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I-INTRODUCCION



Durante el desarrollo embrionario-fetal tienen lugar procesos de proliferacion celular
dirigidos por factores de crecimiento y protooncogenes. La quiescencia celular, con
caracter general, permite el inicio de los procesos de diferenciacion que hacen posible
la organogénesis, es decir, una distribucion organico-funcional de los organismos
superiores.

Las células fetales de mamiferos tienen y mantienen una competencia proliferativa
a lo largo de su desarrollo. Dicha competencia proliferativa se basa en la existencia
de receptores celulares que permiten a fas mismas recibir las diferentes senales de
su entorno. Estas sefales se generan en ias propias células produciéndose efectos
autocrinos, en células vecinas a través de efectos paracrinos y, finalmente, en células
distantes a través de efectos endocrinos. Dichas sefales tienen un caracter
fundamentalmente embriogénico, potenciando inicialmente la proliferacion celular.
En una segunda fase, algunas de estas mismas senales desencadenan la diferenciacién
de las células generadas en la fase anterior. De esta manera, las células embrionarias
como los fibroblastos, pluripotentes, son capaces de diferenciarse en células de tejidos
con una funcién especializada.

Aunque las senales extracelulares son de origen muy diverso, las vias que transducen
dichas seriales hasta el nucleo, bien con objeto de iniciar el ciclo celular o con objeto
de iniciar la expresién génica diferenciadora, estdn muy integradas. Por ello, los
productos de expresion de los protooncogenes celulares, tanto citoplasmaticos como
nucleares, forman parte de esas vias de transmisiéon de sefales mitogénicas o
diferenciadoras, pudiendo tener ambas funciones que se ejercitan separadamente.

En consecuencia, la mayoria de las células de mamiferos presentan en su programa
de desarrollo una dualidad proliferacién/diferenciacién.

La Memoria de Tesis Doctoral que se presenta pretende abordar experimentalmente
dicha cuestién de fondo. Por ello, se va a estudiar en cuftivos de células primarias
fetales, procedentes de rata, su capacidad proliferativa y su capacidad madurativo-

diferenciadora. Efectivamente, nuestro modelo celular de adipocitos marrones de



feto de rata ya han alcanzado un cierto grado de diferenciacién celular. Sin embargo,
dichas células pueden ser reinducidas hacia un programa de proliferacion celular que
detenga su diferenciacién, o por el contrario pueden ser inducidas a un programa
diferenciador que amplifique su perfil de expresién génica una vez que dichas células

han sido previamente mantenidas en estado quiescente.



Teniendo en cuenta io anteriormente expuesto el objetivo de esta Tesis Doctoral
ha sido doble. Por un fado se ha pretendido establtecer un modelo experimental para
la realizacion de los estudios de proliferacion celular de adipocitos marrones fetales
de rata, caracterizando los principales factores de crecimiento implicados en Ia
respuesta proliferativa de estas células.

Por otro lado, en adipocitos marrones fetales en quiescencia, donde las células
presumiblemente expresan un fenatipo diferenciado altamente lipogénico, se ha
estudiado la expresién genética de dos enzimas lipogénicas: la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa y la enzima mélica, asi como el efecto de las hormonas que

controlan el flujo lipogénico ejercen sobre dichas enzimas.



De acuerdo con los objetivos anteriormente expuestos nos propusimos el

siguiente plan de trabajo:

1-Establecimiento de un modelo experimental de proliferacién celular en adipocitos
marrones fetales de rata.

1.1 Estudio de la sintesis de DNA por incorporacion de *H-Timidina, nimero de
células y contenido en DNA.

1.2 Estudio de los factores de proliferacion sobre la sintesis de DNA.,

1.3 Caracterizacion de las células proliferantes por citometria de flujo.

1.4 Expresion génica de la G6PD como enzima marcadora de proliferacién celular
2- Expresiéon genética de enzimas lipogénicas en adipocitos marrones fetales en
quiescencia

2.1 Efecto de la insulina, T, y noradrenalina sobre la actividad enzimatica, cantidad
de proteina y concentracion de mRNA de [a enzima mélica a 6 y 10 dias de cultivo.
2.2 Efecto de la insulina, T, y noradrenalina sobre la actividad enzimatica, cantidad

de proteina y concentracién de mRNA de la G6PD a 6 y 10 dias de cultivo.



II-ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS



2.1 BASES MOLECULARES DE LA PROLIFERACION CELULAR

La proliferaciéon celular es un proceso cuidadosamente regulado que responde a
necesidades especificas del organismo. Sin embargo, los estudios relacionados con
la division celular han avanzado despacio y todavia hoy contintian estableciéndose
las etapas claves para comprender los elementos que contribuyen a estimular y
controlar los procesos de crecimiento. Es en este aspecto donde nos vamos a
detener con el fin de analizar los estudios realizados en estos Ultimos anos sobre

los factores que inducen ¢ inhiben la proliferacion celular , asi como su mecanismo

de accion.

2.1.1 Ciclo celular

Las células tanto en cultivo como "in vivo"” crecen a medida gque avanzan por las
etapas del ciclo celular. Sin embargo, muchas células animales existen "in vive™ en
un estado quiescente, es decir, sin aumentar su masa, o sin pasar por-el ciclo
celular. En la primera fase del ciclo, denominada fase de crecimiento o fase G, las
célufas aumentan de tamano. Después, replican todos sus cromosomas en fa fase
de sintesis 0 fase S. A continuacién sucede una segunda fase de crecimiento G,
donde las células se preparan para la divisién celular y finalmente se dividen en la
fase M de mitosis para posteriormente llegar a una bifurcacion tras la divisién del
citoplasma (citocinesis}. Todas las células hijas producto de la divisién celular
pueden volver a entrar en el ciclo y dividirse de nuevo.

La duracidén del ciclo celular varia de unas células a otras. La mayoria de las

lineas celulares mantenidas en cultivo a 37°C emplean entre 18 y 24 horas. Las



fases G,, S y G, se denominan en conjunto interfases. G, y S suelen durar entre
8 y 10 horas, G, dura aproximadamente 4-5 horas, mientras gue las células
experimentan la division celular en un tiempo muy corto, alrededor de una hora. Sin
embargo, una célula hija también puede abandonar el ciclo celular y entrar en la
fase G, o quiescencia donde se diferencia hasta adquirir la capacidad para
desempenar la tarea que le corresponda en alguno de ios tejidos del organismo.

Recientes estudios sobre la regulaciéon del ciclo celular indican que la fase de
mitosis es inducida mediante la activacion de un compiejo denominado MPF que
contiene la proteina p34°? y las ciclinas. La proteina p34°%? presenta gran
analogia con proteinas kinasas conocidas. Su concentracién no varia durante el
ciclo celular aunque si lo hace su actividad serina-treonina kinasa, capaz de
fosforilar la histona H1. Las ciclinas son las moléculas reguladoras del complejo
MPF. Estas moléculas presentan pesos moleculares de 45-55 KD y se aislaron
inicialmente de embriones procedentes de invertebrados marinos. Estas proteinas
se sintetizan de manera continua durante la interfase, degradadndose rapidamente
al final de la mitosis (Draetta, 1990,; Glotzer y col., 1991; Freeman y Donoghué,
1981).

En la fase G, del ciclo celular, la proteina p34°** se encuentra defosforilada y
carece de actividad kinasa. Sin embargo, cuando las células pasan por {as fases S
y G, se inicia una progresiva fosforilacion de la molécula en residuos tirosina y
treonina. Recientemente se ha descrito que en células humanas Hela el producto
del oncogén src, que posee actividad kinasa, es capaz de fosforilar los residuos
tirosina de la proteina p34°*?%. Paralelamente, la ciclina B acumulada durante las
fases S y G, forma un complejo con p34°°? | Al final de G, el complejo se activa
defosforilandose en residuos tirosina la proteina p34°°? y fosforilandose la ciclina,
de manera que presenta su maxima actividad en la fase M. Cuando la célula
abandona la fase mitética, se inicia una progresiva degradacién de la ciclina B por
mecanismos todavia poco claros que conduce a la inactivacion del complejo MPF
{Glotzer y col, 1991). También se ha encontrado un complejo p34°““*_ciclina A
activo en las fases G, y S pero ausente en la mitosis. De esta manera, se ha
descrito en el ciclo celular humano una activacién del complejo p34““?ciclina A

previa a la activacién de p34°®“-ciclina B (Draetta, 1990; Freeman y Donoghue,



1991).

Ademas del complejo MPF existen otras moléculas reguladoras del ciclo celular.
Recientemente se ha descrito la proteina p105-RB de 105 KD, producto del gen
supresor del tumor de retinoblastoma, como una proteina nuclear que actua
inhibiendo la proliferacion celular {Buchkovich y col., 1989). En Ia fase G, la
proteina p105-RB se encuentra defosforilada y activa impidiendo la progresion de
las células en el ciclo celular. Sin embargo, cuando la proteina se fosforila en las
fases Sy G, pierde su actividad inhibidora de la proliferacién celular. En el esquema
1 se muestra el proceso global de regulacion del ciclo celular.

Cuando células quiescentes se someten a una serie de estimulos, conocidos

globalmente como mitdgenos, entran de nuevo en ciclo celular y se dividen.
2.1.2 Factores de crecimiento:estructura y funcion

Los factores de crecimiento constituyen un amplio grupo de moléculas
polipeptidicas cuyo peso molecular oscila entre 1000 y 40.000 D. Sus efectos
fisioldgicos "in vivo" estan relacionados con la estimulaciéon del crecimiento
embrionario y fetal durante el desarrollo, la regulaciéon de los procesos de
proliferacion-diferenciacion de tejidos que regeneran continuamente y finalmente
la estimulacién de los procesos de reparacidn tisular {(Heldin y Westermark, 1989},

La aplicacion de las técnicas de la Biologia Molecular ha proporcionado una
amplia informacion sobre la estructura tanto de los factores de crecimiento como
de los receptores a i0s que estos se unen. Asimismo, se han podido relacionar
factores de crecimiento y receptores con productos oncogénicos. Finalmente,
se han podido conocer los mecanismos celulares que proporcionan

la respuesta mitogénica.

2.1.2.1 Factor de crecimiento epidérmico

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un polipéptido constituido por una

cadena sencilla de 53 residuos aminoacidicos con un peso molecular de alrededor



ESQUEMA 1 Esquema del proceso de requlacion del ciclo
celular

l T
o34 tyrosine (p\
dephosph i

ephosp orquiﬁ!orﬁgz"r_ﬁ_‘r

P34

"
Cycln : < eyen

phosphorylation w4~
P

&)

p34  threonine
phosphor ylation

1

Cyclin

degradation

p34 tyrosine
phosphor ylation

\\/ aszociation eyciin synthesis
DNA SYNTHESIS MITOSIS
—



de 6.000 D y punto isoeléctrico 4.6. En su estructura carece de alanina,
fenilalanina y lisina y posee tres puentes disulfuro que deben estar intactos para
mantener su actividad biolégica. Por tanto, la presencia de mercaptoetanol y urea
u otros agentes reductores transforman el EGF en un polipéptido carente de
actividad biolégica (Carpenter y Cohen, 1979).

El EGF suele aislarse de la glandula submaxilar del ratdon adulto macho como un
componente de una molécula compleja de 1.200 residuos que posee en la regién
carboxilo terminal una secuencia hidrofébica caracteristica de una proteina de
membrana . Sin embargo, los mecanismos por los cuales la molécula precursora
libera el EGF no se conocen todavia. Algunas células, como es el caso de ciertas
células renales, acumulan la molécula precursora que es capaz de retener la
actividad biolégica del EGF (Carpenter y Cohen, 1990).

El receptor de EGF se compone de una cadena polipeptidica senciila de 1.186
aminodcidos y un peso molecular de 170.000 D. En su estructura (esquema 2}
existen tres regiones o dominios. Un dominio extracelular por donde se une la
molécula de EGF, un dominio hidrofébico transmembranal y un dominio
citoplasmatico poseedor de una actividad tirosina kinasa que es comdn en
numerosos productos oncogénicos (Ulirich y col., 1984).

El dominio extracelular del receptor de EGF es el responsable de la unién al
ligando y contiene 10-11 cadenas de oligosacéridosy un 10% de residuos cisteina.
Se ha propuesto que la region impiicada en ia unién al figando estaria comprendida
entre la dos zonas ricas en residuos cisteina existentes en el dominio extracelular
{Carpenter y Cohen, 1990}.

Ef dominio citoplasmico del receptor dei EGF presenta una alta homologia con el
producto del oncogén erbB del virus de la eritroblastosis de aves {Ullrich y col.,
1984). En la regidn carboxilo terminal existen cuatro sitios de autofosforilacién en
tirosina que desempenan un pape! fundamental en 1a regulacion de la proliferacidon
celular. Asimismo, se han descrito siete lugares de fosforilacién en serina y treonina
proximos a la region tirosina kinasé. Las fosforilaciones en serina y treonina se han
atribuido a otras kinasas tales como la proteina kinasa C y se ha descrito que
dichas fosforilaciones atentdan la actividad tirosina kinasa del dominio citopldsmico

y en algunas células resulta también afectado el dominio extracelular {Carpentery

4



ESQUEMA 2 Receptores de los factores de crecimiento
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Cohen, 1990).

La union del EGF a su receptor produce una inmediata activacion de la actividad
tirosina kinasa fosforildndose el propio receptor ademas de otros sustratos
exogenos. Se han descrito algunas moléculas que son sustratos exégenos de la
actividad tirosina kinasa del receptor del EGF: la fosfolipasa C-v1, la fosfoinositol-3-
kinasa, la proteina GAP vy las serina-trecnina kinasas MAP-kinasa y raf-kinasa. De
todas ellas la fosfolipasa C-y1 ha sido la mejor caracterizada y constituye una de
las isgenzimas que hidroliza el fosfatidilinositol 4,5-difosfato en inositol 3-fosfato
y diacilglicerol (Rhee y col., 1989). Asimismo se ha descrito que el receptor de
insulina, poseedor también de una actividad tirosina kinasa intrinseca, no es capaz
de fosforilar la fosfolipasa C-y1 {(Meisenhelder y col., 1989).

La proteina GAP se ha descrito como un activador de la actividad GTPésica del
oncogen ras siendo su fosforilacion por el receptor de EGF paralela a la traslocacion
de GAP a la membrana {Molloy y col.,1990}.

Ademas de la activacion de la tirosina kinasa producida como consequencia de
la union del EGF a sus receptores de membrana algunos autores como Pike y Eakes
(1987) han descrito un rapido aumento de las concentraciones de inositol-3-fosfato
en células A431s estimuladas por EGF.

Las acciones biol6égicas ejercidas por el EGF han sido objeto de numerosas
investigaciones. Mediante la utilizacién de los cultivos celulares se ha encontrado
un aumento en la sintesis de DNA en presencia de EGF en: células epiteliales de
la lente de conejo, células fibrobldsticas humanas y de ratén, células epiteliales de
mamiferos, células endoteliales humanas y bovinas, células renales de mono,
hepatocitos de rata etc... En estas células blanco, el EGF aumenta la velocidad de
crecimiento y de division celular. Como cabria esperar, hay un aumento
generalizado en la biosintesis de DNA, RNA y proteinas. También se producen
cambios a nivel de membrana plasmatica y aumentos en la sintesis y secreccion
de prostaglandinas. El EGF produce asimismo respuestas anabdlicas rapidas
similares a los efectos de la insulina. El transporte de glucosa, de amino&cidos y
de precursores de acidos nucleicos estd aumentado asi como la actividad Na*-K*
ATPasa ( Carpenter y Cohen, 1979}

En células fetales se han descrito efectos del EGF como la estimulacion de la



sintesis de surfactante en céluias fibroblasticas de puimon de raton (Nielsen, 1989
asi como la proliferacién de células hepéticas fetales de rata (Henderson y col.,
1989).

2.1.2.2. Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF}

Es un mitdgeno que se encuentra en dichas células liberéndose durante la
reaccion de coagulacion de la sangre y constituye el principal factor de crecimiento
para células mesenquimaticas, de musculo liso y de células gliales (Ross y col.,
1986). Estructuralmente es un dimero de 30.000 D de peso molecular compuesto
por dos cadenas polipeptidicas A y B unidas entre si por puentes disulfuro (Heldin
vy Westermark, 1989). Las subunidades A y B aungque son codificadas por distintos
genes presentan un 56% de homologia entre si siendo la cadena B un producto dei
gen c-sis del cual procede el oncogén denominado v-sis del virus del sarcoma de
simios. Asimisma, la proteina producto de v-sis se ha denominado p 2", tiene un
peso molecular de 28.000 D y presenta un 95% de homologia con la cadena B del
PDGF (Hannik y Danoghue, 1989}, Se han encontrado las tres isoformas del PDGF:
PDGF AA, PDGF BB y PDGF AB tanto en plaguetas como en células transformadas.
Estas tres isoformas difieren entre si en su actividad biolégica. Por ejemplo, a
diferencia del PDGF AB, el PDGF AA tiene poca actividad mitogénica en
fibroblastos humanos {Nistér y col., 1988) pero es un potente mitdgeno para
células Swiss 3T3 (Heldin y Westermark, 1289). Estas diferencias fundamentales
entre las distintas moléculas de PDGF se deben a la existencia de dos tipos de
receptores para este mitdgeno. El receptor tipo A liga las tres isoformas con igual
afinidad y el receptor tipo B liga solo PDGF BB con alta afinidad, mientras que la
afinidad de este receptor por el POGF AB es mucho menor y practicamente nula
para el PDGF AA (Heldin y col., 1988; Hart y col.,1988). A diferencia con el propio
PDGF, solo se ha encontrado un gen que codifica para ambos tipos de receptores
y todavia no se conocen las diferencias estructuraies que podrian justificar las
diferencias funcionales entre ambos tipos de receptores. Su estructura es

semejante a la de otros receptores transmembranales conocidos y consiste en un
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dominio extracelular de unién al ligando, una regién hidrofébica de transmembrana
y un dominio intracelular con actividad tirosina Kinasa (esquema 2). Por tanto, se
han encontrado fosforilaciones de proteinas como consecuencia de la estimulacién
de fibroblastos quiescentes con PDGF. Sin embargo, no se conoce todavia el
mecanismo por el cual estas fosforilaciones estan implicadas en el proceso
mitogénico. Ademas de la activacién de [a tirosina kinasa del receptor del PDGF,
se han encontrado otros mecanismos celulares tras la estimulacion de células
quiescentes con este factor tales como alteraciones en el transporte idnico,
modificaciones en los elementos del citoesqueleto, activacion de serina-treonina
kinasas como la proteina kinasa C y la S6 kinasa asi como {a activacion de la via
de los inositoles fosfato (Hannik y Donoghue, 1989). En células Swiss 3T3 se ha
descrito una rapida hidrélisis de los lipido inositoles de membrana en respuesta a
PDGF (Berridge y col., 1984}, Sin embargo, recientemente Cattaneo y Vicentini
{1989} han descrito que a diferencia del receptor de bombesina, la estimulacion de
la fosfolipasa C por PDGF no estaria mediada por proteinas G estimuladoras
pudiendo estar implicada la actividad tirosina kinasa de su receptor. Estos autores
proponen la necesidad de realizar nuevos estudios que relacionen ia activacion de
la fosfolipasa C por factores que se unen a receptores tipo tirosina kinasa como es
el caso del PDGF.

La presencia de PDGF puede alterar los receptores de otros factores de
crecimiento. En fibroblastos tratados con PDGF
se ha descrito un incremento en la expresidn de los receptores de IGF-1
{Clemmons y col., 1980). Por e! contrario, la afinidad del EGF por su receptor
disminuye en presencia de PDGF , probablemente como consecuencia de la
fosforilacidon por la proteina kinasa C del receptor de EGF (Hunter y col.,1984).

El PDGF también regula la expresién genética a nivel de transcripcion. Asi, la
transcripcion de aigunos proto-oncogenes celulares como ¢-myc y ¢-fos se activa
como consecuencia del tratamiente de células quiescentes con PDGF (Hannik vy
Donoghue, 1989).



2.1.2.3 Factores de crecimiento insulinicos tipo 1y li

Son dos polipéptidos aislados de la fraccidn Cohn del suero humano con efecto
mitogénico "in vitro" a concentraciones de! rango de nanomolar en muchos tipos
celulares. Asimismo, presentan efectos tipo insulina en los tejidos adiposo y
muscular ya que su estructura es muy semejante a la del precursor de esta
hormona {Rinderknecht y Humbel, 1978). También se conocen con el nombre de
somatomedinas. Estructuralmente son cadenas polipeptidicas sencillas de 7.500
D de peso molecular gque constan de 70 aminoacidos el IGF-1 y 67 el IGF-lI y
circulan en plasma a concentraciones de 20-80 nM. El IGF circulante se produce
en higado, mientras que el 1GF tisular es de produccion iocal. La expresion del IGF-I
y en menor grado del IGF-1l se encuentran reguladas por la hormona de crecimiento
{GH) siendo principatmente el IGF-I un inhibidor por retroalimentacion a nivel
pituitario de la GH (Humbel!, 1990).

Las cadenas polipeptidicas de los IGFs contienen cuatro regiones denominadas
B, C, Ay D de las cuales las regiones A y B son homélogos estructurales de las
cadenas A y B de la insulina. Asimismo, la region C es analoga al péptido C
existente en la proinsulina. Sin embargo, la regién D no se ha encontrado en dicha
hormona (Humbel, 1890}. En ia estructura de estos factores de crecimiento cabe
destacar la existencia de tres puentes disulfuro localizados en idénticas posiciones
que las descritas para ia insulina (Rinderknetch y Humbel, 1978).

Estas cadenas polipeptidicas son producto de un tnico gen que se localiza en
humanos a nivel del cromosoma 12 para el IGF-1 y en el 11 para el IGF-ll en
posicion contigua al gen de la insulina . Rotwein {1986) ha descrito dos mRNAs
diferentes como resultado de la transcripcion del gen que codifica para el IGF-I,
siendo el producto de la traduccién de ambos 1a molécula polipeptidica precursora
de dicho factor.

Se han descrito algunas moléculas similares estructuraimente a ios IGFs pero
carentes de algunos residuos aminoacidicos. Por ejemplo, existe un derivado del
IGF-l en cerebro fetal y adulto humano que ha perdido los tres primeros
aminoécidos del extremo N-terminal. En estas células este derivado es ain mas

potente que la molécula de IGF-I completa. Asimismo, en el fluido espinal de
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humanos existe un derivado del IGF-1l de 9 kilodaltons {(Humbel, 1990]).

E! receptor de IGF-1 es un analogo estructural del receptor de la insulina y
consiste en un heterotetramero glicosilado compuesto por dos subunidades o vy
dos subunidades B de 115 y 90 KD respectivamente unidas por puentes disulfuro
(esquema 2) (Kasuga y col., 1981). Las subunidades « son responsables de la
unién del ligando y las B contienen los dominios transmembranal e intracelular.
Este dltimo posee actividad tirosina kinasa. EI receptor de IGF-Il es
estructuralmente distinto y consiste en un mondmero de 250 KD carente de
actividad tirosina kinasa aunque puede ser sustrato de tirosinas kinasa asociadas
a la membrana ya que el 92% de la secuencia de este receptor esté orientada hacia
el lado extracelular de la misma. Recientemente se ha encontrado una analogia
entre este receptor y el de la manosa 6-fosfato, implicado en el transporte de
enzimas que contienen manosa 6-fosfato a los lisosomas {Von Figura y Hasilik,
1986).

En |la especie humana, los genes que codifican para los receptores de insulina,
IGF-I e IGF-Il se encuentran localizados en los cromosomas 19, 15 y 6
respectivamente (Humbel, 1930).

En la mayoria de las células coexisten los tres tipos de receptores de manera que
las afinidades de los tres ligandos correspondientes se han descrito en numerosos
tipos celulares de la siguiente manera;
receptor de insulina: insulina> > IGF-II > 1GF-I
receptor de IGF-I: IGF-1> IGF-ll> > insuiina
receptor de IGF-Il: IGF-I1> IGF-I {no une insulina)

Se ha encontrado que la manosa 6-fosfato se une al receptor
del IGF-11 aunque lo hace en un lugar diferente a este factor (Waheed y col., 1988}.
Sin embargo, no esta todavia claro si l[a union de ambos ligandos al mismo receptor
es independiente o si la unién de uno de ellos altera la unién del otro.

Experimentos realizados con células que sobreexpresanlos receptores de insulina
o del IGF-I han mostrado que ambos pueden mediar las respuestas metabdlicas y
mitogénicas tanto de la insulina como del IGF-I {Humbel, 1990). Sin embargo, "in
vivo" la insulina regula principalmente los efectos metabdlicos y el IGF-I los

mitogénicos. Resultaria dificil establecer las diferencias fisiolégicas entre ambos



teniendo en cuenta fas similitudes entre sus receptores y mecanismos de
transmision de sefiales. Asi, son necesarios anticuerpos especificos contra estos
receptores para poder establecer cuales podrian mediar los efectos de cada uno de
los ligandos. Estudios realizados por Kadowaki y col. {1986) en células KB de
citoesqueleto que poseen receptores de insulina e IGF-1 y carecen de receptores
de IGF-1l, muestran que IGF-l e insulina actuan a través de sus propios receptores
mientras que el IGF-Il lo haria indistintamente con ambos. Sin embargo, estos
autores sefnalan la necesidad de realizar experimentos con nuevos tipos celulares
con el fin de poder establecer los efectos mediados por los distintos receptores.

La unién del ligando al receptor del IGF-I origina la autofosforilaciéon en tirosina
de las subunidades R ademés de las fosforilaciones en tirosina de otras proteinas.
También se han descrito fosforilaciones en residuos serina-treonina y se ha
postulado fa existencia de fosforilaciones cruzadas entre las cadenas R de los
receptores de IGF-l e insulina (Beguinot y col., 1988}. Por el contrario, no se
conoce todavia la cascada de eventos posteriores a la union de IGF-ll/manosa 6-
fosfato al receptor tipo ll. Recientemente se ha postulado la posible implicacion de
proteinas G en la transmisidon de la senal {Braulke y col., 1989}.

El 95% de los IGFs circulantes se encuentran ligados a unas proteinas
especificas conocidas con el nombre de proteinas de unién a IGFs cuyos pesos
moleculares oscilan entre 24-150 KD. Se han descrito tres proteinas distintas que
se unen a estos factores. Las proteinas tipo | y Il presentan en su estructura un
40% de homologia y son ricas en residuos cisteina. E! tipo | presenta mayor
afinidad por IGF-1 mientras que el tipo Il liga preferentemente el IGF-If. Por el
contrario, la proteina tipo 1ll presenta la misma afinidad por ambos |GFs.

Las proteinas de unién a IGFs son capaces de estimular o inhibir ios efectos del
IGF-l1 en distintas células en cultivo. Se han descrito efectos inhibitorios en el
endometrio, células foliculares del tiroides de rata, células hiperestimuladas de la
granulosa humana y células cartilaginosas de la pelvis de embrién de pollo (Koistien
y col., 1990). Estos mismos autores han purificado la proteina tipo | de fluido
amni6tico humano y han observado que aunque es capaz de inhibir la unién del '?%1-
IGF-1 a sus receptores, amplifica la incorporacién de *H-Timidina en estas células.

Asimismo, Liu y col. {1991) han descrito una inhibicién de Ia sintesis de DNA
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producida por el IGF-} en presencia de la proteina de unién a IGF tipo | en cultivos
primarios de fibroblastos de embrién de pollo. Por tanto, se puede decir que
dependiendo de los distintos tipos celulares, una misma proteina puede estimular
o inhibir la sintesis de DNA.

Los efectos "in vivo™ de estos factores de crecimiento se hah descrito como
efectos a corto plazo tipo insulina como la estimulacién del transporte de glucosa
v la sintesis lipidica en tejido adiposo y efectos mitogénicos a largo plazo entre los
que se encuentran la estimulacion de {a sintesis de DNA, RNA, proteinas y la
proliferacion celutar. Sin embargo, hay que recordar que [a insulina es 5-10 veces
mas potente que [os IGFs en la estimulacién de los pardmetros metabdlicos,
mientras que estos dltimos son 100 veces mas potentes como mitégenos (Humbe!,
1990).

Los efectos mitogénicos de los IGFs han sido descritos en una gran variedad de
sistemas. En algunos, como por ejemplo en cultivos celulares de células tiroideas
porcinas, el IGF-I induce la proliferacién por si solo, no siendo necesaria la
presencia de otros mitégenos (Takasu y col., 1989). Asimismo, estos autores han
descrito en estas mismas células un aumento en los niveles de inositoles fosfato
y calicio intracelulares tras anadir 1GF-] al medio de cultivo.

Otro efecto de gran importancia descrito para el IGF-1 es su papel en la
diferenciacién ceilular. Se han realizado numerosos estudios utilizando la linea
celufar preadipocitica 3T3-L1 donde se produce la conversién de estas células
fibroblasticas a adipocitos totaimente diferenciados donde enzimas marcadoras
lipogénicas se expresan en respuesta a IGF-1 {Smith y col., 1288; Schmidt y col.,
1990).

Resulta interesante destacar el papel desempenado por los IGFs como
reguladores del crecimiento en la transicion fetal-neonatal. Las concentraciones
séricas de IGF-1 e IGF-ll varian segln la especie en estudio. Asi, en rata la
expresion genética del IGF-Il es alta en una gran variedad de tejidos fetales
encontrandose altos niveles de este factor en suero fetal. Sin embargo, tras el
nacimiento se produce un rapido descenso en la expresion del gen del IGF-ll en
todos los tejidos exceptuando el cerebro encontrandose muy bajos niveles de este

factor, lo que sugiere que el |{GF-li podria desempenar un importante papel como
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factor de crecimiento embrionario y fetal {Straus y col., 1991}. El gen del IGF-l se
expresa en embrién de pollo durante la organogénesis temprana siendo los tejidos
extrahepaticos la principal fuente de este factor antes del nacimiento {Serrano y
col., 1290). En la rata, el gen del IGF-I se ha encontrado también expresado en una
gran variedad de tejidos fetales y se ha relacionado un retardo eh el crecimiento
fetal con bajas concentraciones séricas de IGF-I (Straus y col.,1991). Asimismo,
a diferencia de IGF-Il, los niveles séricos de IGF-l en ratas adultas son elevados
{Humbel, 1990). En humanos ambos factores son bajos en suero fetal mientras
que los niveles de IGF-1l se mantienen elevados en estado adulto. Durante la
pubertad se ha descrito un aumento de 2-3 veces en los niveles de IGF-|
probablemente debido a un aumento en la secrecién de GH (Humbel, 1990).
Ballesteros y col. (1990) han estudiado la expresién del mensajero del receptor
de IGF-lI/manosa 6-fosfato durante el periodo perinatal en diversos tejidos de la
rata. Estos autores han descrito un descenso muy significativo a partir del dia 9 de
vida postnatal no detectando niveles de mensajero a partir del dia 21, por lo que

sugieren un papel importante de este receptor en la transicién fetal-neonatal.
2.1.2.4 Factores de crecimiento implicados en la transformacion

Constituyen un grupo heterogéneo de péptidos que son capaces de producir un
fenotipo transformante en células normales asi como de inducir el crecimiento de
fibroblastos en agar blando de forma independiente de anclaje.

Dentro de este grupo se encuentran ios factores de crecimiento implicados en la
transformacion tipo ¢ y B {TGF-a y TGF-B}). Ambos constituyen el prototipo de
factores que actian de manera autocrina. Aunque su denominacién es
practicamente la misma ya que ambos se expresan en células transformadas, su

estructura y funciones bioldgicas presentan grandes diferencias.
2.1.2.4.1. TGF-«

Es un potlipéptido descubierto en el medio de cultivo de células fibroblésticas

transformadas por ciertos retrovirus que presenta un peso molecular de 5-20 KD
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dependiendo de las diferentes especies que lo secretan. La forma mas pequefia
que contiene 50 aminoacidos posee un 30% de homologia estructural con el EGF
y conserva los tres puentes disulfuro caracteristicos de esta molécula lo que le
permite ejercer sus funciones biolégicas a través del mismo receptor (esquema 2)
(Massagué, 1983).

La molécula precursora dei TGF-¢ es una glicoproteina de membrana que
contiene un dominio extracelular de 100 aminocéacidos que incluye el extremo N-
terminal asi como la secuencia de 50 aminoacidos del TGF-«, un dominio
hidrofébico transmembranal vy un dominio citopldsmico de 35 aminoacidos que
contiene el extremo carboxilo terminal y es rico en residuos cisteina {Lyons y
Moses, 1990). Se ha descrito que la molécula precursora posee actividad bioldgica
y se sintetiza como una proteina transmembranal. Dependiendo de la accién
proteclitica sobre el precursor, se obtienen las diferentes moléculas del TGF-«
(Derynck, 1988).

El gen que codifica para el TGF-o« se expresa en una gran variedad de células
transformadas por ciertos retrovirus. Sin embargo, el TGF-a« no es "per se" un
producto oncogénico aunque su sintesis se encuentra regulada por diversos
oncogenes tales como mos, ras, fms... (De Larco y Todarc, 1978). Asimismo, la
expresion del TGF-a se ha detectado también en células no transformadas durante
el desarrollo embrionario de ratén y rata y en células aduitas entre las que se
encuentran queratinocitos de piel, células pituitarias, macréfagos y en determinadas
areas del cerebro {Dernyck, 1988).

Ei descubrimiento de la produccién de TGF-a y respuesta al mismo por células
adultas no transformadas parece indicar que la proliferacion celular puede también
regularse de manera autocrina. Sin embargo, no puede excluirse la posibilidad de
que la produccion no controlada de este factor tenga un papel importante en la

transformacién neoplasica {Lyons y Moses, 1990).
2.1.2.4.2 TGF-B

Es un polipéptido compuesto por dos subunidades idénticas de 112 aminoéacidos

unidas entre si por puentes disulfuro. El dimero presenta 25 KD de pesc molecular
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y es la molécula bioldgicamente activa. El TGF-B se sintetiza a partir de un
precursor de 390 aminoécidos de los cuales los 112 del extremo C-terminal son los
correspondientes a este factor. También se han descrito glicosilaciones en la region
N-terminal del precursor {(Lyons y Moses, 1990}.

Recientemente se han descrito diversas moléculas dentro de la familia de
factores conocidos como TGF-B . La molécula que iniciaimente se aislé de
plaquetas humanas se ha denominado TGF-B1. A partir de plaquetas porcinas y
células 6seas bovinas se ha aislado e} TGF-R2. Mediante técnicas de clonaje se han
identificado las moléculas de TGF-33 y TGF-134 de las cuales la Gltima no ha sido
purificada todavia (Lyons y Moses, 1990). Aunque todas estas moléculas
presentan una estructura semejante, recientemente se han encontrado diferencias
en sus actividades bioldgicas. Asi, el TGF-R3 es mas potente que TGF-81 y TGF-R2
como inhibidor del crecimiento en la linea de células epiteliales de putmdn Mv1tLu.
Sin embargo, en una linea de células endoteliales de corazén bovino (FBHE), TGF-
B1 v TGF-B3 son 50 veces mas potentes que el TGF-B2 como inhibidores det
crecimiento celular {Cheifetz y col., 1290).

Existen receptores que ligan TGF-B tanto en células normales como neoplasicas.
Todavia no esta claro si estas proteinas son receptores de membrana o
simplemente proteinas de unién. Se han descrito tres tipos de receptores con pesos
moleculares de 50-80 KD (Tipo Ij, 115-140 KD (Tipo Ii} y 280-330 KD (Tipolil).
Este dltimo es un proteoglicano con un 50% de restos de heparin-sulfato vy
condroitin-sulfato. Las moléculas de TGF-31, TGF-82 y TGF-33 se unen a los tres
tipos de receptores. Sin embargo, las afinidades de las distintas moléculas-de TGF-
B por estos receptores varian en los distintos tipos celulares (Barnard y col.,
1990).

Los procesos intraceiulares que acontecen tras {a interaccion ligando-receptor no
son del todo conocidos. No se han descrito implicaciones del TGF-B en la
activacion de proteinas kinasa ni cambios en el flujo de iones. Sin embargo, Howe
v Leof {1989) han descrito una proteina G que podria estar relacionada con la
transmision de Jla sefal en la linea celular AKR-2B de células fibroblasticas de
embrion de ratén. Asimismo, recientemente se ha descrito la fosforilacion de

proteinas nucleares por TGF-BR1 en células pulmonares CCL 64 {Kramer y col.,
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1991).

Los efectos biolégicos descritos para el TGF-B son numerosos y diversos. Se
han encontrado los mRNAs de TGF-B1, TGF-82 y TGF-R3 en una gran variedad de
tejidos del ratén adulto: bazo, testiculos, rinén, higado, pulmén, cerebro, corazén,
tejido adiposo, glandula submaxilar y placenta Asimismo, la fami-lia de los TGF-B
presenta un importante papel en el desarrollo embrionario. Por ejemplo, se han
encontrado los mRNAs de los TGF-B1 y TGF-R2 en embriones de ratén (Barnard y
col., 1990).

Dependiendo de los tipos celulares el TGF-B puede ejercer efectos diferentes. En
células fibroblasticas AKR-2B es un mitdgeno indirecto debido a la induccién por
este factor del mRNA del oncogén c-sis asi como del PDGF, conocido mitégeno
de estas células. Sin embargo en otros tipos celulares, el TGF-B es un potente
inhibidor del crecimiento {Leof v col., 1986). Los mecanismos moleculares de esta
inhibiciéon son objeto de actuales investigaciones. Se ha utilizado una linea celular
de queratinocitos de ratdn para intentar dilucidar estos procesos. En presencia de
TGF-B1 estas células experimentan un descensco en la expresion de c-myc, no
modificandose los niveles de c-fos (Barnard y col., 1990). Recientemente se ha
descrito que la inhibicién de la expresidon de c-myc por TGF-B en células epiteliales
estaria mediada por la sintesis de una proteina que interaccionaria con un elemento
regulador de la transcripcion {TRE) en la regidén 5’ de c-myc inhibiendo el inicio de
la transcripcion de este gen, Se ha propuesto que la proteina nuclear p105-RB,
producto del gen supresor del tumor de retinoblastoma, podria ser la moiécula en
este proceso (Moses y col., 1990}. TGF-B también puede alterar la respuesta a
otros factores de crecimiento como EGF o PDGF a nivel de interaccion ligando-
receptor. Asimismo, se ha empleado otra linea celular de queratinocitos de ratén
transformados con el virus del sarcoma de Kirstein para el estudio de los efectos
de TGF-R en células transformadas. En estas células el TGF-B actuda inhibiendo el
crecimiento . Sin embargo, en otras lineas celulares transformadas el TGF-8 no
ejerce efecto inhibitorio probablemente por una alteracion en el receptor tipo | que
impide la transmision de la sefal negativa de crecimiento (Lyons y Moses , 1990).
También se ha especulado la posibilidad de la pérdida del control de [a proliferacién

celular como consecuencia de la pérdida de elementos reguladores negativos por
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mutacion o deleccion del gen que codifica para el TGF-5 .

Este polipéptido también es capaz de inhibir ef crecimiento ceiular "in vivo". Asf,
la inyeccion intravenosa de TGF-B1 o TGF-2 inhibe la proliferacion de hepatocitos
de rata tras una hepatectomia parcial {Russel y col., 1988)}. Estos estudios junto
con otros que han sido descritos apuntan a un papel importante del TGF-3 como
un modulador fisioldgico del crecimiento celular.

Los efectos del TGF-B en la diferenciacidon celular han sido también objeto de
controversia. Este factor induce la diferenciacion de células epiteliales de bronquio
asf como de células de carcinoma de colon humano. Sin embargo, el TGF-B no
afecta a la diferenciacién de otras céluias epiteliales como gueratinocitos de ratdon
o células del epitelio intestinal de rata. También puede ser un potente inhibidor de
la diferenciacion de adipocitos y mioblastos. Se ha formulado una explicacion a
estos fendmenos teniendo en cuenta la accidn de otros factores y proteinas de
matriz extracelular que junto con el TGF-B afectan a la diferenciacion celular
{(Barnard y cot., 1920).

Por Gitimo, se ha descrito un papel importante del TGF-% en el sistema inmune

donde inhibe el crecimiento de células B y T (Barnard y col., 1990).
2.1.2.5 Factores de crecimiento fibroblasticos

Constituyen una familia de factores de los cuales los mas conocidos son los
factores de crecimiento fibrobldstico (FGF) 4cido y bédsico. Se trata de mondmeros
de 17 KD de peso molecular con un 55% de homologia estructural- y son
mitdgenos de células endoteliales (Gospodarowicz y col., 1986). Ambos comparten
ila propiedad de tener una gran afinidad por la heparina lo que ha simplificado su
purificacién y caracterizacién (Folkman y Klagsbrun, 1987}. Asimismo se unen a
un mismo receptor poseedor de actividad tirosina kinasa cuyo peso molecular es
130 KD (esquema 2) {Gospodarowicz y col., 1986). Estas factores se purificaron
originalmente de cerebro y gldndula pituitaria aunque posteriormente se han
encontrado en una gran variedad de células normales y transformadas.

Resulta interesante conocer las diferencias entre ambos factores en cuanto a su

capacidad de transformacién. Mientras que el gen que codifica para el FGF basico
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es un potente proto-oncogén, las células transfectadas con el cONA del FGF acido
presentan una baja capacidad tumorigénica (Rogelj y col., 1988, Jaye y col.,
1988).

Los otros tres miembros adicionales de esta familia son los productos de los
genes int-2, hst/kS3 y FGF-5. Estas moléculas presentan un 40% de homologia
estructural con los otros dos factores de crecimiento fibroblastico descritos. El gen
hst/KS3 ha sido aislado de células de carcinoma gastrico humano y en sarcoma de
Kaposi. Su producto promueve el crecimiento de células endoteliales y células NIH
3T3. Ef gen FGF-5 ha sido identificado por su capacidad de transformar células NiH
3T3. Su producto es un factor de crecimiento para fibroblastos y presenta alta
afinidad por la heparina. Finaimente el gen int-2 ha sido aislado en células
neoplasicas inducidas por el virus de tumores de mama de ratdn aunque todavia

no se conoce sobre que tipos celulares actia {Heldin y Westermark, 1989).

A continuacién describiremos brevemente una serie de moléculas peptidicas
aisladas en los Ultimos anos a partir de cerebro y tracto gastro-intestinal entre otros
tejidos, con multiplicidad de funciones bioldgicas entre las que se encuentra la

induccion de la proliferaciéon en varios tipos celulares.

2.1.2.6 Bombesina

Es un tetradecapéptido aislado en un principio a partir de la piel de anfibios
aungue presenta propiedades inmunolégicas comunes con otros péptidos
caracterizados en mamiferos como por ejemplo el GRP (péptido liberador de
gastrina) originariamente aislado de intestino de cerdo y posteriormente de cerebro
y pulmén humano adulto y fetal. Ambas moléculas son potentes mitdgenos en
células Swiss 3T3 y pueden actuar de manera autocrina en células de carcinoma
de pulmén (Rozengurt y Sinnet-Smith, 1983). La estimulacion de la sintesis de
DNA producida por este tipo de péptidos implica la puesta en marcha de una serie
de mecanismos intracelulares que comienzan tras la unién ligando-receptor. El
receptor comin a esta familia de moléculas se ha caracterizado como una

glicoproteina de peso molecular 75-85 KD {Zachary y Rozengurt, 1987). Sin
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embargo, Cirillo y ¢o0l.{19886) han descrito una proteina de 115 KD que se fosforila
en tirosina en respuesta a bombesina , pudiendo estar asociada al receptor de la
misma. Esta proteina no ha sido encontrada por isacke y col. (1986). Estudios
realizados en el laboratorio del Dr Rozengurt apuntan la existencia de una proteina
G, insensible a toxina pertusis, ligada al receptor de bombesina implicada en la
transmisién de la sefial ya que el derivado no hidroxilable GTP-+S aumenta la
velocidad de disociacién del complejo receptor - '*°I-GRP de manera especifica y
dosis dependiente (Coffer y col., 1990).

Los procesos intracelulares que acontecen tras {a union ligando-receptor han sido
objeto de recientes estudios. Se sabe que una de las primeras respuestas gque se
producen tras la interaccion bombesina o GRP con su receptor es un incremento
de los flujos i6nicos de Ca™™", Na*, K* e H* a través de la membrana plasmaética.
Estos péptidos estimulan la entrada de Na* al interior celular via antiporte Na*/H*
sensible a amilorido con lo que se alcaliniza el citoplasma y se activa ta bomba
Na*/K* que incrementa los niveles de K" intracelulares restaurando el gradiente
electroguimico. Asimismo, como consecuencia de la activacidn de la via de !65
inositoles fosfato se produce la salida de Ca** del reticulo endoplasmico al
citoplasma celular. Por Gitimo, Rozengurt y col. también han estudiado a activacion
de la proteina kinasa C por estos factores y han descrito una proteina de peso
molecular 80 KD como sustrato especifico de la proteina kinasa C en estas células
(Rodriguez-Peiia y col., 1986). Asimismo, la proteina kinasa C esta implicada en
la regulacion de la afinidad del EGF por su receptor. De esta manera, la union del
Y25 EGF a sus receptores especificos de membrana en células Swiss 3T3 disminuye
en presencia de bombesina. Zachary y Rozengurt {1985} han atribuido este efecto
a un descenso en la afinidad del EGF por sus propios receptores y 1o han explicado
como consecuencia de su fosforilacion por la proteina kinasa C tanto "in vivo™"
como "in vitra". Este fendmeno conocido con el nombre de transmodufacién parece
ser debido a una modificacién covalente producida en el receptor de EGF que es
catalizada por la proteina kinasa C.

Recientemente se han presentado estudios de la bombesina que parecen indicar
gue existe una relacion directa entre la estimulacioén de la proteina kinasa C y |la

acumulacion de cAMP en células Swiss 3T3 expuesta a agentes gue elevan los
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niveles de cAMP como forskolina o toxina del colera. Asi, la adicion de bombesina
en presencia de forscolina o toxina del coélera produce un aumento en la
acumulacion de cAMP en cultivos de células Swiss 3T3. Este aumento es revertido
mediante el pre-tratamiento de las células con ésteres de forbol con lo cual se
implica a la proteina kinasa C en la regulacién de este proceso. Lo mismo ocurre
tras el pre-tratamiento con indometazina, un inhibidor de la cicloxigenasa que
impide f{a liberacién de prostaglandinas quedando también estas moléculas
implicadas en el proceso. Los efectos producidos por ésteres de forbol e
indometazina son aditivos lo que sugiere que la activacion de la proteina kinasa C
y la liberacidon de prostaglandinas son dos caminos diferentes implicados en el
aumento de los niveles de cAMP en presencia de bombesina (Millar y Rozengurt,
1988). Asimismo, estos autores describen una inhibicién de los niveles de cAMP
producidos por bombesina en presencia de toxina pertusis que produce ADP
ribosilacion e inactivacién de la proteina G inhibidora, por lo que se han estabiecido
varias hipdtesis. La proteina kinasa C podria fosforilar la subunidad alfa de G; y
cambiar su funcion de inhibidora a activadora. Alternativamente se ha propuesto
que la modulacion de la produccion de cAMP por 1a proteina kinasa C podria estar
mediada por una proteina G adn sin identificar que acoplaria la activacién de la
proteina kinasa C con la produccidon de cAMP posiblemente actuando sobre la
adenilato ciclasa. En su forma fosforilada, la proteina G podria activar ia subunidad
catalitica de la proteina kinasa A y su fosforilacién (por la kinasa C) podria
prevenirse en presencia de toxina pertusis (Millar y Rozengurt, 1988).

En cultivos celulares de fibroblastos quiescentes Swiss 3T3 la bombesina
estimula la sintesis de DNA no siendo necesaria la presencia de otro/s factores de
crecimiento. Este efecto se potencia en presencia de insulina, colchicina, PDGF y
FGF. Sin embargo, ni el nonapéptido neuronal vasopresina ni los esteres de forbol
que son mitogénicos para estas células, son capaces de potenciar el efecto
mitogénico de la bombesina en células Swiss 3T3. Asimismo, l0s agentes que
elevan los niveles de cAMP intracelulares como 8-Br-cAMP, la toxina del célera o
el IBMX tampoco potencian dicho efecto (Rozengurt y Sinnet-Smith, 1983).

Por dltimo, se han encontrado altos niveles de moléculas pertenecientes a esta

familia en carcinomas de células pequefas de pulmoén lo cual podria implicar a estas
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moléculas en mecanismos autocrinos de estimulacion de la proliferacion celular

(Rozengurt, 1988; Woll y Rozengurt, 1989}.

2.1.2.7 Vasopresina

Se trata de un nonapéptido ciclico secretado por el hipotalamo, conducido a la
hipofisis posterior y finalmente vertido a la circulacién sanguinea. La vasopresina
actla en el organismo como hormona antidiurética, tiene efecto vasoconstrictor
sobre la musculatura lisa de las arterias y estimula la gluconeogénesis hepatica. "In
vitra", es un potente mitégeno para células Swiss 3T3 actuando sinergisticamente
con la insulina. "In vivo™" facilita la respuesta proliferativa de los vasos sanguineos
ante una hemarragia, asi como del higado después de una hepatectomia parcial.
También se ha relacionado con el control del desarrollo cerebral en fetos de rata.
Los efectos mitogénicos producidos por esta molécula son el resultado de su union
a receptores especificos de membrana. Se han descrito dos tipos de receptares de
vasopresina. Los receptores V, son responsables de los efectos hepdéticos vy
vasculares mediante la activacién de la via de los inositoles fosfato. Por el
contrario, los receptores V, median la accion antidiurética y se encuentran
acoplados al sistema de la adenilato ciclasa. En la linea celular Swiss 373 la
vasopresina ejerce su efecto mitogénico mediante la interaccién con los receptores
V,. Sin embargo, la estructura molecular de los mismos no ha sido todavia
establecida (Woll y Rozengurt, 1989).

La adicidn de vasopresina a cultivos quiescentes de fibroblastos Swiss 3T3
origina un aumento significativo en [a sintesis de DNA que se encuentra potenciado
por insulina, EGF y/o FGF. Sin embargo, no se han observado efectos sinergisticos
con esteres de forbol o diacilgliceroles, 1o que sugiere que estas moléculas
presentan mecanismos semejantes de transmisiéon de sehales (Rodriguez-Pena y
Rozengurt, 1986). Sin embargo, se sabe que como consecuencia de la interaccion
de la vasopresina con su receptor tipo V,, se estimula la entrada de Na™ al interior
celular, asi como la bomba Na*/K* y en consecuencia se produce alcalinizacién del
citoplasma (Mendoza vy col., 1980). Ademas también se ha descrito una induccion

del relevo de fosfatidil inositoles de membrana y una movilizacion de los depésitos
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de Ca'? intracelulares (Lopez-Rivas y Rozengurt, 1984)

Ademads de estos mecanismos también se ha descrito la activacién de la proteina
kinasa C en respuesta a vasopresina. Ya hemos senalado la falta de efecto
sinergistico entre vasopresina, esteres de forbol y diacilgliceroles sintéticos y la
posibilidad de que todas estas moléculas pudieran compartir una misma via de
transmisiéon de senales. Tanto los ésteres de forbol como los diacilgliceroles son
potentes activadores de la proteina kinasa C. En efecto, Rodriguez-Pena y col.
{1986} han observado un rdpido aumento en la fosforilacién de la proteina de 80
KD, sustrato de la proteina kinasa C, tras la adicién de vasopresina a cultivos
guiescentes de fibroblastos Swiss 3T3. Este efecto es dependiente del tiempo y
de la concentracion pudiéndose detectar la fosforilacién de esta proteina 30
segundos después de la adicion de la hormona. Asimismo, el efecto maximo se
obtiene con la concentracion de vasopresina de 20 ng/ml. Esta fosforilacion es
rdpidamente revertida retirando la vasopresina del medio de cultivo (Rodriguez-Pena
y Rozengurt, 1986).

Recientemente se ha descrito la pérdida del efecto mitogénico de la bombesina
como consecuencia del tratamiento prolongado de fibroblastos Swiss 3T3 con
vasopresina (Millar y Rozengurt, 1989). Estos autores han atribuido este fendmeno
a una desensibilizacion heterdloga mediada por el receptor de vasopresina ya que
este efecto revierte en presencia de inhibidores de esta hormona. Ademds no se
encuentran afectados el ndmero, afinidad y capacidad de internalizacion de los
receptores por o que la inhibicién del efecta mitogénico de la bombesina ocurre a
nivel de transmision de sefiales tempranas, concretamente impidiendo la liberacidon

de 4cido araquidénico {Millar y Rozengurt, 1990).
2.1.2.8 Endotelina

Es un péptido de 21 aminoacidos aislado de! medio de cultivo de células
endoteliales de aorta porcina. Pertenece a una nueva familia de mitégenos entre fos
que se encuentra el péptido contractor intestinal vasoactivo {VIC). Posee una
potente actividad vasoconstrictora y se ha descrito como mitégeno en células de

la musculatura lisa de los vasos sanguineos y células gliales de rata. En cultivos
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celulares de fibroblastos quiescentes Swiss 3T3 la endotelina potencia el efecto
mitogénico de bombesina, vasopresina y esteres de forbol. Asimismo se han
descrito efectos sinergisticos entre endotelina y EGF. Sin embargo, este péptido no
potencia significativamente los efectos mitogénicos de insulina e IGF-1 {Brown y
Littlewood, 1989). Estos autores han descrito un aumento en la concentracion
intracelular de inositoles fosfato en respuesta a endotelina. Asimismo, Takuwa y
col. (1989} han observado un aumento en la fosforilacién de la proteina de 80 KD,
sustrato de la proteina kinasa C. Aunque la endotelina comparte con la vasopresina
y bombesina la capacidad de estimular la hidrélisis de fosfatidil inositoles de
membrana, presenta diferencias con estas moléculas como el sinergismo con
ésteres de forbol y la faita de sinergismo con insulina. Estos resuitados apuntarian
la posibilidad de la activacion de distintas vias de transmisién de senales por estas
moléculas {(Brown y Littlewood, 1989).

Recientemente Fabregat y Rozengurt {1990} han descrito una inhibicion tanto de
la movilizacion de calcio como de los efectos mitogénicos producidos por la
endotelina en presencia de! derivado { D-Arg', D-Phe®, D-Trp’®, Leu') del

neuropéptido conocido como sustancia P, un potente antagonista de la bombesina.

2.1.2.9 Papel del cAMP en la proliferacion celular

El papel del cAMP en la regulacidn de la proliferacién en las células de mamiferos
no esta completamente claro en el momento presente. En la década de los 70
prevalecia la teoria del cAMP como inhibidor de la proliferacion -celuiar.
Actualmente se ha ampliado el estudio con numerosos sistemas celulares, en
algunos de los cuales los agentes que elevan los niveles de CAMP son potentes
mitégenos. Por ejemplo, agentes que promueven ia acumulacion de cAMP en
células Swiss 373 tales comao la toxina det célera o la prostaglandina E, estimulan
la sintesis de DNA actuando sinergisticamente con gtros mitogenos. Resulta
importante evaluar si los factores de crecimiento fisioldgicos afadidos a un medio
libre en suerc pueden afectar al metabolismo del cAMP en estas células. La adicion
de PDGF induce la acumulacion de cAMP en cultivos confluentes y quiescentes

incubados en presencia de inhibidores de la degradacién de nucledtidos ciclicos.
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Esta acumulacion de cAMP producida por este factor puede estar mediada por un
aumento en la sintesis de prostaglandina E; que estimula la produccién de cAMP
ya que la indometazina impide el aumento de los niveles de cAMP inducidos en
presencia de PDGF. En contraste, otros factores de crecimiento como la
vasopresina , EGF, ésteres de forbol o insulina, no aumentan los hiveles de cAMP
en estas células (Rozengurt, 1986). Recientemente se ha descrito un aumento en
ta fosforilacion de una proteina de peso molecular 58.000 D denominada vimentina,
presente en los filamentos intermedios de las células mesenquimaticas, en
respuesta al aumento de los niveles de cAMP (Escribano y Rozengurt, 1988). A
continuacién se produciria una redistribuciéon de dichos filamentos, y finalmente la
sintesis de DNA.

Se ha descrito la existencia de una relacion directa entre la estimulacion de la
proteina kinasa C y la acumuiacion de cAMP en células expuestas a forscolina o
toxina del célera. Este efecto ha sido descrito para la bombesina en el apartado
(2.1.2.6).

El papel del cAMP en la sintesis de DNA se ha estudiado también en adipocitos
marrones de ratén y rata. Géloen y col. {1988) realizando estudios "in vivo" han
descrito un aumento en la incorporacién de metil->°H-Timidina tras la exposicion de
ratas al frio en las células precursoras de los adipocitos marrones {preadipocitos y
células intersticiales). Estos autores han sugerido una estimulaciéon del crecimiento
del tejido adiposo marrdn tras [a exposicion de los animales al frio , de manera que
se incrementa la liberacién de noradrenalina de los terminales simpaticos
activandose la mitosis de las células precursoras de Jos adipocitos marrones por un
mecanismo R-adrenérgico que implica el aumento de ios niveles de cAMP
intracelulares. Asimismo, ta inyeccidn de noradrenalina mimetiza los efectos de {a
exposicion al frio sobre el tejido adiposo marrén al igual que el agonista B-
adrenérgico isoproterenol. Por el contrario, el a-agonista fenilefrina no induce
mitosis en este tejido. Sin embargo, con los agonistas 3-adrenérgicos ensayados
no se obtiene el efecto proliferativo maximo producido por la exposicién al frio.
Esto parece indicar que las catecolaminas requieren la presencia de otros factores
de crecimiento para estimular maximamente el crecimiento celular del tejido.

Rehnmark y Nedergaard (1989) han realizado estudios de sintesis de DNA "in
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viva" en ratones adultos expuestos al frio encontrando un maximo aumento en la
sintesis de DNA tras 8 dias de exposicidén de los animales a la temperatura de 4°C.
Asimismo, han conseguido aumentar la incorporacién de *H-Timidina inyectando
a los animales dosis sucesivas de noradrenalina no observando ningudn efecto al
inyectar la noradrenalina con el B-antagonista propanclol.

La interpretacién de los resultados obtenidos "in vive" es dificil, debido a la
posibilidad de aparicion de efectos secundarios en los tratamientos hormonales. Por
ello, resulta necesario realizar experimentos "in vitro" en sistemas de cultivos
celulares para poder observar los efectos hormonales aislados sin las interferencias

que pueden producirse en los experimentos "in vivo".
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2.2 CARACTERISTICAS GENERALES DEL TEJIDO ADIPOSO MARRON

El tejido adiposo marrén es un tejido altamente diferenciado y especializado en
todas los mamiferos en la produccidnde calor mediante un mecanismo denominado
"termogénesis sin tiriteo” que permite al recién nacido compensar la pérdida de
calor que sufre al abandonar el seno materno (Nedergaard y col., 1986). En la
mavyaria de las especies, el tejido adiposo marrén se diferencia durante la etapa
fetal y es identificable en el momento del nacimiento. Sin embargo, el desarrollo
perinatal de este tejido varia dependiendo del grado de madurez que presenten al
nacer {(Néchad, 1983}.

La morfologia del tejido adiposo marrén es comin en todos los mamiferos
examinados. Resulta caracteristico su color marrén debido al alto contenido en
pigmentos respiratorios, y sobre todo, a la gran irrigacién sanguinea (Girardier,
1983). Con el microscopio 6ptico se aprecia que la mayor parte del volumen del
tejildo se encuentra ocupada por adipocitos marrones. Estas células son
generalmente poligonales con depdsitos lipidicos multiloculares ocupando en el
tejido adiposo marron de rata recién nacida un volumen aproximado del 70%. El
resto del tejido esta constituido por diferentes tipos de células: células endoteliales,
mesenguimatosas, perivasculares, preadipocitos, mastocitos, fibroblastos, células
de Schwann y otros tipos. £l andlisis de la estructura del adipocito marrdn
mediante microscopia electrénica muestra la presencia de depositos multiloculares
de grasa en el citoplasma, asi como una elevada cantidad de mitocondrias con un
alto contenido en membrana interna, que aparece formando crestas paralelas vy
empaquetadas, caracteristicas de este tejido (Nechad, 1986). Otra caracteristica
observada es el sistema de uniones entre las células que permite el intercambio de
nutrientes y/o sefiales moleculares como pueden ser azdcares, aminoacidos,

nucledtidos, cAMP, hormonas esteroidicas, etc... {Girardier, 1983).
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La localizacion anatémica del tejido adiposo marrén indica que se desarrofla af
mismo tiempo en lugares especificos. Se encuentra presente en las regiones
interescapular, cervical y axilar, alrededor del timo y de la gidndula tiroides,
asociado a la caja toracica y dentro de esta {sobre el corazén, rodeando a la aorta,
a lo largo de la traquea y el es6fago y en ambos lados de la espina dorsal) .
También aparece en la cavidad abdominal { a lo largo de la aorta y de los vasos
sanguineos renales), rodeando a las capsulas suprarrenales y en la region inguinal.
Esta distribucién anatomica aparentemente dispersa es estratégica, encontrandose
el tejido en contacto con los vasos sanguineos mas importantes. De esta forma,
el calor producido se transfiere a las estructuras vitales por contacto directo y

através de la sangre (Néchad, 1986).

2.2.1 Desarrollo y diferenciacidn del tejido adiposo marrén en la rata

En el caso de la rata, la maduracion del tejido adiposo marron es perinatal,
produciéndose un rapido proceso de maduracién morfolégica y funcional de ios
adipocitos marrones. Se alcanza un pico en su diferenciacion y capacidad para
producir calor entre la primera y segunda semana de vida, involucionando hacia la
cuarta semana si el animal permanece a temperatura termoneutra, adquiriendo un
aspecto semejante el deil tejido adiposo blanco (Skala, 1984). Esta involucion
postnatal puede evitarse o revertirse cuando se mantiene una estimulacion
simpatica, o bien por exposicidn de los animales al frio o por efecto de la
sobrealimentacién (Nicholls y Locke, 1984). La posibilidad de esta rediferenciacion
del tejido en el adulto hace pensar que se mantiene alguna diferencia genética con
respecto al tejido adiposo blanco (Skala, 1984).

El desarrollo morfologico y bioquimico del tejido adiposo marrén se conoce bien
en la regién interescapular de la rata aunque todavia no se conocen con exactitud

las sehales que determinan su diferenciacion. Los adipocitos marrones fetales se
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originan a partir de las células mesenquimatosas que se encuentran asociadas a los
vasos sanguineos, y empiezan a proliferar rapidamente a! mismo tiempo que se
desarrollan los vasos en el interior del tejido. Pequenas inclusiones lipidicas crecen
progresivamente en el citoplasma de estas células que se conocen como
preadipocitos. Sus mitocondrias simultdneamente aumentan en nﬁmero y tamano
¥ su membrana interna se desarrolla muy activamente formando numerosas
crestas. Paralelamente se produce un aumento en la actividad respiratoria del
tejido. A medida que se produce la diferenciaciéon, los preadipocitos
progresivamente pierden su capacidad de divisién, pero el tejido sigue creciendo
gracias a la presencia de células mesenquimatosas perivasculares con actividad
proliferativa. Al final del proceso, el tejido presenta una inervacién simpética
plenamente funcional {Néchad, 1986).

Después de esta fase formativa, el tejido adiposo marrén se desarrolla
aumentando su peso humedo y contenido proteico. La masa mitocondriai del tejido
continua creciendo asi como la concentraciéon de los componentes de {a cadena
respiratoria. Todos estos cambios mitocondriales dan lugar a un aumento en ia
capacidad termogénica del tejido. Asi, el nivel de desarrollo mitocondrial y funcional
del tejido adiposo marrdn alcanza su maximo al final de esta fase. De hecho, la
reestimulaciéon del tejido por el frio o la dieta, tras la fase de involucion que se
produce en la etapa adulta, produce un nuevo aumento de los parametros
mitocondriales que habian declinado, alcanzandose el mismo nivel maximo
observado en el periodo postnatal (Nicholls y Locke, 1984).

Ademas de los cambios mitocondriales, la exposicidn crénica al frio o la
sobrealimentacion inducen en el tejido adiposo marrén un aumento en la capacidad

proliferativa de sus células (Skala, 1984).

2.2.2 Funcién termegénica del tejido adiposo marrén

El adipocito marrén constituye la unidad funcional del tejido adiposo marrén vy

en sus mitocondrias radica el mecanismo molecular de la " termogénesis sin
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tiriteo". Dichas mitocondrias presentan unas caracteristicas bioenergéticas
particulares que tas diferencian de las mitocondrias del resto de los tejidos. Estas
caracteristicas viene dadas por la presencia de una proteina de peso molecular 32
KD localizada en la membrana interna mitocondrial merced a la cual se produce un
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa y la cadena de transpbrte electronico,
liberdandose la energia procedente del gradiente electroquimico de protones en
forma de calor, en lugar de sintetizarse ATP (Nicholls y Locke, 1984).

E! efector fisiolégico de la termogénesis del tejido adiposo marrén es la
noradrenalina que se libera en las terminales nerviosas simpaticas que inervan el
tejido. De esta manera se activa el enzima triglicérido lipasa sensible a hormonas
liberandose los acidos grasos que actian como sustratos activadores de la proteina
desacoplante, dando fugar a fa disipacién de energia en forma de calor (Nichalls y
Locke, 1984).

La termogénesis del tejido adiposo marrén es especialmente importante durante
el periodo perinatal debido a la necesidad del recién nacido de hacer frente a2 una
temperatura ambiente inferior a la del Gtero materno. De esta manera, en los
ultimos anos se han realizado estudios interesantes de la regulacion de la expresién
genética de la proteina desacoplante en el periodo perinatat de la rata tanto "in
vivo" como "in vitro".

Se han realizado estudios "in vivo” detectandose niveles significativos de! mRNA
de la proteina desacoplante en fetos de rata de 19 dias de gestacion (Giralt y col.,
1990). Asimismo, estos autores han descrito un aumento en la expresién de la
proteina desacoplante con respecto a los niveles fetales durante las primeras horas
de vida postnatal cuando los neonatos eran mantenidos a la temperatura de 21°C,
mientras que en neonatos mantenidos a 37°C los niveles del mensajero de la
proteina desacoplante experimentaban un descenso gradual en las primeras 12
horas de vida postnatal.

La cantidad de proteina desacoplante en el tejido adiposo marrén experimenta un
aumento progresivo a partir del dia 21 de gestacién alcanzando niveles maximos
en ratas lactantes de 10 dias de vida postnatal (Porras y col., 1990a). Etstos
resultados se correlacionan con el aumento de los niveles del mRNA de esta

proteina en el desarrollo postnatal de la rata (Riquier y col.,1986). Sin embargo,
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mientras que estos autores detectan un descenso en los niveles de mensajero en
neonatos de 20 dias, Porras y col. {1990a) contintan detectando altos niveles de
proteina en este momento del desarrollo.

El cultivo primario de adipocitos marrones fetales de rata es un sistema que
permite el estudio de la regulacion de la expresion genética de proteinas por
factores que actian de manera individual o sinergistica (Porras y col., 1990b). En
cultivos quiescentes de adipocitos marrones de fetos de rata de 22 dias de
gestacion la proteina desacoplante se induce en presencia de isoproterenol (B-\
agonista) y las combinaciones de noradrenalina (a-f3-agonista) y yohimbina {a,-
antagonista) asi como isoproterenol y T,. Por tanto, se puede decir que en estas
condiciones experimentales la expresion genética de la proteina desacoplante se

encuentra modulada por agentes adrenérgicos y T, {Porras y col., 1989).
2.2.3 Funcién lipogénica del tejido adiposo marrdn

El tejido adiposo marrdn es cuantitativamente junto con el higado el principal
tejido lipogénico durante el periodo perinatal {Pillay y Bailey, 1981}. La capacidad
lipogénica feta!l de este tejido aumenta desde el dia 20 al 22 de gestacién
alcanzando en el momento del nacimiento niveles cuatro veces superiores a los
encontrados en higado (Pillay y Bailey, 1982a), cayendo hasta un 15% de su valor
en el primer dia de vida extrauterina {Benito y col., 1984). La lipogénesis fetal es
posible gracias al aporte de sustratos de la madre al feto a través de [a barrera
placentaria. Seran los écidos grasos sintetizados por este tejido los combustibles
metabdlicos utilizados por la mitocondria como sustratos oxidativos en el
mecanismo termogénico (Nicholls y Locke, 1984).

Tras el nacimiento se inhibe drasticamente ia capacidad lipogénica del tejido
adiposo marrén (Pillay y Bailey, 1982a; Benito y col., 1984). Dicha inhibicién se
corresponde con un aumento previsible de la capacidad termogénica del tejido. Este
hecho se explica teniendo en cuenta que el elevado contenido en grasa de la leche
y la elevada actividad lipoprotein lipasa del tejido en el periodo de lactancia, son los
responsabies del aporte de acidos grasos como sustratos oxidables en la

mitocondria para la produccion de calor por parte de este tejido (Pillay y Bailey,
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1982b). Dicha inhibiciéon se revierte en el momento del destete, cuando fos
animales comienzan a alimentarse con una dieta sdlida fundamentalmente
hidrocarbonada y la lipogénesis vuelve a alcanzar los niveles existentes en el
momento del nacimiento (Pillay y Bailey, 1982a, 1982b}. De esta manera, las
actividades enzimaticas lipogénicas acido graso sintasa y enzima malica revelan
este perfil de desarrollo perinatal (Martinez Valverde, 1988}.

La lipogénesis del tejido adiposo marrén durante el periodo perinatal se muestra
muy sensible a insulina. Esta hormona activa rdpidamente las enzimas lipogénicas
estimulando 1a sintesis lipidica del tejido adiposo marrén (Pillay y Bailey, 1983). Ei
feto presenta unas altos niveles de insulina circulantes frente a niveles crecientes,
pero aun bajos de glucagdn (Lorenzo y col., 1982; Piliay y Bailey, 1983). Tras el
nacimiento la razén insulina/glucagoén cae drasticamente al igual que la lipogénesis
del tejido adiposo marrdén (Benito y col., 1984). La administracién de glucagén
inhibe la sintesis lipidica postnatal del tejido siendo esta inhibicidn concurrente con
el aumento de la razén glucagdn/insulina plasmatica en el momento del nacimiento
(Benito y col., 1984). |

La sensibilidad de este tejido a catecolaminas es muy alta inhibiendo estas
hormonas fuertemente la lipogénesis (Benito y col., 1984). Al incubar adipocitos
marrones aislados de fetos de 22 dias con noradrenalina se produce un descenso
en la lipogénesis mediado por un mecanismo B-adrenérgico (Ronceroy col., 1287}).
Estos resultados concuerdan con la estimulacion adrenérgica de la termogénesis
en el momento del nacimiento.

El papel de las hormonas tiroideas en la regulacién de la sintesis lipidica del
tejido adiposo marrén no es del todo conocido. Sin embargo, Hahn y Hasanali
{1982} han apuntado que la administracion precoz de hormonas tiroideas induce
las enzimas lipogénicas de este tejido antes del destete. Estos autores sugieren que
las hormonas tiroideas no actuarian directamente sobre el tejido sino due podrian
aumentar el nidmero de receptores de insulina o hien actuar directamente sobre el
transporte de glucosa al tejido.

La regulacién hormonal de la sintesis lipidica fetal del tejido adiposo marrén se
ha estudiado "in vitro" en un sistema de cultivo primario de adipocitos marrones

de fetos de rata de 22 dias de gestacién {Lorenzo y col., 1288). En estas
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condiciones, la insulina a concentraciones comprendidas entre 0.4 y 40 nM
incrementa el fiujo lipogénico tanto a corto {5 horas ) como a largo plazo (24
horas). Estos efectos son mucho mayores que los observados en células aisladas
tratadas con la hormona durante una hora (Roncero y col., 1987}, lo que parece
indicar que a lo largo del cultivo se reparan los receptores de insulina que han sido
danados en el proceso de aislamiento de la células. Asimismo, esta hormona activa
las enzimas lipogénicas acetil-CoA-carboxilasa a corto plaze y 4cido graso sintasa
v enzima malica a largo plazo (Lorenzo y col., 1988).

La presencia de T,, conjuntamente con insulina en el medio de cultivo potencia
el efecto estimulatorio de esta Ulitima sobre el flujo lipogénico . Ademas, en
ausencia de insulina la T, también produce un aumento discreto del flujo lipogénico
del 38% observandose un aumento significativo de la actividad acido graso sintasa
(Lorenzo y col., 1988}.

E! tratamiento del cultivo con glucagdén no modifica el flujo lipogénico del tejido
adiposo marrén con lo cual esta hormona no parece estar implicada en ta regulacion
de la sintesis lipidica de este tejido. Estos resultados concuerdan con los descritos
por Roncero y col. {1987} en adipocitos marrones aislados.

El papel de las catecolaminas como agentes lipoliticos ha sido también estudiado
en cultives primarios de adipocitos marrones fetales de rata. Estas hormonas
mediante un mecanismo R-adrenérgico son potentes inhibidores de la lipogénesis
en cultivo {Lorenzo y col., 1988).

La dexametasona inhibe un 50% el flujo lipogénico en cultivos primarios de
adipocitos marrones fetales de rata. Sin embargo, en presencia de insulina no se
ha observado este efecto inhibitorio. Estos resuitados concuerdan con los descritas
"in vivo" por Roncero y col. {1287). Asimismo, se ha sugerido que la
dexametesona padria inhibir la utilizacién de glucosa por tejidos extra-hepéticos
(Benito y col., 1982). De esta manera, la insulina podria incrementar el transporte
de glucosa en cultivos primarios de adipocitos marrones fetales de rata, revirtiendo
el efecto inhibitorio de la dexametasona en su ausencia (Lorenzo y col., 1988).

Por altimo, la presencia de progesterona incrementa la lipogénesis del cultivo un
10%., asi como un 18% cuando actda conjuntamente con la insulina. Estos efectos

son menores que los observados "in vivo" (Roncerc y col., 1987) lo que parece
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indicar gue esta hormona no participa directamente en la regulacién de la
lipogénesis del tejido adiposo marrén pudiendo actuar incrementando ia ingesta y
la disponibilidad de sustratos a los tejidos (Lorenzo y col., 1988).

Una vez estudiada la sintesis lipidica del tejido adiposo marrdn diferenciado, seria
interesante conocer como se regula la expresion genética de ias enzimas que
participan en este proceso. En este sentido las nuevas técnicas de Biologia
Molecular asi como los cultivos de células animales, han contribuido a dilucidar los
mecanismos reguladores no conocidos "in vivo" para muchos tejidos. En nuestro
estudio nos centramos en dos enzimas que participan en la ruta lipogénica del
tejido adiposo marrén mediante el aporte de poder reductor en forma de NADPH.
Se trata de la enzima mélica y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. Esta ultima es
también e! enzima limitante de la via de las pentosas fosfato, con lo cual participa

en la sintesis de ribosas 5 fosfato para la formacién de acidos nucleicos.

2.2.3.1 BRegulacién de la expresion genética de la glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa

La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es el enzima limitante de la via de
las pentosas fosfato. Esta ruta aporta poder reductor en forma de NADPH que
posteriormente es utilizado en reacciones metabdlicas biosintéticas, entre las que
se encuentran la sintesis de acidos grasos y esteroides. El destino final de esta ruta
es el aporte de pentosas fosfato, sustratos necesarios para la sintesis de acidos
nucleicos. Por tanto, el enzima tiene un doble papel en el metabolismo celular, por
un lado en la sintesis lipidica y por otro, en la sintesis de acidos nucleicos.

En mamiferos, la G6PD es un homodimero o un homotetramero constituido por
subunidades inactivas de peso molecular 58.000 D. Al efectuar ia purificacion el
90% de la actividad deriva de la forma dimérica. La actividad remanente se debe
a los agregados tetraméricos e incluso hexaméricos que coexisten en pequena
proporcion (Shreve y Levy, 1977}). La proteina activa se sintetiza mediante la
traducciéon de su correspondiente mRNA de 2.300 pares de bases (Fritz y col.,
1986).

La G6PD se encuentra activa en el tejido adiposo marrén durante el periodo
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perinatal aunque no se conoce su regulacién en este tejido a nivel molecular. Sin
embargo, en higado de rata adulta se han realizado numerosos estudios sobre (a
regulacién nutricional y hormonal del enzima gracias a la aplicacion de las técnicas
de ingenieria genética. Asimismo, 10s cultivos celulares han permitido el estudio por
separado, o bien en conjunto, de las senales de expresion genéﬁca sin tener en
cuenta otros factores que podrian interferir en los estudios realizados "in vivo".

Estudios "in vivo" demuestran que la actividad G6PD hepética disminuye en
animales ayunados, aumentando en animales ayunados y posteriormente
realimentados con una dieta rica en hidratos de carbono (Kletzien y col., 1985). Sin
embargo, ahora nos ocuparemos de la regulacion hormonal “in vitro" de la
expresion genética de esta proteina.

En cultivos primarios de hepatocitas de rata adulta la actividad G6PD se induce
en presencia de insulina . Este aumento en actividad es paralelo a un aumento en
la velocidad de sintesis de la proteina, asi como en la cantidad de mRNA detectada
mediante hibridacién su cDNA correspondiente en presencia de la hormona . Sin
embargo, la presencia de dexametasona en el cultivo aunque aumenta
significativamente los niveles de mRNA, no modifica los valores de actividad
enzimatica especifica y velocidad de sintesis. Estos resultados se han explicado
como consecuencia de una menor eficiencia traduccional del mRNA inducido en
presencia de dexametasona (Fritz y col., 1986}. La presencia conjunta de ambas
hormonas en el medio de cultivo produce aumentos en la actividad, cantidad de
proteina y niveles de mRNA mayores que fos observados en presencia de insulina
sola. De esta manera parece que la insulina no solo actua incrementando los niveles
del mRNA del enzima, sino que también actia a nivel de traduccién, ya que el
mRNA inducido en presencia de dexametasona solo se traduce a proteina activa
estando presentes ambas hormonas ( Fritz y col., 1986).

Ef papel de [as hormonas tiroideas en la regulacién de la expresién genética de
la G6PD se ha estudiado "in vivo™ y en cultivos primarios de hepatocitos de rata
aduita. Se ha descrito un aumento de dos veces en los niveles del mRNA de la
G6PD determinados mediante un sistema de traduccién "in vitro" tras la
administracion de T, a ratas eutiroideas, asi como en animales hipertiroideos, que

se correlacionan perfectamente con cambios paralelos en 1a velocidad de sintesis
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del enzima (Miksicek y Towle, 1982). Estos resultados indicarian una regulacion
pre-traduccional de la GBPD por T, como consecuencia de l0s aumentos descritos
en los niveles del mRNA en respuesta a la hormona. Otros autores indican gue ia
administracion de T, a ratas hipotiroideas no produce aumentos significativos en
los niveles del mRNA detectados mediante hibridacion 'con el cDNA
correspondiente. Sin embargo, en este caso se observa un incremento significativo
en la actividad enzimatica (Fritz y Kletzien, 1987). Estos datos indican que la T,
podria regular la actividad G6PD aumentanda la eficiencia traduccional det mRNA
sin aumentar los niveles ya existentes.

Las discrepancias entre estos resultados podrian ser consecuencia de los
diferentes modelos experimentales empleados, asf como en la metodologia descrita
en cada caso. Por tanto, resulta necesario la utilizacién de un sistema "in vitro" de
cultivo celular para dilucidar los mecanismos responsables de los efectos de T,
sobre la actividad, velocidad de sintesis y niveles del mRNA de la G6PD. En este
sentido existen estudios preliminares en cultivos primarios de hepatocitos de rata
adulta. En este sistema celular no se han encontrado cambios en los niveles del
mRNA de este enzima cuando la T, o el glucagon estaban presentes en el medio
de cultivo (Yoshimoto y col., 1983a). Sin embargo, estos estudios se han realizado
midiendo los niveles del mRNA en un sistema de traduccién "in vitro” y no

mediante hibridacion con sondas especificas.
2.2.3.2 Regulacion de la expresién genética de la enzima malica

La enzima malica es otra enzima generadora de NADPH que contribuye a
mantener activo e! flujo lipogénico. Se trata de un homotetramero cuyas
subunidades tienen un peso molecular de 62.000 D que individuaimente carecen
de actividad biol6gica. Esta proteina se sintetiza como resultado de la traduccion
de dos mRNAs de 4.5 y 2.7 Kb respectivamente que son transcritos de un dnico
gen con mas de un lugar de poliadenilacién (Dozin y col., 1985).

La actividad enzima matlica es alta en higado de ratas alimentadas con una dieta
rica en hidratos de carbono y disminuye drasticamente en el ayuno. De esta

manera, el estado nutricional regula los niveles enziméticos mediante el control de
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la velocidad de sintesis. Asimismo, la sintesis de enzima malica en respuesta a la
dieta hidrocarbonada es paralela a un aumento en los niveles de mRNA
citoplasmético como consecuencia de una disminucién en su velocidad de
degradacion (Dozin y col., 1986a).

La expresion genética de la enzima madlica se encuentra también regulada por
factores hormonales. La insulina aumenta la velocidad de transcripcion del geﬁ de
la enzima malica hepatica y por tanto los niveles del mRNA citoplasmético vy la
actividad enzimatica especifica cuando se administra a ratas diabéticas (Katsurada
y col., 1988). Sin embargo, en cultivos primarios de hepatocitos de embrién de
pollo no se han observado cambios en los niveles de mRNA cuando la insulina se
encuentra presente en el medio de cultivo. Sin embargo, el glucagdn acelera su
velocidad de degradacién (Back y col., 1986). En cultivos primarios de hepatocitos
fetales de rata la insulina induce la actividad enzima malica como resultado de un
aumento en la sintesis "de novo" de la proteina {Fabregat y col., 1989). En este
sistema el efecto de la insulina se potencia en presencia de T, siendo parcialmente
revertido cuando se anade glucagon al medio de cuitivo.

El papel de las hormonas tiroideas en la regulacién de la expresiéon genética de
la enzima mdlica ha sido y es actualmente objeto de numerosos estudios. La
inyecciéon de T, a ratas hipotiroideas aumenta los niveles de mRNA citoplasmatico
asi como la actividad especifica de la enzima malica hepatica (Dozin y col., 1985].
Este efecto de T, es dependiente del tejido ya que solo se han encontrado
respuestas a esta hormona en higado y corazén de rata no observandose en rinon,
cerebro, pulmén, bazo y testiculos. Tanto en higado como en corazén la
transcripcién del gen de enzima mélica aumentan en presencia de T,, lo cual explica
el aumento de los niveles de mRNA tras la inyeccidon de la hormona. Sin embargo,
este mecanismo resulta insuficiente para justificar los elevados niveles hepéticos
de mRNA (Dozin y col., 1986b). Por este motivo, estos autores han encontrado
que ademas de aumentar la velocidad de transcripcion, la inyeccion de T, estabiliza
los transcritos primarios, ya que el acumulo de mRNA citosdlico durante el
tratamiento con la hormona se corresponde perfectamente con los niveles de
mRBNA nucleares (Song y col., 1988).

Se han encontrado tres regiones dentro del promotor del gen de la enzima malica
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implicadas en la unién a moléculas reguladoras de la transcripcion de dicho gen.
Asi, la T, unida a su receptor nuclear interaccionaria directamente con estas
regiones (efecto primario) o bien podria inducir la unién de ciertas proteinas
nucleares a estas regiones del promotor (efectc secundario) activandose de esta

manera la transcripcion (Petty y col., 1989, 1990).

La administracidon a ratas eutiroideas de dehidroepiandrosterocna, andrégeno
hipolipidémico secretado por el tejido adrenal, induce la actividad enzima malica
hepéatica. Asimismo, se ha descrito un aumento paralelo en los niveles de mRNA
citosélicos y nucleares como resultado de un aumento en la transcripcidén génica.
La administracion conjunta de T, y dehidroepiandrosterona produce un aumento
aditivo sobre la velocidad de transcripcién. Experimentos realizados con ratas
hipotiroideas sugieren que la T, es necesaria para la induccion de {a enzima malica
por dehidroepiandrosterona, ya que en estas condiciones el andrégeno solo es
capaz de inducir la expresién genética del enzima cuando se administra
conjuntamente con T, (Song y col., 1989). La dehidroepiandrosterona esta
implicada en procesos hipolipidémicos en i{a rata mediante la inhibicién de la
actividad acido graso sintasa hepdatica y disminucion de la concentracién de
triglicéridos en suero. Por tanto, el significado metabdlico de la induccién de la
enzima malica por esta molécula es desconocido. Se ha sugerido que el NADPH
originado por la activacidn del enzima en presencia de dehidroepiandrosterona
estaria implicado en otros procesos metabdlicos que requieren poder reductor y no
en la ruta lipogénica (Song vy col., 1989).

En cultivos primarios de adipocitos marrones fetales de rata se ha estudiado la
regulacidon hormona! de la expresion de la enzima malica a nivel de proteina. En
células cultivadas durante 42 horas en presencia de la hormona la insulina
incrementa tanto la actividad enzimdtica especifica como la cantidad de proteina
citosdlica. Estos pardmetros no se modifican al anadir conjuntamente T, al medio
de cultivo. Ademas, ia noradrenalina produce una reversién total del efecto
inductivo de la insulina sobre la expresién de la enzima malica. Mientras que el
efecto inductivo de la insulina se explica como resultado de un aumento en la

velocidad de sintesis de la proteina, la noradrenalina acelera la velocidad de
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degradacion de la enzima maélica inducida en presencia de insulina (Lorenzo y col.,
1989).
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HI-MATERIAL Y METODOS



3.1 Animales de experimentacion

Para los cultivos celulares se han utilizado fetos de 22 dias de gestacién de ratas
de la raza Wistar administradas por el animalario del Instituto de Bioguimica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense.

En la purificaciOn enzimatica se emplearon ratas machos de la raza Wistar de
pesos comprendidos entre 200 y 300 g que habian sido previamente ayunadas
durante 48 horas y posteriormente realimentadas otras 48 horas con una dieta

solida de laboratorio fundamentalmente hidrocarbonada.

3.2 Medios instrumentales .

Las pesadas se realizaron en balanzas modelo Sartorius 1405 {Sartorius Werke
GMBH, Alemania) y modelo ER-120A (A y B Co, Tokyo).

Para las determinaciones de pH se utilizé un pHimetro tipo Crison D-501 {Crison,
Espanal.

Las centrifugaciones han sido realizadas en una microcentrifuga Eppendorf
modelo 5414 (Eppendorf, Alemania), en una centrifuga de mesa modelo GLC-1
(Sorvall, Dupont inst. U.S.A.} y en una centrifuga Kontron modelo Centrikon H-401
(Kontron, Suiza).

Las ultracentrifugaciones se han realizado en una ultracentrifuga Kontron modelo
Centrikon T-2080 (Kontron, Suiza).

Las centrifugaciones a vacio se realizaron en una centrifuga Speed-Vac
Concentrator modelo RH40-11 de la firma Savant Inst. {U.S.A).

Las medidas espectrofotémétricas se realizaron en un espectrofotometro
Schimazdu modelo UV-60 (Schimazdu, Japon). Se han utilizado cubetas de piastico

de 1 ml de capacidad y 1 cm de paso de luz procedentes de la firma Sarstedt
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(Alemania) y cubetas de cuarzo de 3 ml de capacidad y 1 cm de paso de luz.

Las medidas fluorimétricas se realizaron en un espectrafluarimetro Perkin-Elmer,
modelo MPF-44A (U.S.A) utilizdndose cubetas de cuarzo de 3 ml de capacidad y
1 cm de paso de luz. 7

Las determinaciones radiométricas fueron realizadas en un contador de centelleo
liquido Kontron modelo Betamatic | (Kontron, Suiza).

Parala homogenizacion de los tejidos se utilizaron homogenizadores de vidrio con
pistilo de teflén de la marca Pobel, adaptadas a un aparato Tri-R-Stir-R, modelo
K43.

Las muestras de células fueron sonicadas en un sonicador Microson de la firma
Heat Systems-Ultrasonics Inc, (U.S.A).

Para la agitacion de los tubos se empled un agitador Heidoiph, modeio REAX 200
(Selecta, Espana) y para las distintas soluciones un agitador magnético (Selecta,
Espafna).

Las incubaciones se realizaron en un bafo Grant (Grant Inst., Inglaterra) dotado
con sistema de agqitacidn lineal. |

E! manejo de las muestras para el cultivo de células se realizé en una campana
de flujo laminar vertical Assab, modelo V, {Assab, Suecia).

El mantenimiento de los cultivos se realizd en un incubador termaostatizado con
gaseo de CO, de la firma Assab , modelo T-304 GF (Assab, Suecia).

Las células se incubaron en placas de 6 cm de didmetro procedentes de la firma
Costar (U.K.}.

La esterilizacién del material se realizo en un autoclave Selecta, modelo Clino-
Matic (Selecta, Espafa).

El contaje de células se realizd en un hemocitémetro Neubauer (Schreck,
Alemania).

El microscopio de luz directa era de la firma Will {(Heerburg, Suiza) v el
microscopio de luz invertida era de la firma Nikon, {Japon).

El manejo de las muestras y productos liquidos se realizé con pipetas
automaticas Gilson {Francia) modelos P-20, P-100, P-200 y P-1000 y con pipetas
P-10 de la firma Eppendorf {Alemania).

Las electroforesis de proteinas se han realizado con un equipo Mini Protean It de
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los laboratorios Bio-Rad, {Richmond, U.S.A). Todos los reactivos utilizados en los
experimentos de inmunoelectroforesis asi como la cubeta de transferencia, modelo
Trans-Blot Cell y la membrana de nitrocelulosa (0.45 ym) fueron suministrados por
Bio-Rad.

Las electroforesis de 4cidos nucleicos se han realizado en cubeta.s de la firma Bio-
Rad y E-C Aparatus Corporation (Florida, U.S.A). Asimismo, la fuente de
alimentacion utilizada en el desarrollo de las electroforesis fue el modelo 200/2.0
de la firma Bio-Rad.

Las medidas densitométricas se realizaron en un densitometro de la firma E-C
Aparatus Corporation {(Florida, U.S.A).

Para la purificacién enzimatica se utilizé un equipo completo de purificacion
compuesto por columnas de vidrio, colector de fracciones modelo F-100 vy la
bomba peristaltica modelo P-1 de la firma Pharmacia {Suecia).

La concentracion de las enzimas purificadas se realizd con un sistema de
ultrafiltracion de la firma Sartorius (Sartorius Werke GMBH, Alemania).

Los estudios de citometria de flujo se realizaron en un citdbmetro de la firma
Beckton-Dickinson (U.S5.A)

Las fotografias se realizaron en un equipo Polaroid modelo MP 4-LAND dotado
de transiluminador con peliculas fotograficas modelo 667 de la misma firma.

Las peliculas utilizadas en autorradiografia eran de la casa Kodak modelo Omat
X-AR.

3.3 Productos

Los tampones, soluciones salinas y reactivos en general se han preparado con
productos de las casas Sigma Chemical CO {U.S.A) y Merk (Alemania).

Los sustratos, enzimas y coenzimas empleados han sido suministrados por la
firma Boéhringer Manheim {(Alemania}.

El Medio Esencial Minimo (MEM), las scluciones salinas de lavado y recogida de
células, el bicarbonato sddico estéril, la glutamina y el suero fetal de ternera fueron
suministrados por Flow (U.S.A).

La albumina bovina libre en acidos grasos fue suministrada por Sigma Chemical
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CO (U.S.A)

La penicilina G y la estreptomicina eran de Sigma Chemical CO (U.S.A). La
gentamicina fue cedida por Antibidticos S.A (Espafia) y la nistatina por Squibb S.A
{Espana). .

La insulina, noradrenalina y T, eran de la casa Sigma Chemical CO (U.S.A).

El factor de crecimiento epidérmico, la bombesina, la vasopresina, la forscolina
el IBMX vy el dibutirato de forbol procedian de Sigma Chemical CO (U.S.A).

El PDGF procedia de Colloaborative Res., Inc. (Bedford, U.S.A).

El IGF-! fue suministrado por Amgen Biclogicals {Thousand Oaks, U.S.A).

El Sephacryl G-200, la Q-Sepharosa y la NADP* agarosa eran de la casa
Pharmacia (Suecia).

Todos los productos utilizados en la preparacion de geles de agarosa y
poliacrilamida proceden de los laboratorios Bic-Rad (Richmond, U.S.A). Los
patrones de proteinas utilizados en las electroforesis de poliacrilamida eran también
de Bio-Rad. Los marcadores de peso molecular de DNA fueron suministrados por
Boéhringer Manheim (Alemania).

Los productos utilizados en los estudios de citometria de flujo eran de la firma
Beckton-Dickinson {U.S.A).

La solucion de extraccion de RNA era de (a firma Cinna/Biotex Lab. Int. (Texas,
U.S.A).

El formaldehido empleado en los geles de agarosa era de la firma Fluka (Suiza)
y a formamida de la firma Clontech Lab. Inc. {California, U.5.A).

El reactivo de determinacién de protefnas fué suministrado por Bio-Rad asi como
el patrén de -globulina.

Los is6topos empieados *H-Timidina y **a-P dCTP proceden de Amersham
Internacional.

Como liquido de centelleo se empled el Cocktail-22-Normascint de la firma

Sharlau Ferosa (Espana).
3.4 Condiciones del animalario y control de la edad gestacional

Los animales, ubicados en una habitacién cerrada, sin ventanas y dotada de aire
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acondicionado y de estufas, se mantenian a un ritmo de luz-oscuridad de 12 h-12
h, con la fase de oscuridad entre las 20 h y las 8 h, humedad de 45-55%,
temperatura de 22 + 2°C y alimentacion y bebida "ad libitum",

La edad gestacional se controlé limitdndose a una noche el tiempo de
cohabitacion de ratas virgenes con machos de conocida fertilidad, apartandose las
que presentaban espermatozoides en el frotis vaginal realizado a la manana
siguiente al posible coito, considerandose como dia primero de la gestacién. El
80% de las ratas gestantes asi obtenidas, cuando se les permitia llegar al parto, lo

hacian entre las 14-16 h del dia 22 de gestacién.

3.5 Obtencidén del tejido adiposo marrén

Las ratas gestantes de 22 dias fueron sacrificadas por dislocacién cervical a
primera hora del dia 22 de gestacion extrayéndose los fetos por cesdrea. A
continuacion, se cortaba el corddn umbilical y posteriormente se sacrificaban por
decapitacion para extraer el tejido adiposo marrén interescapular con unas pinza's

curvas estériles en cabina de flujo laminar.

3.6 Cultivo primario de adipocitos marrones fetales de rata

El desarrollo de los métodos de cultivo de adipocitos marrones ha sido tardio, las
primeras referencias en la literatura han aparecido en 1983 tanto para adipocitos
marrones procedentes de ratas adultas (Néchad, 1983, Néchad y col., 1983) como

de fetos de rata (Sugihara y col., 1983).

3.6.1 Soluciones y medios de cultivo

Las soluciones y medios de cultivo han sido preparados en la campana de flujo
laminar en condiciones de esterilidad. Asimismo, todas las soluciones y tampones
preparados para el cultivo han sido filtrados mediante filtros de nitrocelulosa
estériles de 0.2 y 0.45 um de tamano de poro.

El medio de aislamiento de adipocitos marrones tenia la siguiente compaosicién:
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KCl---mmmm oo 5mM

Glucosa---------—-=----~ 5mM

Hepes------~-------—--- 100mM
CaCly-————-mmmm - 1.3mM
BSA---—-—-ereeme - 4%(p/Vi
Penicilina G------—----- 100ug/ml
Estreptomicina---------- 50ug/mi
Nistatina--------—--«------- 25U/ml

El pH se ajustaba a 7.4 con NaOH O.1N y posteriormente se esterilizaba por
filtracidn.

Para el cultivo de adipocitos marrones se ha utilizado Medio Esencial Minimo
suplementado con glutamina 2 mM, Hepes 20 mM, bicarbonato sddico 2.2 g/l y
antibiéticos y fungicidas en las mismas concentraciones del medio de aislamiento.
Asimismo, el medio de cultivo se suplementd con suero fetal bovino o albdmina
bovina sérica segin las condiciones experimentales.

Para el lavado de las células se utilizé una solucion salina de Dulbecco’s estéril
suplementada con antibiéticos, gentamicina y nistatina a pH 7.4.

Para la recogida de las células se utilizé una solucion salina de Dulbecco’s libre

en calcio y magnesio suplementada con EDTA 20 mM.

3.6.2 Aislamiento de adipocitos marrones

En el proceso de aislamiento de adipocitos marrones se ha seguido el método
descrito por Lorenzo y col., {1288). Los fetos de rata se obtuvieron por cesarea
como se ha descrito anteriormente. La extraccidn se realizaba en una cabina de
flujo lTaminar donde se procedia a la decapitacién y extraccion del tejido adiposo
marrén interescapular (aproximadamente 30 mg/feto), el cual era troceado
finamente con tijeras curvas estériles y colocado en viales de plastico a los cuales
se anadian 3 ml de medio de aislamiento y colagenasa en la proporcién 2 mg/ml.

Los viales eran incubados a 37°C en un bano con agitacion de 100 oscilaciones por
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minuto. Cada 5 minutos los viales eran agitados vigorosamente con un agitador
mecdnico durante 5 segundos para facilitar la dispersion celular.

Después de 40 minutos de incubacidn, cuando parecia estar completada la
digestién, se anadia a los viales 1 ml de medio de aislamiento sin calcio vy
suplementado con EGTA 2 mM incubandose 5 minutos méé. Terminada la
digestién, la mezcla era filtrada por una malla de nylon de 100 um? de poro para
eliminar el material no digerido y el filtrado era colocado en tubos de plastico
centrifugandose 5 minutos a 600 x g. A continuacion, se aspiraba el sobrenadante
y los adipocitos marrones se resuspendian en el medio de aislamiento
centrifugadndose de nuevo en las mismas condiciones. Por tltimo, las células se
resuspendian en un volumen conocido de medio de cultivo suplementado con el
10% de suero fetal de ternera.

Para determinar el niimero de células y la viabilidad de las mismas, una alicuota
de la suspension final de células se diluia 5 veces en una solucién de azul de
tripano al 0.2% en NaCl al 0.9%. Las muestras se intreducian por duplicado en el
hemocitémetro v se realizaba el contaje celular. Las células tefiidas por el colorante
se consideraban no viables. El parcentaje de células que excluian el colorante era
del 26%. De esta manera se obtuvieron entre 25-30 millones de células por gramo

de tejido.
3.6.3 Cultivo de adipocitos marrones

Los adipocitos marrones fetales de rata han sido cultivados en diferentes
condiciones segln la finalidad de dichas células. Asi, se han realizado cultivos con
objeto de estudiar la expresién genética de las enzimas lipogénicas G6PD y enzima
malica en condiciones de quiescencia y cultivos donde se ha estudiado la
proliferaciéon de los adipocitos marrones fetales en respuesta a distintos factores
de crecimiento.

En los experimentos de expresidn genética, una vez realizado en contaje de las
células se sembraban entre 1-1.5 x 10° células por placa de cultivo en un volumen
final de 2.5 m! de medio de cultivo suplementado con un 10% de suero fetal de

ternera. A continuacion, las placas se incubaban a 37°C en un incubador dotado
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con atmésfera del 5% de CO,/95% aire/80% humedad. A las 6 horas de la
siembra, tiempo necesario para que las células se adhieran a la placa de cuitivo, el
medio era renovado aspirdndose con una pipeta pasteur estéril conectada a una
trompa de vacio. A continuacién, las células se sometian a dos lavados
consecutivos con 2.5 m! de medio de lavado con el fin de eIirﬁinar las células
hematopoyéticas, asi como los adipocitos no adheridos. Posteriormente, las
células se cultivaban en medio de cultivoe suplementado con 2% de suero fetal y
hormonas a las concentraciones: insulina 40 nM, noradrenalina 10 uM y T, 10 nM,
T uM y 10 uM. De esta manera, las células se mantenian en cultivo por periodos
de 6 vy 10 dias renovandose el medio v las hormonas cada 48 horas.

Para realizar los estudios de proliferacion se sembraban 1.5 x 10° de células por
placa de cultivo en un volumen final de 2.5 m! de medio de cultivo con suero fetal
al 10% y asi eran mantenidas durante 6 horas en las condiciones anteriormente
descritas. A continuacion se aspiraba el medio y ias células se sometian a dos
lavados consecutivos con solucion de lavado para su posterior cultivo en medio sin
suero suplementado con el 2% de albimina bovina durante 24 horas. De esta
manera se impedia 1a proliferacion celular manteniéndose las células en la fase G,
del ciclo celufar. Transcurrido este tiempo las células se sometian nuevamente a
lavado y a continuacion se cultivaban en medio can muy bajo contenido en suero
(1%) al que se afadian los distintos factores mitogénicos. En todos los
experimentos se llevaron controles cultivados en ausencia de senales de
proliferacién. Las concentraciones de los distintos factores de crecimiento
ensayados fueron: 1GF-1 1.4 nM, EGF 3.3 nM, Bombesina 6 nM, Vasopresina 18
nM, PDGF { 5 Umax/2 /ml}, Forscolina 10 y 25 gM, IBMX 50 uM vy dibutirato de
forbol 200 nM.

3.7 Determinacion de actividades enzimaticas

Una vez finalizado el cultivo, se retiraba el medio y se lavaban las células dos
veces consecutivas con solucidon salina de lavado. A continuacién se afladian 1.5
m! de solucidn de recogida de células por placa de cultive y se mantenian las placas

en el incubador durante 15 minutos con ef fin de despegar las célufas de la
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superficie de cultivo. Pasado este tiempo, se procedia al raspado de las placas
quedando las células en suspension en el medio. Con una pipeta se pasaba la
suspension a tubos eppendorf centrifugdndose durante 5 minutos a 12.000 x g.
Después de aspirar el sobrenadante, se volvian a anadir 1.5 ml de solucién de
recogida con el fin de recuperar el mayor namero posible de células. Con una pipeta
se pasaba a los tubos eppendorf correspondientes y se repetia la centrifugacién en
las mismas condiciones. Se volvia a aspirar el sobrenadante quedando en el fondo

del tubo un precipitado de células que se mantenia a -20°C .
3.7.1 Determinacion de la actividad enzima malica

tos precipitados de células se resuspendian en 500 pul de tampdn de
homogenizacién que contenia: sacarosa 0.25 M, EDTA 1 mM, DTT 1 mM vy
Tris/CIH 15 mM pH 7.4, El homogenado se centrifugaba durante b minutos a
12.000 x g a 4°C obteniéndose e! sobrenadante o fraccion citosélica donde se
determinaban las actividades enzimaticas. Las muestras se mantenian en hielo
durante todo el proceso.

La actividad enzima malica se ha determinado espectrofotométricamente segun
el métoda descrito por Ochoa y col., {1948). Las medidas se realizaban a 37°C de
temperatura y 340 nm de longitud de onda, en cubetas de plastico de 1 m! de
capacidad y 1 cm de paso de luz. La mezcia de reaccién contenia MnCl, 1T mM,
NADP* 0.25 M, Tris/CIH 0.1 M pH 7.4 y la muestra en un volumen final de 1 mi.
La reaccién se iniciaba anadiendo malato 1.5 mM a la cubeta y se leia frente a un

blanco donde el malato era omitido
3.7.2 Determinacion de la actividad G6PD

Las muestras de céliulas se preparaban tal como se ha descrito para la enzima
malica. La actividad G6PD se ha determinado espectrofotométricamente segtin el
método descrito por Sapag-Hagar y col. (1973}, Las medidas se realizaban a 37°C
y 340 nm de longitud de onda en cubetas de plastico de 1 mi de capacidady 1 cm

de paso de luz. La mezcia de reacciéon contenia Cl,Mg 5 mM, NADP + 0.25 mM,
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6-fosfogluconato deshidrogenasa 0.3 U y Tris/CIH 50 mM pH 7.5 y la muestra en
un volumen final de 1 ml. La reaccién se iniciaba afiadiendo glucosa 6-fosfato a la
cubeta y se leia frente a un blanco donde esta udltima era omitida. De esta manera
se determinaban conjuntamente las actividades G6PD y 6-fosfogiuconato
deshidrogenasa que habia sido afiadida en exceso a las cubetas, siendo la actividad
G6PD la mitad del valor obtenido por este procedimiento, puesto que un 50% del
NADPH originado por reduccion del NADP* corresponde a la primera reaccidon de

la ruta de las pentosas fosfato y el otro 50% a la segunda.
3.7.3 Determinacion de proteinas

Las proteinas se determinaron segun el método de Bradford (1976). Los
reactivos utilizados fueron:
- yglobulina 1.4 mg/ml
-reactivo Bradford (Bio-Rad)

Se construia una curva patrdon de proteinas con cantidades crecientes de
v-globulina comprendidas entre 1.52 y 15.2 ug de proteina, completandose con
agua hasta 800 ul anadiendo posteriormente 200 u! de reactivo. Las muestras se
preparaban con reactivo y agua de manera analoga. A continuacioén se dejaban
transcurrir 5 minutos y se leian en el espectrofotdmetro a 595 nm y temperatura
ambiente obteniéndoselos valores correspondientes a las absorbancias. Finalmente
se construia una grafica patron donde se representaban en ordenadas las
absorbancias y en abcisas los ug de proteina. Las absorbancias correspondientes
a las muestras eran interpoladas y asi se obtenian los mg de proteina de las

mismas.

3.7.4 Expresion de reultados y tratamiento estadistico de los mismos

Las actividades enzimaticas especificas se expresaron en todos los casos como
nanomoles de sustrato consumido, o producto aparecido, por minuto y por mg de
proteina, a la temperatura de la reaccién y han sido calculadas por la siguiente

formula:
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10 exdxvxce min X mg prot mg prot

donde
V = volumen final de la cubeta en ml
ADO = variaciones de la densidad 6ptica por minuto
e = coeficiente de extincién molar
d = espesor de la cubeta {en todos los casos 1 cm)
v = volumen de muestra en cubeta (en ml)
¢ = concentracion de prateinas en la muestra {en mg/mi)
El coeficiente de extincion molar para el NADPH a 340 nm es 6.22 x 10° cm?
mol .
Para la G6PD y ila enzima malica se define una miliunidad de actividad enzimética
como la cantidad de enzima que forma un nanomol de NADPH por minuto a 37°C.
Las tablas de actividades enzimaticas especificas se han elaborado utilizando los
valores medios + los errores estandard de las medias + (S.E.M}. Asimismo, se ha

realizado el analisis de significatividad de la "t de Student”.

3.8 Purificacion de fa enzima malica y G6PD

La enzima malica y la GGPD se purificaron a partir de higado de ratas adultas que
tras un periodo de ayuno de 48 horas, se realimentaron otras 48 horas con una
dieta de faboratorio rica en hidratos de carbono. En cada purificacion se partia de
60-100 g de tejido hepatico que se homogenizaron en 2 voliumenes de tampon que
contenia EDTA 1 mM , DTT 1 mM, sacarosa 0.25M y Tris /HCI 25 mM pH 7.5. A
continuacion, el homogenado se sometia a ultracentrifugacion a 105.000 x ¢

durante 1 hora a 4°C con objeto de aislar la fraccién citosoélica del tejido.

Precipitacion fraccionada con sulfato de amonio
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El primer paso de la purificacién consistia en una precipitacién fraccionada con
sulfato de amonio. La sal se anadia lentamente al sobrenadante previamente
obtenido hasta alcanzar una saturacion del 30%. Seguidamente se agitaba durante
30 minutos en hielo y se centrifugaba a 27.000 x g durante 30 minutos a 4°C. El
sobrenadante obtenido se volvia a precipitar hasta alcanzar el 50% de saturacién
vy se agitaba y centrifugaba como antes. El precipitado resultante ( precipitado 30-
b0% de saturacion) contenia la G6PD activa y se guardé a -20°C. Por dltimo, el
sobrenadante resultante se llevé al 80% de saturacion. Después de agitar y
centrifugar se obtuvo un precipitado {precipitado 50-80% de saturacién). Este
precipitado se resuspendia en la minima cantidad posible de tampén 2 mM 2-
mercaptoetanol, Tris/CIH 50 mM pH 7.4 (tampdn 1) y se dializaba durante 18

horas a 4°C en 2 x 1 litros de este mismo tampaon.
3.8.1 Purificacidén de la enzima malica
Cromatografia de filtraciéon

La muestra anteriormente dializada se centrifugaba a 27.000x g durante 30
minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se aplicaba a una columna de Sephacryl
G-200 (120 x 2.5 cm) previamente empaquetada y equilibrada con tampdén 1 . La
velocidad de flujo fue en todo momento de 1 mli/minuto y todo el proceso se realizd
a 4°C. En las fracciones eluidas se midio tanto la absorbancia a 280 nm, como la

actividad enzima maélica.
Cromatografia de intercambio i6nico

Las fracciones del proceso anterior que poseian una relacién actividad
enzimatica/ absorbancia a 280 nm mayor se juntaban y se volvian a precipitar con
sulfato amadnico hasta alcanzar el 80% de saturacién siguiendo el procedimiento
descrito. Después de centrifugar a 27.000 x g durante 30 minutos a 4°C, el
precipitado se resuspendia en una minima cantidad de tampén 1 suplementado con

el 5% de glicerol y se dializaba 18 horas a 4°C frente a 2x 1 litros del mismo
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tampdén. A continuacién, se centrifugaba a 27.000 x g durante 30 minutos a 4°C
y el sobrenadante se sometia a cromatografia de intercambio idnico en una
columna de Q-Sepharosa (17 x 1.6 cm) equilibrada con el mismo tampdn. La
velocidad de flujo en todo el proceso fue de 0.7 mi/minuto. En estas condiciones

la enzima malica se quedaba retenida en la columna y era eluida con un gradiente
lineal de KCI 0-200 mM.

Cromatografia de afinidad

Las fracciones que habian sido seleccionadas del paso anterior por poseer una
mayor relacién actividad enzima madlica/absorbancia a 280 nm se pasaban una a
una a través de una columna de 5 mi de NADP* agarosa previamente equilibrada
con tampon 1 que contenia 10% de glicerol. La velocidad de flujo fue de 12
ml/hora. A continuacién la columna se lavaba con tampén de equilibrio hasta que
las unidades de densidad 6ptica a 280 nm de salida fueron inferiores a 0.02. La
elucion del enzima, unida a la columna, se realizé con un gradiente lineal de 0-0.02
mM de NADP* entampdén de equilibrio. Posteriormente, las muestras seleccionadas
por su mayor actividad se juntaron y se concentraron por un sistema de
ultrafiltracidon. Finalmente se obtenia la enzima malica purificada que se alicuoteaba
y conservaba a -20°C. En la figura 1 de muestran los distintos pasos de la
purificacién en un gel de poliacrilamida-SDS. En el carril 6 aparece la banda de peso
molecular 62 KD correspondiente a la enzima malica purificada de higado-de rata.
Asimismo, en la tabla 1 se muestra el rendimiento de todo el proceso de la

purificacion.
3.8.2 Purificaciéon de la G6PD
Cromatografia de filtracion

La fraccién entre el 30 y el 50% de saturacion de sulfato aménico, obtenida tal

como se describié en la seccién anterior y que contenia la GEPD activa se
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FIGURA 1 _Gel de poliacrilamida-8DS de las distinta etapas
de la purificacidén de la enzima milica higado de rata

La enzima milica se ha purificado como sa describe en la seccidn
de Material y Métodos. La figura muestra un gel de
poliacrilamida-SDS con las distintas etapas de la purificacién.
Carril 1- Patrdén de proteinas de pesos moleculares conocidos
Carril 2- socbrenadante de la ultracentrifugacibén a 105.000xg
Carril 3- eluido de la columna de Sephacryl G-200 con actividad
enzima milica

Carril 4- eluido de la columna de Q-Sepharosa con actividad
enzima milica

Carril 5- patrdn de protelnas

Carril 6- enzima mélica purificada
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TABLA 1 Purificacifén de la enzima milica
La enzima malica se ha purificado comoc se indica en la seccidn

de Material y Métodos. En la tabla se muestra el procesoc global
de purificacién.

V Proteinas Actividad Recuperacidn As Purif.

(ml) (mg/ml) (U totales} (%) (U/mg) (veces)
Ultrac. 150 16.9 668.8 100 0.26 1
105.000xqg
Gel 38 37.8 488 73 0.34 1.3
filtracién
Int idnico 15 1.8 86 12.9 3.2 12.3
Afinidad+ 10 0.3 74.3 11.1 22.5 86.5

Ultrafiltr.



centrifugaba a 27.000 x g durante 30 minutas a 4°C. El precipitado obtenido se
resuspendia en la minima cantidad de tampdn 2 mM 2-mercaptoetanol, Tris/CIH 50
mM pH 8 (tampdn 2}, y se dializaba en 2 x 1 litros del mismo tampoén durante 18
horas. Después de centrifugar a 27.000 x g durante 30 minutos a 4°C, la
preparacion dializada se aplicaba a una columna de Sephacryl G—ZOO que habia sido
previamente equilibrada con Tampén 2 a la velocidad de flujo de 1 ml/minuto. Las
fracciones con actividad G6PD se reunian y concentraban mediante la adicion de
sulfato amodnico al 5b% de saturacién. El precipitado obtenido mediante

centrifugacion se disolvié y dializé en tampdn 2 como antes.
Cromatografia de intercambioc i6nico

El sobrenadante obtenido después de centrifugar el dializado a 27.000 x g
durante 30 minutos a 4°C se aplicé a una columna de Q-Sepharosa, previamente
equilibrada con tampoén fosfato potasico 0.02M pH 7 que contenia 2 mM 2-
mercaptoetanol. En estas condiciones la enzima permanecio unida a la columna'y

se eluyd con un gradiente lineal de tampdn fosfato potésico 0.02-0.4M.

Cromatografia de afinidad

Las fracciones que se habian seleccionado del paso anterior por poseer mayor
relacién actividad G6PD/absorbancia a 280 nm se afadian a una columna-de 5 ml
de NADP* agarosa equilibrada con tampén 2 al que se anadia 5% de glicerol y
EDTA 5 mM. La velocidad de flujo fue en todo momento de 12 mi/hora. Un pico
inactivo de proteinas se eluyo con el tampon de equilibrio hasta que la absorbancia
a 280 nm de las fracciones fue menor que 0.02. La enzima unida a la columna se
eluyd con un gradiente lineal de 0-0.05 mM de NADP* en tampaon de equilibrio. Por
gltimo, las muestras seleccionadas por su mayor actividad se juntaron vy
concentraron por ultrafiltracién para finalmente obtener la G6PD purificada que se
alicuoteaba y conservaba a -20°C. En la figura 2 se muestran las distintas etapas

de la purificacion de la G6PD en un gel de poliacrilamida-SDS. En el carril 6 aparece
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la banda de 58 KD correspondiente a la G6PD purificada de higado de rata. El

proceso global de purificacién queda resumido en la tabla 2.

3.9 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La visualizacion del proceso de purificacion se ha realizado mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes en
presencia de SDS (Maizel, 1971). Los geles se montaban entre cristales de 7-10
cm con espaciadores de 0.75 mm de seccién. Ei gel concentrador se preparaba con
acrilamida al 5% y bisacrilamida al 0.13% en tampdn Tris/CIH 50 mM pH 6.7, SDS
0.1%, Urea 4M, persulfato amoénico 0.01%(p/v) y TEMED 0.243% (v/v). El gel
separador se preparaba con acrilamida al 10% parala enzima malicay al 7.5% para
la GBPD y bisacrilamida 0.265% en tampén Tris /HCI 37.5 mM pH 8.8, SDS 0.1%
(p/v), urea 4M, persulfato aménico 0.05% (p/v) y TEMED 0.243%.

Las muestras se preparaban mezclando en proporcion 1:1 con el tampén de
muestra cuya composicion era:

Tampdén Tris/HCI 0.072M pH 7.6
glicerol 10% {v/v}

SDS 1% (pfv)

azul de bromofenol 0.002% {p/v}
2 mM 2-mercaptoetanaol

urea 4M

Posteriormente se hirvieron a 100°C durante 5 minutos y se cargaron en el gel.
Generalmente se utilizaban 10-80 ug de proteina por muestra.

El tamp6n utilizado en el desarrollo de la electroforesis tenia la siguiente
composicion
Tris/CIH 0.025M pH 8.3
glicina 0.192M
SDS 0.1% (p/v}

Las electroforesis se realizaron utilizdndose una fuente de alimentacion de Bio-
Rad, aplicandose primero 125 voltios para permitir la entrada de las muestras y a

los 20 minutos se aplicaban 100 voltios durante 45-60 minutos. La electroforesis
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FIGURA 2 Gel de poliamcrilamida-8DS de las distintas etapas
la purificaciém de la G6PD de higado de rata

La G6PD se ha purificado como se indica en la seccién de Material
y Métodos. La figura muestra un gel de poliacrilamida-SDS con las
distintas etapas de la purificacién.

carril 1- Patrén de proteinas de peso molecular conocido
carril 2- sobrenadante de la ultracentrifugacién a 105.000x g
carril 3- fraccién del sobrenadante 105.000x g gue precipita
entre el 30 y el 50% con sulfato aménico.

carril 4- eluido de la columna de Sephacryl G-200 con actividad
GePD

Ccarril 5- eluido de la columna de Q-Sepharosa con actividad G6FD
Carril 6- G6PD pura

Carril 7- Patrén de proteinas

|
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TABLA 2 Purificacidn de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

La G6PD se ha purificadc como se describe en la seccién de Material
y Métodos. En la tabla gueda resumido el proceso global de
purificacién.

v Proteinas Actividad Recuperacidén A_ Purif.

{ml} (mg/ml) (U totales) (%) (U/mg) (veces)
Ultrac. 150 16.9 668.8 100 0.26 1
105.000xg
Gel filt+ 7.5 1.5 57.4 8.6 0.4 1.5
precip.con
SO, (NH,),
Int. ibénico 15 1.12 22.7 3.4 1.3 5
Afinidad+ 10 0.05 19.3 2.9 38.6 148.3

Ultrafiltr.



terrminaba cuando el azul de bromofenol habia salido del gel.

Como patrén de pesos moleculares se empled una mezcla de proteinas de la
firma Bio-Rad formada por proteinas de pesos moleculares entre 21.000 y 97.400
D.

Los geles, una vez finalizadas tas etectroforesis, se tenian 30 minutas con azul
de Coomassie G al 0.2% (p/v} en metanol/agua {50:50). Antes de usar la solucidn
se afiadian a la misma 7 mi de acido acético glacial por cada 100 ml. Finaimente,

los geles se destefifan con acido acético glacial al 7%.

3.10 Preparacién de los antisueros

Los anticuerpos correspondientes a las dos enzimas purificadas se prepararon
mediante {a inoculacion de éstas a conejos hembras Neozelandeses, siguiendo
basicamente la técnica descrita por Chauser (1972).

En {a primera dosis se inyectaron 100 pg de enzima purificada en un vatumen
final de 1 mi con NaCl al 0.9%. Esta primera dosis fue acompanada con igual
volumen de adyuvante completo de Freund. Cada dos semanas durante 4 meses
se inyectaron dosis semejantes acompanadas de igual volumen de adyuvante
incompleto.

Las fracciones de +y-globulina se obtuvieron tras precipitar los antisueros con
sulfato amdnico al 40% dos veces consecutivas y posterior didlisis frente a tampdén
NaCl 125 mM, fosfato sddico 20 mM pH 7.3.

3.10.1 Ensayo de doble inmunodifusidn

Para demostrar la produccion de anticuerpos se utilizé la técnica de doble
inmunodifusidn de Quchterlony {1953). Estos ensayos se realizaron en placas
preparadas con agarosa al 1% vy azida sddica 0.02% donde el antigeno y el
anticuerpo fueron depositados en pocillos perforados en el gel de agarosa en el cual
al difundir el uno hacia el otro precipitaban formando una linea opaca en la region

en donde se encontraban en las proporciones 6ptimas. Las bandas de precipitina
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fueron visualizadas tifiendo las placas con azul de Coomassie. Para ello, las placas
se lavaron durante 12 horas, agitdndolas en NaCl al 0.85%. A continuacidn fos
geles fueron cubiertos con papel de filtro, secados sobre un cristal, y tedidos y
destenidos de igual forma que la descrita para la tincién de geles de proteinas, con
la salvedad de que en este caso el tiempo de tincién fue de 5 minutos.

En las figuras 3 y 4 se muestra el ensayo de doble inmunodifusién con los
anticuerpos anti-enzima malica y anti-G6PD. En el caso de la G6PD se aprecian dos
bandas de inmunoprecipitacion correspondientes a los distintos estados de

agregacion que presenta esta enzima.
3.10.2 Titulaciones de los anticuerpos obtenidos

Para la titulacion de los anticuerpos se ahadieron volumenes crecientes de
antisuero a una cantidad fija de sobrenadante obtenido tras centrifugar el tejido a
105.000 x g. La mezcla de reaccidn se ajustaba a un volumen constante con CINa
150 mM vy Tritdn X-100, este dltimo afiadido a una concentracion final det 1.7%
{p/v). Las mezclas se incubaban una hora a 37°C y posteriormente toda la noche
a 4°C. Entonces se centrifugaban a 12.000 x g durante 10 minutos a 4°C. Las
actividades remanentes de las enzimas se ensayaron en las alicuotas del
sobrenadante obtenido.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 5 y 6. Como puede
apreciarse, a cantidades crecientes de anticuerpo corresponden un menor ndmero
de unidades de actividad enzimatica en el sobrenadante. La titulacion de los sueros
indico:

10 ul del anticuerpo frente a la GGPD precipitaban 95 mU de enzima.

3 pl del anticuerpo frente a fa enzima mélica precipitaban 75 mU de enzima.
3.11 Transferencia de proteinas a filtros de nitrocelulosa

Cuando acababa el desarrollo de la electroforesis, se separaba cuidadosamente
el gel de los cristales y se colocaba en el sistema utilizado para la transferencia.

Este sistema debia estar previamente preparado y para ello, en una bandeja de
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FIGURA 3 Ouchterlony para la engima mélica

Pocillo central- enzima m&lica purificada
Pocillo 1- y-globulinas anti-enzima milica de higado de rata
obtenidas al inyectar el enzima purificada en conejo
Pocillo 2- y-globulinas diluidas 1/2
L] n

Pocille 3- 1/4
Pocillo 4- " » 1/8
Pocillo s- N = 1/16
Pocillo &- » n 1/32
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£ 4



FIGURA 4 Ouchterlony para la GEPD

Pocillo central- extracto hepétice de rata

Pocillo 1- y-globulinas anti-G6PD de higado de rata obtenidas al
inyectar el enzima purificada en conejo

Pocillo 2- T-qlnhulinaﬂ- diluidns 1/2

Pocillo 3- 1/4
Pocillo 4- " " 1/8

Pocillo 5- " o 1/16
Pocillo &- " - 1/32




FIGURA 5 Titulacidn del anticuerpo anti-enzima mdlica

La titulacién del anticuerpo anti-enzima malica se ha realizado
afiadiendo volimenes crecientes de antisuero a una cantidad fija
del sobrenadante obtenido tras la ultracentrifugacién a 105.000xg
y midiendo la actividad enzimdtica remanente tal comc se indica
en la seccidédn de Material y Métodos
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FIGURA 6 Titulacidén del anticuerpo anti-G6PD

La titulacidén del anticuerpo anti-G6PD se ha realizado afiadiendo
volimenes crecientes de antisuero a una cantidad fija del
sobrenadante obtenido tras la ultracentrifugacién a 105.000xg y
midiendo la actividad enzim&tica remanente tal como se indica en
la seccidédn de Material y Métodos
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fotografia con el fondo cubierto de tampdn de transferencia, se colocaba el soporte
de plastico por el lado por donde iba el catodo hacia abajo. A continuacion se
ponia una ldmina de esponja tipo “Scotch-Brite", dejandolo caer suavemente desde
un latera! hacia el otro para que el tampén lo fuera impregnando por capilaridad y
no se formaran burbujas que entorpecieran la transferencia. A continuacién, se
colocaban con los mismos cuidados dos laminas de papel de filtro Whatman n°1,
y sobre ellas, el gel previamente humedecido con el tampdn de transferencia. Al
colocar el gel habia que tener en cuenta el sentido de la transferencia para saber
el orden en que quedaban las bandas en la nitrocelulosa. Sobre el gel se colocaba
la membrana de nitrocelulosa de un tamafo ligeramente superior al del gel. Esta
membrana se habia dejado equilibrar durante unos minutos en tampdn de
transferencia, colocéndola lentamente para evitar que quedaran burbujas entre el
gel y la membrana. Para terminar se colocaban otras dos laminas de pape!
Whatman n°1, otra lAmina de esponja v la rejilla que luego se iba a situar en ef lado
del anodo. Se cerraba este ensamblaje y se colocaba en {a cubeta llena de tampén
de transferencia. Dicho tampodn se componia de glicina 198 mM, metanol al 20%
{v/v}y Tris/HCI 25 mM pH 8.3.

La transferencia se realizaba conectando la cubeta a la fuente eléctrica Bio-Rad,
fijando la intensidad de la corriente a 250 mA, que se mantenia durante toda la
noche. Para evitar el calentamientc del medio, se utilizaba un sistema de
refrigeracion alrededor de la cubeta.

Una vez terminada la transferencia se estimaba la eficiencia del proceso mediante
la tincién reversible de la proteinas con Ponceau S difuido 1/10 durante 2 minutos
y lavando posteriormente con agua destilada para eliminar el colorante no fijado.
Asi se tefifan las bandas de las proteinas transferidas y se podia proceder a la

deteccion inmunoldgica de la enzima malica y G6PD.
3.12 Inmunodeteccion de las proteinas

En primer lugar se realizaba el blogueo o saturacién de todos los sitios de unién
especifica a proteinas de la nitrocelulosa. Para ello, se incubaban las membranas

durante 30 minutos con agitacién suave en un tampdn gue contenia: NaCl 150
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mM, seroalbumina bovina al 3% y Tris /HCI 10 mM pH 7.3. Una vez concluida esta
fase, para eliminar los restos de tampén utilizado, se procedia al lavado de la
nitrocelulosa durante 15 minutos con una solucién gue contenia: NaCl 150 mM,
Tween-20 0.05% (v/v} y Tris/HCI 10 mM pH 10.5.

A continuacion se procedia a la incubacion de la membrané con el primer
anticuerpo. En nuestro caso, como primeros anticuerpos se utilizaron las +y-
globulinas previamente obtenidas frente a la enzima malica y GE6PD que eran
dilufdas en el mismo tampén utilizado en la fase de bloqueo en la proporecién 1/100.
De esta manera se incubaban las membranas con agitacién suave durante 2 horas.
Tras la incubacion con el primer anticuerpo se realizaban 4 lavados sucesivos de
15 minutos cada uno con el tampdén de lavado.

La incubacion con el segundo anticuerpo se realizaba con un anticuerpo de cabra
dirigido contra las inmunoglobulinas G de conejo, conjugado con la peroxidasa. Este
anticuerpo era diluido en el tampdn de blogueo en una proporcion 1/3000 y con el
se incubaba la nitrocelulosa durante dos horas en las mismas condiciones que en
el caso del primer anticuerpo. Finalizada la incubacion, se realizaban también 4
lavados sucesivos, de 15 minutos cada uno en el tampén de lavado.

La fase de revelado consistia en la detecciéon de la peroxidasa fijada con el
colorante 4-cloro-naftol que actuaba como sustrato y se preparaba de forma
extemporanea disolviendo 3 mg del producto en 0.25 mi de etanol absoluto. A
continuacién se afadia gota a gota sobre 25 ml de tampén NaCl 150 mM, Tris/HCI
10 mM pH 7.6. Este reactivo se ponia en contacto con la nitrocelulosa y en este
momento se anadian 10 ul de agua oxigenada al 33% (p/v) dejando incubar hasta
visualizar las bandas de color violdceo caracteristico. La reaccion se paraba
entonces, lavando con agua destilada en abundancia y la nitrocelulosa se secaba
entre dos papeles de filtro para posteriormente conservarla a -20°C hasta su

posterior cuantificacion en e! videodensitémetro.
3.13 Ensayo de inmunotitulacién con células en cultivo

Los ensayos de inmunotitulacién se han realizado segun la técnica descrita por

Fabregat y col. (1989). En primer lugar se establecia una cantidad fija de actividad
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G6PD (5 mU) procedente de las distintas placas de cultivo a la que se afadian
cantidades crecientes del anticuerpo obtenido. A continuacién se ajustaban todos
los tubos a un volumen constante con NaCl 150 mM y Tritdn X-100 de manera
que este dltimo se encontraba a la concentracion final del 1.7%. Posteriormente
se incubaban las muestras a 37°C durante una hora y se mantenian toda la noche
a 4°C. A la maiana siguiente se centrifugaban a 12.000 x g durante 10 minutos

a 4°C y se ensayaba la actividad G6PD en el socbrenadante obtenido.

3.14 Medida de la sintesis de DNA en adipocitos marrones en cultivo

La medida de la sintesis de DNA se ha realizado segun el método descrito por
Mosley vy col.{1981). Una vez cultivados los adipocitos marrones en las distintas
condiciones experimentales, se retiraba el medio de cultivo y tras dos lavados
consecutivos se anadia medio fresco suplementado con los mitégenos y 0.5 pCi/mi
de *H-Timidina. En estas condiciones, se mantenian las células durante las 4
altimas horas de cultivo. Finalizado este tiempao, se retiraba el medio y las placas
se volvian a lavar dos veces. A continuacion, se anadia 1 ml de acido
tricloroacético al 10% (v/v) por placa de cultivo vy las placas se mantenian durante
20 minutos a 4°C. Seguidamente se retiraba el acido tricloroacético y se lavaban
las placas dos veces con etanol al 70% dejandose secar posteriormente. Por
altimo, se anadia a cada placa 1 ml de una solucidén que contenia NaOH 0.1%,
carbonato sddico 2% y SDS 1% , se incubaban a 37°C durante 20 minutos y se

contaban alicuotas de 100 ul en el contador de centelleo.

3.15 Contaje de células de las placas de cultivo y estudio del ciclo celular

Para determinar el nimero de células contenidas en cada placa de cultivo se
empled la técnica de citometria de flujo. Para la realizacion del ensayo una vez
finalizado el periodo de cultivo las placas se sometian a dos lavados consecutivos.
Posteriormente se afadian 0.5 ml de una soluciéon que contenia Tripsina 0.05%-
EDTA 0.02% (Laboratorios Flow) para despegar las células de la superficie de

cultivo. Las placas se mantenian en el incubador a 37°C durante 3-4 minutos y
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posteriormente se anadian 2.5 ml de medio de cuitivo suplementado con suero
fetal al 10% con abjeto de parar la accion de la tripsina. De esta manera se obtenia
una suspension de células que se pasaba con una pipeta de plastico a unos tubos
de centrifuga donde se centrifugaba a 800 x g durante 5 minutos. El precipitado
de células se resuspendia en solucion salina de lavado y se volvia a centrifugar en
las mismas condiciones. Finalmente, las células se resuspendian en 1 ml de
solucién salina de lavado y se realizaba el contaje en el citémetro de flujo
(Beckton-Dickinson). Paralelamente con una alicuota de 100 ul de {a suspensién
celular se realizaba el estudio del ciclo celular. En primer lugar las células se
sometian a tratamiento con tripsina con objeto de facilitar la disgregacién celular
y la solubilizacién de las membranas. A continuacién se paraba la accién de la
tripsina y se trataban las células con RNAsa para digerir el RNA. Finalmente se
anadia ioduro de propidio y las muestras se analizaban en el citémetro de flujo con
objeto de determinar el porcentaje de células que se encontraban en fase Gy 41 del

ciclo celular.

3.16 Determinacidn del contenido en DNA de las placas de cultivo

La determinacidn del contenido en DNA se realizaba por el método fluorimétrico
de Labarca y Paigen (1980) basado en la interaccion especifica del colorante
Hoersch con ei DNA.

El precipitado de células se resuspendia en 0.5 ml de tampon que contenia: NaCl
2M, EDTA 2mM y Na,HPO, 50 mM pH 7.4. A continuacién se sonicaban-durante
45 segundos a 1.5 mA de intensidad. Durante todo el proceso las muestras se
mantenian en hielo.

Para el ensayo fluorimétrico se tomaban alicuotas de 25 y 50 u! por duplicado
y se afiadian a tubos de reaccion que contenian el mismo tampdn pero sin EDTA,
. Y 2.5 ug del colorante Hoersch en un volumen final de 1 ml. Las longitudes de
onda a las que se realizaba el ensayo eran 354 nm como longitud de onda de
excitacidon y 402 nm coma longitud de onda de emisién. La curva patrén de DNA
se preparaba con DNA purificado de timo de ternera a concentraciones de 0.1, 0.5,

1, 2.5, 5y 10 ug/ml de DNA. Este DNA patrén se preparaba a una concentracion
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de 0.5 mg/ml en agua estéril, ajustandose posteriormente la concentracion a 75
pg/ml mediante la medida de la densidad éptica a 260 nm, teniendo en cuenta que

una unidad de densidad 6ptica equivale a 50 ug de DNA.

3.17 Aislamiento de los cDNAs

Las bacterias en cuyos plasmidos estaban insertados los distintos cDNAs se
conservaban a -70°C en un tampén que contenia: Tris 0.0TM, MgCl, y glicerol al
50% (v/v).

El cDNA de la enzima malica de tamano 1 Kb se encontraba insertado en un lugar
de corte para el enzima de restriccion Eco Rl en el plasmido pUC 13-JM103 de
tamano 2.7 Kb. La cepa bacteriana que contenia dicho plasmido fue
generosamente cedida por ia Dra. V. Nikodem (National Institutes of Healith,
Bethesda, Maryland, U.S.A).

El cDNA de la G6PD de tamano 2.4 Kb se encontraba insertado en un iugar de
corte para Eco R! del plasmido Pks (blue script) de 3 Kb. La cepa bacteriana que
contenia dicho plasmido fue generosamente cedida por el Dr Ye-Shih Ho (Duke
University Medical Centre, Durham, North Caraline, U.S.A}.

El cDNA de la B,-microglobulina de tamafo 0.9 Kb se encontraba insertado en
un lugar de corte para Eco Rl y Hind il del pfasmido pGEM. La cepa bacteriana que
contenia dicho plasmido tue generosamente cedida por el Dr Soprano (Philadelphia,
U.S.A).

El cDNA de la B-actina de tamano 1.9 Kb se encontraba insertado en unlugar de
corte para Hind Il en el plasmido PBR322 y fué generosamente cedido por el Dr
Eugenio Santos {National Institutes of Healh, Bethesda, U.S.A}.

Para el crecimiento de las bacterias se utilizé el medio LB que contenia por litro:

10 g Bacto-Triptona
10 g NaCl
10 g Bacto-Yeast pH 7

El medio una vez preparado se esterilizaba en autaclave.
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En primer lugar con el asa de platino se hacia un preindculo en un tubo de vidrio
estéril que contenia 5 ml de medio LB suplementado con ampicilina 100 ug/ml. Una
vez realizada la siembra, los tubos se mantenian en agitacién suave constante toda
la noche en un bano a 37°C. A la manana siguiente, cuando habian crecido las
bacterias, se inocuiaban 2 ml del preindculo en 400 mi de medio LB suplementado
con ampicilina a la concentracion indicada y se incubaba a 37°C con agitacién
rapida (300 ciclos/s) durante todo el dia hasta que la lectura de la DQ a 600 nm
fuera de 0.6. En este momento se anadia cloranfenicol (10-20 pg/mi) con el fin de
amplificar el crecimiento plasmidico. A continuacion se incubaba toda la noche a
37°C con agitacién rapida. A la mafiana siguiente, cuando la lectura de la densidad
optica se habia duplicado se vertia el contenido de los matraces en dos tubos de
centrifuga y se centrifugaba a 7000 rpm durante 15 minutos a 4°C en una
centrifuga Sorvall {rotor GSA). Se eliminaba el sobrenadante por aspiraciéon y las
bacterias que habian quedado en el fondo del tubo se lavaban con tampén TES
estéril que contenia : EDTA 5 mM, NaCl 50 mM y Tris 50 mM pH 7. A
continuacién se volvia a centrifugar en las mismas condiciones eliminandose de

nuevo el sobrenadante.

3.18 Obtencion de los DNAs plasmidicos

Para la extraccion de DNA plasmidico se han utilizado columnas Pack-500
(Quiagen , Alemania). El proceso de extraccidén comenzaba con una lisis bacteriana
alcalina. Para ello, se anadia la RNAsa al tampdn P, que contenia EDTA 10 mM y
Tris 50 mM pH 8 de manera que la concentracion final de RNAsa en el tampén era
400 ug/ml. A continuacion se resuspendia el precipitado de bacterias en 10 ml de
tampoén P,-RNAsa y se afadian 10 ml de tampo6n P, que contenia NaOH 0.2M y
SDS al 1% mezclando bien por inmersidn del tubo varias veces. Después se dejaba
en reposo 5 minutos a temperatura ambiente y se anadian 10 ml de tamp6n P, que
contenia acetato potdsico 2.55M y se mezclaba rdpidamente para evitar la
precipitacion del SDS hasta que la solucién era viscosa y turbia. Entonces se
centrifugaba a 10.000 x g durante 30 minutos a 4°C obteniéndose un

sobrenadante que era recogido para a continuacién aplicarlo a la columna Pack-
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500.

El equilibrado de la columna se realizaba cargando una jeringa estéril de 5 ml con
tampon QB que contenia NaCl 750 mM, MOPS 50 mM y etanol al 15% pH 7 vy
acoplandola a la columna con un flujo de 1-2 gotas/segundo.

La muestra se cargaba en la jeringa acoplada a la columna con una pipeta estéril
de plastico y se hacia pasar por la columna con un flujo de una gota cada 1-2
segundos. A continuacion la columna se lavaba 2 veces con 10 mi de tampén QC
que contenia NaCl 1M, MOPS 50 mM y etanol al 15% (v/v} pH 7 con un flujo de
1-2 gotas/segundo.

La elucion del DNA se realizaba con b ml de tampén QF que contenia NaCl 1.2
M, MOPS 50 mM vy etanol al 15% (v/v) pH 8.

Ei DNA eluido se precipitaba con 0.8 volimenes de isopropancl y se centrifugaba
a 12.000 x g durante 30 minutos a 4°C elimindndose el sobrenadante por
aspiracién a vacio. Entonces, el DNA precipitado se lavaba con etanol al 70% (v/v)
v se volvia a centrifugar a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C. El precipitado de
DNA se dejaba secar y se resuspendia en tampén TE que contenia EDTA 1T mM 'y
Tris 10 mM pH 8 conservandose a -20°C.

3.19 Digestion del DNA plasmidico

l.a digestién de los DNAs plasmidicos que contenian insertados los cDNAs de la
enzima malica y G6PD se realizaba con la enzima de restriccion Eco Rl. L.a digestion
del DNA plasmidico que contenia el cDNA de la 32-microglobulina se realizaba con
Eco Rly Hind ill. Asimismo, la digestion del DNA plasmidico que contenia insertado
el cDNA de la B-actina se realizaba con Hind Ill.

La reaccion se realizaba en tubos eppendorf a los que se ahadia el DNA
plasmidico, tampén de digestién 10x y enzima teniendo en cuenta que una unidad
de actividad de enzima de restriccidon se define como la cantidad de enzima capaz
de digerir 1 ug de DNA durante una hora a 37°C. La reaccidén se realizaba en un
bafio a 37°C y una vez finalizada la digestion se paraba calentando la muestra
durante 1-2 minutos a 95-100°C. A continuacién las muestras se ponian

inmediatamente en hielo.
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3.20 Electroforesis de los DNAs en geles de agarosa

Para poder comprobar si la digestion de los DNAs plasmidicos habia sido
completa se tomaban alicuotas de fas muestras digeridas vy se sometian a
electroforesis en geles de agarosa al 0.7%.

Los geles se preparaban fundiendo la agarosa en tampdén TAE que se preparaba
a partir de una soiucién 50 veces concentrada que contenia por litro: 242 g de Tris,
57.1 ml de acido acético glacial y 100 ml de EDTA 0.5M pH 8. Una vez fundida
la agarosa en el tampoén se dejaba enfriar hasta alcanzar una temperatura de 55°C
y se anadia lentamente a la cubeta evitando la formacidn de burbujas.

Las muestras se preparaban en tubos eppendorf a los cuales se afladia el DNA
digerido en tampon que contenia : azul de bromofenol 0.25% (p/v), xileno cianol
0.25% (p/v) vy glicerol 30% (v/v).

Para poder conocer el tamafo de los cDNAs se utilizaba un marcador que
consistia en DNA de! fago lambda digerido con el enzima de restriccion Hind il y
se ponian carriles de 0.5 y 1 ug. A continuacion se cargaban las muestras en el gel
y se cubria con tampéon de electroforesis {TAE) hasta que el gel quedaba
totalmente sumergida en el tampén. La electroforesis se reatizaba a un voltaje de
50-60 voltios durante 2-3 horas.

Una vez finalizada {a electroforesis se procedia a {a tincidon del gel con bromuro
de etidio 0.5 pg/ml en tampdn de electroforesis durante 30-45 minutos seguido de
lavado con el mismo tampén pero sin bromuro de etidio. De esta manera, las
muestras podian ser visualizadas a la luz ultravioleta y posteriormente fotografiadas
. Como se aprecia en la figura 7 , en el carril 2 aparecen 2 bandas. La banda
superior tiene un tamano aproximado de 3 Kb y corresponde al DNA plasmidico
mientras que la banda inferior corresponde ai cDNA de la G6PD cuyo tamano es
de 2.4 Kb. En los carriles 3 y 4 también aparecen 2 bandas. La banda superior de
tamaio 2.7 Kb corresponde al DNA plasmidico mientras que la inferior de 1 Kb
corresponde al cDNA de la enzima mdlica. Asimismo en la figura 8 en el carril 3 la
banda superiaor de 3.1 Kb corresponde el DNA plasmidico mientras que la banda
inferior de 0.2 Kb corresponde al cDNA de la 3,-microglobulina. En el carril 2 la

banda superior de 4.3 Kb corresponde el DNA plasmidico mientras que la banda
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PIGURA 7 Digestién de los DNAs plasmidicos gque contenian
los cDNAs de la engima milica y la G6FD

carriles 1 y 5- fragmentos correspondientes al DNA del fago
lambda digerido con Hind III _ i

carril 2- digestién del plésmido pks (blue script) que contenia
el cDNA de la G6PD

Carriles 3 y 4- digestién del plasmido pUC 13-JM103 gque contenia
el cDNA de la enzima malica
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carril 1- fragmentos correspondientes al DNA del fago lambda
digerido con Hind III

carril 2- digestién del plismido PBR322 gue contenia el cDNA de
la B- actina

carril 3- digestién del plismido pGEM que contenia el cDNA de
la Ba-linrnqlﬂhul.ina

-« 94 kb
= 6.7 kb
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inferior de 1.9 Kb corresponde al cDNA de la 3-actina.

3.21 Electroefucion de los cDNAs

El proceso de electroelucion comenzaba con la electroforesis de 15 g de DNA
plasmidico previamente digerido tal como se ha descrito previamente. Terminada
la digestién se corrian [as muestras en geles de agarosa al 0.7% segun el
procedimiento descrito. A contindacién, los geles se observaban a la luz
ultravioleta en el transiluminador y se procedia a realizar una incisién por la parte
superior y otra por ia parte inferior de {as bandas correspondientes a {os distintos
cDNAs para posteriormente introducir una tira de papel Whattman DE-81 en cada
incision con el fin de retener dichas bandas en ef papelf. A continuacion se flevaba
el gel a la cubeta y se continuaba la electrofaresis hasta que las bandas de los
cDNAs quedaban totalmente retenidas en las tiras de papel. Seguidamente se
retiraban las tiras y se colocaban en tubos eppendorf que tenian una incisién en la
parte inferior y que se habian colocado sobre otros tubos eppendorf. Las tiras se
cubrian totalmente con tampoén de lavado que contenia Tris/HC! 50 mM, EDTA
TmM y NaCl 1060 mM pH 7.5 y se centrifugaban a 12.000x g durante 30 segundos
de manera que el tampon de lavado pasaba por la incisién del eppendorf superior
hasta ef inferior repitiéndose este lavado 2 veces mas. Finalmente se cubrian fas
tiras con tampodn de elucion que contenia Tris/HC! 50 mM, EDTA 1 mM vy NaCl 1
M pH 7.5 vy se dejaban en reposo durante 20 minutos para después centrifugar 30
segundos a 12.000 x g. De esta manera el cONA pasaba de la tira de papel al
tampan de elucidn. El proceso de elucién se repetia una vez mas para asi recuperar
todo el cDNA de la tira de papel y los liquides recogidos se precipitaban con etanol
a -20°C y el cDNA electroeluido se resuspendia en tampén TE. Para poder calcular
la cantidad de cDNA recuperado se corria un gel de agarosa al 0.7% con una
alicuota de 1 pul de cDNA electroeluido. En la figura 9 se aprecia en el carril 2 la
banda de 1 Kb correspondiente a tul del cDNA etectroeluido de la enzima madlica.
En la figura 10 en el carril 2 se aprecia la banda correspondiente a 1 u! del cDNA
electroeluido de la GBPD. Asimismo, en la figura 11 en el carril 3 se aprecia la

banda correspondiente a 1 ul del cDNA electroeiuido de la B,-microglobulina y en
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FIGURA 9 Electroelucidén del cDNA de la enzima milica

Carril 1- fragmentos correspondientes al DHMA del fago
digeride con Hind III
Carril 2- cDNA electroeluido de la enzima mélica
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FIGURA 10 Electroelucién del cDNA de la GSEPD

Carril 1- fragmentos correspondientes al DNA del fago lambda
digerideo con Hind III

Carril 2- cDNA electroeluido de la G&PD

= 23.1kb

=9.4kb
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FIGURA 11 Electroelucién de los cDNAs de la B-actina ¥ B,
micreglobulina

Ccarril 1- fragmentos correspondientes al DNA del fago lambda
digerido con Hind III

Carril 2- cDNA electroeluido de la B-actina

carril 3- cDNA electroeluido de la 8,-microglobulina

2 kb
0.9kb=
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el carril 2 se aprecia la banda correspondiente a 1 ul del cDNA de la B-actina.
3.22 Aislamiento del RNA de las placas de cultivo

Para la extraccion del RNA de las placas de cultivo se ha seguido el método
descrito por Chomzynski y Sacchi {(1987). Una vez finalizado el periodo de cultivo
en estudio, se procedia al lavado de las placas de cultivo 2 veces consecutivas con
solucién salina de lavado. Esta solucioén se encontraba en botellas de vidrio tratadas
a 180°C durante 8 horas y posteriormente autoclavadas durante 15 minutos.
Ademas , al agua utilizada en la preparacion del medio se habia tratado
previamente con DEPC (0.1% v/v} y mantenido a 37°C durante toda la noche
autoclavdndose durante 15 minutos a la manana siguiente. Asimismao, se siguio
este mismo tratamiento con todo el material de vidrio y el agua empleados en los
experimentos de RNA con objeto de eliminar las RNAsas responsables de la
degradacion del RNA.

Una vez lavadas las placas de cultivo, se anadia 1 ml de reactivo RNAzol
(Cinna/Biotex, Texas, U.5.A) por placa. Este reactivo era una mezcla de tiocianato
de guanidina, fenol y 2-mercaptoetanol, EIl RNA se salubilizaba en el medio con una
pipeta con punta de plastico estéril y se pasaba a tubos eppendorf estériles
{1ml/tubo) que se mantenian constantemente en hielo. A continuacidén se afadia
0.1 ml de cloroformo ( cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1) por cada tubo
eppendorf, se agitaban las muestras durante 30 segundos y se mantenian en hielo
durante otros 15 minutos. Entonces, se centrifugaban los tubos a 12.000 x g
durante 15 minutos a 4°C visualizandose dos fases en cada tubo. La fase inferior
fenol-cloroformo contenia el DNA mientras que el RNA se encontraba en la fase
superior acuosa. Asimismo, se apreciaba una interfase opaca que contenia la
fraccion proteica. La fase superior, donde se encontraba el RNA, se separaba y se
pasaba a otro tubo donde se precipitaba con un volumen igual de alcoho!
isopropilico durante 30 minutos a -20°C. Transcurrido este tiempo, se
centrifugaban las muestras a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C observandose
un precipitado blanco de RNA en el fondo del tubo. El precipitado de RNA se

lavaba retirando el sobrenadante de los tubos y ahadiendo 1 ml de alcohol etilico
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al 75% {v/v) por tubo volviéndose a centrifugar a 12.000 x g durante 8 minutos.
Finalmente el precipitado de RNA se secaba centrifugandolo durante 5 minutos en
la centrifuga de vacio y se resuspendia en EDTA 1TmM pH 7 tratado previamente
con DEPC. Las muestras de RNA se mantenian a -80°C hasta su posterior

procesamiento.
3.23 Electroforesis del RNA en geles de agarosa-formaldehido

Una vez extraido el RNA de las placas de cultivo en las distintas condiciones
experimentales se procedia a realizar la electroforesis segun el método descrito por
Sambrook y col., (1989).

El gel se preparaba pesando 1.2 g de agarosa que era posteriormente fundida en
un horno microondas en 74.4 mi de agua estéril tratada con DEPC. A continuacién
se enfriaba a 70°C y se afadia a la mezcla 24 ml de tampdén de electroforesis b
veces concentrado que contenia: MOPS Q.1M, acetato s6dico 40 mM y EDTA 5
mM pH 7. También se aiadia formaldehido a concentracion final 2.2M. El volumen
final era de 120 ml. El gel asi preparado se aiadia lentamente a la cubeta de
electroforesis dejandose solidificar en una campana extractora de gases debido a
los vapores de formaldehido.

Las muestras de RNA se preparaban precipitando 30 ug de RNA en tubos
eppendorf con 1/10 de acetato sédico 3M pH 5.35 y 2.5 volumenes de etanol
durante una hora a -70°C. A continuacién los tubos se centrifugaban a 12.000 x
g durante 15 minutos a 4°C y tras aspirar el sobrenadante, el precipitado se lavaba
con etanol al 70% (v/v) volviéndose a centrifugar a 12.000 x g durante 8 minutos.
Después de secar el precipitado se resuspendia en un tampon que contenia: 0.75
ml de formamida desionizada, 0.15 ml de tampdn de electroforesis 10 x, 0.24 ml
de formaldehido 12.3M, 0.12 ml de glicerol 87% (v/v), 0.10 ml de agua y 0.08 ml|
de azul de bromofenol al 10% {p/v). Las muestras se incubaban a 65°C durante
15 minutos y a continuacién se ponian inmediatamente en hielo. Finalmente se
cargaba el gel que se encontraba en la cubeta sumergido en tampdn de
electroforesis que contenia MOPS 0.02M, acetato sédico 8 mM y EDTA 1 mM pH

7. La electroforesis se realizaba a 30 voltios durante 6-7 horas. En estas
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condiciones el azul de bromofenol se habia desplazado 8-9 cm de los pociilos en

los cuales se habian depositado las muestras.
3.24 Transferencia de los RNAs a filtros de nitrocelulosa

La transferencia de los RNAs a filtros de nitrocelulosa se ha realizado segun el
método descrito por Thomas {1980).
Terminada la electroforesis se lavaba el gel con agua estéril 2 0 3 veces con objeto
de eliminar el exceso de formaldehido y a continuacidn se sumergia durante 45
minutos en tampon SSC 20x. Esta solucién se preparaba disolviendo 175.3 g de
NaCl y 88.2 g de citrato sédico en un litro de agua estéril tratada con DEPC y
ajustando el pH a 7. El tampodn se autoclavaba durante 15 minutos. Para montar
la transferencia se cortaba un filtro de nitrocelulosa del mismo tamafio que el gel
y se sumergia durante 5 minutos en agua estéril y a continuacion otros 5 minutos
en tampon SSC 20X. Asimismo se cortaban dos papeles Whatman 3MM del
tamafo de la nitrocelulosa que se sumergian durante unos segundos en tampdn
SSC 2X. Entonces, se montaba la transferencia segin el esquema 3. Se dejaba
transferir durante 20 horas hasta que el gel quedaba completamente plano. En este
momento se desmontaba la transferencia y el filtro se dejaba secar durante una
hora a temperatura ambiente. A continuacidn la nitroceiulosa se introducia en una
carpeta de papel Whatman 3MM vy se trataba a 80°C durante dos horas en una

estufa. De esta manera el filtro gquedaba preparado para realizar la hibridacién.
3.25 Marcaje radiactivo de los cDNAs

En todos los experimentos [os cDNAs se marcaron radiactivamente por el método
de " Multiprimer DNA labelling™ comercializado por Amersham. En primer lugar se
procedia al tratamiento de los cDNAs { 50 ng) a 95-100°C en tubos eppendorf
durante 2 minutos con objeto de producir la desnaturalizacion del DNA. A
continuaciéon las muestras se ponian inmediatamente en hielo evitando asi la
renaturalizacién. La reaccién se iniciaba afiadiendo a los tubos los siguientes

reactivos:
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ESQUEMA 3 Esquema del montaje de la transferencia de los
RNAs a filtros de nitrocelulosa

500 g ]

filtro ¥_— = whatman 3mm
whatman 3mm \ % gel
ssc20 »I :
soparte

)I\ N




solucién 1 {mezcla de nucledtidos no marcados)----10 ul

solucidn 2 (primer BSA)-—------—-—--mmmmm oo Sul
B P T P e 50uCi
DNA polimerasa (fragmento klenow)----------------———---2 y|

La reaccién se realizaba a temperatura ambiente durante 2-3 horas. Transcurrido
este tiempo, la muestra se pasaba por una columna de 10 ¢cm de longitud de
Sephadex G-50 que habia sido empaquetada y equilibrada con tampd6n NaCl 150
mM, EDTA 10 mM, SDS 0.1% (p/v} y Tris/HCI 50 mM pH 7.5 estéril. Una vez
cargada la muestra en la columna, esta se centrifugaba a 3.200 rpm durante 4
minutos. La muestra eluida contenia los cDNAs marcados , quedando retenida en
la columna la radiactividad no incorporada. Finalmente, una alicuota del eluido se

contaba en el contador de centelleo.

3.26 Prehibridacion e hibridacion de los filtros de nitrocelulosa

Los filtros de nitrocelulosa que contenian los RNAs transferidos se introducian
cada uno en una bolsa de plastico a la que se afiadian 0.1 ml/cm? de solucién de
prehibridacion que contenia: solucién Denhardt’s 2x, tampén SSC 5x, SDS 0.1%
{p/v}, formamida deshionizada 50% {v/v}), DNA de esperma de salmén 100 pg/mil
y Na,PO, 50 mM pH 6.5. La solucidon Denhardt’s se preparaba a partir de una
solucion 50 veces concentrada que contenia 0.5 g de Ficoll, 0.5 g de
polivinilpirrolidona, 0.5 g de albimina bovina sérica completandose con agua estéril
hasta 50 ml. A continuacién se filtraba y se conservaba a -20°C.

Una vez introducida la solucién en |la bolsa de plastico, esta se sellaba con una
selladora eléctrica y a su vez se introducia en una segunda bolsa de plastico que
también quedaba completamente sellada. A continuacién se introducia en un bano
de agua a 42°C durante 4-6 horas.

Una vez concluido el periodo de prehibridacién se abrian las bolsas retirandose
la solucion de prehibridacion y se volvia afadir un volumen igual de la misma
solucién fresca adicionada de 2x10° DPM/m! de cDNA marcado por el

procedimiento previamente descrito. Este cDNA marcado se habia tratado
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previamente durante 10 minutos a 95-100°C con objeto de producir la
desnaturalizacién. Las bolsas se volvian a sellar y se llevaban al bafno a 42°C
durante 40 horas. Transcurrido este tiempo se abrian las bolsas y se eliminaba el
liquido radiactivo. Entonces, el filtro de sometia a 3 lavados consecutivos de 5
minutos cada uno a temperatura ambiente con una solucion que éontenfa SSC 2x
y SDS al 0.1% (p/v). A continuacién se realizaban 2 lavados consecutivos de 30
minutos cada uno a 42°C con una solucién que contenia SSC 0.1x vy SDS al
0.1% (p/v). Después el filtro se colocaba entre dos {dminas de plastico fino para

ser expuesto sobre un film de rayos X de la marca Kodak X-AR Omat a -70°C.

3.27 Revelado de las autorradiografias

El primer revelado de las autorradiografias se realizaba transcurridas 12 horas de
exposicién. El film se trataba durante 3 minutos con solucién reveladora. A
continuacién se sumergia 15 segundos en agua y finalmente se trataba durante 5
minutos con solucién fijadora. En el caso de observar una sefal muy tenue los
filtros se volvian a exponer por periodos de 2, 4 y 6 dias para ser posteriormente

revelados.
3.28 Rehibridacién de los filtros de nitrocelulosa

Una vez realizada la hibridacién y el revelado de un filtro de nitrocelulosa, dicho
filtro podia volver a hibridarse con otro cDNA diferente eliminando previamente la
marca radiactiva existente en el filtro. Para ello, se preparaba una solucién que
contenia EDTA 2 mM, pirofosfato 0.5% (p/v), Denhardt’s 1X y Tris 50 mM pH 8.
Esta solucidon se diluia 20 veces y con la solucién resultante se trataba el filtro de
nitrocelulosa durante 2 horas en un bafo a 70°C. Transcurrido este tiempo se
retiraba la solucién y se anadia solucidn fresca. En estas condiciones se mantenia
el filtro durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente 1a nitrocelulosa se
dejaba secar durante 5 minutos y tras exponerla a un film de rayos X para
comprobar que la marca radiactiva anterior habia desaparecido, el filtro podia ser

hibridado de nuevo.
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3.29 Ensayo de dot-blot

En algunos casos se empled la técnica del dot-biot con el fin englobar las senales
de las dos bandas del mensajero de la enzima malica en una sola marca. Las
muestras de RNA se extraian tal como se ha descrito previarhente. En tubos
eppendorf se colocaban 6-8 ug de RNA total a los cuales se afiadia SSC 20x hasta
un volumen final de 300 ul. En nuestro caso utilizamos un aparato de Bio-Rad en
el que se introducia un filtro de nitrocelulosa que habia sido previamente tratado
con agua estéril durante 5 minutos y con tampén SSC 20x durante 2 horas a 4°C.
Las muestras se calentaban durante 15 minutos a 65°C y a continuacion se
aplicaban a los pocillos del aparato y con la ayuda del vacio se filtraban las
muestras por la nitrocelulosa. En estas condiciones ios RNAs quedaban fijos en el
filtro. A continuacion se lavaban los pocillos con 300 ul de tampdén SSC 20x con
la ayuda del vacio. Finalmente se abria el aparato y se sacaba la nitrocelulosa.
Después de dejarla secar a temperatura ambiente durante una hora se trataba en
la estufa a 80°C durante 2 horas. A continuacién se realizaban los tratamientos de
prehibridacién, hibridacion, lavados y revelado descritos en los apartados

anteriores.
3.30 Tincidon de los filtros de nitrocelulosa con azul de metileno

Una vez realizadas las hibridaciones deseadas se procedia a la tincion de los
filtros con azul de metileno con objeto de comprobar si existia la misma cantidad
de RNA total todos los carriles de los geles 0 en todos los pocillos de los dot-blots.
Para ello, los filtros de nitrocelulosa se trataban durante 10 minutos con 4cido
acético al 5%. A continuacidn los filtros se trataban durante otros 10 minutos con
una solucién que contenia 0.04% de azul de metileno {p/v) en acetato sdédico 0.5M
pH 5.2. Tras un lavado con agua estéril durante 5 minutos se visualizaban l0s
rRNAs de 28S y 18S en los filtros.
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IV-RESULTADOS Y DISCUSION



4.1 Estudio_de la proliferacién de los adipocitos marrones fetales de rata en
cultivo primario

4.1.1 Efecto de los factores de crecimiento sobre ia sintesis de DNA y

parametros asociados

Los adipocitos marrones fetales de rata en cultivo constituyen el sistema celular
en el cual hemos realizado los estudios de proliferacion celular. Se trata de células
fetales que "in vivo" comienzan a proliferar en etapas tempranas del desarrolio,
concretamente al mismo tiempo que se van formando los vasos sanguineos en el
interior del tejido adiposo marrén (Nechad, 1986).

Los estudios de proliferacién celular "in vitro" requieren la puesta a punto de un
sistema de cultivo que permita medir aquellos parametros celulares que indican la
respuesta proliferativa de las células ante los distintos estimulos de crecimiento.
En este sentido y tras muchos intentos fallidos, establecimaos unas condiciones de
cultivo que podian ser adecuadas para realizar nuestros objetivos. En primer lugar
se procedia al aislamiento y siembra de los adipocitos marrones ({1.5x10°
células/placa) en un medio de cultivo suplementado con el 10% de suero fetal
bovino, con objeto de favorecer la adherencia de las células a las placas de cultivo.
Transcurridas 6-8 horas de la siembra en este medio, las células se sometian a dos
lavados consecutivos con solucién salina de lavado para asi eliminar tanto los
glébulos rojos existentes en el medio, como las células no adheridas. A
continuacion, los adipocitos marrones se cultivaban durante 24 horas en un medio
libre en suero. En este momento el estudio del ciclo celular mediante citometria de
flujo revelaba que mas de un 90% de las células se encontraban en la fase G,/G,
del ciclo celular tal como se muestra en la figura 12. Como puede observarse, un
91.12% de las células se encontraban en fase GO/G, mientras que solamente el
3.1% vy el 5.88% se encontraban en las fases S y G,/M respectivamente en estas

condiciones experimentales. Entonces, estas células quiescentes eran estimuladas
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FIGURA 12 2Analisis por citometria de flujo del ciclo
celular de los adipocitos marrones quiescrentes

Los adipocitos marrones fueron cultivados durante 24 horas en
medio de cultivo libre en suero. En este momento se realizd el
andlisis del ciclo celular por tincién del DNA con ioduro de
propidio como se indica en la seccidén de Material y Métodos. Se
muestra un experimento representativo.
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realizdbamos los estudios de sintesis de DNA y otros parametros celulares
asociados.

Como sefiales de proliferacion ensayamos factores de crecimiento individuales,
asi como diversas combinaciones mitogénicas. En primer lugar, como combinacion
mitogénica compleja y ademas control positivo de proliféracién celular,
estimulamos las células durante 64 horas con el 10% de suero fetal bovino. Como
controles negativos de proliferacién utilizamos adipocitos marrones quiescentes
mantenidos durante estas 64 horas en medio de cultivo libre en suero. Los factores
individuales ensayados fueron el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF} por ser un conocido mitdgeno de células mesenquimaticas, el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) ya que ciertas células fetales como los hepatocitos
proliferan en presencia de este factor, y el factor de crecimiento insulinico tipo |
{IGF-1} dado que el tejido adiposo marrén se muestra muy sensible a insulina,
particularmente enla etapa fetal. Asimismo, combinamos estos factoresindividuales
con otros mitégenos conocidos en muchos sistemas o lineas celulares tales comao
bombesina, vasopresina o ésteres de forbol y agentes que elevan los niveles de cAMP
intracelulares como forscolina e IBMX con objeto de potenciar la estimulacion de
la proliferacién que podrian producir los factores de crecimiento individuales. La
incorporacion de *H-Timidina en adipocitos marrones cultivados durante 64 horas
en presencia de diversos mitégenos se muestra en la Tabla 3. Dicha incorporacion
se ha determinado en las 4 ltimas horas de cultivo.

Como se observa en la tabla 3 la presencia en el medio de cultivo del 10% de
suero fetal bovino durante 64 horas incrementé 3 veces la incorporacion de*H-Timidina
con respecto a las células controles quiescentes cultivadas durante este mismo tiempo
en medio de cultivo libre en suero. A continuacién, se estimularon las células con
factores de crecimiento individuales de los cuales solo el IGF-I (1.4 nM} superé los
valores de incorporaciéon obtenidos en presencia del 10% de suero fetal. Asimismo,
se alcanzaron, aunque no se superaron, los valores de incorporacion obtenidos en
presencia del 10% de suero feta! al cultivar las células durante 64 horas con EGF
(3.3 nM). Otros factores individuales ensayados fueron bombesina (6 nM), vasopresina
{18 nM} y PDGF { 5 unid max/2/ml). Sin embargo, en presencia de estos factores

individuales la incorporacion de *H-Timidina fue significativamente menor que la obtenida
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TABLA 3 Incerporacidén de 3H-Timidina en adipocitos marrones
fetales en cultivo en respuesta a factores de proliferacidn

Los adipocitos marrones quiescentes se cultivaron durante 64
horas en presencia de diversos factores de crecimiento. La
incorporacién de *H-Timidina se midié en las 4 Gltimas horas de
cultivo. Los resultados son las medias + SEM (n=10-15) y se
expresaron en porcentaje con respecto a las células controles
guiescentes

Factores de
crecimiento ——— PDGF EGF IGF-I
(5 U/ml/2) (3.3nM) (1.4nM)

------ 100 199124 286%25 360t42
EGF (3.3 nM) e 240x24 - 339%24
Bombesina (6nM) 228+18 150135 270124 376121
Vascopresina {18nM) 246119 226%12 32027 31120
Bombesina+Vasopresina 278+12 21113 400+28 324+12
Forscolina (10uM)+ <100 —— _— <100
IBMX (50 uM)

Bombesina+Vasopresina ——— - <100 -
+Forscolina (25uM)

Bombesina+Vasopresina+ -—--- —_— <100 -
Forscolina (10uM) +

IBMX (50uM)

10% Suero fetal 319+1e6 —_——— _ —_



en presencia del 10% de suero fetal.

A continuacidn pasamos a estudiar el efecto producido por diferentes combinaciones
mitogénicas sobre la sintesis de DNA en adipocitos marrones fetales quiescentes
en cultive. Cuando se cultivaron las células en presencia de la combinacion de
EGF, vasopresina y bombesina, se obtuvieron los maximos efectos eh la incorporaciéon
de *H-Timidina (4 veces) en comparacién con las células controles quiescentes. Sin
embargo, el efecto del IGF-1 no se modificd significativamente cuando este factor
se anadi6 al medio de cultivo conjuntarmente con EGF, bombesina, vasopresina, o
conlacombinaciénde estas dos Ultimas. Tampoco observamos efectos sinergisticos
al tratar las células con PDGF en presencia de EGF, bombesina, vasopresina, o con
fa combinacitn de estas dos dltimas. Asimismo la presencia de PDGF combinado
condibutirato de forbol {200 nM) no modificé los valores de incorporacién obtenidos
en presencia de PDGF solo.

Alanadir al medio de cultivo agentes que elevanlos niveles de cAMP intracelulares
observamos un descenso significativo en la incorporacion de*H-Timidina en adipocitos
marrones fetales en cultivo. Asi, cuando se cultivaban las células con la combinacién
EGF, vasopresina y bombesina en presencia de forscolina, molécula activadora del
enzima adenilato ciclasa, o en presencia de forscolina e IBMX, un inhibidor de la
nucledtido fosfodiesterasa, la incorporacidn de *H-Timidina como se muestra en la
tabla 3, no experimentd un incremento significative manteniéndose los niveles
observados para células controcles quiescentes. Asimismo, la presenciade forscolina
e IBMX con IGF-l en el medio de cultivo, impidié la induccién de la sintesis de DNA
producida por este factor.

Como resultado de los experimentos de sintesis de DNA en adipocitos marrones
fetales en cultivo, seleccionamos como factores individuales y combinaciones
mitogénicas el 10% de suero fetal bovino, el IGF-l y la combinacién de EGF, bombesina
y vasopresina puesto que producian los aumentos mas significativos en la incorporacion
de *H-Timidina, para los siguientes estudios de proliferacién. Como condicién no
mitogénica estudiamos la combinacién de EGF, bombesina, vasopresinay forscolina
ya que su presencia en el medio de cultivo producia niveles en la sintesis de DNA
semejantes a los obtenidos con células controles quiescentes.

Ademads de estudiar la incorporacién de *H-Timidina de los adipocitos marrones
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fetales en respuesta a los distintos factores de proliferacion, hemos medido otros
parametros relacionados con el estado proliferativo de las células tales como el nimero
de células y el contenido en DNA, RNA y proteinas de cada placa de cultivo en las
mismas condiciones experimentales. Los resultados obtenidos se muestran en ia
tabla 4.

Como puede observarse, tanto el nimero de células como el contenido total de
DNA, RNA y proteinas expresado por placa de cultivo experimentaron el maximo
aumento cuando los adipocitos marrones se cultivaron durante 64 horas en presencia
del 10% de suero fetal bovino (tabla 4). En estas condiciones, tanto el nimero de
células como el contenido en RNA por placa de cuitivo aumentaron 3 veces con
respecto alas placas controles quiescentes. Asimismo, los aumentos en el contenido
de DNA y proteinas totales por placa de cultivo fueron de 2 veces con respecto a
los controles. En presencia de IGF-l y de la combinacién de EGF, bombesina y
vasopresina se observaron aumentos de dos veces tanto en el nimero de células
como en el contenido en DNA, RNA vy proteinas por placa de cultivo. Sin embargo,
la presencia de forscolina conjuntamente con EGF, bombesina y vasopresina en el
medio de cultivo revirtié los efectos producidos por esta combinacion mitogénica
en todos los pardmetros en estudio, de manera que los valores obtenidos fueron
del mismo orden que los observados en placas controles quiescentes. En todas las
combinaciones estudiadas existia una buena correlacion entre el nimero de células
y el contenido en DNA (28.6 xg DNA/10° células). Asimismo las relaciones RNA/DNA
y RNA/proteinas fueron semejantes en todas las combinaciones ensayadas.

Los resultados obtenidos muestran la respuestade los adipocitos marrones fetales
quiescentes a diversos péptidos mitogénicos tras 64 horas de cultivo. La presencia
en el medio de cultivo del 10% de suero fetal bovino, IGF-l y la combinacién de EGF,
bombesina y vasopresina, que aumentaban significativamente la incorporacién de
3H-Timidina (tabla 3), aumentaron también el niimero de células asi como el contenido
en DNA, RNA y proteinas expresadas por placa de cultivo en comparacion con las
placas controles quiescentes (tabla 4). Hay que senalar que los efectos producidos
en el nimero de células son mayores al cultivar éstas durante 64 horas en presencia
del 10% de suero fetal bovino en comparacién con los cultivos en presencia de IGF-I

o la combinacion de EGF, bombesina y vasopresina (tabla 4). Estos resultados podrian
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TABLA 4 Efecto de los factores de proliferacién sobre el nimero
de células y contenido en DNA, RNA y proteinas en cultivos

primarios de adipocitos marrones fetales de rata

Las células se han cultivado tal como se indica en la tabla 3.
El contenido en DNA, RNA y proteinas se ha determinado al final
del cultivo. El1l nGmero de células ha sido determinado mediante
citometria de flujo. Los resultados son medias = SEM (n=3-6)

n? células DNA
(x10%/placa) (ug/placa)

RNA
(hg/placa)

Proteinas
(tg/placa}

Control 0.59+0.4 17.3+1.4
IGF-I 1.08%0.12 30.6%0.6
{(1l.4nM)

EGF(3.3nM)+ 1.10%0.12 29.5+2.0

Vasopresina (18nM)
+Bombesina (6nM)

EGF+Vasopresina+ 0.61+0.05 19.2+1.2
Bombesina+
Forscolina (25uM)

10% suerc fetal 1.42%0.20 38.6%1.7

13.3%1.0

14.6+1.0

23.5%0.2

256113

482110

52425

198+09

559+22



explicarse teniendo en cuenta que la composicidn del suero fetal bovino ademas
de estar implicada en la estimulacién de la sintesis de DNA de los adipocitos marrones
fetales en cultivo {tabla 3) contribuye al mantenimiento de la supervivencia celular
en las placas de cultivo.

Paralelamente, se han caracterizado las células mediante la técni‘ca de citometria
de flujo en dos condiciones experimentales: células quiescentes y células estimuladas
con el 10% de suero fetal bovino (figura 13). Las células controles presentaban un
perfil de fluorescenciaintrinseca en el que observamos dos picos bien diferenciados
de area aproximada que corresponden a dos poblaciones de distinta fluorescencia
intrinseca. En presencia del 10% de suero fetal durante 64 horas ambos picos muestran
cambios muy significativos. El de baja fluorescencia presenta un area b veces mayor
que el de alta fluorescencia, que ha disminuido sensiblemente con respecto a los
controles. La emisién de fluorescencia es un indicativo del contenido celular de flavinas
en estado oxidado (Thorell, 1983). Por tanto, en presencia de suero fetal observamos
gue solo una pequena parte de la poblacidén celular posee alta fluorescencia. Dichas
células constituirian [a poblacién quiescente metabdlicamente activa, mientras que
la poblacion mayoritaria de baja fluorescencia corresponderiaa células proliferantes
con un aito flujo glucolitico anaerobio y por tanto, con menor metabolismo oxidativo
mitocondrial.

El IGF-I ha resultado ser el principal factor de crecimiento individual responsable
de la proliferacién de los adipocitos marrones fetales en cuitivo primario. Como puede
observarse en la tabla 1, la sintesis de DNA es mayor en presencia de IGF-| que en
presencia del 10% de suero fetal bovino en el medio de cultivo. De esta manera
, nuestros resultados concuerdan con recientes trabajos que atribuyen a este factor
un papel importante en el crecimiento y desarrollo en la transicién fetal-neonatal de
la rata {Humbel, 1990., Straus y col., 1991). Sin embargo, al combinar el IGF-1 con
otros factores de crecimiento tales como EGF, bombesina o vasopresina no han
aparecido efectos sinergisticos significativos. Estos resultados podrian explicarse
por la independencia del iGF-I de otros factores de crecimiento en sus mecanismos
de accién intracelular. También el EGF, potente mitdgeno en células hepéticas,
combinado con bombesina y vasopresina supera los niveles de sintesis de DNA

observados en presencia del 10% de suero fetal bovino (tabla 3). Sin embargo, la
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FIGURA 13 Analisis por citometria de fluijo de adipocitos
marrcnes fetales quiescentes v estimulades con el 10% de
suero fetal bovino

Los adipocitos marrones se han cultivado tal como se describe en
la tabla 3. Transcurridas 64 horas de cultivo se procedia a la
tripsinizacién de las células y al andalisis de las mismas por
citometria de flujo
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faita de efecto sinergistico observada al tratar las células con EGF e IGF-I podria deberse
a que ambos factores poseen mecanismos semejantes de accidn intracelular mediante
fa activacion de la proteina intracelular tirosina kinasa.

En otros sistemas de cultivo primario de células fetales los efectos mitogénicos
observados han sido diferentes. Por ejemplo, en cultivos primarios de hepatocitos
fetales de rata, el EGF ha resultado ser el principal factor de crecimiento individual
incrementando hasta 5 veces los niveles de sintesis de DNA con respecto a células
controles quiescentes (Hoffman y col., 1988)}. Sin embargo, en cultivos primarios
de adipocitos marrones fetates el EGF produce aumentos significativos enla sintesis
de DNA solamente cuando se encuentra presente en el medic de cultivo conjuntamente
con los neuropéptidos bombesina y vasopresina (tabla 1).

En nuestro sistema celular, otros factores de crecimiento como el PDGF, bombesina
0 vasopresina, que han sido descritos como buenos mitégenos en la linea celular
Swiss 3T3 (Rozengurt y Sinnet-Smith, 1983; Blakeley y col., 1989}, no producen
aumentos significativos en la sintesis de DNA (tabla 3}. Asimismo, en adipocitos
marrones fetales, el PDGF no actua sinergisticamente con otros factores tales como
EGF, bombesina o vasopresina. Ademas, en presencia de PDGF, la activacion de
la proteina kinasa C por ésteres de forbol tampoco produce efectos positivos sobre
la sintesis de DNA. Esto sugiere que esta via de transmision de sefales no parece
serresponsablede lainduccidénde la proliferacion en cultivos primarios de adipocitos
marrones fetales de rata.

Otro sistema celular que responde de manera diferente a los distintos factores
de crecimiento es la linea celular NIH-3T3, donde la respuesta mitogénica es positiva
si existen niveles de insulina altos en el medio {(Randazzo y Jarett, 1990]).

El efecto inhibidor del cAMP sobre la proliferacion de los adipocitos marrones fetales
en cultivo ha sido también descrito en células fibroblasticas de puimén de hamster
(Magnaldo vy col., 1289). Por el contrario, se ha descrito un aumento en la sintesis
de DNA en adipocitos marrones de ratones adaptados al frio, situacidén que conduce
a una elevacion de los niveles de cAMP intracelulares (Rehnmark y Nedergaard, 1989).
Asimisma, en la linea celular Swiss 3T3 también se ha descrito la estimulaciéon de
la sintesis de DNA en presencia de agentes que elevan los niveles de cAMP en

combinacidén con otros factores (Escribano y Rozengurt, 1988). Sin embargo, en
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nuestro sistema celular los agentes que elevan los niveles de cAMP intracelulares
podrian estar inhibiendo, mediante la activacién de la proteina kinasa A, la via de
transmisién de senales intracelulares mediada por la proteina tirosina kinasa,
presumiblemente activada por los factores de crecimiento IGF-1 y EGF. De esta manera
la forscolina, potente activadorde la proteina kinasa A , en nuestras'células es capaz
de revertir el efecto estimulador sobre la sintesis de DNA producido por el IGF-1y

la combinacién mitogénica de EGF, bombesina y vasopresina.

4.1.2 Efecto de los factores de crecimiento sobre la expresién genética de la glucosa

6-fosfato deshidrogenasa

La G6PD es el enzima limitante de la via de las pentosas fosfato. Esta ruta aporta
poder reductor en forma de NADPH que posteriormente se utiliza en reacciones
metabdlicas biosintéticas entre las que se encuentran la sintesis de acidos grasos
y esteroides. El destino final de la ruta es el aporte de pentosas fosfato, sustratos
necesarios para la sintesis de acidos nucleicos. Por tanto, este enzima podria tener
un doble papel en el metabolismo celular: por unlado en la sintesis lipidica en células
diferenciadas , y por otro en la sintesis de &cidos nucleicos en células proliferantes.

En cultivos primarios de hepatocitos de rata adulta se ha descrito una induccién
de la G6PD en condiciones proliferativas (Yoshimoto y col., 1983b}. Sin embargo,
en nuestro sistema celular no existian referencias sobre una posible relacién entre
la estimulacién de la proliferaciéon celular y 1a induccion de este enzima. En experimentos
previos realizados en nuestro laboratorio observabamos un descenso gradual en la
actividad G6PD al cultivar los adipocitos marrones fetales en condiciones de quiescencia
experimental (Martinez Valverde, 1988). Por tanto, ante |a posibilidad de la existencia
de un paralelismo entre proliferacion e induccién de ta G6PD, estudiamos el efecto
de los factores de crecimiento que estimulaban significativamente la incorporacion
de *H-Timidina sobre la actividad G6PD. Asimismo, ensayamos esta actividad enzimatica
en presencia de aquellas combinaciones que resultaron no mitogénicas para los
adipocitos marrones fetales en cultivo. Para ello utilizamos las mismas condiciones
experimentales de cultivo que describiamos en el apartado 4.1.1 para la determinacién

de la incorporacién de *H-Timidina y otros pardmetros celulares relacionados.
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Paralelamente determinamos la actividad enzima mdlica, otro enzima generador de
NADPH que participa en la ruta lipogénica, en Ilas mismas condiciones experimentales
con objeto de probar si la relacién proliferacién-induccion enzimatica era especifica
de la G6PD. Este estudio lo realizamos a 3 niveles: _

- medida de la actividad enzimética espécificade la GEGPD en respueéta alosdiversos
factores de crecimiento.

- determinacion de los cambios en la cantidad de proteina inmunorreactiva en respuesta
a estos factores mediante inmunoprecipitacién con el anticuerpo especifico anti-G6PD.
- medida de los cambios en los niveles del mMRNA de la G6PD al estimular las células
con las combinaciones de factores previamente seleccionadas.

El efecto de los distintos factores de crecimiento sobre las actividades G6PD y
enzima malica se muestra en la tabla 5. La actividad G6PD en adipocitos marrones
recién aislados era 61.9 = 1.5 nmoles/min/mg de proteina. Sin embargo, al cuitivar
las células en un medio libre en suero se produjo una caida gradual de la actividad
enzimatica especifica hasta alcanzar valores de 30.3 + 1.3 tras 64 horas de cultivo.

A continuacion estudiamos el efecto de las combinaciones mitogénicas seleccionadas
en los estudios anteriores sobre |la actividad G6PD. Las condiciones de cultivo en
estos experimentos se detailan en la seccion de Material y Métodos. Asi, al cultivar
los adipocitos marrones fetales quiescentes durante 64 horas en presenciadel 10%
de suero fetal bovino se duplicé la actividad G6PD con respecto a la obtenida en
las células controles quiescentes. Asimismo, tanto el IGF-I como {a combinacion de
EGF, bombesina y vasaopresina produjeron un efecto semejante sobre la actividad
G6PD. Al ensayar en el medio de cultivo la combinacién no mitogénica de EGF,
bombesina, vasopresina y forscoling, no se observd la induccion de la actividad G6PD,
manteniéndose esta en los niveles correspondientes alas células controles quiescentes.
También la presencia de forscolina e IBMX revirtié el efecto estimulador del IGF-I
sobre la actividad G6PD ({tabla 5). De esta manera, podemos decir que las
combinaciones no mitogénicas no modifican la actividad G6PD en cultivos primarios
de adipocitos marrones fetales de rata.

La actividad enzima malica no experimenté cambios significativos a lo largo del
tiempo de cultivo, asf como en presencia de los mitdgenos ensayados (tabla 5). Sin

embargo, cuando se anadian al medio de cuitivo agentes que elevan los niveles de
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TABLA 5 Efecto de los factores de proliferacidédm sobre las
actividades glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y enzima mélica en
cultivoes Erimarios de adipocitos marrones fetales de rata

Los adipocitos marrones se han cultivado tal como se indica en
la tabla 3. Las actividades enzimaticas especificas se han
determinado al final del cultivo y se han expresado en nmol/minx
mg proteina. Los resultados son medias + SEM (n=10-15). Las
actividades G6PD y enzima malica en células recién aisladas eran
61.9+1.5 y 19.5+2.0, respectivamente.

G6PD Enzima m&lica
(nmol/minxmg prot.) (nmol/minxmg prot.)

Control 30.0 * 1.3 17.4 * 1.1
IGF-T(1.4nM) 77.4 * 5.6 16.7 + 1.2
EGF(3.3nM)+Vasopresina(18nM) 67.0 * 5.1 18.3 £ 1.5
+Bombesina (6nM)

IGF-I+Forscolina{(10uM)+ 37.1 * 3.0 6.4 + 0.5
IBMX (504M)

EGF+Vasopresina+Bombesina+ 43.0 + 3.5 6.8 + 0.6
forscolina (25uM)

10% suero fetal 68.2 + 2.1 17.5 £ 1.5



cAMP intracelulares, la actividad enzima maélica experimenté un descenso significativo.
Asi, las combinaciones de IGF-1, forscolina e IBMX y de EGF, bombesina , vasopresina
y forscolina en el medio de cultivo presentaban una actividad enzima malica inferior
incluso que la obtenida para células controles quiescentes. Estos resultados podrian
explicarse como consecuencia del efecto descrito por Lorenzo y col.' {1989} del cAMP
sobre la expresion de la enzima malica, donde en presencia de noradrenalina se produce
un aumento significativo de la velocidad de degradacién de esta proteina en cultivos
primarios de adipocitos marrones fetales de rata.

Nuestro siguiente objetivo fué comprobar si estos cambios en la actividad G6PD
producidos por los diversos factores de crecimiento se correspondian con cambios
paralelos en la cantidad de proteina. Para ello realizamos el experimento de
inmunotitulacién con el anticuerpo especifico anti-G6PD que se muestraenla figura
14. En este ensayo se utilizaron células cultivadas en presencia de las combinaciones
mitogénicas y no mitogénicas seleccionadas. Como se aprecia en la figura 14 en
todas las condiciones los cambios producidos en la actividad G6PD eran proporcionales
a los cambios en la cantidad de proteina inmunorreactiva. Por tanto, podemos decir
que existe una buena correlacion entre los efectos producidos por los factores de
crecimiento sobre la actividad G6PD vy ia cantidad de proteina.

Finalmente, estudiamos el efecto de estos factores sobre la expresidon genética
de la G6PD. Para elio, fué necesario cuantificar los niveles del mRNA de la G6PD
en las distintas condiciones experimentales. Asi, realizamos el ensayo de Northern-blot
a partir de 30 ug de RNA total obtenido a partir de los adipocitos marrones fetales
cultivados durante 64 horas en presencia de las combinaciones de factores previamente
seleccionadas. A continuacionrealizamos las electroforesis de estos RNAs en geles
de agarosa-formaldehido y posteriormente la transferencia a filtros de nitrocelulosa.
Estos filtros fueron hibridados con el ¢cDNA de la G6PD marcado con **P por el
procedimiento descrito en la seccién de Material y Métodos. Los resultados obtenidos
se muestran en la figura 15. E| andlisis densitométrico de la figura 15 indicaba que
las células cultivadas durante 64 horas en presencia del 10% de suero fetal duplicaron
los niveles del mMRNA de la G6PD en comparacion con las c¢lulas controles quiescentes.
Este mismo efecto también se observaba al cultivar las células en presencia de IGF-|

y la combinacion de EGF, bombesina y vasopresina. Por tanto, estos resultados parecen
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FIGURA 14_ Inmunoprecipitacién de 1la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa en cultivos primarios de adipocitos marrones

fetales de rata en presencia de factores de proliferacién

Los adipocitos marrones se han cultivado como se indica en 1la
tabla 3. La G6PD se ha inmunoprecipitado con volimenes crecientes
del anticuerpo anti-G6PD (diluido 1/100)}) de células controles
quiescentes (#), células cultivadas con 10% de suero fetal (A),
IGF-I (1.4 nM)}) (Q), EGF (3.3 nM) + Vasopresina (18 nM) +
Bombesina (6 nM) @ y EGF + Vasopresina + Bombesina + Forskolina
(25 uM) (W) . Se muestra un experimento representativo.
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El RNA total (30 ug) se ha sometido a electroforesis en geles de
agarosa 1%/ formaldehido 2.2M, transferido a filtros de
nitrocelulosa e hibridade con el cDNA de la G6FD marcado por
el procedimiento descritec en la seccién de Material y Métodos.
Los filtros se lavaron y rehibridaron con los cDHAs de la enzima
mélica ¥y ﬁ; microglobulina previamente marcados. Los RHNAs
procedian e células controles guiescentes (1), cé&lulas
cultivadas 64 h en presencia del 10% de sueroc fetal (2), IGF-I
(1.4 nM) (3),BGF (3.3 nM) + Vasopresina (18 nM) + Bombesina (6
nM) (4) y EGF + Vasopresina + Bombesina + Forskolina (25 uM) (5).
Las posiciones de los rRNAs ribosomales 285 y 185 se indican en
la derecha de la figura. Se muestra un experimento
representativo.
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indicar que estos factores mitogénicos aumentan la expresion genética de la G6PD
a nivel transcripcional. Sin embargo, no observamos diferencias entre los niveles
de mRNA de células controles quiescentes y céiulas cultivadas en presencia de la
combinacién no mitogénica de EGF, bombesina, vasopresina y forscolina. A
continuacion tratamaos los filtros convenientemente como se describe en la seccidn
de Material y Métodos y los hibridamos con el cDNA de la enzima malica observando
la aparicidon de los dos mRNAs de 4.5 y 2.7 Kb respectivamente descritos para esta
proteina, siendo la forma mayoritaria en nuestro sistema celular lade 4.5 Kb, Como
se aprecia en la figura 15 no existen diferencias significativas entre los niveles de
los mMRNAs de la enzima malica de células controles y células estimuladas con los
mitégenos. En particular, la presencia de forscolina conjuntamente con EGF, bombesina
y vasopresina no modifica los niveles de mRNA de la enzima mélica detectados en
su ausencia. Estos resultados parecen indicar que los agentes que elevan los niveles
de cAMP intracelulares disminuyen la actividad enzima malica a nivel postranscripcional
(Lorenzo v col., 1989).

Finalmente hibridamos los filtros con el cDNA de la
3,-microglobulina con objeto de normalizar nuestros resultados observando la aparicion
de los dos mRNAs de 0.9 v 1.1 Kb respectivamente correspondientes a esta proteina.
E!l mRNA de 0.9 Kb parece ser la forma mayoritaria en nuestro sistema. Como se
observaenlafigura 15, laexpresiéon genética de la B,-microglobulinano se moditfica
en ninguna de las condiciones experimentales ensayadas.

En consecuencia, se puede decir que la expresion genética de la G6PD se induce
en condiciones mitogénicas en cultivos primarios de adipocitos marrones fetales de
rata. Estos resultados concuerdan con €l papel de este enzima en la sintesis de DNA
en adipocitos marrones fetales como ha sido sugerido en cuitivos primarios de
hepatocitos de rata adulta, donde el EGF induce la G6PD en respuesta a la proliferacién
celular {(Yoshimoto y col. 1983b., Tsao y col. 19886}. Por otra parte, la induccién
de la sintesis de DNA y la expresidn genética de la G6PD observada en presencia
de EGF, bombesina y vasopresina en el medio de cultivo resultan inhibidas por
forskolina. De esta manera, estos resultados refuerzan el papel de la G6PD como
donador de ribosas 5'-fosfato para la sintesis de Acidos nucleicos, mientras que la

enzima malica no se encuentra implicada en el crecimiento celular.
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En resumen, los adipocitos marrones fetales en cuitivo constituyen un sistema
adecuado para la realizacion de estudios de proliferacién celular. Tanto ia sintesis
de DNA como el nimero de células y contenido en DNA, RNA y proteinas se inducen
en presencia del 10% de suero fetal bovino, IGF-l y la combinaciéon de EGF, bombesina
y vasopresina en comparacion con las células controles quiescentes. E-n nuestro sistema
celular, el IGF-1 ha resultado ser el principal factor de crecimiento individual ya que
el EGF requiere ia presencia de los péptidos vasopresina y bombesina para ejercer
el maximo efecto mitogénico. Estos factores de crecimiento inducen la expresion
genética de la G6PD, enzima generadora de NADPH, que también participa en el
aporte de ribosas fosfato para la sintesis de 4cidos nucleicos en nuestras células
proliferantes. Tanto la cantidad de proteina inmunorreactiva como 10s niveles del
mRNA de la G6PD aumentan en respuesta al suero fetal, IGF-| y la combinacién de
EGF, bombesina y vasopresina. De esta manera, la G6PD puede ser un marcador
de proliferacion celular en adipocitos marrones fetales en cultivo. Sin embargo, la
enzima malica, también implicada en la generacién de NADPH, no parece regular
la proliferaciénde los adipocitos marrones fetales en cuitivo. Finalmente, los agentes
que elevan los niveles de cAMP intraceilulares han resultado ser en nuestro sistema
inhibidores de |a proliferacion celular. En este sentido, 1a presencia de forscolina revierte
el efecto estimulador de la combinacién de EGF, bombesina y vasopresina sobre
ta sintesis de DNA, ndmero de células, contenido global de DNA, RNA y proteinas,

asi como sobre la induccion de la G6PD.
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4.2 Regulacién hormonal de la expresidn genética de la enzima malica y la glucgsa
6-fosfato deshidrogenasa en cultivgs primarios de adipocitos marrones fetales de
rata_en condiciones no proliferativas

La enzima maélica y la G6PD son dos enzimas que participan en la sintesis lipidica
mediante el aporte de poder reductor en forma de NADPH. Debido a que en la
etapa fetal el tejido adiposo marrén es el principal tejido lipogénico en la rata,
realizando una sintesis "de novo” muy intensa a partir de sustratos no lipidicos
que recibe del compartimento materno, nos proponemos estudiar la regulacién
hormonal de |la expresién genética de estas dos enzimas lipogénicas en nuestro
sisterma "in vitro" de cultivo primario de adipocitos marrones fetales en condiciones
no proliferativas.

La regulacién hormonal de la expresion genética de la enzima malica y la G6PD
se ha estudiado cultivando los adipocitos marrones por periodos de 6 y 10 dias en
MEM suplementado con el 2% de suero fetal bovino como se indica en |a seccion
de Material y Métodos. En estas condiciones las células se mantenian viables y
quiescentes a lo largo del tiempo de cultivo. De esta manera hemos estudiado os
efectos de la insulina, como hormona tipicamente lipogénica, puesto que el tejido
adiposo marron se muestra muy sensible a esta hormona , particularmente durante
la etapa fetal (Benito y col., 1984). Asimismo hemos estudiado el efecto de la T,
sobre el cultivo por estar implicada tanto en el metabolismo lipidico como en la
termogénesis del tejido adiposo marrén (Nicholls y Locke, 1984). Como agente
lipolitico, dado que el glucagén no ejerce efecto ni en adipocitos marrones aislados
(Roncero y col., 1987), ni en adipocitos marrones en cultivo {Lorenzo y col.,
1988), se ha estudiado el efecto de la noradrenalina. Esta hormona, ademdas de su
papel inhibidor de la lipogénesis en adipocitos marrones {Roncero y col., 1987 ,
Lorenzo y col., 1988}, esté directamente implicada en la termogénesis del tejido

adiposo marrén tras el nacimiento (Nicholls y Locke, 1284).
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La regulacién hormonal de la expresién genética de la enzima malica y la G6PD
en cultivos primarios de adipocitos marrones fetales en condiciones no
proliferativas se ha realizado a 3 niveles:

- determinacion de los niveles de los mRNAs de estas dos enzimas en respuesta
a insulina , T, y noradrenalina tras 6 y 10 dias de cultivo mediante la técnica de
Norther-Blot e hibridacién con los cDNAs especificos.

- medida de los cambios en las cantidades de ambas proteinas mediante
inmunodeteccién con los anticuerpos frente a estas enzimas.

-medida de las actividades enzimaticas especificas de la enzima malica y la G6PD

en las mismas condiciones experimentales.

4.2.1 Regulacién hormonal de la expresién genética de la enzima malica en
cultivos primarios de adipocitos marrones fetales de rata en condiciones no

proliferativas

En primer lugar estudiamos el efecto de estas hormonas sobre los niveles del
mMRNA de la enzima malica en nuestras condiciones experimentales. Para ello,
realizamos ensayos de Northern-blot a partir de 30 g de RNA total obtenido a
partir de los adipocitos marrones cultivados durante 6 y 10 dias en presencia de
insufina (40 nM), T3 (10 uM}, y las combinacion.es de insulina y T, e insulina, T,
y noradrenalina (10 uM}, asi como de células controles cultivadas en ausencia de
hormonas. La hibridacién de los Northern-blots con el cDNA de la enzima malica
se muestra en las figuras 16 y 17 donde aparecen dos formas maduras de mRNA
para esta enzima de 4.5 y 2.7 kb respectivamente. Mediante el anélisis
densitométrico de las autorradiografias se determind que los niveles relativos de
estos mensajeros eran del 60-70% para la forma de 4.5 Kb frente a un 30-40%
para la de 2.7 Kb. Estos resultados difieren con los descritos por Dozin y col.
{1985) para la enzima malica hepética, donde la forma predominante es la de 2.7
Kb.

En presencia de T, en el medio de cultivo durante 6 y 10 dias observamos
aumentos de 1.8 y 3.7 veces respectivamente en los niveles de los mRNAs de la

enzima malica en comparacién con las células controles cultivadas en ausencia de
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hormonas {figuras 16y 17, tabla 7). En estos experimentos la concentracionde T,
utilizada era 10 M ya que al realizar estudios previos de dosis-respuesta con esta
hormona como muestra fa figura 18 observamos que concentraciones de T, de 10
nM no modificaban los niveles de los mRNAs de la enzima maélica tras 10 dias de
cultivo . Asimismo, cuando las concentraciones de la hormona éran de 1 uM se
duplicaban los niveles de los mRNAs del enzima. Sin embargo, al emplear
concentraciones de 10 uM los aumentos del mRNA obtenidos fueron de 3 veces
con respecto a las células controles cultivadas en ausencia de la hormona.
Nuestro siguiente objetivo fué estudiar los efectos producidos por la T, sobre la
cantidad de proteina inmunorreactiva tal como se muestra en la figura 19. Los
aumentos observados en los niveles de los mRNAs de la enzima malica en
presencia de T, (10 uM) tras 6 y 10 dias de cultivo eran paralelos con aumentos
en la cantidad de proteina detectados mediante inmunodeteccion de los Western-
blots correspondientes con el anticuerpo especifico anti-enzima malica. Asi, el
analisis densitométrico de la figura 19 muestra aumentos de 1.5 y 2.5 veces en
la cantidad de proteina tras 6 y 10 dias de cultivo respectivamente en comparacic’)'n
con los controles tal como se muestra en la tabla 7. Asimismo, también hemos
estudiado el efecto de la T, sobre la actividad enzimética especifica tal como se
muestra en la tabla 6 encontrando que estos cambios en la cantidad de proteina
eran paralelos a cambios en la actividad enzimatica especifica {tabla 7). Estos
resultados parecen indicar que la regulacién de la expresion genética de fa enzima
mélica por T, ocurre a nivel transcripcional. En experimentos previos realizados en
nuestro laboratorio por Lorenzo y col.(1989) la T, no modificaba la actividad
enzima madlica tras 2 dias de cultivo en presencia de la hormona. De esta manera
se podria decir que en nuestro sistema de cultivo, la enzima malica madura a lo
largo del tiempo en su respuesta a T, probablemente por un aumento progresivo
en el ndmero de receptores inducido por la presencia proiongada de la hormona en
el -rnedio de cultivo, tal como se ha descrito para la gldndula pituitaria {Lemarchand-
Beraud y col., 1987). Nuestros resultados prueban una regulacién por T, de la
expresién genética de la enzima madlica tal como se ha descrito en higado, corazén,
rifibn en contraste con otros sistemas como cerebro, pulmoén , bazo y testiculo

donde el enzima madlica no est4 regulada por esta hormona (Dozin y col., 1985).
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El RNA total (30 pg) se ha sometide a electroforesis en geles de
agarosa 1%/formaldehido 2.2 M, transferido a filtros de nitrocelulosa
e hibridado con los cDNAs marcados de la enzima mélica (panel
1), G6PD (panel 2) y B-actina como normalizador (panel 3). Los
RNAs procedian de adipocitos marrones cultivados durante & dias
como se indica en la seccién de Material ¥ Métodos en ausencia
de hormonas (1), con Ts (10 uM) (2), insulina (40 nM) (3),
inﬂulinuﬂ', (4) , insulina+T,+noradrenalina (10 MM) (5). A la derecha
de la figura se muestran fas posicionas de los rRMAs 285 Yy 185.
Se muestra un experimento representativo.
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El RNA total (30 pg) se ha sometido a electroforesis en geles de
agarosa 1%/formaldehido 2.2 M, transferido a filtros de nitrocelulosa
e hibridade con los cDNAs previamente marcados de la enzima mlica
(panel 1), G6PD (panel 2) y B-actina como normalizador (panel 13).
Los RNAs procedian de adipocitos marrones cultivados durante 10
dias como se indica en la seccién de Material y Métodos en ausencia
de hormonas (1), con Ty (10 pM) (2), insulina (40 nM) (3),
insulina+T; (4), insulina + Ty +noradrenalina (10 uM). A la derecha
de la figura se muestran las posiciones de los rRNAs 285 y 185.
Se muestra un experimento representativo.
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FIGURA 18 Dosis-respuesta de la inducciédn de los mRNAs de
la engima mélica por T,

El ENA total (30 ug) se ha sometido a electroforesis en geles de
agarosa 1%/ formaldehide 2.2 M, transferido a filtros de
nitrocelulosa & hibridado con los cDNAs previamente marcados de
la enzima milica (panel 1) y B-actina (panel 2) como normalizador.
Los RNAs procedian da adipocitos marrones fetales cultivados durante
6 dias en ausencia de hormonas (1), con Ty (10 nM) (2), Ty (1 uM)
(3) y Ty (10 pM) (4). Se muestra un experimento representativo.
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FIGURA 19 Andlisis por Western-Blot de la engima milica de
adipocitos marrones cultivados durante 6 y 10 dias en
condiciones no proliferativas

Las proteinas citosélicas (23 ug) se han sometido a electroforesis
en geles de poliacrilamida-5DS, transferido a filtros de
nitrocelulosa y sometido a inmunodeteccién con el anticuerpo anti-
enzima milica. Las proteinas procedian de adipocitos marrones fetales
cultivados durante 6 y 10 dias en ausencia de hormonas (1), con
Ty (10 pM) (2), insulina (40 nM) (3), insulina+T (4),
insulina+T;+noradrenalina (10 uM) (5) vy enzima milica pur{ficada
(250 ng) (6). Se muestra un experimento representativo.
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TABLA 6 Efectos hormonales sobre la actividad especifica de la

enzima madlica en cultivos primarios de adipocitos marrones fetales
de rata en condiciones no proliferativas

Los adipocitos marrones se han cultivado en MEM suplementado con
el 2% de suero fetal bovino en presencia de insulina (40 nM), T,
(10pM) y noradrenalina (10 uM) como se indica en la tabla. La
actividad enzimdtica espécifica ha determinado tras 6 y 10 dias
de cultivo y se expresa en nmoles/min/ mg de proteina. Los resultados
obtenidos son las Medias * S.E.M (n= 8-10). La actividad enzima
malica en células recién aisladas era 18.3%1.4. -

6 DIAS 10 DIAS
Control 15.3 & 2.4 20.5 + 2.8
T3 23.3 2.9 43.5 + 5.3
Insulina 63.6 * 7.4 122.9 * 12.0
Insulina+T3 85.2 £ 4.9 177.2 * 5.1
Insulina+T.+ 27.2 £ 1.2 172.0 * 4.2

noradrenalina



TABLA 7 Efectos hormonales sobre la actividad especifica, cantidad
de proteina y concentracidén de los mRNAsS de la enzima malica en

cultivos primarios de adipocitos marrones fetales de rata en
condiciones no proliferativas

Los adipocitos marrones se han cultivado en las condiciones descritas
en la tabla 6. Los resultados de actividad enzimatica especifica
(tabla 6) se expresan en nmero de veces con respecto de los
controles. La cantidad de proteina y concentracién de los mRNAs
se han cuantificado mediante el anadlisis densitométrico de las
figuras 16, 17 y 19 expresandose los resultados en nimero de veces
con respecto de los controles,

A (proteina) (MRNA)
Dias de cultivo 6 i0 6 i0 6 i0
Control 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
T3 1.5 2.1 1.5 2.5 1.8 3.7
Insulina 4.2 6.0 3.0 6.3 3.5 6.9
Insulina+T3 5.6 8.6 6.2 10.6 4.6 7.9
Insulina+T3£+ 1.8 8.8 1.1 11.0 4.0 7.6

noradrenalina



Asimismo, otras enzimas lipogénicas como la acido graso sintasa y también el
propio flujo lipogénico se inducen por T, en cultivos primarios de adipocitos
marrones fetales de rata {Lorenzo y col., 1988).

La presencia de insulina (40 nM) durante 6 y 10 dias de cultivo aumentod los
niveies de los mRNAs de la enzima mdlica 3.5 y 7 veces respectivamente en
comparacién con {os controles cuitivados en ausencia de la hormona (figuras 16
y 17, tabla 7). Estos efectos fueron paralelos a los aumentos en la cantidad de
proteina determinados mediante el analisis densitométrico de la figura 19 (tabla 7).
Asimismo, la actividad enzimatica especifica aumentd 4.2 y 6 veces tras 6 y 10
dias de cultivo respectivamente en comparacién con los controles (tablas 6 y 7).
Nuestros resultados revelan que la enzima malica de los adipocitos marrones fetales
en cultivo responde altamente a insulina estando regulada su expresién a nivel
transcripcional tal como se ha descrito en higado de rata (Katsurada y col., 1988).
La presencia prolongada de insulina en el medio de cultivo durante 10 dias produce
la maxima induccién de la enzima malica en comparacién con los cultivos a 6 dias,
lo que parece indicar que a lo largo del tiempo de cuitivo de los adipocitos
marrones fetales aumenta el requerimiento de NADPH necesario para la sintesis
lipidica de estas células.

La presencia conjunta de insulina (40 nM} y T, (10gM) en el medio de cultivo
durante 6 dias producia aumentos de 4.6 veces en los niveles de los mRNAs del
enzima (figura 16, tabla 7}, 6.2 veces en la cantidad de proteina (figura 19, tabla
7) y 5.6 veces en la actividad enzimatica especifica (tablas 6 y 7) en comparacién
con los controles cultivados en ausencia de hormonas. Estos efectos fueron
significativamente mayores que los observados individualmente con insulinay T,
y muestran un efecto aditivo de ambas hormonas a 6 dias de cultivo, momento en
el cual se estd produciendo la maduracién de! sistema a T,. Este efecto aditivo
entre insulina y T3 se observa también tras 10 dias de cultivo en presencia de
ambas hormonas donde se producen los maximos aumentos de 8-10 veces en los
niveles de los mRNAs de la enzima madlica { figura 17, tabla 7), 10.6 veces en la
cantidad de proteina (figura 19, tabla 7) y 8.6 veces en la actividad enzimatica
especifica (tablas 6 y 7). Estos resultados indican que ambas hormonas regulan la

expresion genética de la enzima malica por distintos mecanismos y sugieren la
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existencia de diferentes elementos reguladores en el gen de la enzima malica tal
como se ha descrito recientemente en el higado (Petty y col., 1990).

La presencia de noradrenalina (10uM} en el medio de cultivo conjuntamente con
insulina y T, durante 6 dias no modificé significativamente los niveles de ios
mRNAs de la enzima malica con respecto de los niveles observados en presencia
de insulina y T, (figura 16, tabla 7). Sin embargé , la noradrenalina impidié el
efecto estimulador de insulina y T, sobre la cantidad de proteina y actividad
enzimdtica especifica a 6 dias de cultivo (figura 19, tablas 6 y 7). De esta manera,
se podria decir que el efecto inhibidor de la noradrenalina sobre la induccidon de la
enzima malica en presencia de insulina y T, parece regularse a nivel post-
transcripcional y podria explicarse como consecuencia del aumento de la velocidad
de degradacién de la enzima mdlica descrito por Lorenzo y col. (1989) en
adipocitos marrones fetales en cultivo. Sin embargo, la noradrenalina
conjuntamente con insulinay T, durante 10 dias en el medio de cultivo no modifica
los niveles de los mRNAs de la enzima malica, cantidad de proteina y actividad
enzimatica especifica (figuras 17 y 19, tablas 6 y 7). Estos resultados podn’a-n
indicar una pérdida de la respuesta B-adrenérgica de los adipocitos marrones como
consecuencia de la presencia prolongada de noradrenalina en el medio de cultivo
y concuerdan con la pérdida del efecto del isoproterenol sobre {a estimulacion de
la proteina desacoplante descrita en cultivos primarios de adipocitos marrones

fetales de rata (Porras y col., 1990)

4.2.2 Regulacion hormonal de la expresion genética de la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa en cultivos primarios de adipocitos marrones fetales de rata en

condiciones no proliferativas

El estudio de la regulacién hormonal de la expresiéon genética de la G6PD se ha
realizado en las mismas condiciones experimentales que en el caso de la enzima
mélica. Asimismo, se han estudiado los efectos de la insulina, T, y noradrenalina
sobre los niveles del mMBRNA de la G6PD mediante la técnica de Northern-Blot e
hibridacién con el cDNA tal como se muestra en las figuras 16 y 17, cantidad de

proteina mediante inmunodeteccién con el anticuerpo especifico anti-G6PD tal
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como se muestra en la figura 20 y actividad enzimatica especifica como se muestra
en la tabla 8.

La presencia de T, {10 uM) en el medio de cultivo durante 6 y 10 dias no
modificé los niveles del mRNA de la G6PD, cantidad de proteina y actividad
enzimatica especifica en comparacion con los controles cultivados en ausencia de
la hormona { figuras 16, 17 y 20, tablas 8 y 9) Estos resuitados muestran una
diferencia importante entre la regulacion por T, de la enzima malica y la G6PD de
manera que esta ultima no es un enzima inducible por T, tal como se ha descrito
en cultivos primarios de hepatocitos de rata adulta (Nakamura y col., 1982,
Yoshimoto y col., 1983a).

Cuando los adipocitos marrones eran cultivados en presencia de insulina (40 nM)
en el medio de cultivo durante 6 y 10 dias se observaron aumentos en los niveles
del mRNA de la G6PD de 1.8 v 2.5 veces respectivamente con respecto a los
controles cultivados en ausencia de la hormona (figuras 16 y 17, tabla 9). Estos
resultados indican una regulacion de la expresién genética de la G6PD a nivel
transcripcional. Tanto la cantidad de proteina como la actividad enzimatica
especifica aumentaron 2.2 y 1.6 veces respectivamente tras 6 dias de cultivo con
respecto a los controles (fig 20, tablas 8 y 9} no encontrandose cambios en la
actividad enzimética especifica tras 10 dias de cultivo {tabla 9)}. Sin embargo, la
induccién de la G6PD por insulina es menor que la observada en la enzima mélica
tanto a 6 como a 10 dias de cultivo (figuras 16, 17 y 20, tablas 8 y 9}. De esta
manera se podria decir que la G6PD no parece ser el donador principal de NADPH
en adipocitos marrones, cuyo requerimiento aumenta progresivamente debido a la
lipogénesis inducida por la insulina a lo largo del tiempo de cultivo.

La presencia conjunta de insulina y T, durante 6 dias en el medio de cultiva
aumenta ligeramente tanto los niveles del mMRNA de la G6PD como la cantidad de
proteina en comparacion con los niveles observadas en presencia de insulina sola
(figuras 16, y 20, tabla 9}. Sin embargo, no se observan diferencias en la actividad
enzimatica especifica (tablas 8 y 9). Tras 10 dias de cultivo en presencia de ambas
hormonas la induccion del mRNA de la G6PD es significativamente mayor que la
observada en presencia de insulina sola (figura 17, tabia 9). Como hemos descrito

anteriormente, la T, no parece tener un efecto directo sobre la expresién genética
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FIGURA 20 Andlisis por Western-Blot de la G6PD de adipocitos
marrones fetales cultivados durante 6 dias en condiciones
ne preoliferativas

Las proteinas citosélicas (80 pgg) se han precipitado con &cido
triclorcacético y sometide a electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS, transferido a filtros de nitrocelulosa y sometido
a inmunodeteccién con el anticuerpo anti-G6PD. Las proteinas
procedian de adipocitos marrones fetales cultivados durante 6 dias
en ausencia de hormonas (1), con Ty (10 uM) (2), insulina (40 nM)
(3), insulina+T; (4), insulina + Ty + noradrenalina (10 uM) (5)
y G6PD purificada (250 ng) (6). Se muestra un experimento
representativeo.
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TABLA 8 Efectos hormonales sobre la actividad especifica de la

G6PD en cultivos primarios de adipocitos marrones fetales de rata
en condiciones no proliferativas

Los adipocitos marrones se han cultivado en MEM suplementado con
el 2% de suero fetal bovino en presencia de insulina (40 nM), T,
(10 pM) y noradrenalina (10 uM) como se indica en la tabla. La
actividad enzimatica especifica se ha determinado tras 6 y 10 dias
de cultivo y se expresa en nmoles/min/mg de proteina. Los resultados
obtenidos son las Medias * S.E.M. (n= 8-10). La actividad G6PD
en células recién aisladas era 60.5 * 1.9,

6 DIAS 10 DIAS
Control 52.5 &£ 2.7 61.8 *+ 3.7
Ty 48.0 £ 4.3 71.1 + 1.7
Insulina 82.0 * 5.6 94.8 * 3.2
Insulina+T; 83.8 + 7.1 118.0 * 7.5
Insulina+T,+ 84.1 = 9.7 120.0 * 9.4

noradrenalina



TABLA 9 Efectos hormonales sobre la actividad enzimdtica, cantidad
de proteina y concentracién del mRNA de la G6PD en cultivos primarios
de adipocitos marrones fetales de rata en condiciones no
proliferativas

Los adipocitos marrones se han cultivado en las condiciones descritas
en la tabla 6. Los resultados de actividad enzimatica especifica
(tabla 8) se expresan en numero de veces con respecto de los
controles. La cantidad de proteina y concentracidén de mRNA se ha
cuantificado mediante andlisis densitométrico de las figuras 16,
17 y 20 expresandose los resultados en nimero de veces con respecto
de los controles.

A (proteina) (mRNA)
Dias de cultivo 6 10 6 10 6 10
Control 1.0 1.0 1.0 - 1.0 1.0
T3 0.9 1.1 0.7 -——= .8 0.8
Insulina 1.6 1.5 2.2 -—- i.8 2.5
Insulina+T, 1.6 1.9 2.9 - 2.2 3.5
Insulina+T,+ 1.6 1.9 3.0 - 2.3 3.4
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de la G6PD , con lo cual, estos resultados podrian explicarse como resultado de la
estabilizacion por T, de los niveles del mensajero inducidos por la insulina. Ademas
hemos observado la aparicién de un segundo mensajero de 3 Kb para la G6PD tras
10 dias de cultivo (figura 17, panel 2}, probablemente una forma precursora del
mensajero, con lo que se refuerza el papel estabilizador de la T, sdbre la expresion
de la G6PD inducida en presencia de insulina.

La noradrenalina (10 M) presente en el medio de cultivo conjuntamente con
insulina y T, no modificé los niveles del mRNA de la G6PD, cantidad de proteina
y actividad enzimatica especifica en comparacion con las células cultivadas con
insulina y T, tanto a 6 como a 10 dias de cultivo (figuras 16, 17 y 20, tablas 8 y
9). Estos resultados contrastan con los descritos anteriormente para la enzima
malica pero concuerdan con los descritos para la G6PD en cultivos primarios de
hepatocitos de rata adulta donde la noradrenalina y el isoproterencl no modifican
la induccidn de la G6PD por insulina (Nakamura y col., 1982).

En resumen, nuestros resultados muestran una diferente regulacién hormonal de
la expresion genética de la enzima malica y la G6PD a 6 y 10 dias de cultivo de
adipocitos marrones fetales de rata en condiciones no proliferativas. La presencia
prolongada de T, en el medio de cultivo induce la expresién genética de la enzima
malica a nivel transcripcional lo que parece indicar la presencia de elementos
reguladores de respuesta a T, en el gen de la enzima madlica tal como se ha descrito
recientemente en el higado {Petty y col., 1990} . Sin embargo, la G6PD del tejido
adiposo marrén no es un enzima inducible por T, al igual que se ha descrito en el
higado (Nakamura y col., 1982, Yoshimoto y col., 1983a). La insulina aumenta la
expresion genética de ambas enzimas a 6 y 10 dias de cuitivo a nivel
transcripcional. La induccion es maxima sobre la enzima malica tras 10 dias de
cultivo. Sin embargo, el efecto inductivo de esta hormona sobre la G6PD es menor
que sobre la enzima mélica, no observandose diferencias entre la inducciéna 6 y
10 dias de cultivo. Esto parece indicar que es la enzima madlica la principal enzima
generadora de NADPH para la sintesis lipidica inducida por la continua presencia
de insulina en el medio de cultivo, estando la G6PD implicada en otras funciones
como el aporte de ribosas b’fosfato para la sintesis de acidos nucleicos vy

supervivencia celular. Asimismo, el efecto aditivo de insulina y T, sobre la
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induccidn de la expresion genética de la enzima malica indica la existencia de
distintos elementos reguladores de respuesta hormonal en el gen de esta enzima.
En las maximas condiciones de induccion, tras 10 dias de cultivo, aparece una
segunda isoforma del mensajero de ia G6PD de mayor tamano 1o que refuerza el
papel estabilizador de la T, sobre la expresion genética del enzima. La noradrenalina
revierte el efecto estimulador de la insulina y T, tanto sobre la actividad enzima
malica como sobre la cantidad de proteina , no modificando los niveles del
mensajero de esta enzima tras 6 dfas de cultivo. Estos resultados indican un efecto
de la noradrenalina a nivel postraduccional, acelerando la degradacién de la
proteina enzima malica (Lorenzo y col., 1989) Sin embargo, tras 10 dias de cuitivo
la enzima mdlica pierde su respuesta adrenérgica en cultivo primario de adipocitos
marrones fetales de rata. Finalmente, la expresién de {a enzima G6PD no esta

regulada por la presencia de noradrenalina en el medio de cultivo.
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V-CONCLUSIONES



1- Los adipocitos marrones fetales en cultivo constituyen un sistema adecuado
para la realizacidén de estudios de proliferacion celular. Tanto la sintesis de DNA,
como el nimero de células y contenido en DNA, RNA y proteinas se inducen en
presencia del 10% de suero fetal bovino, IGF-! y de la combihacién de EGF,

bombesina y vasopresina en comparacién con las células controles quiescentes.

2- El IGF-I ha resultado ser el principal factor de crecimiento individual en nuestro
sistema celular, ya que el EGF requiere ia presencia de los péptidos vasopresinay

bombesina para ejercer el maximo efecto mitogénico. -

3- Tanto el IGF-I, como el 10% de suero fetal y la combinacidén de EGF, bombesina
y vasopresinainducen la actividad especifica, cantidad de proteina y concentracién
de mRNA de la G6PD, por lo que esta enzima tiene un papel como marcador de la

proliferacion en nuestro sistema celular.

4- Los agentes que elevan los niveles de cAMP intracelulares han resuitado ser en
nuestro sistema inhibidores de la proliferacién celular, ya que la presencia de
forscolina revierte el efecto estimulador de la combinacién de EGF, bombesina y
vasopresina sobre la sintesis de DNA, RNA y proteinas, asi como sobre la induccion

de la G6PD.

- Nuestros resultados demuestran una diferente regulacién hormonal de la
expresién genética de la enzima malica y de la G6PD a los 6 y 10 dias de cultivo

de los adipocitos marrones fetales de rata en condiciones no proliferativas. La
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presencia prolongada de T, en el medio de cultivo induce la expresion genética de
la enzima malica a nivel transcripcional, 1o que parece indicar la presencia de
elementos reguladores de respuesta a T, en el gen de la enzima malica. Sin

embargo, ia G6PD del tejido adiposo marrdn no es un enzima inducible por T,.

6- La insulina aumenta la expresidon genética de la enzima madlica y de la G6PD a
los 6 y 10 dias de cultivo, a nivel transcripcional. La induccidn de la enzima malica
es maxima tras 10 dias de cultivo, lo que sugiere que este enzima contribuye
fundamentalmente a la sintesis lipidica creciente en los cultivos primarios de

adipocitos marrones fetales de rata.

7- Lainsulina y T, ejercen un efecto aditivo sobre la expresion genética de la enzima
malica a 6 y 10 dias de cultivo, lo que sugiere la existencia de distintos elementos
reguladores de respuesta hormonal en el gen de esta enzima. La presencia de T,
produce una estabilizacion de los niveles del mRNA de la G6PD inducidos en
presencia de insulina, observandose la aparicion de una isoforma precursora del

mensajero de este enzima tras 10 dias de cultivo.

8- La noradrenalina revierte el efecto estimulador de la insulina y T, sobre la actividad
enzima malica y cantidad de proteina, no modificando los niveles de los mRNAs tras
6 dias de cultivo. A los 10 dias de cultivo la enzima malica pierde su respuesta
adrenérgica. Sin embargo, la expresidén genética de la GBPD no esta regulada por la

presencia de noradrenalina en el medic de cuitivo.
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CONCLUSION FINAL

Las células primarias fetales de mamiferos han demostrado ser un buen modelo
experimental tanto para estudios de proliferacién, como de diferenciacién celular.
Nuestros resultados han dejado bién establecido que los adipocitos marrones fetales
de rata presentan esta dualidad de funciones, habiendo sido inducidos a un programa
de proliferacién e igualmente, previa su quiescencia, reinducidos a un programa de
diferenciacién que conduce a la amplificacion de su perfil de expresidn génica en

relacion con la sintesis lipidica.
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FE DE ERRATAS

En fa pagna de los objetivos de la Tesis Doctoral, linea 9, donde dice "el
efecto de las hormonas”, debe decir "el efecto que las hormonas’.

pagina 15, lineas 22-23, donde dice "molécula en este procesc”, debe decir

"molécuia mediadora de este procesc’.
Pagina 18, linea 32, donde dice “axpuesta” debe decir "expuestas’.

Pagina 30, linea 11, donde dice “Lorenzo y coh (1982)", debe decir "Benito y
col.{1982})".

Pagina 4t, linea 24, donde dice " -globulina", debe decir ” Yﬁglobu[ina“.

P4gina 44, linea 28, donde dice "1-1.5 10! células por placa de cultivo”, debe

decir "2 x10° células por piaca de cultivo”.

pagina 83, linea 3, dande dice "15 g de DNA", debe decir "15ug de DNA".
Figura 12, donde dice "quiescrentes”, debe decir "guiescentes”,

Figuras 14 y 15, donde dice “forskolina”, debe decir "forscolina’.

Tabla 3, donde dice "PDGF (5 U/ml/2)", debe decir "PDGF (5 U,ak/Z/m!)".

Pigina 99, iineas 4-5, el titulo correcto es " Hormonal regulation of rat foetal
lipogenesis in brown adipocyte primary cultures”.

Paginas 95, 102 y 103 donde dice " uncapling”, debe decir "uncoupiing”, en
la pagina 95, donde dice “precocius”, debe decir "precocicus” ¥ en ia pagina
94, donde dice "enzime”, debe decir "anzyme’.
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