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1. 1. Resumen en espaiiol

El término factor transformante del crecimiento B (TGF-B) se refiere a una familia de
polipéptidos multifuncionales que controlan la proliferacion y la diferenciacion celular,
entre otras funciones. Existen 3 isoformas de TGF-B que ejercen sus acciones a través
de tres receptores de alta afinidad localizados en la superficie celular llamados tipo |
(TBRYI), tipo Il (TRRII) y tipo 1l (TRRIII), conocido este ultimo también como betaglicano. El
betaglicano es un proteoglicano de sulfatos de heparano y de condroitina que no posee
actividad catalitica —a diferencia de TBRIl y TBRI- y que une las 3 isoformas de TGF-j,
modulando ya sea positiva o negativamente la interaccién de estos ligandos con TBRII.
Estas funciones del betaglicano contrarias entre si pueden estar en funciéon de su nivel de
glicanacién, de su cantidad relativa con respecto a los receptores sefalizadores y de su
ubicacién extra o pericelular. En la presente tesis se reporta que la expresion del
proteoglicano del betaglicano aumenta considerablemente durante la diferenciacion de
mioblastos C,C;, en miotubos, un modelo in vitro de la formacién de misculo esquelético.
La elevacion de la expresion del proteoglicano del betaglicano en los miotubos se
correlaciona con una elevacion de su ARNm. Con tal de determinar si la subida en la
cantidad del ARNm tiene su origen —al menos en parte— en una mayor transcripcion del
gen del betaglicano, clonamos y secuenciamos la regién promotora del gen y observamos
que en los miotubos la actividad del promotor aumenta aproximadamente un orden de
magnitud con respecto a la que tiene en los mioblastos. Notablemente, observamos que
el comportamiento de un gen reportero fusionado con la regién promotora mimetiza
grosso modo el del ARNm, lo cual sugiere que el segmento que clonamos posee
informacién necesaria para recapitular la actividad del promotor endégeno al menos en
las lineas celulares en que fue probado. Asimismo, observamos que en los mioblastos, la
region promotora es regulable positivamente por acido retinoico, un inductor de la
miogénesis, y negativamente por TGF-B, un inhibidor de la miogénesis, pero no por bFGF,
otro inhibidor de la miogénesis. Encontramos también que MyoD, un factor de
transcripcion miogénico maestro, capaz de transdiferenciar fibroblastos en mioblastos,
incrementa 3 veces la actividad del promotor. El analisis estructural del promotor revela
sitios potenciales de regulacién por transactivadores importantes durante el desarrollo
muscular como MyoD, MEF2, GATA4, NF-ATc y Smad3 y 4. También encontramos que
en los miotubos, una parte de la masiva poblacion de las moléculas de betaglicano se
transloca a la matriz extracelular, donde podria secuestrar a factores de crecimiento como
TGF-B y/o bFGF. Mioblastos transducidos con un adenovirus que expresa al betaglicano
silvestre muestran una mayor sensibilidad al TGF-B, lo cual sugiere que en los mioblastos
el betaglicano potencia la unién del TGF- a sus receptores sefalizadores y también
sugiere que lo hace durante la conversién de estas células en miotubos.



1. Il. Resumen en inqlés

The term type B transforming growth factor (TGF-B) refers to a family of
multifunctional polypeptides that control cell proliferation and differentiation, among other
cell functions. There are three TGF-B isoforms that exert their effects through three high
affinity cell surface receptors, types | (TBRI), Il (TBRII), and Il (TBRIII); TRRIll is also called
betaglycan. Betaglycan is a heparan- and chondroitin-sulphate proteoglycan that has no
known signaling motifs, in contrast to TBRIl and TBRI. TPRRII is believed to be a co-
receptor that either enhances or restrains TGF-B signaling through modulation of the
contact between TBRII and TGF-B. Three aspects of betaglycan could be responsible for
its dual function: i) its degree of glycosylation, ii) its ratio with regard to the signaling
receptors, and iii) its extra- or pericellular localization.

In this thesis, we report that expression of betaglycan increases considerably
during differentiation of C,C,, myoblasts into myotubes, a model of skeletal muscle
formation in vitro. Augmented expression of betaglycan in myotubes is correlated with
elevated levels of its MRNA. To determine whether the rise in the betaglycan mRNA is the
consequence of transcriptional upregulation, we cloned the promoter region of the murine
betaglycan gene and fused it to the luciferase gene to create a reporter. Using this
construct, we demonstrated that the activity of the cloned promoter is about one order of
magnitude higher in myotubes than in myoblasts. Furthermore, we observed that the
behavior of the reporter-fusion mimics approximately that of the actual betaglycan mRNA,
suggesting that the stretch of promoter we cloned possesses necessary information to
carry out the function of the endogenous gene promoter, at least in the cell lines we tested
(LGEQ, Rat-1 and C2C12).

In addition, we observed that in myoblasts, the cloned promoter is regulated
positively by retinoic acid, an inducer of myogenesis, and negatively by TGF-B, an inhibitor
of myogenesis. It is noteworthy that bFGF, another inhibitor of myogenesis, has no effect
on the activity of this promoter. We also found that MyoD, a master myogenic transcription
factor capable of trans-differentiating fibroblasts into myoblasts, increased by 3-fold the
activity of the betaglycan promoter. Structural analysis of the promoter region revealed
several potential DNA targets of trans-acting factors that are important during muscle
development such as MyoD, MEF2, GATA4, NF-ATc, and Smads 3 & 4.

Moreover, we observed that during myogenesis, some betaglycan molecules
become translocated into the extracellular matrix, where they could function as a reservoir
of growth factors such as TGF-B and/or bFGF. This in turn, if true, could provide an
additional step for fine-tuning the signaling capability of one or both ligands.

Finally, we demonstrate that myoblasts transduced with an adenovirus-encoding
betaglycan have an increased sensitivity to TGF-B, suggesting that betaglycan functions
as an enhancer of TGF-p binding to its signaling receptors in proliferating myoblasts. This
finding also suggests that betaglycan has the same function when these cells undergo
differentiation.



2. Abreviaturas

5-NT
3-NT
[Ca™;
a.a.
ActR-IB
ADAM
ADN
ADNc
Adv-BG
aFGF
ANF
Ants
APC
AraC
ARN
BAC
BACgs
BACps
BAMBI
bFGF
BG
bHLH
Blow
BMPR-I
BMPs
Brn-2
BSA
c-Ski
C/EBP
CaMKlI
Cak
CBP
CD
Cdk

Ci

CIP
CK
Ccwuvv
CPBP
CREB
CtBP
CTGF
DEPC
Dhh
DMEM
DMSO
dNTPs
DPC4
DSS

region 5’ no traducida de un ARNm

region 3’ no traducida de un ARNm

concentracién intracelular de calcio

aminoacidos

receptor IB de activina

a disintegrin and metalloprotease

acido desoxirribonucleico

ADN complementario

adenovirus que expresa al betaglicano silvestre de rata
acidic FGF

factor natriurético auricular

antisocial

anaphase promoting complex o ciclosoma
B-D-arabino-furanésido de citosina

acido ribonucleico

bactenal artificial chromosome

BACs que contienen al gen del betaglicano sin incluir al promotor
BACs que contienen al promotor y parte del gen del betaglicano
BMP, activin, and TGF-f membrane-bound inhibitor
basic FGF

betaglicano o receptor tipo Il del TGF-B

dominio basico seguido de uno hélice-asa-hélice
blown fuse

receptor | de BMPs

proteinas morfogenéticas dseas

brain-2

albumina de suero bovino

cellular transforming protein of the Sloan Kettering Institute virus
CCAAT/enhancer-binding protein
calcium/calmodulin-dependent protein kinase 11

cdk activating-kinase complex

CREB-binding protein

clusters of differentiation

cyclin-dependent kinase

curie

calf intestinal phosphatase

cinasa de creatina

citomegalovirus

core promoter-binding protein 6 ZF9

CAMP-responsive element binding protein

C-terminal binding protein

connective tissue growth factor

dietilpirocarbonato

desert hedgehog

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

dimetilsulféxido

desoxinucleétidos: dATP, dCTP, dGTP y dTTP
deleted in pancreatic carcinoma 4, también conocido como Smad4
suberato de disuccinimidilo



Duf
EDTA
EEP
ELF
e.q.
ESTs
etal.
FCM
FGF
FGFR
FKBP12
FKHR
Freac-1
Freac-2
FSH
GAGs
GFl-1
HAT
HBSS
HDAC
HGF/SF
HLH

Id

ie.

IgG

fhh
[FN-y
P
IPTG
JNK

kb

Kb

A

LAP

LB
Lef1/Tcf
LTBP
Lux
MAPK
Mbc
MEF2s
MEKKA1
MH
MIP-1a
Miz-1
MMP
MOPS
MRFs
MZF1
N-CAM
N-CoR

dumbfounded

acido etilendiaminotetraacético

extracto de embrién de pollo

embryonic liver fodrin

exempli gratia

expressed sequence tags

et alii

mioblasto competente para la fusion
fibroblast growth factor

fibroblast growth factor receptor

proteina de 12 kDa que bloquea la actividad basal de TBRI
forkhead in human rhabdomyosarcoma
forkhead-related activator 1, también conocido como HFH-8
forkhead-related activator 2, también conocido como LUN 6 FoxF2
follicle-stimulating hormone
glicosaminoglicanos

growth factor independence-1

histone acetyltransferase

sales balanceadas de Hanks

histone deacetylase

hepatocyte growth factor / scatter factor
dominio hélice-asa-hélice

inhibitor of differentiation

id est

inmunoglobulina de isotipo G

indian hedgehog

interferén y

inmunoprecipitacion
isopropil-B-D-tiogalactopiranésido

c-jun N-terminal kinase

kilobases

constante de disociacion

longitud de onda en algunos casos, nombre de un bacteriéfago en otros
latency-associated polypeptide

medio Luria Bertani

lymphoid enhancer-binding factor 1/ T cell-specific factor
latent TGF-p binding protein

luciferasa

mitogen-activated protein kinase

myoblast city

myocyte-specific enhancer-binding factors 2
MAPK/ERK kinase kinase 1

mad-homology region

proteina 1a inflamatoria de macréfagos
myc-interacting zinc-finger protein 1

matrix metalloproteinase

acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico
muscle regulatory factors

myeloid zinc finger 1

neural cell-adhesion molecule

nuclear receptor co-repressor



NFE-AT
nt
PAI-1
pb
PBS
pCAF
PKC
PLB
PP
pm
SARA
SBE
SC
SDS
SFB
Shh
Smad
Smurf
SNPs
Sns
Sp1
SRE
SRF
STAT
TAB1
TAK1
TBRI
TBRII
TBRRIII
B
TGF-B
Tm
TNF-a
TRIP-1
Tris
V-CAM
v.g.

VS.

WB
Wt
WT-1
X-Gal
Z0-1

nuclear factor of activated T-cells
nucleétidos

plasminogen-activator inhibitor 1

pares de bases

phosphate-buffered saline
p300/CBP-associated factor

proteina cinasa C

passive lysis buffer

fosfatasa

revoluciones por minuto

smad anchor for receptor activation
smad-binding element

suero de caballo

dodecil sulfato de sodio

suero de feto bovino

sonic hedgehog

de sma + mad, factor transcripcional de la via del TGF-p/activina/BMPs
smad ubiquitination-regulatory factors
single nucleotide polimorphisms

sticks and stones

stimulating protein 1, factor transcripcional general
elemento de respuesta a suero

factor de respuesta a suero

signal transducers and activators of transcription
TAK-binding protein 1

TGF-p-activated kinase 1

receptor tipo | del TGF-p

receptor tipo |l del TGF-p

receptor tipo |l del TGF-B o betaglicano
terrific broth

factor transformante del crecimiento p
temperatura de fusion

factor de necrosis tumoral a

TGF-p receptor interacting protein-1
tris(hidroximetilyaminometano

vascular cell-adhesion molecule

verbi gratia

versus

western blot

wingless / integration region

Wilms’ tumors
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido
zona occludens 1



3. Antecedentes
3.1. COMUNICACION INTERCELULAR

Las células se comunican entre si a través de sefiales que liberan o que exhiben en su
superficie. Tanto las células eucariéticas como las procariéticas poseen sistemas para
dar sefales a las demas células en su entorno, ademas de contar con sistemas para
recibirlos; las sefales emitidas son indicaciones de la mas variada indole: detener la
division de una célula, contraerla en caso de que sea de tipo muscular, detonar su
diferenciacion para modificar sus propiedades funcionales, hacerla secretar sustancias
como en el caso de una neurona, etc., que en un contexto global, conducen a que el
organismo mantenga su homeostasis, se desarrolle, se reproduzca, escape de
situaciones que atentan contra su supervivencia o bienestar, etc.

En el caso de las bacterias, se conoce un mecanismo por el cual bacterias de diversas
especies se asocian entre si para formar “biopeliculas”, capsulas que se pueden formar
en prétesis artificiales dentro del cuerpo humano para evitar ser atacadas por el sistema
inmune. Para formar este tipo de agrupaciones, las bacterias liberan sefiales que por
ejemplo, inducen la diferenciacién de las células que se quedaron en la capa mas externa
de la biopelicula para convertirlas en una especie de escudo protector.

Las células de los organismos superiores también se comunican entre si: lo hacen por
medio de moléculas de sefializacién entre las que se incluyen: proteinas, péptidos
pequefos, aminoacidos, nucleétidos, esteroides, retinoides, derivados de acidos grasos e
incluso gases disueltos como éxico nitrico, etileno (en el caso de las plantas) y monoéxido
de carbono. Como ejemplos tenemos:

Proteinas: Factor transformante del crecimiento B (TGF-B), Hedgehogs
(Shh, Thh, Dhh), Wnts
Péptidos pequenios: Angiotensina Il

Derivados de aminoacidos: Glutamato, serotonina, acetilcolina, dopamina, adrenalina
Nucledsidos: Adenosina

Esteroides: Testosterona, progesterona, cortisol, estradiol
Retinoides: Acido retinoico

Derivados de acidos

grasos: Prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos

Las moléculas de sefializacion pueden ser secretadas mediante exocitosis; liberadas y
dispersadas mediante difusion; o simplemente estar embebidas en la membrana celular y
afectar sélo a las células vecinas que tienen contacto con estas moléculas. A la célula
que emite la sefal se le conoce como célula sefializadora. La célula blanco (o célula
diana), que es la que captura a la molécula sefializadora, lo hace por medio de una
proteina especifica llamada receptor, el cual, acto seguido, inicia una serie de eventos
adentro de la célula que conducen a que ésta dé una respuesta. En la mayoria de los
casos, los receptores son proteinas transmembranales situadas en la superficie de la
célula blanco; cuando unen la molécula sefalizadora (el ligando) se activan y generan
cascadas de sefializacion intracelular. No obstante, en algunos casos los receptores
estan dentro de la célula blanco y por ende el ligando debe pasar a través de la
membrana celular para activarlos. El receptor y su ligando pueden establecer contacto
gracias a que sus respectivas formas se acoplan entre si; las fuerzas que hacen posibles



las interacciones entre sus respectivas superficies son no covalentes y pueden incluir:
fuerzas electrostaticas, puentes de hidréogeno, fuerzas hidrofébicas y fuerzas de van der
Waals; la afinidad de la unién del receptor con su ligando es un reflejo de la fuerza con
que se acoplan. La actividad, por su parte, se define como la capacidad de la sefial para
producir un efecto determinado. El efecto que una sefal ejerce en una célula blanco
depende del tipo de receptores que para esa sefial posea y de la maquinaria intracelular a
la que se acoplen dichos receptores, de modo que células blanco diferentes entre si
pueden responder de manera diferente ante una misma sefial. Por ejemplo, el
neurotransmisor acetilcolina induce la contraccion de musculo esquelético, pero
disminuye la tasa y fuerza de contraccion de musculo cardiaco. Esto se debe a que
ambos tipos de musculo poseen receptores de acetilcolina diferentes. Mas aun, aunque
células secretoras poseen el mismo receptor de acetilcolina que las células musculares
cardiacas, en ellas el neurotransmisor no induce relajacion sino secrecion, lo cual refleja
diferencias en la maquinaria interna a la que estan acoplados dichos receptores.
Comunmente, la sefial, luego de unirse a su receptor, hace que éste se active y realice
sus funciones, como ya se menciond, en cuyo caso se conoce a la sefial como agonista
(de la palabra griega agonistes, que significa campeén, guerrero). Sin embargo, hay
veces en que el ligando se pega al receptor pero no permite que éste se active, y por
ende, que produzca efectos; es decir, posee afinidad por el receptor pero carece de
actividad, en cuyo caso se llama a la sefal, antagonista. ;Por qué el uno si y el otro no?
La diferencia estriba en que el uno induce un cambio tal en la estructura tridimensional del
receptor, que lo activa, mientras que el otro, no.

El comportamiento de las células en el interior de un organismo animal es regulado por lo
general de manera altamente especifica por un repertorio inmenso de conjuntos de
sefiales —heterogéneas entre si—- que surgen de la combinacion de sefiales homogéneas
—de una variedad comparativamente menor. Los diferentes tipos celulares adentro de un
organismo animal requieren de diferentes sefiales para sobrevivir y por lo tanto estan
restringidos a ambientes particulares dentro del cuerpo. En los animales operan
cominmente seis sistemas para ejecutar y coordinar dentro del organismo la
comunicacioén intercelular, los cuales se se ilustran en la Figura A1 y se describen
someramente a continuacion:

1. Senalizacién paracrina

Se presenta cuando una célula secreta o libera al medio extracelular sefiales que
captan las células vecinas a la célula emisora. A manera de analogia, es como la
sefal radiofonica de una emisora local, que se logra captar bien hasta cierta distancia
de ésta. Como ejemplo, tenemos un evento que ocurre durante la formacién del ojo
de Drosophila. El ojo de esta mosquita surge a partir del disco imagal ocular,
compuesto por una capa epitelial monoestratificada. Como no hay células
inmediatamente arriba o debajo de esta capa, las interacciones quedan restringidas a
las células vecinas en dos dimensiones. La region posterior del disco imagal ocular es
la primera en experimentar los efectos de una ola de sefales secretadas conocida
como surco morfogenético que induce los primeros eventos que llevan a la formacién
de los omatidios, érganos fotorreceptores del ojo compuesto de este insecto (figura
A1). Las células localizadas justo detras del surco secretan la proteina Hedgehog
(Hh), la cual se difunde a las células indiferenciadas localizadas en el surco y en ellas
induce la expresién y secrecion de la proteina Decapentaplegic (Dpp); ésta se difunde
anteriormente abarcando unas cuantas hileras celulares y se une a receptores
especificos en las células virgenes. La sefial Dpp induce la morfogénesis y
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diferenciacién de los omatidios, pero también, la produccién y secrecién de Hh. Dado
que Hh induce a Dpp y éste a su vez a Hh, la ola de sefalizacién se autoinduce y se
propaga anteriormente en el disco, dejando una estela de diferenciacién a su paso.

Sefalizacion sinaptica

Existen dos modalidades de sefalizacién sinaptica: la quimica y la eléctrica. La
quimica ocurre cuando una neurona envia un impulso eléctrico —conocido como
potencial de accién— a lo largo de su axén (un proceso largo), que al liegar al extremo
de éste, la terminal nerviosa, produce la descarga de neurotransmisores (e.g.,
serotonina, glutamato, acetilcolina) al soma o a las dendritas de las células blanco
(e.g., otras neuronas, células musculares esqueléticas). Las terminales nerviosas
contactan a su célula blanco en uniones celulares especializadas denominadas
sinapsis quimicas, que poseen un disefio que asegura una llegada rapida y especifica
del neurotransmisor a la célula blanco. A la transmisién sinaptica quimica también se
le conoce como neurotransmision. El sentido en el que viaja el neurotransmisor es
unidireccional, siendo soélo de la célula presinaptica (la neurona) a la postsinaptica (la
célula blanco). Sin embargo, la célula postsinaptica puede en algunos casos, una vez
que se descargd sobre si el neurotransmisor y a manera de reaccion, sefalizar a la
presinaptica con éxido nitrico, al que se conoce entonces como mensajero retroégrado.
La sefalizacion sinaptica quimica suele ser de largo alcance, dado que las neuronas
extienden sus axones hasta células blanco lejanas. En el caso de la sefalizacion
sinaptica eléctrica, las sefales (e.g., Ca**, AMP ciclico) pasan de una célula a otra a
través de gap junctions (estructuras especializadas a modo de taneles que
intercomunican citoplasma) y a diferencia de la quimica, estas sefiales pueden viajar
en cualquier direccion.

Senalizacion endocrina

Se lleva a cabo cuando hormonas (e.g., insulina, adrenalina) liberadas por glandulas
incretoras o de secrecion interna (e.g., hipdfisis, glandula pineal, glandulas
suprarrenales, glandulas genitales: testiculos y ovarios) viajan por el torrente
circulatorio para luego establecer contacto con sus células blanco a través de
receptores y asi transmitirles una sefial. Las sefalizaciones paracrina y endocrina, a
diferencia de la sinaptica, son relativamente mas lentas y ademas las células sobre las
que inciden sus mensajeros son varias y no una sola. Considerando que la
interaccion entre los sistemas endocrino y nervioso es muy cercana, ambos sistemas
se pueden considerar como el sistema neuroendocrino.

Sefializacién autocrina

Se da cuando los mensajes que salen de una célula tienen como destino la misma
célula que los emand, o bien, células idénticas a ella, ya que éstas poseen los
receptores adecuados para retenerlos. Como ejemplo tenemos que durante la
embriogénesis, una vez que un grupo de células idénticas empieza a atravesar por
una etapa de diferenciacion, puede secretar sefiales que actuan sobre el mismo grupo
para promover el proceso de diferenciaciéon, de modo que una célula que emite una
sefal es capaz de recibirla pero también son capaces de recibirla las demas células
del grupo. A manera de analogia, es como un equipo de futbolistas que se alientan
echandose porras a si mismos: cualquiera que lance la porra se alienta a si mismo,
pero también lo hacen los demas jugadores que la escuchen.



5. Senfalizacion yuxtacrina
Acontece cuando dos células establecen comunicacién entre si mediante el contacto
fisico directo de ambas células. Receptores integrales de membrana (ie.,
transmembranales o vinculados a ella a través de enlaces como el de glicosil-
fosfatidilinositol) en una célula se unen a ligandos también integrales de membrana de
la otra célula, de manera que quedan pegadas en una region, en la cual los planos de
las superficies celulares de ambas células quedan paralelos.

6. Senalizacién por neurosecrecion
Conocida también como secrecion neuroendocrina, sucede cuando neuronas vierten
sus hormonas al torrente circulatorio para luego incidir en células blanco. Como
ejemplos de hormonas neurosecretadas tenemos a la oxitocina, importante durante el
proceso de parto, y a la hormona antidiurética.

Cabe mencionar que una sola molécula de sefializacién puede participar en dos 0 méas de
las sefalizaciones mencionadas; pero también, una sola célula puede estar sujeta a mas
de uno de estos tipos de sefializacion.

Principales sistemas de sefializacion intercelular en vertebrados

Las respuestas ante las sefales extracelulares en general estan determinadas por la
naturaleza de la célula diana asi como por la naturaleza de la molécula sefalizadora. Aun
cuando diferentes tipos de células tengan un receptor idéntico, el conjunto de efectores
intracelulares, lldmense proteinas y genes regulados por él, es diferente. Esto se debe a
que cada tipo de célula posee un conjunto Unico de proteinas que determina la respuesta
que emerge ante la llegada de la sefial; cabe hacer notar que para activar la transcripcion
de un gen eucariote no es suficiente la unién de un solo factor transcripcional (e.g., un
receptor intracelular) al promotor del gen, sino que se necesita que cooperen mas factores
transcripcionales para lograr activarlo, algunos de los cuales son especificos de ciertos
tipos celulares. Asi, por ejemplo, un receptor intracelular —una vez activado por la unién
de su ligando— regulara la transcripcién de genes solo en los tipos celulares que lo
expresen, pero el conjunto de genes regulados sera un reflejo de las colaboraciones que
haya establecido el receptor intracelular con los demds factores transcripcionales que
cada tipo celular exprese.

Los receptores se pueden clasificar con base en su localizacién celular en receptores de
la superficie celular y en receptores intracelulares. Los receptores de la superficie celular
que transmiten sefiales al interior de la célula lo hacen fungiendo como canales i6nicos o
como enzimas; o bien, vinculdndose a proteinas G 6 a enzimas. Se dice que estos
receptores actuan como transductores, es decir, capturan extracelularmente un tipo de
sefal (el ligando), que les da la indicacién de transmitir intracelularmente otro tipo de
senal(es). Los receptores que funcionan como canales iénicos estan involucrados en la
sefalizacion sinaptica eléctrica, se abren o se cierran momentaneamente ante la llegada
de su ligando, un neurotransmisor, con lo cual modifican la permeabilidad i6nica de la
membrana plasmatica y, por lo tanto, la excitabilidad de la célula postsinaptica. Los
receptores con actividad de canal iénico pertenecen a una familia de proteinas homélogas
transmembranales que atraviesan varias veces la membrana.

Los receptores que actian como enzimas son en su mayoria proteinas que atraviesan
una sola vez la membrana celular, unen al ligando afuera de la célula y catalizan
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reacciones adentro. Constituyen un grupo muy heterogéneo donde la mayoria de sus
integrantes son cinasas. Estas cinasas pueden ser de serinas y treoninas, o de tirosinas.

Los receptores que se vinculan a proteinas G regulan indirectamente la actividad de otras
proteinas integrales de membrana, como enzimas o canales i6nicos. Lo hacen a través
de mediadores llamados proteinas reguladoras triméricas que unen GTP (proteinas G).
Si son enzimas las que resultan reguladas, cambia la concentracién de mediadores
intracelulares como AMP ciclico 6 inositol trifosfato (IP3) y Ca®, mientras que sin son
canales idnicos se altera la permeabilidad i6nica de la membrana celular. Los mediadores
intracelulares a su vez promueven o restringen la actividad de otras proteinas en la célula.
Todos los receptores vinculados a proteinas G pertenecen a una superfamilia de
proteinas homédlogas que atraviesan 7 veces la membrana celular.

Existe otra variedad de receptores, los que se vinculan a enzimas pero que no lo son per
se. Como ejemplo tenemos al receptor de la hormona del crecimiento, que posee
asociada una cinasa de tirosina que propaga la sefial al interior de la célula.

Las sefiales que son captadas en la superficie celular por receptores con actividad
enzimatica o por aquéllos vinculados a proteinas G cominmente llegan hasta el nicleo
donde alteran la expresién de genes especificos. Para que estas sefiales puedan llegar al
nlcleo, existen sistemas de relevo conformados por proteinas intracelulares. La mayoria
de estas proteinas son fosforiladas por proteinas cinasas o forzadas a unir GTP ante la
llegada de la sefial. En ambos casos, las proteinas de relevo adquieren uno o mas
grupos fosfato cuando llega la sefial, y los pierden cuando se va. Estas proteinas
fosforiladas, a su vez, causan la fosforilacion de otras proteinas, de modo que se crea una
cascada de fosforilaciones cuyo destino final es el nicleo. Como la emergencia de
conductas celulares complejas —como sobrevivencia, proliferacién o diferenciacion—
depende de un conjunto de multiples sefiales como se mencioné anteriormente, las
células cuentan con mecanismos que les permiten integrarlas para luego dar una
respuesta global altamente ajustada que result6 de la integracion de las sefiales.

Los receptores intracelulares pertenecen a la superfamilia del mismo nombre, dado que
estan estructuralmente relacionados entre si. Se localizan en el citosol —el espacio del
citoplasma sin contar a los organelos delimitados por membrana— o en el nlcleo; una vez
activados por su ligando, regulan directamente la transcripcién de genes especificos en
forma de hetero u homodimeros. Los ligandos de los receptores intracelulares resultan
ser hidrofébicos y pequefios, y dado que son practicamente insolubles en medios
acuosos, deben ser transportados en el torrente sanguineo y en otros fluidos
extracelulares unidos a proteinas acarreadoras, de las que se disocian antes de entrar a
la célula blanco.

En la Figura A2 se ilustran 16 vias de sefalizacion comunes que emplean diferentes
mecanismos bioquimicos.

(Referencias de libros: Alberts et al., 1994; Garcia Sainz, 1998; Gerhart et al., 1998;
Guyton y Hall, 2001. Referencias de articulos originales: i. del receptor de Hedgehogs:
Denef et al., 2000, Lewis et al., 2001, Taipale et al., 2002, Zhu et al., 2003; ii. del receptor
de Wnts: Pinson et al., 2000, Tamai et al., 2000, Wehrli et al., 2000).
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Figura A2. Principales sistemas de comunicacién intercelular en vertebrados. En la parte de
en medio (de cada fila) se muestra el receptor antes de la llegada de su ligando, mientras que en la
parte de la derecha se muestra lo que sucede cuando éste llega. Hedgehog se puede anclar a la
membrana por el colesterol que covalentemente se le une en una reaccién de autoprocesamiento.
Abreviaturas: Cel: celular; GSK-3p: Glycogen synthase-kinase-34, Hh: Hedgehog; ON: 6xido
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3.1l. EL TGF-B
Descubrimiento del TGF-$

En 1981, el grupo de Michael Sporn y Anita Roberts en los Institutos Nacionales de Salud
de Estados Unidos purificé un polipéptido de plaquetas que al ser aplicado a fibroblastos
normales de rifidn de rata —cuyo crecimiento era estrictamente dependiente del anclaje al
sustrato—, adquirian la capacidad de crecer y formar colonias en agar suave (en presencia
del factor de crecimiento epidérmico), i.e., se transformaban temporaimente perdiendo su
dependencia al anclaje (Roberts et al, 1981). Asi, el factor transformante del
crecimiento B (TGF-B) fue descubierto originalmente como un factor secretado que
inducia una transformacién maligna reversible in vitro. Ahora es reconocido como un
miembro prototipico de una superfamilia de polipéptidos homo o heterodiméricos
secretados. Estos factores inciden sobre una variedad de procesos bioldgicos tanto en
células transformadas como normales, incluyendo la regulacion de la proliferacion celular
y la diferenciacién.

Superfamilia del TGF-$

La superfamilia del TGF-B esta integrada en humanos por 42 citocinas pleiotrépicas
estructuralmente relacionadas entre si que se clasifican en familias de acuerdo a su
homologia en secuencia. En funcién de la via de sefalizacién que emplean, podemos
agrupar por un lado a las familias de TGF-B, activinas y nodales, y por otra parte, a las
familias de BMPs (proteinas morfogenéticas 6seas, llamadas asi por su capacidad de
promover la formacién de hueso y también de cartilago), GDFs (growth and differentiation
factors) y MIS (sustancia inhibidora de Muelier). La familia del TGF-B esta integrada a su
vez por los miembros TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3 (Shi y Massagué, 2003); la de activinas
por activinas per se e inhibinas. Uno de los primeros miembros de la superfamilia de
TGF-B en ser descubierto fue Decapentaplegic, originario de Drosophila y nombrado asi
porque mutaciones en su gen le causan a esta mosquita deficiencias y duplicaciones de
estructuras derivadas de sus 15 discos imagales principales (Spencer ef al., 1982).
Decapentaplegic forma parte de la familia de BMPs, dado que su mayor parecido es con
BMP2 y con BMP4. En un articulo de revisién de David Kingsley de 1994 se pueden
encontrar clasificados a varios de los miembros de esta superfamilia (Kingsley, 1994).

Estructura del TGF-8

TGF-B1 fue el primer miembro de la familia del TGF-p en ser descubierto, habiéndose
purificado de placenta (Frolik et al., 1983) y de plaquetas (Assoian et al., 1983). Luego
vino la identificacion del TGF-B2 y del TGF-83, y se determiné que las tres isoformas de
TGF-B que existen en los mamiferos estan codificadas por sendos genes. Las tres
isoformas de TGF-B provienen de precursores: TGF-B1 de uno de 390 aminoacidos (a.a.)
y TGF-82 y TGF-B3, ambos, de unos de 412 a.a. Cada precursor contiene una sefial
secretora en el extremo amino, un presegmento llamado “polipéptido asociado con la
latencia” (LAP, de latency-associated polypeptide) y un polipéptido de 112 a.a. en el
extremo carboxilo que constituye el monémero maduro y bioactivo del TGF-B. La
identidad en estructura primaria de los monoémeros maduros de las tres isoformas de
TGF-B es del 70 al 80% (Derynck et al., 1985; de Martin et al., 1987; Derynck et al., 1988;
ten Dijke et al., 1988). Un corte proteolitico hecho en sucesiéon a un motivo tetrabasico (R-
H-R-R) libera al monémero del LAP; la proteasa responsable de este corte es furina, una
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convertasa que hidroliza péptidos secretados en sitios multibasicos (Dubois et al., 1995,
2001).

La forma biolégicamente activa del TGF-B es un homodimero hidrofébico cuyos
monomeros (segmentos maduros de TGF-B) estdn unidos entre si por un puente
disulfuro, y aunque también se han hallado heterodimeros de TGF-p1 y TGF-B2, la

relevancia bioldgica de éstos no se conoce (Assoian et al., 1983; Derynck et al., 1985;
Cheifetz et al., 1987).

El polipéptido maduro de 112 a.a. de TGF-f cuenta con nueve cisteinas —conservadas
entre especies—, ocho de las cuales estan apareadas. La estructura tridimensional del
homodimero de TGF-B2 se asemeja a un camastro visto de perfil (Figura A3); revela
ademas que las ocho cisteinas forman puentes disulfuro intramoleculares que en conjunto
constituyen un “nudo de cisteinas”, mientras que la novena restante forma parte del
enlace de cistina intermolecular que media la dimerizacion. Cada monémero contiene
cuatro laminas B antiparalelas y una hélice o larga separada (Daopin et al., 1992;
Schlunegger y Grutter, 1992). Dadas las semejanzas en secuencia —incluyendo el
numero y la ubicacién de las cisteinas— entre los miembros de la superfamilia del TGF-B,
es probable que éstos adopten conformaciones estructurales parecidas, como lo ha
demostrado la estructura de BMP-7 (Griffith et al., 1996). La secuencia de aminoacidos
entre la cisteina cinco y la seis, que es la mas divergente entre las isoformas de TGF-p y
entre los deméas miembros de la superfamilia del TGF-B, queda expuesta en la superficie
de la molécula y puede tener un papel importante en la determinacién de la especificidad
del reconocimiento ligando-receptor.

Los presegmentos de los precursores de las tres especies de TGF-B tienen algunos
elementos estructurales importantes para su actividad y/o plegamiento: a) tres residuos de
cisteina, dos de ellos involucrados en la formacion de puentes disulfuro intercatenarios; b)
dos sitios de N-glicosilacién en donde se adiciona manosa-6-fosfato, la cual media la
union del presegmento con el receptor de manosa-6-fosfato; y c) un segmento de
aminoacidos hidrofébicos que sucede al péptido sefial que posiblemente participa en el
piegamiento del presegmento (Derynck et al., 1988; ten Dijke et al., 1988; Miyazono et al.,
1988, 1991; Purchio et al., 1988; Kovacina et al., 1989; Lopez et al., 1992).

La caracterizacion bioquimica del TGF-f ha demostrado que éste se secreta normaimente
como un complejo proteico constituido por el homodimero maduro del TGF-f y dos
presegmentos que interactiian de manera no covalente con el dimero. Los presegmentos
impiden que el TGF-B maduro active a sus receptores, por lo que se dice que lo
mantienen en un estado inactivo o “latente” (Miyazono et al., 1988; Wakefield et al., 1988).
Ademads, los presegmentos se pueden requerir para la secrecion del TGF-B y para el
direccionamiento del TGF-B latente (Gray y Mason, 1990; Loépez et al, 1992).
Considerando la amplia distribucion de los receptores del TGF-B y los potentes efectos
biologicos del mismo, es de relevancia fisiologica que el TGF-B se mantenga inactivo
hasta que se requiera de su activacion en los sitios blanco. Con base en estudios de
reconocimiento por anticuerpos, se puede afirmar que es probable que la interaccion del
TGF-B con los presegmentos —de mucho mayor tamaifio— deja poco del TGF-B maduro
expuesto en la superficie de este complejo. El complejo de TGF-§ aislado de plaquetas
incluye un quinto componente denominado proteina de uniéon al TGF- latente (LTBP, de
latent TGF-g binding protein) (Miyazono et al., 1988,1991; Wakefield et al., 1988). LTBP
es una proteina de 125-160 kDa que se enlaza —a través de un puente disulfuro— con al
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Figura A3. Estructura del TGF-B y de sus receptores. Arriba, Estructura del TGF-B3. Los dos
monomeros estan iluminados de azul y verde, respectivamente. Las cadenas laterales de cisteina
y los puentes disulfuro se ilustran con lineas rojas. Abajo, Estructura tridimensional del TBRII con
TGF-B3 unido. Se usé la estructura del BMPR-IA para modelar el dominio extracelular de unién al
ligando del TBRI. El extremo carboxilo de los receptores se representa con lineas punteadas que
atraviesan la membrana plasmatica (Hart et al., 2002; figura 4C de Shiy Massagué, 2003).
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menos uno de los segmentos pre-TGF-B en el complejo latente (Kanzaki et al., 1990;
Miyazono et al., 1991). Ademas de LTBP, que ahora se llama LTBP-1, ya se han
identificado tres proteinas relacionadas: LTBP-2 (Moren et al., 1994), LTBP-3 (Yin et al.,
1995) y LTBP-4 (Saharinen et al., 1998), codificadas por genes distintos. Los LTBPs no
se requieren para mantener en estado latente al TGF-B, pero en cambio facilitan la
secrecion, la localizacion y la activacién del complejo LAP-TGF- principalmente en la
matriz  extracelular (Taipale et al., 1994). Ya se han esclarecido algunas de las
diferencias en funcién de estas cuatro LTBPs: mientras que el ratén knock-out de LTBP-3
presenta malformaciones craneofaciales, osteoesclerosis y osteoartritis (Dabovic et al.,
2002), el de LTBP-4 presenta enfisema pulmonar, cardiomiopatias y cancer colorrectal
que se correlaciona con un deposito escaso de TGF-B en el espacio extracelular (Sterner-
Kock et al., 2002). Las fibrilinas, proteinas relacionadas estructuralmente con los LTBPs,
retienen al complejo LTBP-LAP-TGF-f en la matriz celular limitando la activacién del TGF-
B. en ausencia de fibrilina-1, se activa masivamente el TGF-f en la matriz, lo cual conlleva
a una inhibicion de la formacién de alveolos que eventualmente desemboca en enfisema

pulmonar genético, caracterizado por un agrandamiento del espacio aéreo distal (Neptune
et al., 2003).

El patron caracteristico e independiente de regulacién transcripcional de las tres isoformas
de TGF-p esta dictado por elementos de control distintos en los promotores de estos
genes: mientras que el promotor de TGF-B1 no tiene cajas TATA y estd regulado
principalmente por sitios AP-1, los promotores de TGF-B2 y de TGF-B3 si las tienen,
ademas de contar con sitios AP-2 y elementos de respuesta a AMPc. Consistentemente,
los ésteres de forbol activan la transcripcion TGF-B1, mientras que la forskolina, un
activador de la adenilato ciclasa, activa la de TGF-B2 y TGF-B3. En general, la expresién
genética de TGF-B2 esta coordinada con la de TGF-B3, en un patrén distinto del de TGF-
B1 (revisado en Kim et al., 1990). Ademas, el tratamiento de fibroblastos y queratinocitos
con TGF-$1 o TGF-$2 resulta en cambios diferenciados en la sintesis de las tres
isoformas de TGF-f (Bascom et al., 1989). Asimismo, el tratamiento con acido retinoico
resulta en una fuerte induccién de la sintesis de TGF-32 pero no de TGF-B1 (Glick et al.,
1989). Los mensajeros de las tres isoformas de TGF-B varian en tamafio de 1.7 a 6.5 kb,
siendo esta divergencia debida a las regiones 5’ y 3' no traducidas; sus secuencias 5’ no
traducidas son muy largas y se encargan de regular la eficiencia con que se traducen
(Derynck et al., 1985; Arrick et al., 1991; Kim et al., 1992; Romeo et al., 1993). Los genes
humanos de TGF-p1, TGF-2 y TGF-B3 poseen 7 exones, habiéndose originado
presuntamente de un evento ancestral de duplicacién genética.

Activacion del TGF-p

El' mecanismo de activacion fisiolégica del TGF-B latente se estudié al inicio
principalmente en cocultivos de células musculares lisas y células endoteliales, en los que
la plasmina actia como la proteasa responsable de la activacién del TGF-81 (Antonelli-
Orlidge et al., 1989; Sato y Rifkin, 1989). No obstante, in vivo, el TGF-B1 latente se activa
debido principaimente a la accién de la trombospondina 1 (Crawford et al., 1998) y
secundariamente debido a la accién de la integrina o,Bs (el LAP de TGF-B1 es un ligando
de esta integrina) (Munger et al, 1997, 1999). Proteasas como la plasmina, las
catepsinas y las metaloproteinasas 9 y 2 de matriz (MMP-9 y -2) también participan en el
proceso de activacion de TGF-B (Lyons et al., 1988, 1990; Harpel et al, 1992; Yu y
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Stamenkovic, 2000). La trombospondina 1 es una proteina homotrimérica que al aislarla
de plaquetas se le encuentra asociada con TGF-B (Murphy-Ullrich, et al., 1992); es capaz
de activar al TGF-p latente mediante un mecanismo que no involucra protedlisis sino una
modificacion conformacional del LAP (Schultz-Cherry y Murphy-Ullrich, 1993; Schultz-
Cherry et al., 1994; Crawford ef al., 1998). La plasmina puede activar al TGF-B latente de
dos maneras: mediante la degradacion de los presegmentos y de este modo permitiendo
la liberacion del dimero de TGF-B (Lyons et al., 1990) y mediante la liberacién del TGF-
latente de la matriz extracelular, un lugar donde se almacena (Taipale ef al., 1995). La
inducccion de activadores del plasmindgeno, por ejemplo durante angiogénesis e
invasion, resulta en la conversion del plasminégeno en plasmina, que a su vez activa al
TGF-B latente. Fuentes celulares como células tumorales, macréfagos activados,
osteoclastos y osteoblastos liberan TGF-§ activo (Twardzik et al., 1990; Flaumenhaft et
al., 1993a, b; Oursler et al., 1993, 1994). En ellas se requiere la participacion de
proteasas para activar al TGF-B, siendo la plasmina en muchos casos la proteasa efectora
(Munger et al., 1997). Las metaloproteinasas de matriz MMP-9 (matrix metalloproteinase
9) y MMP-2, ancladas a la superficie celular de queratinocitos a través del receptor de
hialuronano CD44, estan involucradas en invasion tumoral y angiogénesis y activan al
TGF-B latente mediante un corte proteolitico (Yu y Stamenkovic, 2000).

Es probable que la activacion ocurra en la superficie celular, donde se observa que
quedan retenidos los presegmentos del TGF-B latente unidos a través de sus

carbohidratos manosa-6-fosfato con los receptores de manosa-6-fosfato celulares (Dennis
y Rifkin, 1991).

Hasta ahora se conoce poco sobre como TGF-B2 y TGF-B3 se activan. Considerando la
naturaleza similar de sus respectivos complejos latentes, es probable que entren en
accion mecanismos proteoliticos, pero las extensas diferencias en secuencia de los
presegmentos sugieren diferencias mecanisticas, posiblemente incluso en la participacion
de proteasas diferentes.

Una vez liberados de las células, el TGF-p latente y el activo interacttian con proteinas en
el medio extracelular, especialmente con varios componentes de la matriz extracelular o
de la membrana basal. Estas interacciones conducen a otro tipo de mecanismo de
control que gobierna la disponibilidad biolégica y la actividad del TGF-B. Una de las
proteinas con gran afinidad por el TGF-B es la a2-macrogobulina, que se encuentra
presente en grandes cantidades en circulacién e interactia con otros factores de
crecimiento y citocinas (James, 1990). La interaccion de!l TGF-B con la a2-macrogobulina
secuestra al TGF-B de forma que queda inactivo al no poder unirse a sus receptores. Por
lo tanto, la a2-macrogobulina puede funcionar como un “recogedor” (del inglés scavenger)
eficiente que une todo el TGF-p activo libre, especialmente considerando que casi todo el
TGF-B en plasma forma este tipo de complejo (O’'Connor-McCourt y Wakefield, 1987;
Huang et al., 1988). Una vez que llega al higado, la interaccion del complejo con el
receptor de a2-macrogobulina conduce a la degradacion del TGF-B (LaMarre et al., 1991).
La heparina (un glicosaminoglicano liberado en la desgranulacion de células cebadas
activadas) y sulfatos de heparano altamente sulfatados del higado son capaces de
mantener a TGF-B1 —pero no a las otras isoformas— en estado activo por mas tiempo al
interferir con la unién de la a2-macroglobulina a TGF-B1 (Lyon et al., 1997). Otras
proteinas solubles que se encargan de interactuar con alta afinidad con el TGF- son
decorina y biglicano, dos proteoglicanos secretados que son parte de la matriz
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extracelular. La interaccion del TGF-B con estas proteinas neutraliza en algunos casos la
actividad del TGF-B, y por lo tanto, podrian funcionar como desactivadores fisiolégicos del
TGF-B en la matriz extracelular (Yamaguchi et al., 1990). Asimismo, la fibronectina (Fava
y McCiure, 1987) y varias colagenas, entre ellas la tipo IV (Paralkar et al., 1991) también
son capaces de unir TGF-B con gran afinidad. Las interacciones de estos componentes
de la matriz extracelular con el TGF-B pueden resultar en la retencién de TGF-f activo en
la matriz extracelular, que por tanto puede ser considerada como un lugar de
almacenamiento de TGF-B (y de otros factores de crecimiento y de diferenciacion).
Importantemente, las interacciones del TGF- con la trombospondina y la colagena 1V
mantienen al TGF-p en una forma activa (Murphy-Ulirich et al., 1992). El TGF-p es capaz
de formar complejos con anticuerpos IgG. ElI TGF-B unido a ciertos IgGs tiene una
actividad considerablemente mayor (de 50 a 100 veces) que el TGF-B libre, lo cual
sugiere que esta forma de entrega de TGF-B resulta en una presentacion eficiente ante
sus receptores (Stach y Rowley, 1993; Caver et al., 1996). Cabe aclarar, no obstante,

que la mayoria de los demas anticuerpos que se unen al TGF-B tienen un efecto distinto:
lo neutralizan.

Receptores del TGF-B

tnicialmente se identificaron tres receptores principales del TGF-B mediante la técnica de
entrecruzamiento quimico del TGF-B marcado con '*°| a proteinas de la superficie celular.
Estos receptores, denominados tipo |, Il y Ill, con base en su movilidad electroforética
decreciente (Cheifetz et al., 1986, 1987), se observan comunmente en la mayoria de las
células en cultivo y son los receptores mejor caracterizados. Aunque al inicio se supuso
que las actividades biolégicas del TGF-B estaban mediadas por el receptor tipo Il
(Cheifetz et al., 1987, 1988), estudios ulteriores demostraron que los receptores tipo | y II
median probablemente todas las actividades de sefializacién del TGF-B. Estos estudios
consistieron en establecer una correlaciéon entre el tipo de receptores de TGF-$ en la
membrana plasmatica y la sensibilidad a este factor de crecimiento en las células Mv1Lu
de epitelio pulmonar de visén. Mientras que las células silvestres poseen los 3 tipos de
receptores y dejan de proliferar totalmente por acciéon del TGF-B, dos clonas mutantes de
estas celulas crecian aun con TGF-f presente en su medio de cultivo: por un lado las R,
que unian TGF-p a través del receptor Il pero no del |, y por otro las DR, que no lo unian a
través del Il ni del | (Laiho et al, 1990b). La complementacién entre células R y DR
mediante hibridacién somatica restaur6é por completo la unién del TGF-p al receptor | y la
sensibilidad de las células a este factor —reflejada por la inhibicién de la sintesis de ADN y
la produccién de proteinas de matriz extracelular—. Dado que no se detectaba union de
TGF-B al receptor | en las células R ni en las DR, su presencia en los hibridos resulto
inquietante. Por lo tanto, se concluyé que el receptor | requiere del Il para que se le una
el ligando y que los receptores | y Il eran requeridos ambos para que las células pudieran
responder a TGF-B; el receptor lll, que seguia uniendo TGF-3 en las clonas insensibles a
TGF-B, no resultaba tener un papel primordial en este contexto (Laiho et al., 1991; Geiser
et al., 1992; Chen, et al., 1993). Ademas de estos tres tipos de receptores, se han
reportado otros con diferentes movilidades electroforéticas o con distintas propiedades
(Massagué, 1992). No obstante, estos receptores, llamados tipo IV a IX, no han sido bien
caracterizados, y se tiene en algunos casos poca y en otros no se tiene evidencia de que
estén involucrados en la sefalizacién por TGF-p.
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Receptores Il y I (TBRIl y TBRI)

El receptor Il de TGF-B es una proteina transmembranal de 567 a.a. de masa molecular
de 70 - 85 kDa. (Lin et al., 1992). Su dominio intracelular es pequefio y posee actividad
constitutiva de cinasa de serinas y treoninas (Wrana et al., 1992). El receptor Il une por si
mismo TGF-B1y TGF-B3 con gran afinidad, pero requiere del receptor | 6 del lll para unir
TGF-B2 (Lin et al., 1992, 1995, Lopez Casillas et al., 1993; Lawler et al., 1994; Rodriguez
et al., 1995). La propiedad del receptor Il de no unir TGF-B2, junto con la observacion de
que aquéel no se produce en sitios de expresion de TGF-B2 durante el desarrollo
embrionario, infundié la sospecha de que existian receptores Il adicionales (Lawler et al.,
1994), y esto se confirmé al descubrirse TBRII-B, que si une TGF-B2 (Rotzer et al., 2001).

El receptor Il existe como un homodimero constitutivo aun sin tener al ligando unido
(Chen y Derynck, 1994; Henis et al., 1994) y se autofosforila constitutivamente (Wrana et
al., 1994). In vivo, la autofosforilacién ocurre principalmente en cinco serinas: tres en el
dominio yuxtamembranal, y dos en la cola carboxilo, debajo del dominio de cinasa
(Soucheinytskyi et al., 1996). La autofosforilacién de las serinas 213 y 409 es esencial
para que el TBRII tenga actividad de cinasa, pero por el contrario, la autofosforilacién de la
Ser416 inhibe la funcion de este receptor, dado que una version S416A del TPRIl es
hiperactiva. Las serinas 409 y 416 no pueden fosforilarse simultdneamente, y mientras
que la autofosforilacion de la Ser213 es intramolecular, la de la Ser409 6 416 puede ser

intermolecular, dado que se favorece ante la dimerizacion del receptor (Luo y Lodish,
1997).

El sustrato de la cinasa del receptor Il es el receptor | TBRI (Wrana et al., 1994). El
receptor | de TGF-B llamado TBRI/ALK-5 (Franzén et al., 1993; ten Dijke et al., 1994), es
también un miembro de la familia de receptores transmembranales con actividad de
cinasa de serina y treonina. Aunque al principio se sospeché que los receptores tipo |
ALK2/Tsk7L/ActRl (Ebner et al., 1993a, b) y ALK1/TSR-1 (Attisano et al, 1993)
transducian sefiales de TGF-B y activina debido a que unen ambos, posteriormente se
demostr6 que en realidad transducen sefiales de BMPs (Armes y Smith, 1997; Macias
Silva et al., 1998). La masa molecular del TBR! es de 53 kDa. Su dominio citoplasmico
se extiende un poco mas alld del dominio de cinasa y su tamafio es relativamente
pequefio. Este receptor | de TGF-B porta una secuencia distintiva: TTSGSGSGLP (el
dominio GS) que precede inmediatamente al dominio de cinasa y que tapa el centro
catalitico del dominio de cinasa en condiciones basales (Franzén et al., 1993; ten Dijke et
al., 1994, Ebner et al., 1993a; Attisano et al., 1993; Huse et al., 1999). El dominio
extracelular del receptor | de TGF-p tiene una similitud discreta con el del receptor II. El
receptor | no une TGF-B independientemente, require del receptor Il para poder unir TGF-
B en la superficie (Ebner ef al., 1993a, b). Empero, otros miembros de la superfamilia del
TGF-B, concretamente BMP-2, BMP-4 y BMP-7, se unen a sus receptores | directamente,
ALK3/BMP-RIA o ALK6/BMP-RIB, aunque un complejo heteromérico proporciona mayor
afinidad para el ligando (Derynck y Zhang, 2003). El receptor Il también es importante
para determinar qué ligando especifico se une al receptor I. Asi, ALK2 y ALK1 unen
activina o TGF-B, dependiendo de qué receptor Il esté coexpresado (Attisano et al., 1993;
Ebner et al., 1993a, b), aunque como ya vimos, ambos receptores | no transducen en
realidad sefales de TGF-p/activinas sino de BMPs. Se sabe que TBRI une TGF-f con
mayor eficiencia que los otros receptores I, que es frecuentemente el principal receptor |
presente y que media varias de las respuestas a TGF-B en las células Mv1Lu (Franzén et
al., 1993; Bassing et al., 1994; ten Dijke et al., 1994).

20



A semejanza del receptor I, el receptor | forma homodimeros independientemente de la
presencia del ligando (Gilboa et al., 1998), y esta constitutivamente fosforilado por cinasas
citoplasmicas (Wrana et al., 1994). Un complejo heterotetramérico que consiste de dos
receptores 1l y de dos receptores | es la unidad efectora de la sefalizacién disparada por
el ligando (Wrana et al., 1992; Chen y Derynck, 1994; Yamashita et al., 1994b; Luo y
Lodish, 1996; Weis-Garcia y Massagué, 1996). Los receptores | y Il se asocian entre si
independientemente de la presencia del ligando (Ventura et al., 1994; Chen y Weinberg,
1995; Chen et al., 1995a), aun con los niveles endgenos de expresion de los receptores
(Wu et al., 1996). Por esto, es probable que el receptor | y el Il tengan una afinidad

inherente el uno por el otro, y que la unién del ligando refuerce al heterotetramero (Figura
A3).

El receptor | es fosforilado por el receptor Il en serinas y treoninas al unir ambos el ligando
(Wrana et al., 1994) (ver Figura A4). Se han identificado en TBRI cinco sitios de
fosforilacién catalizada por TBRII inducida por el figando: cuatro en el dominio GS y uno
en la regién yuxtamembranal (Massagué, 1998; Souchelnitskyi et al, 1996). La
fosforilacion por el receptor Il inicia la activacién del receptor | y posteriormente el
complejo de receptor sefializa (Wrana et al., 1994). El receptor Il hace que se active el
receptor | fosforilandolo, y asi, el receptor | empieza a su vez a fosforilar a sustratos
encargados de relevar el mensaje del TGF-B al interior de la célula. No obstante, si se
elimina la participacion del TBRIl en la sefalizacion por TGF-B —mediante la
sobreexpresién de un TRRII mutante con actividad dominante negativa—, el efecto
antiproliferativo del TGF-B queda eliminado, pero no la induccién de la sintesis de
proteinas de matriz extracelular (Chen et al., 1993). Por lo tanto, aunque el receptor | si
tiene un papel efector corriente abajo del receptor Il, no puede asumirse que el receptor Il
funciona exclusivamente como la cinasa que activa al receptor I. Una evidencia de
sefalizacion directa por un receptor |l la ha provisto BMPRII: a través de su dominio
citoplasmico y ante la estimulacion por BMPs, BMPRII regula la actividad de la cinasa
LIMK1, cuya funcién es regular al citoesqueleto (Foletta et al., 2003). Por otra parte,
cuando el betaglicano esta virtualmente ausente en osteoblastos, el TGF-p no es capaz
de estimular la sintesis de ADN, presuntamente debido a la falta de unién del TGF-B a
TBRII; sin embargo, la induccién de la sintesis de proteinas de matriz extracelular como la
colagena es muy alta (Centrella et al., 1995). Por lo tanto, hay efectos del TGF-B que
requieren de TPRIl y TPRI, pero hay otros que se siguen dando aun en ausencia del
betaglicano y/o TBRI.

Receptor Ill (TPRIII) o betaglicano

(La descripcion del betaglicano se hara con mayor profundidad dado que esta tesis gira
alrededor de él).

El receptor I, también llamado betaglicano, esta presente en una gran variedad de tipos y
lineas celulares, y es el receptor de los miembros de la familia del TGF-B mas abundante,
habiendo hasta 200,000 moléculas por célula, aunque en promedio hay 10,000 (Cheifetz
et al., 1987). Aunqgue en un inicio el betaglicano y la endoglina —una glicoproteina no
sefalizadora homoéloga al betaglicano—~ fueron ambos considerados receptores Iif del
TGF-B, la designacién de receptor Il ha quedado gradualmente destinada al betaglicano,
dadas sus funciones mas extensas.
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Figura A4. Mecanismo de activacion de los receptores de TGF-B. a, El TGF-B se une por si
mismo al receptor Il (una cinasa constitutiva de serinas y treoninas) e induce el ensamblaje de un
complejo de sefalizacién heterotetramérico (cuya formacion puede estar auxiliada por el
betaglicano, b) que incluye a un dimero de TBRIl y a uno de TBRI. ¢, En este complejo, TRRII
transfosforila y consecuentemente activa a TBRI, con lo cual se libera FKBP12 del dominio GS de
TBRI, quedando este dominio libre para ser ocupado por los Smads 2 y 3, quienes son empujados
a TPRI por SARA y posteriormente fosforilados por TBRI. El betaglicano es fosforilado por TBRII y
separado del complejo sefalizador una vez que cumplié con su funcién como presentador de TGF-
B aTBRIL
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Estructura del proteoglicano

De los receptores de TGF-B situados en la superficie celular, el betaglicano fue
reconocido por ser el de mayor tamafio y mayor heterogeneidad al usar como sonda '*°I-
TGF-B. El betaglicano es una proteina que leva enlazados covalentemente
glicosaminoglicanos 6 GAGs (lo que la hace ser un proteoglicano): en uno de sus
residuos de serina se polimeriza preferentemente sulfato de heparano, y en otro, de
condroitina, lo que le confiere una masa molecular global de 250-300 kDa (L6pez-Casillas
et al, 1994). El betaglicano fue bautizado con este nombre por tratarse de un
proteoglicano que une TGF-beta. La proteina (conocida como core, o “nucleo”, haciendo
alusion a la proteina per se sin contar a los glicosaminoglicanos) del betaglicano de ratén
es una proteina transmembranal de 850 aminoacidos y ~100 kDa que atraviesa una sola
vez la membrana plasmatica; posee dos dominios extracelulares, el E, con parecido a
endoglina y situado en la mitad amino, y el U, con parecido a uromodulina (proteina de
orina) y situado en la mitad carboxilo (Ponce Castafieda et al., 1998). El dominio U, de
260 aminoacidos, tiene ademas homologia con las proteinas de la zona pelucida Zp2 y
Zp3 —involucradas en el reconocimiento ovocito-espermatozoide— y con la glicoproteina
pancreatica Gp2, e incluye 8 cisteinas estrictamente conservadas (Bork y Sander, 1992)
(Figura A5). El betaglicano intracelularmente posee un dominio pequefio de 43
aminoacidos, constituido en un 42% por serinas y treoninas y sin motivos de sefalizacion
evidentes, lo cual ha conducido a la creencia actual de que este receptor no media
directamente ninguna actividad de sefalizacion. Los dominios transmembranal e
intracelular del betaglicano son también muy parecidos a los de la endoglina (Lépez
Casillas et al, 1991; Wang et al, 1991). Se han detectado formas tanto
transmembranales como solubles del betaglicano (Andres et al., 1989). EI betaglicano
esta provisto también de N-glucésidos, que comprenden 10 kDa del peso de la proteina
medular y que se afladen en residuos de asparagina.

Estructura del ARNm o del ADNc

La estructura del ADNc del betaglicano de rata, la primera en conocerse, fue descrita por
dos laboratorios en 1991 (Lépez Casillas et al., 1991; Wang et al., 1991). Posteriormente
se dio a conocer la estructura del betaglicano de otras especies: humano, cerdo (Moren et
al., 1992), pollo (Barnett et al., 1994) y ratén (Ponce Castafieda et al., 1998), y mediante
herramientas bioinformaticas, se ha predicho la estructura del de chimpancé, perro, fugu
(pez globo), pez cebra y otro pez del género Tetraodon (secuencias ensambladas por The
Wellcome Trust Sanger Institute, ensembl.org). Es de interés hacer notar que el
betaglicano de los mamiferos tiene un patron particular de distribucion de las serinas en
las que se afnaden glicosaminoglicanos, mientras que el betaglicano de los oviparos (pollo
y peces) en que se ha clonado muestra otro patrén de la distribuciéon de dichas serinas.
Los ADNcs de los betaglicanos de diferentes especies muestran una gran similitud en
secuencia, evidente sobre todo en la region codificante y en menor grado en las regiones
5y 3' no traducidas. Por otro lado, se han vislumbrado tanto en la literatura como en
bancos de ESTs (de expressed sequence tags) transcritos alternos de menor y mayor
tamario, que se expresan junto con la version mas conocida de ~6 kb, aunque ninguno de
ellos ha sido clonado ni reportado formalmente aun como transcrito alterno del
betaglicano. En la literatura, se han detectado transcritos alternos en: cardiocitos
auriculares de corazén de pollo del dia embrionario 10 (Barnett et al., 1994), células
preosteoblasticas de rata (3.7 kb, Centrella et al., 1995), testiculo de rata madura
sexualmente (3.5-3.7 kb, Le Magueresse-Battistoni et al., 1995; Bernard y Woodruff,
2001), glandulas suprarrenales (Bernard y Woodruff, 2001) e hipéfisis y células foliculares
de la teca (Sweeney y Johnson, 2004). En las bases de datos de ESTs, se puede
apreciar que los transcritos alternos se generan por inclusién de exones novedosos y/o
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Figura A5. Estructura modular del proteoglicano del betaglicano. El betaglicano posee en su
ectodominio el dominio E, de parecido a endoglina, y el U, de parecido a uromodulina; una region
que conecta ambos dominios, 16 cisteinas, dos serinas en el dominio U donde se insertan sendos
sulfatos de heparano y de condroitina y una regidén yuxtamembranal que es sustrato de proteasas
que lo cortan generando un ectodominio soluble. Su region transmembranal y citosolica es
semejante a la region correspondiente de la endoglina, no poseyendo patrones enzimaticos.
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exclusion de exones conocidos. Algunos, al parecer, codifican sélo el ectodominio
(versiones potencialmente solubles), y otros, versiones transmembranales con una cola
citoplasmica diferente o bien, sin cola citoplasmica. En el ADNc humano del betaglicano,
se han detectado 11 SNPs (single nucleotide polimorphisms) y una insercion de 3
nucleétidos, aunque no se conoce su relevancia (Zippert et al., 2000).

Estructura del gen

El gen del betaglicano murino se locallza en el cromosoma 5, mientras que el humano se
localiza en el 1 en la region 1p32-33 (Johnson et al., 1995). El gen abarca una region de
~190 kb y esta compuesto por 17 exones y 16 intrones. En la figura A6 se ilustra
esquematicamente la distribucién de exones del gen del betaglicano murino.

189.48 Kb

IS A+ ]

Figura A6. Distribucion de los exones en el gen del betaglicano murino. Se muestra la
distribucién de los exones en el gen: las lineas verticales representan exones y las inclinadas
intrones. El orden de los exones es de derecha a izquierda, de modo que el exdn 1 es el de
extrema derecha (tomado de ensembl.org).

Patron de expresion espacio-temporal del betaglicano y cambios naturales en él a nivel
celular o tisular

Grosso modo, la mayoria de los 6rganos y tejidos expresan betaglicano, entre los que se
incluyen: corazén, pulmones, rifiones, musculo esquelético, ojos (cérnea y retina) (Wang
et al., 1991; Barnett et al., 1994; Joyce y Zieske, 1997; Roelen et al., 1998), estomago,
intestinos (Stenvers et al., 2003), mama (Chakravarthy et al., 1999; Jeruss et al., 2003),
cerebro (motoneuronas, nicleo hipogloso, médula espinal lumbar (Jiang et al., 2000);
corteza olfatoria, septum, hipotalamo y tallo cerebral), hipéfisis (preferencialmente células
gonadotropicas —del lébulo anterior y blanco principal de las inhibinas circulantes— y
melanotrépicas —del I6bulo intermedio-), testiculos (células de Leydig expresan niveles
altos; células de Sertoli no lo expresan; ontogénicamente, la expresion del betaglicano se
da asi: células germinales de etapas tempranas del ciclo epitelial seminifero: niveles altos;
espermatogonias: no lo expresan; espermatocitos primarios —en etapa de leptoteno y
paquiteno—: niveles moderados; espermatides redondeadas: niveles altos; espermatides
elongadas: no lo expresan; espermatozoides: sin determinar), ovarios (ovocitos, células
de la granulosa y de la teca de foliculos primordiales, primarios, secundarios y de Graaf)
(MacConell et al., 2002), glandulas suprarrenales (Bernard y Woodruff, 2001), endometrio
uterino (Lewis et al., 2000), enclas (Gao et al., 1999; Worapamorn et al., 2000a, b),
condrocitos (Grover y Roughley, 1995), megacariocitos (Schick y Jacoby, 1995) y células
microvasculares pero no macrovasculares (Morello et al., 1995). Asimismo, linfocitos B y
T y células dendriticas en la Id&mina propia del intestino delgado de rata postnatal
expresan betaglicano sin expresar los receptores | y Il (Zhang et al., 1999). Muy
temprano en el desarrollo murino, a los 7.5 dpc (a los 6.75 dpc comienza la gastrulacién),
ya es posible detectar intensamente la expresion de betaglicano mediante RT-PCR en
ectodermo, mesodermo y endodermo, y de nuevo, no se detectan transcritos de TBRII ni
de TBRI en este estadio (Roelen et al., 1994).

No se detecta mediante northern blot el ARNm de betaglicano en el higado adulto normal
(Wang et al., 1991; Nishikawa et al., 1998) grosso modo. Al analizar tipos celulares del
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higado individualmente, se comprueba que los hepatocitos recién aislados y las células de
Kupffer no expresan el ARNm del betaglicano, empero, a los pocos dias de estar en
cultivo, los hepatocitos empiezan a expresarlo cuantiosamente, dandose un pico a los 3
dias (Weiner et al., 1996). En contraste, otro tipo celular presente en el higado, el lipocito
—también llamado célula almacenadora de grasa, estelar hepatica o de Ito—, lo sintetiza
abundantemente aun apenas aislado (Weiner et al., 1996). Durante la regeneracion
hepatica después de hepatectomizar o de administrar tetracloruro de carbono, se da un
disparo transitorio en la expresién del betaglicano por hepatocitos y por lipocitos,
respectivamente (Nishikawa et al., 1998; Friedman et al., 1994). Por el contrario, durante
la transdiferenciacién de lipocitos en miofibroblastos (la fuente principal de matriz
extracelular durante el desarrollo de la cirrosis hepatica), su expresion baja un orden de
magnitud (Weiner et al, 1996). En endotelios microvasculares experimentando
angiogenesis in vitro en tres dimensiones, su expresion también baja (Sankar ef al.,
1996). Durante la fusién entre si de las placas palatinas, proceso sin el cual se hiende el
paladar, el betaglicano se expresa exclusivamente en el mid-edge epithelium (MEE) de
aquéllas, lo cual, al parecer, podria concentrar la sefializacion autocrina por TGF-B3 en
dos epitelios contiguos previo a su intercontacto, y con ello permitir que ambos se
fusionen a través de la transformacion epitelio-mesenquimatosa que induce tal isoforma 'y
asi conseguir la fusién palatina (Cui y Shuler, 2000). En tejido de neuroblastoma
avanzado, hay una disminucion significativa en la expresién del betaglicano tanto a nivel
de ARNm como de proteina, a la vez que los niveles de TGF-B1, TBRI y TBRII resuitan ser
normales en los neuroblastomas de todos los estadios, lo cual sugiere que la ausencia de
betaglicano es un mecanismo para escapar de la inhibicion de la proliferacién impuesta
por TGF-B en estas células (lolascon et al., 2000). En carcinomas ovaricos, también se

observa una pérdida en la expresion de betaglicano a nivel de ARNm (Bristow et al.,
1999).

Regulacion de la expresion del betaglicano por agentes particulares

En la literatura ya se han reportado hasta el momento algunos casos de regulacién
transcripcional y postranscripcional del gen del betaglicano, los cuales se enlistan en la
tabla I. En células periodontales, su expresién se incrementa por TGF-B1 pero disminuye
por suero (Worapamorn et al., 2001); en monocitos también aumenta por TGF-B1 (Lastres
et al., 1996); en osteoblastos se eleva por acido retinoico (Nakayama et al., 1994), por
glucocorticoides (e.g., cortisol y dexametasona) (Centrella et al., 1991; Nakayama et al.,
1994) y por agentes que inducen AMPc, como la hormona paratiroidea (PTH) (Centrella et
al., 1988), y se suprime por BMP-2, un potenciador de la diferenciacién 6sea (Centrella et
al., 1995). En la porcién ventral de la prostata, su expresion sube después de la
castracion y es aplacada de nuevo por la administracion de andrégenos (Kyprianou e
Isaacs, 1988), posiblemente en particular 5a-dihidrotestosterona (Evangelou et al., 2000);
de manera similar, el tamoxifeno, un antagonista del receptor de estrégenos, origina una
mayor cantidad de betaglicano en la superficie de las células MCF-7, lo cual indica que los
estrogenos regulan negativamente su expresion (Koli et al., 1997; Findlay et al., 2001).
Asimismo, en células de la corteza suprarrenal, la expresién del proteoglicano del
betaglicano aumenta en la superficie celular por acciéon especifica de la
adrenocorticotropina (ACTH, hormona tréfica principal de tejido adrenocortical in vivo), via
un aumento de AMPc y sin necesidad de sintesis proteica (Cochet et al., 1988). En
células humanas Hela, el betaglicano es regulado positivamente por TNFa
presuntamente a través de NF-xB (Zhou et al., 2003), mientras que en células de cancer
mamario MCF-7, es regulado positivamente por la vitamina D3 (Wu et al., 1998). La
prostaglandina E2 también incrementa significativamente el ARNm del betaglicano,
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posiblemente a nivel transcripcional, ademas de que disminuye la unién de TGF-§ a TBRI
y a TBRIl y la incrementa a TBRIII (Fine et al., 1995). Por otra parte, en células MERAKt,
su expresion baja a la mitad cuando es activada la cinasa PKB/Akt (Kuhn et al., 2001). Se
sabe también que en células epiteliales de pulmén de visén, la expresion del
proteoglicano es suprimida por radiacién ultravioleta (Quan et al., 2001).

Molécula del BG
estudiada

Linea y/o tipo
celular y especie

IlI':E:1 & » LA JC 1ala

Regulador

Adrenocorticotropina :
(ACTH) Proteoglicano

superficie celular sin
necesidad de sintesis
de novo

Células adrenocorticales

Acortamiento de las

bFGF Proteoglicano cadenas de sulfato de Osteoblastos de rata
heparano
Aumento en expresion y

Cortisol Proteoglicano mayor afinidad por TGF-  Osteoblastos de rata
p1

Aumento

MLEC, Mink lung
epithelial cells

Luz ultravioleta Proteoglicano Disminucion

T, o - = MERAKkt (derivadas de
Disminucién de ~2X NIH3T3)

Tamoxifeno MCF-7 (Células

PKB/Akt

(antagonista del Proteoglicano Aumento humanas de cancer
receptor de estrégenos) mamario)

Aumento

Aumento de 2.5X

Hela (humanas)

Aum {“,-,‘-fl't-

BG: betaglicano

Funciones a nivel celular

Presentacion de TGF-3 a sus receptores sefializadores

Este receptor une las tres isoformas de TGF- con afinidades semejantes (Kp de 50 a 300
pM), pero la mayor es para con TGF-B2. No obstante, la afinidad del betaglicano por ellas
es 3-5 veces menor que la de TBRI y TRRIl. Ninguno de los glicosaminoglicanos del
betaglicano es necesario para la union de TGF-B, para su correcto piegamiento ni para su
llegada a la superficie celular (Andres et al., 1991; Cheifetz et al., 1987, 1988; Cheifetz y
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Massagué, 1989; Lépez Casillas et al., 1994; Massagué et al., 1994; Segarini et al., 1987,
Segarini y Seyedin, 1988). La mayor parte de las moléculas del betaglicano se encuentra
en forma de homooligémeros, presumiblemente homodimeros no covalentes, tanto en
presencia como en ausencia de TGF-B1 6 2 (Henis ef al., 1994). En presencia de estos
ligandos, se forman transitoriamente heterooligémeros de betaglicano-TBRIl (Lépez
Casillas ef al., 1993; Moustakas et al., 1993; Yamashita et al., 1994a). La expresion del
betaglicano anclado a la membrana incrementa la union de TGF-B a TBRII, funcién
conocida como de presentacion de TGF- a TBRRIl (Letamendia et al., 1998; Lopez
Casillas et al., 1993). EIl favorecimiento de la unién del ligando es particularmente
significativo para TGF-B2, cuya afinidad por TBRII es muy baja. Cuando el betaglicano se
coexpresa con el receptor ll, las respuestas celulares a TGF-B2 se incrementan
considerablemente, como la inhibiciéon de la proliferacion, que aumenta 10 veces en los
mioblastos L¢Es; asi, el betaglicano hace posible que la isoforma TGF-82, que no posee
una afinidad alta por TBRII, se una tan eficientemente ante este receptor como lo hacen
TGF-B1 y TGF-B3, que despliegan por si mismos una alta afinidad hacia él (L6pez
Casillas et al.,, 1993; Sankar et al., 1995). Esta situacion hace rememorar lo que sucede
con el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), cuya presentacion al receptor
de FGF es propiciada por sulfatos de heparano (Yayon et al., 1991). El TGF-B se une al
betaglicano en el dominio E—segmento previo al dominio U (de acuerdo con lo
esquematizado en la figura A5) (Lépez Casillas ef al., 1994) y ademés en el dominio U
(Pepin et al., 1994) cuando éstos son expresados individualmente, y cada uno es capaz
de ocasionar la fosforilacion de Smad2 en respuesta a TGF-B2 —al mismo nivel que el
betaglicano completo— en mioblastos LsE,, reaccion que ante esta isoforma no se da en
ausencia del betaglicano (Esparza Lépez et al., 2001). Sin embargo, no sabemos si en la
molécula completa del betaglicano ambos dominios estan uniendo cada uno por su
cuenta TGF-B, o si entre los dos unen una sola molécula de este factor. En células
humanas MCF-7, de cancer de mama y con baja expresiéon de betaglicano, un aumento
forzado en la expresion de éste restituye la sefializacién autocrina por TGF-B1, con lo
cual disminuye la clonogenicidad de estas células (Chen et al., 1997).

La endoglina, otro receptor Ill, comparte cierta homologia con el betaglicano, y une TGF-
B1y TGF-B3 pero no TGF-B2 (Gougos y Letarte, 1990; Yamashita et al, 1994a). La
expresion de esta glicoproteina transmembranal esta restringida principalmente a células
endoteliales y hematopoyéticas de varios tipos (Cheifetz et al., 1992). En condrocitos y
células vasculares endoteliales, el betaglicano se asocia con la endoglina -
independientemente de la presencia de TGF-B— en complejos que pueden incluir ademas
al receptor i y/o al I, lo cual sugiere que la endoglina puede modificar la sefializacién por
TGF-p al interactuar con los TBRs |, Ll y 1l (Wong et al., 2000; Parker et al., 2003).

Inhibicién de la presentacion de TGF-B a sus receptores sefializadores

El betaglicano también puede impedir la presentacion de TGF-B a TBRIl. En células
humanas MDA-MB-231 de cancer mamario y con baja expresion de betaglicano, la
sobreexpresion artificial de éste detiene Ia sefializacion por TGF-B (Sun y Chen, 1997). Al
parecer, el cambio de papel de presentador a alejador de TGF-f a sus receptores
depende de la longitud de las cadenas de glicosaminoglicanos que se polimerizan en el
betaglicano (Eickelberg ef al., 2002). Asi, la funciéon presentadora o anti-presentadora del
betaglicano puede depender del tipo y estado celular, mismos que reflejarian el nivel de
glicanacion del betaglicano. Otro mecanismo por el que el betaglicano puede impedir la
sefalizacion por TGF-B esta en funcion de la tasa que exista de betaglicano/receptores
sefalizadores —mas que de la cantidad absoluta de cada uno, al menos en osteoblastos—;
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asi, mientras mayor sea la proporcién de betaglicano con respecto a TPRIl y TBRI,
especialmente del segundo, la respuesta a TGF-B tendera a ser menor. Este fendmeno
ha recibido el nombre de efecto esponja o efecto tina, dado que la relativamente alta
cantidad de betaglicano hace que el TGF-B se “hunda” en éste, no permitiéndole ejercer
acciones (Centrella et al., 1995; Ji et al., 1999); asi, si se sobreexpresa el TBR! en células
preosteoblasticas —~donde endégenamente hay altos niveles de betaglicano—, se vuelven
mas sensibles a TGF-B1 (comunicacién personal al Dr. Lépez Casillas por parte del Dr.
Michael Centrella en 1999). AUn mas, otro mecanismo por el que el betaglicano puede
contrarrestar la sefalizacion por TGF- es a través de su version soluble —ectodominio del
betaglicano, librado de su conexién con la membrana gracias a un corte proteolitico hecho
en la version transmembranal (Velasco Loyden et al., 2004) y posiblemente generado
también por empalme alternativo del ARN primario—, que se encarga de secuestrarlo e
impedir que se una a sus receptores de sefalizacion (Lopez Casillas et al., 1994).
Empero, hay un reporte que indica que una versién soluble del betaglicano producida en
bacterias es capaz de potenciar —no de suprimir— el efecto inhibitorio del crecimiento del
TGF-B en células Mv1Lu (Kaname y Ruoslahti, 1996). Es interesante hacer notar que la
decorina —otro proteoglicano que une TGF-B y ademas soluble-, a semejanza del
betaglicano soluble, se le ha visto favorecer la presentacion de TGF-B a sus receptores
sefalizadores y su bioactividad (Takeuchi et al., 1994) y en otros sistemas, neutralizar su
actividad (Border et al., 1992). En otro orden de ideas, unas lineas de células mucosas
caliciformes de colon, al parecer, son insensibles a TGF-B1 por las caracteristicas sui
generis del betaglicano que expresan (Deng et al., 1999). En el articulo donde viene
descrito este fenébmeno, no es posible discernir si en estas células la insensibilidad a TGF-
B se debe a una expresion pobre del betaglicano glicanado en la superficie celular —lo cual
levantaria la sospecha de que en este tipo celular los GAGs del betaglicano son
requeridos para presentar TGF-B—, a una incapacidad del proteoglicano del betaglicano
expresado en la superficie de unir TGF- impidiendo a la vez la unién de éste a sus
receptores transductores, debido tal vez a un patrén de glicanaciéon particular —a
semejanza de lo que sucede en las células LLC-PK;, donde el betaglicano también tiene
un papel inhibidor de la sefalizacion por TGF-B, pero con la salvedad de que el
betaglicano de estas células si une TGF-B (Eickelberg et al., 2001)—, a una produccion
preferencial del betaglicano soluble sobre el transmembranal, o a otra causa.

Unién de bFGF

Interesantemente, el betaglicano también une bFGF (también conocido como FGF-2) a
través de sus sulfatos de heparano (Andres et al., 1992), y por lo tanto, podria tener un
papel en la presentacién de este factor de crecimiento a sus receptores FGFR1-4,
analogamente a como presenta TGF-B ante TPRII (Andres et al., 1992; Lopez Casillas et
al., 1994). En ausencia de sulfatos de heparano en la superficie de sus células blanco, o
de heparina libre en la vecindad de sus receptores, miembros de la familia de FGFs no
pueden ejercer acciones bioldgicas y son degradados faciimente por proteasas (Yoneda
et al., 2000). A pesar de que no se conoce la relevancia de la unién de bFGF a las
cadenas de sulfato de heparano del betaglicano, si se sabe que en osteoblastos el
tratamiento con bFGF ocasiona un acortamiento de estas cadenas (Andres et al., 1992),
lo cual podria alterar la funcion del betaglicano con respecto a TGF-B (Eickelberg et al.,
2002). Acido retinoico (Nakayama et al., 1994), cortisol (Centrella et al., 1991) y
dexametasona (Nakayama et al., 1994) también modifican la movilidad electroforética del
betaglicano y por ende, quizas, la presentacion de TGF-B al TBRII. Cortisol, ademas de
modificar esta movilidad, aumenta la afinidad de la union entre TGF-B1 y betaglicano, no
requiriendose de la sintesis de novo de betaglicano —posiblemente mediante la
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modificacion de los glicosaminoglicanos de éste, segun los autores del hallazgo—,
impidiendo paralelamente la unién de esta isoforma a TBRIl y TBRI (Centrella et al., 1991).

Unién de inhibina con el consecuente antagonismo de la sefializacion por activina

La activina y la inhibina son miembros muy semejantes entre si de la superfamilia del
TGF-B, encargados de regular de manera contraria funciones gonadales e hipofisiarias,
entre otras. Por ejemplo, en las células gonadotrépicas de la hipéfisis anterior, la activina
induce la liberacion de FSH (hormona estimulante de foliculos), mientras que la inhibina la
suprime; en los testiculos, la inhibina secretada por las células de Sertoli estimula
localmente la esteroidogénesis de las células de Leydig e inhibe la espermatogénesis, y
en los ovarios, la inhibina bloquea la maduracion de los ovocitos. Tanto la activina como
la inhibina son hormonas diméricas; las activinas estan compuestas por dos subunidades
B, y las inhibinas, por una o y otra B. Dentro de las subunidades B, existen las isoformas
Ay B, de modo que existen las inhibinas A y B en funcién de la subunidad  que posean,
mientras que la activina es un heterodimero BABB. La activina se une a su receptor |l
(ActRIIA 6 ActRIIB2) y posteriormente viene al complejo su receptor |, ALK4, ambos con
actividad de cinasa de serinas. Posteriormente, ALK4 activa las Smads 2 6 3. Por su
parte, la inhibina también se une al receptor Il pero no recluta a ALK4, antagonizando
entonces las acciones de la activina de manera competitiva. El betaglicano, ademas de
mostrar una gran afinidad por ambas isoformas de inhibina, las faculta para salir
victoriosas en la competencia por ganarse al receptor il (aunque no potencia la unién de
la inhibina B a ActRIIB2) y lograr excluir de él a la activina y a ALK4. Aunque es cierto
que el complejo ternario betaglicano/ActRIIA/inhibina es resistente al intento de
intromision de la activina (Lewis et al., 2000; Chapman et al., 2002), también es cierto que
si aparece TGF-B (especialmente TGF-B2) en la escena, puede verse favorecida la
activina en el sentido de que aquél sale avante cuando compite contra la inhibina por
ocupar al betaglicano (inhibina y TGF-B se pegan al betaglicano en una misma regién del
dominio U, de modo que no la pueden ocupar simuitdneamente), y una vez que lo
consigue, deja en libertad a ActRII, pudiéndolo utilizar ahora la activina (Esparza Lépez et
al., 2001; Ethier ef al., 2002). Aunque también se identificé a la proteina InhBP/p120
como otro correceptor de la inhibina, la desactivacion dirigida de su gen en ratones no
afecta las funciones reproductoras (Bernard ef al., 2003). Sin embargo, la desactivacién
dirigida del betaglicano en ratones genera ratones escasamente fértiles (Stenvers et al.,
2003), lo cual sugiere que el betaglicano regula de manera importante las acciones de la
inhibina in vivo. Asimismo, se ha propuesto la posibilidad de que la inhibina posea una
via de sefializacion propia y que no sélo antagonice la sefializacién por activina (Bernard
et al., 2002; Farnworth et al., 2001; Harrison et al., 2001; Matzuk, 2000).

Unién de inhibina con el consecuente antagonismo de la sefializacién por BMPs

Dado que las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), al igual que la inhibina, utilizan los
receptores Il de activina, el complejo betaglicano/ActRIl/inhibina también es capaz de
antagonizar la sefalizacién por BMPs. El betaglicano ademas le confiere a la inhibina la
capacidad para unirse al receptor Il especifico de BMPs, BMPRII, y competir en contra de
las BMPs por su ocupacion. Como las BMPs requieren del receptor | de BMPs, las
Smads cuya activacion se impide son la 1, la 5 y la 8, a diferencia de lo que sucede
cuando se inhibe la activacion del receptor | de inhibina, en cuyo caso se impide la
activacion de las Smads 2 y 3. Este hallazgo ilustra que la terna betaglicano, ActRIl 6
BMPRII, e inhibina tiene la potencialidad para delimitar las células en las que incide la
sefalizacién por activina y/o BMPs (Wiater ef al., 2003).
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Figura A7. Funciones a nivel celular del betaglicano. El betaglicano puede a, presentar TGF-
a TBRII si sus GAGs son cortos o impedir que se contacten si sus GAGs son largos; b, unir bFGF;
y ¢, unir inhibina con el consecuente antagonismo hacia activina y BMPs. No se ilustra el papel
como secuestrador de TGF-B que tiene el betaglicano soluble.
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En la figura A7 se esquematizan las funciones celulares del betaglicano.

Regulacion de la presencia del proteoglicano del betaglicano en la superficie celular
Luego de la consolidacion de un complejo sefializador de TBRs orquestado por el TGF-,
el betaglicano es fosforilado en la cola citosélica —al parecer en la treonina 841— por el
TBRII. A la cola citoplasmica fosforilada se le une la B-arrestina 2, con lo cual son
endocitados el betaglicano y el receptor Il, abatiéndose asi la sefializacion por TGF-B. Las
B-arrestinas cumplen un papel andlogo con los receptores de 7 dominios
transmembranales y con el receptor Frizzied 4 de Wnt5a, también de 7 dominios
transmembranales: después de ser activados por sus ligandos y haber sido fosforilados
por GRKs (G protein—coupled receptor kinases) o habérsele pegado la proteina
citoplasmica Dishevelled, respectivamente, las B-arrestinas se unen a estos receptores,
regulando subsecuentemente su sefializacion e internalizaciéon (Chen et al., 2003a, b).

Funciones a nivel tisular

Desarrollo de las valvulas cardiacas del corazén

Unas valvulas cardiacas bien desarrolladas son indispensables para el buen
funcionamiento del corazén, ya que permiten que el flujo de sangre sea unidireccional. En
los mamiferos, el corazén cuenta con cuatro valvulas: la aértica, la pulmonar, la mitral y la
tricispide. La sangre del torrente sanguineo entra a la auricula derecha y pasa a través
de la valvula tricispide hacia el ventriculo derecho, que bombea sangre a través de la
valvula pulmonar hacia los pulmones; la sangre oxigenada regresa de los pulmones a la
auricula izquierda y pasa por la valvula mitral hacia el ventriculo izquierdo. Desde aqui,

este ventriculo bombea la sangre a través de la valvula adrtica hacia la circulacion
sistémica.

La morfogénesis de las valvulas cardiacas depende de la sefalizaciéon por isoformas de
TGF-B producidas por el miocardio y que actian en abultamientos del endocardio —una
capa delgada de células que recubre por adentro las camaras cardiacas— conocidos como
cojines cardiacos. Estas células endocardiacas experimentan una transformacion epitelio-
mesenquimatosa (para convertirse en valvulas cardiacas) y expresan betaglicano, y si se
inhibe la funciéon de éste con un antisuero a-betaglicano se evita la formacion de
mesénquima y la migraciéon en explantes de cojin auriculoventricular. La expresion
forzada de betaglicano en células endoteliales ventriculares que normalmente no se
transforman confiere la transformacion en respuesta a TGF-B2, pero no a TGF-1 (Brown
et al., 1999). Por tanto, los autores de este trabajo han propuesto que TGF-B2 altera la
composicion o la actividad de los complejos TBRII-TBRI, lo cual presuntamente resulta en
la activacién de un conjunto Unico de moléculas de sefalizaciéon corriente abajo que
redunda en una respuesta especifica de las células ante esta isoforma de TGF-p.

Morfogénesis de estructuras ramificadas como el pulmén

El TGF-B inhibe la ramificaciéon en explantes de pulmén. Si se suprime la expresion del
betaglicano, aumenta dicha ramificacion, debido presuntamente a una sefializacion
defectuosa por TGF-B, lo cual sugiere que la funcién presentadora de TGF-f del
betaglicano es importante in vivo para el desarrollo del pulmén (Zhao et al., 1998).
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Funciones a nivel organismico (Stenvers et al., 2003)

La estrategia para desactivar dirigidamente el gen del betaglicano en ratones fue la
introduccion de un cassette de resistencia a neomicina en su exén “2” (si los autores de
tal reporte hubieran leido el nuestro (anexo Il, al final de esta tesis), hubieran sabido que
en realidad interrumpieron el exén 3). Ademas de haber desactivado al gen, los
investigadores determinaron el patrén de expresion espacio-temporal del mismo: el
betaglicano se expresa ampliamente a lo largo de la gestacion, pero durante la gestacion
media —cuando se empiezan a apreciar malformaciones en los ratones knock-out—, los
organos que mas expresan betaglicano son el corazén y el higado. Al dia embrionario 9.5
(E9.5), la expresion se localiza en el miocardio de los ventriculos y en el septum
transversum, el amnion y el intestino posterior. Al dia E11.5, la expresion se aprecia
ahora en el miocardio de ventriculos —concretamente en los cardiomiocitos que estan
formando el tejido trabecular en el lumen del ventriculo— y de auriculas, asi como en el
higado —en la mayoria de sus tipos celulares— y en el estémago, pero no en el cojin
endocardiaco —donde sin embargo al bloquear la funcién del betaglicano se impidié la
formacion de las vélvulas cardiacas en explantes cardiacos de pollo (Brown et al., 1999)—.

Habiendo identificado al higado y al corazén como los sitios prevalentes de expresion del
betaglicano durante la gestacion intermedia, los autores del trabajo determinaron que el
tener desactivado al gen del betaglicano es letal para los ratones: ellos mueren por
defectos en la organogénesis del corazén y por apoptosis en el higado —al dia E13.5—. Al
raton knock-out se le desarrolla pobremente la pared miocardiaca de los ventriculos del
corazén (detectado a los dias E14.5-18.5), lo cual se asocia con un septum
interventricular patolégicamente delgado; la red trabecular también es de masa reducida.
La morfologia de sus cardiomiocitos es anommal, ademas de que proliferan menos,
aunque no atraviesan por apoptosis como en el caso de los hepatocitos. Cabe mencionar
que el corazon de los ratones knock-out de TGF-B2 presenta paredes miocardiacas
esponjosas y una zona compacta aminorada, rasgos que comparte con el mutante de
betaglicano. En este caso, la menor sensibilidad de los cardiomiocitos a TGF-2 puede
ser la causa del fenotipo ventricular en los mutantes de betaglicano. Por otra parte, TGF-
B1 se expresa en el endocardio, y si se desactiva su gen, la progenie de madres mutantes
homocigoéticas exhibe defectos ventriculares severos, lo cual sugiere que la sefializacion
por esta isoforma también puede estar afectada en el knock-out de betaglicano.

El 50% de los embriones knock-out presenta una reduccién generalizada en tamario y
osificacion al dia E18.5 de los esqueletos craneofacial, axial y apendicular. Como la gran
mayoria de los ratones knock-out de betaglicano se han muerto al dia E18.5, se dificulta
mucho el andlisis del papel de este gen en eventos posteriores de desarrollo.

Los autores mencionan que en hepatocitos fetales de rata, el TGF-p tiene un efecto
apoptético y muestran que la cinasa antiapoptética Akt/PKB tiene un nivel menor de
expresion en los hepatocitos del raton knock-out que en los del silvestre, lo cual puede
subyacer la considerable muerte apoptética de hepatocitos. Sin embargo, el hecho de
que los ratones knock-out de TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, inhibina y compuesto Smad2-
Smad3 (doble heterocigoto, Weinstein et al., 2001) no presenten un defecto hepatico
comparable al del betaglicano, sugiere que hay al menos una via de sefializacién —que no
es la de TGF-f ni de activina— en la que el betaglicano esta incidiendo de manera crucial.
A este punto, cabe decir que hay una correlacion entre betaglicano y Akt: en el knock-out
de betaglicano la expresion de Akt/PKB esta disminuida, mientras que en la linea celular
MERAKt, la activacion de Akt conlleva a la disminucion del ARNm del betaglicano (Kuhn et
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al., 2001). Vias alternas candidatas de sefalizacion por el betaglicano podrian ser la del
Wnt 6 la del bFGF (o de los 22 FGFs restantes en ratones). En sustento de estas
hipotesis tenemos que los Wnts requieren de sulfatos de heparano para sefializar (Dhoot
et al., 2001; Ai et al., 2003); la desactivacion dirigida de GSK-3, un componente de
regulacion negativa de la via de Wnt, resulta especificamente en un severo dafio hepatico
debido a apoptosis (Hoeflich et al., 2000), mientras que en el carcinoma hepatocelular
esta mutada la B-catenina, factor transcripcional activador en la via de Wnts (de La Coste
et al.,, 1998); los Wnts activan a Akt, incrementando los niveles de B-catenina libre
(Fukumoto et al., 2001) e inhiben la apoptosis de fibroblastos (Chen et al., 2001); ademas,
una forma constitutivamente activa de la B-catenina promueve potentemente Ila
proliferacion de hepatocitos —sin apoptosis compensatoria—, conduciendo a
hepatomegalia (Cadoret et al., 2001); y por ultimo, en el promotor del betaglicano hay dos
elementos potenciales de unién de Tcf/Lef1, efector transcripcional de Wnts; asimismo, el
receptor Frizzled 4 es internalizado por la p-arrestina 2 ante la unién de su ligando Wnt5A
(Chen et al., 2003a), recapitulando lo que sucede cuando el betaglicano une TGF-f (Chen
et al., 2003b). Por su parte, bFGF activa a Akt (Ong et al., 2001; Chen et al., 2000), se
pega a los GAGs del betaglicano —aunque su unién a la superficie celular no aumenta
significativamente ante la sobreexpresion de betaglicano— (Andres et al., 1992) y es un
participe vital en hepatogénesis (Zaret, 2002). Otra posibilidad es que la funcién del
betaglicano que se esta produciendo en el higado embrionario sea la de impedir la
sefalizacion por TGF-B, de modo que al no estar presente el betaglicano se exacerbe el
efecto apoptdtico del TGF-B. Cabe sefialar que en los mamiferos adultos, el higado es
uno de los pocos 6rganos donde virtualmente no se detecta la expresién del betaglicano
(Wang et al., 1991; Nishikawa et al., 1998). No obstante, la expresion del ARNm del
betaglicano en hepatocitos se llega a detectar y en grandes cantidades cuando hay
regeneracion hepatica en respuesta a hepatectomia (Nishikawa et al., 1998) e in vitro
cuando se hacen cultivos primarios de hepatocitos (Weiner et al., 1996).

El knock-out también presenta eritropoyesis —pero no leucopoyesis— incompleta, dado que
en el raton mutante homocigético predominan los eritrocitos nucleados con respecto a los
no nucleados, a diferencia del silvestre, donde la situacién se invierte, al menos hasta el
dia E13.5. Al dia E15.5, hay una muerte masiva y generalizada de hematocitos.

Con respecto al otro receptor lll, la endoglina, ha sido implicada una mutacién en su gen
como la causa de la telangiectasia hemorragica hereditaria tipo | en humanos, una

condicion caracterizada por vasos sangrantes debido a malformacién (McAllister et al.,
1994).

A pesar de que se sabe que el betaglicano ayuda a presentar TGF-B, particularmente la
isoforma TGF-p2, a TBRII, se ha descubierto una variante de este receptor conocida como
TBRII-B, la cual se genera por la inclusion de un ex6n encriptado en lo que el ARN
primario de TBRII corresponde a un intron. TRRII-B, en contubernio con TRRI, es capaz
de unir TGF-B2 con gran afinidad, dispensando de la funcién del betaglicano para dicha
tarea (Rotzer et al., 2001; del Re et al., 2004). Los tipos celulares que expresan TBRIl-B
son menos que los que expresan TBRII, siendo principalmente osteoblastos y células de
origen mesenquimatoso como mioblastos C,C,; aunque no hay aun reportes al respecto,
es muy probable que betaglicano y TBRII-B se coexpresen en una misma célula, e.g., en
miotubos C,Cs, 0 en osteoblastos, por lo que se sospecharia que la funcion del
betaglicano no seria simplemente la de presentar TGF-$2 a TBRII, sino que podria
conferir efectos adicionales a los de TBRII-B o TBRII. Asi lo sugiere la observacion de que
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el bloqueo de la funcion del TBRII conduce a alteraciones diferentes de las que ocasiona
el bloqueo del betaglicano (TBRII): carencia de dispersion de células endoteliales vs.
carencia de invasion epitelio-mesenquimatosa; ambos son eventos de transdiferenciacion
epitelio-mesenquimatosa que generan a los cojinetes del canal auriculoventricular y del
tracto de salida del corazén, los cuales a su vez generan a las valvulas cardiacas (Boyer
et al., 2001). Confiera o no una via de sefalizacioén adicional, lo que si se puede afirmar
es que una funcion del betaglicano a nivel tisular es capturar y presentar TGF-$ (Brown et
al., 1999). La visién actual es que se trata de un modulador compartido por varias vias de

sefializacion, incluyendo la del propio TGF-B, la de activina y la de BMPs y quiza de
otra(s).

Smads: factores de transcripcion que transmiten la sefial del TGF- al nucleo a partir de
los TBRs

Para identificar a las proteinas encargadas de propagar intracelularmente la sefal
proveniente de los receptores del TGF-B, las investigaciones se encaminaron a la
busqueda de proteinas que se asociaran con los mismos. Se lograron identificar varias
proteinas asociadas con los receptores mediante el sistema de “dos-hibrido” en
levaduras, utilizando los dominios citoplasmicos de los receptores como anzuelos.
Cuando se usé el dominio citopldsmico del TBRI como anzuelo, fueron capturadas la
proteina FKBP-12 (Wang et al., 1994), la cadena o de la farnesil transferasa (Kawabata et
al., 1995) y la apolipoproteina J (Reddy et al., 1996); cuando se usé el dominio
citoplasmico del TBRII, fue capturada una proteina que se bautizé6 como proteina 1 de

interaccion con el receptor de TGF-B (TRIP-1, de TGF-8 receptor interacting protein-1)
(Chen et al., 1995b).

No obstante, ninguna de estas proteinas asociadas con los receptores —identificadas
porque interactuan prolongadamente con ellos— resuité tener una funciéon de relevo de la
sefal del TGF-B desde los receptores. Los abordajes genéticos de la sefializaciéon por
factores de la superfamilia del TGF-B en Drosophila melanogaster y en Caenorhabditis
elegans demostraron ser mucho mas utiles a este respecto: condujeron a la identificacion
de los genes mad (de mothers against decapentaplegic) y sma, respectivamente. Ciertas
mutaciones de efecto materno en el gen mad exacerban los defectos fenotipicos que
produce un alelo dpp recesivo débil en mosquitas heterocigéticas (Raftery et al., 1995),
mientras que mutaciones en los genes sma-2, sma-3 y sma-4 de C. elegans causan un
fenotipo similar al que causan mutaciones en el gen de un receptor semejante a TBRs
llamado daf-4 y que incluye tamafio corporal pequefio (de ahi el nombre sma, de small) y
colas deformes en los machos (Savage et al., 1996). La busqueda subsecuente de genes
homologos en vertebrados llevé al hallazgo de la familia de factores transcripcionales
Smad, cuyo nombre proviene de la conjuncion de Sma con Mad (Derynck et al., 1996).

Smads

Los Smads se pueden clasificar en R-Smads, Co-Smad e I-Smads. Los R-Smads actlan
corriente abajo de receptores tipo | de BMPs, TGF-B y activina (BMPR-I, TBR-I y ActR-IB,
respectivamente). Las BMPs causan la activacién de los Smads 1, 5 y 8, mientras que
TGF-B y activina la de los Smads 2 y 3, aunque las respuestas transcripcionales a TGF-$
estan mediadas primordialmente por Smad3 y las de activina por Smad2 (Graff et al.,
1996; Liu et al., 1996; Macias Silva et al., 1996; Zhang et al., 1996). Smad4/DPC4
(Deleted in pancreatic carcinoma 4) es el Co-Smad de los vertebrados, y se le llama asi
porque lo comparten las vias de TGF-B, activina y BMPs (Lagna et al., 1996). En la figura
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Figura A8. Estructura de los Smads. Las tres clases de Smads son los R-Smads, regulados por
receptores tipo | especificos, el Co-Smad, cuyo representante en vertebrados es Smad4, y los |-
Smads, o Smads inhibitorios. En orden progresivo desde el extremo amino se localiza el dominio
MH1 (de Mad-homology region), una region conectora, y el dominio MH2. Dentro del grupo de los
R-Smads, Smad1, 5 y 8 responden a BMPs y Smad2 y 3 responden a TGF-B y a activina. Los R-
Smads se fosforilan en la secuencia SXS, localizada en el extremo carboxilo. Smad2 y 4
presentan algunas inserciones pequefas en el dominio MH1. Los Smads inhibitorios carecen de
gran parte del dominio MH1 y su dominio MH2 es muy diferente del de otros miembros de la
familia. Antes de ser fosforilados en la secuencia SSXS, los R-Smads forman homooligdmeros;
sus dominios MH1 —de union al ADN- y MH2 —de interaccion con factores de transcripcion— se
interinhiben, lo que mantiene a los R-Smads inactivos. Una vez que son fosforilados por su
receptor tipo | particular (BMPs via BMPR-I, TGF-B via TBR-I y activina via ActR-IB), se asocian
con Smad4 y se translocan al nicleo (redibujado de Hata et al., 1998).
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A8 se ilustra la estructura de los Smads y su especificidad. Los Smads poseen un
dominio MH1 (de Mad-homology 1) en el tercio amino, uno MH2 en el carboxilo, y entre
éstos dos, la regién conectora. La forma como se activan los R-Smads es mediante
fosforilacion por sus receptores | respectivos en la secuencia SXS localizada en el
dominio MH2 (Kretzschmar et al., 1997); una vez activados, se asocian con Smad4 y se
translocan al nucleo donde funcionan como factores de transcripciéon. El dominio MH1 de
los R-Smads tiene la capacidad de unirse al ADN (aunque no el de Smad2), mientras que
el MH2 tiene propiedades transactivadoras. Los R-Smads se mantienen inactivos en
condiciones basales gracias a que sus dominios MH1 y MH2 se interinhiben. Smad4
forma homotrimeros constitutivamente (Shi et al., 1997). Al ser activados, los R-Smads
forman homotrimeros y heterémeros sumamente estables. Existe controversia en cuanto
a la estequiometria de los complejos heteroméricos de Smads: hay evidencia tanto a favor
de un heterotrimero (dos R-Smads y un Smad4) como de un heterodimero, pero al
parecer, ambas combinatorias son factibles y dependen del contexto del promotor a
regular; por ejemplo: en el promotor de c-jun se pega un heterodimero Smad3-Smad4,
pero en el promotor de mix.2 se agrupan dos Smads2 y un Smad4 con la proteina de
hélice alada Fast-1 o Fast-3 ante la estimulaciéon por activina (Chen et al., 1996; Shi y
Massagué, 2003; Inman y Hill, 2002).

El grupo de los Smads inhibitorios, o I-Smads, esta constituido por Smad6é y Smad7.
Estos Smads carecen de gran parte del dominio MH1 y su dominio MH2 es muy diferente
del de otros miembros de la familia, ademas de que no poseen un motivo SXS en el
término carboxilo. La localizacion de estos Smads en condiciones basales es
preponderantemente nuclear. Smad6 se une a Smad1 fosforilado por el receptor,
compitiendo contra Smad4, y el complejo resultante es aparentemente inactivo (Hata et
al., 1998a); asimismo, Smad6 se asocia en el nucleo con el correpresor transcripcional
CtBP (de C-terminal binding protein) para reprimir la transcripcion del gen Id1, impulsada
por BMPs (Lin et al., 2003). Smad7 no es fosforilado ante la estimulacién por TGF-f; no
obstante, TGF-B induce rapidamente la expresién del ARNm de Smad7 y la translocacion
a la membrana celular de las proteinas Smad7 que ya estaban presentes en el nicleo
(Itoh et al., 1998; Nakao et al., 1997). La proteina Smad7 se une establemente al receptor
TBRI activado, impidiendo que éste fosforile a los Smads 2 y 3 (Hayashi et al., 1997).
Smad7, ademas, con el apoyo de SARA, induce la agregacion al receptor | activado de la
proteina fosfatasa 1 (PP1), que lo desfosforila (Shi et al., 2004), y de las ligasas E3 de
ubiquitina Smurf1 y Smurf2 (de Smad ubiquitination-regulatory factors) que lo ubiquitinan
para que sea degradado por el proteosoma 26S, proceso en el cual el mismo Smad7
resulta degradado (Shi y Massagué, 2003). La proteina Arkadia se encarga de que no se
apague la sefalizacion por TGF-B ab initio: causa la degradacién de Smad7 a través de
ubiquitinacién (Koinuma et al., 2003). Estas observaciones indican que Smad7 es parte
de un mecanismo de retroalimentacién negativa que se encarga de extinguir la sefal del
TGF-B después de haber sido recibida. Smurf1 reconoce a los Smads 1y 5, pero no a los
2, 3 ni 4, causando su ubiquitinacién y posterior degradacién (Massagué y Chen, 2000).

Translocacion de los Smads al nucleo

Los Smads se encuentran en constante desplazamiento aun en ausencia de sefializaciéon
por TGF-B: viajan continuamente del citoplasma al nticleo y de regreso, aunque cabe
aclarar que la localizacién primordial de Smad2 y 3 es citoplasmica, mientras que la de
Smad4 es citoplasmica y nuclear (Pierreux et al., 2000). A partir de que el receptor | los
activa, los R-Smads son translocados al nlcleo. Smad4 no se requiere para la
translocacion al interior de! nucleo de los R-Smads, aunque si los acompafa en su
travesia. Hay controversia sobre si este transporte es mediado por transportadores

37



nucleares o no. Los hallazgos del laboratorio del Dr. Joan Massagué apuntan a que no,
pero hay hallazgos de otros laboratorios que indican que Smad4 es llevado al nucleo por
las importinas o y B, y al parecer, Smad3 por la importina B. En su travesia al nucleo, los
Smads interactuan con las nucleoporinas Nup214 y Nup153 —componentes del poro
nuclear—, quienes les permiten el acceso al interior del nucleo (ten Dijke y Hill, 2004).

Es de interés mencionar que en el dominio MH2 —concretamente en el asi llamado
“corredor hidrofébico™- de los Smads se localizan las superficies involucradas en los
contactos proteina-proteina requeridos para mediar secuencialmente la interacciéon de los
Smads con las proteinas que causan su direccionamiento hacia el nucleo (TBRI, SARA,
nucleoporinas, etc.); el corredor hidrofébico no permite el contacto simultaneo de mas de
una de estas proteinas, lo cual permite que las interacciones de dichas proteinas con los
Smads sean sucesorias (ten Dijke y Hill, 2004).

Mecanismo de activacién de la transcripcion por Smads: cooperacion con HATs, HDACs y
factores transcripcionales

Una vez en el nucleo, los Smads regulan la transcripcion de varios centenares de genes
tanto positiva como negativamente (Kang et al., 2003). Smad3 y Smad4 pueden unirse al
ADN por si mismos en el SBE (Smad-binding element), cuya secuencia es 5-AGAC-3'.
Smad2, por el contrario, carece de esta capacidad. No obstante, |a afinidad de los Smads
3y 4 por el SBE es muy baja; por esta razén, se asocian con otros factores de
transcripcién. Muchos de los factores con los que interactian los Smads son especificos
de los tipos celulares en los que se recibe la sefial del TGF- (e.g., Fast, OAZ, Mixer, Milk)
y otros son generales (e.g., AP1), y por lo tanto, las alianzas que estos factores
establecen con los Smads determinan los genes cuya expresiéon habra de ser regulada.
Los factores ubicuos generalmente median la misma respuesta en todos los tipos
celulares, mientras que los especificos por lo general conducen a regulacién genética
dependiente del tipo celular. El dominio MH2 de los R-Smads y Smad4 interactua con el
coactivador esencial CBP (CREB-binding protein)/p300 (con actividad de acetiltransferasa
de histonas, HAT, de histone acetyltransferase) y con otros como Arc105, Msg1 y Smif,
los cuales remodelan la estructura de los nucleosomas. Smad4 funciona como
coactivador para los R-Smads ya que robustece la interaccion de ellos con CBP/p300,
que los vincula directamente con la maquinaria general de transcripciéon. Los Smads
también pueden asociarse con los correspresores TGIF, c-Ski y SnoN, que reclutan a
desacetilasas de histonas (HDACs, de histone deacetylases). Cabe mencionar que los
Smads inhiben la activacion de la transcripcién y en otros casos reprimen la transcripcion.
El dominio MH1 de Smad3 puede interactuar con desacetilasas de histonas, lo cual
reprime transcripcion (revisado en Massagué y Wotton, 2000).

No requerimiento de Smad4 para todas las respuestas a TGF-p

Aunque en un inicio se habia propuesto que Smad4 funcionaba como el mediador de los
R-Smads en las respuestas transcripcionales inducidas por miembros de la superfamilia
del TGF-B, cuando se desactiv su gen por recombinacion homéloga en fibroblastos —un
tipo celular vastamente explorado en cuando a las funciones del TGF-B—, se observé que
al estimularlos con TGF-B, la detencion del crecimiento, la induccién del gen endégeno de
PAI-1 (plasminogen-activator inhibitor 1) y de otros componentes de la matriz extracelular
eran iguales con respecto a las células silvestres. En cambio, la activacién del promotor
de mix.2 de Xenopus ante TGF-B o activina y la de genes homeoéticos de la familia Msx
ante BMPs si se vieron gravemente afectadas. Por lo tanto, Smad4 es dispensable para
algunas de las respuestas clave de las células ante TGF-B (Sirard et al., 2000).
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Salida de los R-Smads y Smad4 del nuicleo

Después de ponerse a trabajar en regulacion transcripcional, la mayoria de los Smads
son eventualmente desfosforilados por alguna fosfatasa constitutiva todavia no
identificada que los disocia de Smad4 y regresados al citoplasma para ser reciclados (Xu
et al., 2002; Inman et al., 2002). No obstante, una pequefia porcién de la poblacién de los
Smads fosforilados experimenta ubiquitinacion y consecuente degradacién dentro del
nuacleo, como es el caso de Smad2. Para que se lleve a cabo el proceso de
ubiquitinacion, es necesario que los Smads estén fosforilados en el motivo SXS
(Massagué y Chen, 2000). Smad3 nuclear fosforilado ante la estimulaciéon por TGF-B es
ubiquitinado por el complejo de ligasa de ubiquitina ROC1-SCF (Fukuchi et al., 2001),
mientras que Smad2 lo es por la ligasa E2 de ubiquitina UbcHS5 (Lo y Massagué, 1999).
Aunque inicialmente fue reportado que Smad4 no se ubiquitinaba en condiciones
normales y que s6lo mutaciones en su gen asociadas a cancer hacian que admitiera
ubiquitinacién (Xu y Attisano, 2000), posteriormente fue descubierto que aun en
condiciones normales es ubiquitinado por Jab1, conduciendo a su degradacion (Wan et
al., 2002). Smad4 es translocado fuera del nucleo por el exportador nuclear Crm-1;
empero, Smad2 y 3 son excluidos del nacleo por otro transportador —dependiente de
ATP- que hasta el momento no ha sido identificado (ten Dijke y Hill, 2004). En la figura
A9 se ilustra esquematicamente la via de transduccion del TGF-p con varios de sus
componentes de regulacién positiva o negativa incorporados.

Regulacién de la sefializacion por TGF-B por proteinas que interactian con los TBRs o
con los Smads

Ademas del betaglicano, cuyas funciones ya fueron descritas arriba, CTGF, FKBP-12,
BAMBI, SARA, SnoN, c-Ski, TGIF, Hgs, Disabled, axina, B-espectrina, caveolina 1, entre
otros, regulan la sefalizacion por TGF-p mediante la interaccion con los TBRs o con los
Smads. CTGF (connective-tissue growth factor) incrementa la unién de TGF- a sus
receptores a la vez que inhibe la union de BMP4 a los suyos (Abreu et al., 2002). FKBP-
12 es una proteina citosélica de 12 kDa que ademas de asociarse con TBRI se asocia con
receptores | de otros miembros de la superfamilia del TGF-B, con receptores de rianodina
(canales de liberacion de calcio de musculo cardiaco) y de inositol trifosfato (Massagué y
Chen, 2000). FKBP-12 sella el dominio GS no fosforilado de TBRI al pegarsele,
impidiendo asi que TBRIH transfosforile a TBRI en condiciones basales, a la vez que
mantiene el centro catalitico de la cinasa de TBRI en una conformacion inactiva (Huse et
al., 1999; Wang et al., 1996). BAMBI (de BMP, activin, and TGF-f membrane-bound
inhibitor) es una proteina transmembranal con parecido a receptores | pero con un
dominio intracelular pequefio y sin actividad de cinasa; no obstante, éste se asemeja a las
asas E6 y catalitica de los receptores |. El asa E6 es importante para los contactos
homodiméricos entre receptores | que permiten la activacién de su cinasa. Asi, BAMBI
promueve la formaciéon de heterodimeros inactivos de BAMBI-receptores |, impidiendo
que haya sefalizacién por la mayoria de los receptores |, aunque en embriones de
Xenopus su expresion se colocaliza con la de bmp4 (Onichtchouk et al., 1999). SARA (de
Smad anchor for receptor activation) es una proteina anclada a la membrana que
favorece la interacciéon de Smad2 y Smad3 con TBRI. Smad2 contacta a SARA a través
de su dominio MH2, y luego de ser fosforilado, se disocia de SARA para formar complejos
con Smad4 que se translocan al nucleo (Tsukazaki et al., 1998). Las protooncoproteinas
nucleares SnoN y c-Ski (cellular transforming protein of the Sloan Kettering Institute virus)
se asocian con Smad2, 3 6 4 en condiciones basales y en respuesta a la sefializacion por
TGF-B se potencia esta asociacién. SnoN reprime la actividad transcripcional de Smad2 y
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Figura A9. Via integrada de la sefializacion por TGF-B de la membrana plasmatica al nicleo.
Una vez que el BG ha promovido la formacién de un complejo de TBRs con TGF-B, TBRII fosforila
al BG y éste es excluido del complejo, dejando libre al tetramero TRRII-TBRI. TPRI fosforila a los
Smads 2 y 3, los cuales llegan a él empujados por SARA. Smad2 6 3 fosforilados se asocian con
Smad4 y juntos viajan al nicleo, donde regulan la expresién de centenares de genes con la ayuda
de cofactores y coactivadores o correpresores. Tanto Smad4 como los R-Smads activados forman
homotrimeros estables. Los Smads son eventualmente desfosforilados y devueltos al citosol para
luego ser reaprovechados o ubiquitinados y degradados por el proteosoma. Las flechas de color
azul indican activacién de la via, mientras que las de color rojo indican desactivacién. Como parte
de la desactivacion de la via, el complejo de TBRs-Smad7-Smurfs es dirigido a caveolas, dominios
membranales ricos en caveolina, endocitado y puesto en contacto con el proteosoma para su
degradacion. Como parte de su activacién, el complejo de TBRs activados-SARA es endocitado a
concavidades recubiertas de clatrina que favorecen la sefializacién (redibujado de Shiy Massagué,
2003).
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de Smad4 a través del reclutamiento del correpresor N-CoR (nuclear receptor co-
repressor) (Stroschein et al., 1999). No obstante, la activaciéon de la via del TGF-$
también conduce a la degradacién rapida de SnoN, y en menor grado, a la de c-Ski (Sun
et al,, 1999a, b). El mecanismo de degradacién de SnoN es el siguiente: TGF-p induce el
ensamblaje de un complejo de APC (anaphase promoting complex, o ciclosoma) 6 de
Smurf2 (una ligasa E3 de ubiquitina) con Smad2 6 3. Smad2, cuya asociacién con SnoN
se afianza ante la estimulacion con TGF-B, remite a SnoN al complejo APC (de 11
subunidades en mamiferos) 6 a Smurf2 para que éstos lo ubiquitinen y sea asi marcado
para su degradacion por el proteosoma (Bonni et al., 2001; Stroschein et al., 2001; Want
et al., 2001). Empero, TGF-f induce —a las dos horas de haber sido aplicado— la sintesis
de novo de SnoN, dandole fin a la oleada de sefalizacién por TGF-f§ y regresando a
Smad2 y 4 a su estado reprimido (Stroschein et al., 1999). Ski puede formar complejos
del que forman parte Smad2, Smad3 y Smad4 en un elemento de respuesta a Smad
(SBE) en un promotor y suprimir su potencial transactivador a través del reclutamiento de
N-CoR, y posiblemente a través del reclutamiento de su complejo de HDACs asociado.
La propiedad de SnoN y de c-Ski de hacer a una célula resistente al efecto inhibidor del
crecimiento del TGF-f§ cuando aquéllos son sobreexpresados artificialmente puede ser la
responsable de que SnoN y Ski sean protooncoproteinas (Luo et al., 1999; Xu et al.,
2000). TGIF es un correpresor transcripcional activado por la via Ras-MEK-MAPK que se
une a los Smads impidiendo que funcionen; recluta al correpresor HDAC para llevar a
cabo esta funcién (Wotton et al., 1999a, b, 2001). Hgs, Disabled, axina y ELF (Embryonic
liver fodrin, una B-espectrina) son proteinas adaptadoras que asisten la presentacion de
los Smads2 y 3 a TBRI (Shi y Massagué, 2003). La caveolina 1 es una proteina
marcadora de las caveolas, microdominios de la membrana celular ricos en colesterol,
que interactia con TBRI un tiempo después de ser éste activado para impedir la
fosforilacion de Smad2 (Razani et al,, 2001). Tanto TBRI como TBRIl y Smad2 —no asi
Smad4—- se localizan en caveolas, pero la ubicacién en estos microdominios es
independiente de la caveolina 1 (Razani et al., 2001).

Interaccion con otras vias de sefializacién

La sefalizacién por TGF-f se integra con y es modulable por otras vias de sefializaciéon
como la de Ras/Erk1/2, Jak1/Stat y Akt/PKB. Por ejemplo, al ser activada por factores
como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) o el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) —cuyos receptores tienen cinasas de tirosina—, la cinasa Erk1/2 MAPK (mitogen-
activated protein kinase), corriente abajo de Ras, causa la fosforilacion de Smad2 y
Smad3 en la regién conectora y con ello impide su acumulacion nuclear en algunos casos
(Kretzschmar et al., 1999). La activacion de la cinasa CaMKII (Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase II) también resulta en la fosforilacion de los Smads 2, 3y4 enla
region conectora y el dominio MH1, y en una translocacién reducida de Smad2 al nucleo
ante la estimulacién con TGF-B; la proteina cinasa C (PKC) fosforila a Smad2 y Smad3 en
su dominio MH1, lo cual resulta en la abolicion de la unién al ADN de Smad3.
Contrariamente, MEKK1 (MAPK/Erk kinase kinase 1), que actla corriente abajo de Ras y
corriente arriba de Erk MAPK y de JNK (c-Jun N-terminal kinase), al ser activada,
potencia la funciones transactivadoras de Smad2. Asimismo, JNK fosforila a Smad3 —no
en el motivo SXS-y promueve la transcripcion inducida por TGF-B. Esto concuerda con
el hecho de que TGF-f induce la sefializacion por Erk MAPK y JNK (revisado en Derynck
y Zhang, 2003). Interferén y (IFN-y), por su parte, tiene un receptor asociado con la
cinasa de tirosinas Jak1, la cual, a su vez, media la fosforilacién y activacién del factor de
transcripcion Stat1. IFN-y, actuando a través de Jak1/Stat1, y TNF-a, a través de NF-
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kB/RelA, inducen la expresién de Smad7, un Smad inhibitorio que impide la interaccién de
Smad3 con TBRI, con lo cual impiden la fosforilacion de aquél en respuesta a TGF-p. Es
asi como IFN-y y TNF-a inhiben la via del TGF-p. Estas observaciones proporcionan una
base mecanistica de las acciones contrarias de TGF-8 e IFN-y en la regulacién de las
funciones linfocitarias (Bitzer et al., 2000; Ulloa et al., 1999). Las vias de Ras y de TGF-
no siempre son antagénicas. De hecho, durante embriogénesis, cooperan Ras vy
senalizacion de tipo activina en la induccion del mesodermo en Xenopus (Whitman, 1998).
Induciendo genes del organizador de Spemann de Xenopus, un centro de sefializacion
dorsal, la via del Wnt y la de los Smads pueden cooperar: Smad2 puede potenciar la
capacidad de Wnt de inducir a siamosis, mientras que Wnt puede potenciar la induccién
de goosecoid y de cordina por Smad2 (Massagué y Chen, 2000); por su parte, el complejo
Smad3-Smad4 puede interactuar directamente con Lef1/Tcf (Lymphoid enhancer-binding
factor 1/ T cell-specific factor), factor transcripcional de la via del Wnt e inducir a twin
(Labbé et al, 2000; Nishita et al., 2000). Insulina e IGF-I contrarrestan los efectos
transcripcionales del TGF-B a través de la inhibicion de la activacién de Smad3 pero no de
Smad2; es posible que la responsable de ejecutar dicha inhibicion sea la cinasa PI3K
(cinasa de fosfatidilinositol 3-OH), dado que el inhibidor de la misma, LY294002, es capaz
de contrarrestar los efectos de la insulina y del IGF-I, que la activan (Chen et al., 1998;
Song et al., 2003). Smad3, en su estado basal, se asocia en algunas lineas celulares con
la cinasa de serinas y treoninas Akt/PKB —que esta corriente arriba de PI3K- sin ser
requerida la actividad de cinasa de Akt para que haya tal asociacion; Akt secuestra a
Smad3 e impide que sea fosforilado, redundando en un impedimento de la apoptosis
causada por TGF-p (Conery et al., 2004). En contraste, durante la transicién epitelio-
mesenquimatosa (ver parrafos mas abajo su deficion), al parecer, se requiere como parte
de la senalizacion por TGF-B, la activacion de las cinasas Akt/PKB y PI3K para lograr la
remocién de la proteina ZO-1 (Zona Occludens 1) de uniones oclusivas, la fosforilacién de
Smad?2 en su extremo carboxilo y la activacion de genes reporteros respondientes a TGF-
B (Bakin et al., 2000).

Sefalizacion por TGF-f independiente de Smads

TGF-p activa —independientemente de los Smads— a las cinasas JNK y p38, ambas
cinasas MAP; se sabe que lo hace con rapidez (5 a 15 minutos) y que a través de ellas
puede —al menos— regular positivamente la funcion de los Smads mediante fosforilacion
en la region conectora. Se ha propuesto que TBRI activa a la cinasa TAK1 (TGF-f-
activated kinase 1) —que interactia con el cofactor TAB1 (TAK-binding protein 1)- a
través de la cinasa HPK-1; TAK1 presuntamente fosforilaria a enzimas MKK que a su vez
fosforilan a JNK 6 a p38 (Massagué y Chen, 2000); se ha propuesto también la posibilidad
de que estas activaciones tengan consecuencias no transcripcionales. TAK1 ademas es
un regulador negativo de la via de la B-catenina/TCF. La activacién de JNK en algunas
lineas celulares conduce a la fosforilacion de c-Jun y a la consecuente activacion del
factor AP-1 (Jun-Fos) (Massagué y Chen, 2000). El TGF-B también puede activar
rapidamente a las GTPasas tipo Rho: RhoA, Rac y Cdc2, las cuales estan involucradas
en la reorganizacion del citoesqueleto ante la estimulacién por TGF- y en la activacién de
JNK'y p38 (Engel et al., 1999). PKC y PI3K también son activadas rapidamente ante la
estimulacion por TGF-B (Romero Avila et al., 2002).
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Respuestas de las células ante la estimulacion por TGF-8

Las celulas muestran mdltiples respuestas cuando son estimuladas por TGF-B. Casi
todas las células en cultivo poseen receptores de TGF-B en su superficie, y por ende, son
potenciales células blanco de este factor. La clase de respuesta depende del tipo celular,
del estadio de diferenciacion, de la presencia de otros factores de crecimiento, del entorno
celular, etc., en suma, de su contexto fisiolégico particular.

La manera como las células responden al TGF-p es regulando:
i su proliferacién
ii. sudiferenciacion
ii. la abundanciay naturaleza de su matriz extracelular
iv.  sumigracion (a través de quimiotaxis)
V.  susupervivencia (a través de apoptosis)

Regulacién por TGF-B de la proliferacion celular

El TGF-B induce o impide proliferacion en una célula dependiendo del tipo celular y de la
linea celular de ésta. Promueve la proliferacion de tipos celulares provenientes de
mesénquima como fibroblastos (Leof et al., 1986), osteoblastos (Centrella et al., 1987),
células musculares lisas (Battegay et al., 1990) y células de Schwann (Ridley et al., 1989).
Detiene la proliferacion de tipos celulares como células epiteliales y queratinocitos
(Massagué y Polyak, 1995).

Mecanismo de estimulacién de la proliferacion

En fibroblastos, células musculares lisas y condrocitos, el TGF-B induce mitosis
indirectamente, dado que primero estimula la produccién de PDGF (factor de crecimiento
derivado de plaquetas, de platelet derived-growth factor) y después, éste, a su vez, es el
que promueve la proliferacion de manera autocrina (Leof et al., 1986; Soma y
Grotendorst, 1989; Battegay ef al., 1990). Asimismo, en otras células, el TGF-p puede
inducir otros factores de crecimiento como el factor de crecimiento de tejido conectivo
(CTGF), que también estimula mitosis autocrinamente (Igarashi et al., 1993) y favorece la
union del TGF-B a sus receptores a la vez que impide la union de BMP4 a los suyos
(Abreu et al., 2002).

Mecanismo de inhibicién de la proliferacion

El mecanismo por el cual el TGF-B inhibe la proliferacién celular se ha estudiado
principalmente en las lineas celulares Mv1Lu, proveniente de epitelio de pulmén de vison,
y HaCat, proveniente de queratinocitos (Massagué y Polyak, 1995). El TGF-p tiene la
propiedad de congelar el ciclo celular en la fase G1 tardia, siempre y cuando la célula lo
reciba en los inicios de G1, debido a que a partir de la transicién de G1 a S, la célula se
vuelve insensible ante el efecto antiproliferativo del TGF-p (Laiho et al., 1990a; Geng y
Weinberg, 1993). Durante el ciclo celular, la proteina retinoblastoma (pRB) es
hiperfosforilada poco antes de la transicion de G1 a S y es devuelta a su estado
hipofosforilado al terminar la mitosis. El TGF-B ocasiona que pRB se mantenga
hipofosforilado; pRB en este estado es el que impide que el ciclo celular progrese de G1 a
S, y la manera como lo hace es uniendo y desactivando a factores de transcripcion como
E2F y desactivando por ejemplo la expresion de c-fos. Si la célula se ha de dividir, pRB
es hiperfosforilado y en consecuencia E2F queda libre para activar transcripcionalmente a
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una serie de genes necesarios para entrar a la fase S, para el avance del ciclo celular y
para la replicacion del ADN como c-myc (Weinberg et al., 1995, 1996). La forma como el
TGF-f mantiene a pRB en un estado hipofosforilado es regulando la expresion y la
actividad de ciclinas de la fase G1, de sus respectivas cinasas dependientes de ciclinas
(Cdks, de cyclin-dependent kinases) y de inhibidores de éstas. Cdk4 y Cdk6 se asocian
con las ciclinas D, y a su vez, Cdk2 se asocia con la ciclina E. Durante la fase G1 tardia,
la expresion de la ciclina E y de cdk2 se induce fuertemente. Se piensa que los complejos
Cdk4-ciclina D y Cdk2-ciclina E fosforilan a pRB (Sherr y Roberts, 1999; Weinberg et al.,
1995). En las células Mv1Lu, el TGF-B impide que se incremente la expresién de cdk4
pero no la de ciclina D al término de G1; concordantemente, la sobreexpresiéon de cdk4
pero no la de cdk2 resulta en la fosforilacion de pRB al término de G1 y en el consecuente
ingreso a la fase S aun en presencia de TGF-B; en las células HaCat, el TGF-p impide que
se incremente la expresion de cdk2 y la de ciclina E. Asimismo, inhibe el incremento de
ciclina A que se da tardiamente en G1 (Ewen et al., 1993; Geng y Weinberg, 1993; Koff et
al., 1993). El TGF-B también incide positivamente en la expresion de inhibidores de Cdks.
Los inhibidores de una clase, donde se incluyen p21°?!, p27"?' y p57"P? suprimen la
actividad de cinasa de los complejos Cdk4-ciclina D, Cdk6-ciclina D y Cdk2-ciclina E, al
unirseles directamente. Estos inhibidores también impiden que Cak (de Cdk activating-
kinase complex) active a las Cdks. Inhibidores de Cdks de una segunda clase,
concretamente p16™* y p15™“*®, se unen a Cdk4 y a Cdk6 para evitar la interaccion de
éstos con la ciclina D; de este modo, impiden que se activen estas Cdks (Sherr y Roberts,
1999). Se piensa que el alto que el TGF-B pone a la proliferacién celular necesita de la
participacién de ambas clases de inhibidores de Cdks. En las células Mv1Lu, el aumento
en la sintesis de p15™“® inducido por TGF-B hace que p27""' se desplace del complejo
Cdk4-ciclina D al complejo Cdk2-ciclina E, al que también inhibe. Por lo tanto, el aumento
en la accion de p27"?! contra los complejos de Cdk2 es consecuencia no de una sintesis
mayor de p27""* sino de un evento de desplazamiento originado por una mayor sintesis
de p15™“®. En las células HaCat el TGF-B detiene el ciclo celular de manera similar que
en las células MviLu, pero en ellas hace que aumente ademas la sintesis de p21°’
(Reynisdéttir et al.,, 1995; Datto et al., 1995; Hannon y Beach, 1994). EI complejo
transcripcional orquestado por TGF-B responsable del incremento de la sintesis de
p15"™“® y de p21°"" incluye a los Smads 2, 3y 4, que al reclutar a CPB/p300, potencian la
actividad transcripcional de Sp1 (Feng et al., 2000; Pardali et al., 2000). ElI TGF-B
también suprime la expresion de c-myc, un gen cuyo producto es un activador
transcripcional potente de genes necesarios para el crecimiento y la proliferacién. La
forma como TGF- abate a este gen es induciendo la translocacion al nucleo de un
complejo Smad3-E2F4/5-DP1-correpresor p107 preensamblado en el citoplasma. Ya
estando en el nucleo, el complejo se asocia con Smad4 y se pega a un sitio compuesto
Smad-E2F en el promotor del gen c-myc, frenando su transcripcion.

En otro rubro, Miz-1 (Myc-interacting zinc-finger protein 1) es un factor transcripcional que
aumenta la transcripcion de p75™“8 al unirse a un elemento iniciador en su promotor. No
obstante, mientras no haya estimulacion por TGF-3, Myc, junto con Max, forma un
complejo con Miz-1 en dicho elemento iniciador e inhibe la activacion transcripcional por
Miz-1, pero en cuanto la hay, Myc deja de ser reclutado a este complejo y en su lugar se
pega un complejo de Smads (Staller et al., 2001; Seoane et al., 2001). Al ser detenida la
expresion de ¢-myc, p15™ también se libera de |a represién de que era objeto por parte
de Myc (Shi y Massagué, 2003). Otra forma como el TGF-p contribuye a detener el ciclo
celular es inhibiendo a la cinasa p70°®. La proteina fosfatasa 2A (PP2A) —a través de su
subunidad Ba—~ se une al dominio intracelular del TBRI de manera dependiente de TGF-B.
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PP2A resulta fosforilada por TBRI, facultandose asi para desfosforilar y desactivar a
p70%, una cinasa clave para el avance del ciclo celular (Griswold-Prenner et al., 1998;
Petritsch et al., 2000). En resumen, el aumento de la expresion de p15™“8 y de p21°¥' y
la disminucion de la expresion de c-Myc y la desactivacion de p70% son parte del
mecanismo mediante el cual el TGF-p para el ciclo celular.

Regulacién por el TGF-B de la diferenciacién celular

La regulacion que el TGF-B ejerce sobre la diferenciacién celular se ha estudiado en
células en cultivo e in vivo en modelos de inyeccién de la proteina y mas recientemente
en modelos de expresién transgénica en ratones del ADNc del TGF-p o de sus receptores
mutantes de actividad constitutiva o dominante negativa. Un modelo importante de
diferenciacion celular en el que el TGF-B es un actor fundamental es el de la conversion
de mioblastos a miotubos in vitro, que a grandes rasgos recrea la formaciéon de musculo
esquelético in vivo. El TGF-B tiene una funcion dual en este modelo: por una parte, inhibe
tal conversion, y por otra, la promueve. Acorde con lo segundo, la exposiciéon de células
estaminales embrionarias (embryonic stem cells) al TGF-8 resulta en un fenotipo muscular
(Slager et al., 1993). Asimismo, ha quedado de manifiesto que si se anula la sefalizacion
por TGF-B en mioblastos, haciéndolos sobreexpresar un receptor |l sin cola citoplasmica,
éstos ya no son capaces de diferenciarse a miotubos, y al parecer, debido a que no hay
induccion de los factores de transcripcion miogénicos (Filvaroff et al., 1994). Es posible
que el TGF-B evoque una respuesta en los mioblastos, que seria la de impedir una
diferenciacién precoz, y una muy diferente una vez que se ha ido un tiempo y regresa,
que seria la de promover la diferenciacion, siendo indispensable el que regrese para que
haya diferenciacion.

El TGF-B también inhibe in vitro la diferenciacién de células mesenquimatosas en
adipocitos (Ignotz y Massagué, 1985; Choy et al., 2000). Las células mesenquimatosas
pueden asimismo diferenciarse en condrocitos, que dan lugar al cartilago, y en
osteoblastos, que depositan matriz 6sea. Parece ser que el TGF-B promueve la
diferenciacion de células mesenquimatosas a condrocitos o a osteoblastos dependiendo
de las condiciones de cultivo, aunque cabe mencionar que el TGF-B impide la maduracion
de osteoblastos una vez que éstos ya estan plenamente establecidos como tales
(Centrella et al., 1994). El TGF-B, para inhibir Ia diferenciacion hacia osteoblastos y hacia
adipocitos, se vale de la represién funcional de factores de transcripcidon esenciales para
que ocurran tales procesos. Asi, Smad3 inhibe la diferenciacién osteoblastica bloqueando
la capacidad transactivadora de Runx2/CBFA1 (Alliston et al., 2001) y la adipocitica
inhibiendo la de C/EBPs (CCAAT/enhancer-binding proteins) (Choy y Derynck, 2003), sin
bloquear sus respectivas capacidades de unirse al ADN.

In vivo, si se inyecta TGF-B por debajo del pericondrio, sus células mesenquimatosas
responden al principio proliferando y después diferenciandose en condrocitos. El cartilago
asi formado es sustituido posteriormente con tejido 6seo (Joyce et al.,, 1990). Por otra
parte, 1a sobreexpresion transgénica de TGF-B2 en osteoblastos de ratones trae consigo
un fenotipo esquelético: los preosteoblastos proliferan mas y se da una mayor densidad
de osteocitos, asi como una osificacion retardada; existe una pérdida gradual de hueso
que se incrementa con la edad, como en la osteoporosis de tasa de recambio rapida,
donde hay un desbalance entre el aumento en el deposito de hueso por parte de
osteoblastos y el aumento en su reabsorcion por parte de osteoclastos (Erlebacher et al.,
1996). No obstante, en ratones, la supresion transgénica de la sefializacion por los
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receptores de TGF-B en tejido esquelético promueve una diferenciacién terminal de
condrocitos que eventualmente conduce a la degeneracién del cartilago articular a
semejanza de lo que sucede en la osteoartritis humana (Serra et al., 1997).

El TGF-B participa en eventos de transformacién o transdiferenciacion epitelio-
mesenquimatosa. Esta transicién se caracteriza por cambios drasticos en la expresion de
moléculas de adhesioén celular y por un viraje en la composicién de los filamentos
intermedios del citoesqueleto: de citoqueratina a vimentina. Asi, el TGF-$ induce cambios
en morfologia; aminora la expresiéon de la E-cadherina, de ZO-1, vinculina y queratina,
mientras que induce la de vimentina y N-cadherina, lo cual conduce a una mayor motilidad
y dispersion celular (Derynck et al., 2001). Durante el desarrollo cardiaco (Potts et al.,
1991; Brown et al., 1999), palatino (Proetzel et al., 1995; Kaartinen et al., 1995), renal, de
ductos mamarios, epidérmico (Plisov et al., 2001; Zeisberg et al., 2003, Zavadil et al.,
2004) y de foliculos pilosos (Dohrmann et al., 1999), el TGF- opera como inductor
esencial de transiciones epitelio-mesenquimatosas.

El TGF-B puede también incidir importantemente en la morfogénesis de estructuras
epiteliales ramificadas como lo son el pulmén y la glandula mamaria en desarrollo. Ex
vivo, el TGF-f inhibe la ramificacion de ductos y promueve su involucién en explantes de
pulmon fetal (Serra et al., 1994). Asimismo, la sobreexpresion transgénica de TGF-1 en
células epiteliales del tracto respiratorio bajo el control del promotor de la proteina
surfactante C bloquea en el pulmén la gemacién de acinos y la morfogénesis sacular, asi
como la diferenciacién epitelial (Zhou et al., 1996; Zeng et al., 2001).

Regulacion por TGF- de Ia sintesis de proteinas de matriz extracelular

El TGF-B modifica la matriz extracelular de la mayoria de las células que no tienen un
origen hematopoyético. Induce la sintesis y la secreciéon de muchas proteinas de la matriz
extracelular, como colagenas, fibronectina, trombospondina, osteopontina vy
proteoglicanos. Asimismo, el TGF-B incrementa la expresién de varias integrinas. Las
integrinas son receptores transmembranales que conectan la matriz extracelular con la
red de filamentos de actina, gracias a lo cual funcionan como adhesivos para las células.
El aumento en la expresién de integrinas resulta frecuentemente en una adhesién mayor
de las células a la matriz. Asimismo, el TGF-B disminuye la secrecion de proteasas —v.g.,
colagenasas—, a la vez que aumenta la sintesis de inhibidores de proteasas como el PAI-
1. El efecto neto del aumento en el depédsito de proteinas de matriz extracelular en
combinacion con el impedimento de su degradacion es una matriz mas abundante y

dependiendo del contexto, podria incluso ser una variacion en su composicién
(Tabibzadeh, 2002).

Regulacion por TGF-B de la quimiotaxis
El TGF-B es un potente quimioatrayente de algunos tipos celulares como monocitos y
fibroblastos (Wahl et al., 1987; Postlethwaite et al., 1987). Esta actividad puede ser muy

importante en sitios de reparacion de heridas o en otros procesos de reparacion, donde el
TGF-B activado localmente estimula la llegada de monocitos, macréfagos y fibroblastos.
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Regulacion por TGF-B de la supervivencia

El TGF-B induce apoptosis en una variedad de tipos celulares como hepatocitos y en
células epiteliales normales de pulmén humano. Se ha encontrado que la proteina
adaptadora Daxx, asociada con el receptor de Fas y mediadora de la activacion de JNK
durante la apoptosis inducida por Fas, se pega al TBRIl. Notablemente, TGF-B también
es capaz de activar a JNK, por lo que es probable que el vinculo entre la maquinaria
apoptoética y los receptores de TGF-B sea Daxx (Perlman et al., 2001). Los Smads
también son participes en la apoptosis inducida por TGF-B. Se ha hallado que cuando los
Smads 3 y 4 son sobreexpresados inducen muerte celular programada (Yanagisawa et
al., 1998; Affi et al., 1997). Por el contrario, el TGF-B1 promueve in vitro la generacién de
células dendriticas al impedir que los progenitores de éstas expresen Fas y por ende se
mueran debido a apoptosis (Ried! et al., 1997).

Papel del TGF-B en la embriogénesis

Las acciones del TGF-B administrando la proteina in vitro o in vivo resultaron ser variadas
y de gran potencia. Sin embargo, aun quedaban por ser esclarecidas interrogantes
esenciales como el saber cudles serian las acciones del TGF-B durante la embriogénesis,
en la homeostasis del organismo adulto, etc.; saber si las tres isoformas desempenfarian
papeles redundantes; saber si el TGF-B seria un participe primordial en ciertos estados
patolégicos y muchas méas. Fue entonces que se procedié a desactivar o a sobreexpresar
los genes de los componentes de la via de sefalizaciéon del TGF-B en ratones y
determinar el efecto que se produce en su organismo; asimismo, a determinar el patrén
de expresion espacio-temporal de estos genes.

Patron de expresion de las isoformas de TGF-f

El TGF-B juega un papel importante en el desarrollo de tejidos mesenquimatosos (el
mesénquima hace referencia a células laxamente agrupadas, inconexas fisicamente,
derivadas del mesodermo o de la cresta neural —de origen ectodérmico— (Gilbert, 2000)).
La mayoria, si no es que todos los érganos, expresan una o mas de las isoformas de
TGF-B en alguna etapa durante organogénesis; los dominios y tiempos de expresién de
las isoformas se sobreponen entre si en parte y coinciden regularmente con eventos de
diferenciacion tisular y morfogénesis; en algunos de estos eventos, se depositan ademas
componentes de matriz extracelular como colagenas, fibronectina y glicosaminoglicanos,
y por lo tanto, es posible que el TGF-p esté incidiendo en ellos mediante la alteracién de
las interacciones célula-matriz. Entre los 6rganos que presentan estadios de expresion
abundante de las isoformas estan el cerebro, el corazén, el rifion, la piel, asi como los
sistemas vascular y hematopoyético, y en tejidos de origen mesenquimatoso,
particularmente cartilago y hueso. El TGF-B también se sintetiza en células
mesenquimatosas que interactuan con epitelios, relaciones conocidas como interacciones
epitelio-mesenquimatosas; éstas son vitales dado que estan involucradas en la
generacion del rifién y de las vélvulas cardiacas, por ejemplo (Heine et al., 1987; Lehnert
et al., 1988; Fitzpatrick et al., 1990; Pelton et al., 1990a, b, 1991; Heikinheimo et al., 1993;
Lawler et al., 1994).

Fenotipo de los ratones knock-out de algunos de los componentes de la via del TGF-f

La funcion de las isoformas de TGF-B y la de otros componentes del sistema de
sefalizacion del TGF-B durante el desarrollo embrionario se ha estudiado mediante el
analisis de los efectos que produce la desactivacion de los genes de dichos componentes
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en el desarrollo normal de un embrién de ratdon. Estos ratones “knock-out” de las

isoformas de TGF-f tienen fenotipos muy diferentes entre si, lo cual significa que cada
una tiene su propia funcién durante la embriogénesis.

tgf-p1”"

El 50% de estos ratones sufren de inflamaciones multifocales mixtas con infiltraciones
rapidas y masivas de linfocitos en varios tejidos que los conducen a la muerte a las pocas
semanas de haber nacido. Esta disfuncion en los sistemas inmune e inflamatorio esta
acompanada de una sobreproducciéon de citocinas proinflamatorias como interferén y
(IFN-y), factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y proteina 1a inflamatoria de macréfagos
(MIP-1a)). Estos ratones también presentan un aumento en la expresion del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC, de major-histocompatibility complex) clases | y Il, de
anticuerpos circulantes contra antigenos nucleares y de depoésitos glomerulares
patogénicos de IgGs, a semejanza de lo que sucede en enfermedades autoinmunes
humanas. El aumento en la sintesis del MHC clase Il es consistente con la capacidad del
TGF-B de suprimir su expresion (Czarniecki et al., 1988). También carecen de células de
Langerhans en la epidermis, debido a que el TGF-B1 se requiere para su diferenciacion y
para proteger su viabilidad.

El restante 50% muere in utero a los 10.5 dpc (dias post-coitum) debido a deficiencias en
los tubos capilares de la vasculatura del saco vitelino (propio del embrién) como
consecuencia de una diferenciacién pobre de células endoteliales; y a una cantidad baja
de eritrocitos en el saco vitelino como consecuencia de una hematopoyesis defectuosa
(Shull et al., 1992; Kulkarni et al., 1993; Dickson et al., 1995; Borkowski et al., 1996, 1997,
Christ ef al., 1994; Dang et al., 1995). Es interesante hacer notar que aunque el TGF-31
inhibe el crecimiento de células endoteliales (Heimark et al., 1986; Muller et al., 1987) y
hematopoyéticas (Ohta et al., 1987; Ottman et al., 1988; Keller et al., 1990) en cultivo, su
papel principal in vivo puede ser el de regular la diferenciacion de estos tipos celulares, lo
cual es consistente con la elevada expresion de TGF-B1 en estas células durante el
desarrollo temprano del ratén (Wilcox et al., 1988; Akhurst et al., 1990).

tgf-p2"

Tienen defectos cardiacos, pulmonares, oftalmicos, 6ticos, renales, urogenitales y
esqueléticos incluyendo paladar hendido y huesos craneofaciales, axiales y apendiculares
deformes debido a que crecen menos y se osifican menos. Todo esto apunta hacia la

participacion del TGF-B2 en interacciones epitelio-mesenquimatosas (Sanford et al.,
1997).

tgf-p3”
Tienen paladar hendido, lo cual indica que esta isoforma se requiere para la fusion de las
placas palatinas, y con esto concuerda la expresion de esta isoforma en el epitelio del

surco medio (Pelton et al., 1990b). Ademas, tienen puimones defectuosos, por lo cual
mueren poco después del nacimiento (Kaartinen et al., 1995; Proetzel et al., 1995).
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tprir”

Tienen defectos en la hematopoyesis y vasculogénesis del saco vitelino; su fenotipo es el
mismo que el de los ratones TGF-41” (Oshima et al., 1996).

tprii”
Ya fue descrito el fenotipo lineas arriba (ver pagina 33).

smad2”

La region anterior de su epiblasto (del que se derivan ectodermo, mesodermo y
endodermo durante la gastrulacion) —normalmente destinada a convertirse en
neuroectodermo~ se convierte en mesodermo posterior, careciendo asi de polaridad
proximo-distal y dandose un defecto en el establecimiento de la identidad antero-posterior.
Los embriones tienen ademas defectos en la induccién del mesodermo, en su patrén
derecha-izquierda y en estructuras craneofaciales; mueren antes del dia 8.5 de desarrollo
(Attisano y Tuen Lee-Hoeflich, 2001).

smad3”

Son viables, aunque presentan cicatrizacion acelerada, una respuesta inflamatoria local
empobrecida, una menor respuesta de células T a TGF-B, adenocarcinoma colorectal
metastatico y enfermedad degenerativa del cartilago articular debido a diferenciacion
hipertréfica de condrocitos, semejando osteoartritis (Attisano y Tuen Lee-Hoeflich, 2001).

smad4”

Presentan defectos en la gastrulaciéon (proliferacion de células del epiblasto e induccién
del mesodermo) y en el desarrollo de estructuras anteriores. Se mueren al dia 7 post-

coitum. Los ratones heterocigotos desarrollan tumores gastricos e intestinales (Attisano y
Tuen Lee-Hoeflich, 2001).

smadé6™”

Estos ratones presentan multiples defectos en el desarrollo y la homeostasis del sistema
cardiovascular, v.g., se les osifica la aorta, posiblemente debido a sefializacion irrestricta
por BMPs (Galvin et al., 2000).

¢Como explicar que sean tan diferentes los fenotipos de los ratones knock-out de las 3
isoformas de TGF-B?, ;seria posible, por ejemplo, evitar los defectos fenotipicos que
ocasiona la desactivacion del gen de TGF-B2 si se colocara la secuencia codificante de
TGF-B1 o TGF-3 bajo el control de las secuencias reguladoras de TGF-2, como lo son
region promotora, enhancers corriente arriba, secuencias 5 y 3’ no traducidas, etc.?
Hasta el momento se sabe que por lo general, las respuestas ante la estimulacién con
cualquiera de las 3 isoformas de TGF- activo —e.g., inhibicion de la proliferacion, sintesis
de proteinas de matriz extracelular- es comparable en las células en que se han
estudiado, asumiendo que esta expresado el betaglicano para tener respuesta también
hacia TGF-B2 (Lépez Casillas et al., 1993). Sin embargo, existe la posibilidad de que en
otros sistemas celulares, o incluso en los mismos, cada isoforma ejerza efectos tnicos,
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ademas de los comunes a las tres. Al respecto, se ha vislumbrado, aunque no
demostrado con certeza, que TGF-B1 no es capaz de disparar procesos de
transformacién epitelio-mesenquimatosa en el corazén embrionario que conducen a la
formacién de vélvulas cardiacas, mientras que TGF-B2 si (Brown et al., 1999). Por lo
tanto, cabe la posibilidad de que en solucién cada isoforma adopte una conformacion
espacial diferente, que conlleve a que cada una sea contactada en diferentes areas de su
superficie por los receptores, por ejemplo. Esto podria hipotéticamente conllevar a que el
complejo que forma cada isoforma con los receptores de TGF-B adopte una estructura
diferente —incluso una composicién estequiométrica diferente— y con ello una estabilidad
diferente, lo cual determine la intensidad y/o duracion del estimulo al interior de la célula, y
que de ello dependa la respuesta que emerge; a manera de analogia, BMP4, activina y
posiblemente otros miembros de la superfamilia del TGF-B, pueden funcionar como
morfégenos durante el desarrollo embrionario e inducir destinos celulares variados en
funcion de gradientes de concentracién: a través de una ocupacién diferencial de sus
receptores, activan de forma disimil Smads, lo cual redunda en la induccién de diferentes
conjuntos de genes (Wilson et al., 1997; Dyson y Gurdon, 1998). Otra posiblidad es que
cada isoforma se valga ademas de receptores alternos que también tengan efectores
intracelulares propios. Ademas, se han detectado in vivo heterodimeros TGF-$1.2 y TGF-
B2.3, lo cual lanza la posibilidad de sefalizacion combinatoria (Cheifetz et al., 1987,
Ogawa et al., 1992). Otro apoyo del uso de mas receptores de sefializaciéon es el hecho
de que el ratén tgri” recapitula sélo el fenotipo del raton tgf-g1” (Oshima et al., 1996), es
decir, no se caracteriza por acumular los defectos que traeria el no tener las 3 isoformas
de TGF-B, que seria lo esperado si estas isoformas Unicamente sefializaran a través de
TBRII, por lo que probablemente, TGF-B2 y TGF-B3, aun en presencia de TBRII, pueden
hacer uso de otros receptores sefalizadores. Esta hipotesis podria estar respaldada por
dos articulos que reportan receptores especificos de isoforma anclados por eniaces de
glicosilfosfatidilinositol (Cheifetz y Massagué, 1991; Tam et al., 2003).

Dado que esta tesis versa sobre la expresion del betaglicano en un modelo in vitro de la
formacion de musculo esquelético, se dara una descripcion de este proceso.

3. lll. MIOGENESIS ESQUELETICA

La miogénesis esquelética es un evento de diferenciacion celular que conduce a la
formacion de musculo esquelético a partir de precursores dermomiotémicos. La
diferenciacién comprende la represién de genes asociados con el progreso del ciclo
celular, la activaciéon transcripcional de cientos de genes especificos de musculo y la
fusion de mioblastos mononucleados entre si para formar miotubos multinucleados.
Durante la embriogénesis, las somitas, estructuras epiteliales que se forman en el
mesodermo paraxial, generan el dermomiotomo epitelial —que da lugar al musculo
esquelético del tronco y extremidades y a la dermis— y el esclerotomo mesenquimatoso —
que da lugar a hueso y cartilago de vértebras y costillas—.

El desarrollo del musculo esquelético esta orquestado por los factores reguladores de
muasculo (MRFs) de baja redundancia funcional MyoD, Myf5, miogenina y MRF4, los
cuales son considerados factores transcripcionales maestros debido a que la transfeccion
de sus ADNcs convierte varios tipos celulares como fibroblastos en células musculares
(Davis et al., 1987; Wright et al., 1989; Rhodes y Konieczny, 1989). Por tal motivo, se
piensa que los MRFs establecen y mantienen un fenotipo muscular en las células que
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endogenamente los expresan (Weintraub et al., 1991). Estos cuatro factores
transcripcionales se originaron al parecer de un solo gen miogénico ancestral que
experimenté dos rondas de duplicacion genética (Atchley et al., 1994). Los MRFs
comparten un dominio bHLH (basic helix-loop-helix) —compuesto de una region basica y
de una region contigua hélice-asa-hélice- necesario para unirse al ADN y para
dimerizarse con factores transcripcionales E como E12 y E47. Los heterodimeros MRF—
E12/47 y los mondmeros de MRFs se unen a cajas E, localizadas en los promotores de
varios genes especificos de musculo. Los MEF2s (de myocyte-specific enhancer-binding
factors 2) son miembros de otra familia importante de transactivadores miogénicos;
potencian la expresion de genes musculares llevada a cabo por los MRFs. Ademas de
activar la transcripcion de decenas de genes estructurales de musculo, varios de los
miembros de las familias bHLH y MEF2 se auto e interactivan, lo cual resulta en un
circuito autorregulador encargado de mantener el fenotipo muscular.

Contribucion de los factores miogénicos maestros individuales in vivo

Los precursores miogénicos migran desde las somitas hasta las extremidades y el tronco,
donde fundan masas musculares esqueléticas. Wnt3A se encarga de inducir en los
precursores miogénicos la expresion de Pax3, un factor de transcripcion homedético que
los especifica irreversiblemente como tales en las somitas (en los ratones sin Pax3, la
formacion de musculo esquelético queda abolida); en tiempos posteriores, los precursores
miogénicos experimentan la induccién en cascada de mas transactivadores maestros que
los conducen a un grado de diferenciacion cada vez mayor: Six1-Eya2-Dach2 (Six: Sine
oculis; Eya: Eyes absent; Dach: Dachshund) - Myf5 & MyoD — miogenina. Durante su
trayecto y aun estando en las somitas, estos precursores no expresan genes de la familia
de MyoD: su programa de diferenciacion queda temporalmente desactivado hasta que
llegan a su hogar final. BMP4 se encarga de inhibir la expresién de MyoD y de Myf5 para
impedir una diferenciacién prematura, mientras que Noguina (una proteina que impide
que BMP4 se una a sus receptores de la superficie celular), inducida por Wnts, puede
contrarrestar esta inhibicion (ver la figura A2 para una descripcion somera de la
naturaleza de los receptores de BMPs, de Wnts y de Hedgehogs). MyoD es activado
finalmente por Wnt3A y Wnt7A, de forma dependiente de la B-catenina y de proteinas
G/PKC, respectivamente, y por Pax3. Por su parte, Myf5 es activado por Sonic Hedgehog
(Shh), Wnt1, MyoD y Pax3. En los ratones Shh™, la formacién de los musculos epaxiales
(de la espalda) queda abolida. Los ratones MyoD”; Myf5” carecen totalmente de
musculo esquelético, y en ellos, las células precursoras de musculo adquieren destinos no
musculares, lo cual ilustra que MyoD y Myf5 son esenciales en la especificacion de
musculo. Aunque ha habido controversia en cuanto a la diferencia de funcién entre MyoD
y Myf5 en vista de que el ratén knock-out de MyoD se desarrolla normalmente gracias a
que Myf5 es capaz de compensar su funcion, viendo elevada su expresion 3.5 veces
(Mohun, 1992), Myf5, al parecer, promueve proliferacion, mientras que MyoD
preponderantemente detiene el ciclo celular e induce la diferenciacién de los mioblastos
postnatales. Una vez que las células miogénicas han sido determinadas por MyoD y Myf5
—conocidas ahora como mioblastos—, se requiere que se diferencien y se fusionen de
forma dependiente de miogenina y MRF4 para formar miotubos y miofibras
multinucleados. Los ratones que carecen de miogenina mueren perinatalmente como
resultado de una pérdida grave de fibras musculares diferenciadas, aunque poseen
cantidades normales de mioblastos indiferenciados, lo cual indica que miogenina es
importante para la diferenciacion de los mioblastos, mas que para su especificaciéon. Los
ratones carentes de Mrf4 indican un requerimiento de este factor en diferenciacion
terminal, fusibn y mantenimiento de miofiboras. A pesar de no ser factores
transcripcionales miogénicos sino un factor de crecimiento y su receptor, HGF/SF
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Figura A10. Regulacion molecular de la formacién de miotubos a partir de mioblastos. Los
progenitores mesodérmicos son especificados como mioblastos por el factor transcripcional Pax3
durante la miogénesis embrionaria o por Pax7 durante la miogénesis postnatal. En cualquier caso
se induce la expresién de MyoD y/o de Myf5, que especifican a los mioblastos como tales. In vivo,
éstos pueden permanecer en un estado silencioso o bien ser activados ante dafio muscular, el cual
detona su proliferacién y posterior diferenciacion y fusién entre si o incorporacién a miotubos
preexistentes. [n vitro, factores de crecimiento como TGF-B, IGF-I, bFGF y HGF/SF impiden la
conversién de mioblastos en miotubos, mientras que factores como el acido retinoico la
promueven. No obstante, tanto el TGF-B como el IGF-I tienen un rol adicional en este proceso:
luego de que se dispara la diferenciacién de los mioblastos, dichos ligandos son necesarios para
que la miogénesis acontezca normalmente. Durante el proceso de maduracién de los miotubos,
éstos constituyen miofibras que al ser inervadas, adquieren identidad como de contraccién rapida,
intermedia o lenta (figura redibujada de Wolpert et al., 1998).
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(Hepatocyte growth factor / Scalter factor) y su receptor c-Met juegan un papel crucial en
la miogénesis, dado que el knock-out de HGF/SF y el de c-Met carecen de musculos en
las extremidades. Luego de que se han formado las fibras musculares, viene una
segunda ola miogénica en la que comienzan a ser inervadas y que les da identidad como
fibras de contraccion rapida, intermedia o lenta. Al madurar, las miofibras quedan

envueltas en una capa de tejido conectivo por donde atraviesan vasos sanguineos y
nervios.

Miogénesis in vitro

El estudio del proceso de la diferenciacion miogénica se ha llevado a cabo en explantes
de somitas y en embriones, pero mas comunmente en cultivos primarios y lineas celulares
de mioblastos, pudiendo los mioblastos fusionarse entre si in vitro para formar miotubos;
como dato interesante, tenemos que otros tipos celulares que se fusionan entre si son los
macréfagos para generar osteoclastos, y los gametos para generar cigotos. La
conversién in vitro de mioblastos a miotubos se caracteriza morfolégicamente por el
estiramiento y alineamiento de mioblastos y su posterior fusién entre si, originando de
este modo miotubos, células que al microscopio se aprecian multinucleadas vy
gigantescas. Mientras que los miotubos son células diferenciadas terminalmente e
incapaces de proliferar (aunque se puede forzar su desdiferenciacion transfectandoles el
ADNCc del factor de transcripcion homeético msx1, Odelberg et al., 2000), los mioblastos
son células no diferenciadas por completo que si proliferan cuando estan expuestos a un
medio rico en suero (10-20% de suero de feto bovino). Entre las lineas celulares de
mioblastos que se han empleado como modelo de la miogénesis estan la C,Cy,
(proveniente de mioblastos satélite —un tipo de células estaminales miogénicas esenciales
para el mantenimiento postnatal del musculo- de musculo esquelético de contraccioén
rapida de la pata de un ratén), la C, (progenitora de la C,Cy,), la Sol-8 (proveniente de
musculo esquelético de contraccion lenta de raton), la LeEs (de rata), etc., aunque la mas
usada actualmente es la C,Cys,.

Los programas genéticos que conducen a la formacion de miotubos pueden disociarse
entre si, es decir, por un lado esta el programa de detencién de la proliferacién, por otro el
de la diferenciacién, y por otro aun, el de la fusion, ejecutdndose coordinada y
secuencialmente los tres durante el transcurso normal de la miogénesis. Por tal motivo,
durante el proceso de diferenciacion de mioblastos a miotubos tienen lugar cambios
positivos y negativos en el nivel de expresion de centenares de genes, dando por
resultado modificaciones en la naturaleza de las proteinas que desde entonces produce la
célula muscular, todo lo cual conlleva a cambios en su fisiologia, como el hacerla
contractil. Hay proteinas cuya expresion se eleva drasticamente —via MRFs y MEF2C
activando los promotores de sus genes—: a actina (habiendo habido B y y), cadenas ligera
y pesada de la miosina, tropomiosina, troponina (proteinas integrantes del aparato
contractil), receptor de acetilcolina nicotinico, acetilcolinesterasa (presentes en las
sinapsis colinérgicas que desencadenan la contraccién), desmina (filamento intermedio
especifico de musculo), transportador de glucosa Glut4, cinasa de creatina especifica de
musculo, etc. (figura A10).

Cese de la proliferacion

En los mioblastos, la proteina pRB es hiperfosforilada por el complejo Cdk4-ciclina D1
poco antes de la transicion de la fase G1 a la S del ciclo celular, dejandola incapaz de
detener el ciclo celular mediante el impedimento de su interaccion con factores de
transcripcion de la familia E2F, necesarios para el progreso del ciclo celular. Cuando la
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célula se empieza a diferenciar, pRB es mantenida en un estado hipofosforilado, pudiendo
asi capturar a E2F e inhibir el ciclo celular (Shin et al., 1995; Corbeil et al., 1995). MyoD,
en niveles elevados, induce la expresién de p21°®*, un inhibidor de ciertos complejos de
Cdks-ciclinas, deteniendo asi el ciclo celular (Halevy et al., 1995; Puri et al., 1997).

Diferenciacién

MyoD y miogenina son dos factores de transcripcion maestros que se expresan solo en
células musculares esqueléticas. Una hélice o en el término carboxilo de MyoD es
importante para iniciar la transcripcion de genes normalmente silenciados, mientras que el
dominio equivalente de miogenina funciona como transactivador general potenciando el
nivel de expresion de genes que ya se expresan, y que por lo tanto, poseen una
estructura de cromatina abierta. Aunque la expresion de MyoD y de Myf5 es ya
detectable en los mioblastos en divisién activa, no lo es la de la miogenina: ésta se eleva
notablemente sélo al haber diferenciaciéon miogénica (Buckingham, 2001; Davis et al.,
1987, Edmondson y Olson, 1989; Weintraub et al., 1989; Wright et al., 1989). En los
mioblastos, MyoD y MEF2 ocupan promotores de genes blanco musculares como el de la
miogenina, pero al estar asociados con HDACs (histone deacetylases), reprimen la
transcripcién de estos genes (Mal y Harter, 2003). Cuando se inicia la diferenciacion, se
disocian las HDACs de MyoD y de MEF2, siendo sustituidas por p300/CBP y otros
coactivadores con actividad de HAT (histone acetyltransferase) como pCAF (p300/CBP-
associated factor), conduciendo a la activacién transcripcional de las regiones reguladoras
de genes musculares. Esta es una explicacion potencial de por qué MyoD y MEF2,
aunque expresados en niveles bajos en mioblastos, no activan genes blanco en ellos. Al
iniciarse la diferenciacién miogénica, se incrementa la expresion y la actividad del canal
de K* Kir2.1, el cual eventualmente induce la hiperpolarizacion de la membrana de -10 a -
70 mV, con la consecuente elevacién de la concentracién intracelular de Ca*'. El
aumento en [Ca®']; modifica la actividad de CaMKIl y de la fosfatasa calcineurina,
haciendo que se dispare la expresién y la activacion de la miogenina y de MEF2C (Konig
et al., 2004). La cinasa CaMKII es activada al inicio de la miogénesis como se indicé y
fosforila entonces a HDACSs, haciéndolas susceptibles al reconocimiento por la chaperona
14-3-3; juntas se translocan del nucleo al citoplasma, dejando a MEF2 libre para
asociarse con HATs. Dicha transicion de represion a activacion transcripcional se
sustenta mecanisticamente en que la acetilacion de las histonas les resta carga positiva,
lo cual conlleva a un debilitamiento de la atracciéon entre las histonas y los grupos fosfato
del ADN cargados negativamente, resultando en una estructura nucleosomal laxa que
tolera el ingreso de activadores transcripcionales (McKinsey et al., 2001).

Regulacién negativa de la miogénesis in vitro

Los mioblastos en proliferacion expresan la proteina Id, un inhibidor de la diferenciacion
(Benezra et al., 1990). En un medio con un alto nivel de suero, Id impide que MyoD active
genes efectores secuestrando a las proteinas HLH E12 y E47, codificadas por el gen E2A,
con quienes MyoD y miogenina se heterodimerizan para unirse al ADN con alta afinidad y
llevar a cabo sus funciones transactivadoras (Murre et al., 1989a, b; Lassar et al., 1991;
Chakraborty et al., 1991). Cuando los mioblastos en cultivo experimentan la transicion a
un medio bajo en suero, la expresién de Id queda abatida considerablemente (Benezra et
al., 1990), lo cual es necesario para que la miogénesis proceda normalmente (Jen et al.,
1992). Por su parte, el factor de transcripcion homeético AREB6/ZEB bloquea
especificamente la actividad transcripcional de MEF2C uniéndose a cajas E, inhibiendo
asi la diferenciacion muscular (Postigo y Dean, 1999). De forma parecida, la proteina
bHLH Twist secuestra a proteinas E impidiendo que MyoD y MEF2 se puedan
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heterodimerizar con ellas y de esta forma evita que se una al ADN y que transactive,
respectivamente (Spiecer et al., 1996).

Los factores de crecimiento TGF-B, bFGF, aFGF (acidic Fibroblast growth factor) y
HGF/SF inhiben la conversion de mioblastos a miotubos, aunque per se no son
mitogénicos —a diferencia del suero, que ademas de suprimir la diferenciaciéon, es
mitogénico— (Olson et al., 1986; Spizz et al., 1986). No obstante, tanto el TGF-B como el
suero pierden la capacidad de suprimir la expresion de genes especificos de musculo en
miotubos diferenciados terminalmente, concretamente después de la fusion (Massagué et
al., 1986; Olson et al., 1986; Florini et al., 1986).

La inhibicién de la diferenciacion muscular esquelética ejercida por TGF- se sustenta
mecanisticamente en la represion transcripcional de myoD1 por TGF-B (Vaidya et al.,
1989) y en que su efector Smad3, pero no Smad2, reprime la actividad de la familia de
factores transcripcionales MyoD en mioblastos C,C,,: Smad3, mediante interaccion fisica
directa con el dominio bHLH de MyoD, impide que este factor miogénico se
heterodimerice con proteinas E como E12 y E47, y asi, evita que se unan complejos de
MyoD a secuencias “E-box”, presentes en enhancers de genes musculares (Liu et al.,
2001). Ademas, TGF-B induce la translocacion de MEF2A y MEF2C, pero no de MyoD,
miogenina o p21*', al citoplasma de mioblastos C,C,, con lo cual se impide que MEF2A
y C formen parte de complejos transcripcionales activos y transactiven genes como el de
la miogenina (De Angelis et al., 1998). Asimismo, el TGF-B inhibe la funcién de la
miogenina (Brennan et al.,, 1991), y junto con bFGF, induce la sintesis de la ciclina D1
(Rao et al., 1994).

bFGF inhibe la diferenciacion muscular esquelética mediante la desactivacién funcional de
las proteinas miogénicas bHLH como la miogenina. Al activarse ante la estimulaciéon por
bFGF, la proteina cinasa C (PKC) fosforila a la miogenina en un sitio conservado en su
dominio de unién al ADN, dejandolo inhabilitado (Li et al., 1992). Ademas, al igual que el
TGF-B, el bFGF inhibe transcripcionalmente la expresién de myoD1 (Vaidya et al., 1989).

Como se menciond, los genes especificos de mulsculo son inmunes ante las acciones
represoras del TGF-B una vez que el mioblasto pasé a ser miotubo. En los miotubos L¢E,
los niveles de receptores de TGF-B no cambian con respecto a los que habia en
mioblastos, sin embargo, aun habiendo receptores de TGF-B en los miotubos L¢E,, estas
células ya no acatan las 6rdenes del TGF-B en el sentido de no reprimir la expresion de
genes especificos de musculo, lo cual indica que algunos componentes de la via de
seflalizacion del TGF-B pueden dejar de operar después de la fusion (Massagué et al.,
1986). Tanto bFGF y aFGF como sus receptores ven disminuida su expresion —a nivel
transcripcional- durante la diferenciacién miogénica de células Sol-8 y Ls (Moore et al.,
1991), de forma semejante a como sucede con los receptores de TGF-$ en mioblastos C,
(Hu y Olson, 1990). Sin embargo, mioblastos C, puestos en un medio pobre en suero
pero con EGTA, un quelante de Ca®, se diferencian bioquimicamente pero nunca se
fusionan, dando lugar a miocitos mononucleares, los cuales retienen los receptores de
TGF-B de la superficie celular aun acoplados a las cascadas de sefializacion que reprimen
el fenotipo muscular (Hu y Olson, 1990).

Regulacién positiva de la miogénesis in vitro

El TGF-B, ademas de tener un papel como modulador negativo de la miogénesis, tiene
paradéjicamente un papel como modulador positivo: promueve la miogénesis en un medio
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de cultivo con niveles altos de mitégenos, lo cual logra disminuyendo la expresion de c-
myc y retardando el avance a través de la fase G1 del ciclo celular (Zentella y Massagué,
1992); también es capaz de inducir |a diferenciacion de células estaminales embrionarias
(embryonic stem cells) hacia un destino primordialmente muscular (Slager et al., 1993). El
TGF-B induce los genes de: MyoD, miogenina, cadenas pesada y ligeras de la miosina y
troponina T (del programa de diferenciacion), pero no afecta la inducciéon de la cadena a
del receptor de acetilcolina, la caida de Id (del programa de diferenciacién) ni la

hipofosforilacién de pRB (del programa de detencién del crecimiento) (Filvaroff et al.,
1994).

La insulina e IGF-l y Il, producidos por el tubo neural y por las somitas, actian
sinérgicamente con Shh, bFGF y TGF-B1 para promover la miogénesis en cultivos de
somitas (Pirskanen et al, 2000). EI mecanismo por el cual IGF-ll -secretado
autocrinamente— promueve la miogénesis en cultivos de mioblastos es mediante la
elevacion de la expresion del gen de la miogenina (Florini et al., 1991). Es importante
mencionar que los IGFs tienen efectos duales opuestos durante la miogénesis al igual que
el TGF-B: inicialmente inhiben la expresion del ARNm de miogenina y son exclusivamente
mitogénicos, pero subsecuentemente promueven la conversién de mioblastos a miotubos.
El mecanismo por el cual promueven mitosis esta asociado con una expresion elevada de
Cdk4 y de ciclina D1, componentes de una holoenzima que al mantener a pRB en un
estado hiperfosforilado —i.e., inactivo—, favorece el avance del ciclo celular (Rosenthal y
Cheng, 1995). IGF-lI funciona también como un factor de supervivencia para los
mioblastos en diferenciacion, dado que si se suprime el aumento que experimenta la
expresion de IGF-II durante miogénesis mediante un ADNc en contrasentido, en vez de
diferenciarse al ser expuestas a un medio bajo en suero, las células se mueren por
apoptosis (Stewart y Rotwein, 1996).

Fusién de mioblastos

Los genes que controlan la fusién de mioblastos actian de manera secuencial y algunos
se identificaron y se siguen identificando inicialmente en Drosophila. Luego de ser
disparada la diferenciacion en ellos, los mioblastos se atraen entre si, se alinean en un eje
comun, yuxtaponen sus membranas, se adhieren, se conectan a través de parches de
intercomunicacion citoplasmica y se fusionan. La fusién es un proceso estrictamente
dependiente de Ca*": mientras que el quelante de calcio extracelular EGTA bloquea la
fusion de los mioblastos, el ionéforo de calcio A23187 provoca su fusién precoz (Bar-Sagi
y Prives, 1983). Participan en el proceso de fusion proteinas de la superficie celular como
cadherinas, N-CAM, V-CAM (neural y vascular cell-adhesion molecules,
respectivamente), las tetraspaninas CD9 y CD81, ADAMSs y receptores de proteinas de
matriz extracelular como integrinas B1 (Schwander et al., 2003; Nishiyama et al., 2004).
El factor transcripcional FKHR (Forkhead in human rhabdomyosarcoma) induce la
expresion de genes requeridos para la fusién celular como prosaposina, frizzled 4, cadena
pesada [ de la miosina lenta, ademas de genes involucrados en la cuantiosa
remodelacion de la matriz extracelular que se da previamente a la fusibn como
procolagenas atl y a2, fibulina 2, tenascina C y anquirina 3 (Bois y Grosveld, 2003).
Durante la miogénesis, la actividad de la GTPasa pequefia RhoA y la de su proteina
efectora Rock es abatida para que FKHR se pueda translocar al nucleo; si se mantiene
artificialmente, se inhibe la fusién sin ser impedida la expresiéon de marcadores
miogénicos tempranos como MyoD y miogenina (Nishiyama et al., 2004). EI factor
transcripcional NF-ATc2 también es necesario para la fusion: induce la expresion de IL-4,
citocina que incide en mioblastos para hacerlos incorporarse a miotubos preexistentes y
asi hacer que crezca el musculo (Horsley et al,, 2003). También, durante la fusiéon se
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induce la proteina folistatina, que promueve la fusién al parecer mediante la represion de
la actividad de la miostatina (lezzi et al., 2004). La miostatina es una proteina secretada
producida por el musculo esquelético que funciona como un regulador negativo de la
masa de las fibras musculares esqueléticas al limitar su crecimiento (Lee, 2004).

Drosophila ha constituido un modelo valioso para el estudio de la fusion de los mioblastos,
habiendose logrado clonar inicialmente de ella genes que son criticos para este proceso
aun en los mamiferos, no obstante la existencia de diferencias en el modus operandi de la
fusion. Revisemos brevemente cémo funcionan algunas de las proteinas involucradas en
este proceso en Drosophila. Los progenitores musculares derivados del mesodermo
somatico proliferan y dan lugar a células conocidas como “fundadoras”. Una célula
fundadora provee al musculo en desarrollo los genes de identidad muscular; una
fundadora individual atrae a otro tipo de célula ~también derivada del mesodermo
somatico— llamada “mioblasto competente para la fusion” (FCM), se fusiona con ella y la
hace expresar genes del patrén muscular. Al principio, los precursores musculares estan
constituidos por dos o tres nucleos, pero al incorporarseles mas mioblastos se desarrollan
hasta generar miotubos maduros mas grandes. La fusion es heteréloga: las fundadoras
sélo se fusionan con los FCMSs, pero ninguno de los dos tipos celulares se fusiona consigo
mismo. Los mioblastos fundadores expresan en su superficie la proteina transmembranal
Dumbfounded (Duf), que intracelularmente contacta a las proteinas Antisocial (Ants) y
Loner (especificas de fundadoras), mientras que los FCMs expresan en su superficie la
proteina transmembranal Sticks and Stones (Sns). Mas aun, Ants y Loner se asocian
respectivamente con las GTPasas Myoblast City (Mbc) y ARF6-Rac, encargadas de
reorganizar el citoesqueleto. Luego de que Duf contacta a Sns (gracias a lo cual Duf
funciona como atrayente de FCMs), se da la fusién de manera dependiente de proteinas
asociadas a la membrana o citosélicas yuxtapuestas a la membrana como Mbc, Mef2,
Blown Fuse (Blow) y Titina, las cuales, a diferencia de Duf y Sns, se localizan en ambos
tipos celulares (Taylor, 2002; Chen et al., 2003).

Células satélite y homeostasis postnatal del musculo

Durante el desarrollo postnatal, las células satélite, una poblacion de células miogénicas
estaminales, y otras células estaminales en musculo (CD45%) (Polesskaya et al., 2003),
médula ésea (también CD45") (Musaro ef al., 2004; Camargo et al., 2003; LaBarge y Blay,
2002) y aorta dorsal (De Angelis ef al., 1999), contribuyen al mantenimiento de miotubos.
Las células satélite emergen durante la embriogénesis tardia y son altamente activas
durante el crecimiento postnatal del musculo, siendo su contribucion al musculo adulto
significativa, empero, pueden diferenciarse también en adipocitos y en osteocitos. Estas
células estan intercaladas en fibras musculares adyacentes. El origen ontogénico de las
células satélite son las somitas, aunque pueden establecerse en la vasculatura
embrionaria, y ser ella quien las provea al musculo maduro. La proteina RhoGAP
activada corriente abajo de IGF-l, se encarga de dirigir la diferenciacién de precursores
mesenquimatosos hacia el linaje miogénico cuando éstos pueden generar adn tanto
adipocitos como miocitos. Las células satélite silenciosas comparten un programa de
desarrollo con los linajes musculares embrionarios: sus niveles de expresion de MRFs son
Indetectables, pero ante dafio muscular, se activan y empiezan a expresar ya sea MyoD o
Myf5 antes de entrar al ciclo celular. Sin embargo, en vez de ser Pax3 su factor
transcripcional especificador, lo es Pax7, inducido por los Wnts 5A, 5B, 7A y 7B.
Posteriormente, expresan MRFs corriente abajo como miogenina y MRF4, lo cual esta
asociado a diferenciacién terminal y a fusién a fibras nuevas o preexistentes. Las células
satélite se autorrenuevan: luego de ser activadas —proceso en el cual es indispensable la
senalizacién por HGF/c-Met—, se dividen asimétricamente para generar células hijas
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distintas entre si: una mantiene constante el nimero de células satélite y la otra se
diferencia.

(Referencias generales de la miogénesis esquelética: Anastasi et al., 1997; Bladt et al.,
1995; Cossu y Borello, 1999; Edmondson et al., 1992; Heanue et al., 1999; Li et al., 2003;
Parker et al., 2003; Ridgeway y Skerjanc, 2001; Sordella et al., 2003).

Hipertrofia muscular

La hipertrofia muscular es una respuesta adaptativa importante al ejercicio fisico. Se sabe
que la expresion estable de IGF-I en células C,C;, conduce a la hipertrofia de miotubos
diferenciados y a una transicién hacia el metabolismo glucolitico. EI IGF-l produce un
aumento en el calcio intracelular, activa a la fosfatasa calcineurina e induce la
translocacién al nucleo del factor de transcripcion NF-ATc1 (Semsarian et al., 1999).

3. V. ANTECEDENTES INMEDIATOS DEL PRESENTE TRABAJO EXPERIMENTAL

Gracias al modelo in vitro de formaciéon de musculo esquelético a partir de mioblastos
C.C,, se han logrado describir las cascadas progresivas de sefializacién que conllevan a
la génesis de musculo —asi como la manera en que son reguladas—, ya sea durante el
desarrollo embrionario, durante la hipertrofia muscular inducida por ejercicio, o bien,
durante la regeneracién muscular. Este modelo presenta las siguientes caracteristicas
con respecto a TGF-B y a bFGF:

- Tanto TGF-B como bFGF impiden que los mioblastos se diferencien,
manteniéndolos en un estado proliferativo.

- Aunque el TGF-B inhibe etapas tempranas de la diferenciacién miogénica, si en
mioblastos se bloquea su via de sefalizacion —-mediante la sobreexpresion de un
receptor Il con actividad dominante negativa— y luego se induce la diferenciacion
de los mismos, la formacién de miotubos nunca acontece, de lo cual se desprende
que la via de sefalizacion del TGF-B, una vez disparado el proceso de
diferenciacion, es indispensable para permitir que los mioblastos pasen a ser
miotubos (Filvaroff et al., 1994; Zentella y Massagué, 1992), y por lo tanto, TGF-3
tiene efectos tanto positivos como negativos en este sistema de diferenciacion
celular (ver las paginas 54-56 para una descripcion mas a fondo de este papel
dual).

- Durante el proceso de conversion, cambia el nivel de expresion de algunos
proteoglicanos; de los que regulan la unién de TGF-B, aumenta el de decorina —de
sulfatos de condroitina y dermatano— (Brandan et al., 1991); mientras que de los
que favorecen la sefalizacion por bFGF —de sulfatos de heparano—, disminuye el
de sindecano 1 (Larrain et al., 1997a; Larrain et al., 1998), el de sindecano 3
(Fuentealba et al., 1999) y el de perlecano (Larrain et al., 1997b), a la vez que
aumenta el de glipicano (Brandan et al., 1996). No todos los proteoglicanos sufren
cambios en su expresion durante el proceso de conversion, y a manera de
ejemplo, tenemos uno de 250-310 kDa de sulfatos de condroitina y dermatano
(qQue no es decorina) (Brandan et al., 1991). Pero, ;cuél es la relevancia
fisiolégica de las fluctuaciones en los niveles de estos proteoglicanos? Multiples
observaciones sugieren que estas variaciones modulan tanto el momento preciso
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en que se dispara la miogénesis como los eventos subsecuentes que conducen a
ella, dada su capacidad para regular la sefializacién por TGF-p y bFGF.
- Al monitorear la expresion de los receptores de TGF-p usando como sonda '*°|-
TGF-B en mioblastos y en miotubos C, (ho C,C1,) extensamente diferenciados, se
observa que los miotubos pierden la expresiéon de los receptores de TGF-f —
incluyendo la del betaglicano— (Hu y Olson, 1990).

- Durante la miogénesis, aumenta drasticamente la expresiéon de TGF-B3 y menos

notoriamente la de TGF-B2, a la vez que disminuye la de TGF-pB1 (Lafyatis ef al.,
1991).

Siendo el betaglicano un correceptor de TGF-B (y tal vez también de bFGF, dado que
aunque no se ha determinado si el betaglicano favorece la interaccion de bFGF con sus
receptores de sefalizaciébn FGFRs, lo une a través de sus glicosaminoglicanos), y
considerando que ambos factores de crecimiento son reguladores importantes de la
miogénesis —requiriéndose una via intacta de sefalizaciéon de TGF-B para que la
conversion miogénica ocurra—, nos propusimos estudiar la regulacién de la expresion del
betaglicano y estimar la posible funcion de éste durante la formacion de musculo
esquelético in vitro.

4. Hipdtesis

“En mioblastos esqueléticos experimentando diferenciacion terminal a miotubos, fluctia
(se induce o se reprime) la expresion del betaglicano; esta fluctuacién comienza a nivel

transcripcional y la regulan factores transcripcionales del programa de la miogénesis
esquelética.”

5. 1. Objetivos generales del trabajo experimental

i. Determinar si fluctia el nivel de expresion de betaglicano a lo largo de la
diferenciacién miogénica en células C,C,,.

ii. Conocer la estructura del promotor del betaglicano murino.

iii. Determinar reguladores de la expresion del betaglicano.

5. 1l. Objetivos particulares del trabajo experimental

i. Determinar si en el transcurso de la conversion miogénica de células C,C, varia la
expresion del betaglicano en la superficie celular, teniendo esta variacion su origen a
nivel transcripcional (para tal fin, medir a distintos tiempos los niveles del
proteoglicano, de la proteina, del ARNm y de la actividad del promotor del gen del
betaglicano).

ii. Clonar la region promotora del betaglicano, conocer su secuencia nucleotidica e
identificar sitios probables de regulacién en cis.

ii. Detectar probables reguladores en trans del promotor del gen del betaglicano.
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6. Resultados

1. El nivel del proteoglicano del betaglicano aumenta durante la miogénesis

Con el propésito de saber si la expresion del betaglicano fluctia a lo largo del proceso
de la miogénesis, se monitore6é en la superficie celular la expresion de este
proteoglicano a los 0, 2, 4 y 6 dias de diferenciacion miogénica de mioblastos C,Cy,.
Al dia 0 las células son mioblastos propiamente, dado que estan en un medio de
crecimiento que permite su proliferacién e impide su diferenciacién. Para disparar la
diferenciacion a miotubos, el medio de crecimiento se retira y se sustituye con uno que
induce la diferenciacién, y asi, durante los siguientes dias, los mioblastos maduran
hasta convertirse finalmente en miotubos, pudiéndose observar miotubos desde los 3-
4 dias de diferenciacion. Las células fueron marcadas por afinidad con "**I-TGF-B2, el
cual se une sdélo a sus receptores localizados en la membrana celular.
Posteriormente, se analiz6 el extracto proteico total o la fraccién inmunoprecipitada —
con un anticuerpo especifico contra betaglicano— en un gel de acrilamida. Se halld
que los mioblastos practicamente no unen 'I-TGF-B2, pero esta situacién cambia
drasticamente conforme se van diferenciando (figura R1). Asi, al dia 2 la union de
TGF-B al betaglicano ya es considerablemente mayor con respecto al dia 0, pero la
mayor se tiene al dia 4, aunque al dia 6 decae, pero no al nivel del dia 0. Cabe
sefalar que se observa un retraso en la movilidad del betaglicano del dia 4 en relacion
al 2, lo cual refleja una mayor glicanacioén del proteoglicano al dia 4. La mayor unién
de TGF-B2 al betaglicano durante la miogénesis podria deberse a que la cantidad de
betaglicano esté aumentando durante la diferenciacion muscular, a que otras
proteinas que unen TGF-B estén dejando de hacerlo (como en el caso de la decorina,
el proteoglicano mas abundante en la matriz extracelular de musculo y cuya expresion
fluctda durante la miogénesis, tesis doctoral de la Dra. Cecilia Riquelme, Universidad
Catélica de Chile, 2001), permitiendo que otras proteinas lo hagan, entre ellas el
betaglicano; etc. Para ver si opera el primer mecanismo, el lisado celular del dia 0 y
del dia 4 de diferenciacion miogénica fue sometido a un tratamiento con condroitinasa
ABC y heparitinasa, fraccionado en un gel de acrilamida, transferido a nitrocelulosa y
analizado mediante western blot con un anticuerpo diferente del que se usé6 para la
inmunoprecipitacién. Suponiendo que la digestién con estas glicanasas haya sido
completa, la cantidad de proteina desnuda del betaglicano aumenta claramente al dia
4. No se hizo inmunoprecipitacién y luego western blot porque no se consigue una
tasa buena ni uniforme de transferencia de las diferentes especies de betaglicano
glicanado del gel a la membrana de nitrocelulosa. En la parte de abajo de la figura R1
se muestra un analisis densitométrico del nivel de expresion del proteoglicano del
betaglicano a lo largo de la miogénesis. El nivel relativo de unién de TGF-§ al
proteoglicano del betaglicano es: dia 0 (D0): 1X (valor basal); D2: 16X (dieciséis veces
el valor basal); D4: 21X; D6: 10X. Como referencia, se muestra el aumento en
expresion que la cinasa de creatina experimenta durante la formacion de miotubos.

2. El nivel del ARNm del betaglicano aumenta durante la miogénesis
Una vez hallada una mayor expresion del proteoglicano del betaglicano en la
superficie celular de los miotubos en formacién, se decidié explorar si esta se

correlaciona con un nivel mayor del ARNm de este proteoglicano, dado que,
comunmente, cuando se eleva un ARNm cualquiera, también se eleva la proteina que
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Figura R1. Durante la miogénesis, la unién de TGF-B2 al proteoglicano del betaglicano se
incrementa debido al menos en parte a una mayor sintesis del betaglicano. a, Se monitoreé
la unién de TGF-B2 a sus receptores de la superficie celular (Total) y al betaglicano (IP, i.e.,
inmunoprecipitado) a los 0, 2, 4 y 6 dias de diferenciacién mediante marcado por afinidad con '*°I-
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TGF-B2. También, se hallé un aumento en la expresion del betaglicano al dia 4 mediante western
blot (WB). b, Analisis densitométrico de la intensidad de los barridos del proteoglicano del
betaglicano, y como referencia, el nivel de expresién de la enzima cinasa de creatina durante el
mismo periodo (las unidades de esta enzima estan dadas en [Ul/mg ADN]).

codifica, aunque el ARNm también podria haber estado teniendo una mayor tasa de
traduccién. Se extrajo ARN total de las células a los 0, 2, 4 y 6 dias de diferenciacion,
los mismos en los que se monitoreé la expresion del proteoglicano. 10 pg de ARN
total se fraccionaron electroforéticamente y se transfirieron a una membrana de nailon.
Posteriormente la membrana se sonded6 con el ADNc de betaglicano murino
proveniente de la construcciéon ClI-2 (Ponce Castafieda et al, 1998). Como se
observa en la figura R2, también el ARNm del betaglicano experimenta un aumento
considerable durante miogénesis, aunque como se observa en el analisis
densitométrico, no tiene un patrén de expresion correlativo al del proteoglicano. A los
dias 0y 4, la expresién de proteina y ARNm es similar, pero al dia 2, hay mas proteina
que ARNm y al dia 6, esta situacién se invierte. El nivel relativo de expresion del
ARNm del betaglicano es: DO: 1X; D2: 6X; D4: 33X; D6: 24X. Cabe mencionar que
una mayor cantidad de la proteina del betaglicano en la superficie celular no
necesariamente tiene su origen en una mayor cantidad de su ARNm, debido a que
pueden entrar en operacién mecanismos adicionales de regulacién como la tasa con
la que la proteina es retirada de la membrana celular o degradada, e.g., en un
momento dado, la proteina puede estar teniendo una menor tasa de recambio en la
superficie celular y por eso haber mas ahi.

3. En los miotubos, una parte de la poblacién de las moléculas de betaglicano se
transloca a la matriz extracelular

El betaglicano se presenta de dos formas: una embebida en la membrana celular
correspondiente a la forma insoluble y otra presente en el medio extracelular
correspondiente a la forma soluble. Con el propésito de averiguar si el betaglicano
permanece en la membrana celular una vez que comienza a producirse a gran escala
al convertirse los mioblastos en miotubos, se estudié su distribucion celular mediante
inmunocitoquimica. La localizacién del betaglicano se infirié al tener como puntos de
referencia la ubicacién del perlecano, un proteoglicano sabidamente de matriz
extracelular, y la de la miosina, una proteina motora que se desliza a través de
flamentos de actina. Ambos proteoglicanos fueron sondeados en mioblastos y
miotubos (de 6 dias) vivos con anticuerpos primarios y éstos a su vez con anticuerpos
secundarios acoplados al croméforo de emision verde isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Las células luego fueron permeabilizadas con Triton X-100 e incubadas con
un anticuerpo contra la miosina, mismo que fue detectado con otro acoplado al
croméforo de emisién roja TRITC. Si la emision verde proviene de la misma fuente
que la roja, la emision resultante es amarilla. En la figura R3 se muestra el patron de
distribucion de las proteinas citadas; las imagenes de la fila de hasta abajo muestran
el merge (fusion) de las respectivas dos imagenes de arriba, y como se puede ver, el
betaglicano se localiza intensamente tanto en regiones discretas de la superficie de
los miotubos (emisién amarilla) como en su matriz extracelular (emision verde), en
contraste con el perlecano, cuya localizacién prevalece sélo en la matriz extracelular.
Sin embargo, algunos de los miotubos emiten Ginicamente la fluorescencia roja, lo cual
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Figura R2. El nivel del ARNm del betaglicano aumenta durante la miogénesis. a, Se monitore¢
la expresion del ARNm del betaglicano a los 0, 2, 4 y 6 dias de diferenciacion mediante northern
blot (NB) usando como sonda el ADNc del betaglicano murino. b, Analisis densitométrico de la
intensidad de las bandas del ARNm de betaglicano, en conjuncién con las del proteoglicano. La
longitud precisa del ARNr murino 28S fue averiguada en Hassouna et al., 1988 y la del 18S en
Raynal et al., 1984.
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Figura R3. Translocacion de una porcién del betaglicano a la matriz extracelular en
miotubos. Se determind la localizacion celular del betaglicano en células C,Cy; en fase de
mioblastos (A, D y G) o dejadas diferenciar por 6 dias (B, C, E, F, H e I). Las células sin
permeabilizar fueron incubadas con anticuerpos u-betaglicano (D y E) 6 a-perlecano (F). Luego se
incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) (emision
verde), Las mismas células fueron permeabilizadas e incubadas con anticuerpos o-miosina (G-/) y
posteriormente con un anticuerpo secundario acoplado a (TRITC) (emision roja). Las imagenes de
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la fila inferior resultan del merge (fusién) de las imagenes de sus respectivas columnas de las dos
filas superiores. Asi, las imagenes J, K y L corresponden a la fusion de las imagenes D+G, E+H y
F+l, respectivamente. La emision amarilla surge de la conjugacion de las emisiones roja y verde.
El betaglicano se localiza en la superficie de los miotubos y en su matriz extracelular. Los campos
fueron fotografiados e impresos bajo condiciones idénticas. Las imagenes de contraste de fases
se muestran en la fila superior (A-C). La barra representa una longitud de 50 pm.

sugiere que no estan expresando betaglicano en su superficie. El hecho de haber
hallado una mayor expresion del betaglicano en los miotubos que en los mioblastos
concuerda con el resultado del western blot mostrado en la figura 1a; no obstante,
también es cierto que en dicho westen blot no se observé una banda que pudiera
corresponder al betaglicano que se ha ido a la matriz extracelular, intuitivamente de
menor masa molecular en vista de ser generado presuntamente por un corte
proteolitico del betaglicano embebido en la membrana; esto se puede deber a que las
correspondientes bandas no se hayan resuelto bien en el gel de acrilamida en el que
fueron electroforadas, dado que la diferencia en su movilidad relativa es minima: 120
kDa del betaglicano transmembranal versus 110 kDa del betaglicano soluble
(comunicacion personal de la Dra. Gabriela Velasco Loyden en el 2005).

4. Clonacién y secuenciacién del promotor del gen del betaglicano murino

El incremento de la cantidad de ARNm de betaglicano durante la formacién de
miotubos (figura R2) puede tener su origen en una mayor estabilidad del ARNm (i.e.,
que se degrade menos) y/o en una mayor transcripcion del gen del betaglicano. Para
dilucidar si opera el segundo mecanismo —habiendo postulado que seria el mas
probable—, se decidi6 clonar la regién promotora del gen para el posterior andlisis de
su actividad durante la miogénesis. Como antecedente, en nuestro laboratorio fue
clonado el ADNc del betaglicano murino, cuya molécula completa esta contenida en la
construccion Cll-2 (Ponce Castafieda ef al., 1998). El ADNc completo del betaglicano
—de 3977 pb, liberado con EcoRl de dicha construccion— se mandé a la compaiiia
Research Genetics en Huntsville, Alabama, Estados Unidos, para que usado como
sonda sirviera para identificar clonas de ADN genémico de ratén que posiblemente
contuvieran al promotor del betaglicano. Para hallar dichas clonas, se tamizé la
biblioteca CT7, compuesta por cromosomas artificiales bacterianos (BACs, de
bacterial artificial chromosomes). Estos, a su vez, estan integrados por fragmentos de
~130 kb de ADN genémico de ratén macho de la cepa CJ7/129Sv, ensamblados en el
vector pBeloBAC11 —derivado del factor F de Escherichia coli (E. coli}-. Fueron 8
clonas las que dieron una sefial intensa de hibridacién. Una vez que recibimos en
nuestro laboratorio microtubos (stab culfures) con bacterias E. coli DH10B
transformadas con las 8 clonas de BACs, las bacterias fueron estriadas en LB con
agar y cloranfenicol a 12.5 pg/mL y de la plétora de colonias se reestriaron 10 de cada
clona de BACs. Se hizo una hibridacion de las 80 colonias individuales usando como
sonda el ADNc del betaglicano para comprobar que realmente fueran positivas y para
contar con poblaciones clonales, soélo que esta vez se usé la sonda fragmentada en
tres partes: un juego de las 8 colonias se sondeé con el tercio 5' del ADNc, otro con el
tercio medial y otro con el tercio 3' (ver siguiente figura y “procedimientos
experimentales”).
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Mapa esquematico del ADNc del betaglicano murino. El segmento EcoRI-EcoRI es de 3,977
pb y corresponde al ADNc completo del betaglicano de ratén, contenido en la construccion Cli-2.
Se ilustra ademas el origen de las sondas tercio 5, tercio medial y tercio 3', el de los fragmentos de
190 y 808 pb, asi como el de los oligos Pe18 y PL4. La caja representa region codificante, y la
barra, regiones no traducidas.

De las colonias que dieron sefial positiva de hibridaciéon se seleccioné una de cada
clona de BACs y con ésa se sigui6 trabajando en lo subsecuente. Observamos que
con cada una de las sondas se obtiene una sefial positiva de hibridacién, lo cual
sugiere que se tiene el gen completo. Para saber si teniamos la regién promotora del
gen, decidimos fragmentar la sonda del tercio 5. Para tal fin, se digiri6 el tercio §' -
que abarca del sitio EcoRI al Xhol- con Sall y Pvull para generar dos segmentos: uno
de 190 pb (Sall—Pwvull, bases 16 a 205 del ADNc —segmento que sélo abarca region
no traducida-) y otro de 808 pb (Pvull—Xhol, bases 206 a 1,013 —segmento que
abarca una parte de la regiéon no traducida y una de la codificadora=). Ambos
segmentos fueron subclonados en el vector pBlueScript || KS(+) (pBSII-KS(+),
Stratagene) y la identidad de los insertos fue comprobada mediante digestion y
secuenciacion. Cuando estos fragmentos se usaron para sondear las colonias,
observamos que aunque la sonda de 808 pb daba sefial de hibridacion, la sonda Sall-
Pvull de 190 pb (regién 5' no traducida, 5'-NT) no la daba. Este resultado indic6 que
ninguna clona de las que nos habian enviado de Research Genetics contenia la region
promotora. Por tal motivo, se les mandé ahora la sonda de 190 pb (regién 5-NT) y
nos volvieron a enviar 8 nuevas clonas BAC, de la biblioteca murina RP22, construida
por Kazutoyo Osoegawa (Osoegawa ef al, 2000). Esta biblioteca es de ADN
gendmico de bazo de ratén hembra de la cepa 129S6/SvEvTac digerido parcialmente
con EcoRl y metilasa EcoRl; esta inserta en el vector pBACe3.6 en los sitios EcoRI y
su hospedero es la cepa DH10B. Segun la informacién que nos proporcionaron sobre
las clonas, su estabilidad es alta y su quimerismo es de no existente a bajo. El
tamafio promedio del inserto de cada clona es de 154 kb.

En la tabla Il se indican los nombres asignados por Research Genetics a las clonas
nuevas y los nombres que les dimos en el laboratorio para su mas facil identificacion,
asi como la clona aislada —a partir de una poblacién heterogénea— con la que se
siguio trabajando (se les designé clonas BACp, la “p” es de promotor).
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Al igual que con los BACs iniciales —que no contienen la regién promotora—, se
asegur6 la obtencién de poblaciones clonales de los BACps, sblo que esta vez se
sondearon 12 colonias aisladas (en vez de 10, como en el caso de los BACs iniciales)
de cada clona BACp con la regién 5-NT de 190 pb. De las que dieron sefial positiva
de hibridacién, se eligi6 solamente una colonia de cada BACp para su analisis; sus
denominaciones se muestran en la tabla Il. Con la finalidad de encontrar un
fragmento —que presuntamente contuviera al promotor— de tamafo adecuado para su
clonacién y andlisis, se hicieron midipreps de las 8 clonas BACp aisladas. Se
digirieron con Hindlll o con Xhol 10 pL de las midipreps de BACps y los productos
digeridos se separaron en un gel de agarosa al 1.2%, se transfirieron a una membrana
de nailon y se procedié a hacer la hibridacién con el fragmento correspondiente a la
regién 5-NT. 3 Bandas fueron las que se hibridaron en la digestién con Hindlll: una
de 6,440 pb, otra de 7,460 pb y otra de 3,870 pb (figura R4). Los productos de
digestion que obtuvimos con Xhol son relativamente mas dificiles de clonar con
respecto a los de Hindlll —debido al mayor tamafio de aquéllos—, por lo que decidimos
seguir trabajando con los fragmentos generados por Hindlll.

Para caracterizar las bandas mas finamente, procedimos a sondearlas con oligos. Se
sintetiz6 el oligo Pe30 (de 30 nucleétidos en contrasentido; bases 126 a 155 del ADNc
de betaglicano murino, pertenecientes a la regién 5-NT y disefiado para luego hacer
experimentos de primer-extension) y con él se intenté hibridar. La hibridacién usando
condiciones para sondas de ADN de doble cadena no permitio obtener sefial alguna
de hibridacion. Por este motivo, procedimos a hacer una hibridacién usando
condiciones para oligos. Esta estrategia también resulté ser infructifera. Al hacer un
analisis energético de este oligo, se encontré que su secuencia favorecia la formacién
de estructuras secundarias y dimeros, pero la razén fundamental por la que este oligo
no se hibrida —que después descubrimos—, es que en el ADN genémico, su secuencia
complementaria esté partida a la mitad por un intrén. A continuaciéon, se hizo una
hibridacién con el oligo PL4, que estd a pocos nucleétidos corriente abajo desde
donde inicia la traduccién del ADNc (20 bases: 251 a 270 del ADNc). La hibridacién
con el oligo PL4 marcéd las bandas de ~7.5 (e.g., BACp1.7) y de ~3.9 kb (e.g.,
BACp7.10), pero no la de ~6.5 kb (figura R4). Puede ser que haya un dimorfismo en
la region aledafia al exén 2, el del inicio de la traduccién, dado que el oligo **P-PL4
marca la banda de ~7.5 kb en algunos BACps y la de ~3.9 kb en otros (de los
digeridos por Hindlll), a la vez que se hibrida con una banda de ~17.3 kb o de ~9 kb
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Figura R4. Patron de digestion de los BACps e identificacion de fragmentos de digestion en
donde se localiza el promotor. Las clonas BACp1 a 8 fueron digeridas con Hindlll o con Xhol;
los fragmentos generados fueron resueltos en un gel de agarosa al 1.2%, transferidos a una
membrana de nailon, y sondeados con la regién 5'-NT, el oligo PL4 y el oligo Pe18. En los flancos
de los BACs digeridos esta el marcador de peso molecular A-Hindlll, 1 ug a la izquierda y ~100 ng

a la derecha, este ultimo marcado con *’P y sefalado arriba del carril con un asterisco.
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(de los digeridos por Xhol). Posteriormente se disefi6 el oligo Pe18 —esta vez usando
el programa computacional “Oligo™, de 18 bases y en contrasentido; la primera base
de su extremo 5’ se localiza a 127 pb corriente arriba de la adenina del codén de inicio
de la traduccién. La hibridacién con este oligo marcé solamente la banda de ~6.5 kb,
sin marcar las bandas de ~7.5 ¢ de ~3.9 kb (figura R4).

De este modo, concluimos que la regiéon 5' no traducida esta distribuida en el ADN
gendmico en dos exones, dado que en el ADNc no hay ningun sitio Hindlll entre las
secuencias de Pe18 y PL4.

Se eligi6 al BACp7.10 para clonar de ahi al promotor. La banda Hindlll—Hindlll de
~6.5 kb se cloné en el sitio Hindlll del vector pBR322pl (provisto por la Dra. Kornelia
Polyak del Dana-Farber Cancer Institute), un vector de bajo niumero de copias que
evita pérdidas eventuales de insertos grandes, como el de ~6.5 kb. La estrategia para
obtener el segmento de 6.5 kb fue ligar todos los fragmentos del BACp7.10 generados
por Hindlll en pBR322pl, transformar bacterias y tamizarlas para detectar las que
hubieran capturado el segmento de 6.5 kb. En el tamiz se detecté que las colonias
que en las membranas ocupaban las posiciones B70, B94, C63, D19 y D29 dieron
sefal positiva de hibridacion (figura R5a). Para verificar la presencia e integridad del
inserto de 6.5 kb en dichas colonias, sus plasmidos se digirieron con Hindlll y luego se
corrieron en un gel de agarosa. Como se puede ver en la figura R5b, el inserto de 6.5
kb no venia solo en las construcciones en el vector pBR322pl, sino que durante el
proceso de ligacion se insertaron segmentos Hindlll-Hindlll intrusos. Los productos de
digestién se analizaron por southern blot con el oligo Pe18 y como era de esperarse,
la banda de 6.5 kb dio sefial positiva de hibridacion (figura R5c). Posteriormente, se
secuencid el inserto de 6.5 kb con el oligo Pe18 y se encontré que la secuencia de
nucledtidos era la esperada dado que se obtuvo la secuencia que hay corriente arriba
del oligo en el ADNc. Se eligi6 trabajar en lo subsecuente con la clona de la posicion
B70 (figura R5).

El inserto de 6.5 kb se transfirié al vector pBSII-KS(+), de mayor nimero de copias y
con mas sitios de restriccién en su multicloning site para librarlo de los fragmentos
HindllI-Hindlll invasores; la construcciéon pBSII-KS(+): :inserto de 6.5 kb también se
denominé B70. Con el fin de obtener informacién sobre la estructura del segmento de
6.5 kb, se decidi6 obtener fragmentos traslapados de él, secuenciarlos y luego
ensamblarlos para conocer su estructura global. Se digirié con las endonucleasas de
restriccion que cortan al vector una sola vez en el sitio de multiclonacién: Apal, BamHl,
BstXI, Clal, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Kpnl, Pstl, Sacl, Sall, Xbal y Xhol y se observé que
no posee sitios de restriccion Clal, EcoRV, Sall ni Xhol. En el gel en el que se vieron
los fragmentos generados, se recuperaron aquéllos con un tamafio mayor de 2961 pb,
dado que el vector pBSII-KS tiene 2961 pb; por lo tanto, en cada uno de los distintos
carriles, una banda de >2961 pb debia constar de vector mas una fraccion del inserto
de 6.5 kb. Se procedié a autoligar dichos fragmentos y a transformar en Escherichia
coli DH5a los productos de ligacion. Algunos fragmentos generaron colonias
resistentes a ampicilina y se recuper6 el plasmido de 2 colonias de cada reaccién de
ligacion. Los fragmentos asi generados sirvieron para secuenciar el inserto con los
oligos T3 y T7, cuyos sitios estan presentes en el vector a los flancos del inserto. Con
esta estrategia y con el disefio de oligos sintetizados conforme se obtenia mas
secuencia, se obtuvieron subsecuencias que al final fueron ensambladas para tener la
secuencia completa del segmento de 6.5 kb, cuya estructura se ilustra con detalle en
la figura PE1 (de procedimientos experimentales en la pagina 110).
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Figura RS. Clonacién del fragmento Hindlll—Hindlll de ~6.5 kb. a, Se muestra la hibridacién de
colonias con el oligo Pe18; b, los plasmidos —digeridos con Hindlll- provenientes de las colonias
que dieron sefial positiva de hibridacion con sus respectivos controles negativos; y ¢, la hibridacion
tipo southern con el oligo Pe18. Se sigui6 trabajando con la clona B70 (se le llamé asi porque
provino de la posicion 70 en la cuadricula de la membrana).
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Estructura del promotor, del exén 1y del intron 1

La secuencia completa del segmento de 6.5 kb se comparé con las secuencias
ingresadas en la base de datos GenBank de los National Institutes of Health y se
observo que tiene una identidad del 82% con el promotor del gen del betaglicano de
rata, reportado en 1999 por el grupo de Michael Centrella (Ji et al., 1999). En la figura
R6 se muestra el alineamiento de los promotores de raton y rata hecho con el
programa GCG.

Los extremos §' de ratén y de rata, aunque tienen semejanza, no son del mismo
tamafio con respecto a la distancia que hay hacia el inicio de la traduccién; esto se
puede deber a que el extremo 5’ reportado en la literatura por Ponce Castafieda et al.
(1998) esté incompleto. Asumimos que el extremo 5’ de ratén en realidad comprende
mas bases que las reportadas con base en dos criterios: 1. la secuencia gendémica
corriente arriba del ADNc de ratén es practicamente idéntica a la secuencia del
extremo 5’ del ADNc de rata, ya caracterizada con precision; 2. las clonas de tipo EST
de raton BB850008 y BB871466, de oido y de tejidos varios, respectivamente, poseen
una secuencia 5' no traducida de longitud y secuencia similares al extremo 5 no
traducido de rata. Tomando en cuenta esta correccién teérica sustentada, la clona
B70 consiste de 2265 pb arriba de la base 20 del ADNc del betaglicano murino (las
bases 1-19 del ADNc reportado no se alinean con secuencia genémica ni de tipo EST
de betaglicano), 2140 pb propiamente de promotor, 251 pb del primer exén —del cual
forman parte las bases 20 a 141 del ADNc- y una porcién de 4 kb del intrén 1. Al
igual que el promotor de rata, el de ratéon no posee cajas TATA, pero posee una isla
CpG —de la base 1758 a la 2345, compuesta por 68% de GC—, la cual presuntamente
dicta el inicio de la transcripcién. Por analogia con el gen de rata, podemos decir que
los sitios de unién del factor Sp1, uno de ellos una caja GC, se encuentran a 83 y 177
bases, respectivamente, del sitio de inicio de transcripcién del gen murino. Se hallé
una secuencia consenso de un sitio de empalme 5' en la separacién del exén 1y el
intrén 1. Asi, aunque no se hayan hecho experimentos de primer extension, de S1-
nuclease protection o de 5 rapid amplification of cDNA ends (5-RACE), hay
evidencias de que el segmento de ADN que presumimos es el promotor, realmente lo
es.

Una vez que se tuvieron puntos a favor de que efectivamente la secuencia de ADN
clonada se trataba del promotor del gen del betaglicano, gracias a la comparacién con
el promotor homélogo de rata (accession number en GenBank AF117811), se llev6 a
cabo un andlisis predictivo de los sitios de regulacién en cis inmersos en el segmento
de 2265 pb usando el software especializado en deteccion de sitios putativos de unién
de factores de transcripcién “Matinspector” (Quandt et al., 1995) en su version
profesional. La secuencia del promotor, del exén 1 y del intrén 1, junto con algunos de
los probables elementos de control en cis importantes durante la miogénesis estan
ilustrados en la figura R7a. El listado completo de elementos potenciales de
regulacion en cis de “matrix similarity” 20.875 y “core similarity” 20.9 del promotor del
betaglicano murino se muestra en el anexo |. La estructura del promotor, del exén 1y
del intron 1 se ilustra esquematicamente en la figura R7b, mientras que en la figura
R7c se da una vision mas amplia de la regién gendémica en la que estan inmersos el
promotor y el primer exén, obtenida mediante chromosome walking de las clonas
BACp. El intrén 1 del gen es sumamente extenso, y es posible que en él también
haya elementos reguladores en cis, a semejanza de lo que sucede con el gen de la a-
actina —por citar un ejemplo—, cuyo intrén 1 de 2.7 kb posee enhancers esenciales
para expresar el gen en musculo liso (Mack y Owens, 1999).
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Figura R6. Alineamiento de los promotores del betaglicano de ratén y de rata. Se utilizo el
metodo de Needleman y Munsch que viene en el paguete de Wisconsin University Genetics
Computer Group (GCG) para comparar ambas secuencias. El porcentaje de identidad es del 82%.
La secuencia de ratén se muestra en maydsculas y la de la rata en minisculas. Las secuencias
sombreadas en el término 3' corresponden al exén 1 de raton y de rata (secuencia parcial), segun
sea el caso. Como se puede ver en la figura, la secuencia del extremo 5' del ADNc es de menor
tamafio en el ratén que en la rata. Esto se puede deber a que el exiremo 5’ no traducido reportado
de raton esté incompleto. Las secuencias sombreadas en el promotor de raton corresponden a
potenciales reguladores en cis ausentes en el de rata debido a inserciones o pérdidas de ADN,
entre ellos, un sitio Smad4. Las secuencias sombreadas en el promotor de rata corresponden a
sitios ya mapeados experimentalmente, mientras que las secuencias doblemente subrayadas son
regiones amplias también ya mapeadas experimentalmente: de sensibilidad a glucocorticoides y a
BMP-2. La flecha vacia curvada marca el sitio principal de inicio de la transcripcion en el gen de
rata, mientras que los asteriscos marcan sitios secundarios. Por su parte, dos flechas negras
encima de la secuencia murina indican el extremo 5' de dos clonas de tipo expressed sequence
tags de raton, la primera de oido y la segunda de tejidos varios. C/EBP: factor nuclear
CCAAT/enhancer-binding protein; Sp1: stimulating protein 1.

5. Fusiones de versiones de distinta longitud del promotor del betaglicano con
luciferasa, un gen reportero

En el plasmido B70 (cuyo inserto es el segmento de 6.5 kb Hindlll—Hindlll) hay un
sitio digerible por Nofl a 159 pb corriente abajo del sitio probable de inicio de la
transcripcion. Este plasmido fue digerido con Hindlll y Notl; los extremos “rezagados”
del segmento correspondiente al promotor fueron rellenados con el fragmento Klenow
de la ADN Polimerasa |, generandose asi una hebra de extremos rasos Hindlll—Notl
de 2301 pb. El inserto de extremos rasos fue subclonado en el vector pGL3-Basic
(disefiado para expresar el gen de la luciferasa de luciérnaga bajo el control del
promotor que uno le inserte) digerido con Smal. El inserto fue subclonado de tal forma
que el promotor en secuencia directa quedara corriente arriba del gen de la luciferasa
(construccion pBG-Lux, también llamada HN, de Hindlll—Nofl). La naturaleza y la
orientacion del inserto fueron confirmadas mediante digestion y mediante
secuenciacion. También se hicieron las construccciones BamHI—Notl (BN) y EcoRIl—
Notl (EN), mostradas junto con la Hindlll—Nofl en la figura R8.

73



HindI11

-2481 AAQCTTAAGG GTTCTTTCGA AAGTCAGTTO TGTTAGGTGG -2442 40
~2441 TGTTTTGCTG GGGCAAACAT GTGAAGGAGT GTTTTCCTGA AGCAGACACA GGTOTACGTT TAAGGCAGTS -2372 110
NF-AT E47
=2371 AAAGGAACAT TCCACTGAAG CAGACACAAG TGACAGGATG TTCTGCTAAR GCAAGCACGT GAMRAGGACAT -2302 180
Sacl
-2301 ATTCTTTGCT AGTGACAIAC ACATATATTG GTCOGCCTIC CATTGCATAG -2232 250
GATA-1
=2231 TTTGTCAGGA CTTCAAAGAG AGAAACACAC CAAGAAACTT AGOTGGCOGTG ACACAGTTTC TIGTGGCTTC -1162 320
=-2161 CATCGACTOC GGCTCATTGA CACAGTGATG TCAGCTGAGA CAGACTCACG TGCTGAGGCA AGACCTGTOG -2002 390
Smadd
-32091 GGAGGCAAGA CCCGCAGAGG ACATAAGGCS TTTGAAGGGT ATAAGTAMAA CTCCATOGAC AGTAACAGAG -2022 480
Smadd
~2021 TATAGCTAGG ATTGTTTATA GAGCTAGCGE TETAATOCTG STCGETTTGG AATCTTTGCT GATCTICGCT -1952 £30
MEF2
~1951 TCTCAGAGGG GCATASCTGA GAGCTTCTCC TGACATICCT GTTOGTOOCT GCTGCTGCTS AGGCTGAGGC -1882 600
=1881 CTGECTGTTT CTGCTACGTA GTGCCACCGC TGTTGATTTG TGTIGACTAT CCTGACTCTA CTGAACTTCA -1812 670
BamHI
=1811 TATATCTGTG AAGTGTTTGC GAGTGGATCC AACTGTCOTCT TCAAACCTGT GAACTGAACT ACAGATTTCC -1742 T40
RAR
-1741 AGACAACACA GATGGGAGTT GCTOCAAAGA ACCTTTCTAA ACAGGTCTAC TTCCCCATAT -1672 810
E47 MEF2 GATA-1
-1671 TCTGGAGGGT GGTOGGCAMAG AAGGGAOGTT AMAGTGTTTA AGAAACATCA TTAAAMATAG -1602 8280
NF-AT
<1601 GCTTTAAAMA CTTAMAATTA CAAARGTCTA GCTGGGCTAC TCATTTGTSC AAMAGGTTCCC TGACGATCCA -1531 950
MEF2
-1531 CTTCTCTTTG AACCAGACAC TTCAGTCACT CCATCTGTTG TGGCACCTOT -1462 1020
HMyoD Smadd NF-AT EcoRI MyoD
-1461 AGAGTTTCOC GTGAAGTAAC TGGTGACAGA ATTCCATGGA TAAAGOTGCT TGCTGOCAAC CCTGARGAAA -1392 1090
Apal GATA-1
-1391 TGCACCARAC ATGGATTCTT QGGCCCTACT TGAGAAAGCG ACAAAGTTGT CTECTGACCT CTACTCTGOC -1322 1160
RAR
=1321 CAAGGCTGET TCTGAACTIG TGATTCTTCT GCCSTACTTG GTTGTATORC OTCCTOGCAC TCAAACTCAG -1252 1230
AML~1
-1251 COUTCTCTGT ATGCTGGOCA AATACATTAC TACCGAQUTA TAGOCCCAAT GGGCAATTCA CCTTTTAATA -1182 1300
-1181 GOCAGATTTG TOTTGOTGAC TGAAGTAGCT GCATTCAACT CTTGCAAMAGC -1112 1370
Pax6
-1111 ACATTCATGC AGGCAGGACC CTGTGTGCTC GCCTATCCTG TGTICAGAGG GCUGCGGCGA AACCGTAGGA -1042 1440
BooR GATA-1
~1041 ATGGAATTCA GCAGCTGGAG AAGGUACTTT AATTCAGCAG CTGGAGAMGG CACTTTGAGC TAGGCTGTAS -972 1510
-971 AMAGTAAGAG AcccToacch JIAGA GCATATCETT AGATAACCGA AACTGGAGAA AAACCAAACT -902 1580
AML-1 AML-1 GATA-1
=901 GOSGCAGAAT GAATGTGTGC ATGGGGCTTC GATGTGGRAA TGGGTTTCTC TGAGA =832 1650
MEFZ STAT
~831 TTITTATATC AACAACCAGG AATCCAATAA AACTATCTTC TCCTAAGGCC CTOGGTAGTTT GAAGGATCTA -762 1720
MEF2 Smal
=761 COCAAAGGCA GUGAGTCTTC GCAGTGOGOG CCACATCOCCG GGTACTCCAC ACTTCTTCCA GOCCORGGAT -692 1790
NF-XB
-691 GCCCAGCTGT CATCODATCT OGOOUCGAAC COCCOCOCCC COCACACACA CACACACACC CGACTTCCTT -622 1860
=621 TCTATCCTTA CAGCTCCAGC CTTCTCTGOC CRAAGGGAAG CACAGGCTGG AGCAAGCTCT CTAGGCTCAT -552 1930
-551 CCATCAGCAG TGGAGGAGGA OGOAGAGGAGG GGCAGAAGGA GGAGTTTCTA GGCGOCCGAG CCCCCGAGGC -d482 2000
-481 COGOGGETEOC CTTCOCCCCT TTCGCTGATT GOTSTGEGCTS CGCOCCCEAC COCOCOCOO0E COTGTRNG0G -412 2070
Spl
-411 GOCGAGTTAG GGOBOUGCAC GGGOCTGATG GOGGTAATCC AGGCTTTOGE GGACGOCGAG CGOTACTTIC -342 2140
-341 CTCCTOCCTG GCAGTGRAGAG ACAGRGAGAG GTGGAGAGGG AGARGCGGGC TGCTGICCTT CCAGGCCACT -272 2210
Sacl »
=271 TICGCTGCOC GATTOCGCGA OCTOCOGOCA GGAGGTGAAA GTCOCCGGCG GOGTCCGGAT GGCGCAGTTG -202 2280
Sacl  Notl
-201 ascTeceGeT GoTGAGCTCCTc CGCGOGCTGE GCGUGGOGAC TOGTCTEEEC TACTOODOCA -132 2350
Smadl
=131 CCTCGCGTTG GACGACCGGT CCTBGACACA CCGCTTGCGA Ggtacgtgeg gtttggegee ctatcagagy —91 2410
ctgtgeacge tgogtagtge gogtoggtge ctgetbtgeg gggttgotot ggecatocag gacooccgagg 2490
BamHI
ctgggaccty gotttggtee ogoaggygttg acgctgagog gaaccgguat oc 2542

Figura R7a. Estructura de la regiéon promotora, del exén 1 y parte del intrén 1 del gen del

betaglicano murino.

Algunos de los presuntos elementos reguladores importantes durante

miogénesis (en negritas y subrayados) fueron hallados con el programa Professional Matinspector

74



y se indican por debajo de la secuencia. Se muestra una seleccion de presuntos elementos
reguladores que tienen una similitud a sus respectivas secuencias consenso mayor o igual a 0.9.
Si dos secuencias reguladoras se traslapan, una de ellas se muestra sombreada en vez de
subrayada. Los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion estan en negritas y se indican
por encima de la secuencia. La secuencia del exén 1 putativo (tomando como modelo el exon 1
del ADNc de rata) esta subrayada. La secuencia parcial del primer intrén esta en mindsculas. El
puntero (», encima de una C) marca el extremo 5' de la secuencia del ADNc de raton. Se
muestran 2542 pb. La numeracion se establecié al tomar como la base +1 la adenina (A) del
codén de inicio de traduccion del betaglicano murino. Esta secuencia se puede bajar del GenBank
con la clave AF537325.

b Sacl BamHI
2268 2537
Hindlil Sacl Bamti EcoRl Apal  EcoRl Smal Sacl Mati
1 247 695 1,049 1,115 1,444 1,758 2233 2.3m
|_ T T T T - T y T T T ""'Iﬂ_l ;
! 400 800 1,200 1.800 2000 2400 2,542
Promotor | Exén1_inwon 1
| |
c 1 r R
|
B E H BEE B B EH 3 B
| | T 1 T | | | |
B70° 3 6,602 !
i o2 i 4,300 i
8,162 i 18,473
6715 L gen 17.568 :
i ey S [ 3gea :
e (€} 8: BamHi
E: EcoRl
H: HindIll

Figuras R7b y R7c. b, Mapa esquematico de la region promotora. Se muestran el promotor, el
exon 1 (caja con rayas verticales) y parte del intron 1, asi como sitios de restriccion importantes. ¢,
Mapa esquematico de la region gendmica aledafa al promotor.
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Figura R8. Construcciones del promotor del betaglicano — luciferasa. El nimero de bases
que se indica debajo de cada construccién hace referencia a la extension desde el sitio Hindlll,
BamHI 6 EcoRIl hasta el sitio Nofl. El vector en el que se insertaron dichos segmentos del
promotor del BG es pGL3-Basic (pGL3-B).

6. El promotor del betaglicano tiene un nivel de actividad contrastante en células
Rat-1 versus LgE;

Endégenamente, los mioblastos de rata L¢E, sintetizan muy poco ARNm de
betaglicano, mientras que los fibroblastos de rata Rat-1 sintetizan mucho ARNm de
betaglicano (Lépez Casillas et al., 1991). La construccion HN fue la que se usé para
los experimentos subsecuentes y es a la que en lo subsecuente se conoce como pBG-
Lux. La construccion pBG-Lux se transfecté en ambas lineas celulares y se observo
que la expresion de luciferasa era muy baja en las células LsE; y muy alta en las
células Rat-1 (figura R9). Los niveles contrastantes de actividad del promotor en estas
dos lineas celulares concuerdan con sus correspondientes niveles de expresion del
ARNm de betaglicano.

7. La actividad del promotor del betaglicano aumenta dramaticamente durante la
diferenciacién de los mioblastos C,C,, a miotubos

Como se mencion6é anteriormente, observamos que durante la diferenciacion
miogénica la cantidad de ARNm del betaglicano aumenta notoriamente. Para poner a
prueba la hipétesis de que esta elevacién se origina al menos en parte a una mayor
transcripcion del gen del betaglicano, transfectamos mioblastos C,Cy; con la
construccion pBG-Lux, con la pMygn-Lux (promotor de la miogenina en pGL3-B como
control positivo) 6 con el vector vacio pGL3-Basic (como control negativo), y en todos
los casos con el plasmido pRL-SV40 —para normalizar la eficacia de transfeccion-.
Las células se dejaron diferenciar por 0, 2, 4 6 6 dias. En cada punto fueron lisadas
las células y se midi6 la actividad de luciferasa. De este modo encontramos que la
actividad del promotor del betaglicano, reflejada en la cantidad de luciferasa, aumenta
gradual pero fuertemente durante la miogénesis (figura R10). Los valores de la
luciferasa de luciérnaga fueron normalizados con los valores de la luciferasa de
Renilla reniformis, cuya expresion esta a cargo del promotor SV40. El aumento en la
actividad del promotor del betaglicano es drastico al dia 4 de diferenciacién, siendo
practicamente de un orden de magnitud, mismo que se mantiene al dia 6. Como
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Figura R9. Actividad del promotor del betaglicano murino en mioblastos LsE; de rata y en
fibroblastos Rat-1 de rata. La actividad del promotor se midié a través del reportero luciferasa.
Los cocientes de los niveles relativos de luciferasa del betaglicano (pBG-Lux) con respecto a los
del vector vacio (pGL3-B) en LgEg son de 3.4X : 1X y en Rat-1 son de 14.2X : 1X.
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Figura R10. Incremento de la actividad del promotor del betaglicano murino en la
miogénesis esquelética. Las células C,C;; transfectadas con el plasmido pBG-Lux (que contiene
al promotor del betaglicano murino), con el plasmido pMygn-Lux (promotor de la miogenina en el
vector pGL3-B) o con el vector vacio pGL3-B se dejaron diferenciar y la actividad de luciferasa se
monitoreé en cuatro puntos temporales. La actividad relativa del promotor del betaglicano en cada
dia del proceso de diferenciacién esta indicada por los nimeros seguidos de una X encima de las
barras. Los valores de la luciferasa de luciérnaga (pLux) fueron normalizados a los de la luciferasa
de Renilla (pRL-SV40). La transfecciéon con el vector vacio pGL3-B dio valores promedio de

0.59+0.05, 0.71£0.01, 1.3240.03 y 1.9440.11 unidades arbitrarias durante los dias 0, 2, 4 y 6 de
diferenciacién, respectivamente.
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punto de comparacion, la actividad del promotor de la miogenina aumenta 40.8 veces
al dia 6 de diferenciacion. Estos resultados sugieren que durante la miogénesis, la
subida en los niveles del ARNm del betaglicano se debe al menos en parte a la
elevacién de la transcripcion del gen del betaglicano, si bien es cierto que el ARNm
podria también poseer una estabilidad mayor. Cabe mencionar que aunque el
incremento de la actividad del promotor de la miogenina es mas dramatico que el del
betaglicano durante la miogénesis, aun el aumento de 40.8X en la actividad del
promotor de la miogenina al dia 6 de diferenciacién no llega a alcanzar en términos de
unidades de luciferasa al aumento de 3.5X en la del betaglicano al dia 2 de
diferenciacion. A pesar de que la construccion pBG-Lux despliega una actividad
relativamente alta (en comparacién con la construccion pMygn-Lux) en los mioblastos,
en ellos el ARNm del betaglicano es practicamente indetectable mediante northem
blot, por lo que es posible que a la construccién pBG-Lux le hagan falta elementos
represores que abatan el nivel basal de transcripcion del gen endégeno en los
mioblastos.

. TGF-B, acido retinoico y butirato modulan la actividad del promotor en las
células C,C,,

La conversion de mioblastos a miotubos esta estricta y negativamente regulada por
TGF-B, bFGF, HGF/SF y butirato; por su parte, el &cido retinoico promueve
potentemente esta conversién, ademas de inducir el ARNm de miogenina (Halevy y
Lerman, 1993); BMP2, si incide sobre mioblastos C,Ci;, induce su conversion
reversible a osteoblastos (Katagiri ef al., 1994), y en éstos, regula negativamente la
expresion del betaglicano (Centrella ef al., 1995); bFGF inhabilita la capacidad
transactivadora de la miogenina (Li et al, 1992) e inhibe transcripcionalmente la
expresion de myoD1 (Vaidya et al., 1989), y aunque también se pega a los sulfatos de
heparano del betaglicano, no se ha descrito alguna relevancia fisiolégica de ello
(Andres et al., 1992). Habiendo observado que la induccion del betaglicano es
concomitante al avance de la miogénesis, propusimos la hipétesis de que factores de
crecimiento extracelulares que regulan el programa miogénico cuentan también con la
capacidad de regular al gen del betaglicano. Como sustento a priori de esta hipétesis
esta el que las isoformas de TGF-B tienen como correceptor al betaglicano, en
especial TGF-p2, por lo que parecia concebible que estos ligandos pudieran regular la
transcripcion del gen de su correceptor; ademas, se probaron las tres isoformas por la
posibilidad de que alguna pudiera tener un efecto diferenciado. Aun mas, el acido
retinoico aumenta la expresion del ARNm del betaglicano en osteoblastos (Nakayama
et al., 1994); el butirato —ademas de ejercer otros efectos en los mioblastos— inhibe la
actividad transactivadora de MyoD y de miogenina, dos factores de transcripcion
miogénicos maestros (Johnston et al, 1992); asi que si logrdbamos observar
inhibicion de la actividad del promotor del betaglicano por el butirato, podriamos
sospechar que uno o ambos de los transactivadores maestros ejercian acciones
directas o indirectas sobre el promotor del betaglicano. Los tratamientos hormonales
se aplicaron a concentraciones ligeramente suprafisiologicas (en el caso de TGF-f, 40
PM versus 20 pM, la fisiolégica) y se dejaron actuar durante 24 horas; los resultados
se muestran en la figura R11a. Asi determinamos que TGF-f, acido retinoico y
butirato tienen un efecto sobre la actividad del promotor del betaglicano. No asi bFGF,
HGF/SF ni BMP2. Como punto de referencia se muestra el efecto que tienen algunos
de estos agentes sobre el promotor de la miogenina (figura R11b).
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Figura R11. Modulacién de la actividad del promotor del betaglicano por diversos agentes.
Los mioblastos C,C fueron crecidos en medio de proliferacion y transfectados con el promotor del
betaglicano fusionado con la luciferasa (pBG-Lux) (a) o con el plasmido pMygn-Lux (b).
Posteriormente se les aplico el agente indicado y se dejé actuar durante 24 horas, para luego lisar
las células y medir la actividad de luciferasa. MC: medio de crecimiento; TGF-p1, -p2, -p3:
transforming growth factor-p1, -p2, -p3, bFGF: basic fibroblast growth factor, BMP-2: bone
morphogenetic protein-2; HGF/SF: hepatocyte growth factor-scatter factor, AR: &cido retinoico; MD:
medio de diferenciacion. Las 3 barras de la extrema derecha corresponden a células en medio de
diferenciaciéon. Concentraciones usadas: TGF-s: 40 pM (1 ng/mL); bFGF: 3 ng/mL; BMP-2: 1 nM;
HGF/SF: 3 ng/mL; AR: 1 uM; butirato: 2 mM.
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9. En bisqueda de elementos en trans que regulen al promotor del betaglicano

El butirato de sodio inhibe especificamente las funciones transactivadoras de MyoD y
de miogenina —no su capacidad para unirse al ADN, siendo necesario su dominio
bHLH para ser blanco de tal inhibicién—, aunque sus efectos en las células no se
restringen a esos dos, sino que también inhibe desacetilasas de histonas,
conduciendo a la hiperacetilacion de las histonas (Johnston et al., 1992). Habiendo
visto que el butirato tiene un efecto inhibidor sobre la actividad del promotor del
betaglicano, decidimos explorar si alguno de los transactivadores bloqueados por el
butirato -MyoD y miogenina— podia transactivar al promotor del betaglicano. Para tal
fin, se cotransfectaron mioblastos C,C;, con los plasmidos pBG-Lux o pMygn-Lux y un
plasmido de sobreexpresion solo (pPEMSV), con el ADNc de MyoD (Davis et al., 1987)
o con el ADNc de miogenina (Wright et al., 1989). El experimento de cotransfeccion
indic6 que MyoD aumenta la actividad del promotor del betaglicano 3 veces Yy
miogenina 1.5X (figura R12). El andlisis tedrico de los sitios de union de
transactivadores demuestra que hay 2 sitios potenciales de unién de MyoD (figura R7¢c
y anexo |). Acordemente, al parecer no hay sitios de unién de miogenina en el
promotor. Como se puede ver, aunque ambos promotores responden a TGF-, a
acido retinoico y a butirato en la misma direccién (positiva o negativa), la magnitud del
efecto es contrastante: el promotor de la miogenina resulta ser mucho mas sensible
ante estos agentes. No obstante, la actividad de ambos promotores difiere cuando los
mioblastos son puestos en un medio bajo en suero: mientras que la del betaglicano se
cae, la de la miogenina sube. Esto sugiere que en los mioblastos, la actividad basal
del promotor del betaglicano esta sostenida por factores séricos.

De nuevo, aunque MyoD sélo aument6 ~3X la actividad del promotor del betaglicano,
hay que tomar en cuenta que la actividad del promotor en condiciones basales era de
por si alta. Desde un punto de vista personal, me permito hacer la siguiente analogia:
el promotor de la miogenina es como un parcela x que da 1 zanahoria a la semana,
mientras que el promotor del betaglicano es como una parcela y que da 20 por
semana. Ante la aplicacion de un fertilizante (MyoD), la parcela x que daba 1
zanahoria semanal llega a dar 27 (27 veces de aumento), pero la parcela y que daba
20 llega a dar 60 (3 veces de aumento). Asi, aunque las veces que aumenta el
rendimiento de la parcela y (betaglicano) sean menos que las de la parcela x
(miogenina), el rendimiento neto de la parcela y es mayor. Tendriamos una situacién
semejante si consideramos que el fertilizante es la diferenciacién miogénica.

10. En mioblastos, el betaglicano presenta TGF- a sus receptores de sefializacién

Para tener una idea de la posible funcion que el betaglicano desempena una vez que
se empieza a producir abundantemente cuando inicia el proceso de diferenciacion
miogénica, se transdujeron mioblastos con adenovirus que expresan betaglicano
silvestre (Adv-BG) de rata bajo el control del promotor CMV, y como control negativo,
el adenovirus solo. Se hallé que al estimular con TGF-p a los mioblastos, aquéllos
inducidos a expresar betaglicano tienen una mayor induccién del gen reportero p3TP-
Lux —regulado por elementos de respuesta a TGF-p— (figura R13). Aunque no se hizo
el experimento inverso de suprimir la expresién del betaglicano —-v.g., mediante ARN
de interferencia—, los hallazgos sugieren fuertemente que en los mioblastos el
betaglicano funciona como presentador de TGF-$ a TBRIL.
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Figura R12. Transactivacion del promotor del gen del betaglicano por MyoD pero no por
miogenina. Se cotransfectaron la construccién pBG-Lux o pMygn-Lux (como control positivo) y los
vectores de sobreexpresion de los factores de transcripcién MyoD, miogenina (Mygn), o sin inserto
(MSV) en mioblastos C,C;, puestos en medio de crecimiento. 48 horas después de la transfeccion
se lisaron las células para medir la actividad de luciferasa. MyoD aumentd la actividad del
promotor del betaglicano ~3X y miogenina ~1.5X.
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Figura R13. Presentacion de TGF-B a sus receptores sefializadores a través del betaglicano
en mioblastos. a, Se transdujeron mioblastos C,Cs; con 100 unidades formadoras de placas
(pfu)/célula de Adv-BG (cuadrados) o del vector vacio (circulos). Luego de 24 horas, los
mioblastos fueron transfectados transitoriamente con los plasmidos p3TP-Lux y pRL-SV40.
Después de ser transfectadas, las células fueron incubadas en medio de crecimiento por 24 horas
y les fue afiadido TGF-p2 en diferentes concentraciones; se escogio esta isoforma porque es la
que mas requiere de betaglicano para sefializar. Después de 24 horas, se lisaron las células y se
les midié la actividad de ambas luciferasas. Los resultados muestran la media de dos
experimentos independientes con muestras por triplicado. b, Mioblastos C,C,; fueron transducidos
con cantidades crecientes de pfus/célula de Adv-BG. Luego de 48 horas se colectaron las células,
se traté el extracto celular con heparitinasa y condroitinasa ABC y se determiné la expresién del
BG mediante western blot. La flecha indica la posicién de la proteina sin GAGs del BG. No

sabemos de qué proteina sea la banda que aparece por debajo de la del betaglicano en todos los
carriles.
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7. Discusién

Aumento de la expresién del betaglicano durante la diferenciacion de mioblastos C,C;; a
miotubos

Habiendo partido de la hipétesis de que el betaglicano estaria sujeto a regulacion durante
la conversion de mioblastos C,C;; a miotubos (un modelo in vitro de la formacion de
musculo esquelético), al igual que lo estan otros proteoglicanos de los mioblastos C,C;»,
decidimos analizar si existian a lo largo de la miogénesis fluctuaciones en varios de los
pasos que conducen a la biosintesis del betaglicano. En el presente trabajo de tesis se
describe que durante la diferenciacién miogénica aumenta el nivel de expresion del
betaglicano en la superficie celular y que una porcién considerable de estas moléculas en
la superficie celular es desplazada a la matriz extracelular. El incremento del betaglicano
en la superficie celular se correlaciona con una mayor cantidad de su ARNm y con una
mayor actividad del promotor de su gen, mismo que clonamos. Ademas, encontramos
que también aumenta la unién de TGF-p al betaglicano durante la miogénesis.

Es necesario aclarar que el aumento en la unién de TGF-B al betaglicano conforme
avanza la miogénesis no podiamos adjudicarlo a priori a un incremento en la expresion
del betaglicano en la superficie celular. En mioblastos C,C;, que no expresan decorina —
debido a la transfeccion estable del ADNc de la decorina en contrasentido—, la union de
'*|-TGF-B al betaglicano es patentemente mayor que en los mioblastos silvestres (Tesis
doctoral de la Dra. Cecilia Riquelme, Universidad Catdlica de Chile, 2001); por tal razén,
era concebible que la falta de marcado por afinidad del betaglicano al dia 0 de
diferenciacion se debiera a que la decorina —el proteoglicano mas abundante de la matriz
extracelular de misculo esquelético— estuviera uniendo un gran porcentaje de *I-TGF-$
y que por lo tanto se estuviera ensombreciendo la unién de '*I-TGF-B al betaglicano.
Conforme transcurre la miogénesis, se modifica la produccién de la decorina (Brandan et
al., 1991), lo que podria hacer que durante dicho transcurso empiece a elevarse la unién
de "°I-TGF-B al betaglicano. Asi, decidimos simplemente analizar mediante western blot
la expresion de la proteina del betaglicano (habiéndole quitado los GAGs con heparitinasa
y condroitinasa ABC) para averiguar si hay mas cantidad de proteina del betaglicano en
los miotubos y no solamente mas unién de "°I-TGF-B al mismo en ellos: el resultado nos
indicd que ademas de que los mioblastos producen betaglicano en cantidades bien
detectables —lo cual fue sorprendente, dado que el marcado por afinidad habia hecho
sospechar que casi no se produce—, su cantidad si es notoriamente mayor en los
miotubos. No obstante, no podemos aseverar que la mayor produccién de betaglicano en
los miotubos sea la Unica causa de una mayor unién de TGF-B al betaglicano. En
respaldo de que hay sintesis de betaglicano en los mioblastos esta un articulo del
laboratorio del Dr. Rik Derynck (Filvaroff et al., 1994), donde se observa en una figura que
el betaglicano de mioblastos C,C,, une moderadamente '**I-TGF-B, es decir, aun cuando
no se ha inducido diferenciacién. Sin embargo, en dicha figura si se detecta la expresion
de los receptores sefalizadores del TGF-BTBRIl y TBRI. ;Coémo explicar esta
incongruencia? Una explicacion posible es que hayan usado una concentracién mas alta
de "-TGF-B en el marcado por afinidad de los receptores (no mencionan qué
concentracién de '°I-TGF-B usaron) y/o que los mioblastos que utilizaron hayan estado
muy confluentes. Para que la expresion de los genes musculares sea suprimida al
maximo en presencia de suero, se requiere que las células estén a baja densidad (a
menos del 20% de confluencia); a mayores densidades, los efectos del suero y del TGF-p
se hacen menos evidentes, y en cultivos altamente densos, se dispara la expresién de
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marcadores de diferenciacién miogénica debido a la diferenciacion espontanea de una
fraccion de las células. Esto se debe al répido consumo de los factores de crecimiento del
medio (Lassar et al., 1989). En nuestros cultivos, en cambio, la confluencia de células no
pasoé del 70%. Como se puede sospechar al ver la figura 2A(-) de Filvaroff et al. de 1994,
la medicion de los receptores de TGF-B en la superficie la hicieron en cultivos de
mioblastos C,C:, confluentes y eso es lo que pudo haber disparado la expresion del
betaglicano.

Sin embargo, existen dos articulos del laboratorio del Dr. Eric Olson con los cuales
nuestro trabajo podria estar en contradiccion. En ellos se reporta que la unién de TGF-p a
sus receptores de la superficie celular TBRIIl, TBRIl y TPRI disminuye una vez que
mioblastos C, (progenitores de los mioblastos C,Cy2) 6 LgAy (de rata, parientes de los
LsEs) se han diferenciado a miotubos (es interesante mencionar que en estos articulos se
detalla que al contrario de lo que sucede en mioblastos, en miotubos la expresion de
genes musculares ya es inmune a la inhibicién por TGF-B; sin embargo, si se impide sélo
la fusion de los mioblastos al afadir EGTA a su medio de diferenciacion, la unién de TGF-
B a sus receptores no decae y aunque se expresan normalmente genes musculares,
siguen siendo blanco facil de inhibicion por TGF-f, de modo que la fusién viene
acompafada de un bloqueo permanente de las acciones inhibitorias del TGF-p hacia los
genes musculares; Ewton et al., 1988; Hu y Olson, 1990). Segtn sus hallazgos, la unién
de TGF-B al betaglicano con GAGs disminuye un 40%, mientras que al betaglicano sin
GAGs un 93%. Acordemente con lo observado en cuanto a TBRIl y TBRI, la Dra. Cecilia
Riquelme hall6 que la unién de '*|-TGF-§ a estos receptores disminuye durante la
miogénesis en mioblastos C,Cy,, no asi la sintesis de TBRI, que muy por el contrario,
sube. EIl Dr. Joan Massagué, por su parte, observé que TBRIl y TBRI no pierden la unién
de TGF-B en los miocitos LsEs de rata durante la miogénesis (Massagué et al., 1986).
Cabe mencionar que nosotros no pudimos detectar mediante marcado por afinidad a
TBRIII sin GAGs (i.e., la core protein endégena del betaglicano), a TBRII ni a TBRI en
mioblastos ni en miotubos. La disension es entonces que, segtn el Dr. Olson, la unién de
TGF-B al betaglicano disminuye, y segin nosotros, aumenta durante la miogénesis. Estas
observaciones discordantes sobre si la uniéon de TGF-B al betaglicano aumenta o
disminuye durante la miogénesis se podrian explicar por diferencias en las condiciones de
cultivo y al considerar que Olson emple6é mioblastos C, y nosotros C,C1,. ¢Qué sustento
se tiene para creer que el comportamiento de los miocitos C,C,, constituye un modelo
mas confiable de miogénesis que el de los C,? La respuesta estriba en que los
mioblastos C, no poseen propiedades de diferenciacién altamente reproducibles, por lo
que de ellos se aisl6 la poblacion clonal C;C;,, despojada de este defecto, ademas de que
se diferencia rapidamente y produce extensamente miotubos contractiles (Yaffe y Saxel,
1977). Por tal motivo, los mioblastos C,C;, son actualmente preferidos no sélo por
encima de los C,, sino también de los Ls y Sol-8 para hacer estudios del proceso de
miogénesis esquelética. En cuanto a las condiciones de cultivo, el grupo del Dr. Olson
uso para sus mioblastos medio con suero de feto bovino al 20% y nosotros al 10% (con
extracto de embrién de pollo al 0.5%); las condiciones para detonar la diferenciacion
también fueron distintas: mientras que su grupo empledé medio con suero de caballo al
10%, nosotros lo empleamos al 5%. Ademas, detallan haberles puesto medio con suero
de feto bovino al 20% (con AraC) a sus cultivos de miotubos para eliminar a los
mioblastos sobrevivientes, lo cual nosotros no hicimos. Otro detalle que podria ayudar a
explicar las diferencias es que el grupo de Eric Olson midi6 los sitios de unién de TGF-
en mioblastos y en miotubos “extensamente’ diferenciados (sin mencionar cuantos dias
llevaban en el medio de diferenciacion), mas no durante el trance de un estadio al otro.
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En cambio, nosotros si determinamos el nivel de unién del TGF-§ al betaglicano a lo largo
del proceso de diferenciacion y observamos que este nivel aumenta sin lugar a dudas y se
mantiene alto al menos desde el dia 2 hasta el 4, aunque al dia 6, este nivel cae
moderadamente, pero no por debajo del que habia en mioblastos, como lo reporta el Dr.
Eric Olson. ¢Por qué confiamos en que el aumento durante la miogénesis en la expresion
del betaglicano es un evento fisiolégico, quiza generalizable a misculo maduro normal y
no un mero artificio de la linea celular C,C,? Porque determinamos que el factor de
transcripcion miogénico maestro MyoD, cuya actividad transactivadora de genes
musculares se eleva durante la miogénesis, es capaz de regular positivamente la
actividad del promotor del gen del betaglicano, lo cual conduce a elevaciones en su
ARNm y proteina y a una mayor unién del TGF-p al proteoglicano. Ademas, en el articulo
de Wang et al. de 1991 de la clonacién inicial del ADNc del betaglicano, los autores
examinan los tejidos de rata donde se sintetiza el ARNm del betaglicano y encuentran que
lo hace fuertemente en musculo, lo cual sugiere que las miofibras in vivo si expresan
notablemente betaglicano en la membrana plasmatica. Empero, es necesario decir que
existe también la posibilidad de que la divergencia genética de los mioblastos C,C,, de los
mioblastos silvestres de la pata de un ratén, de donde provienen, sea la responsable de la
elevacion en la expresion del betaglicano.

La magnitud del aumento en los niveles de la actividad del promotor, la cantidad de
ARNm y la cantidad de proteoglicano del betaglicano (suponiendo que la unién de *I-
TGF-B al betaglicano refleje fielmente la cantidad de betaglicano en la superficie y en la
matriz) no se correlacionan perfectamente a lo largo de la diferenciacién miogénica. Esto
probablemente se debe a que el ARNm y la proteina del betaglicano estén siendo objeto
de mecanismos de regulacion postranscripcional. En la literatura podemos ver casos
semejantes de expresion dispar del ARNm versus la proteina: en el I6bulo intermedio de
la hipéfisis no se detecta la expresion del ARNm del betaglicano —intentada medir
mediante hibridacion in situ—, pero la tincién con el anticuerpo a-betaglicano revela una
expresion intensa en el citoplasma de las mismas células (MacConell et al., 2002).
Asimismo, aunque se observa que hay ARNm del betaglicano en células germinales
testiculares, éstas no muestran inmunorreactividad hacia la proteina (MacConell et al.,
2002; Lewis et al., 2000), lo cual podria atribuirse a una traduccién lenta del mensajero, a
una degradacion rapida de la proteina o la liberacion de una forma soluble del
betaglicano. Una situacion semejante se presenta en lipocitos hepéticos: al activarse
como parte del proceso de regeneracion hepatica, expresan altisimas cantidades del
proteoglicano del betaglicano con respecto a los hepatocitos quiescentes donde apenas
es detectable, y sin embargo, éstos expresan 4 veces mas de ARNm de betaglicano que
aquellos (Friedman et al., 1994). Es posible que al dia 6 de diferenciacién de los
miotubos C,C;,, donde hay menos ARNm de betaglicano con respecto al dia 4, el ARNm
esté siendo menos protegido de la degradacién y por eso haya una menor cantidad, dado
que la actividad del promotor al dia 6 es tan alta como al dia 4.

Estructura y regulacién de la actividad del promotor del betaglicano murino. Sitios ya
mapeados en el promotor de rata, regulacién por agentes y factores de transcripcion,
sitios potenciales detectados por Matinspector.

¢Por qué es importante el estudio de un promotor, en general? EIl promotor de un gen
contiene los elementos de control (elementos en “cis”) que permiten que la transcripcion
del gen sea regulada por una plétora de estimulos. Por ejemplo, si observamos que una
célula responde ante una hormona incrementando la cantidad del ARNm de cierto gen,
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podemos inmediatamente sospechar que la hormona causa la llegada de un efector suyo
—un factor de transcripcién activado, elemento en “trans”— al promotor de dicho gen, lo
cual ocasionaria eventualmente una transcripcion mayor del gen al estabilizar en el
promotor el ensamblaje del aparato basal de transcripcion que contiene a la ARN
polimerasa Il. Visto de una manera mas global, el conjunto de elementos de control en el
promotor es el medio que el gen tiene para saber en qué momento y en qué célula debe
transcribirse, o bien, modificar su tasa de transcripcion, y con ello atender los
requerimientos de la célula. EIl patrén de manchas en las alas de Drosophila es un
ejemplo interesantisimo de la importancia de |a regién promotora: mientras que la especie
D. biarmipes tiene manchas —que sirven para atraer pareja—, D. melanogaster no, y la
base genética reside en la adicion de elementos en cis, incluyendo uno para el
transactivador Engrailed, al promotor del gen de pigmentacién yellow de D. biarmipes
pero no al de D. melanogaster hace millones de afios (Gompel et al., 2005). Otro ejemplo
es la morfologia del pico de diversas especies de pinzones de Darwin: existe la posibilidad
de que los elementos de regulacion en cis del gen de bmp4, presuntamente diferentes en
cada especie de pinzén, sean los responsables de moldear la anatomia sui generis del
pico de estas aves y quiza también el de otros géneros de aves (Abzhanov et al., 2004,
Wau et al., 2004).

El promotor del betaglicano de ratén presenta un alto nivel de homologia con su
contraparte de rata: globalmente, son idénticos en un 82%. El analisis de la secuencia del
promotor basal murino, en gran parte por homologia con el promotor de rata (Ji ef al.,
1999), indica que carece de cajas TATA y de cajas CCAAT, pero contiene dos sitios de
union del factor ubicuo Sp1 cercanos entre si en una isla CpG. Probablemente también
posea varios sitios de inicio de la transcripcion, situacién asociada con genes que no
contienen cajas TATA ni CCAAT. De forma semejante, los promotores de los genes de
TBRI 'y de TBRII no poseen cajas TATA sino islotes CpG (Bae et al., 1995; Ji et al., 1996).
Los sitios Sp1 vecinos entre si presumiblemente funcionan de manera cooperativa,
formando complejos que inician la transcripcion desde varios puntos (referencia 43 de Ji
et al., 1999). Ji et al. reportan haber hallado elementos de respuesta a glucocorticoides
en el promotor de rata en las posiciones —687 a —495 y —440 a —386, indicados en la
figura R6: el primero, un sitio de unibn de C/EBP, cuyo gen es estimulado por
glucocorticoides, y el segundo, regulado en cooperacién con otros transactivadores, dado
que no posee sitios consenso de unién de glucocorticoides ni de C/EBP. A pesar de que
Ji et al. (1999) no lo mencionan en su discusion, el sitio silenciador descubierto por ellos
en el promotor de rata que comapea con una regién de regulacién negativa por BMP-2, se
localiza en una zona donde hay un elemento de unién de Smad4 —dos en el promotor de
raton-. Es muy probable que el sitio de Smad4 sea a donde llegue un complejo efector
de BMP-2 compuesto por Smad1, 5 u 8 con Smad4. Es posible que la supresion que
nosotros observamos de la actividad del reportero pBG-Lux por TGF-p —seguramente a
través de Smad2 6 3 con Smad4- converja también en este sitio.

El andlisis de la secuencia del promotor del betaglicano con el software Matinspector
version profesional (Quandt et al., 1995) reveld que hay mliltiples elementos putativos de
regulacion en cis a lo largo de todo el promotor. Entre éstos, algunos de los elementos en
cis relevantes durante la miogénesis son: MyoD, MEF2, Smad3, Smad4 y RAR.

Veamos qué agentes probados por nosotros pueden conducir a la regulacion en trans de
algunos de los elementos reguladores potenciales en el promotor del betaglicano. El
acido retinoico causa una elevacién en la actividad del promotor del betaglicano en los
mioblastos C,C+,. Este hallazgo concuerda con que el acido retinoico hace lo mismo pero
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en osteoblastos (Nakayama et al., 1994). Los efectos del acido retinoico en mioblastos
C.C,, estan mediados por el receptor X de retinoides (RXR) principalmente y por el
receptor de acido retinoico (RAR) secundariamente, encargandose cada uno al parecer
de regular un subconjunto diferente de genes respondientes a acido retinoico (Alric et al.,
1998). El acido retinoico induce miogénesis sélo en células que expresan MyoD, debido
posiblemente a que MyoD y RXR interactuan fisica y funcionalmente en promotores de
genes musculares (Froeschle ef al., 1998). El promotor del betaglicano cuenta con sitios
potenciales de unién tanto del RAR como del RXR, por lo que serd interesante averiguar
cual de ellos regula al gen del betaglicano, si no es que los dos. TGF-B, por su parte,
causa una disminucién en la actividad del promotor del betaglicano. Esto se puede
explicar al menos en parte considerando que TGF- induce la asociaciéon de Smad3 —pero
no de Smad2- con MyoD, impidiendo de esta manera que MyoD forme heterodimeros
con E12 y E47 y active enhancers de genes musculares pegandose a secuencias “E-box”
(Liu et al., 2001). Asi, es congruente que al recibir el mioblasto sefializacion por TGF-B, la
actividad de MyoD se inhiba y entonces disminuya la transcripcion del gen del
betaglicano, dado que MyoD promueve ésta. Asimismo, el TGF-§ reprime
transcripcionalmente a myoD1 (Vaidya et al., 1989), de modo que la inhibicion que el
TGF-B ejerce sobre MyoD es tanto a nivel transcripcional como a nivel postraduccional.
Ademas, existe también la posibilidad de que la represion del promotor por parte de TGF-
p sea directa. En contraste, en células gingivales humanas, TGF-1 aumenta la cantidad
del ARNm de betaglicano, mientras que el suero de becerro la disminuye (Worapamorn et
al., 2001), justo al revés de como sucede en los mioblastos esqueléticos. Estos hechos
ilustran como el gen del betaglicano responde de manera opuesta ante un mismo
estimulo en células diferentes. Los autores recién citados, en concordancia con nuestros
hallazgos, tampoco encontraron modulaciéon por bFGF del gen del betaglicano. TGF-B1
incrementa los niveles del ARNm de betaglicano también en monocitos en cultivo (Lastres
et al., 1996). Por otro lado, BMP-2 disminuye ligeramente la actividad del promotor, lo
cual puede deberse a que este factor inhibe la expresion del ARNm de MyoD y promueve
la del ARNm de Id1, un secuestrador de las proteinas E12 y E47, con quienes MyoD se
heterodimeriza para transactivar (Katagiri et al., 1994).

Nuestros experimentos de cotransfeccién indican que el factor de transcripcion miogénico
maestro MyoD aumenta 3 veces la actividad del promotor del betaglicano, mientras que
otro factor maestro relacionado, miogenina, sélo es capaz de aumentar su actividad 1.5
veces. Los mioblastos LsEs no expresan MyoD1 (Heino y Massagué, 1990), y la
posibilidad de que por esta causa no expresen betaglicano resulta factible. En lo que
respecta a MyoD, empero, aiin no sabemos si es un regulador en trans del promotor, pero
tenemos indicios de que asi es por la existencia de secuencias en cis en el promotor que
cuadran casi perfectamente con la secuencia consenso de ADN a la que se pega MyoD.
De todos modos, considerando que medimos la actividad del reportero 24 horas después
de la cotransfeccion, existe la posibilidad de que MyoD regule a otro gen, ya sea positiva
0 negativamente, cuyo producto sea el que directamente regule en trans al promotor.
Sera interesante en un futuro usar versiones sucesivamente mas cortas del promotor para
determinar si a partir de alguna versién recortada se pierde la regulaciéon positiva por
MyoD, y mapear asi grosso modo una regién del promotor responsable de la estimulacién
por este regulador miogénico, situada en el segmento que perdié en relacién con su
antecesora inmediata que aun responde a MyoD. Sin embargo, luego habra que mapear
finamente la region y determinar si es MyoD quien directamente se pega a esa zona —
mediante experimentos de retardo de la movilidad electroforética (EMSAs)—, dado que
aun cabe la posibilidad de que sea esa region la secuencia efectora de otro factor de
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transcripcion regulado por MyoD. Luego habréd que mutar puntualmente la secuencia
regulada por MyoD en el promotor y verificar que se pierda la estimulacion que este factor
ejerce. Entonces, de pegarse y transactivar al promotor, se podra afirmar que MyoD es
un regulador en trans del gen del betaglicano.

En promotores de genes musculares —como el de la cadena ligera de la miosina, la
desmina, la miogenina, la cinasa de creatina, etc.— los sitios MEF2 se presentan a una
separacion precisa de los sitios de miogenina: el residuo que resulta al dividir entre 10.5
(el nimero de bases en una vuelta de la cadena de ADN en solucién) las bases del
“centro” de una secuencia consenso a la otra es de 3.25+0.25 —en cuyo caso ambos
factores de transcripcién ven hacia una misma cara— 6 de 8.25+0.75 —en cuyo caso ven
hacia caras opuestas— (Fickett, 1996). Dado que se parecen —mas no se confunden— las
secuencias de ADN reguladoras reconocidas por miogenina, MyoD y Myf5, se determind
si habia la coordinacién geométrica entre los sitios MEF2-MyoD y MEF2-MyfS en el
promotor del betaglicano segtn dicho articulo y no se encontré, habiéndose obtenido
valores de 4.0 a 5.5. Esto no necesariamente indica que dichos sitios no puedan actuar
sinérgicamente, dado que no sabemos si tal coordinacién geométrica existe también entre
sitios MEF2-MyoD o MEF2-Myf5 —o si se restringe a sitios MEF2-miogenina— (ver tabla
).

ad

La linea vertical que divide ncltidos corresponde al “centro” de la secuencia nsensc;.
mientras que los nucledtidos en negritas son de capital importancia para el reconocimiento por
transactivadores (Fickett et al., 1996).

Con respecto a la miogenina, el promotor del betaglicano cuenta con sitios de unién de
bajo potencial (“core similarity” = ~0.7) para este factor, por lo que ésta puede ser la causa
de que casi no se observe regulacién por este factor. Ademas, la diferencia entre MyoD y
miogenina en su capacidad para transactivar al promotor del betaglicano en realidad
puede ser mas acentuada en vista de que los mioblastos ya expresan MyoD pero no
miogenina (Hu y Olson, 1990), de tal suerte que la induccién de ~3 veces de la actividad
del promotor por MyoD quiza seria mayor en células que no expresaran MyoD. No
obstante, la miogenina requiere heterodimerizarse con E12 o con E47 —productos del gen
E2A- para funcionar como transactivador (Becker et al., 2001), a diferencia de MyoD, que
funciona preferentemente como homodimero (Li et al., 1996). Por lo tanto, dado que no
se cotransfecté E12 6 E47, es posible que la cantidad de éstos haya sido limitada y por
ende, la miogenina cotransfectada no haya podido establecer suficientes heterodimeros,
explicando quizas asi la falta de regulacién por este factor. Ademas, el hecho de que el
promotor del betaglicano y el de la miogenina (capaz de autoinducir su expresion)
muestren un patron similar de induccién a partir del dia 2 de diferenciaciéon apoya la
nocién de que es posible que la miogenina si regule al gen del betaglicano.

En cuanto a la relevancia de haber hallado regulaciéon del promotor del betaglicano en
miogénesis por MyoD (y posiblemente por otros transactivadores miogénicos), es
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importante mencionar que aunque el ratén con el gen del betaglicano desactivado no
presenta al parecer defectos musculares esqueléticos, si presenta, entre otros, defectos
musculares cardiacos. Como algunos de los factores de transcripcién que le proveen al
musculo esquelético su fenotipo son compartidos por el musculo cardiaco (no asi MyoD
(Weintraub et al, 1991)), es probable que algunos de ellos sean responsables de
potenciar la expresién del betaglicano también en musculo cardiaco.

Es posible la regulacién del promotor del betaglicano por factores de transcripcion
importantes en la cardiogénesis como NF-ATc, MEF2, Nkx-2.5, SRF (serum response
factor) y GATA-4, todos ellos con sitios potenciales de unién en el promotor del
betaglicano, segun el programa Matinspector. Las células endoteliales cardiacas que
experimentan la transformacién epitelio-mesenquimatosa para convertirse en valvulas y
septa membranosos cardiacos expresan betaglicano, a diferencia de las células aledafias
que no se sufren esta transformacion. Si en este sistema se inhibe la funciéon del
betaglicano mediante un antisuero, la formacién de las valvulas cardiacas no ocurre
(Brown et al., 1999). Asimismo, el fenotipo de los ratones knock-out de NF-ATc consiste
en la carencia absoluta y especifica de las valvulas aédrtica y pulmonar, y en una
afectacion menos severa de la tricispide y la mitral, ademas de defectos en la formacién
del septum (de la Pompa et al., 1998; Ranger et al., 1998). Dado que los dominios y
momentos de expresion de NF-ATc y betaglicano sugieren interaccion durante el
desarrollo de las valvulas cardiacas, es posible que este factor de transcripciéon regule en
trans la expresiéon del betaglicano; esta suposicion se respalda por la existencia de
elementos en cis en el promotor del betaglicano que se asemejan bastante a la secuencia
consenso reconocida por NF-ATc (figura R7c y anexo I). NF-ATc se activa por
desfosforilaciéon: un incremento sostenido en la concentraciéon de calcio intracelular activa
a la fosfatasa calcineurina, que entonces desfosforila a NF-ATc. NF-ATc desfosforilado
se transloca desde el citoplasma al nucleo y regresa inmediatamente al citoplasma
cuando los niveles de Ca®* intracelular decaen; la proteina cinasa A activada fosforila a
NF-ATc, lo cual rubrica a este transactivador para ser objeto de una fosforilacion mas
extensa por la cinasa de |a sintasa de glucégeno (GSK-3) (se piensa que la salida rapida
desde el nucleo de NF-ATc es un mecanismo por el que las células distinguen las sefiales
de calcio sostenidas de las transitorias (Klemm ef al., 1997; Sheridan et al., 2002)); asi,
es posible que también el Ca** sea necesario para elevar los niveles de betaglicano.
GATA-4/5/6 y SRF interactuan fisicamente y activan sinérgicamente el promotor de la o-
actina uniéndose a un elemento de respuesta a suero (SRE) (Belaguli et al., 2000). Los
factores GATA también interactian fisica y funcionalmente con factores MEF2 en
promotores cardiacos: los MEF2 potencian la capacidad transactivadora de los GATAs
luego de ser reclutados por éstos (Morin et al., 2000). Asimismo, GATA-4/5 interactia
con Nkx-2.5 en la activacion del factor natriurético auricular (ANF) (Durocher ef al., 1997).

Sitios potencialmente efectores de agentes que sabidamente regulan al betaglicano

Hay un sitio del receptor de estréogenos en el promotor, el cual podria ser el responsable
de la regulacién negativa por estrégenos del betaglicano (Koli et al., 1997; Findlay et al.,
2001). Los dos sitios NF-xB en el promotor posiblemente sean los que medien la
modulacién positiva del betaglicano por TNF-a en células HeLa (Zhou et al., 2003). El
sitio CREB (cAMP-responsive element binding protein) puede ser el efector responsable
de elevar la cantidad de ARNm de betaglicano en osteoblastos por accién de la
parathormona via un aumento de AMPc (Centrella ef al., 1988).

En organogénesis, la expresion del gen del betaglicano podria estar regulada por los
siguientes elementos en cis inmersos en su promotor:
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a. en miogénesis esquelética: MyoD, Myf5, NF-AT, MEF2, E47 (E47 forma
heterodimeros con MyoD), RAR, Smad3, Smad4, Tcf/Lef1, AREB6/ZEB;

en desarrollo cardiaco: NF-AT, MEF2, Nkx-2.5, RAR, GATA, Smad3, Smad4, SRF,
WT-1;

en desarrollo hepatico: HNF-3 (hepatocyte nuclear factor 3);

en desarrollo pulmonar: HNF-3, Freac-2, WT-1;

. en desarrollo renal: WT1;

en desarrollo ocular: Pax6, Freac-2;

en desarrollo cerebral: Brn-2, Freac-2;

. en desarrollo testicular: WT-1, GFI-1;

en desarrollo intestinal: Cdx-1, Cdx-2, GKLF (Gut-enriched Kriippel-like factor).

s
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Asimismo, los siguientes elementos podrian ser los blancos a donde arriban efectores de
vias de sefializacion particulares:

a. via del TGF-3: Smad3, Smad4, Fast-1;
b. via del bFGF: NF-kB y c-Rel;
c. via del Wnt: Tcf/Lef-1.

A continuacion se incluye una descripcion breve del patrén de expresion y/o funcion de
algunos de los factores de transcripcion recién mencionados y del anexo |:

Brn-2, Brain-2, es especifico del sistema nervioso central, se requiere para la formacion
de los nicleos paraventricular y supradptico del hipotalamo —donde se detecta
intensamente el betaglicano (MacConell et al., 2002)—, asi como de la hipdfisis posterior
(Schreiber et al., 1992; Fujii y Hamada, 1993; Schonemann et al.,, 1995; Nakai et al.,
1995). WT-1 (Wilms’ tumors): su desactivacion en ratones produce malformaciones en
rifion, génadas, mesotelio, pulmones y corazén (Kreidberg et al., 1993). MZF1 (Myeloid
zinc finger 1) regula la granulopoyesis y puede tener un papel regulador en la proliferacion
celular y en cancer (Peterson y Morris, 2000). Los factores STAT (Signal transducers and
activators of transcription) funcionan como transductores de los receptores de citocinas.
La expresion del proto-oncogén GFI-1 (Growth factor independence-1) en animales
adultos se restringe al timo, al bazo y a los testiculos (Zweidler-Mckay et al., 1996).
Freac-2, Forkhead-related activator 2, LUN 6 FoxF2 es un factor de transcripcion forkhead
(cabeza de tenedor o de rastrillo) que se expresa en el mesénquima adyacente al epitelio
en los tractos alimentario, respiratorio y urinario, de forma similar a como lo hace Freac-
1/HFH-8), pero también en el sistema nervioso central, ojo, oido y yemas de las
extremidades (Aitola et al., 2000). ZF9 ¢ CPBP (Core promoter-binding protein) es un
factor de transcripcién con dedos de zinc tipo Kriippel inducido tempranamente en la
activacion de células estelares hepaticas (también llamadas lipocitos, células
almacenadoras de grasa o células de Ito) que tiene lugar durante la regeneracién del
higado; transactiva los genes de TGF-$1, TBRIl y TBRI pegandose a cajas GC en sus
respectivos promotores (Kim et al, 1998); en vista de que hay varios sitios ZF9
potenciales en el promotor del betaglicano —en las cercanias del presunto inicio de
transcripcion—, es posible que este factor también regule al gen del betaglicano.

La regién promotora de 2,265 pb estudiada en este trabajo parece contener elementos en
cis necesarios para mimetizar el comportamiento del promotor endégeno, dado que hay
una correlacion, si bien no del todo perfecta, entre dicho comportamiento y la cantidad de
ARNm de betaglicano, al menos en las tres lineas celulares en las que se averigud el
comportamiento del promotor: fibroblastos de rata Rat-1, mioblastos de rata L¢Es ¥
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mioblastos de raton C,C,,, aunque en estos Ultimos no se averigud si los cambios en la
actividad del promotor inducidos por diversos agentes son paralelos a cambios en los
niveles del ARNm del betaglicano.

Funcién del betaglicano en los mioblastos C,C;, y estimaciéon de su funcion en los
miotubos con respecto a TGF-f

En mioblastos, el betaglicano favorece la sefalizacion por TGF-B, dado que al
transducirlos con un adenovirus que los hace expresar betaglicano y tratarlos con TGF-§,
estas células tienen una mayor induccioén del reportero p3TP-Lux, respondiente a TGF-f,
en relacion con las que portan el adenovirus vacio. Pero, ;,como conciliar que durante la
miogénesis esté aumentando la expresion del betaglicano en la superficie y por ende, que
el TGF-B, siendo un potente regulador negativo de la miogénesis, esté siendo presentado
mas intensamente a sus receptores cuando aparentemente se requeriria de su ausencia
para que se lleve a cabo la diferenciacion miogénica? Una situacion parecida ocurre con
la decorina: aunque ésta se encarga de favorecer la presentacion de TGF-f a sus
receptores sefializadores en mioblastos, su expresion durante la miogénesis aumenta, a
pesar de que se podria pensar que su funcion deberia ser mermada. La expresion de la
decorina por mioblastos es relevante, dado que si se inhibe su expresién, empiezan a
producir el ARNm de la miogenina aun en medio de crecimiento (Riquelme et al., 2001).

Al respecto, se sabe, sin embargo, que la sefializacion por TGF-f es conditio sine qua non
la formacion de musculo esquelético no ocurre. Mioblastos C;C,; transfectados
establemente con una version dominante negativa del receptor Il de TGF-f§ no se
diferencian morfolégica ni bioquimicamente, ya que son incapaces de formar
eficientemente miotubos, ademas de que en ellos no se induce la expresion de los
marcadores de diferenciacion MyoD, miogenina, cadenas ligeras 1, 2 y 3 y pesada de la
miosina y troponina T ante la incubacién en medio bajo en suero; empero, hay algunos
marcadores cuya induccién o supresion no se ve afectada, como la de la cadena o del
receptor de acetilcolina y la de la proteina Id, respectivamente, lo cual indica que hay
varias vias de sefializacion involucradas en la diferenciacion mioblastica, una de las
cuales es modulada por TGF-f. La via de sefializacion de TGF- se requiere no sélo para
que pueda subir la expresion de marcadores de diferenciacién miogénica, sino también
para mantener la expresion basal de MyoD y de miogenina en mioblastos. Ademas, los
mioblastos con TPRII dominante negativo son incapaces de incorporarse a fibras
musculares in vivo, lo cual indica que la magnitud del bloqueo en su programa de
diferenciacién es tal que el ambiente in vivo no alcanza a contrarrestarlo (Filvaroff et al.,
1994). De forma semejante, la sefalizacion por FGFs a través del receptor FGFR4 se
requiere para que haya diferenciacién miogénica in vivo, a pesar de ser bFGF un supresor
de este proceso in vitro (Marics et al., 2002). Es posible que las tres isoformas de TGF-§
estén involucradas en el proceso de diferenciacion, dado que existe una compleja
regulacion de la expresion de las mismas durante la miogénesis: mientras que aumenta la
expresion del ARNm de TGF-B3 (8.7 veces) y la de TGF-p2, la de TGF-B1, prominente en
mioblastos, disminuye un 50% (Lafyatis ef al., 1991). EI IGF-l, un promotor de la
diferenciacién miogénica una vez que ésta se ha disparado, baja la expresién de TGF-B1
y de TGF-B3 a las 48 horas de haberlo aplicado a mioblastos LgA; (Bosche et al., 1995).
Esta regulacion de la expresion de las isoformas de TGF-f3 probablemente conduce una
estimulacién autocrina a lo largo de diversos estadios de este proceso de diferenciacion
celular.
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Durante la miogénesis, el betaglicano, ademas de expresarse abundantemente en la
membrana celular de miotubos, se transloca abundantemente hacia la matriz extracelular.
Es posible que parte del TGF-§ que producen los miotubos quede retenido en la matriz
extracelular en parte por el betaglicano y que no necesariamente se active para sefializar,
;sera posible que a medida que los mioblastos se comienzan a diferenciar y que
empiezan a expresar betaglicano, éste tenga un papel mas bien como ocultador de TGF-
B, a diferencia de la actividad que se encontré en los mioblastos?

Otra observacion que encontramos interesante es el cambio en la movilidad del
proteoglicano del betaglicano al dia 6. Aunque no se les ha asignado una funcion a las
cadenas de glicosaminoglicanos del betaglicano, se encuentra un par de articulos que
provee pistas sobre las posibles funciones de estas cadenas. En células de cancer de
colon, se observé que el betaglicano pobremente modificado postraduccionalmente se
modifica grandemente cuando estas células se transfectan con una version mutante de
Ki-Ras, y ademas, estas células, que inicialmente eran insensibles a TGF-B1, se vuelven
sensibles a este factor de crecimiento. Es posible que este betaglicano abundantemente
modificado sea el que restaure la sensibilidad de las células de cancer de colon al TGF-$1
(Yan et al., 2001). Aunque los autores especulan sobre la posibilidad de que la naturaleza
de estas modificaciones sea glicosilacién, no se descarta la posibilidad de que sea
glicanacién, de acuerdo a lo que se aprecia en la movilidad de las bandas del betaglicano
en geles, que no se ve grandemente afectada cuando tratan a las células con glicosilasas.
Por otra parte, se observo en células epiteliales de rifion que una forma abundantemente
glicanada —aunque no se sabe si de cadenas mas largas de sulfato de heparano, de
condrotina o de ambos— del betaglicano inhibe, a diferencia de la forma pobremente
glicanada, la formacion del complejo TBRII-TBRI, y por lo tanto bloquea la sefalizacion
corriente abajo por TGF-§ (Eickelberg et al., 2002). El betaglicano se presenta altamente
glicanado también en células preosteoblasticas de hueso parietal de rata, pero una vez
que se diferencian a osteoblastos, la poblacién de moléculas de betaglicano disminuye y
vira hacia una forma menos glicanada, todo lo cual, al parecer, es responsable en parte
de la sensibilizacion de los osteoblastos al TGF-$ (Centrella et al., 1995). Por lo tanto, es
posible que el cambio en la movilidad del proteoglicano del betaglicano durante la
miogénesis tenga un significado fisiolégico con relacion al TGF-B. Se cuenta con
ejemplos de ofros proteoglicanos cuyos glicosaminoglicanos (GAGs) experimentan
cambios en su longitud: en células de musculo liso arterial, los GAGs de la decorina —de
sulfatos de condroitina y dermatano— aumentan de tamafio ante la estimulacion con acido
linoleico, un acido graso que circula en grandes cantidades en personas con resistencia a
la insulina y en personas con diabetes tipo 2 (Olsson et al., 1999). Durante el desarrolio
neuronal, un proteoglicano particular de sulfatos de heparano potencia a FGF-2 mientras
se da la proliferacion neuronal, pero le concede rapidamente esta potenciacién a FGF-1
una vez que comienza la diferenciacion neuronal (Brickman et al., 1998). En células
endoteliales de cérnea, bFGF —especificamente— induce cambios en la estructura de
moléculas de sulfato de heparano (Schmidt et al, 1995), mientras que en cartilago
articular, TGF-B1 e IL-1p modifican el grado de sulfatacion de GAGs de condroitina, o
cual sugiere que dichas citocinas interfieren con la actividad o la sintesis de
sulfotransferasas involucradas en el recambio de GAGs (Zanni et al., 1995).

Por lo tanto, en la miogénesis, cuando se eleva su expresion, el betaglicano podria

funcionar como potenciador de la sefializacién por TGF-B2 o TGF-p3. No obstante, la
presencia en mioblastos C,C;, de TBRII-B, la isoforma de TBRII capaz de unir TGF-2 —
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sin necesidad de betaglicano—, TGF-B1 y TGF-B3 y transducir sus sefales a través de
Smads, complica mas el panorama, dado que este receptor generado por empalme
alterno también ve elevada su expresion durante la miogénesis (Rotzer et al., 2001), al
igual que la ve elevada la decorina, que también potencia la sefalizacion por TGF-f
(Riquelme et al.,, 2001). Por otro lado, en la miogénesis, el betaglicano podria actuar
como represor de la sefalizacion por TGF-B1, cuya expresion decae un 50% (Lafyatis et
al., 1991), en funcién de la longitud de las cadenas de glicosaminoglicanos que posee,
considerando que si la proteina de TGF-B1 se afiade a los mioblastos, inhibe su
diferenciacion bioquimica y su fusién. Sin embargo, es dificil sostener que el betaglicano
pueda tener funciones particulares, contrarias entre si, en funcién de la isoforma de TGF-
B que esté uniendo. No obstante, experimentos de saturacién por marcado por afinidad y
de competencia han arrojado que en células trofoblasticas en cultivo primario hay dos
poblaciones de betaglicano: una de capacidad baja y afinidad alta que une TGF-B1 y
TGF-B2, aunque prefiere unir TGF-B2, y otra de mayor capacidad y menor afinidad que
une solamente TGF-B1, en contraste con la poblacién homogénea que existe en células
mesenquimatosas de placenta, que despliega capacidad y afinidad similares para ambas
isoformas (Mitchell ef al., 1992). Se ha hallado que bFGF, un factor de crecimiento que se
une a las cadenas de sulfato de heparano del betaglicano, tiene la facultad de acortar, en
un periodo de 48 horas, la longitud de estas cadenas en osteoblastos (Andres et al.,
1992). En concordancia con estas observaciones, durante la miogénesis, el cese de la
sefalizacion por bFGF podria, ademas de dejar de impedir la diferenciacién, ocasionar el
alargamiento de las cadenas de sulfato de heparano del betaglicano, con lo cual se podria
estar entorpeciendo la sefalizacién por TGF-B, aunque también es cierto que no se sabe
aun si son cadenas mas largas de sulfato de heparano, de condroitina o de ambas en el
betaglicano las que impiden esta sefializacién. Otra posibilidad es que el betaglicano
forme parte de un mecanismo “dosificador” encargado de mantener la sefializacién por
TGF-B debajo de un umbral, de modo que no llegue a ser tan abrumadora ni tan escasa
que en cualquiera de los casos llegue a impedir la diferenciacion miogénica.

Por lo tanto, aunque el betaglicano esté funcionando como presentador de TGF-B ante
sus receptores de sefalizacion en mioblastos, no podemos extrapolar esta funcién a
miotubos, ya que en ellos no solamente hay mas betaglicano transmembranal y con un
patron de glicanacion diferente, sino que también hay mas betaglicano soluble en la
matriz extracelular. En vista de que el knock-out del betaglicano aparentemente no tiene
defectos musculares esqueléticos, es probable que la ausencia del betaglicano en dicho
tejido esté siendo compensada por otras moléculas, posiblemente otros proteoglicanos,
cuya funcién sea redundante a la del betaglicano.

8. Conclusiones
1. La diferenciacién de los mioblastos C,C,, a miotubos estd acompafada de una
elevacion en la expresion de betaglicano en la superficie celular (con un patrén de
glicanacién mayor) y en la matriz extracelular.

2. Esta elevacion es detectable también a nivel de ARNm.

3. Selogré clonar el promotor del betaglicano y conocer su secuencia.
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La elevacion en el nivel de ARNm del betaglicano se debe al menos en parte a
una actividad incrementada del promotor del gen.

Se logré demostrar la actividad del promotor del betaglicano en células Rat-1 y
LeEs, habiéndose encontrado un nivel de actividad paralelo al nivel de expresion
del ARNm, por lo que es probable que el fragmento promotor de 2.3 kb mimetice el
comportamiento del gen endégeno.

Se logré demostrar que el TGF- y el acido retinoico regulan la actividad del
promotor del betaglicano. Consistentemente, mediante el uso del software
Matinspector, se lograron detectar elementos en cis en el promotor que
presuntamente unen los factores Smad3, Smad4 y RAR.

MyoD incrementa la actividad del promotor, probablemente de manera directa, Io
cual puede ser en parte responsable del gran aumento que sufre la expresion del
betaglicano durante la miogénesis.

9. Perspectivas

Las perspectivas de los resultados del presente trabajo de tesis son:

1.

2.

Determinar la funcién del betaglicano a lo largo de la miogénesis. Esto se puede
lograr potenciando o inhibiendo la expresion del betaglicano en mioblastos. Con la
potenciacion (e.g., con la construccion Adv-BG), se veria cual es la consecuencia
de la expresién abundante y ab origine de betaglicano en mioblastos al
diferenciarse. Con la inhibicién (v.g., con el uso de una construccién que exprese
bajo el control de un promotor regulable por tetraciclina un ARNm en contrasentido
de betaglicano), ver si esto altera el proceso de diferenciacion de los mioblastos o
la viabilidad de los miotubos.

Gracias a la clonacién del promotor del betaglicano, se facilitaria sobremanera el
esclarecimiento de cuestiones como las siguientes. Durante el desarrollo cardiaco
murino, la expresion del betaglicano aumenta dramaticamente en el miocardio
ventricular del E8.5 al E11.5, concretamente en los cardiomiocitos trabeculantes y
no en los miocitos subepicardiacos. Cuando hay ausencia del betaglicano en este
tejido, sobrevienen paredes ventriculares patolégicamente delgadas y defectos en
el tabique interventricular (Stenvers et al., 2003). Por lo tanto, seria interesante
ver que elementos en el promotor del betaglicano causan una elevacién drastica
en la expresioén del betaglicano durante este proceso de desarrollo.

El higado en formacién es otro de los 6rganos en los que subitamente la expresion
del betaglicano se dispara notablemente (Stenvers et al., 2003), pero en animales
adultos queda silenciada (salvo contingencias como dafio hepatico). Por tanto, en
este modelo de desarrollo también seria interesante ver qué elementos del
promotor se encargan de prender repentina y fuertemente la expresion del
betaglicano y luego de apagarla permanentemente.

Pero ademas, a titulo personal, hay otras perspectivas que no se derivan de los
resuitados de esta tesis pero que constituyen interrogantes importantes con respecto a Iz
biologia de esta molécula affascinante:
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Dado que la evidencia sugiere que no es la via de TGF-B ni la de la activina-BMPs-
inhibina la que esti afectada en el defecto hepatico que abruma a los ratones
knock-out de betaglicano, seria importante precisar en qué via de sefalizacion
esta involucrado de manera crucial el betaglicano.

Determinar la funcion de los evasivos GAGs del betaglicano durante
organogeénesis.

En cuanto a los transcritos alternos misteriosos, ;cual es su funciéon?; el de
testiculo y/o el de hipdfisis: ;podrian ser receptores sefalizadores de inhibina
sobre los que tanta expectativa se tiene de su existencia (Bernard et al., 2002;
Farnworth et al., 2001; Harrison et al., 2001; Matzuk, 2000)?

Determinar si el betaglicano es necesario —posteriormente a su papel critico en
hepatogénesis y cardiogénesis— en mas eventos de desarrollo.
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ANEXO I.

Familia/matriz Factor de transcripcion Posicion A:::r’;"-x Subsecuenr;:a del promotor y
larity ebra
c-Myb c-Myb, importante en hematopoyesis 20-32 0.959 caCAACtgacttt-
NF-AT Nuclear factor of activated T-cells 70-80 0.970 tcagGAAAaca-
MyoD/E47 Dimeros TAL1/E47 85-99 0.939 gacaCAGGtgtacgt+
AREB6 AREBS6 (Atp1a1 regulatory element binding factor 6) 86 - 98 0.964 cgtaCACCtgtgt-
HEAT/HSF1 Heat shock factor 1 113-123 | 0.963 GGAAtgttcet-
HEAT/HSF1 Heat shock factor 1 114-124 | 0.952 GGAAcatteca+
Stat6 Stat6: signal transducer and activator of transcription 6 115-133 0.885 gaacaTTCCactgaagcag+
TEAF/TEF1 Factor muscular relacionado con TEF-1 116 - 128 0.968 aaCATTccactga+
NKXH/HMX3 HMX3 de homeodominio H6/Nkx5.1 134 - 146 0.923 acacAAGTgagag+
GREF/PRE Progesterone response element 138-156 | 0.802 aagtgagaggaTGTTctge+
CP2 CP2 149 - 167 0.912 tgCTTCctttagcagaaca-
EBOX/USF Upstream stimulating factor 161-175 0.988 ctttCACGtgcttge-
HIFF/ARNT Homodimeros del translocador nuclear AhR 161 -175 | 0.956 gcaagcaCGTGaaag+
EBOX/USF Upstream stimulating factor 162-176 | 0.988 caagCACGtgaaagg+
HIFF/ARNT Homodimeros del transiocador nuclear AhR 162-176 | 0.955 cctitcaCGTGettg-
MIT Microphthalmia, factor de transcripcién de melanocitos 171-189 | 0.877 gaaaggaCATGtgataaaa+
p53 Supresor de tumores p53 (hemisitio 5') 174-194 | 0.911 gaatcttttatcaCATGtcct-
Cdx-2 Factqr de transcripcion intestinal Cdx-2 de mamiferos 177-195 | 0.899 agaatctTTTAtcacatgt-
relacionado con Caudal
GATA1 Factor 1 de union a GATA 179-191 0.952 atgtGATAaaaga+
ECAT/NFY Nuclear factor Y (Y-box binding factor) 214-224 | 0.903 ggaCCAAtata-
OCT1P Factor 1 de union al octamero con dominio especifico POU | 232-244 | 0.883 tcaactATGCaat-
NEUROG Sitios de unién de neurogeninas 1y 3 (ngn1/3) 245- 257 | 0.934 gctCCATtgtca+
LEF1 TCF/LEF-1, involucrado en la via de senalizacion de Wnts 257 - 273 0.994 aggacttCAAAgagaga+
Cell cycle gene homology region (elementos CDE/CHR
CHR contiguos regulan la represion dependiente del ciclo 258 -270 | 0.930 ctetTTGAagtce-
celular)
AREBS AREBS (Atp1a1 regulatory element binding factor 6) 270- 278 0.976 gtGTTTcte-
MyT4 Factor MyT1' con dec_!os de zinc, involucrado en 281-293 0.881 CCAAGTHcHg-
neurogénesis primaria
AHRARNT Heterodimero Aryl hydrocarbon receptor / Amt 286 - 308 0.941 aacttaggtggCGTGacacagtt+
PBX1/MEIS1 Heterodimero Pbx1/Meis1 330 - 346 0.978 gggcTGATigacagagt+
Factor de interaccié enecien
TALE/TGIE TaE e inferaccion con TG y perteneciente 2 la clase 336-342 | 1.000 tGTCAat-
AP4 Activator protein 4 346 -362 | 0.977 tgtctCAGCtgacatca-
AP4 Activator protein 4 347 - 363 0.974 gatgtCAGCtgagacag+
EBOX/USF Upstream stimulating factor 362-376 | 0.988 tcagCACGtgagtct-
HIF1 Hypoxia inducible factor, de la familia proteica bHLH / PAS 362 - 376 0.991 agactcaCGTGctga+
EBOX/USF Upstream stimulating factor 363-377 | 0.988 gactCACGtgctgag+
HIFF/ARNT Homodimeros del translocador nuclear AhR 363 -377 0.944 ctcagcaCGTGagte-
AP1R/NFE2 NF-E2 p45 365 - 389 0.895 cacaggtcttigccTCAGcacgtgag-
CEBP CCAAT/enhancer binding protein 370-384 | 0.922 gtgctgagGCAAgac+
Smad4 Factor Smad4, involucrado en la senalizacion por TGF-B 376 - 384 0.947 GTCTtgect-
MZF1 Myeloid zinc finger protein 387-393 | 1.000 gtGGGGa+
MAZ Myc-assaciated zinc finger protein 388-400 | 0.900 tgggGAGGcaaga+
Smad4 Factor Smad4, involucrado en la seializacién por TGF-$ 393-401 | 0.947 GTCTtgect-
Cell cycle gene homology region (elementos CDE/CHR
CHR contiguos regulan la represiéon dependiente del ciclo 418 - 430 0.953 gegtTTGAagggt+
celular)
Nkxh/Nkx3.1 Homeoproteina especifica de prostata Nkx3.1 429 - 441 0.935 gtatAAGTaaaac+
SORY/Sox5 Sox-5 463 - 479 0.987 ataaaCAATcctagcta-
MEF2/MEF2 Myocyte enhancer factor 2 466 - 488 | 0.979 gctagetctaTAAAcaatcctag-
TBPF/TATA Elementos celulares y virales tipo caja TATA 467 -483 | 0.921 ctctaT AAAcaatccta-
FKHD/XFD2 Xenopus fork head domain factor 2 (Foxl1a) 468 - 484 | 0.978 getctaTAAAcaatect-
HEPA/HFHS8 HNF-3 (hepatocyte-nuclear factor-3) / Fkh homolog-8 470- 482 0.959 gatTGTTtataga+
MyTIL Myelin transcription factor 1-like, factor 1 neuronal C2HC 548-560 | 0.921 tgagAGCTictec+
con dedos de zinc
TEAF/TEF1 Factor muscular relacionado con TEF-1 562 - 574 0.934 gaCAT Tccigttg+
MyoD/Myf5 Proteina bHLH miogénica Myf5 577 - 591 0.957 tcagCAGCagceaggg-
AREB6 AREB6 (Alp1a1 regulatory element binding factor 6) 602 - 614 1.000 tgoctGT T Tctge+
E2TF/E2 Regulador E2 del virus del Papiloma 623 - 639 0.902 aaatcaacagCGGTgge-
FAST1 FAST-1: proteina de interaccién con Smad2 628-642 | 0.891 cgctghtGAT Ttgtg+
FKHD/XFD3 Xenopus fork head domain factor 3 (FoxA2a) 636 - 652 0.884 ggatagtcAACAcaaat-




Hemisitio del heterodimero PXR (pregnane X

PXRF/PXRCAR receptor)RXR ¢ sitio del CAR (constitutive androstane 660-670 | 0.992 acTGAAcHca+
receptor)/RXR
Pax8 Pax 2/5/8 676 -688 | 0.929 ctgT GAAgtgtit+
MyT1L gﬁeggé?:j:nzgzn factor 1-like, factor 1 neuronal C2HC 696-708 | 0.930 agacAGTTggate-
c-Myb c-Myb, importante en hematopoyesis 698 -710 0.988 tcCAACtgtctct+
Cell cycle gene homology region (elementos CDE/CHR
CHR contiguos regulan la represion dependiente del ciclo 706 -718 | 0.931 aggtTTGAagaga-
celular)
RARF/RAR Receptor de acido retinoico 716 -725 | 0.964 agtTCACagg-
AP4RITH1E47 Heterodimero Thing1/E47, TH1 es de“dominio bAHLH.y se 732-748 | 0.942 cagattCCAGacaaca+
expresa especificamente en varios tejidos embrionarios
AP4R/TALIBE47 Heterodimero Tal-1B3/E47 744 - 760 | 0.885 caacaCAGAtgggagtt+
NEUROG Sitios de unién de neurogeninas 1y 3 (ngn1/3) 746 -758 | 0.945 ctcCCATctgtgt-
MOK2 Rroteina humaqa de dedos de zinc asociada a 759-779 | 0.985 tigctccaaagaaCCTTtcta+
ribonucleoproteinas
MEF2/MEF2 Myocyte enhancer factor 2 768 -790 | 0.961 agaacctttcTAAAcaggtctact
CEBPp CCAAT/enhancer binding protein f 771-785 | 0.941 ccigtttaGAAAggt-
GATA1 Factor 1 de unién a GATA 793-806 | 0.953 caaagGATAtgggg-
BARBIE Barbiturate-inducible element 795 - 809 0.891 aaccAAAGgatatgg-
LEF1 TCF/LEF-1, involucrado en la via de sefalizacién de Wnts 797 -813 | 0.885 gaaaaacCAAAggatat-
NFxB/c-Rel c-Rel 803-817 | 0.952 tttggtt TTCCtac+
CIZFINMP4 NMP4 (nucl_ear matrix protein 4) / CiZ (Cas-interacting zinc 804-814 | 0.985 goAAAAacCaa-
finger protein)
NFAT Nuclear factor of activated T-cells 807 - 817 0.982 gtagGAAAaac-
FKHD/Freac-2 Fork head related activator-2 (FOXF2) 850-866 | 0.888 gtitctT AAAcacttta-
AREBS AREBS (Atp1a1 regulatory element binding factor 6) 859-871 | 0.983 atgatGTTTctia-
(TSI VIV 1y ocyte enhancer factor 864 - 886 | 0.932 aacatcatTAAAaataggctita+
BRN2 Brain-2 (N-Oct 3), especifico de neuroectodermo 867 - 883 | 0.962 atcattaaAAATagget+
MEF2/MEF2 Myocyte enhancer factor 875 - 897 1.000 aaataggcttTAAAaactaaaat
TBPF/TATA Caja TATA tipo LTR-C de mamiferos 880-896 | 0.908 ggcttTAAAaacttaaa+
MyT+1 _Factor de transcripcién(My'l_’1 con dgdos de zinc 884-896 | 0.889 HAAG Titttaa-
involucrado en neurogénesis primaria
NKXH/Nkx3.1 Homeoproteina especifica de prostata Nkx3.1 885-897 | 0.877 HHAAGTttHa-
CEBPp CCAAT/enhancer binding protein 895 -909 | 0.948 agacttitGTAAN-
MOK?2 z&‘:&gzg:gtﬂe";:: dedos de zinc asaciada a 928-948 | 0.985 gategteagggaaCCT Ttgea-
AP4 Activator protein 4 946-962 | 0.970 cttgaCAGCtgctggat-
MyoD/Myf5 Proteina bHLH miogénica Myf5 947 - 961 0.932 ttgaCAGCtgctgga-
MyoD/MyoD Myoblast determining factor 948 - 962 | 0.986 ccagCAGCtgtcaag+
MEIS1 Homeoproteina Meis1 monomérica 953 - 961 0.998 HGACAgct-
Pax8 Pax 2/5/8 955-967 | 0.900 ctgTCAAgactgg+
Smad4 Factor Smadd4, involucrado en la sefalizaciéon por TGF-p 956 - 964 | 0.940 GTCTtgaca-
NFAT Nuclear factor of activated T-cells 963-973 | 0.970 actgGAAActt+
MyT1 Factor de transcripcién’ MyT1 con de'dos de zinc 964-976 | 0.880 gacAAGTttccag-
involucrado en neurogénesis primaria
p53 Supresor de tumores p53 (hemisitio 3') 967 - 987 0.954 tctggttcaaagaCAAGHtc-
LEF1 TCF/LEF-1, involucrado en la via de sefalizacién de Wnts 971-987 | 0.978 tctggttCAAAgacaag-
Cell cycle gene homology region (elementos CDE/CHR
CHR contiguos reguian la represion dependiente del ciclo 974 - 986 0.934 gtetTTGAaccag+
celular)
POILY LTV Hoterodimero Thing1/E47, TH1 es de dominio bHLH y se | g7 g9 | 0,935 cittgaaCCAGacactt+
expresa especificamente en varios tejidos embrionarios
Smad3 Factor Smad3, involucrado en la sefializacion por TGF-f 980-988 | 0.997 GTCTggttc-
AP1 Activator protein 1 (Jun-Fos) 990 - 1000 | 0.986 agTGACtgaag-
GELUARRINE VIl Heterodimero Tal-1RATF-2 996 - 1012 | 0.928 cacaaCAGAtggagtga-
NEUROG Sitios de unién de neurogeninas 1y 3 (ngn1/3) 998 - 1010 | 0.970 actCCATctgtig+
MyoD/MyoD Myoblast determination gene product 1009 - 1023 | 0.923 tctaCAGGtgccaca-
Staté StatB: signal transducer and activator of transcription 6 1021-1039 | 0.952 agagtTTCCcgtgaagtaa+
VBP Vitellogenin promoter-binding protein tipo PAR de polio 1030 - 1040 | 0.903 gTTACtHcacg-
AP1 Activator protein 1 (Jun-Fos) 1043 - 1053 | 0.962 ggTGACagaat+
GATA Factor de unién a la secuencia GATA 1055 - 1067 | 0.930 catgGATAaaggt+
MOK2 Rroteina humaqa de dedos de zinc asociada a 1059- 1079 | 0.985 ttggoageaageaCC T Ttatc-
ribonucleoproteinas
NF1 Nuclear factor 1 1063 - 1081 | 0.947 ggtTGGCagcaagcacctt-
SRF Serum response factor 1091- 1109 | 0.900 tgcaCCAAagatggatict+
TTF4 Thyroid transcription factor-1 (TTF1) binding site 1113-1127 | 0.933 titctCAAGtaggge-
MyTIL Myelin transcription factor 1-like, factor 1 neuronal C2HC 1131-1143 | 0.986 agaaAGTTgtctt+

con dedos de zinc
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RORA/RORu1 RAR-related orphan receptor al

RARF/RAR Receptor de acido retinoico

Pax6 Pax-6, inductor de cjos

AP1 Activator protein 1 (Jun-Fos)

EKLF Erythroid Kriippel-like factor

GATA1 Factor 1 de unién a GATA

MZF1 Myeloid zinc finger protein

OCTB/TST1 Factor POU Tst-1/Oct-6

AP4 Activator protein 4

OCTB/TST1 Factor POU Tst-1/0ct-6

AP4 Activator protein 4

RORA/ER Receptor de estrégenos

GATAY Factor 1 de union a GATA

MEF2/MEF2 Myocyte enhancer factor

MEF2/MEF2 Myocyte enhancer factor

PCATICAAT Caja CCAAT celular y viral

MyT1L

NFxB/NFxB50 NF-«B (p50)

AP4 Activator protein 4

1140- 1156 | 0.940 gagtagaGGTCagaaga-
1142- 1151 | 0.961 aggTCAGaag-
Hemisitio del heterodimero PXR (pregnane X
PXRF/PXRCAR receptor)/RXR 6 sitio del CAR (constitutive androstane 1171-1181 | 0.993 tcTGAActtgt+
recepton)/RXR
HAMULAMLA Acute myeloid leukemia-1 (Runx-1), factor hemapoyético 1208 - 1213 | 1.000 tgTGGT+
ECAT/NFY Nuclear factor Y (Y-box binding factor) 1272-1286 | 0.907 agccCCAAtgggcaa+
AREBS AREBS (AfpTa1 regulatory element binding factor 6) 1285-1297 | 0.972 aatiCACCtttta+
BARBIE Barbiturate-inducible element 1285 - 1299 | 0.881 attaAAAGgtgaatt-
Cdx-1 Homeoproteina especifica de intestino Cdx-1 1287 - 1305 | 0.953 ticacctTTTAatagaaag+
1300- 1318 | 0.951 tgtttACG Cticactttct-
FKHD/Freac-2 Fori head related activator-2 (FOXF2) 1307 - 1323 | 0.957 gaagcgTAAAcagtgee+
Pax6 Se requiere del dominio apareado de Pax6 y de un 1313-1331 | 0.893 taaacagtgCCAGattigt+
homeodominio para la unién a este sitio
1335 - 1345 | 0.987 gaTGACtgaag+
1386 - 1398 | 0.925 gcacacaGGGTec-
1399 - 1411 | 0.961 acagGATAggcga-
1424 - 1430 | 0.985 gecGGGGa+
AREBS6 AREB6 (Atp1a1 regulatory element binding factor 6) 1426 - 1438 | 0.982 ctacgGTTTcece-
TEAF/TEF1 Factor muscular relacionado con TEF-1 1433 - 1445 | 0.896 tcCAT Tcctacgg-
1438 - 1452 | 0.877 gotgAAT Tocattce-
1447 - 1463 | 0.970 ttcagCAGCtggagaag+
MyoD/Myf5 Proteina bHLH miogénica Myf5 1447 - 1461 | 0.920 tctcCAGClgctgaa-
MyoD/Myf5 Proteina bHLH miogénica Myf5 1448 - 1462 | 0.957 tcagCAGCtggagaa+
1464 - 1478 | 0.979 gctgAATTaaagtge-
RBIT/BRIGHT Bright, regulador de la transcripcion de IgH en linfocitos B | 1466 - 1478 | 0.952 getgaATTAaagt-
NKXH/Msx Homeproteinas Msx-1y Msx-2 1467 - 1479 | 0.977 ctiTAATtcagca+
HMYO/Nkx2.5 Homeoproteina Nkx2.5/Csx, homologo de Tinman 1469 - 1476 | 0.874 gaATTAaa-
1473 - 1489 | 0.970 ttcagCAGCiggagaag+
MyoD/Myf5 Proteina bHLH miogénica Myf5 1473 - 1487 | 0.920 tetcCAGCtgcetgaa-
MyoD/Myf5 Proteina bHLH miogénica Myf5 1474 - 1488 | 0.957 tcagCAGCtggagaa+
LEF1 TCF/ALEF-1, involucrado en la via de seializacion de Wnts | 1488 - 1504 | 0.950 cctagctCAAAgtgect-
1515-1533 | 0.898 tgtgGTCAgggtctcttac-
HAML/AMLA Acute myeloid leukemia-1 (Runx-1), factor hemapoyético 1528 - 1533 | 1.000 tgTGGT-
HAML/AMLA Acute myeloid leukemia-1 (Runx-1), factor hemapoyético 1533 - 1538 | 1.000 tgTGGT-
1548 - 1560 | 0.998 ttaGAT Aaccga+
IRFF/ASRE Interferon-stimulated response element 1551- 1569 | 0.882 agataaccGAAActggaga+
RBPF/RBPJK Represor transcripcional de mamiferos RBP-Jx/CBF1 1611 - 1625 | 0.957 gatgTGGGaatgggt+
IKRS/IK2 :il:‘a;‘r)?:?taz;i;egulador potencial de la diferenciacion 1612- 1624 | 0.983 atgtGGGAatggg+
GFI1 Growth factor independence 1 1623 - 1646 | 0.937 ttaaaaaaAAT Ctcagagaaaccc-
AREB6 AREBS (Atp1a1 regulatory element binding factor 6) 1623 - 1631 | 0.970 ggGTTTcte+
1632 - 1654 | 0.967 aaaattccttT AAAaaaaatctc-
TBPF/TATA Caja TATA tipo LTR-C de mamiferos 1633 - 1649 | 0.910 tccttTAAAaaaaatct-
Stat Signal transducers and activators of transcription 1637 - 1655 | 0.914 ttittttaaa GGAALttt+
1644 - 1666 | 0.968 gttgttgataTAAAaattcctit-
TBPF/TATA Elementos celulares y virales tipo caja TATA 1645 - 1661 | 0.960 tgataTAAAaattcctt-
FKHD/XFD2 Xenopus fork head domain factor 2 (Foxl1a) 1646 - 1662 | 0.890 tigataTAAAaattect-
HMTB/MTBF Sitio de unién de MT especifico de musculo 1646 - 1654 | 0.901 aggaATTTt+
Cdx-2 Factor de transcripcion intestinal Cdx-2 de mamiferos 1670 - 1688 | 0.900 agatagtTTTAtggattc-
relacionado con Caudal
ECAT/NFY Nuclear factor Y (Y-box binding factor) 1670 - 1684 | 0.810 gaatCCAAtaaaact+
1670- 1680 | 0.924 gaatCCAAtaa+
TBPF/TATA i Caja TATA tipo LTR-C de mamiferos 1673 - 1689 | 0.925 tccaaT AAAactatctt+
Myelin Iranscﬁption factor 1-like, factor 1 neuronal C2HC 1676 - 1688 | 0.944 agatAGTTHatt-
con dedos de zinc
EVI1 Ecotropic viral integration site 1 encoded factor 1682 - 1698 | 0.900 ccttaggagAAGAtagt-
MOK2 Proteina humana de dedos de zinc asociada a 1691- 1711 | 0.992 caaactaccagggCCTTagga-
ribonucleoproteinas
Cell cycle gene homology region (elementos CDE/CHR
CHR contiguos regulan la represién dependiente del ciclo 1705- 1717 | 0.930 tagtTTGAaggat+
celular)
ZFS Factor de transcripcion de dedos de zinc y dominio POZ 1744 - 1754 | 0.996 gtgcGCGCcact
Pax6 Se requierg c!el dominio apareado de F’ax6 ydeun 1769 - 1787 | 0.905 acactcttCCAGgeegga+
homeodominio para la unién a este sitio
1783-1797 | 0.969 ccGGGGatgeccage+
1788 - 1804 | 0.876 gatgaCAGCtgggcatc-
MEIS1 Homeoproteina Meis1 monomeérica 1795- 1803 | 0.997 atGACAgct-
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ZBP89 Zinc finger transcription factor ZBP-89 1815-1837 | 0.981 ccgaaccecccCCCCececcacac+

MAZR MAZ-related transcription factor 1817 - 1829 | 0.963 g9ggggGGGGttc-
ZBP89 Zinc finger transcription factor ZBP-89 1818 - 1840 | 0.984 aaccccecccCCCCecacacaca+
MAZR MAZ-related transcription factor 1821 - 1833 | 0.947 aggagaGGGGgaag-
EGRF/WT1 Wilms Tumor Suppressor 1825 - 1839 | 0.945 otgtgTGGGggggag-
ETS1 c-Ets-1 1848 - 1864 | 0.950 tagaaAGGAagtcgggt-
CDPCR3HD Cut-like homeodomain protein 1927 - 1936 | 0.939 gatgGATGag-
VDRF//DR RXR Sitio del heterodimero VDR/RXR 1942 - 1956 | 0.884 tggaggagGAGGaga+
MAZ Myc-associated zinc finger protein 1945 - 1957 | 0.939 ggagGAGGagagg+
MAZ Myc-associated zinc finger protein 1953 - 1965 | 0.909 agagGAGGggcag+
2BP89 Zinc finger transcription factor ZBP-89 2004 - 2026 | 0.940 cggtgeecttCCCCectttcget+
ETSF/GABP GA binding protein 2005 - 2021 | 0.904 aaggggGGAAgggcace-
GKLF Gut-enriched Kriippel-like factor 2008 - 2022 | 0.938 aaaggggggaAGGGe-
MZF1 Myeloid zinc finger protein 2013-2019 | 0.990 ggGGGGa-
ZF5 Factor de transcripcion de dedos de zinc y dominio POZ 2037 - 2047 | 0.950 gg9g9cGCGCage-
ZF5 Factor de transcripcién de dedos de zinc y dominio POZ 2038 - 2048 | 0.965 ctgcGCGCccg+
ZBPF/ZE9 t(E)eK;r;gcl;r;;)[ter—binding protein (CPBP) con 3 dedos de zinc 2045 - 2067 | 0.882 cecgaccCCGCeegogeglgtact
MAZR MAZ-related transcription factor 2047 - 2059 | 0.901 9cgggcGGGGteg-
SP1F/SP1 2Z?ﬁﬁgﬁg protein 1, factor de transcripcién con dedos de 2047 - 2061 | 0.953 9cgcaGGCGgggteg-
EBOX/NMYC N-Myc 2057 - 2068 | 0.891 ccgegCGTGtge+
ZF5 Factor de transcripcién de dedos de zinc y dominio POZ 2062 - 2072 | 0.994 gigtGCGCgge+
GABF/GAGA Caja GAGA 2158 - 2182 | 0.923 | gagagAGAGagaggtggagagggag+
NKXH/HMX3 HMX3 de homeodominio H6/Nkx5.1 2203 -2215 | 0.890 gcgaAAGTggeet-

Cell cycle-dependent element, COF-1 binding site
CDEF/CDE (elementos CDE/CHR contiguos regulan la represion 2214 - 2226 | 0.898 getgCGCGattec+

dependiente del ciclo celular)
NFkB/NFkB NF-«kB 2243 - 2257 | 0.894 cgGGGActttcacct-
EKLF i Erythroid Kriippel-iike factor 2254 - 2266 | 0.901 cceggegGGGTec+
MyoD/Myfs Proteina bHLH miogénica Myf5 2281-2295 | 0.924 tcagCAGCcgcagtt-
ZF5 Factor de transcripcién de dedos de zinc y dominio POZ 2307 - 2317 | 0.950 gcgeGCGCagg-
ZF5 BN Factor de transcripcion de dedos de zinc y dominio POZ 2308 - 2318 | 0.968 ctgcGCGCget+
ZBPE/ZF9 t?:;eKﬁr)u(zg;ter-binding protein (CPBP) con 3 dedos de zinc 2311-2333 | 0.890 cgagtecCCGCgeccagegegeg-
ZF5 Factor de transcripcién de dedos de zinc y dominio POZ 2317 - 2327 | 0.957 ctggGCGCggg+
MZF1 Myeloid zinc finger protein 2323-2329 | 0.985 gcGGGGa+t
Smad3 Factor Smad3, involucrado en la seiializacion por TGF-B 2333-2341 | 0.993 GTCTggget+
ZBP8g Zinc finger transcription factor ZBP-89 2335 - 2357 | 0.942 ctgggctactCCCCcacctcgeg+
SP1F/BTEB3 Basic transcription element (BTE) binding protein 6 FKLF-2 | 2337 - 2351 | 0.951 gtgggGGAGtagcee-

iere del domini

Paxt ﬁﬁn!ii‘éfﬁn@;a"r?'E'iﬁi%i'iafﬁf :i:oax oy deun 2366-2384 | 0.898 9cggtgtgtCCAGgaccgg-
HIF1 Hypoxia induced factor-1 (HIF-1) 2389 - 2403 | 0.886 aaccgcACGTaccte-
e o o e pn 4 G0 AU | 2390 2412 | 1000 | sosocacCAAcec
NZVEVCPIVOTUNY € ompleio de Lmo2 unido  Tak1, proteinas E2Ay GATA- | 5407 2419 | 0.980 AItGATAgggcg-
AHRARNT Heterodimero Aryl hydrocarbon receptor / Amt 2418 - 2440 | 0.922 gcactacgcagCGTGeacagect-
MTF-1 Metal transcription factor 1, MRE 2421-2435 | 0.885 ctgtGCACgctgegt+
XBBF/RFX1 X-box binding factor RFX1 2460 - 2478 | 0.913 ggatggccagaGCAAccce-
EKLF Erythroid Krippel-like factor 2508 - 2520 | 0.970 tecegeaGGGTig+
CREB cAMP-responsive element binding protein 2513-2533 | 0.942 cagggtT GACgctgageggaa+
WHZEAWHN Proteina winged helix, involucrada en la queratinizacion 2518 - 2528 | 0.962 ttgACGCtgag+

del pelo y en la diferenciacion del epitelio timico

Anexo I. Listado completo de los elementos potenciales de control en cis del promotor del
betaglicano predichos por el software “Professional Matinspector” —de “matrix similarity”
20.875 y “core similarity” 20.9—. En la tabla, el término familia se refiere a un conjunto de
matrices (secuencias) funcionaimente similares; los nucledtidos en mayusculas (llamados

globalmente core sequence) —usualmente 4— corresponden a las posiciones mas conservadas de
la matriz.
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10. Procedimientos experimentales

Cultivo celular

Los fibroblastos Rat-1 de rata y los mioblastos L¢E; de rata y C,C;, de ratén se compraron
a American Type Culture Collection (ATCC). Las células Rat-1y LsEs se cultivaron en una
incubadora a 37 °C con 95% de humedad y 5% de CO; (las C,C1, con CO; al 8%).

Medio de crecimiento para fibroblastos de rata Rat-1
DMEM
Suero de feto bovino al 10% descomplementado 30’ a 56 °C
Mezcla de antibiéticos y antimicéticos 1X

Medio de crecimiento para mioblastos de rata LsEs
DMEM
Suero de feto bovino al 20% descomplementado 30’ a 56 °C
Mezcla de antibiéticos y antimicéticos 1X

Medio de crecimiento para mioblastos de ratén C,C;
DMEM/F-12 (1:1)
Suero de feto bovino al 10% descomplementado 30" a 56 °C
Extracto de embrién de pollo filtrado a 60 A al 0.5%
Mezcla de antibiéticos y antimicéticos 1X
El DMEM/F-12 se prepara mezclando 1 sobre de este medio en polvo para 1L en
un litro de agua con 1.2 g de NaHCO; y ajustando el pH a 7. Luego se esteriliza
filtrandolo al vacio a través de un filtro Steritop de poros de 0.22 um. El medio de
crecimiento se les debe reemplazar a las células cada 2 dias; se debe vigilar que
las células no alcancen una confluencia del 70% o mas, ya que si esto sucede una
fraccion se diferencia a miotubos y la restante queda disminuida en su capacidad
para diferenciarse posteriormente. Para tener cultivos de reserva de estos
mioblastos, éstos deben ser cultivados a una densidad de 5,000 células/cm? en
cajas petri de 6 cm de didametro (21 cm? de area) con 3 mL de medio o de 10 cm
de diametro (55 cm? de 4rea) con 6 mL de medio.

Dilucién de los cultivos de células (splif)
Cuando se requiera diluir mioblastos cultivados en cajas de 6 cm de diametro, se
deben lavar las células 2X con 5 mL cada vez de HBSS, afadirles 1 mL de tripsina
1X (diluida en HBSS a partir de una solucién madre 10X), dejarlas a 37 °C ~10
minutos, afadirles 5 mL de medio de crecimiento, pipetearlas para disgregarlas a
totalidad y afiadir 2 mL de la suspension de células a otra caja de 6 cm de
diametro en la que ya haya 6 mL de medio de crecimiento. Se esparcen bien las
células y se regresan a la incubadora. Si se requiere sembrar células en
cantidades especificas, la suspension de células se transfiere integra a un tubo
Falcon de 50 mL y se centrifuga a 2,500 rpm 10 minutos. Se aspira el
sobrenadante y se afiaden 5 mL de medio de crecimiento por cada placa de 21
cm? de area de la que provengan los mioblastos. Las células se succionan a
través de una aguja 21G 1% de Plastipak con una jeringa Plastipak de 10 mL y se
toma una muestra de 50 pl para contar las células en la Camara de Neubauer: se
cuentan las células que hay en cada uno de los 4 cuadrantes, se saca un
promedio y se multiplica por 10,000 para conocer el nimero de células por mL.
Sembrar 4,000 6 6,000 células/cm? para tener un confluencia del 70 al 80% en 3 6

101



2 dias, respectivamente. También se pueden hacer cultivos en cajas de 10 cm de
diametro si se requieren de muchas mas células para un experimento.

Medio de diferenciacién para mioblastos C,C;;
DMEM/F-12
Suero de caballo al 5% descomplementado 30" a 56 °C
Mezcla de antibidticos y antimicéticos 1X
Cuando los mioblastos hayan alcanzado un 60% de confluencia, se les aspira el
medio de crecimiento, se enjuagan 3X con DMEM/F-12 y se les afiade el medio de
diferenciaciéon. El medio de diferenciacion se debe cambiar al segundo dia de
haberlo provisto, afiadiendo esta vez AraC (f-D-arabinofuranésido de citosina) a
una concentracion final de 1 mM (a partir de una solucién 100 mM protegida de la
luz), y asi cada 2 dias, afiadiendo siempre AraC. El AraC es un analogo de
citosina que al incorporarse a una cadena naciente de ADN durante la replicacién
impide que ésta se extienda, por lo que este compuesto se afiade para matar a las
células que aun en condiciones de diferenciaciéon sigan proliferando, con el fin de
tener en el cultivo una poblacién primordialmente de miotubos y no una mixta.
Cabe mencionar que no se consigue obtener miotubos cuando se ponen a
diferenciar mioblastos en pozos de la placa de 24 de pozos.

Congelacion de células

Procesar las células como si se fueran a diluir, pero después de centrifugarlas y
aspirarles el sobrenadante, adicionarles 3 mL de medio de cultivo por cada placa
de 21 cm? de la que procedan. Disociar las células con jeringa, contarlas y
ajustarlas a una densidad de 600-700 mil células/mL. Disociar las células 5 veces
de nuevo con jeringa y colocar 1 mL de la suspension por criovial que se quiera
congelar; afiadir 100 uL. de DMSO, mezclar por inversion, congelar de 3 a 15 horas
en el congelador a -20 °C y luego pasar al tanque de nitrégeno.

Medicién del proteoglicano, proteina desglicanada y ARNm del betaglicano en células
C.Cyz

Yodinacion del TGF-B por el método de la cloramina T

1 ug de TGF-B2 fue disuelto en 5 pL de acetonitrilo y mezclado con amortiguador fosfato y
500 uCi de "*I-Nal. La reaccién fue iniciada con la adicién de 2 uL de cloramina T; a los 2
minutos se agregaron otros 2 plL de cloramina T; después de 1.5 minutos se agregaron 2
uL méas y después de 1 minuto se detiene la reaccion con un exceso de yoduro de sodio
frio. El TGF-p yodinado fue separado del yodo libre mediante una cromatografia de
exclusién con Sephadex G-50 (Loépez Casillas et al., 1993; Hunter, 1970).

Marcado por afinidad e inmunoprecipitacién

Para los ensayos de entrecruzamiento fueron plaqueados mioblastos C,Cy; a una
densidad de 8,000 células/cm? en placas de 10 cm? en medio de crecimiento; dos dias
después, cuando habian alcanzado una confluencia de ~70%, se marcaron por afinidad
los mioblastos del dia 0 de diferenciacion con '*I-TGF-B2 100 pM y se indujo la
diferenciacion de las células de los cultivos de los dias 2, 4 y 6 de diferenciacién, mismas
que en los referidos dias se marcaron por afinidad. Las células se incuban en 2 mL del
amortiguador KRH 1X (Krebs-Ringer-Hepes; KRH 10X: NaCl 128 mM, KCI 5 mM, MgSO,
5 mM, CaCl, 1.3 mM y Hepes 50 mM) con BSA al 0.5% a 37 °C por 30 minutos en una
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plataforma rotatoria. Luego se incuban en 1 mL de KRH 1X con '®I-TGF-$2 100 pM y
BSA al 0.5% a 4 °C por 3 horas en la plataforma rotatoria. Al terminar las incubaciones,
las células se enjuagan para quitar el '**|I-TGF-B2 libre y la BSA. Se agrega la solucién de
entrecruzamiento (6 pL de DSS a 1 mg/mL) por 15 minutos a 4 °C en la plataforma
rotatoria y se detiene la reacciéon mediante lavados con el amortiguador STE. Las
proteinas membranales fueron solubilizadas con el amortiguador Tris-Triton-EDTA en
presencia de un coctel de inhibidores de proteasas por 30 minutos a 4 °C en la plataforma
rotatoria. Los lisados celulares fueron centrifugados y los sobrenadantes transferidos a
tubos eppendorf para ser inmunoprecipitados o analizados directamente en geles de
acrilamida. El anticuerpo policlonal que se utilizé para inmunoprecipitar al betaglicano fue
el denominado 822.

Cuantificacion de proteinas totales

Se utilizé el método para cuantificar proteinas con acido bicinconinico descrito por Smith
et al. en 1985. La sal sédica del acido bicinconinico es un compuesto hidrosoluble capaz
de formar un complejo purpura intenso con el ion cuproso (Cu'*), mismo que se forma al
hacer reaccionar proteinas con Cu®* en un ambiente alcalino (reaccién de Biuret). 10 a 20
uL de extractos celulares fueron llevados a 150 plL con mas amortiguador con Tritén X-
100 (ver seccion “Deteccion de la actividad de la cinasa de creatina”) y alicuotados en
pozos de 0.32 cm?; luego fueron mezclados con 150 pL del reactivo de trabajo (Smith et
al., 1985). Después de mezclar agitando suavemente durante 30 segundos, la placa
multipozos fue incubada por 2 horas a 37 °C. Se cuantificé la absorbancia a 562 nm de A
de cada pozo en un lector de ELISA 960 Metertech y asi se determiné la concentracién de
proteinas totales sobre la base de una curva estandar elaborada con albimina de suero
bovino en un rango de 0 a 30 pg/mL.

Degradacion de los glicosaminoglicanos del betaglicano

Para degradar las cadenas de sulfatos de heparano y de condroitina del betaglicano, 95
pL de extractos de células C,C;, en Tritén X-100 (ver seccion “Deteccion de la actividad
de la cinasa de creatina”) fueron incubados con 5 mU de heparitinasa (Seikagaku)
previamente liofilizada con todo y su amortiguador (Tris HCl 100 mM pH 7.5 y NaCl 50
mM), condroitinasa ABC (Sigma) a una concentracion final de 100 mU/mL y 5 pL de CaCl,
20 mM. La digestion se dejé transcurrir por espacio de 12 horas a 37 °C.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Alicuotas de los extractos celulares (marcados por afinidad o digeridos) se mezclaron con
el amortiguador de carga (Tris HCl 125 mM pH 6.8, SDS al 6%, glicerol al 20%, B-
mercaptoetanol al 10% y azul de bromofenol al 0.07%), se hirvieron por 5 minutos y se
fraccionaron electroforéticamente en un geles de poliacrilamida preparados en vidrios de
20 cm x 14 cm x 1.5 mm al 3% (gel concentrador) y de gradiente 4-12% (gel separador)
usando como amortiguador de corrida Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0.1%,
aplicandoseles voltajes constantes de 50 V (concentrador) y 150 V (separador).

Transferencia de proteinas desde geles de acrilamida a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas fueron transferidas a una membrana Immobilon (Millipore) luego de ser
electroforadas en geles de acrilamida: la membrana y el gel, yuxtapuestos, se colocaron
entre cuatro pedazos de papel Whatman 3MM, una esponja y un soporte plastico
perforado a cada lado; el ensamble se colocd en una camara de transferencia con la
membrana viendo hacia el polo positivo. Para geles de 20 cm x 14 cm x 1.5 mm la
electrotransferencia se llevé a cabo por 2 horas a 70 V en Tris HCI 25 mM pH 8.4 y glicina
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192 mM. Como control de transferencia, las proteinas en la membrana se tifiieron con
una solucién de Rojo Ponceau-S al 0.1% en acido acético al 5%.

Western blot

Los sitios de union inespecifica en la membrana de nitrocelulosa ya con las proteinas
transferidas fueron bloqueados al incubarla 1 hora a temperatura ambiente en Tris-Blotto-
Tween (Tris HCI 20 mM pH 7.4, NaCl 100 mM, leche descremada al 5% y Tween-20 al
1%). Luego se adicioné el suero C6-3 de conejo a-dominio E del betaglicano (codificado
por la construccién A10) (1/2000) diluido en Tris-Blotto-Tween y luego de una hora, la
membrana se enjuagd 3 veces por 10 minutos cada vez en el mismo amortiguador y se
incubé por una hora a temperatura ambiente con el segundo anticuerpo (a-IgG de conejo
conjugado a peroxidasa de rabano picante 1/10,000) diludo en Tris-Blotto-Tween.
Después de 6 lavados similares a los del primer anticuerpo, el betaglicano se visualizé
mediante ECL (enhanced chemiluminescence) (Pierce).

Deteccion de la actividad de la cinasa de creatina

Mioblastos y miotubos dejados diferenciar por 2, 4 6 6 dias en placas de 21 cm? fueron
lavados 3 veces por 5 minutos cada vez con PBS (phosphate-buffered saline) 1X, CaCl,
0.1 mM y MgCl, 1 mM y lisados mediante incubacién con 400 uL de Tritén X-100 al 0.5%,
Tris HCI 50 mM pH 7.4 y NaCl 150 mM por 10 min sobre hielo. El lisado se restregé con
un raspador, se homogeneizé mediante 20 pasajes por una jeringa de 1 mL (con aguja de
calibre 25) y se clarific6 mediante centrifugacion a 11,000 rpm a 4 °C por 10 minutos. Se
utilizé una alicuota de 10 a 100 pL para determinar la actividad de la enzima fosfocinasa
de creatina con el kit CK-NAC (Valtek) que cuantifica indirectamente la actividad de esta
enzima al detectar la cinética de formacién de NADPH en la reaccion de fosfocreatina a
gluconato-6-fosfato, cuyo primer paso esta catalizado por la enzima. Dicha alicuota se
mezclé con 750 ulL del amortiguador de ensayo del kit y se medio la absorbancia de la
mezcla a 340 nm de A en un espectrofotémetro UV-1601PC de Shimadzu, con un tiempo
de preincubacion de 2 minutos y una cinética de aparicion de NADPH de 4 minutos,
determinando la absorbancia a intervalos de 1 minuto. La actividad se expresé en Ul/mL
segun la siguiente férmula: Ul/mL = Pendiente (densidad éptica / minuto) - (Vr / 6.22Vm),
donde Vr = volumen total de la reaccién; Vm = volumen de la muestra; y 6.22 = coeficiente
de extincion molar del NADPH a 340 nm de A. El ADN en los extractos celulares se
cuantificdé con bis-benzimida o reactivo de Hoechst 33258; este reactivo cambia su
espectro de emision de fluorescencia al formar un complejo con el ADN (Labarca y
Paigen, 1980). Alicuotas de 20 a 50 uL de extractos totales fueron mezcladas con 2 mL
del amortiguador de ensayo (NaCl 2 M, EDTA 10 mM, bis-benzimida 0.1 pg/mL y PBS 1X)
y se midi6 la emision de fluorescencia a 458 nm de A a una excitacion de 365 nm de A en
un fluorimetro DyNA Quant200 de Hoefer.

Extraccién de ARN total

Los mioblastos C,C;, fueron plaqueados en medio de crecimiento a una densidad de
6,000 células/cm? y dos dias después fue inducida su diferenciacién a miotubos. El ARN
fue extraido de células dejadas diferenciar 0, 2, 4 y 6 dias. Se utiliza la solucién de Trizol
para extraerlo siguiendo el protocolo que proporciona Gibco. Se adiciona a los cultivos 1
mL (placas de 21 cm?) 6 2 mL (de 55 cm?) de Trizol, se obtiene un extracto restregando la
superficie de la placa con un raspador de células y luego éste se homogeneiza con la
micropipeta P-1000 (los extractos que no vayan a ser procesados de inmediato se
guardan a -80 °C; cuando vayan a serlo, se descongelan en un bafio de agua al tiempo
durante unos 10 minutos). Se agregan 200 pL de cloroformo por cada mililitro de extracto,
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se agita por inversion 15 segundos y se incuba a 4 °C durante 10 minutos. Después de
centrifugar a 11,500 rpm por 10 minutos a 4 °C en microcentrifuga, se transfieren 400-500
pL de la fase acuosa (la superior) a un nuevo tubo estéril, se adiciona un volumen de
isopropanol y se incuba a =20 °C por 2 horas. Se centrifuga en las mismas condiciones,
s6lo que a 9,500 rpm, y se lava el precipitado resultante con 1 mL de etanol al 75% frio
(se invierte el tubo muy suavemente). El precipitado de ARN se seca en el SpeedVac 5
minutos sin calor y luego se redisuelve en un volumen de 20 pL de formamida, se
desnaturaliza incubandolo 10 minutos a 65 °C, se coloca 10 minutos a 4 °C y se cuantifica
una alicuota de 2 pL disuelta en un volumen final de 500 pL de agua tratada con DEPC
midiendo la absorbancia a 260 nm.

Electroforesis de ARN en geles de agarosa y transferencia a membranas de Nytran

10 ug of ARN total de cada punto temporal de miogénesis fueron electroforados en un gel
de agarosa al 1.2% en amortiguador MOPS (&cido morfolinopropanosulfénico 0.04 M pH
7, acetato de sodio 10 mM y EDTA 1 mM) y formaldehido 0.66 M. En un matraz horneado
se agregan el agua y la agarosa; se pone el matraz sobre una balanza que se tara a cero,
se anade agua (100 mL, compensatoria de la que se evaporard), se derrite la agarosa en
el horno de microondas y se evapora agua hasta que el matraz pese cero en la balanza
tarada; inmediatamente se afiade MOPS 10X y luego el formaldehido (en un ambiente
estéril). Se agita suavemente para no formarle burbujas y se vierte en el molde del gel,
equilibrado previamente con una *burbuja” libre de ARNasas por haberla tratado con
RNAseZap. Antes de cargarle las muestras de ARN, el gel se precorre durante una hora
a 70 V en MOPS. EI ARN disuelto en formamida se desnaturaliza como se menciond
arriba, se coloca en hielo después, se toman los 10 pg y se mezclan con 15 pL de
amortiguador de carga (750 pL de formamida desionizada, 150 puL. de MOPS 10X, 240 uL
de formaldehido al 37%, 100 pL de H,O tratada con DEPC, 100 L de glicerol y 80 plL de
una solucion de azul de bromofenol al 10%) y 3 pL de bromuro de etidio 1 mg/mL, todo en
hielo. El ARN se carga en los pozos del gel y se corre a un voltaje constante de 70 V
(geles de ~10 cm de largo) hasta que el frente de azul de bromofenol llegue al final del
gel. Se le toma una fotografia al gel y se enjuaga con H.O tratada con DEPC. EI ARN se
despurina con NaOH 0.05 N (a partir de una soluciéon de NaOH 2 N) y se transfiere asi: el
gel y la membrana de Nytran se sumergen por separado en SSC 10X (NaCl 1.5 M, citrato
de sodio 0.15 M pH 7) durante 20 minutos con agitacién suave (la membrana primero se
hidrata con H,O). Se arma un dispositivo de transferencia con SSC 10X; el gel se coloca
sobre un trozo de papel Whatman 3MM, encima del gel se coloca una membrana de
Nytran de Schleicher & Schuell y arriba de ella otro pedazo de papel filtro (ambos de la
misma superficie del gel) y hasta arriba pliegos de papel absorbente. La transferencia por
capilaridad se deja transcurrir 12 horas, luego de las cuales la membrana se remoja en
SSC 6X § minutos y se deja secar bien. Luego, el ARN se fija a la membrana con luz
ultravioleta haciendo uso de un entrecruzador Stratagene.

Northern blot

Como sonda se utilizaron 100 ng del ADNc entero del betaglicano murino, previamente
liberado del plasmido ClI-2 con EcoRI, purificado a través de un gel y marcado con 50 pCi
de [0-*P]-dCTP (~3000 Ci/mmol de NEN) durante 20 minutos mediante un kit de marcaje
con oligos hexameéricos de secuencia aleatoria de Boehringer Mannheim. La membrana
se prehibrida en cilindros de hibridacion HybAid durante 20 minutos a 65 °C con el
amortiguador de hibridacién Rapid-hyb con 0.1 mg/mL de ADN de esperma de salmén
previamente desnaturalizado. Luego se agrega la sonda radiactiva (desnaturalizada 10
minutos a 100 °C y enfriada en hielo) y se deja hibridar 1 hora a 65 °C. La membrana se
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lava una vez con SSC 2X y SDS al 0.1% durante 30 minutos y dos veces con SSC 0.1X y
SDS al 0.1% por 15 minutos cada vez a 65 °C. La imagen se obtuvo mediante
autoradiografia en una pelicula de rayos X de Kodak dejada a -80 °C.

Inmunofluorescencia indirecta

Se cultivaron células C,C4, en cubreobjetos de vidrio. Antes de procesar las células, se
les aspir6 el medio y se enjuagaron tres veces con PBS y dos veces con TSB (Tris HCI 50
mM pH 7.7, NaCl 0.1 M, BSA al 2%), siendo de 15 minutos cada enjuague. Para tincion
de antigenos de la superficie celular, las células vivas fueron incubadas con el suero
hiperinmune C86-3 (i.e., correspondiente a la tercera extraccion sanguinea del animal 6)
obtenido de conejos inmunizados con la proteina codificada por la construccion A10
(dominio E) del betaglicano de rata (1/200) o con el anticuerpo de conejo a-perlecano
murino (1/1000) diluidos en TSB por 1 h en hielo. Después de retirar esta solucion y
enjuagar 2 veces con TSB y 3 con PBS, las células fueron fijadas con paraformaldehido al
3% en PBS por media hora a temperatura ambiente; después se retiré el fijador y se
enjuago las celulas 3 veces con PBS y 3 con TSB. Luego las células fueron
permeabilizadas con Triton X-100 al 0.05% e incubadas con un anticuerpo murino o-
miosina monoclonal (1/100) (Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa).
Posteriormente, se retir6 el anticuerpo no unido enjuagando las células con Blotto (leche
descremada al 5% en PBS) y se afiadié un anticuerpo IgG secundario de cabra a-Fc de
conejo acoplado a FITC (1/100) y otro IgG a-ratén acoplado a TRITC (1/100) (Pierce)
diluidos en Blotto. Después de 45 minutos de incubacién a temperatura ambiente, los
cubreobjetos fueron enjuagados y vistos en un microscopio vertical Diaphot de Nikon de
epifluorescencia.

Clonacién del promotor

Sondas del ADNc del betaglicano murino para hibridacion de colonias.
- del tercio 5: EcoRI-Xhol, bases: 2 a 1,013 (1,012 pb)
- del tercio medial: Xhol-Xbal, bases: 1,014 a 2,421 (1,408 pb)
- del tercio 3": Xbal-Xbal, bases: 2,422 a 3,948 (1,527 pb)

San

Xbal

Tercio medial

Xbal EcoRlI

Tercio 3'

Clonacién de fragmentos de 190 y 808 pb.

El fragmento de 190 pb Sall-Pvull se inserté en el vector pBS-KSII(+) en los extremos
dejados por Sall y EcoRV (Pvull y EcoRV generan extremos compatibles entre si). El
fragmento de 808 pb Pvull-Xhol se inserté en el mismo vector en los mismos extremos
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(Xhol y Sall también generan extremos compatibles entre si). Se verificé la identidad de
los insertos mediante su secuenciacién con los oligos T3 (17 bases: 5'- att aac cct cac taa
ag -3"; Tm: 46 °C) y T7 (22 bases: 5'- gta ata cga ctc act ata ggg ¢ -3'; T: 64 °C), en
sendos flancos del polylinker del vector.

Preparacion de membranas para hibridacién de colonias

De una membrana de nailon se recortan circulos que quepan en cajas petri
convencionales (la circunferencia de las membranas debe quedar circunscrita al area
plana de la cama de LB-agar de estas cajas —en su perimetro se curvea dicha cama-), se
les traza con un plumén de tinta indeleble una cuadricula de 100 cuadritos (valgase la
redundancia), se numeran los cuadritos y se esterilizan las membranas. Luego, se vierten
10 mL de LB solo en una caja petri estéril y en este medio se sumerge una membrana a la
vez con pinzas esterilizadas al fuego. Se transfiere esta membrana a una caja petri con
LB-antibiético-agar y se retiran las burbujas que le hayan quedado por debajo a la
membrana. Con un palillo estéril de madera se toma una colonia de bacterias y se
“parcha” (traza) en forma de diagonal en un cuadrito de la membrana y paralelamente en
la superficie de LB sélido de una caja petri gemela que por debajo tenga la plantilla de la
cuadricula, la cual se sujeta con cinta adhesiva para que no se mueva. Se repite la
operacion con todas las colonias y después se incuban a 37 °C. Se deja que las colonias
adquieran la forma de costras pequefias y luego se refrigeran a 4 °C. La membrana de
nailon se procesa como se describe en Berent ef al., 1985.

Midipreps de BACs con kit de Clontech

Se hace un precultivo de las bacterias DH10B::BACs en 2 mL de LB con cloranfenicol a
15 pg/mL durante 8 horas. Luego se hace el cultivo preparativo en 50 mL del mismo
medio en matraces de 1 L durante 16 horas, diluyendo 1/500 el precultivo. Se centrifugan
las bacterias en frascos de 250 mL a 6,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C en el rotor JA-
10 de Beckman. Se resuspende la pastilla en 8 mL del amortiguador S1 frio pipeteando
arriba y abajo, tratando de no hacer burbujas. El volumen resultante se transfiere a un
tubo de polipropileno de 30 mL. Se afaden 8 mL del amortiguador S2 y se mezcla por
inversion 8 veces. Se incuba a temperatura ambiente por 3 minutos y hasta un maximo
de 5 (no mezclar en el vortex). Se afiaden 8 mL del amortiguador S3 frio. Se mezcla por
inversién 8 veces y se incuba en hielo 5 minutos. Se coloca un filtro predoblado del kit en
un embudo, se humedece en su totalidad con 2 mL de H;O ultrapura, se le vierte la
suspension para su filtracion y el liquido filtrado se recupera en un tubo de polipropileno
de 30 mL. Se distribuyen 1.5 mL de H,O ultrapura en el filtro y se cambia el punto de
goteo para drenar lo mas posible de liquido. Se equilibra una columna AX100 con 2 mL
de amortiguador N2. Tirar el flujo. Verter el liquido donde vienen los BACs a la columna.
Si este liquido se ve con material particulado, se puede centrifugar a 13,000 rpm durante
15 minutos a 4 °C en el rotor SS-34 de Sorvall. El cartucho se lava 3 veces con 4 mL del
amortiguador N3. EIl ADN se eluye del cartucho con 2 X 2 mL del amortiguador N5
precalentado a 45 °C. El eluato se reparte asi: 1 mL en cada uno de 4 microtubos de 2
mL de capacidad. Afadir a cada microtubo 2 pL de glucégeno 20 pg/uL y 0.7 mL de
isopropanol a temperatura ambiente para precipitar el ADN. Invertir los tubos varias
veces para mezclar, centrifugar 20 minutos a 14,000 rpm a temperatura ambiente en
microcentrifuga. Lavar las pastillas 2 veces con etanol al 70% a temperatura ambiente (1
mL cada vez). Dar un golpe de microcentrifuga, retirar el EtOH residual y dejar secar la
pastilla al aire durante 10 minutos. Disolver las pastillas de una misma preparacion en un
volumen total de 100 pL de Tris HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 0.1 mM. Nota: el ADN no se
disuelve bien en amortiguadores acidos. Se digirieron 10 pL de la midiprep con 15
unidades de endonucleasa de restriccion en un volumen final de 20 pl; las muestras
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digeridas se concentraron mediante evaporacién a un volumen de ~5 pulL para luego ser
fraccionadas electroforéticamente en un gel de agarosa al 1.2%. A veces, hubo que teiiir
el ADN luego de haberlo electroforado en el gel con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio.
Luego, se despuriné el ADN y se transfirié a una membrana de nailon.

Southern blots

Las hibridaciones de colonias y las tipo southern se llevaron a cabo en esencia como se
describe en Berent et al., 1985. Las hibridaciones fueron realizadas en cilindros de vidrio
en un horno Hybaid. Las temperaturas de hibridacion fueron de 42 °C para la sonda de
190 pb, de 55 °C para el oligo PL4 y de 61.2 °C para el oligo Pe18. Se utilizaron 15 mL de
solucion de hibridacion, se hibrid6é durante 16 horas, se lavé 4X con 200 mL de la solucion
NET 6X y SDS al 0.5% precalentada a 50 °C (se deben agregar las soluciones
concentradas de NET y de SDS a H,0 de esta temperatura, dado que conforme esta
dilucién se enfria, se van precipitando sus componentes). La sonda fue llevada a un
volumen de 100 puL, desnaturalizada a 94 °C 1 minuto, enfriada en hielo, centrifugada y
afiadida después de la prehibridacién. Para remover una sonda de una membrana y
rehibridar, la sonda debe ser retirada tan pronto como sea posible de la membrana y ésta
nunca se debe dejar secar. La membrana se debe lavar 2 veces por 20 minutos cada vez
en un volumen grande (500 mL) de SSC 0.1X, SDS al 0.5% a 95 °C. Alternativamente, y
solo para hibridaciones de ADN, se coloca la membrana con el ADN viendo hacia arriba
sobre papel filtro empapado de NaOH 0.4 N 5 minutos. Se enjuaga con SSC 2X y se
repite la operacion.

Preparaciéon del marcador de peso molecular A — Hindlll radiactivo

Se digiere 1 pg del ADN del bacteriéfago A con Hindlll, se desfosforila en 100 pL con 1
unidad de la fosfatasa intestinal de becerro (CIP), se limpia con fenol y cloroformo, se
redisuelve en 5 uL, se fosforila con [y-**P-ATP y 10 unidades de la cinasa de
polinucleétidos y se purifica en una columna de Sephadex G50. En el gel, se cargan 250
ng por carril.

Ligacion de fragmentos Hindlll—Hindlll en el vector pBR322pl

Se digieron 20 pL (~3.7 pg) de la midiprep de BACp7.10 con 30 U de Hindlll en un
volumen de 50 pL. Luego, los fragmentos resultantes de la digestion fueron precipitados
con 60 pg de glucégeno, 5.6 plL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 111.2 uL de etanol
absoluto. Se incubé a -20 °C 20 minutos, se lavé 2X con 1 mL de etanol al 70% a
temperatura ambiente y se centrifugé cada vez 5 minutos. La pastilla se disolvié en 21 plL
de H,O pH 8 y se analizaron en un gel de agarosa 3 uL para ver el rendimiento de la
recuperacion. El vector pBR322pl (~3 ug) (nota: para hacer maxipreps de este vector, se
debe seguir el protocolo para plasmidos de bajo nimero de copias del kit de Qiagen) se
digiri6 con Hindlll, se desfosforilé en un volumen de 100 puL con 1 U de CIP, se limpi6é
meticulosamente con fenol y cloroformo para retirar la CIP, se corri6 en un gel para
rescatar sélo la poblacién de plasmidos digeridos y descartar la de los no digeridos y se
redisolvié en 15 plL de H,O pH 8. Antes de mezclar todos los componentes de la ligacion,
se calentaron sélo el inserto y el vector juntos 1 minuto a 37 °C para despegar los
extremos cohesivos adheridos y luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente (este
paso, si se hace sin NaCl, ocasiona la desnaturalizaciéon del ADN, asi que no se hace por
mas tiempo ni a mas temperatura). Se incubaron las siguientes reacciones de ligacion a
16 °C toda la noche (las unidades son pl):
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Reaccion 1 Reaccion 2 Reaccion 3

(control
negativo)
BACp7.10-Hindlll 0 3 6.8
pBR322pl-HindllI-CIP 3 3 3
Amortiguador 10X de ligasa T4 1.2 1.2 1
Ligasa T4 1 1 1
O 6.8 38 0
Total 12 12 12
Secuenciacién

Los plasmidos en que estan contenidos diferentes segmentos del promotor del
betaglicano fueron secuenciados en un secuenciador Abi Prism de la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular.

Ensamble de la secuencia del inserto de ~6,692 pb de la clona B70
Para ensamblar la secuencia completa del promotor, del primer exén y parte de la del
primer intrén (en este orden) de la clona B70 Hindlll—Hindlll, se integraron manualmente
las secuencias que se muestran en la tabla IV y que se ilustran en la figura PE1. A esta
secuencia se le denominé Contig 6.5. La clona B70, a menos que se especifique lo
contrario, hace referencia a la que tiene como vector a pBlueScript.

secuenmas separadas entre si por ~240 nucleﬂtldos no secuenclados del pnmer |ntrén
°: secuencias separadas entre si por ~480 nucleétidos no secuenciados del primer intrén

109



1986:Sacl—Sacl Bgp1

1115:Hindlll—Apal Bops iPats Bop4 1D5:EcoR|—Hindlll
1 i £ : I
724:BamHi—BamH 73: 118Apal—Sedl , - 755BamH—Bami, 223 X008 )
31 1 Fj Hela H ¥
i 842:BamHI—BamHI | & i 3335.Sac—Hindill
T3k : = i 77 - :
i : 4405:Xbal—Xba 1869: Psit—Hindiil
| s2e6:Mindili—kpnl | § | i 3395:BanHi—Hindll
i P00 F 2,000 : 4,000 5,000 6000 | isee2
EcoRl 4 : : — - : ——— Apal
Pen T e I I E"’”‘
BamH : | T3
Xbal 4 | Sacl | ~Apal = Smal = Smal | “Apal Xbal - “Psfl EcoR|
;f‘; BamHl "EcoRl "EcoRl  Sacl Noti Sal Psit BstXl| Hindill

174 " Hindil Sact | Psii BamHl
Nofl Smal Kpnl
BamH|

Figura PE1. Mapa del plasmido B70 —en el vector pBSII-KS(+)-, cuya secuencia ensamblada
se denominé Contig 6.5. Las secuencias de los segmentos de restriccion y oligos que se
muestran por encima de la secuencia completa de B70 se ensamblaron entre si para obtener ésta.
En la barra que esta arriba de la secuencia completa, las rayas verticales representan regiones
secuenciadas, mientras que las dos porciones coloreadas representan regiones que no lo estan.
El segmento BamHI—BamHI| de 724 pb comprende 30 pb del sitio de multiclonacion, de modo que
de promotor contiene 694 pb. Analogamente, el segmento Xbal—Xbal de 4405 pb comprende de
promotor 4363 pb. Del fragmento Sacl—Sacl de 1986 pb, es la clona #4 la que tiene dicha
orientacién; del fragmento 724:BamHI—BamHI, la clona #5; los fragmentos 1118:Apal-Sacl,
1842:BamHI—BamH| (clona #2) y 755:BamHI—BamHI| quedaron insertados en orientacion T3 —
T7 —con respecto al sentido del promotor— en pBSII-KS(+). Nombres alternos: 4405:Xbal—Xbal:
banda 2 de Xbal; 3266:Hindlll—Kpnl: banda 1 de Kpnl; 3335:Sacl—Hindlll: clona L; 724:BamHI—
BamHI y 755:BamHl—BamHI: banda 3 de BamHI (estas dos bandas migran en un gel de agarosa
al 1% como una sola); 1115:Hindlll—Apal: banda 1 de Apal.

Bgp1: Bases 452-469 (desde el sitio Hindlll del intrén), o bien, bases ~6223-6241 en

contrasentido del promotor, §'- caa atg ctg agt caa acc ¢ -3' (19 nt, T, 56.63 °C)

Bgp4: Bases 3328-3347 en contrasentido del promotor, 5'- tcc cta aaa tta ccc get ac -3

(20 nt, T,,: 56 °C)

?gpS: Bases 1515-1534 en sentido del promotor, 5'- taa gag acc ctg acc aca cc -3’ (20 nt,
i 009G

Pe18: Bases 88-105 en contrasentido del ADNc, 5'- cga ggt ggg gga gta gec -3' (18 nt, Ty

66.2 °C), la primera citosina de su extremo 5’ se localiza a 127 pb corriente arriba de la

adenina del codén de inicio.

La secuencia del fragmento Hindlll-Hindlll de 6550 pb esta parcialimente armada en el

Contig 6.5. Desde el sitio Hindlll del extremo 5 del promotor hasta la ultima G de

CACACCGCTTGCGAG, donde termina el primer exén, hay: 2392 pb. EIl primer exén

tiene presuntamente (segun el alineamiento con el promotor del betaglicano de rata y con

el ADNc del betaglicano de ratén) 251 pb.

Construcciones promotor del BG - luciferasa

Se obtuvieron mediante digestion del plasmido B70(4250:HindIll—Kpnl) los fragmentos
Hindlll—Notl (HN) de 2301 pb, BamHI—Notl (BN) de 1607 pb y EcoRI—Notl (EN) de 857
pb. Como estos tres fragmentos tienen extremos 5' protuberantes en ambos lados, las
hebras sencillas se rellenaron con dNTPs bajo la accién del fragmento Klenow de la ADN
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polimerasa |. Estos segmentos con extremos ahora rasos se insertaron en el vector
pGL3-Basic de Promega (ilustrado en la ultima parte de los “procedimientos
experimentales”) previamente linearizado con Smal (que también genera extremos rasos).
Se confirmé el tamafo de los insertos mediante digestion con Kpnl + Hindlll, se definid
cuales tenian la orientacion 5'—3' (i.e., la correcta) con Kpnl + Smal (HN: bandas de 1781
y 5337 pb; BN: bandas de 1087 y 5337 pb; EN: bandas de 337 y 5337 pb), y se verificé |a
identidad de los mismos mediante secuenciacion con los oligos RV3 (corriente arriba del
sitio Kpnl; 20 bases: 5'- cta gca aaa tag get gtc cc -3'; T 52 °C) y GL2 (corriente abajo
del sitio Hindlll; 23 bases: 5'- ctt tat gtt ttt ggc gtc ttc ca -3'; Tm: 52 °C). Asi, se generaron
las construcciones HN-16 (clona 16 Hindlll—Notl), BN-4 (clona 4 BamHI—Notl) y EN-2
(clona 2 EcoRI—Notl).

Relleno de extremos 5’ protuberantes con Klenow para dejarlos rasos
Al ADN digerido se le adiciona dATP, dCTP, dGTP y dTTP a concentracion final de 200
uM cada uno y 2 U de la polimerasa Klenow en el amortiguador B 1X de Boehringer en un
volumen de 50 pL. La reaccion se incuba a 37 °C durante 30 minutos.

Métodos generales de biologia molecular

Transformacion

Bacterias competentes Escherichia coli DH5« (GIBCO BRL) fueron las que se emplearon
para ser transformadas con la mayoria de los plasmidos descritos en el presente trabajo
para recuperar y obtener éstos en cantidades dtiles. El procedimiento de la
transformacion es el siguiente: se saca un microtubo de bacterias DH5« del congelador
de -70 °C, se dejan derretir en hielo, se agitan suavemente, se pone en otro microtubo
una alicuota de ellas de 50 ul y se le adiciona un volumen de 5 pL de plasmidos (e.g., de
una reaccion de ligacién). Las bacterias se incuban en hielo media hora y se someten
luego a un choque térmico de 42 °C durante 2 minutos. Se transfieren a hielo, se dejan
reposar 2 minutos y se les afiade 1 mL de medio de cultivo SOC a temperatura ambiente.
El microtubo con las bacterias se coloca acostado en una incubadora con agitacién a 250
rpm a 37 °C durante 1 hora. Luego, se centrifuga el tubo con las bacterias 5 segundos, se
quita el sobrenadante con una pipeta P-1000, se afiaden 500 pL de medio nuevo, se
resuspenden las células y se plaquean 100 pL en una caja petri con LB sélido y 400 uL en
otra (si se sospecha que habra muchas bacterias transformantes y se quiere que sus
colonias estén aisladas unas de otras). Este LB sdlido contiene 200 pg/mL de ampicilina
y si se requiere —para discriminacién de colonias blancas y azules—, se le afiade X-Gal e
IPTG antes de echarle las bacterias. Después de plaquear las bacterias, se dejan
incubando a 37 °C toda la noche.

Minipreps de plasmidos convencionales

Se toma una colonia aislada y se inocula en 2 mL de LB o TB liquido con 150 pg/mL de
ampicilina en un tubo de 50 mL. Se deja crecer durante 8-12 horas a 37 °C con agitacién
de 250 rpm. Se toman 1.5 mL del cultivo bacteriano y se transfieren a un tubo eppendorf
de 1.5 mL; se centrifugan las bacterias a 3,500 rpm durante 3 minutos a temperatura
ambiente. Se aspira el sobrenadante y el paquete celular se resuspende en 200 uL de
Sol I con 0.1 mg/mL de ARNasa A (2 uL de la solucién a 10 pg/pL), se agita bien en el
vértex. A la mezcla se le afiaden 200 plL de Sol Il y se invierte el tubo varias veces. Se
afiaden ahora 200 uL de Sol Il y de nuevo se mezcla por inversion. Centrifugar a 14,000
rpm 5 minutos. (Opcional: Recuperar 0.5 mL de sobrenadante, afiadir 200 uL de fenol

111



(equilibrado a pH 8.0 y tefiido con hidroxiquinolina) y mezclar en el vértex; afadir 200 pL
de cloroformo, mezclar en el vortex, centrifugar a 14,000 rpm 3 minutos, recuperar 400 uL
y precipitar con un volumen igual de isopropanol). Transferir 0.5 mL de sobrenadante a
un tubo eppendorf nuevo y precipitar el ADN con un volumen igual de isopropanol.
Centrifugar de nuevo a 14,000 rpm 10 minutos. Lavar la pastilla de ADN (casi no se ve y
se queda embarrada en la pared interna del tubo) una vez con 1 mL de etanol al 70%.
Secar la pastilla en el SpeedVac aproximadamente 3 minutos y disolverla en 30 uL de
H.O pH ~8.0. Usar 5 uL de la miniprep para analizar por restriccion. Sol I: Tris 50 mM pH
7.5, EDTA 10 mM. Sol Il: NaOH 0.2 M, SDS al 1%. Sol lll: Acetato de potasio 1.32 M pH
5.2 (llevar a este pH con acido acético). H,O pH ~8.0: Tris 100 pM pH 8.0.

Desfosforilaciones

La reaccion de desfosforilacion se lleva a cabo con 1 U de la fosfatasa intestinal de
becerro, CIP (no poner mas de esta enzima, dado que de poner, por ejemplo, 2 U, se
forma una nata muy grande de ella dificil de sortear al extraer con fenol y cloroformo), en
un volumen de 100 pL durante 1 hora. (En caso de vectores digeridos con EcoRI, esta
endonucleasa debe ser desactivada previamente a la desfosforilaciéon, dado que en el
amortiguador de la fosfatasa alcalina puede presentar actividad de estrella).

Extraccion de ADN con fenol y cloroformo

A los 100 pL de ADN (e.g., de la reaccion de desfosforilacién) se le afiaden 100 pL de
fenol-cloroformo 1:1 y se mezcla en el vortex. Se centrifuga a 14,000 rpm 3 minutos. Se
recuperan 80 pL de fase acuosa. Se afiaden 80 puL de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) pH 8
a la fase organica. Se mezcla y se centrifuga. Se recuperan 80 pL de fase acuosa. Se
anaden 160 pL de fenol:cloroformo a la fase acuosa. Se recuperan 140 plL de ella. Se
afiaden 140 pL de TE pH 8 a la fase organica. Se recuperan 140 ul de fase acuosa. Se
anaden 280 pL de cloroformo a la fase acuosa. Se recuperan 260 plL de fase acuosa. Se
anaden 260 pL de TE pH 8 a la fase organica. Se recuperan 260 plL de fase acuosa. En
total se tienen 520 uL de TE con el ADN, los cuales se colocan en un tubo de 2 mL. A
éste se le afiaden 1 pL de glucdgeno 20 pg/ul, 52 pl de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y
1144 L de etanol absoluto (volumen total de 1717 ulL). Se deja precipitando a -20 °C 1
hora, se centrifuga a 4 °C 10 minutos, se lava 2X con 1 mL de etanol al 70% y se
residuelve en 30 pL de Tris 100 uM pH 8. Luego, si se trata de un vector de clonacién, el
ADN desfosforilado y limpio se corre en un gel de agarosa y se recupera su banda, con la
finalidad de no acarrear vectores no digeridos. Nota: el fenol debe estar equilibrado a un

pH de 8.0 y haber sido tefiido con hidroxiquinolina al 0.1%; el ADN se va hacia la fase
organica si el pH es bajo.

Recuperacion de bandas de ADN electroforadas en geles de agarosa

Se utilizé el kit QIAEx Il Gel extraction de Qiagen para este propésito. No se deben
utilizar tubos eppendorf de 2 sino de 1.5 mL para recuperar eficientemente el eluato con el
ADN (en tubos de 2 mL, la resina no queda bien separada espacialmente del eluato).

Marcaje radiactivo de sondas de ADN
a. ADN de cadena doble: Se usé un kit de marcaje de ADN con oligos hexaméricos
de secuencia aleatoria (Boehringer Mannheim) y [a-*?P]-dCTP, generaimente 10
pCi (~3000 Ci/mmol) para marcar 100 ng de ADN bicatenario. El isétopo no

incorporado se removié con columnas de Sephadex Gel-Spin SS*® (Worthington
Biochemical Corporation).
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b. Oligos: Se marcaron generalmente 100 ng de oligos con 10 uCi de [y-**P}-dCTP
(~3000 Ci/mmol) y 10 unidades de la cinasa de polinucleétidos (PNK, sin actividad
de fosfatasa de 3' de Boehringer Mannheim) en un volumen de 20 plL. La reaccion
se incuba a 37 °C 1 hora. El isétopo no incorporado se removié con columnas de
Sephadex Gel-Spin SS* (Worthington Biochemical Corporation).

Medicion de la actividad del promotor

Transfeccion con CaPO,

Las células Rat-1 6 L¢E, fueron plaqueadas a una densidad de 20,000 células/cm® en
placas circulares de 100 mm de didmetro y transfectadas un dia después con 5 ug de
ADN siguiendo el protocolo estandar de fosfato de calcio (Ausubel et al., 1996). Otro dia
despueés, las células fueron lisadas para medirles la actividad de luciferasa.

Transfeccion con LipofectAMINA-Plus

Se sembraron células C,C,, a una densidad de 6,000 células/cm® en placas de 6 pozos
(10 cm? de érea c/pozo; a cada uno se le afiaden 2 mL de medio de crecimiento) de la
marca Corning —las de la marca Nunc no sirven para generar miotubos, dado que éstos
no se adhieren bien al sustrato— en medio de crecimiento. En total, se usaron 4 placas de
6 pozos cada una, la mitad de los pozos de una placa para medir el reportero de
betaglicano y la otra para medir el de miogenina, y una placa por dia de diferenciacion
par, hasta el sexto. Dos dias después, las células se lavaron 2 veces con 2 mL de
OptiMEM | y se dejaron en 1 mL de este medio para su transfeccién. Las células de cada
pozo se transfectaron con 5 pg del plasmido pBG-Lux, pMygn-Lux (que contiene un
segmento de 670 pb correspondiente al promotor de la miogenina, bases +55 a -615, y
subclonado en pGL3-B, Riquelme et al., 2001) 6 vector vacio (pGL3-B), y 10 ng del vector
pRL-SV40 (que expresa a la luciferasa de Renilla bajo el control del promotor SV40 y
permite normalizar la eficacia de transfeccién). Cada dueto de plasmidos se mezcl6 con
125 pL de OptiMEM | (por pozo) en un tubo Falcon de 15 mL estéril mediante la formacion
de un remolino en el interior del tubo; la mezcla resultante se transfirié a una jeringa estéril
de la marca Plastipak de 3 mL (una vez que se tomé la mayor cantidad posible de
volumen, se puso la jeringa con la aguja viendo hacia arriba y se succiond aire para
recuperar la mezcla que quedé en la aguja) y se filtré con un filtro de pirinola Schieicher &
Schuell de 0.22 uM de tamafio de poro. Cada solucién filtrada se virtié en tubos estériles
de 15 mL. Luego se afiadieron 4 pL del reactivo Plus a los >125 uL de (OptiMEM | +
ADN) / pozo, la mezcla se agité manualmente sin invertir el tubo y se dejé incubar 15
minutos. Mientras, se preparé la mezcla de LipofectAMINA con OptiMEM [: se mezclaron
6 L de LipofectAMINA con 125 uL de OptiMEM | por pozo a transfectar en un tubo de 15
mL mediante agitacién manual. Después de transcurridos los 15 minutos mencionados
arriba, se mezclaron en tubos de 15 mL el ADN+Plus con la LipofectAMINA (simplemente
se virtié el contenido de un tubo en el otro) y de nuevo se dejé incubar durante 15
minutos. Se afiadié lentamente la mezcla de transfeccién (240 ul) al centro de los pozos
con agitacion manual, circular y suave, y luego se pusieron las células en un ambiente de
CO; al 5%. Transcurridas 5 horas en ese ambiente, se afiadieron 139 ul. de SFBy 7 pL
de EEP para tenerlos en concentraciones finales de 10 y 0.5%, respectivamente, y se
regresaron a un ambiente de CO, al 8%. Después de ~15 horas, las células fueron
lavadas 3X2 mL con una solucién de sales balanceadas de Hanks; el medio de
crecimiento les fue devuelto (2 mL) a las células del dia O de diferenciacion (estas células
se cosechan en realidad al dia 1, pero se pueden considerar como del dia 0 de

113



diferenciacion dado que permanecen en medio de crecimiento y su confluencia es como
del 60-70%), mientras que a las de los dias 2, 4 y 6 se les afiadieron 2 mL (por pozo) de
medio de diferenciaciéon. Un dia después, las células del dia O fueron lisadas, mientras
que dos dias después de haber afadido el medio de diferenciacion se lisaron las del dia
2, a la vez que se afiadié medio nuevo de diferenciacion a las de los dias 4 y 6, pero esta
vez con AraC a una concentracion final de 1 mM, y asi hasta el dia 6. Cabe sefialar que
no se procede a transfectar miotubos porque no se transfectan bien. Para lisar las
células, éstas se deben lavar una vez con 2 mL de PBS a 4 °C. En particular con los
miotubos, se debe tener mucho cuidado de no desprender las células de su sustrato
cuando se les afiade el PBS: éste se debe afiadir por la pared del pozo con una pipeta.
Luego de haber lavado las células con PBS, se les afiaden 200 pL del passive lysis buffer
(PLB) y se dejan agitando 15 minutos en el aparato “sube y baja”, luego de los cuales se
aprecia una masa blanca insoluble de consistencia chiclosa. Todo el lisado, incluyendo el
“chicle”, se pasa a un tubo eppendorf y se almacena a -20 °C hasta su uso.

Tratamiento con hormonas

Los mioblastos C,Ci, se sembraron a una densidad de 6,000 células/cm® en pozos de
placas de 6 de éstos en medio de crecimiento. Dos dias después, se transfectaron como
se describié en el parrafo anterior con los plasmidos pBG-Lux o pMygn-Lux. Un dia
después de haberlos transfectado, los mioblastos de cada pozo se lavaron con 2X2 mL de
HBSS, se tripsinizaron con 200 pL de tripsina 1X, se les afiadieron 3 mL de medio de
crecimiento, se pipetearon varias veces para despegarlos bien de la placa y se colectaron
los que se transfectaron con un mismo plasmido en un tubo Falcon de 50 mL, se
disgregaron unos de otros pasandolos por una jeringa con aguja 3 veces y se
resembraron en placas de 24 pozos con 1 mL de medio de crecimiento en cada pozo (las
células de un pozo de la placa de 6 pozos —a una confluencia como del 95%-, alcanzan
para 6 pozos de la placa de 24 pozos). Al dia siguiente, se aspir6 el mililitro de medio de
crecimiento de los pozos, se lavaron las células con 3X1 mL de HBSS, se adicionaron 300
pul de medio de crecimiento o de diferenciacion, se aplicaron varios tratamientos
hormonales a las células y luego de 24 horas se afiadieron 200 puL de PLB para lisar las
células y medir la actividad de luciferasa. Concentraciones finales de las hormonas: acido
retinoico: 1 uM; TGF-B1, -B2 y -B3: 40 pM (1 ng/mL); bFGF: 3 ng/mL; vehiculo de TGF-f:
BSA en HCI; HGF/SF: 3 ng/mL; BMP-2; 1 nM; butirato: 2 mM.

Cotransfecciones

Los mioblastos C,C;, se sembraron a una densidad de 6,000 células/cm® en placas de 6
pozos en medio de crecimiento. Dos dias después, las células de cada pozo fueron
transfectadas con 4 pg de pBG-Lux o pGL3-Basic; 4 pg de los plasmidos de expresion
dirigida por el promotor MSV pEMSV-MyoD, pEMSV-miogenina o pEMSVa2-scribe (el
vector de los dos insertos anteriores, autoligado después de haberle quitado el inserto de
los sitios EcoRI; éstos tres fueron obsequios del Dr. Stephen Konieczny de la Universidad
de Purdue); y 10 ng del plasmido pRL-SV40. Después de la transfeccion, se procedié a
manipular las células como se describié antes.

Medicién de la actividad de luciferasa de luciérnaga y de Renilla

La actividad de las luciferasas de luciérnaga y de Renilla se midi6é con el Dual-luciferase
reporter assay kit de Promega. Se colocan en un tubo de vidrio 20 pL del lisado celular en
passive lysis buffer (PLB) (en caso de que se requiera diluir la muestra, se debe hacer
también en PLB 1X) y se les afiaden 100 pL de la solucién LARII 0.5X, se mezcla con la
micropipeta 7 veces —teniendo el tubo en posicién vertical, no inclinada— y se mide en el
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luminémetro la intensidad de luz durante 10 segundos. Luego, se afiaden 100 pL del stop
& glow buffer (S&G) a una concentracion 0.5X, se mezcla en el vortex 3 segundos y se
mide de nuevo la intensidad de luz, s6lo que esta vez durante 5 segundos. Tanto el PLB
como el S&G son sensibles a la luz, por lo que su manipulacién debe hacerse en
oscuridad. Para normalizar la actividad de la luciferasa de luciérnaga a la de Renilla se
dividié el valor de la primera entre la segunda. Cada experimento se llevé a cabo una
sola vez con tres réplicas por condicion y en las barras se presenta la desviaciéon estandar
de las mediciones. Nota importante: En una muestra, la medicion de la actividad de
luciferasa debe hacerse cuando alin la totalidad del sustrato presente no ha sido
transformada en producto, sino cuando el sustrato estd apenas en vias hacia esa
conversion total. Dado que el producto generado va aumentando conforme transcurre el
tiempo desde el momento en que se mezclan luciferasa y luciferina, una misma muestra
daria valores gradualmente mayores de actividad en funcién del tiempo que uno tarde en
meter la muestra al luminémetro. Por eso, la actividad de luciferasa debe medirse
inmediatamente después de haber mezclado los componentes de cada reaccién, de modo
que la lectura sea un reflejo bona fide de la cantidad de luciferasa presente en la muestra.

Transduccién con adenovirus

Se utiliz6 el adenovirus Adv-BG —que expresa al betaglicano silvestre de rata— generado
por el LIBB Gerardo Nufiez Gonzélez. Brevemente, la estrategia para la construccion de
este adenovirus fue subclonar un segmento continuo del ADNc de betaglicano de rata que
comprende 186 bases de la region 5'-NT, la region codificante completa y 513 bases de la
region 3'-NT en los sitios Nofi—Hindlll de pAdenoTrack. EIl vector de transferencia
resultante se recombiné con pAdenoEasy1 y el genoma adenoviral recombinante fue
transfectado a células 293, de donde se recuper¢ el virus recombinante (Adv-BG). Los
vectores adenovirales y las cepas celulares para ellos fueron obsequios del Dr. Bert
Vogelstein (Johns Hopkins University Oncology Center); el método empleado se describe
en He et al., 1998. Para transducir mioblastos con el Adv-BG o con el adenovirus vacio,
se plaquearon mioblastos a una densidad de 8,000 células/cm® en botellas de 25 cm’.
Ambos adenovirus expresan ademas la proteina verde fluorescente (GFP). Después de
24 horas, las células se incubaron con 2X10’ unidades formadoras de placas (pfu) de los
genomas adenovirales (100 pfu/célula) en 1.3 mL de DMEM/F-12 con SFB al 2%
descomplementado 30" a 56 °C. Los mioblastos se dejaron transduciendo durante 1.5
horas a 37 °C con CO, al 8% y humedad al 95%, y luego de este tiempo se les agregaron
4 mL de medio de crecimiento a las botellas para finalizar la transduccion. Después de 24
horas, se retir6 el medio de crecimiento y se afiadié nuevo (4 mL). Luego de ser
transducidos con los adenovirus Adv-BG o con el adenovirus vacio como control negativo,
mioblastos cultivados en pozos de 10 cm? de 4rea (8,000 células/cm?) fueron
transfectados con 2 pg de la construccién p3TP-Lux —que contiene parte de la regién
promotora del gen del inhibidor del activador del plasminégeno | (PAI-I) fusionada con el
ADNc de la luciferasa de luciérnaga-y 10 ng de pRL-SV40 por pozo.

Marcas de los reactivos

El HGF/SF y las isoformas TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3 recombinantes fueron obtenidas de
R&D Systems (Minneapolis, Minnesota). Las sales balanceadas de Hanks (HBSS), el
AraC y el acido retinoico todo en trans fueron comprados a Sigma (Saint Louis, Missouri).
El BMP-2 fue un obsequio del Genetic Institute en Cambridge, Massachusetts. El
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proveedor del bFGF humano, del DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), del
DMEM/F-12 (1:1) (Dulbecco’s modified Eagle’s medium: nutrient mixture F-12 (Ham)), del
OptiMEM |, del suero de feto bovino (SFB), del suero de caballo (SC), del extracto de
embrion de pollo filtrado a 60 A (EEP), de la mezcla de antibiéticos y antimicéticos 100X,
del Trizol y de la LipofectAMINA-Plus fue Gibco (Grand Island, NuevaYork). En caso de
contar con OptiMEM | en polvo, se mezclan 6.8 g de éste con 1.2 g de bicarbonato de
sodio (NaHCO;) en ~500 mL de H,O ultrapura, se ajusta el pH a 7.1 y se esteriliza por
filtracién con vacio. Los vectores pGL3-Basic y pRL-SV40 y el Dual-luciferase reporter
assay system fueron comprados a Promega (Madison, Wisconsin).

116



Hindlll 37;5

EcoRV 3730
BamH| 3725 i | Sacl 3740
Sma | 3720 Konl 375

pBR322pl
3766 bp

Plasmid name: pBR322pl

Plasmid size: 3766 bp

Constructed by: Kornelia Polyak

Construction date: 1/97

Comments/References: Generated from pBR322 by replacing EcoRI-Sall fragment
with a ~50bp oligo containing MCS. All sites in MCS are unique.
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Betaglycan is a membrane-anchored proteoglycan co-
receptor that binds transforming growth factor g
(TGF-B) via its core protein and basic fibroblast growth
factor through its glycosaminoglycan chains. In this
study we evaluated the expression of betaglycan during
the C,C,, skeletal muscle differentiation. Betaglycan ex-
pression, as determined by Northern and Western blot,
was up-regulated during the conversion of myoblasts to
myotubes. The mouse betaglycan gene promoter was
cloned, and its sequence showed putative binding sites
for SP1, Smad3, Smad4, muscle regulatory factor ele-
ments such as MyoD and MEF2, and retinoic acid recep-
tor. Transcriptional activity of the mouse betaglycan
promoter reporter was also up-regulated in differenti-
ating C,C,, cells. We found that MyoD, but not myoge-
nin, stimulated this transcriptional activity even in the
presence of high serum. Betaglycan promoter activity
was increased by RA and inhibited by the three isoforms
of TGF-B. On the other hand, basic fibroblast growth
factor, BMP-2, and hepatocyte growth factor/scatter fac-
tor, which are inhibitors of myogenesis, had little effect.
In myotubes, up-regulated betaglycan was also detecta-
ble by TGF-g affinity labeling and immunofluorescence
microscopy studies. The latter indicated that betaglycan
was localized both on the cell surface and in the ECM.
Forced expression of betaglycan in C,C,, myoblasts in-
creases their responsiveness to TGF-£2, suggesting that
it performs a TGF-B presentation function in this cell
lineage. These results indicate that betaglycan expres-
sion is up-regulated during myogenesis and that MyoD
and RA modulate its expression by a mechanism that is
independent of myogenin.
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Skeletal muscle myoblasts are the precursors to skeletal
muscle fibers. During development these cells are maintained
in a proliferative and undifferentiated state until appropriate
signals cause them to undergo conversion into multinucleated
myotubes.

A network of muscle regulatory factors (MRFs),! some of
which have been identified and characterized, governs this
process. When myogenesis begins, myogenic regulatory genes
encoding factors of the MyoD family are activated (myogenin,
MRF4, and MRF5). These factors bind to specific DNA consen-
sus sites called E boxes, which function as transcriptional
enhancers of muscle differentiation genes (for review see Ref.
1). Factors of the MEF2 family are also required to specify
muscle fate or to direct muscle differentiation (2). The expres-
sion and activity of these master regulatory genes are regu-
lated by polypeptide growth factors, such as basic fibroblast
growth factor (FGF-2) (3), transforming growth factor type 3
(TGF-B) (4), hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF) (5),
and insulin-like growth factor (6), as well as by retinoic acid
(RA) (7).

The onset and progression of the differentiation process are
controlled by a complex set of interactions between myoblasts
and their environment. The presence of the extracellular ma-
trix (ECM) is essential for normal myogenesis (8-11). It has
been demonstrated that the activities of FGF-2, HGF, and
TGF-B can be regulated by binding to proteoglycans (2-6). Cell
surface heparan sulfate proteoglycans, in particular, have been
suggested to play a role in modulating the activities of heparin-
binding growth factors (7, 8). They modulate terminal myogen-
esis probably by acting as low affinity receptors for some
growth factors such as FGF-2 (5, 9) and HGF (10). We have
shown that constitutive expression of syndecan-1, a heparan
sulfate proteoglycan whose expression is down-regulated dur-
ing skeletal muscle terminal differentiation, inhibits the differ-
entiation of myoblasts in culture (5, 11). In contrast, abolish-
ment of the expression of syndecan-3, another heparan sulfate
proteoglycan synthesized by myoblasts, results in acceleration
of skeletal muscle differentiation by a mechanism being de-
pendent on FGF-2 (9). Decorin is a dermatan sulfate proteogly-
can that has the ability to bind TGF-B by its core protein (12,
13). Decorin seems to be critical in C,C,, cells to repress skel-

! The abbreviations used are: MRF, muscle regulatory factor; FGF-2,
basic fibroblast growth factor; HGF, hepatocyte growth factor/scatter
factor; ECM, extracellular matrix; TGF-8, transforming growth factor
B; TAR, TGF-B receptor; RA, retinoic acid; TRITC, tetramethylrhoda-
mine isothiocyanate.
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etal muscle differentiation by a TGF-B-dependent mechanism
(14), and its expression is up-regulated during the process (15).

Cell interaction with TGF-g is mediated by a complex group
of proteins that includes the type I and II TGF-8 receptors,
which have signal transducing activity, and the membrane-
bound proteoglycan betaglycan (16-18). Betaglycan, a hepa-
ran/chondroitin sulfate proteoglycan also known as type III
TGF-B receptor (TBRIII), is present on the cell surface of sev-
eral cell types (19, 20) and has the ability to bind TGF-g
through the core protein and FGF-2 through the heparan sul-
fate chains (21). Although betaglycan is not directly involved in
the intracellular TGF-B signaling, it controls its access to the
TBRII receptor, thereby modulating its actions (6, 22). In this
study we show that expression of betaglycan is up-regulated
during skeletal muscle differentiation of C,C,, myoblasts, in-
creasing its levels on the cell surface of the myotubes and in the
ECM. Our data also indicate that the proximal region of the
betaglycan gene promoter controls this process in a manner
that is dependent of MyoD expression. Although it is not clear
at this moment what is the function of betaglycan during the
skeletal muscle differentiation process, the fact that its ectopic
forced expression in myoblasts enhances their responsiveness
to TGF-B2 suggests a potential regulatory role.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture—The mouse skeletal muscle cell line C,C,, (ATCC,
Manassas, VA) (23) was grown and induced to differentiate as described
(15). Briefly, 3 days after plating (80% confluence), the medium was
changed to Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 5%
horse serum to trigger myoblast differentiation. Two days later 0.1 mm
cytosine-f-D-arabinofuranoside was added to the culture medium.
Thereafter the incubation medium was changed daily. Rat1 and L6E9
cells were routinely cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
containing 10% or 20% fetal bovine serum, respectively, as described
(19).

RNA Isolation and Northern Blot Analysis—Total RNA was isolated
from cell cultures at the indicated times using Trizol (Invitrogen). The
RNA samples were electrophoresed in 1.2% agarose/formaldehyde gels,
transferred to Nytran membranes, hybridized with probes for mouse
betaglycan (24), and exposed to Kodak x-ray film.

Generation of the Adenoviral Vector for the Expression of Wild Type
Betaglycan (Adv-BG)—The DNA vectors and hosts employed were gen-
erous gifts of Bert Vogelstein (Johns Hopkins University Oncology
Center), and the method employed has been described by He et al. (25).
Briefly, to generate the appropriate transfer vector, a DNA fragment
containing the 186 upstream bp of the 5'-untranslated region, the
complete open reading frame, and the first 513 bp of the 3'-untranslated
region of the wild type rat betaglycan cDNA (19) was subcloned at the
Notl-HindIll sites of pAdenoTrack. The created transfer vector was
recombined with pAdenoEasy-1, and the recombinant adenoviral ge-
nome was transfected in 293 cells to recover the recombinant viral
particle (Adv-BG). Enrichment and purification of an Adv-BG viral
stock was carried out according to standard methods.

Cloning of Murine Betaglycan Gene Promoter and Construction of
Betaglycan Promoter Reporter Vector—A bacterial artificial chromo-
some mouse genomic library (Research Genetics, Huntsville, AL) was
screened with the 190 nucleotides (bases 15-205) at the 5’ end of the
reported mouse betaglycan ¢cDNA (24), and eight positive clones were
analyzed by restriction mapping. A 6.5-kilobase pair HindIII fragment
that hybridized to bases 88-105 of the cDNA was recovered from
bacterial artificial chromosome clone B70. A smaller HindlII-BamH]I
fragment containing the 2542 bp located at the 5' end was further
isolated and fully sequenced at Instituto de Fisiologia Celular Molecu-
lar Biology Core Facility (deposited in the GenBank™ with accession
number AF537325). For the construction of betaglycan reporter plas-
mid, pBG-Lux, the 2307-bp HindIII-NotI Klenow-filled-in fragment was
subcloned in the Smal of pGL3-basic (Promega, Madison, WI), and the
proper orientation was verified by sequencing (see Fig. 2 for more
details). The pMyo-Luc reporter construction was reported previously
(14); pRLSV40 was from Promega; and pEMSV, pEMSV-MyoD, and
pEMSV-myogenin were gifts from Dr. Stephen F. Konieczny (Purdue
University).

Transient Transfection—The cells were plated at a density of 8,000
cells/em® in 6-well plates for 48 h and transfected for 5 h using with 4
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ug of pBG-Lux or 4 ug of pMyoLuc and 0.01 ug of pRLSV40 in each well
mixed in Opti-MEM I with 4 pl of PLUS reagent and 6 pl of-Lipo-
fect AMINE (Promega). Following transfection, fetal bovine serum and
chicken embryo extract were added to restore their complete growth
medium concentrations, and the cells were cultured for a further 14 h.
The cells were then trypsinized and plated in 24-well plates in normal
growth medium. Under these conditions, FGF-2 (3 ng/ml) (Invitrogen),
BMP-2 (1 nM) (generous gift from Genetic Institute, Cambridge, MA),
HGF (3 ng/ml) (R & D Systems, Minneapolis, MN), TGF-8 (1 ng/ml)
(R & D Systems), and RA (1 um) (Sigma) were added at the indicated
concentrations. After 24 h, the cells were harvested and assayed for
dual luciferase activity (Promega). All of the transfections were per-
formed at least three times.

Immunoblot Analysis—For immunoblot analysis aliquots were sub-
jected to SDS gel electrophoresis in 4-12% polyacrylamide gels, elec-
trophoretically transferred to Immobilon membranes (Millipore, Bed-
ford, MA), probed with a rabbit antiserum raised against rat betaglycan
ectodomain (1:2000) (22), rabbit anti-myogenin (1:500), or rabbit anti-
MyoD (1:200) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), and visual-
ized by enhanced chemiluminescence (Pierce). For betaglycan core pro-
tein analysis, the samples were previously treated with heparitinase
and chondroitinase ABC (Seikagaku, Tokyo, Japan) (9, 26).

TGF-B Affinity Labeling and Immunoprecipitation—TGF-$ was ra-
diolabeled with '**I using the chloramine T, and affinity labeling and
immunoprecipitations were done as described before (22).

Immunofluorescence Microscopy—Cells to be analyzed by immuno-
fluorescence microscopy were grown on glass coverslips, as described
previously (27). For cell surface staining the live unfixed cells were
incubated in the first antibody solution 1:200 anti-betaglycan, 1:1000
anti-perlecan (27) in 50 mM Tris-HCI, pH 7.7, 0.1 M NaCl, 2% bovine
serum albumin for 1 h on ice. After removal of this solution, the cells
were fixed in 3% paraforinaldehyde and permeabilized with 0.05%
Triton X-100 and incubated with 1:100 monoclonal anti-myosin anti-
body (Developmental Studies Hybridoma Bank, University of Iowa,
Iowa City, IA). The bound antibodies were detected by incubating the
cells with 1:100 affinity-purified fluorescein isothiocyanate-conjugated
anti-rabbit IgG and 1:100 TRITC anti-mouse IgG (Pierce), respectively.
After rinsing, the slides were viewed with a Nikon upright microscope
equipped for epifluorescence.

Analysis of Creatine Kinase Activity—Creatine kinase activity was
determined as previously described (9).

DNA and Protein Determination—DNA (28) and protein (29) were
determined in aliquots of cell extracts as described.

RESULTS

Skeletal Muscle Myoblasts Up-regulate Betaglycan Expres-
sion during Differentiation—To evaluate the expression of be-
taglycan during myoblast differentiation, the levels of its
mRNA were determined in total RNA isolated from myoblasts
and myotubes induced to differentiate for 2, 4, and 6 days. As
shown in Fig. 14, betaglycan mRNA was detected after 2 days
of induced differentiation with an increase by day 4 and small
decrease by day 6. At the same time, the level of cellular
betaglycan during skeletal muscle differentiation was deter-
mined by Western blot analysis of detergent extracts treated
previously with heparitinase and chondroitinase ABC, a pro-
cedure that reveals the total content of betaglycan as its core
protein. Fig. 1B shows that cells allowed to differentiate for 4
days increased betaglycan expression significantly compared
with the amount synthesized by myoblasts. Betaglycan has the
ability to bind the three isoforms of TGF-8 through its core
protein. To evaluate this property of the betaglycan induced
during muscle differentiation, affinity labeling experiments us- .
ing '%I-labeled TGF-B32 were performed. Fig. 1C shows that
the up-regulated betaglycan, displaying its characteristic pat-
tern of migration in this kind of experiments, bound TGF-p2
and that this binding increased during differentiation when the
total extracts were analyzed. The specificity of this result was
confirmed when immunoprecipitates from the total cell extract
were analyzed using a specific anti-betaglycan antibody (Fig.
1D). Fig. 1E shows the densitometric analysis for the quanti-
tative analyses of the data. As a test of concomitant differen-
tiation, the level of creatine kinase activity, a specific skeletal
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FiG. 1. Betaglycan expression is up-
regulated during myoblasts differen-
tiation. A, 15 ug of total RNA isolated
from myoblasts (lare 0) and myoblasts
induced to differentiate for the indicated
days were analyzed by Northern blot with
2P.]labeled betaglycan cDNA probe. The
arrows indicate ribosomal RNA size, and
the arrowhead indicates betaglycan
mRNA (BG). B, cell extracts were pre-
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pared from myoblasts (lane 0), and cells
were induced to differentiate for 4 days
(lane 4) and then treated with hepariti-
nase and chondroitinase ABC. The ex-
tracts were analyzed by SDS-PAGE. Be-
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taglycan was visualized by immuno-
blotting with an antibody specific for be-
taglycan. The arrow indicates the core
protein of betaglycan. C,C,, myoblasts
were culture under growth conditions for
48 h and switched to differentiate for sev-
eral days. At the indicated times of differ-
entiation the cells were affinity labeled
with 100 pM of *?°I-labeled TGF-82. The
total extracts were analyzed by SDS-
PAGE (C) or by anti-betaglycan immuno-
precipitation (D). Phosphorimages of the
gels are shown indicating the migration of
the molecular mass standards (kDa) and
of the betaglycan-TGF-2 complex (brack-
et). E, the graphical representation of the
phosphorimaging quantitation of the be-
taglycan-TGF-82 complex. Open bars cor-
respond to total extracts, and striped bars
correspond to the immunoprecipitates. F,
cell extracts were prepared from myo-
blasts (0), cells were induced to differen-
tiate for the indicated days, and creatine
kinase activity was determined. For
graphical representation, the enzymatic
activity values were normalized by DNA
content. When indicated the results are
the means * S.D. of two independent ex-
periments performed in triplicate.

0.6

04

02

"

5 8 R 8

Betaglycan rehtire umitc
b
=]

DN

]

43

z
S
£
g
3
<
8
k|
M
§
2
4]

b
0 2

4

Differentiation days

muscle marker, was evaluated (Fig. 1F). Together, these re-
sults demonstrate that the synthesis of betaglycan increased
during skeletal muscle differentiation.

Cloning of Mouse Betaglycan Gene Promoter and Construc-
tion of Mouse Betaglycan Gene Reporter—To characterize the
mechanism underlying the control of up-regulation of betagly-
can mRNA, the murine betaglycan gene promoter was cloned.
For that purpose, a bacterial artificial chromosome library was
screened with the most 5' end sequences of the murine beta-
glycan ¢cDNA, and the HindIII-BamHI 2542-nucleotide-long
fragment (Fig. 24) containing the most upstream ¢DNA region
was isolated and sequenced (Fig. 2B). This genomic DNA frag-
ment had 86% sequence identity with the corresponding region
of its rat ortholog (1). In addition, it contained a stretch of 127
nucleotides (2265-2391) that corresponded to bases 20—141 of
the published murine betaglycan ¢cDNA and that was followed
by a GT, presumably the splicing donor site of the first intron.
Other relevant functional cis-regulatory elements, SP1 and GC
boxes, including the putative BMP-2-responsive element, that
have been experimentally determined in the rat gene by the
Centrella and co-workers (1) were also conserved in the mouse
promoter. These similarities strongly suggest that the cloned
sequences contain the promoter and first exon of the mouse
betaglycan gene. Importantly, the mouse sequences contained

several MRFs binding sites: two MyoD- and five MEF2-binding
sites, elements that have been shown to be essential for skel-
etal muscle differentiation (30). In addition, they also showed
the presence of one RA receptor and four Smad4- and one
Smad3-binding elements, factors that mediate responses to RA
and TGF-B, regulators of skeletal muscle differentiation.

To determine whether or not the isolated HindIII-BamHI
2542-bp fragment had promoter activity, it was used to con-
struct a luciferase reporter plasmid, which was transiently
transfected in cell lines capable of expressing the endogenous
betaglycan. Fig. 2C shows that, as compared with the empty
vector, the cloned HindIII-Notl fragment drove the expression
of luciferase in Rat1 fibroblasts. Importantly, transfected L6E9
rat myoblasts, which do not express betaglycan (22), failed to
express the reporter gene. Together, these findings confirmed
that the cloned region contains the bona fide mouse betaglycan
gene promoter.

Activity of Betaglycan Reporter Increases during Myogen-
esis—To characterize the mechanisms controlling the up-regu-
lation of betaglycan during the myogenic differentiation, C,C,,
myoblasts were transiently transfected using the betaglycan
reporter vector and induced to differentiate for 6 days. As
expected from the results described above, Fig. 3 shows that
the activity of the pBG-Lux increased 8.4-fold during skeletal
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Fi6. 2. Cloning of murine betaglycan gene promoter. A, schematic representation of mouse bel_:aglycan prqmoter and first exon. The
2542-bp Hindlll-BamHI fragment containing the betaglycan promoter and first exon are shown. Putative bound_a.nes of first exon (box) were
established by comparison with rat betaglycan initial exon as experimentally determined by Ji et al. (1) :?nd by a_hgnment to mouse betaglycan
¢DNA (24). B, nucleotide sequence of mouse betaglycan promoter and first exon. The positive numbers in the right margin correspond to the
2542-bp Hindlll-BamHI sequence submitted to the GenBank™ (accession number AF537325). For description purposes,_the nucleotide sequence
of was also numbered taking the A that opens the reading frame in betaglycan cDNA as base +1 (negative num._bt_ars in the leﬁ.‘ margin). The
predicted first exon in the murine betaglycan gene spans from position —341 to —91 (underlined). Thus, the G at position 2391, which co_rresponds
to position ~91 and belongs to the 5'-untranslated region, is the last base in the putative first exon. The C at position 2195 (asterisk) is the first
base that aligns with the published cDNA. The partial sequence of the putative first intron is shown in lou.lerca_se letters. Sequence analysis of the
2542-bp Hindlll-BamHI fragment using Professional Matlnspector software identified se\_reral potential cis-regulatory elements (consensus
sequences higher than 0.9). The subset of these elements as well as restriction endonuclease sites that are relevant to the present work are.shoyvn
in bold type. For clarity, if there is an overlap between two cis-elements, one of them is underlined, and thg other is shaded. C, transactivating
activity of murine betaglycan promoter. The 2307-bp HindIII-Notl fragment was used for the construction of bgt,aglycan reporter plasmid,
pBG-Lux, as described under “Experimental Procedures.” Luciferase activity was measured in total cell extracts obtained from L6ES or Ratl cells
after 48 h of transient transfection with control empty vector (pGL3-b) or pBG-Lux.
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FiG. 3. Activity of betaglycan reporter plasmid increases in
differentiating C,C,, myoblasts. Myoblasts C,C,, were transiently
co-transfected with the reporter plasmid for betaglycan expression
(pBG-Lux, columns) or myogenin expression (pMyoLuc, solid line) and
a plasmid to normalize the transfection (pRLSV40). After transfection
the cells were incubated in growth medium for 24 h and then switched
to differentiation medium. The cells were harvested at 0, 2, 4, and 6
days after triggering differentiation, and dual luciferase activity was
determined. The results show the means + S.D. of two experiments
performed in triplicate.

muscle differentiation. In parallel, as a control of the differen-
tiation process, the increase in expression of myogenin (40-fold)
evaluated with pMyo-Luc reporter is shown.

Betaglycan Expression Increases during Myogenesis Are MyoD-
dependent—As indicated before, betaglycan promoter contain
several DNA-binding sites for MyoD and MEF2 proteins. Upon
induction of muscle differentiation, these proteins bind to the
regulatory regions and activate the transcription of skeletal
muscle genes, such as creatine kinase. Thus, we asked whether
or not by forcing the expression of myogenin or MyoD in myo-
blasts the transcriptional activity of the betaglycan reporter
could be enhanced. For that purpose, myoblasts cells were
transiently co-transfected with an expression vector containing
the full-length myogenin cDNA (pEMSV-Myog) or with an ex-
pression vector containing the full-length MyoD c¢DNA
(PEMSV-MyoD), together with pBG-Lux and pRLSV40. The
transfected cells were maintained under proliferating condi-
tions, and dual luciferase activity was measured after 24 h. Fig.
4 (open bars) shows that MyoD overexpression produced an
important increase of the betaglycan reporter activity. How-
ever, no effect on the betaglycan promoter activity was ob-
served by myogenin overexpression. The same results were
observed when the cells were triggered to differentiate for 24 h
(Fig. 4, dark bars). The inset of Fig. 4 shows the protein levels
of MyoD or myogenin in the corresponding transfected cells,
evaluated by Western blot analyses, and is compared with the
induction of those MRFs in myoblasts induced to differentiate.
The levels of expression of MyoD or myogenin in the trans-
fected cells were comparable with or even higher than the
levels observed during normal differentiation. These results
demonstrate that betaglycan expression is under the control of
MyoD but not of myogenin activity.

Betaglycan Expression Is Inhibited by TGF-p and Stimulated
by Retinoic Acid—The promoter sequence for betaglycan con-
tains putative binding sites for Smads, the major transcrip-
tional mediators of the TGF-8 responses, as well as for RA
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Fic. 4. Betaglycan reporter activity is under the control of
MyoD expression. Myoblasts C,C,, were transiently co-transfected
with the reporter plasmid pBG-Lux and expression vectors containing
no insert (pEMSV empty vector), the ¢cDNA sequence for myogenin
(pPEMSV-myog), or MyoD (pEMSV-MyoD). Plasmid pRLSV40 was in-
cluded in all the cases to normalize the transfection. Myoblasts were
cultured in growth medium for 24 h (oper bars) and extracted to
measure dual luciferase activity. The other set of myoblasts was cul-
tured for 24 h in differentiation media (dark bars) and processed in the
same way. Luciferase activity was expressed as arbitrary units of pBG-
Lux/pRLSV40, and the results show the means * S.D. of two independ-
ent experiments in triplicate. The inset shows as a control the MRFs
expression after transfection. MyoD and myogenin expression was de-
termined by Western blot after 0, 1, and 2 days of differentiation of
untransfected myoblasts and the levels of both MRFs after 24 h of
transfection (lane T) with pEMSV-MyoD or pEMSV-myogenin.

receptor. Because the induction of myoblast differentiation is
modulated by removal of diverse growth factors (26) or by the
addition of RA to the medium (11), we decided to evaluate their
role on the activity of betaglycan promoter. For that purpose,
myoblasts were transiently transfected with pBG-Lux and cul-
tured in the presence and absence of defined growth factors
FGF-2, BMP-2, HGF, and TGF-8 and growth medium (10%
fetal bovine serum). Fig. 5 shows that treatment of the cells for
24 h with FGF-2, BMP-2, or HGF did not modify luciferase
activity compared with growth medium (10% fetal bovine se-
rum), whereas treatment with any of the three TGF-8 mam-
malian isoforms resulted in a 50% inhibition. These results
suggest that growth factors like FGF-2, BMP-2, and HGF are
not necessary to maintain the expression of betaglycan,
whereas TGF-8 is inhibitory. On the other hand, RA, a vitamin
A metabolite that plays a major role in skeletal muscle devel-
opment (31) and differentiation, strongly stimulated the tran-
scriptional activity of pBG-Lux (Fig. 5). This stimulation is
observed under growth or differentiation conditions (data not
shown), indicating that RA, an inducer of skeletal muscle dif-
ferentiation, stimulates the expression of betaglycan.
Betaglycan Enhances TGF-B2 Potency in Cy,C, Myoblasts—
Since the recent paper by Eickelberg et al. (32) reporting that
depending on the type and quantity of the glycosaminoglycan
attached to betaglycan, it may prevent the access of TGF-8 to
the signaling receptors, thereby acting as an inhibitor of the
factor, the membrane-bound form of this co-receptor can not be
assumed to be an enhancer of TGF-8. Therefore, to determine
whether or not betaglycan in the C,C,, myoblasts was a TGF-8
enhancer or inhibitor, we analyzed its effect on a prototypical
TGF-B assay. For this purpose we forced the expression of
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FiG. 5. Retinoic acid enhances betaglycan reporter activity,
whereas TGF-g inhibits it. Myoblasts C,C,, were transiently co-
transfected with the pBG-Lux and a plasmid to normalize the transfec-
tion (pPRLSV40). After transfection, the cells were cultured in growth
reedium for 24 h followed by the addition of FGF-2 (3 ng/ml), TGF-81 (1
ng/ml), TGF-B2 (1 ng/ml), TGF-B3 (1 ng/ml), BMP2 (1 nM), HGF (3
ng/ml), or RA (1 p). Control cells were maintained in growth medium
(SFB) without additives. Myoblasts were incubated for 24 h with
growth factors and extracted to measure dual luciferase activity. The
luciferase activity was expressed as arbitrary units of pBG-Lux/
pRLSV40. The results show the means * S.D. of two independent
experiments performed in triplicate.

betaglycan in C,C,, myoblasts using the adenoviral vector
Adv-BG, which drives the expression of the wild type receptor.
Cells infected with Adv-BG and a control empty vector were
then transiently transfected with p3TP-lux, a well known and
widely used TGF-8 responsive luciferase reporter (33). After
another 24 h of incubation in growth medium, TGF-82 was
added to the cells at the concentrations indicated in Fig. 6. The
luciferase activity of these cells indicated that both the magni-
tude and the sensitivity of the response greatly increased in the
Adv-BG infected cells as compared with the control infected
cells. Importantly, the presence of betaglycan in the Adv-BG-
infected cells was verified by Western blot (Fig. 6B). These
results clearly show that betaglycan forced expression in the
C,C,; cells enhances TGF-g function at least in nondifferenti-
ated myoblasts.

Betaglycan Increases on the Extracellular Matrix and on the
Surface of Myotubes during Skeletal Muscle Differentia-
tion—To further evaluate the expression and localization of
betaglycan during skeletal muscle differentiation, nonperme-
abilized cell cultures were stained with anti-betaglycan anti-
bodies. Fig. 7D shows that myoblasts express betaglycan that
can be detected on the cell surface by immunofluorescent stain-
ing. However, cells stained 6 days after initiation of differenti-
ation (Fig. 7E) showed a much higher betaglycan immuno-
staining on the cell surface and on fibrillar structures
characteristic of ECM components (34, 35). Myotubes were
revealed by staining using anti-myosin antibodies after perme-
abilization (Fig. 7, H and I). The ECM localization of perlecan,
a heparan sulfate proteoglycan, is shown in Fig. 7F. Panels K
and L of Fig. 7 correspond to the merge of the immunostaining
for betaglycan or perlecan, respectively, with the immuno-
staining for myosin. These results indicate that up-regulated
betaglycan is mainly localized to the myotubes cell surface and
associated to the ECM.
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FiG. 6. Betaglycan enhances TGF-B2 potency in C,C,, myo-
blasts. A, C,C,, myoblasts (control, closed circle} were infected with
100 plaque-forming units/cell of Adv-BG (closed triangle). After 24 h the
myoblasts were transiently transfected with p3TP-Lux and pRL-SV40,
an expression vector for Renilla reniformis luciferase, whose activity
was used to normalize the transfection (pRL). After transfection the
cells were incubated in growth medium for 24 h, and then increasing
concentrations of TGF-B2 were added. The cells were harvested after
24 h, and dual luciferase activity was determined. The results show the
means of two independent experiments in triplicate. B, C,C,, myoblasts
were infected with the indicated plaque-forming units/cell (pfi) of Adv-
BG. After 48 h, the cells were harvested, and betaglycan BG was
determined by Western blot analyses as done for the experiment in Fig.
1B. The arrow indicates the migration position of betaglycan core
protein.

DISCUSSION

The results presented in this paper demonstrate that the
expression of betaglycan, a transmembrane heparan/chon-
droitin sulfate proteoglycan (19), increases during the differen-
tiation of skeletal muscle cells. This conclusion is based on
analysis of betaglycan mRNA and protein levels, activity of a
reporter construct containing a portion of the mouse betaglycan
promoter, analysis of functional betaglycan through binding,
presentation of TGF-B2 cells, and immunofluorescent staining
during differentiation.

These observations are of interest in the context of the reg-
ulation of the skeletal muscle formation by proteoglycans. Skel-
etal muscle cell lines provide a very informative model to study
the involvement of proteoglycans and growth factors in this
process. Heparin-binding growth factors such as FGFs, HGF,
and TGF-B are among the principal known regulators of skel-
etal muscle regeneration and may be normally present in mus-
cle tissue and released upon injury or secreted auto- or para-
crinally by the cells during the regeneration process (36-38).
Quiescent and activated myoblasts express the c-Met receptor
as well as FGF receptors (specially FGFR-1 and FGFR-4) (39,
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Fic. 7. Betaglycan is located on the surface of differentiated myotubes and ECM. Betaglycan localization was studied in C,C,, cells
under proliferating conditions (A, D, and G) or after induced to differentiate for 6 days (B, C,E, F, H, and I). Nonpermeabilized cells were processed
for indirect immunofluorescent staining with anti-betaglycan (D and E) or anti-perlecan (F) antibodies and revealed with fluorescein isothiocya-
nate-conjugated secondary antibodies (green). The same cells were permeabilized and processed for indirect immunofluorescent staining with
anti-myosin antibodies (G-I) using TRITC-conjugated secondary antibodies {red). J-L correspond to D plus G, E plus H, and F plus I {merged
images), respectively. Betaglycan localizes on the surface of myotubes and in the ECM. The fields were photographed and printed under identical
conditions. Phase contrast microscopy is shown (A-C). The bar corresponds to 50 um.
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40). Growth factor responsiveness and consequently skeletal
myogenesis are regulated by ligands and receptor availability
(41), as well as by the presence of proteoglycans at the cell
surface or at the ECM (either presenting or sequestering pos-
sible ligands). Thus, the expression, processing, and cellular
localization of proteoglycans is critical to their modulatory
growth factor function. As a matter of fact, we have shown
before that perlecan, syndecan-1, and syndecan-3, all of them
heparan sulfate proteoglycans, are regulated during in vitro
skeletal muscle differentiation and play a role in modulating
this process (5, 9, 11, 27).

In the present work we provide evidence that betaglycan,
another important proteoglycan, is modulated during the myo-
genic differentiation. Betaglycan is a versatile co-receptor ca-
pable of regulating the effects of several members of the TGF-8
superfamily (42-44). In several cell lines, including rat L6E9
myoblasts lacking endogenous betaglycan, it significantly in-
creases the affinity of TBRII for TGF-B, thereby enhancing the
responses to TGF-8 (22, 45). It is postulated that this effect
eliminates differences in efficacy among the three TGF-8 iso-
forms. TGF-B2, which binds to TBRI and TSRII with low affin-
ity and has minimal consequence on growth inhibitory effects
in the absence of betaglycan, behaves similarly to TGF-B1 in
the presence of betaglycan (22, 45). Importantly, it has been
shown that betaglycan, in the presence of the type II activin
receptor, binds inhibin and thereby mediates its well known
activin antagonism (42, 43, 46). Another proposed function of
betaglycan derives from the existence of a soluble form of the
receptor that is produced by the proteolytic cleavage of its
ectodomain (47-49). Soluble betaglycan binds TGF-8 with the
same affinities as its membrane precursor, but contrary to it,
this binding sequesters and neutralizes the factor (33, 49). This
capacity has been exploited therapeutically to prevent the del-
eterious effects of TGF-g8 in the progression of some kind of
malignancies (50, 51). Interestingly, a novel and surprising
function of betaglycan has been shown recently. Eickelberg et
al. (32) demonstrated that membrane betaglycan may inhibit
TGF-B signaling. This inhibition is not caused by enhanced
secretion of soluble betaglycan. It is proposed that in some cell
lines, the type and amount of the glycosaminoglycan chains
attached to betaglycan core protein, may sterically prevent the
access of TGF- to the TBRI and TBRII, thereby preventing its
downstream signaling (32).

In the present work we show that the expression of betagly-
can is regulated during the skeletal muscle differentiation and
that this up-regulation is mainly accounted for at the level of
transcription. Cloning of a genomic DNA containing the first
exon and the first 2140-bp upstream region of mouse betagly-
can gene allowed us to test its activity during differentiation.
Here we show unequivocally that the up-regulation of betagly-
can is controlled at least by the expression of the MRF MyoD.
In cells transiently transfected with MyoD, the activity of the
betaglycan gene promoter, as measured by our reporter pBG-
lux, was up-regulated, even in the presence of high serum
condition where muscle differentiation is inhibited (4). Inter-
estingly, transient expression of myogenin, another MRF, had
no effect on the activation of betaglycan transcription. We also
found that treatment of myoblasts with any of the TGF-8
isoforms was inhibitory. On the other hand, treatment of the
cells with RA, an inducer of skeletal muscle differentiation in
vivo (52) and in vitro (11), increased the activity of the beta-
glycan reporter. Furthermore, the increase in activity mediated
by RA was observed independently of the presence of serum.
This effect of RA is consistent with a report by Nakayama et al.
(53), who found that RA increases the levels of betaglycan
mRNA in osteoblast-like cells. It is particularly interesting that
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these growth factors and RA, which are known to be expressed
in the vicinity of condensing mesenchymal cells and limb buds
during early developmental stages (54-57), modulate betagly-
can expression. Interestingly, it has been described that RA
induces differentiation only in MyoD-expressing muscle cells
by the formation of the RA receptor-MyoD complex (58). Other
growth factors such as FGF-2, BMP-2, or HGF did not signift-
cantly affect the promoter activity. This lack of BMP-2 effects
contrasts with the findings of Ji et al. (1), who, using osteo-
blasts, demonstrated that BMP-2 inhibited the rat betaglycan
gene promoter and identified a 180-bp region responsible of
this silencing. The fact that we did not observe any BMP-2
effect may be explained simply by a difference in the cell line
used in our experiments. Additionally, it may be possible that
to detect the activity of the BMP cis-acting element it has to be
removed form the basal promoter to reveal its silencing activity
(1). Finally, although we have emphasized on the transcrip-
tional control of betaglycan gene expression, we are aware that
other levels of regulation may exist. This is particularly possi-
ble in view of the fact that our betaglycan reporter remains
fully active at day 6, even when the levels of its mRNA and cell
surface protein have decreased from their levels at day 4.
Additionally, the fact that some of the up-regulated betaglycan
is being localized to the ECM (Fig. 7) makes it very difficult to
fully account for all of the betaglycan induced during
differentiation.

The function of betaglycan in skeletal muscle cells and the
consequences of betaglycan up-regulation during differentia-
tion are not known and can only be determined experimentally.
However, it is reasonable to guess that they will depend on the
versatile ability of betaglycan as a co-receptor of diverse growth
factors. The literature on the role of TGF-8 in muscle differen-
tiation is abundant but controversial. TGF-B has been shown to
be a strong inhibitor of skeletal muscle differentiation (14, 59,
60) but also to be a promoter of terminal differentiation (61).
However, the fact that the expression of a truncated dominant
negative TBRII receptor inhibits the C,C,, differentiation sug-
gests the need for an active TGF-B pathway for its differenti-
ation (62). One clue to the role of betaglycan in C,C,, differen-
tiation can be anticipated from our finding that betaglycan
performs a TGF-B presentation role in nondifferentiated C,C,,
myoblasts (Fig. 6). Reasoning based on these data would lead
us to conclude that betaglycan induction may be acting to
promote the effects of TGF-B8, and therefore it may act to
promote the effects of this growth factor on the differentiation
process. The regulation of TGF-8 activity can be more intricate
considering that TGF-8 also binds to other proteoglycans. In
myoblasts that do not express decorin, a proteoglycan with high
affinity for TGF-B8 (63), we have observed an inhibition of
TGF- signaling (14) together with a significant increase in the
binding of TGF-8 to betaglycan, suggesting a competition be-
tween both proteoglycans for TGF-8.2

On the other hand, although it has not been demonstrated
yet, the fact that betaglycan binds FGF-2 via its heparan sul-
fate chains makes it a candidate to regulate the association of
this growth factor with its kinase receptor and therefore its
actions (64). In this regard, the effects of betaglycan on muscle
cell differentiation may resemble those of the other heparan
sulfate proteoglycans that we have studied (5, 9, 11, 27). An-
other fact to consider is the localization of the up-regulated
betaglycan. It is possible to speculate that betaglycan is shed
from the surface and incorporated into the ECM serving there
as a TGF-B and/or FGF-2 reservoir. Thus, betaglycan roles

2 C. Riquelme, C. Cabello-Verrugio, and E. Brandan, manuscript in
preparation.
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during skeletal muscle differentiation are to be determined.
Experiments to test the effects of constitutive betaglycan ex-
pression and inhibition of endogenous betaglycan expression in
C,C;, myoblasts are in progress.

In summary, we have found that the expression of betagly-
can is up-regulated during skeletal muscle differentiation. This
phenomenon is modulated by growth factors and RA and is
MyoD-dependent. The regulatory sequences responsible for
this modulation are contained within a 2100-bp segment of the
gene that contains consensus binding sites for several tran-
scriptions factor such as SP1, Smad3, Smad4, MyoD, MEF2,
and RA binding proteins. These results would help to under-
stand the complex regulation during development and differ-
entiation of this key integral membrane heparan/chondroitin
sulfate proteoglycan.
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