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RESUMEN

Estudios en el laboratorio mostraron que el gen de la desyodasa tipo 1 (D1),
posee en su regidén 3" no traducible (3’'UTR) dos sefiales de poliadenilacion (poliA)
separadas por aproximadamente 465pb, dando lugar a un mRNA corto de 1.6kb por el
uso de la sefial ATTAAA en la posicion 1612 y un segundo mRNA largo de 2.1kb por el
uso de la sefial TATAAA en la posicidn 2069. La expresion del mRNA largo, esta
asociada a condiciones metabdlicas como hipertiroidismo, succion repetida y
estimulacién p-adrenérgica, mientras que el mRNA corto se expresa en condiciones
fisioldgicas normales. Diversos estudios han demostrado que las sefales poliA
participan en la eficiencia de traduccion y/o estabilidad de los mRNAs. Este estudio
examina el papel de las sefales poliA en la regulacion de los MRNAs de la D1 mediante
estudios de transfeccion pasajera en células HEK293. Métodos enzimaticos, Northern
blot y de RT-PCR fueron utilizados para medir la actividad y expresién de la D1. La vida
media (t1,2) de los MRNAs se determiné adicionando actinomicina D.

Nuestros resultados indican que la D1 proveniente de el mRNA largo, presento
cinco veces mas actividad enzimatica que la D1 proveniente del mRNA corto. Al
analizar los niveles de mRNA no encontramos diferencia significativa pero al comparar
la t12 de los MRNAs, se encontré que el mMRNA largo fue menos estable con una tq; de
5.9 h, contrastando con la ty2 de 14.4 h del mRNA corto. Estos datos aportan evidencia
de que la regidén 3'UTR juega un papel importante regulando la eficiencia de traduccién
y la estabilidad de los mMRNAs de la D1.



ABSTRACT

Previously we provided evidence that the deiodinase type 1(D1) gene uses two
functional poly(A) signals, separated by a distance of 465bp in the 3'UTR. As a result,
two forms of D1 transcripts derive from alternative polyadenylation site selection: an
ATTAAA signal at position 1612-1617 for the 1.6kb mRNA, and a TATAAA signal at
position 2069-2074 for the 2.1kb mRNA. The expression of the 2.1kb mRNA is
associated with metabolic conditions such as hyperthyroidism, resuckling and pB-
adrenergic stimulation, whereas the 1.6kb mRNA is expressed under normal conditions.
Diverse studies have shown that poly(A) signals participate in the postranscriptional
regulation of mMRNAs. In the present study the potential regulatory events involving the
3'UTR of D1 mRNAs were examined by transient transfection in HEK293 cells using the
pcDNA-3 vector. Enzymatic activity, Northern Blot and RT-PCR methods were used to
analyze D1 expression, and addition of actinomycin D from 0 to 16 hours was used to
determine D1 mRNAs half-life. Our results showed that the 2.1 kb mRNA signal exerted
translational activation that increased D1 enzymatic activity by five fold compared to the
1.6 kb mRNA signal, although no differences were observed in the relative amounts of
mRNA. Stability analysis indicated that the longer D1 mRNA was less stable than the
shorter D1 mRNA, with ty» values of approximately 5.9 h and 14.4 h, respectively.
Together, these data provide evidence that the D1 3'UTR plays an important role in

regulating both the translational efficiency and stability of these mRNAs.



INTRODUCCION

Las hormonas tiroideas (HT) en vertebrados juegan un papel critico en su
diferenciacion, crecimiento y metabolismo. Estd comprobado que a pesar de que la
tiroxina o T4 es la principal hormona sintetizada y secretada por la tiroides, la hormona
activa es la triyodotironina (T3), debido a que presenta mayor afinidad a sus receptores.
Extratiroidalmente, la generacion de la T3 ocurre a través de un mecanismo enzimatico
organo-especifico, conocido como desyodacion, el cual consiste en la remocién de un
atomo de yodo de la molécula de T4, por dos enzimas conocidas como desyodasas
tipo 1 (D1) y tipo 2 (D2) (Larsen, 1981; Berry et al. 1991; Aceves, 1997). Aunque estas
proteinas no han sido purificadas, sé€ conoce por sus mMRNAs que pertenecen a la
familia de las selenio enzimas (Berry et al. 1991a; Kbhrle et al. 1999). Para el caso
especifico de la D1, en 1991 sé describid en el higado de ratas hipertiroideas un
mensajero largo conocido como G-21, el cual contenia en su 3'UTR dos sefales de
poliadenilacién (Berry et al. 1991). Posteriormente en 1997, nuestro grupo describidé en
glandula mamaria de rata la presencia de un nuevo mRNA, el cual diferia en su regién
3'UTR por tener soélo una sefal de poliadenilacion, y por ser 475 pb mas corto que el G-
21 (Navarro et al. 1997). Ademas, se demostré que el mensajero largo se expresaba
preferencialmente en condiciones de elevada demanda metabdlica como son el
hipertiroidismo, lactancia intensa o por estimulacion beta adrenérgica (Aceves et al.
1999; Aceves y Rojas-Huidobro, 2001).

Estudios realizados en otros transcritos provenientes de genes con multiples
sefales de poliadenilacion, han demostrado que la 3'UTR juega un importante papel en
el control de la eficiencia de traduccion y en la estabilidad de sus transcritos (Decker y
Parker, 1995). El propésito del presente trabajo, consiste en conocer la participacion de
la 3'UTR en la estabilidad y eficiencia de traduccion de los distintos mMRNAs de la D1.
Para remarcar la importancia del trabajo y ubicarlo en un contexto fisioldgico, se
describen en una primera parte aspectos generales de las HT y su desyodacion.
También se revisa la informacion disponible sobre los mecanismos involucrados en la
regulacion de los mRNAs eucaridticos. En una segunda parte se desglosan los
objetivos, materiales y métodos. Para culminar en una tercera parte con los resultados,

discusion y conclusiones.



ANTECEDENTES

l. HORMONAS TIROIDEAS

Las HT son una familia de mensajeros quimicos, que contienen yodo en su
molécula. Se sabe que en vertebrados las hormonas tiroideas ejercen diversas
funciones bioldgicas, destacando su papel morfogénico durante el desarrollo fetal, el
desarrollo del sistema nervioso y en la regulaciéon de numerosos procesos metabdlicos
en la vida adulta (Aceves, 1999; Bianco et al. 2002; Valverde-R, Aceves vy
Navarro,1993).
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Figura 1. Estructura quimica y nomenclatura de las tironinas. A, muestra la
tetrayodotironina con los anillos fenilo y tirosilo yodados en los radicales 3, 5, 3" y 5°. B, se
muestra el anillo fenilo o externo yodado sélo en el radical 3" y el anillo tirosilo o interno yodado
en 3y 5 de la triyodotironina.

Estructuralmente, las HT consisten de dos anillos bencénicos unidos por un
puente de oxigeno, donde el anillo interno o tirosilo conserva la cadena de alanina;
mientras que el anillo externo o fenilo contiene un grupo hidroxilo en el carbono 4. Los
atomos de yodo espacialmente estan localizadas en las HT en las posiciones 3,5,3" y
5°, aportando uno de 4 atomos de yodo (figura 1). La T4 es sintetizada unicamente en
la glandula tiroides (GT), y es secretada al torrente sanguineo. La T4, presenta una
vida media de aproximadamente 7 dias y es considerada una prohormona ya que es la
precursora de la forma activa, la triyodotironina (T3). Esta ultima se produce tanto en

glandula tiroides como en diferentes tejidos extratiroideos del organismo, a través de la



perdida de un atomo de yodo del anillo fenilo de la T4. La T3 tiene una vida media
aproximada de 24 h y es la que ejerce los efectos biologicos de las HT en el organismo.
Su efecto se debe a que presenta una mayor afinidad que la T4 a sus receptores
nucleares en las células blanco (Valverde-R et al, 1993). Existe otra HT circulante
denominada T3 reversa (rT3), la cual se origina principalmente en los tejidos
extratiroideos por la perdida de un atomo de yodo del anillo interno de la T4. Esta
hormona tiene una vida media de aproximadamente 24 h y no se le conoce actividad
metabdlica (Aceves, 1997; Bianco et al. 2002).

A. GLANDULA TIROIDES

La GT es un o6rgano endocrino donde se lleva a cabo la sintesis,
almacenamiento y secrecion al torrente circulatorio de las HT o tironinas (Figura 2)
(Valverde-R et al. 1993).
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Figura 2. Glandula Tiroides. A, Representacion esquematica de la organizacion de la
glandula. B, Corte histolégico, donde se muestran los foliculos tiroideos. Tomado de Martini F,
1998.

La unidad estructural y basica de la GT, es el foliculo tiroideo. Esta unidad
funcional de la glandula, se conforma por una monocapa de células epiteliales
denominadas tirocitos, las cuales rodean un espacio extracelular denominado lumen
folicular que contiene un coloide rico en proteinas, el cual puede almacenar grandes
cantidades de HT. Este coloide tiroideo esta formado principalmente por la
glicoproteina tiroglobulina (TgB), proteina de 660 Kd, que contiene en su estructura a

las hormonas tiroideas. En este coloide se lleva a cabo el almacenamiento de las



tironinas, lo que permite que sea la uUnica glandula endocrina que almacena

extraglandularmente su producto de secrecion (Ekholm y Bjorkman, 1990).

Durante la etapa fetal, la GT es la primera glandula en desarrollarse y, desde el
segundo tercio de la gestacion, es capaz de sintetizar y secretar tironinas a la
circulacién. Después del tercer trimestre de gestacion, la produccion de tironinas esta
regulada por un mecanismo de retroalimentacidon negativa que involucra al eje
hipotalamo-hipdfisis-tiroides (eje HHT) (Figura 3) y mecanismos intrinsecos de
autorregulacion de la propia glandula, en los que participa el yodo (Aceves, 1997;

Greenberg, Czernochov y Reba,1990).
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Figura 3. Eje hipotalamo-Hipéfisis-Tiroides (HHT). Se muestran los principales componentes
del eje HHT, las hormonas que participan en la sintesis y liberaciéon de HT en la GT. La
conversiéon de T4 a T3 de manera organo-especifica. TRH, hormona liberadora de tirotropina;
TSH, hormona estimulante de la tiroides; T4, tetrayodotironina; T3, triyodotironina; GML,
glandula mamaria lactante; rT3, triyodotironina reversa; D1,D2 y D3, enzimas desyodasas tipo
1, 2 y 3 respectivamente.



B. REGULACION DE LA FUNCION TIROIDEA

En el hipotadlamo se inicia la cascada de sefales nerviosas y endocrinas
especificas; primero, las neuronas hipotalamicas del nucleo paraventricular, sintetizan y
liberan al sistema hipofisiario el tripéptido tiroliberina u hormona liberadora de
tirotropina (TRH). Este péptido interactua con receptores especificos a nivel de las
células de la hipdfisis denominadas tirotropos, y controla de esta manera la sintesis y
secrecion de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) (Valverde-R et al. 1993). Una
vez que se libera la TSH, estimula a la tiroides por medio de receptores de membrana
en el tirocito, los que promueven la expresion de genes responsivos a hormonas
tiroideas, incluyendo el cotransportador Na+/I-(NIS), la TgB, y la peroxidasa (TPO).
Estas proteinas estimulan y promueven principalmente la captura de yodo, la sintesis y
liberacion de las tironinas y el mecanismo de desyodacion extratiroidal de la T4 y la T3.
Posteriormente, el asa de regulacion se cierra cuando las tironinas secretadas ejercen
un control negativo sobre el hipotalamo y la hipdfisis, inhibiendo respectivamente la
secrecion de TRH y TSH, inhibiendo por lo tanto la sintesis y secrecién de HT en
glandula tiroides (Figura 3) (Aceves, 1997; Wilson, Foster, Kronenberg y Larsen,1998;
Yen, 2001).

D. BIOSINTESIS Y SECRECION

La sintesis y secrecion de las HT es un proceso secuencial que se lleva a cabo
dentro del foliculo de la GT. De manera que las tironinas son el resultado de la unién de
dos aminoacidos de tirosina modificados. Estas tienen la peculiaridad de ser los Unicos
mensajeros quimicos naturales cuyas moléculas contienen yodo (Yen, 2001).

La incorporacion de yodo a la matriz proteica es un proceso conocido como
organificacion (figura 4) que comienza al ingresar yodo proveniente de la dieta al
organismo. La captura y transporte de yoduro en el tirocito se lleva a cabo por el
simporte de sodio-yodo (NIS) dependiente de ATP el yoduro es capturado y oxidado
por la tiroperoxidasa (TPO) en presencia de peroxido de hidrégeno e incorporado a los

residuos de tirosina, dentro de la TGB. Ademas, por un mecanismo enzimatico no bien



analizado todavia, los residuos de monoyodotirosina (MIT) y diyodotirosina (DIT) son
acoplados para formar la T4 y T3. Posteriormente la TGB conteniendo MIT, DIT, T4 y
T3 es almacenada como un polipéptido extracelular en el coloide, el cual esta dentro de
las células foliculares de la tiroides. Cuando el tirocito es estimulado por la TSH, la TGB
almacenada es internalizada al citoplasma por medio de fagolisosomas donde la TGB
es proteolizada liberando T4 y T3 a la circulacion. Por otro lado, el yodo pegado a los
residuos MIT y DIT es reciclado dentro del tirocito mediante su remocion por la
deshalogenasa tiroidea. (Yen, 2001).
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Figura 4. Biosintesis, almacenamiento y secrecion de HT en el tirocito. Se muestra la
captacién del yoduro por el NIS, el yoduro se difunde y organifica en la TGB por la TPO, la
TGB pasa al lumen y es internalizada y proteolizada liberando las HT las cuales se difunden
por el torrente sanguineo. TGB, tiroglobulina. TPO, tiroperoxidasa. NIS, transportador de Na/l-
. HT, hormonas tiroideas.



E. TRANSPORTE

Las hormonas tiroideas son de naturaleza hidrofébica, una vez sintetizadas y
secretadas de la GT al torrente circulatorio, requieren de proteinas transportadoras
para llegar a los 6rganos blanco. La principal proteina transportadora de tironinas es
una glicoproteina de 54 Kd, denominada globulina transportadora de tiroxina o TBG la
cual se encuentra sélo en mamiferos y transporta del 70 al 80% de la T4 sistémica.
Otra proteina transportadora de tironinas, es la transtiretina (TTR) la cual es la segunda
proteina de mayor afinidad a tironinas, se encuentra en todos los vertebrados y une con
alta afinidad una molécula de T4. Sin embargo, ante elevadas concentraciones de T4
circulante, esta proteina puede unir otra T4 pero con menos afinidad. Otra proteina
que contribuye al transporte de las tironinas en el torrente circulatorio es la albumina,
tiene menor afinidad a las tironinas circulantes y transporta de un 10 a un 20% de las
hormonas tiroideas (Kohrle, 1999; Robbins, 1996; Valverde-R et al. 1993).

F. MECANISMO DE ACCION

Una vez que las tironinas llegan a su érgano blanco, son internalizadas a la
region citoplasmatica por transportadores de membrana, de la familia de los
transportadores de carboxilatos. Para el caso especifico de las hormonas tiroideas, se
ha identificado una proteina transportadora denominada monocarboxilato 8 (MCT8), la
cual tiene 12 dominios transmembranales y es especifica para el transporte de
hormonas tiroideas al citoplasma (Friesema et al. 2003; Lafreniere, Carrel y Willard,
1994).

Una vez internalizadas, las hormonas tiroideas se unen a sus receptores de alta
afinidad en el nucleo. Posteriormente, este complejo se une a elementos responsivos a
hormonas tiroideas (TRE) en el DNA de las células blanco del organismo, y promueven

la expresion de diferentes genes (Figura 5) (Ritchie et al. 2003; Wilson et al. 1998).



Los receptores a hormonas tiroideas (TR) son miembros de una familia de

receptores nucleares entre los que se encuentran los receptores a esteroides, acido

Receptore s\
al3y

refinoides

retinoico y vitamina D (Harvey y Williams, 2002).

Citoplasma

w
RXR TR
T3 —r
—— (1)

T3 \ blanco
Micleo

b ] R MA

Proteina
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Figura 5. Modelo general del mecanismo de accion de las HT en las células blanco. La
MCTS8 internaliza al citoplasma a la T3 que ingresa al nucleo y se une a receptores a tiroideas,
los cuales estan en sitios responsivos a tiroideas en la regiéon promotora de diversos genes.

Se han clasificado hasta el momento dos tipos de receptores tiroideos: los alfa
(TRa) y los beta (TRB). Cada uno de ellos proviene de un gen especifico. Sin embargo,
cada uno de estos genes da lugar por lo menos a dos formas diferentes de receptor.
Los mRNAs de TRa1 y TRa2 son producto del gen THRA, y difieren por procesamiento
alternativo de sus exones en la regién 3°, resultando en distintos dominios C-terminales.
De la misma forma, los RNA mensajeros de TRB1 y TRB2 son transcritos del gen TRB y
son generados por el uso de promotores separados y por procesamiento alternativo en

la region 5°, resultando dos distintas proteinas con su region N-terminal diferente
(Williams, 2000).



G. DESYODACION

La glandula tiroides sintetiza y secreta al torrente circulatorio el 100% de la T4 y
dependiendo de la especie, entre el 5y el 25 % de la T3. A nivel 6rgano-especifico es
necesario la conversion de la prohormona T4 a T3, Esta conversiéon de T4 a T3, se
lleva a cabo a través de un mecanismo enzimatico de desyodacidén extratiroideo y
organo-especifico que consiste en la remocién de un atomo de yodo de la molécula de
T4. Se han propuesto dos vias de desyodacién: la primera via es de activacion o
también llamada 5°desyodacién (5°'D), ya que se desyoda el anillo fendlico o externo de
la T4, dando lugar a la T3 (figura 6). La segunda via, considerada de inactivacion o 5
desyodacion (5D), consiste en la desyodacion del anillo tirosilo o interno de la T4,
transformandola en triyodotironina reversa (rT3), la cual no tiene actividad metabdlica
conocida (figura 6)(Aceves, 1997; Wilson et al. 1998).

Esta biotransformacién es realizada por la familia de desyodasas, las cuales

estan presentes en diferentes proporciones en los distintos tejidos y 6rganos (Aceves,
1997; Bianco et al. 2002).
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Figura 6. via de desyodacion de hormonas tiroideas. Se muestra la conversion de T4 a T3 y
de rT3 por la desyodacién del anillo externo y la conversion de T4 en rT3 por la desyodacion del
anillo interno.



El estudio de las desyodasas es reciente y hasta la fecha las proteinas
involucradas no se han purificado. Sin embargo, ya sea por medios bioquimicos o por
las secuencias de sus mRNAs, se conocen tres tipos enzimaticos; en la via de
activacioén participan la desyodasa tipo | (D1) y la tipo Il (D2); mientras que en la via de
inactivacion participa sélo la tipo Il (D3). Estas enzimas son codificadas por diferentes
genes; todas ellas contienen en su sitio activo el aminoacido modificado selenocisteina,
y requieren un cofactor donador de grupos tioles (Aceves, 1997; Berry et al.1991b;
Berry et al. 1992).

Il. DESYODASA TIPO 1 (D1)

A. LOCALIZACION Y FUNCION.

La D1, que es en la que nos enfocaremos en este proyecto, se encuentra
principalmente en tejidos como: higado, rifidn, tiroides y en menor cantidad, en la
hipdfisis, la glandula mamaria lactante y la grasa blanca. Es una enzima de
desyodacion rapida, ya que actua en minutos, removiendo el yodo tanto del anillo
interno como del externo de la tironina, dependiendo del pH celular. También es
susceptible de ser inhibida por el propiltiouracilo (PTU) y la tioglucosa aurica (TGA)
(Aceves, 1997; Bianco et al. 2002).

B. RNA MENSAJEROS

En 1991 se caracterizé un mRNA de 2.1 Kb para la D1 en rata hipertiroidea el
cual fue denominado G21, que codifica para una proteina de 29 Kda (Berry et al.,
1991). La figura 8, representa las regiones funcionales reportadas para su cDNA, la
region codificante comprende del nucledtido (nt) 7 al 780, el coddon que codifica para el
aminoacido Se-Cys se encuentra en los nt 343-345 y corresponde al codén UGA, este
codon normalmente es leido por la RNA polimerasa tipo Il como una sefal de paro de
la trascripcion. Sin embargo, debido a que en la regién 3’'UTR presenta un doblez o
bucle al que se le ha denominado secuencia de insercion para Se-cys (SECIS), el
codon UGA es leido como coddn de insercion del aminoacido Se-Cys en la proteina de

la D1 y no como un codon de paro; esta secuencia se encuentra localizada entre los nt
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1515 a 1600. La region 3'UTR del mRNA de la D1, también presenta dos sitios de
poliadenilacion (poliA) [nt 1612 a 1617(AUUAAA) y en nt 2069 a 2074
(UAUAAA)](Figura 8) al igual que dos motivos ricos en adeninas y uracilos (AUUUA)
denominados motivos ARE, en los nt 1961 a 1965 y en nt 1973 a 1978, 100 nt corriente
arriba de la segunda sefial poliA (Berry et al. 1991a y b).

Posteriormente, nuestro grupo caracteriz6 un segundo mRNA en glandula
mamaria lactante de rata, idéntico en su region codificante al G-21, pero 465
nucledtidos mas corto en su regidon 3'UTR y solamente con la primera sefial poliA
(Navarro et al. 1997).

C. GEN

El gen de la D1 se ha identificado en raton (Maia et al. 1995) y en humano
(Toyoda et al. 1995), y consiste de 4 exones (figura 7). El exdn 1 contiene el codon
ATG. El exén 2, contiene el codon TAG que codifica para Se-cys y el exdn 4 contiene el
codon de término TAG, la region SECIS vy la sefial de poliadenilacion ATTAAA. El sitio
de inicio de la transcripcién esta aproximadamente a los 25 nt corriente arriba del
iniciador de la transcripcion (Maia, Berry, Sabbag y Harneyet, 1995).

exon 1 exon 2 exon 3 exon 4
ATG TGA TAG SECIS
* 1 %k * % ok
=] [ &
; ’ I T e | 3
5" 368 pb 141 pb 200 pb 953 pb

*Intrén 1, aprox. 9 kb.
**Intron 2, aprox. 3.7 kb,
*** Intrén 3. Aprox. 1.3 kb.

Figura 7. Representacion del gen de la 5°D1 en ratén (dio1). Las cajas negras corresponden
a los exones. También se muestra el codon de inicio, ATG; la region sefal para Se-cys, TGA; el
codén de termino, TAG; asi como la secuencia SECIS (tomado de Maia et al. 1995).



D. REGULACION

La expresién de la D1 bajo distintas condiciones fisiologicas estd sujeta a
regulacion por multiples factores y por un numero variado de sustancias. Por ejemplo,
las HT incrementan el mMRNA de la D1 en ratas, ratones y humanos. Este incremento
se debe a la presencia de dos elementos responsivos a hormonas tiroideas (TREs) en
la region 5" promotora del gen de la D1. El acido retinoico (AR), es reconocido también
por los TREs, incrementando la expresion del gen de la D1. Otros factores como
glucocorticoides, noradrenalina, esteroides gonadales, hormona del crecimiento, AMP
ciclico, TSH vy citocinas regulan la expresiéon del mRNA de la D1. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales ejercen dichos efectos no estan bien descritos (Bianco et al.
2002; Garcia-Solis y Aceves, 2001).
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GCTGAGATGG GGCTGTCCCA  GCTATGGCTG — TGGCTGAAGC — GGCTTGTGAT  ATTCCTGCAG — GTAGCCTTGG
AGGTGGCTAC GGGCAAGGTG  CTAATGACAC TGTTCCCAGA  GAGAGTCAAG CAGAACATCC  TGGCCATGGG
CCARRAGACC GGMTGACC; ;;;;E:;E:‘:‘:‘; ATTCGCCCCT CAC.P.;E';;&:.(; -FE:EBE.;E:EH ES&&EE&
COCCCAACTG  CACCGTGGTC  CGCCTCTCAG  GACAGAAGTG  CAACGTCTGG  GATTTCATTC  ARGGCAGCAG
ACCCCTGGTG ~ TTGAACTTCG  GCAGCTGCAC — CRGACCTTCA  TTTCTTCTCA  AATTTGACCA  GTTCAAGAGA
CTCGTAGACG ~ ACTTTGCCTC — CACAGCTGAC — TTCCTCATCA  TTTACATTGA  AGAAGTCCAC  GOCACAGATG
GATGGGCTTT TAAGRACAAC GTGGACATCA GGCAGCACCG  AMGCCTCCAG  GACCGCCTGC  GGGCAGCACA
TCTGCTGCTG  GCCAGGAGCC — CCCAGTGTCC  TGTGGTGGTG  GACACAATGC  AGAACCAGAG  CAGCCAGCTC
TATGCAGCTC ~ TGCCTGAGAG  GCTCTATGTG  ATACAGGAAG  GCAGGATCTG  CTACAAGGGT  ARACCTGGCC
CITGGAACTA CRATCCTGAG GAAGTCCGAG  CTGTTCTGGA ARAGCTTTGC  ATCCCACCTG  GACACATGCC
TCAGTTCTAG  GGGGCCAGCA  GGAAGETCCC  CCAAGCTTGG  TACTCCTCCC — CACCAGTACA  GATGTCCTTT
AGCTTTGACC ~ TTCGTTCCCA GATCAATTAC  TAGCTCAGAT  TTTTCTGATC  TGAACARATA  ACTACCCGGG
AGGCAATTCA  GTTCACAGCA CCOAACCAGC  ACAAATTGTT  ACAAGCAGAG  ATARAGCAAT  ACCGAGCTGT
TAGCAAAAGT ~ AAGTGTGCAG CTTTGCACCA CTCCCACAGG CGGAGACCAA  TCCAGTGTGT  GOCCCTTCTG
GTGGAAGGGT  ACTCATGCTT — GGTTGGCTGA  CTTCTGAAGT — GTAGTGACTC  ATGATGATGA  COTCAARAGC
TCAATCCATT ~ TGCCCAAGTT  TGCCACTCAT  AGAATCAGTT  GTTTAGTACC  AAGCGACAGG  CAGGCGTATT
TCTACTTGTA  GGAACCARAG  ACATTGGAAA  CACTTTTCTG  GCCCTAAGAT  TGARATCCGT  TAATATTGTT
GGTGATAGGT GTTTCCATGG CAACCTATAA TCTAATTCTG  CTCCCTCTAC — CATCTTTGAA  TAGATTGOAG
AGAAATCTGG  CTCTCTGGTA  CTGACACAAA  AGCTTTATAA  CTTTAACTAA  ACCAAATCAC  AGGCGCCAGE
ARARGCTGOC  ATTCCCCTGC  TGTARCTCTG  TTCCACTGGC  GCCCAGTCTC  TTACTGGTCT  TTCATGTTAG
ATGGCTTTGE ~ ACTGACGGGT  AGCCATGGGT — TCATCTGTCA  TGICTGCTTC  TTTTTATATT  TGTTTATGAT
GGTCACAGTG ~TAAAGTTCAC ACAGCTGTGA CTTGATTTTT ARARATGTCG GGAAGATGCA  GCAAGCTAAC
GATTAAMATC  CGTCAGGCTA  TTTTTGAATG  GCTCCGGTGT — GATCCTTACA  ATTTCCTTIC  TGACTTGTGT
-------- AT  -CGTCACAC-  -CACAC--AR  RARA

ATGTGGGCCT  GCTCTGCCGT  CTTTTCCGAT  AGCCCACGTG — TAATGTAATC  AGCTAAGGCA — TCGTTTGCCT
GGAGGGACCC CGTCCTGGAG GARAGARGCTC GTATGTGGCA CECATCCAAC ATGTTGTCCT GTGAAGTETT
GTGGAAGGGA  CGTGGCTGTT  CACGTCACAG — CAAAGCACCT  TTAGGGGTGA = TGCGTGAATG  GACCTGGGGA
GCATTCTCCA  GGCATCCAAR  CAGTTCCTCC  TTGCTCTGCC  TTAGGGCTAC — ACCCAATACT  GTARCATTGC
ETTTArGTAT GARTTTAGGT  GAGTCAGGAT  CTAGCTATAAR  AGTCGAGAGT  GGCTGTGAAC — TTACAATCTT
CAGRCTCRAGA GTAGCTGGGA TTCCAGGTCT GTCCCCCTAT ATAAAPAATG CTTTTGACCT CTTGARARAAR
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Figura 8. Comparacion de los cDNAs de rata, provenientes de la 5'D1 hepatica ( G21) y de
la glandula mamaria lactante (MG-D1). Se compara la secuencia obtenida para el cDNA de
mama con la secuencia del G-21 (Berry et al, 1991a). Las bases idénticas se indican con un
guidon. En negritas se muestran el codén de inicio: ATG (nt 7 a 10): el de término TAG (nt 778 a
780). El coddn que codifica para la Se-cys: TGA (nt 382-384) se muestra en negrillas y subrayado.
La region SECIS (nt 1515 a 1600) se muestran en letras subrayadas. Las dos sefales de
poliadenilacion (nt 1612 a 1617 y 2079 a 2075) se muestran en letras cursivas y negritas. Los
recuadros indican los elementos ricos en adeninas y timinas (ARE) (Modificado de Navarro et al.
1997).



. MECANISMOS DE REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL.

La expresion proteica en eucariontes esta regulada por una gran variedad de
mecanismos. Algunos de ellos han sido dilucidados en sistemas bacterianos y se han
encontrado mecanismos similares de regulacién en células eucariotas. La mayoria de
las células de organismos pluricelulares regulan su expresion génica a varios niveles. A
nivel post-transcripcional: el procesamiento del mRNA mediante la adicion del CAP en
el extremo 5°, la adicion de la cola de poliA en el extremo 3°, corte y empalme de
intrones, participacion de la region 3'UTR en la estabilidad y eficiencia de traduccién de
los mMRNAs y finalmente la degradacion de las proteinas resultantes (Alberts et al. 2002;
Atwater, Wisdom y Verma, 1990; Gretchen, Viraldi y Milkarek, 1997). Dado que los
objetivos de este trabajo se suscriben al analisis de la participacién de las sefiales poliA
del mensajero de la D1, a continuacién se revisa unicamente la informacion referente a

las sefiales poliA y su participacion en la regulacion de los mRNAs eucaridticos.

A. TIPOS Y FUNCION DE LA COLA POLI(A).

La cola de poliA junto con el Cap 5" parece tener varias funciones: 1) permite la
exportacion del mRNA maduro del nucleo al citoplasma, 2) influye en la estabilidad del
transcrito en el citoplasma, 3) participa en su traduccién y 4) sirve como una sefal de
reconocimiento para los ribosomas. Esta ultima funcién determina si el mRNA esta
intacto antes de consumir energia y precursores para su traduccion. Se ha establecido
que el tipo de sefial poliA presente en la 3'UTR, esta en relacion directa con la longitud
de la cola de adenilatos la cual va a determinar la estabilidad y eficiencia de traduccién
del mRNA (MacDonald y Redondo, 2002; Tanguay y Gallie, 1996; Wahle y Keller,
1992).

La tabla 1, muestra diversas senales de poliadenilacion descritas en mRNAs
eucariotas (Zarudnaya, Potyahaylo, Kolomiets y Hovorun, 2002). Estas sefales de
poliadenilacién representan una sefial de término, indica el final de la transcripcion a la
RNA polimerasa tipo Il, permitiendo la adicion de una cola de adenilatos por la
polimerasa poliA (PAP) (MacDonald y Redondo 2002; Zarudnaya et al. 2002).
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Tabla 1. Sefiales de poliadenilacion de 244 pre-mRNAs estudiados.
I Tipo de Elemento (Senal poliA) Porcentaje de premRNAs
elemento con el elemento (%).
I AAUAAA 69
o AUUAAA 14
m NAUAAA 09
ANUAAA
AAUANA
v AANAAA 02
AUAAAA
AAUAAN
v Sustitucion de cualquiera de lIas bases 03
en AAUAAA
VI Otras ademsas de IV 03
+ Base de datos de senales de poliadenilacion humana, reportada
en Zarudnaya et al., 2002.

La secuencia AAUAAA se presenta en el 69% de los mensajeros por lo que se le
considera una sefial consenso (Zarudnaya et al., 2002). Fitzgerald y Shenk (1981)
removieron esta secuencia y mostraron que esta delecién impedia la poliadenilacién en
el gen del antigeno T, cuando el virus SV40 mutante era introducido a células en
cultivo. Cole y Santangello (1983) mostraron que la expresion del gen de la timidina
quinasa al que se le habia retirado su secuencia de poliadenilacién, podia restaurarse
si se le insertaba un fragmento de ADN que contenia la secuencia AAUAAA. Otros
estudios han analizado el efecto de cambiar o sustituir sélo un nucleo6tido en esta
secuencia. Por ejemplo, Higgs et al. (1983) encontraron en el gen de a-2-globina
aislado de pacientes con «a- thalassemia, un punto de mutacibn que cambia la
secuencia de AAUAAA por AAUAAG, disminuyendo la transcripcion del gen o-2-
globina tanto en las células sanguineas de estos pacientes como en células Hela
trasfectadas con genes aislados.

Otras 4 mutaciones realizadas en la secuencia consenso, inhibian Ila
poliadenilacion a excepcidon de la AUUAAA que no solo permitia la poliadenilacion, sino

que aumentaba la velocidad de su transcripcion pero disminuia la vida media de su
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mensajero, o que permitid conocer que esta secuencia se encuentra aproximadamente
en el otro 14% de los mensajeros. Ademas, en ciertos mRNAs la region 3’'UTR no
contiene la secuencia consenso, sin embargo se presenta mas de un sitio de
poliadenilacién (Manley, 1988; MacDonald y Redondo, 2002).

Wahle y Keller (1992) han descrito que la mayoria de los mensajeros que no
tienen la secuencia consenso, presentan multiples sitios de poliadenilacion y que su
uso alternativo participa en la regulacion de la expresion de la proteina.

En este contexto, se conoce que el precursor del mMRNA de la proteina amiloide
puede usar varios sitios de poliadenilacion, expresando mas eficientemente el mRNA
de mayor longitud, aunque su degradacion es mas rapida (Desauvage, Kruys, Marnix,
Huez y Octave, 1992). Particularmente el gen de la vasopresina en condiciones
normales transcribe un mRNA corto, pero en condiciones de estrés osmaotico (pérdida
de agua por hemorragias), expresa un mRNA de mayor tamafo, el cual presenta una
mayor eficiencia de traduccién y una mayor degradacion, en contraste con el mRNA
corto que es mas estable, pero menos eficiente en su transcripcion (Carrazana, Pasieka
y Majzoub, 1988).

De la misma forma el gen de la enzima superéxido dismutasa CuZn, también
genera dos mRNAs que varian en el tamafio de su regién 3’ UTR. En dicho estudio se
hicieron construcciones que permitieron la formacion de diferentes mRNAs, y al
expresarlos en células cos? traducian preferentemente el mMRNA mas largo, aunque su
degradacion era mas rapida que su respectivo mRNA corto (Kilk, Laan y Torp, 1995).

Recientemente se identificaron dos transcritos provenientes del uso alternativo
de las sefales poliA del gen que codifica para el receptor opioide x (KOR) de ratén.
Este gen genera un mRNA corto con una sefal poliA (AAUAUA) y un mRNA largo con
dos senales poliA (AAUAUA y AAUAAA); la segunda sefal corresponde a la senal
consenso. La region 3'UTR de ambos mRNAs, mostraron diferencias en su eficiencia
de traduccion y estabilidad. Los mRNAs del KOR, que usan la segunda sefnal poliA
(consenso), presentan una mayor eficiencia de copiado y son mas estables que los que
usan la primera sefal poliA (Hu, Bi, Loh y Wei, 2002).

Un caso diferente es el del gen hap que induce apoptosis, se expresa en todos

los tejidos y genera tres mRNAs de diferente tamafio que varian en su region 3'UTR,
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debido a que presentan tres sefales de poliadenilacion. Si bien estas sefales son
idénticas a la consenso (AATAAA), los mRNAs de menor tamafio presentan menor
eficiencia de transcripcién que el mMRNA largo. Sin embargo, ninguno de los mensajeros
presenta diferencias en cuanto a su estabilidad (Qu, Qi y Qi, 2002).

El mecanismo por el cual la 3'UTR regula la expresion de los mRNAs no es
claro. Se ha descrito que la longitud de la 3'UTR y la cola poliA tienen influencia sobre
la expresion y estabilidad de los mMRNAs eucarioticos. Al respecto se han propuesto dos
modelos; el primero establece que el tipo de sefial poliA presente en la region 3'UTR,
determina la longitud de la cola de adenilatos (Tanguay y Gallie, 1996). La cola es
reconocida por proteinas de unién a la cola poliA (PABP1) las cuales interactuan con el
factor de traduccion elF4G, formando un puente con la proteina de union al CAP
(elF4E) en la region 5" del mRNA (Wells, Hillner , Vale y Sachs, 1998). El mRNA se
circulariza estimulando el ensamble del complejo de inicio de la traduccién en la regién
5°CAP, y se incrementa asi la traduccion (Otero et al. 1999; Shim y Karin, 2002;
Tanguay y Gallie, 1996). El segundo modelo establece que un incremento en la longitud
de la cola poliA no siempre resulta en un aumento de la traduccién, debido a que
realmente las proteinas que reconocen secuencias en la 3'UTR son las que favorecen
el inicio de la traduccion, manteniendo a la unidad ribosomal 40S en el mRNA. Esta
asociacion le permite a la maquinaria ribosomal iniciar la traduccién de manera eficaz
en el mismo mRNA, a diferencia de un ribosoma que se ha disociado ya del mRNA
(Tanguay y Gallie, 1996).

Hasta este momento los antecedentes mencionados indican que la localizacion y
tipo de sefal poliA presente en cada mRNA al igual que de las proteinas que las
reconocen, son clave para determinar en cada mRNA, su estabilidad o una eficiencia

de traduccion caracteristica.
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IV. REGION 3'NO TRADUCIBLE DE LOS RNA MENSAJEROS DE LA D1.

Para el caso especifico de las desyodasas, a partir de 1991 se tienen los cDNAs
de las tres enzimas en rata. Todas pertenecen a la familia de las selenio enzimas, las
cuales contienen en su region 3'UTR la secuencia SECIS de insercion del aminoacido
selenocisteina. La figura 9, muestra los cDNAs descritos para la D1 en diferentes

especies.
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Figura 9. Esquema representativo de los mMRNAs descritos para la enzima desyodasa tipo 1 en
diferentes especies.
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Inicialmente se describié el G-21 en higado de rata hipertiroidea, que contiene
en su region 3'UTR dos seinales de poliadenilacion (Berry et al. 1991). Posteriormente
se describieron mMRNAs hepaticos para la D1 en perro (Toyoda et al. 1994), raton (Maia
et al.1992) y humano (Mandel et al. 1992). Los mRNAs de perro y ratén son
semejantes entre un 76 y 86%, con respecto al G-21, y ambos contienen la primera
sefal de poliadenilacion alrededor del sitio 1600 pb corriente abajo. Ademas, estos dos
MRNAs son 450 pb mas pequefos que el G-21de rata en la region 3'UTR, y no
contienen la segunda sefial de poliadenilacion en su region 3'UTR (Berry et al.1991).

En el pez tilapia, el mensajero de la D1 presenta una identidad de 48% con
respecto al G-21, ademas posee dos sitios SECIS y dos sefiales poliA (ver Figura 9)
siendo caracteristicas distintivas de este pez (Sanders et al. 1997). El mensajero
descrito para el pez Fundulus heteroclitus presenta un 85% de identidad con respecto
al G-21 y sélo presenta un sitio SECIS (Orozco et al. 2002). EI mensajero encontrado
en el higado de embrién de gallo tiene un 60% de parecido con el G-21 de rata, y s6lo
presenta una sefal de poliadenilacion (Van Der Geyten et al. 1997). Es importante
sefalar que todos los mensajeros reportados hasta la fecha con excepcién del G-21 de
rata, provienen de organismos eutiroideos.

En nuestro laboratorio se describié la presencia de un nuevo mRNA para la D1,
presente en la glandula mamaria de rata lactante, idéntico en su region codificante al
G-21, pero mas corto en su regidon 3UTR y con solo la primera sefial de
poliadenilacién. Cabe destacar que ninguna de las sefales corresponde a la sefal
consenso AAUAAA (Navarro et al. 1997).

Aunque fisiologicamente no se conoce el significado de estos hallazgos, estudios
realizados en nuestro laboratorio, han mostrado que en condiciones de elevada
demanda energética: como son los estados hipertiroideos, lactancia intensa o con
estimulacion beta adrenérgica, diversos 6rganos de la rata (higado, corazén, y glandula
mamaria lactante) expresan primordialmente el mensajero largo de la enzima
D1(Aceves et al. 1999; Aceves y Rojas-Huidobro 2001; Navarro et al.1997). Es decir,
parece que el mensajero largo de la D1 (G-21) se expresa solo en forma aguda y como

respuesta a elevadas demandas metabdlicas.
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Aunado a lo anterior, se han encontrado motivos ARE entre las sefales poliA de
MRNAs con multiples sefiales poliA. Estos motivos se han encontrado principalmente
en mMRNAs de vida media corta y algunos codifican para proto-oncoproteinas, factores
de transcripcion, citocinas, interleucinas, etc. Estos motivos ARE se han considerado
como sefales desestabilizadoras que provocan el reconocimiento de los mRNAs por
exonucleasas especificas y son rapidamente degradados. Esto ha permitido sugerir
que estos elementos se encuentran soélo en mRNAs que requieren ser regulados
puntualmente en etapas criticas del organismo (Chen y Shyu, 1994; Ming, Kaiser y
Moroni, 1998; Ross, 1995; Shim y Karin, 2002; Wickens et al. 1997). En el caso
especifico de los mMRNAs de la D1, sélo el mMRNA largo presenta dos motivos ARE entre
las dos senales poliA. Esto apoya nuestros hallazgos de que el mRNA largo sélo se

detecta en condiciones de elevada demanda metabdlica.
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HIPOTESIS

El mensajero largo representa un transcrito de alta eficiencia de copiado, que
permite proveer a la célula de mayor cantidad de enzima D1, y por lo tanto de mayor
cantidad local de T3 para mantener su elevado metabolismo. Especificamente se
propone que, este mensajero de 2069 pb con dos senales de poliadenilacion, tendra
una tasa mayor de traduccidon y, quizas, una vida media mas corta que su

correspondiente mensajero corto.

OBJETIVOS

. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar en un sistema in vitro, las caracteristicas funcionales de los

dos mMRNAs que codifican para la D1.

Il OBJETIVOS PARTICULARES.

e Construir y caracterizar los plasmidos que contengan los cDNAs corto y

largo de la D1 de rata.
¢ Mediante la transfeccién de vectores de expresion en células HEK293,

analizar la tasa de traduccion midiendo la actividad desyodativa

generada Yy la vida media de los dos mRNAs de la D1.
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MATERIAL Y METODOS
I MATERIALES

La ['°1] triyodotironina reversa [('*°I)fT3], se adquiri6 en New England Nuclear
(Boston, MA). La no radiactiva de Henning Co. (Berlin, Alemania). El Ditiotreitol (DTT)
fue de Calbiochem (La Jolla, CA). El reactivo de Bradford fue de BIO-RAD Laboratories
(Hércules, CA). El suero fetal bovino (SFB), la solucion de tripsina-EDTA (0.05% de
tripsina, 0.4g/L EDTA 4Na), la solucién de antibiéticos penicilina/estreptomicina, el medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) alto en glucosa fueron de GIBCO BRL
(Grand Island, NY). Las cajas de cultivo fueron de Corning (Corning, NY). El antibi6tico
Actinomicina D y el paquete de deteccion de la actividad del gen reportero beta-
galactosidasa fue de SIGMA-ALDRICH (Saint Louis, Missouri). El agente de
Transfeccion FUGENE 6 fue de Roche (Indianapolis, IN) y la enzima de restriccion Bbr
PI 6 Pma CI fue de Roche (Mannheim, Germany). Las enzimas Xba I, Sma 1, Stu I, el
fragmento largo de la DNA polimerasa | (Klenow), la SuperScript Il Transcriptasa
Reversa fueron de Invitrogen life technologies (Carlsbad, CA). La Amplificasa DNA
polimerasa fue de BIOTECNOLOGIAS UNIVERSITARIAS (México, DF). El reactivo
TRIzol fue de GIBCO BRL(Grand Island, NY). El resto de los reactivos fueron de alta

pureza todos son disponibles comercialmente.
Il.  METODOLOGIAS
A. CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS.

Utilizamos el plasmido pcDNA3 de 5.5 kb de peso molecular, el cual posee el
promotor de la transcripcidon del citomegalovirus (pCMV) (Figura 10) para su expresion
en células Humanas de RiAdén Embridnico (HEK293). A este plasmido se le insertd el

cDNA que codifica para la D1 (G-21) en los sitios Kpnl y Xbal, quedando de un peso
molecular de 7.6 kb, denominado pcDNA3-G21.
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Figura 10. Mapa del plasmido pcDNA3-G21. Indica la clonacién del G-21 en sitios Kpnl y
Xbal, al igual que las secuencias internas del plasmido con sus sitios de restriccion.

1. Construccién del vector D1C para la expresion del mRNA corto

(1.6 kb).

A partir del pcDNA3-G21, se construyo el plasmido con el cDNA que codifica
para el mMRNA de 1.6 kb de la D1. La digestién del pcDNA3-G21 con Pmll y Stul cortan
delante de la primera senal de poliadenilacion (1745 pb) y dentro del plasmido (4098
pb) respectivamente. Con esta digestion se cortd por un lado, la segunda sefial poliA
del G21 y, por el otro, se elimind la sefal de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento bovina (BGHpA) interna del plasmido (4098pb). El producto de la digestién
se corrio en un gel de agarosa al 1%; la banda de interés se corté y purifico

(CONCERT™ Rapid Gel Extraction System). Posteriormente se ligd y la construccion

23



se transformd en células competentes de E. coli (XL-blue). Esta construccion la

denominamos D1C de un peso de 6 kb.

2. Construcciéon del vector D1L para la expresion del mRNA largo
(2.1kb).

Para la construccion D1L con el cDNA que codifica para el mRNA largo de la D1,
a partir del pcDNA3-G21, se incubo con Xbal y Stul que cortan en 2184pb del G-21 y
dentro del plasmido (4098pb), respectivamente. En un gel de agarosa al 2% se corri6 el
producto de digestién y la banda indicada se corté y purificé (Rapid Gel Extraction
System. CONCERT™). Posteriormente se ligé y la construccién se transformé en
células competentes XL-blue. Esta construccion sera referida en el texto como D1L y
tiene un peso de 6.4 kb.

Para corroborar el tamafo de las construcciones, se realizaron mini
preparaciones (MP) de cada una de las construcciones (D1C y D1L) (CONCERT™
Rapid Gel Extraction System). Cada MP se digirié con Smal, que realiza dos cortes, el
primero dentro del cDNA de la D1 (960 pb) y el segundo en la parte interna del vector
(3259 pb). Se corrié un gel de agarosa al 1% para verificar los tamafos de las bandas
en cada construccion y se realizd una maxipreparacion de cada construccion
(GenElute™ Plasmid Maxiprep Kit).

B. CULTIVO CELULAR Y TRANSFECCION.

Las células Humanas de Rifidn Embridnico (HEK293) se cultivaron en monocapa
y se crecieron en medio DMEM suplementado con 10% de FBS conteniendo 100 U/mL
de penicilina y 100ug/ ml de estreptomicina. Las células se incubaron a 37°C, en una
incubadora con 5% de CO,. Para los experimentos las células se sembraron en cajas
de 35 x 10mm a una densidad de 3X10° células/caja un dia antes de la transfeccion.
Cuando las células alcanzaron una preconfluencia del 60-70%, se transfecté un total de
1.2ug de DNA. Para determinar la eficiencia de transfeccion de los vectores, 1ug/ul de
cada plasmido; pcDNA3-G21, D1C o D1L se cotransfecté con 200ng/ul del plasmido

que codifica para p-galactosidasa. EI DNA fue mezclado con 3ul del reactivo de
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transfeccion FuGene 6 en 96uL de DMEM. La mezcla se incub6 a temperatura
ambiente durante dos horas antes de la adicion a las células preconfluentes. Las
células se incubaron a 37°C en una incubadora con 5% de CO,, a diferentes tiempos

especificados en cada pie de figura de los experimentos en la seccion de resultados.
C. EXTRACCION DE RNA DE LAS CELULAS HEK293.

A 24 horas post-transfeccion se retird el medio de las células HEK293 por
aspiracion. Para los ensayos de proteina, se aspirdo el medio DMEM vy las células se
lavaron dos veces con un amortiguador rico en fosfatos (PBS), posteriormente se
adicionaron 200uL del amortiguador de lisis 5x (250mM HEPES pH 7.5, 25 mM
CHAPS). En cada pozo de cultivo, las células se rasparon y se colectaron en tubos
Eppendorf y se congelaron en hielo seco para su almacenamiento a -70°C. Para la
extraccion de RNA, se aspiro el medio DMEM vy las células se lavaron con el
amortiguador PBS, se adiciond 1mL del reactivo TRIzol (Invitrogen) y la extraccion del

RNA total se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante.
D. ENSAYO ENZIMATICO PARA LA DESYODASA TIPO 1

Se utilizd la técnica de liberacion de radioyodo (Aceves y Valverde, 1989), que
consiste en lo siguiente: En tubos de ensayo se colocaron 50ul de la mezcla radioactiva
que contiene 2nM de '®I-rT3 (alrededor de 50,000 cpm. a.e. 1200mCi/mg)) mas rT3 no
marcada para completar una concentracién final de sustrato de 0.5uM de rT3,y 5 mM
de ditiotreitol (DTT) como cofactor y 50ul del homogenizado celular correspondiente (100
ug de proteina). Los tubos se incubaron 3 horas a 37°C. La reaccion se detuvo al
adicionar 50ul de una solucion de paro que contiene suero bovino normal al 50% y 10
mM de propiltiuracilo (PTU) y 300ul de acido tricloroacético (TCA) al 10%. Se mezcl6 la
reaccion en vortex y se centrifugd a 12,000 rpm por 2 minutos. El sobrenadante se
resolvié por cromatografia en una columna de intercambio cationico Dowex W-50 X2,
previamente equilibrada con &cido acético (Ac) al 10% . El '®| liberado se cuantificé en

un contador gamma Packard modelo cobra Il. La actividad enzimatica se determiné
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midiendo la cantidad de yodo radiactivo liberado, respecto a la cantidad total de sustrato
por miligramo de proteina por hora (actividad especifica). En todos los ensayos se
incluyeron dos pares de tubos sin proteinas, con los cuales se calculd el porcentaje de
yodo liberado no-especifico. La concentracion de proteinas se midié por el método
Bradford (ensayo de proteina de Bio-Rad, Bio.Rad laboratories, Inc., Richmond, CA).
Los resultados se expresaron como actividad relativa de la D1 normalizada con la

actividad de p-galactosidasa (D1/4-gal).

E. ENSAYO ENZIMATICO PARA SGALACTOSIDASA.

Este ensayo se realiz6 para normalizar la eficiencia de transfeccion en cada
experimento. 100ug de la proteina del lisado celular, 10uL del amortiguador de lisis 2x, y
50uL del amortiguador 2x [ 200mM buffer Na;HPO4 pH 7.3, 2mM MgCl,, 100 mM -
mercaptoetanol y 1.33 mg/ml o-nitrofenil-p-D-galactopyranoside (ONPG)]. Se incubaron
a 37°C durante 30 minutos. La reaccion se detuvo con 150ul de la solucion de paro (1M
Na,CO3) y el producto se leyo en el Elisa Microplate Reader Mod. 3550-UV de Bio-Rad a
una densidad 6ptica de 420 nm. Las unidades fueron determinadas como nmol de o-
nitrofenil-p-D-galactopyranoside  (1nmol/mI=0.0045 —A420) hidrolisada/(min  x mg

proteina).

F. RETROTRANSCRIPCION Y AMPLIFICACION POR REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA (RT-PCR).

La retrotranscripcidon se realizé con 1ug del RNA total extraido, cuya
concentracion se determind por absorbancia espectrofotométrica a 260 nm en el
espectrofotometro Beckman DU 650. Al RNA se le afiadio el oligo d(T) y se incubd
durante 5 minutos a 45°C, posteriormente se agrego el amortiguador con MgCL, 10x, la
mezcla de desoxinucledtidos 10 nM, y la enzima Superscript transcriptasa reversa y se
incubd durante 1 hora a 37°C, seguido de 5 minutos a 95°C. EI DNA complementario
(cDNA) obtenido se congelé6 a —20°C. Los mRNAs de la D1 se coamplificaron

simultdaneamente mediante la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (ver figura
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11A; oligos M2s y M6as para el mRNA corto; As y Bas para el mRNA largo) con el
MRNA que codifica para la enzima Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
(ver figura 11B; GAs y GAas). En la figura 11 se muestra la secuencia de los oligos, la
region de amplificacion, el tamafio del amplicon para el mensajero corto y largo de la
D1, GAPDH y c-myc. La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador icycler Bio-
Rad bajo las siguientes condiciones: 30 ciclos para los mRNAs de la D1y para GAPDH.
Cada ciclo a una temperatura de punto de fusion de 94°C x 45s, de alineacion a 54.5°C
x 45 s, y de extension a 72°C x 1 min. Como control en cada reaccién, se colocé una
muestra de RNA con los oligos apropiados, pero sin la transcriptasa reversa. El
mensajero de c-myc se amplificé utilizando los oligos Mycs y Mycas (ver figura 11B)
mediante el procedimiento descrito por Grand et al. (2002). Los productos de PCR se
corrieron en un gel de agarosa al 2% y se tifieron con bromuro de etidio para su
visualizacion. El tamano de las bandas fueron confirmadas con una escalera de DNA
conocida (1 kb DNA ladder; Gibco-GRL). Después se le tomd6 una fotografia Polaroid
usando un Scanner Hewlett Packard Jet 11CX, y la sefal fue analizada usando el
programa NIH-Image. Los valores fueron normalizados por los niveles de mRNA de
GAPDH detectada en cada muestra por densitometria (D1C-D1L/GAPDH).

G. ENSAYO DE ESTABILIDAD PARA LOS RNA MENSAJEROS DE LA D1.

Se sembré 3x10° células/pozo en cajas de cultivo de seis pozos, cuando
alcanzaron el 60-70 % de confluencia, se cotransfectaron 1ug/pl de los plasmidos D1L o
D1C siempre con 200ng/ul del pRSV-Bgal. Veinticuatro horas después de la
transfeccion las células, se trataron con un inhibidor de la polimerasa tipo I,
actinomicina D (act-D) a dos concentraciones (5ug/ml o 10ug/ml). Las células se
colectaron a las 0,4,8,12 y 16h. Se extrajo el RNA total como se describio

anteriormente, y los RNAs de D1L y D1C fueron analizados por RT-PCR.
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M2s 1645
' o  AAAAAAAA
ATG ATG TAG SEQS
+— 4—
M6as s
Olige Tamarie Lecalizacién Secuencia propésite Banda ssperada
M2e 20 nt 377-396 GCACCTGATCTTCATTTICTT PCR
Miias 18 nl B10-827 CTGGCTGCTCTGOTTCTG PCR 250 ]'Jb
As 20t 16831712 CTGCCGTCTTTTCOGATAGC PCR
Bas 20nt 18091829 CCCTTCCACAMCACTTGACA PCR 1 25 pb
Olige Tamafio Secuencia propeésito Banda esperada
GAs 26 nt TGAAGGTCGOTGTCAACAGATTTGGC PCR
GAas M CATGTAGGCCATGAGGTCCACCALC FCR P
Mycs 20 nt AGAGAAGCTOGCCTCCTACC PCR 2116 pb
Mytas 20t AGCTTTTGCTCCTCTGCTTG FCR

Figura 11. Oligos utilizados para RT-PCR. A, Representacion esquematica de los mRNAs
de la enzima D1. También se presenta la direccién y posicion de los oligos usados. Se ilustra
la posicion exacta, longitud, secuencia y longitud predicha del amplicon. B, Se muestran las
caracteristicas de los oligos usados para la amplificacion de los mMRNAs de GAPDH y c-myc.
PCR, reaccién en cadena de la polimerasa.
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H. ANALISIS NORTHERN BLOT.

Del RNA total utilizado para el RT-PCR, 10ug se corrieron en un gel
desnaturalizante de agarosa al 1% y formaldehido 2.2 M. Se transfiri6 a una membrana
de nylon y se hibridé con la sonda de cDNA D1 marcada con (a->*P)deoxy-CTP
(Amershan, Biosciences) durante toda la noche a 42°C. Posteriormente se lavé dos
veces durante dos minutos agitando fuertemente con SSC 0.1x y SDS 0.1%. La
membrana se dejo exponiendo en una pantalla sensible a fosforo durante 24 horas a
temperatura ambiente y la sefal fue detectada usando un STORM y cuantificada con el

software ImageQuant (Molecular Dynamics).
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RESULTADOS
. CONSTRUCCION DE LOS VECTORES DE EXPRESION

Con el propodsito de tener diferentes vectores de expresién con las diferentes
sefales poliA del mensajero corto y largo, se utilizd el plasmido pcDNA3-G21. Este
plasmido contiene el cDNA que codifica para el mRNA largo de la D1, con tres sefiales
de poliA (las dos de la D1 y la sefial consenso del plasmido). A este plasmido se le
realizaron cortes enzimaticos especificos para generar los otros transcritos: El primero,
contiene el cDNA del mRNA largo solo con sus dos sefales poliA denominado D1L. El

segundo, contiene el cDNA del mRNA corto con una senal poliA de nominado D1C.

Regidn

A B codificante D1 T TTRDI

§ - -lm-m—ﬂ—ﬂ-' BGHpAM () m» Neomycin

S5 £ e

- N
- #: b
52kb —p - e ae Pl *
R . 3UTR DI
5 — 5 A P X S
5 L R pcDNA3-G21
784 ph—» D1 L
D1C

Figura 12. Construccion de los plasmidos. A, Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de
etidio, muestra el tamafo de las construcciones finales digeridas con Smal. B, Mapa de los
vectores construidos vy sitios de restriccion. /A, Primera sefal de poliadenilacion; [, segunda
senal de poliadenilacion; linea sélida negra, region 3'UTR de la D1; Linea punteada gris,
secuencia interna del vector; P, Pmll; X, Xmal; S, Stul.
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Il. EFECTO DE LAS SENALES POLIA EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
D1.

Cultivo celular.
La figura 13A, muestra una fotografia de las células 293HEK a un 70% de

confluencia y la figura 12B, las células totalmente confluentes.

Figura 13. Fotografias de las células HEK293 en diferentes estados de confluencia
mantenidas en cultivo. Ambas lineas celulares se inocularon con 3x10° células/cm? y se
cultivaron en DMEM adicionado con 10% SFB, 100 U/MI penicilina y 100 pg/mL estreptomicina.
Incubadas a 37°C en una atmdsfera humeda, 95% aire y 5% CO,. A, 70% de confluencia a una
densidad de 6x10° células/cm® y B, 90-95% de confluencia a una densidad de 9.8x10°
células/cm?.

A. EFECTO DE LAS SENALES POLIA EN LA TRADUCCION.

Con la finalidad de analizar el efecto de las sefiales poliA en la traduccién, se
midié la actividad enzimatica de la D1 normalizada con la actividad de B-galactosidasa
(B-gal). De manera que se co-transfectaron los siguientes vectores; pcDNA3-G21 o
D1C o D1L junto con el plasmido pRSV-Bgal para normalizar la eficiencia de
transfeccion y como control negativo las células sin transfectar. La Fig. 14, muestra que
las células sin transfectar no expresan actividad desyodativa ni de B-galactosidasa. Al
analizar la actividad de B-gal no encontramos diferencia significativa entre los diferentes
ensayos. Sin embargo, al analizar la actividad desyodativa se encontré que el vector
que expresa el mensajero largo (D1L), presenta la actividad desyodativa mas alta

(177.6 £ 15.45) (n=3). Es decir, 5 veces mas actividad D1 que la proveniente del
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mensajero corto y dos veces mas que la del pcDNA3-G21 que tiene la sefial consenso
(ver tabla2). Estos resultados sugieren que los mRNAs con la 3’'UTR con dos senales

poliA, presentan una mayor eficiencia de copiado.

100

N
T

Actvidad de R-gal
Mmol/min/mg proteina
o
2

254
a
0 . —T—
HEK293 Corto Largo pcDNA3-G21
200 d

Actvidad relativa de la D1
D1/R-gal
-—
=)
<

a

HEK293 Corto Largo pcDNA3-G21

Figura 14. Actividad enzimatica de B-gal y desyodasa de los diferentes plasmidos. A,
actividad enzimatica de -gal 24 h post-transfeccion, los valores representan la media + D.E.
(n=3). Superindices con letras semejantes, indican grupos estadisticamente significativos
(p<0.05). B, actividad relativa de la D1 normalizada con la actividad (-gal, los valores
representan la media + D.E. (n=3). Diferentes superindices significan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) utilizando la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis; y la
diferencia entre grupos se determiné por la prueba U de Mann-Whitney.
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Tabla 2. Efecto de las senales poliA sobre la actividad enzimatica de la D1 en células HEK293.

Vector expresado en células Actividad enzimatica de la D1 (D1/8-gal)

HEK293.
HEK293 sin transfectar 0.01800 + 0.004443
D1C 34.11 £ 5.518
D1L 177.6 £ 15.45
pcDNA3-G21 91.30 + 6.016

Las células HEK293 fueron co-transfectadas con los vectores de expresién D1C o D1L o
pcDNA3-G21 siempre con el pRSV-Bgal. 24h post-transfeccion las células fueron colectadas y
analizadas como se describe en la figura 13. Los valores obtenidos de actividad desyodativa
fueron relativamente normalizados a la actividad B-gal. Los valores indican que la 3'UTR
modificd la actividad desyodativa significativamente (p<0.05) 24 h post-transfeccion. Los datos
estan expresados como la media = D.E de los valores obtenidos de tres experimentos por
duplicado. Los datos se analizaron utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

B. COMPARACION EN LA EXPRESION DE LOS RNA MENSAJEROS DE LA
D1.

El aumento en actividad enzimatica de la D1, podria deberse a dos causas
principalmente: un aumento en la cantidad de mRNA o bien a una mayor eficiencia de
copiado a nivel ribosomal. Para probar estas posibilidades analizamos por RT-PCR
semicuantitativo la expresién de los distintos mRNAs de la D1 provenientes de los
distintos vectores de expresion (MD1 y LG21), asi como también el tamafo de los
MRNAs por Northern blot.

La cantidad de RNA total para cada transcrito de la D1 fue normalizado con los
niveles de los mMRNAs de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).
La Figura 15A, muestra una foto representativa de los productos del RT-PCR de la
amplificacion de los dos mRNAs de la D1 y GAPDH. Estos experimentos se repitieron
tres veces con RNAs independientes. El gel tefiido con bromuro de etidio confirmd los
tamanos esperados para cada amplicon. El analisis densitométrico mostré que ambos
plasmidos generaron la misma cantidad de RNA (Figura 15B).

Dado las diferencias en la actividad enzimatica entre el mRNA corto y largo,
aunado al hallazgo de que no hubo diferencias en los niveles de RNA, fue necesario

confirmar que el vector D1L produce solamente el mRNA largo y no ambos (corto y
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largo). La figura 16, muestra el tamafo de los MRNAs de la D1 por analisis Northern
blot, utilizando la sonda cD1 de 562 pb obtenida por PCR utilizando los oligos M1s y
M6as cuyas secuencias, y posiciones, respecto al G21 se muestran en la figura 16. Los
resultados del analisis muestran que la sonda hibrida con una banda de alrededor de
2.1 Kb en el RNA largo, mientras que para el RNA corto hibrida con una banda de
aproximadamente 1.6 Kb (Figura 16). Estos datos sugieren que la diferencia en la
actividad enzimatica entre lo mRNAs de la D1, se debe a una activacion a nivel

traduccional y confirma que el vector D1L sélo produce el mRNA largo de la D1.
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Figura 15. Andlisis del efecto de las sefnales poliA en la expresién de los mRNAs de la D1.

Para la reaccion de RT se utilizé oligo d(T) y 1ug de RNA total. A, gel representativo tefido con
bromuro de etidio indicando los productos del PCR, utilizando los oligos especificos para cada

mRNA de la D1. L, marcados de peso molecular. 24h post-transfeccion con los vectores de
expresion. S, sin transfectar. RT-, con todos los reactivos sin transcriptasa reversa. H20, todos
los reactivos con agua sin RT. B, Analisis densitométrico. Letras distintas indican diferencias

significativas (p<0.05).
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Figura 16. Analisis tipo Northern Blot de los mRNAs que codifican para la D1. Se muestra
la hibridacién de 10/ug/carril de RNA total, extraido 24h después de co-transfectar con LG21 y
MD1: (carril 1) escalera de RNA; (carril 2) RNA total proveniente de las células transfectadas
con D1L (largo); (carril 3) RNA total proveniente de las células transfectadas con D1C (corto). A,
mapa de localizacion de los oligos utilizados para la sonda cD1. B, gel desnaturalizante tefido
con bromuro de etidio, mostrando la integridad de las muestras de RNA. C, autorradiografia de
la hibridacién con la sonda * P cD1, mostrando bandas esperadas de 2.1y 1.6 Kb.
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M. EFECTO DE LA REGION 3'UTR EN LA ESTABILIDAD DE LOS RNA
MENSAJEROS DE LA D1.

Los resultados presentados hasta aqui indican una discrepancia en la produccion
de proteina medida como actividad enzimatica de la D1 y en los niveles de mRNA
detectado en ambos vectores. Esto podria explicarse porque el mRNA largo que
contiene dos sefales poliA active mas eficientemente la traduccién o, que el mMRNA
corto con una senal poliA sea degradado mas rapido.

Para dilucidar estas posibilidades analizamos la vida media (f;) de ambos
mensajeros utilizando actinomicina D (Act-D), para detener la transcripcion y cuantificar
la tasa de desaparicién de los mensajeros. Como control positivo utilizamos el mRNA
de la proteina c-myc cuya vida media es de 40 minutos (Dani et al. 1984). El porcentaje
de desaparicion de los mRNAs después del tratamiento con Act-D, se determind al
trazar una escala logaritmica contra los intervalos de tiempo que se muestran en la Fig.
15B (la cantidad de amplicon presente al tiempo 0 fue tomada como el 100%).

En un primer ensayo se uso la dosis de 5ug/mL encontrando que los mRNAs
provenientes de las construcciones D1C y D1L, tienen una t; de 11.5 h y 17.7 h
respectivamente (Fig. 17). Estos datos concuerdan con la t;; reportada para el mRNA
de la D1 en células tiroideas FRTL-5 con la misma dosis de Act-D (Toyoda et al.,1992).
Sin embargo, al analizar la expresion de c-myc encontramos amplificacién de su
transcrito, incluso después de las 12h de aplicada la Act-D y su t;; calculada resultaba
mayor a la reportada en la literatura (Fig. 17B). Estos datos nos indicaban que el

bloqueo de la transcripcion no fue total.
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Figura 17. Efecto de la region 3'UTR sobre la estabilidad de los mRNA de la D1. Los
vectores D1C y D1L fueron co-transfectados con pRSV-fgal dentro de las células 293-HEK.
24 h post-transfeccién fueron tratadas con 5ug/mL de Act-D a diferentes puntos de tiempo (0,
4,8, 12y 16 h). Se colectaron las células y se extrajo el RNA total, 1ug del RNA total se utilizd
para evaluar por RT-PCR semicuantitativo, los niveles de desaparicién de los mRNAs de la
D1. A, se muestra un gel representativo tefiido con bromuro de etidio indicando los productos
del PCR de los mRNAs de la D1, asi como los mRNAs de c-myc y GAPDH como controles
internos. B, Representacién grafica de la estabilidad de cada mRNA de la D1, determinada
por exploracion densitométrica. La desaparicion de los mRNAs esta trazada como la funcién
logaritmica del porcentaje del remanente de los mMRNAs, después de la adicién de Act-D. La
variacion en la cantidad de RNA aplicado, fue normalizado a la cantidad del RNA de GAPDH.
Cada punto representa los valores promedios calculados de dos experimentos
independientes.
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En un segundo experimento aumentamos la concentracién de Act-D a 10ug/mL.
Al determinar la vida media de los mMRNAs de la D1, encontramos que la t;; fue de 5.9 h
para el mensajero largo y de 14.4 h para el corto (Fig. 19C). Al analizar nuestro control
de inhibicion de la transcripcion, no se detecté el mMRNA de c-myc a partir de las 4h (Fig.
19B). En contraste el transcrito de la GAPDH no modifico su concentraciéon en los
tiempos analizados. Esto es de esperarse pues este RNA tiene una vida media mayor a
24 horas. Por lo tanto, nuestros resultados muestran que el mMRNA de la D1 que usa la
segunda sefal poliA, es significativamente menos estable que el que usa la primera
sefal poliA. Todo esto indica que las discrepancias en la actividad enzimatica no se

deben a diferencias en la estabilidad de los mRNAs.
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Figura 18. Desaparicion de los mRNAs de GAPDH en células transfectadas con D1C y
D1L. A, la grafica muestra los datos estadisticos de la estabilidad de los MRNA de GAPDH en
dos experimentos independientes por duplicado, y con muestras independientes de RNA. La
vida media calculada para los mMRNAs de GAPDH fue mayor a 24 h en ambos cultivos

transfectados con D1C y D1L. +, diferencia no significativa (P < 0.05).
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Figura 19. Efecto de la region 3’'UTR sobre la estabilidad de los mRNA de la D1. Los
vectores D1C y D1L fueron co-transfectados con pRSV-fgal dentro de las células HEK293. 24
h post-transfeccion fueron tratadas con 10ug/mL de Act-D a diferentes tiempos (0, 4, 8, 12y
16 h). A, gel representativo tefido con bromuro de etidio indicando los productos del PCR de
los mRNAs de la D1, asi como los mRNAs de c-myc y GAPDH como controles internos. B,
grafica que indica la estabilidad de cada mRNA de la D1 en dos experimentos independientes
por duplicado y con muestras de RNA diferentes.
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DISCUSION

Estudios previos en nuestro laboratorio mostraron que en rata la D1 es codificada
por al menos dos diferentes mRNAs. Ambos mensajeros son idénticos en su region
codificante y difieren solamente en su region 3’'UTR. El mensajero corto de 1.6 kb
contiene una sefal poliA (AUUAAA) mientras que el largo de 2.1 kb presenta dos
(AUUAAA y UAUAAA) (Berry et al. 1991; Navarro et al. 1997). En los diferentes tejidos
hasta ahora analizados el mensajero corto esta presente en condiciones basales,
mientras que el largo se expresa solo en situaciones catabdlicas o de gran demanda
metabdlica. Asi, en el higado se expresa el largo sélo en condiciones de hipertiroidismo
(Aceves et al. 1999). En la glandula mamaria y el corazén, el mensajero largo se
expresa después de una lactancia intensa o asociado a la estimulacién noradrenérgica
(Aceves y Rojas-Huidobro 2001). Estos hallazgos nos permitieron sugerir que la
expresion diferencial de los mMRNAs de la D1 representan un mecanismo de regulacién
del aporte local de tironinas.

En el presente trabajo, demostramos que ambos mensajeros son funcionales,
que su tasa de sintesis parece ser similar, pero que difieren significativamente en su
vida media y probablemente en su eficiencia de traduccién. Dado que la unica
diferencia entre los mensajeros es la 3’'UTR, en este trabajo se sugiere que la sefal
poliA presente en el mensajero largo le confiere una mayor eficiencia de traduccion
pero también una menor estabilidad. Esta idea esta apoyada por una gran cantidad de
estudios relacionados con region la 3’'UTR que han establecido que esta region juega
un importante papel en la regulacion de los mRNAs eucarioticos participando de
manera crucial en la poliadenilacién, eficiencia de traduccion y estabilidad (Conne et al.
2000; Edwalds-Gilbert et al. 1997). Asi, por ejemplo, la proteina amiloide es expresada
por dos transcritos de diferente longitud y con diferentes senales poliA en su 3'UTR,
siendo el mRNA largo el que presenta una mayor eficiencia de traduccion (DeSauvage
et al. 1992). Igualmente, Kilk et al. (1995) mostraron que la longitud del mRNA regula la
cantidad de la superdxido dismutasa CuZn humana, al producir tres veces mas enzima
el mMRNA largo que el mRNA corto. Recientemente, se describié que el gen del receptor

opioide k de ratén (KOR) expresa dos mRNAs; uno con una sefal poliA (AAUAUA) de
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1.6 kb y un segundo mRNA con dos (AAUAUA y AAUAAA) de 3.8 kb. Este ultimo tiene
una mayor eficiencia de traduccion y mas estabilidad (Hu et al. 2002).

Al analizar el papel de las senales poliA de los mRNAs de la D1 y su efecto en la
eficiencia de traduccion, nuestros resultados mostraron que el mRNA largo de 2.1 kb
que utiliza la segunda senal poliA (UAUAAA), produce aproximadamente 5 veces mas
actividad enzimatica, que el mRNA corto (1.6 kb). El tamafio de los mRNAs de la D1
expresados por los plasmidos D1L y D1L fueron analizados por Northern blot
confirmando la presencia de un solo transcrito en cada transfeccion. Posteriormente, al
analizar por RT-PCR semicuantitativo la cantidad de mRNA generado por la
transfeccion de uno u otro vector, encontramos que ambos mensajeros se sintetizan
con la misma eficiencia. Por lo tanto, la produccion de cinco veces mas actividad
enzimatica por el mensajero largo, nos sugiere que la region 3’'UTR con dos senales
poliA, esta incrementando su estabilidad o bien su eficiencia de traduccion.

Para responder la pregunta de estabilidad, se analizé la vida media de ambos
mensajeros. Toyoda et al. (1992) reporté que la vida media del mRNA de D1 en células
tiroideas FRTL-5, fue aproximadamente de 16 h. Al utilizar la misma concentracién de
Act-D en nuestros estudios (5 ug/ml), encontramos una vida media similar con la del
MRNA corto (16 h) y una vida media de 11.5 h para el mRNA largo. Sin embargo, al
analizar el mMRNA de c-myc, el cual tiene una t4;2 de entre 15 y 40 minutos (Dani et al.
1984), detectamos su presencia incluso después de 12 horas de tratamiento indicando
que la dosis de Act-D usada no fue suficiente para inhibir totalmente la trascripcion..
Repetimos dichos experimentos aumentando la dosis a 10ug/ml y obtuvimos una
completa desaparicion del mMRNA c-myc, a las 4 horas. A esta concentracion la tq2 del

mensajero corto fue de 14.4 h y del largo de 5.9 h.

Aunque nuestros resultados no definen especificamente qué elementos de la
region 3'UTR afectan la estabilidad de los RNAs, se conoce que algunas secuencias
son determinantes. Por ejemplo, secuencias con motivos AUUUA denominados
elementos ricos en adeninas y uracilos (ARE) se han identificado como elementos
desestabilizantes. Estos ARE se han detectado en una variedad de mRNAs de vida

media corta, incluyendo a los que codifican para algunas proto-oncoproteinas, factores
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de transcripcion nucleares, citocinas, interleucinas, etc. Se ha sugerido que los ARE
tienen un papel critico en la regulacion de la expresién de genes durante el crecimiento
celular y diferenciacion de muchos tipos celulares (Chen y Shyu, 1994; Ming, Kaiser y
Moroni, 1998; Ross, 1995; Shim y Karin, 2002; Wickens et al. 1997). Para el caso
especifico de la D1, se encontraron dos motivos AUUUA presentes sélo en la regién
3'UTR del mRNA largo. Se ubican a 100 nt aproximadamente corriente arriba de la
segunda sefal poliA (1961-1965, 1973-1977 nt). La presencia de estos motivos podria
explicar la baja estabilidad del mRNA largo . En apoyo a lo anterior, diversos estudios
han mostrado que la insercién de residuos de G y C o sustituyendo U/A dentro de estos
motivos AUUUA, se acompana de un aumento en la estabilidad de los mRNAs
(Wickens et al. 1997). Por ejemplo, la mutacion en una base del motivo AUUUA por
GUUUA, produce la sobreexpresion del mRNA del gen del receptor a glucocorticoides
humano 9B. Esta mutacion y la correspondiente sobreexpresién del receptor se ha
asociado a casos cronicos de artritis reumatoide (Derijk et al. 2001). En resumen
nuestro datos mostraron que el mRNA largo presenta una menor estabilidad y una
mayor eficiencia de copiado que el mRNA corto. Estos datos indican una estrecha y
precisa regulacion de la expresion de la D1 a nivel celular y, sugiere que la sintesis del
mensajero largo representa un mecanismo de emergencia regulado y transitorio, que le

permite a la célula asegurar un rapido suplemento local de T3.

CONCLUSIONES.

Nuestros resultados mostraron que:

1) Las dos sefales de poliadenilacion de los mRNAs de la D1 son funcionales.

2) Ambos mensajeros se sintetizan con la misma eficiencia.

3) El mRNA largo se acompana de cinco veces mas actividad especifica que el
MRNA corto, sugiriendo una mayor eficiencia de traduccion.

4) El mRNA largo tiene una vida media mas corta (5.9 h) que el mRNA corto (14.4

h), indicando una menor estabilidad.
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Estos resultados sugieren la participacion de la 3'UTR en la regulacién de la

expresion y vida media de los mRNAs de la D1.
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PERSPECTIVAS

Una de las principales preguntas que surge de este estudio, es determinar el
papel de los motivos ARE en la regulacion de los mRNAs de la D1. Utilizando como
modelo de estudio transfecciones en cultivos celulares, seria posible abordar de
manera puntual esta interrogante. Al respecto, se ha descrito que estos motivos no
siempre son funcionales, como es el caso de los mMRNAs del gen hap, los cuales tienen
5 motivos ARE en su region 3'UTR, que no afectan la estabilidad de sus mRNAs (Qu et
al. 2002). Esto amplia la posibilidad de que otras regiones en la 3'UTR de los mRNAs
de la D1 como las sefales poliA, o estructuras secundarias en forma de aro podrian
estar participando en la estabilidad de estos mRNAs. Otro aspecto interesante de
abordar, seria ver qué esta sucediendo a nivel transcripcional, es decir, que esta
determinando la expresion de uno u otro mRNA de la D1. Sabemos que en el gen de la
D1 humana, se han descrito dos complejos TRE-RARE, que son elementos
responsivos a HT y acido retinoico (AR). Seria atractivo analizar si el uso alternativo de
estos complejos, determina la expresiéon de uno u otro mRNA. Al respecto se sabe que
en condiciones normales la T3, TSH, catecolaminas, carbohidratos etc., estimulan la
expresion de la D1. En contraste en lineas celulares tumorales, se pierde su respuesta
a T3 y catecolaminas, adquiriendo sensibilidad solo a retinoides (Garcia-Solis et al.
2002). En este mismo orden de ideas, estudios puntuales en la region promotora del
receptor opioide k, demostraron que al administrar especificamente AR se suprime la
expresion de los transcritos que usan la segunda sefal poliA en células P19 (Hu et al.
2002). El uso de sistemas in vitro en lineas celulares inmortalizadas nos permitiria

continuar con esta linea de investigacion.
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