones,no

sepuedeexcluir la posibilidaddequeestuvieraactuandocomoun factordesupervivencia

que permitiera a las células responder a mitógenos producidos endógenaniente a lo largo del

cultivo. Este, de hecho, es el mecanismo más aceptado por el que seexplicanlos efectos

estimuladoresdel crecimientodel TOP-lA enalgunostipos célulares(Mosesy col., 1990).

Sin embargo,encultivos primariosde precursoresde adipocitosdepollo sehandescrito

efectosproliferativosparael TGF-13mostrandoevidenciasde unaaccióndirectano mediada

porotrosfactoresautocrinos(ButterwithandGoddard,1991).

Porotro lado,el TOP-E(1pM) comoúnicofactorañadidoexógenaniente,induceen

los adipocitosmarronesfetalesla expresióndegenesmuy tempranosdeproliferación,tales

comoc-fos(30minutos)y c-myc (2horas),y genestempranoscomocdc2y H-ras(a4 y 8

horas)con una cinéticasimilar a la del 10% FCS o IOP-1 (1.4 nM) descritaya en el

apartado4.2.3., hechoqueapoyala ideadeque el TOF-13estáactuandocomoun mitógeno

directoen estesistemacelular.La expresióntempranadec-fos,c-mycy H-ras seconsidera

un sucesofundamentalparalaproliferacióncelularen respuestaa factoresdecrecimiento.

Recientemente,la induccióndec-foshasido implicadaen el efectomitogénicodel TOF-13

sobrecélulasosteoblásticas(Machwatey col., 1995). La expresiónde c-fos y c-myc es

necesariapararescatara las célulasquiescentesde la faseGO e introducirlasen la fase01

del ciclocelular,mientrasquela expresióndeH-rasesnecesariaparaqueprogresenhacia

la faseS y dupliquensuDNA (Heidin y Westermark,1990; Lu y Campisi, 1992). Los

resultadospresentadossugierenla importanciade la expresióntempranade c-fos,c-myc, y

H-ras,así comola expresiónde cdc2quinasa,un gen inducibleque se expresaen cada

vuelta del ciclo celulardurantela transiciónO1/S (Welch y Wang, 1992), parala

proliferacióndecélulasmesenquimáticas(adipocitosmarrones)estimuladaporTOP-E.

Además,TGF-B aumentaa 12 horasel contenidoproteicode la PCNA (una proteína

nuclearnecesariaparala replicacióndel DNA) y de p21-ras.Aunquelas vías mitogénicas

inducidas por TOP-E no se conocen,y los efectospositivosde estefactor sobreel

crecimientocelularse atribuyena accionesindirectasa travésde otros factoresde
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crecimientoy proteínasdematrizextracelularinducidasporTQF-13, nuestrosresultados,

mostrandoun aumentocoordinadoen la expresióndecdc2quinasay H-ras a4y 8 horas,y

enel contenidoproteicode la PCNA y de la proteínap21-rastras 12 horasde tratamiento

con TGF-B, sugierenque laexpresiónde H-rasy la proteínap21-rassintetizada“de novo”

podrían estar implicadas en la estimulación de la proliferación por TGF-B, permitiendo a las

célulasprogresardesdela fase01 a la fase5 del ciclo celular,y sintetizarDNA, como

previamentesehasugeridoparael crecimientocelularde fibroblastos(Lu y col., 1989) y

paralos adipocitosmarrones(apartado4.2.3 de estasección)estimuladoscon IOF-1. De

hecho,recientementesehadescritoquela microinyecciónde p21-rasencélulasepiteliales

de pulmón detenidas en el ciclo celular por accióndelTOF-B hacequelas célulassuperen

esainhibición y progresenhaciala fase5, apoyandola ideaque la proteínap21-rasestá

directamenteimplicadaenla progresiónde lascélulasatravésdelciclo celular,dandocomo

resultadola estimulaciónde la síntesisde DNA (Howe y col., 1993). Aunque los

resultadospresentadoslo sugieren,no sepuedeafirmarquelaestimulacióndelcrecimiento

mediadaporTOF-13enadipocitosmarronesseproduzcaa travésdeunavfa en laqueesté

directamenteimplicadala activacióny/oexpresiónderas.

4.6.- TGF-B INDUCE LA EXPRESION DE GENES ESPECIFICOS DE

DIFERENCIACION DE ADIPOCITOS MARRONES FETALES

Aunqueel TOF-13 es consideradocomo un factor inhibidor de la adipogénesis

puestoque previenela diferenciacióndepreadipocitos3’l’3-L1 si seañadeantesdeque

comienceel proceso,no es capazde bloquearíauna vez iniciada ni de producir

desdiferenciacióndeadipocitosya maduros(Ignotzy Massagué,1985; Sparksy col.,

1992). Sobrela diferenciaciónde adipocitosmarrones,sin embargo,no sehan descrito

efectosdel TOP-lA por lo que se planteódicho estudiosobre los dos programasde

diferenciación que caracterizan aestascélulas:el termogénicoy el adipogénico.Paraello se

utilizaronadipocitosmarronesfetalesde20díasque,comoya hemosvisto, son un modelo

adecuadotantoparaestudiosdeproliferacióncomodediferenciación.
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4.6.1..EI TGF-B induce la expresión de UP mRNA de manera dependiente
del tiempo y de la concentración

Mediantela técnicade Northern-blotseestudiaronlos efectosdel TOF-B sobrela

expresiónde UP como gen especificodel tejido adiposomarrón y marcadorde la

diferenciacióntermogénicadel mismo.En primer lugarse llevaron a caboexperimentos

dosis-respuesta,paralo cual las célulasdeprivadasde suero20 horasfueron incubadas

durante24 horasen presenciadeconcentracionescrecientes(O-mM) de TOF-B. En la

figura 28 se muestrauna autorradiografiarepresentativa(panel superior) con el

correspondienteanálisisdensitométrico(panelinferior). Los nivelesdeexpresióndeUP a

tiempo00 disminuyerondrásticamentetras 20 horasen ausenciade suero(CO), siendo

prácticamenteindetectables24 horasmástarde.Sin embargo,la presenciade TGF-B

duranteestas24últimashorasprodujounareinducciónen los nivelesde UP mRNA de

maneradosisdependiente,alcanzandoa la concentraciónde 100 pM los máximosefectos

(niveles2.5vecesmayoresquelos detectadosatiempo00 y 25 vecesmayoresquelos del

correspondientecontrol a 24 horas),por lo queen todoslosexperimentosposterioresse

utilizó dichaconcentración.

Paraestudiarel efectoinductordel TOF—13 sobrela expresióndeUP a lo largodel

tiempo,los adipocitosmarronesfetalesdeprivadosde suero20 horasfuerontratadosconel

factordurante30 minutos,2, 4, 8 y 24horasy secuantificaronlos nivelesdeUP mRNA

comparándoloscon los de las célulasno estimuladas(Figura 29). La inducciónde la

expresiónde UP mediadapor TOF-B mostró serdependientedel tiempo,alcanzando

niveles10 y 24 vecesmayoresque sus correspondientescontrolesa las 8 y 24 horas,

respectivamente.Tratamientosmás largos(48 y 72 horas) con TOF-13 no produjeron

mayoresefectossobrelaexpresiónde UP.

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

fibronectina en cultivos primarios de adipocitos marrones fetales

A partedelprogramatermogénico,sellevó a caboun estudiode los efectosdel

TOF-13 sobre la expresión de marcadores adipogénicosrelacionadoscon la síntesislipidica,

asícomode la libronectina,queaunqueno esgenespecificodeningúntejidosí sesabeque

suexpresiónesmoduladaporTOF-B (Schwarzbauer,1991;Stanipfery col., 1993).

Adipocitosmarronesatiempo00de cultivo presentannivelessignificativosdeFAS

y G3PDHmRNAs mientrasquela expresióndeME y G6PD esmuchomenor.Tras 44

horasde cultivo enausenciade sueroy otros factoresexternosla expresiónde FAS,

O3PDHy ME fue prácticamenteindetectable,pennaneciendolos nivelesdeG6PDmRNA
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Figura 28.-

dependiente.

El TGF-B aumenta la expresión génica de UCP de forma dosis-

Lascélulas,despuésdesembradasy mantenidas4horasenmedioMEM suplementadocon

10% de suerofetal (Coo), fueron deprivadasde suero durante20 horas (Co) y

posteriormenteincubadas24 horas en medio sin sueroen ausenciao presenciade

concentracionescrecientesdeTOF-B. 10 pgdeRNA total de cadacondiciónfueanalizado

por la técnicade Northern-blote hibridado con las sondasradiactivasde UCP (panel

superior),y 18 5 rRNA (panelcentral).En el panelinferior serepresentanlos niveles(la

media±S.E.M. de tresexperimentosindependientes)del mRNA de la UCP (unidades

densitométricasarbitrarias)despuésdenormalizarcon labandade rRNA 185.
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Figura 29.- Estudio del efecto del TGF-B sobre la expresión de UCP mRNA

a lo largo del tiempo.

Los adipocitosmarronesfetalesdeprivados20 horasde suerofueronestimuladosdurante

30 minutos, 2, 4, 8, y 24 horascon TOF-B 100 pM (T) en ausenciade suero,y

comparadoscon célulassin tratara los tiemposcorrespondientes(C). El RNA total (10pg)

decadacondiciónfue analizadopor Northern-blote hibridadocon el cDNA de la UCP

(panelsuperior)y el cDNA del rRNA 18S (panelcentral).Los nivelesdemRNA deUCP

(unidadesdensitométricasarbitrarias)son la media ±S.EM. de tres experimentos

independientes,despuésdenormalizarcon labandadel rRNA 18S (panelinferior).
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invariables.Sin embargo,la presenciade TOP-lA durantelas 24 últimas horasde cultivo

incrementóla expresiónde los genesadipogénicoscomparandocon las célulassin tratar

(Figura30). Los nivelesde FAS y ME mRNAs aumentaron5 y 6 veces,respectivamente,

mientrasquela inducciónsobreO3PDHy G6PDfuealrededordel80%. Así, la expresión

de FAS y G3PDH en adipocitostratadoscon TGF-I3 alcanzónivelessimilaresa los

encontradosenlascélulasatiempo00 decultivo. En cuantoa la expresiónde fibronectina,

éstafueindetectableenadipocitosmarronesatiempo00, mientrasque44 horasmás tarde

enausenciadesuerosepudieronapreciardosisoformasde mRNA parafibronectina.La

presenciade TGF-Bdurantelas 24 Ultimas horasincrementó5 vecesla expresiónde este

gen,comparandocon células sin estimular (Figura30).

Los resultadospresentadosdemuestranque el TOF-B inducede forma dosis

dependientela expresióndel gen especificodel tejido adiposomarrónimplicado en el

programatermogénico:la UP. Dicha inducción tambiénes dependientedel tiempo,

comenzandoya alas 2 horasde tratamientoy alcanzandoel máximo nivel a las 24 horas.

Asimismo,el TOF-B aumentala expresiónde genesrelacionadoscon el programade

diferenciaciónadipogénico,talescomo la FAS, la O3PDH, la ME y la O6PD, lo cual

sugiereunpapelparael TOF-Benel inicio y/o mantenimientodel procesodediferenciación

de los adipocitosmarronesfetales.Estosresultadospodríanresultarcontradictorios,puesto

queesbienconocidoel papelinhibidordel TOF-Bsobreladiferenciaciónde los adipocitos

blancos. Sin embargo,los efectosantiadipogénicosdel TOF-13seproducensólo cuandoel

factorseañadeantesdeque comienceel procesode diferenciación,no siendocapazde

bloquearlounaveziniciado(lgnoczy Massagué,1985; Sparksy col., 1992),y comoya se

hadescritoen el apartado4 1 deestasección,los adipocitosmarronesfetalesde20 díasse

encuentranen un estadointermediodel procesodediferenciación,puestoque expresan

varias enzimas lipogénicas pero no mamadores de diferenciación tenninalcomola PEPCK.

En los adipocitosmarronesel TOE-lA aumentala expresiónde fibronectina,una

proteína de la matriz extracelular, de igual modo que lo hace en un amplio númerode

sistemascelulares.Este es un efecto sobradamenteconocidodel factor que ha sido

relacionadoconprocesosdemorfogénesisy desarrollo.Tambiénlos efectospositivosdel

TOF-B sobreproliferacióncelularhan sido atribuidos en parte a un aumentoen las

proteínasdematrizextracelular(ECM). Sin embargo,existentrabajosque sugierenque los

efectosdel TGF-I3 sobreECM son independientesy mediadospordistintasvías de sus

efectossobreproliferacióny/o diferenciación(Stampfery col., 1993; Franzény col.,

1993).
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Figura 30.- El TGF-B aumenta la expresión de enzimas lipogénicas y

fibronectina en los cultivos primarios de adipocitos marrones fetales.

de la

Las célulassembradasy mantenidas4 horas en mediocon 10% de suerofetal (Coo) fueron
deprivadasde suerodurante20 horasy, posteriormente,incubadas24 horasen mediosin

sueroenausencia(C24)o presenciadeTOF-B 100 pM (T24). 10 pg de RNA total de cada

condiciónfue separadoporelectroforesis,transferidoa membranasdenylon e hibridado

condiferentessondas.Los nivelesde los distintosmRNAs a 24 horas en ausencia (barras

blancas) o presencia de TOF-13 (barras negras) se expresancomounidadesdensitométricas

arbitrariasdespuésdenormalizaciónconla bandade 18S rRNA, y son la media±S.E.M.

de tresexperimentosindependientes(panelderecho).
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A partirdetodos los datosexpuestosen estosdos últimos apartados,respectoa la

accióndelTOF-B sobreadipocitosmarronesfetalesen cultivo, sededucequeesun factor

queinducela mitogénesis,asícomola expresióndegenesimplicadosen diferenciación

adipogénicay termogénica.Aunquelos efectossobreproliferaciónparecenserdirectos,no

sepuededescartarlaposibilidadde que seesténproduciendoa travésde la inducciónde

factoresautocrinos,o queel aumentoen la expresiónde fibronectinapuedafavorecerel

proceso.El cuantoa la diferenciación,apesarde que sólo sehanrealizadoestudiosde

expresióngénica,éstosmuestranclaramentequeel TGF-Bescapazdeinducirgenes,tanto

del programalipogénicocomotermogénicodediferenciaciónde los adipocitosmarrones

fetales,sugiriendoun papelparaestefactoren el desarrollofetal deltejidoadiposomarrón.
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y-CONCLUSIONES

1.- Los adipocitosmarronesfetalesde rataentrelos días20 y 22 de la gestación

pierden capacidadproliferativa y sufren un procesode maduracióntermogénicay

adipogénica,aumentandola expresiónde genesespecíficosde ambos procesosy

adquiriendoun fenotipodecéluladiferenciada

2.- Los adipocitosmarronesfetalesde 20 díasexpresanlos mRNAs paraIOF-1 y

su receptor,aumentandola expresiónde ésteúltimo al final del períodogestacional.

Asimismo, presentan un elevado número de receptorespara IOF-le insulina.

3.- El IGF-1 es un mitógenopara los adipocitosmarronesfetalesen cultivo,

aumentandola síntesisdeDNA , el porcentajedecélulasenciclo celular y el númerode

células.Además,inducela expresiónde un grupo degenestempranosrelacionadoscon

proliferación,asícomolas proteínasp21—rasy PCNA.

4. -El IOF- 1 inducela expresiónde genesrelacionadoscon la diferenciación

adipogénica y termogénica, así como el transporte de glucosa y el contenido lipídico.

5.- E TNF-a tiene un papelclaramenteantiadipogénicosobrelos adipocitos

marronesfetales, produciendoresistenciaa la acción de la insulina. Dicho efecto

antiadipogénicopuedeserdebidoa unahipofosforilaciónde la cadena¡3 del receptorde la

insulina.
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6.- El TOF-l3 presentaen los adipocitosmarronesfetales los tres tipos de

receptoresmásuniversalesparaTOFlA. En dichascélulas,es un mitógeno.aumentando

parámetrose induciendola expresiónde genestempranosde proliferación.asícomoel

contenido de las proteínas p21-ras y PCNA.

7.- AsImismo, el TOF-l3 escapazde inducir la expresiónde genesespecíficos

relacionadosconla diferenciaciónadipogénicay termogénicadelos adipocitosmarrones.

Conclusión final

Todos los resultadosexpuestosnos llevana proponeral IOF-1 y al TOE-lA como

dosseñalesquedemaneraautoezina/paracrinapodríanestarimplicadasenel desarrollodel

tejidoadiposomarrón“in vivo
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