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RESUMEN

El hipotdlamo juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
de los organismos, controlando la sintesis y liberacién de multiples hormonas a partir
de la hipéfisis. Sin embargo, a pesar de su importancia fisiolégica, poco se sabe acerca
de los mecanismos moleculares que participan durante el establecimiento y/o
mantenimiento de los diferentes fenotipos neuronales hipotaldmicos. Con el fin de
caracterizar dichos mecanismos y tomando como modelo a las neuronas que expresan
la hormona liberadora de tirotropina (TRH) en nuestro grupo se analizé6 mediante
microarreglos de DINA el transcriptoma de células TRHérgicas purificadas mediante
citometria de flujo. En este andlisis se encontré modificada la expresién de 21
transcritos, destacando el incremento observado en la expresién del gen inducido
tempranamente por TGF-beta (TIEG1) cuyo papel durante el desarrollo del sistema
nervioso no ha sido descrito previamente. Asimismo, estudios recientes demostraron
que TGF-beta promueve la diferenciacién neuronal induciendo la salida del ciclo
celular de progenitores neurales. El propésito de este trabajo fue demostrar que TGF-
beta promueve la diferenciacién del fenotipo TRHérgico a través de regular la
expresién de TIEG]. Para esto determinamos mediante RT-PCR semicuantitativa, la
expresién de las isoformas y receptores de TGF-beta, asi como de las proteinas
Smad2/3, durante el desarrollo hipotaldmico, encontrando que dicho patrén coincide
con la etapa de establecimiento-diferenciacién terminal del fenotipo. De igual forma
demostramos que en cultivos primarios de hipotaldmo fetal de 17 dfas de gestacién, el
tratamiento con TGF-beta 2 incrementa los niveles de expresién del mRNA de TRH,
ademds de regular la tasa de trascripcién del promotor minimo de TRH. Finalmente,
observamos que en nuestro sistema el TGF-beta 2 regula la expresién de mRNA de
TIEG], el cual no sélo transactiva al gen de TRH sino que es capaz de unirse in vivo
al promotor de TRH. Estos datos sugieren que el TGF-beta probablemente a través de
la accién de TIEGI regula la expresién del gen de TRH hipotaldmico durante la etapa

de diferenciacién terminal.



ABSTRACT

Hypothalamic neurons play a key role in homeostasis by regulating hormone
secretion from the hypophysis. Despite huge knowledge about physiological function
of this neuro-hormone, little is know about the molecular pathways regulating their
expression during development. Accordingly, our group has been interested in the
characterization of the molecular mechanisms that regulate thyrotropin-releasing
hormone (TRH) phenotype. Recently, we have analized the TRH expressing cells
transcriptome by using DNA microarrays. Among the 21 transcripts regulated, the
TGFbeta early inducible gene-1 (TIEG1) transcription factor resulted increased. So
far, the role of TIEGI during central nervous system development is unknown.
Recently, it has been demostrated that TGFbeta exerts anti-proliferative effects on
neural progenitor cells. in primary cultures from adult hippocampus. Therefore, the
present work was aimed to test the hypothesis that TGFf3 promotes hypothalamic
TRH phenotype differentiation by regulating TIEG] gene expression.

As a first approach, TGFbeta isoforms and receptors mRNA levels were
measured during in vivo development by semi-quantitative RT-PCR. We also analyzed
the expression of Smad2/3 proteins. The results show that these mRNA and proteins
were detected from embryonic day 14 to adulthood. Interestingly, their expression
pattern coincides with the birthdate of hypothalamic TRH expressing neurons. On the
other hand, we analyzed the effect of this cytokine in primary cultures derived from
E17 rat hypothalamus. Under these conditions, TGFbeta-2 increases TRH mRNA
expression i vitro by regulating TRH promoter activity. Finally, we showed that
TGFbeta-2 regulates TIEG] mRNA expression. In addition, TIEG] overexpression
up-regulates transcriptional activity of TRH promoter and is able to bind iz vivo to
specific DNA elements (GC-rich box or CACCC) present on the rat TRH promoter.
Altogether, these results suggest that TGFbeta-2 regulates TRH gene expression

during development through the action of the trancription factor, TIEGI.
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1. INTRODUCCION

El hipotdlamo es el regulador maestro tanto de las funciones del Sistema
Nervioso Auténomo como del Sistema Neuroendécrino. A pesar de ser una estructura
altamente conservada a lo largo de la evolucién en el cerebro de los vertebrados
(Figura 1) y de que muchas poblaciones neuronales en el adulto se encuentran bien

caracterizadas, poco se sabe del mecanismo que regula la neurogénesis en esta regién

del cerebro durante el desarrollo (Lee et al., 2006).
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Q
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Figura 1. Representacién esquematica del hipotdlamo. En la parte superior se muestra la ubicacién
del hipotdlamo dentro del cerebro, asi como su conexién con la glindula hipéfisis. Abajo una
amplificacién del hipotdlamo en donde se muestran algunos de los nicleos que los constituyen (Tomado

de Abizaid et al., 2006)

1.1 ORIGEN DEL HIPOTALAMO

El prosencéfalo o cerebro anterior, es posiblemente el sistema biolégico més
complejo, ya que comprende estructuras altamente heterogéneas que se derivan de la
zona anterior del tubo neural. Tan pronto como este se ha cerrado, el prosencéfalo
primario se divide en dos componentes: el diencéfalo caudal y el prosencéfalo
secundario. El prosencéfalo secundario forma el diencéfalo rostral —futuro hipotélamo-

, mientras que el resto originar4 por evaginacién las vesfculas telencefélicas y épticas

(Kandel et al., 2000).
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Al igual que en otras regiones del tubo neural, el prosencéfalo embrionario
parece estar organizado en secciones transversales y longitudinales. Evidencia
experimental ha demostrado que las subdivisiones transversales del prosencéfalo
generan dominios llamados prosémeros, los cuales son més evidentes en la zona caudal
del diencéfalo, constituido por los prosémeros 1-3 (pl-p3), mientras que el diencéfalo
rostral estd formado por los prosémeros 4-6 (p4-p6) (Kiecker y Lumsden, 2005).

El prosencéfalo puede también ser subdividido en dominios longitudinales,
denominados en direccién ventro-dorsal como: placa del piso, placa basal, placa alar y
placa del techo. Al igual que en las regiones mds caudales del tubo neural, las placas
del piso y del techo constituyen respectivamente, la linea media ventral y dorsal. Por
otro lado, la placa basal forma el tegmentum prerubral en el diencéfalo caudal (p1-p3),

mientras que rostralmente, ésta origina el hipotdlamo en sentido estricto (p4-

p6) (Marin y Rubenstein, 2002).

1.2 INDUCCION Y MODELAMIENTO HIPOTALAMICO

En las etapas tardias del desarrollo de la placa neural, se ha demostrado que
existen dominios de expresién para ciertos genes (Marin y Rubenstein, 2002), por
ejemplo, el diencéfalo se distingue del telencéfalo por la falta de expresién del gen BFI
(Foxgl). En contraste, el diencéfalo rostral a la zona limitante intratalamica (ZLI) se
caracteriza por la expresién de BF2 (Marin y Rubenstein, 2002).

El diencéfalo ventral estd constituido por la placa alar y la placa basal, siendo
esta tltima la que originar4 el hipotdlamo. La evidencia sugiere que los constituyentes
celulares de la placa basal son inducidos y modelados mediante sefiales originadas en el
mesodermo axial (Marin y Rubenstein, 2002). Una de las moléculas candidatas es
Sonic Hedgehog (Shh), ya que el ratén nulo para su expresién carece de hipotdlamo y
la sobre-expresién del mismo lleva a la expresién ectépica de marcadores
hipotaldmicos en el pez cebra (revisado en Mathieu J et al., 2002). En el ratén, las
sefiales transducidas por Shh tienen como blanco genes homeobox como rkx, de los
cuales al menos seis son expresados en el diencéfalo ventral: nkx 2.1, nkx 2.2, nkx 2.4,

nkx 5.1, nkx 5.2 y nkx 6.1 aunque tnicamente el ratén nkx 2.1" revela defectos
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morfolégicos y en el modelamiento temprano hipotaldmico (Marin y Rubenstein,
2002).

Por otro lado, el factor de crecimiento fibroblastico-8 (Fgf-8) puede participar
en colaboracién con Shh en la modelacién del hipotdlamo tuberal (Marin y

Rubenstein, 2002).

1.3 ESPECIFICACION CELULAR DEL HIPOTALAMO

Los procesos que controlan la especificacién y crecimiento diferencial del
cerebro, actian sobre células progenitoras neuroepiteliales que residen en el epitelio
pseudoestratificado —epitelio germinal- que rodea el espacio ventricular. Conforme
avanza el desarrollo, este epitelio forma las zonas ventricular (VZ) y del manto (MZ).
Las células progenitoras salen del ciclo celular dentro de la VZ y migran hacia la zona
de diferenciacién (MZ) ubicada debajo de la superficie pial. Sin embargo, algunas
células que han salido de la VZ permanecen mitéticamente activas y entran a una
segunda zona proliferativa (la zona subventricular SVZ) ubicada entre la VZ y la MZ.
En el caso particular del hipotdlamo, éste tiene su origen a partir del epitelio germinal
del tercer ventriculo (Figdor y Stern, 1993).

La generacién de neuronas y células gliales a partir de los precursores del
neuroepitelio involucra una serie de pasos para generar tipos celulares m4s
restringidos. Estos pasos incluyen 1) especificacién del tipo celular, 2) salida del ciclo
celular c) diferenciacién de sus propiedades celulares, 4) migracién hacia su
localizacién final y, 5) produccién de los contactos célula-célula adecuados (vg
sinapsis) a través de la elaboracién de procesos dendriticos y axonales (Marin y
Rubenstein, 2002).

Los primeros pasos hacia la especificacién de ciertos fenotipos podrian estar
controlados por procesos mds generales como la especificacién regional. Por ejemplo,
se sabe que el establecimiento del eje dorso-ventral produce columnas longitudinales
de progenitores neuronales con propiedades moleculares distintas a diferentes niveles
sobre este eje. De manera similar, ciertas subpoblaciones de neuronas telencefalicas
con distintos fenotipos, se derivan de progenitores localizados en diferentes regiones.

Asf, mientras las células glutamatérgicas son generalmente producidas en el drea del
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pallium, la mayoria de las células que expresan GABA se generan en el subpallium. Sin
embargo es posible que algunos aspectos de la especificacién del prosencéfalo y en
particular del hipotdlamo puedan ser reguladas de manera independiente a la
especificacién regional y después del estadio de progenitor neural. Por ejemplo, que la
identidad celular pueda ser modulada después de que una célula postmitética haya
migrado desde su sitio de origen hasta su ubicacién final, la cual contiene sefiales de

diferenciacién especifica, tal y como sucede con las células ganglionares de la retina

(Marin y Rubenstein, 2002).

1.4 DIFERENCIACION NEURAL HIPOTALAMICA

El hipotdlamo neuroendécrino consiste fundamentalmente de dos poblaciones
distintas de neuronas: las magnocelulares agrupadas en los ntcleos paraventricular
(PVN) y supraéptico (SON) que proyectan sus axones a la hipéfisis posterior para
liberar oxitocina (OT) y arginina vasopresina (AVP); y las parvocelulares distribuidas
en los nicleos predptico (PON), periventricular (PV), arcuato (ARN), ventromedial
(VMN) y PVN de donde proyectan sus terminales a la eminencia media de donde
liberan la hormona estimulante de tirotropina (TRH), hormona estimulante de
corticotropina (CRH), somatostatina (SS), hormona estimulante de la hormona de
crecimiento (GHRH), hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y dopamina
(DA) (Zigmong et al., 1999).

Gracias al uso de timidina [°H] y bromodeoxiuridina (BrdU), se ha podido
establecer in vivo el "nacimiento" de poblaciones neuronales especificas. En la rata, los
cinco fenotipos neuroendécrinos parvocelulares, con excepcién de GnRH, son
generados a partir del tercer ventriculo con periodos de formacién parcialmente
sobrelapados entre los dfas E11-E17, aunque sus picos de nacimiento pueden diferir,
tal como se puede observar en la Tabla 1 (Markakis y Swanson, 1997).

Asimismo, los andlisis efectuados por hibridacién @ wiu (ISH) e
inmunohistoquimica, han permitido detectar al mRNA y/o al péptido caracteristico
para cada uno de los fenotipos. Para el caso de TRH, en la rata, el mRNA se detecta

por ISH desde el dfa E14 en el 4rea lateral hipotaldmica (LHA), y hasta el dia E16 en

el PVN, expresién que va en aumento hasta el dfa siete de la vida post—natal, en donde
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comienza a ser regulado negativamente por hormonas tiroideas (Segerson et al., 1987).

De manera similar, estudios con anticuerpos contra CRH, han detectado la sefal
inmunorreactiva en células de E15 en el LHA y al E16 en el PVN (Revisado en
Markakis, 2002).

Neuronas neuroendécrinas Neuronas no neuroendécrinas
Péptido Ventanade  Pico miaximode  Ventanade  Pico maximo de
nacimiento nacimiento nacimiento nacimiento
TRH E12-E14 El3 El11-E15 El12
CRH E12-E14 El3 E12-E14 El3
GHRH El11-E15 El13 El12-El6 E14
SS El12-E15 El3 El1-E17 Elb5
DA El11-E15 El12 Ell-El6 - -

Tabla 1. Generacién de neuronas parvocelulares en hipotdlamo de rata (Tomado de Markakis y

Swanson, 1997)

Una vez que una célula se ha comprometido a abandonar el ciclo celular y ha
sido especificada para una clase de neurona en particular, un proceso progresivo de
diferenciacién guiard a dicha célula hacia su fenotipo maduro. La neurogénesis del
hipotdlamo neuroendécrino requiere la accién combinada de varios factores de
transcripcién, cuya funcién se ha podido identificar gracias a estudios realizados tanto
a nivel genético como molecular. En el caso del ratén “knock-out” para el gen de la
familia homeobox ofp el PVN, SON, PV anterior y ARN muestran una baja densidad
celular, ademds de que la expresién de TRH, CRH, AVP, OT y SS se encuentra
totalmente abatida (Acampora et al., 1999; Wang y Lufkin, 2000).

Otro factor de transcripcién involucrado en el desarrollo de las neuronas del
PVN y SON es brn2 perteneciente a la familia de factores con dominio POU; el ratén
nulo para la expresién de brn2 exhibe defectos en la expresién de CRH, OT y AVP de
dichos ntcleos, sin embargo, los niveles de TRH y SS se mantienen normales
(Schonemann et al., 1995).

Finalmente el andlisis de los ratones mutantes vim/” y arnt?” ha demostrado

hipocelularidad tanto en el PVIN como en el SON, dando como resultado la ausencia
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en la expresién de OT, AVP, TRH, CRH y SS (Michaud et al., 1998; Michaud et al.,
2000).

Estos estudios en conjunto demuestran la importancia de dichos factores de
transcripcién al regular la diferenciacién de ciertos fenotipos neurales en regiones
especificas dentro del cerebro. Sin embargo, a pesar de esto y del amplio conocimiento
que existe sobre la funcién de los fenotipos neuroenddécrinos existe un gran abismo en
nuestro conocimiento sobre los mecanismos moleculares existentes entre la

especificacién del hipotdlamo y la adquisicién de un fenotipo particular.
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2. ANTECEDENTES

En el grupo, uno de nuestros objetivos ha sido caracterizar los mecanismos
moleculares que regulan el establecimiento y/o mantenimiento del fenotipo TRHérgico
hipotaldmico. En este sentido hemos demostrado que en la rata, la neurotrofina BDNF
(factor neurotréfico derivado del cerebro) regula in vitro los niveles de expresién del
mRNA de TRH en etapas embrionarias (E17) y que dicho efecto es a través de su
receptor especifico TrkB presente en una subpoblacién de células TRHérgicas
(Guerra-Crespo et al., 2001). Sin embargo, hasta el momento desconocemos si los
efectos mediados por BDNF son directos sobre la tasa de transcripcién del gen o
indirectos, involucrando la activacién o inhibicién de otros genes.

En seguimiento a este estudio, recientemente, analizamos el transcriptoma de
neuronas TRHérgicas a través de microarreglos de DNA (GenChip U34A,
Affymetrix). Los datos obtenidos a partir de los microarreglos muestran que 21
transcritos tienen niveles de expresién aumentados o disminuidos significativamente
respecto al control de células hipotaldmicas no purificadas (Guerra-Crespo, 2004).

De especial interés para nosotros resulté el incremento observado en la
expresién de tres factores de transcripcién: el factor activador de la transcripcién 3
(ATF3), el factor 4 similar a kriippel (KLF4) y el gen inducido tempranamente por
TGFp (TIEGI1 o KLF10), todos ellos involucrados en procesos de diferenciacién en
diferentes tipos celulares (Segre et al., 1999; Subramaniam et al., 1995a; Kang et al.,
2003). Interesantemente, estos tres factores de transcripcién comparten la peculiaridad
de ser regulados por TGFf (King et al., 2003; Hefferan et al., 2000a; Kang et al.,
2003), ademds de que su papel durante el desarrollo del sistema nervioso y en

particular del hipotdlamo es atin desconocido.

2.1 EL FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA (TGFB) EN
EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La familia de TGF esta representada por tres isoformas, provenientes de genes
diferentes y expresadas tanto en células gliales como en neuronas: TGFf1, que se

expresa principalmente en el plexo coroideo y meninges (Unsicker et al., 1991) y
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TGFP2 y B3 con un patrén de distribucién més general: prosencefalo, glia radial y
cuerpos neuronales de corteza y cerebelo (Flanders et al., 1991) y mesencéfalo
(Poulsen et al., 1994) durante la etapa embrionaria, asf como neuronas piramidales del
hipocampo, giro dentado, capas I, IIl y V de la corteza cerebral, células de Purkinje

(Unsicker et al., 1991) e hipotdlamo en etapa adulta (Bouret et al., 2004).

%/ Gene transcription

S |

DNA-binding element

-

Figura 2. Via de sefializacién clasica de TGFf. La cascada de sefializacién inicia con la unién del
TGFp a sus receptores (I y II), los cuales activan a las proteinas Smad 2/3. Estas a su vez forman
complejo con la Smad4 para traslocarse al niicleo en donde finalmente regulan la expresién de sus genes
blanco tras la asociacién con moléculas co-activadoras o co-represoras (Tomado de Serra, 2002).

Los miembros de esta familia se unen a tres tipos de receptores denominados
TRRI, TRRII y TPRIIL los cuales son especificos para el TGFf y no para otros
miembros de la superfamilia. El receptor TPRIII, betaglicano o endoglina, no participa
directamente en el proceso de sefializacién, aunque si es capaz de modular el acceso del
ligando al receptor. Los receptores TPRI y TPRII responsables de la transduccién de
sefiales son protefnas transmembranales tipo serina/treonina cinasas. La unién de
TGFp al TBRII induce el reclutamiento del TBRI formando un complejo tetramérico.
El siguiente paso es la fosforilacién en los residuos de serina ubicados en las cajas GS

del TPBRI por el TPRIIL, el cual una vez activo, fosforila residuos de serina en las
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proteinas R-Smad (Smad 2 y 3). La fosforilacién de R-Smad induce su unién a la
proteina Co-Smad4. El complejo trimérico R-Smad/Co-Smad-4 se transloca al nicleo
donde regula sus genes blanco a través de la unién a los elementos de respuesta (SBE:
Smad binding element) presentes en la regién promotora de dichos genes. El proceso
culmina con la conjugacién de Smad2 con la ubiquitina y el envio del complejo al
proteosoma para su degradacién. Asimismo, existe una regulacién negativa, a través de
los Smads inhibitorios (I-Smads), como Smad 6 y 7. El Smad? es capaz de unirse al
TPRRI evitando que fosforile a los Smads 2 y Smad 3, ademé&s de reclutar en el mismo
receptor, proteinas que ligan ubiquitina como Smurfl y Smurf2 (Revisado en Béttner
et al., 2000) (Figura 2).

La habilidad de las Smads para activar o reprimir la actividad transcripcional
de sus genes blanco, depende de la interaccién del dominio de activacién (MH2) con
cofactores que afectan la estructura de la cromatina o bien, por la interaccién con el
aparato de transcripcién basal. Por ejemplo, la acetil-transferasa de histonas CBP/p300
relaja la estructura del nucleosoma al interactuar con las protefnas R-Smads o Co-
Smad, facilitando asi el inicio de la transcripcién. De manera contraria, Smad2
interactda con el cofactor TGIF (7G vequence interacting factor), el cual recluta a la
desacetilasa de histonas 1 (HDACI1) reprimiendo asf la transcripcién en células COS 1
(Wotton et al., 1999).

Respecto a sus funciones dentro del sistema nervioso, recientemente se
encontré que en cultivos primarios de prosencéfalo de ratén, el mRNA de Smad 2 se
expresa desde etapas embrionarias tempranas (E14), post-natales (P1 y P8) y
disminuye en el adulto; inversamente el mRNA de Smad 3 es indetectable al dfa E14 y
aumenta de manera considerable al dfa E17 manteniendose estable hasta la etapa
adulta; mientras que Smad 4 se expresa constantemente en las diferentes etapas del
desarrollo del SNC analizadas (Lopez-Coviella et al., 2006).

En el adulto, la expresién del mRNA de TGFf1, los receptores TBRI y TPRII
y los R-Smad 2 y 3 ocurre en zonas del drea predptica (POA) y del hipotdlamo
mediobasal (PV anteroventral, 4rea predptica medial, ARN y eminencia media)
(Bouret et al., 2004). Sin embargo, el patrén de expresién de estas moléculas durante
el desarrollo del hipotdlamo atin no se ha determinado.

Es importante recalcar que los TPRs pueden ejercer su efecto no sélo a través
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de protefnas Smad, sino utilizar vias alternas. Por ejemplo, se ha demostrado que tras
la activacién de TGFf, el TPRI recluta y fosforila de manera directa a la proteina
adaptadora ShcA en residuos de serina y de tirosina. Esta fosforilacién induce a su vez
la asociacién de ShcA con Grb2 y Sos activando asf la via de Erk-MAPK (Lee et al.,
2007). Asimismo, al tratar de dilucidar el mecanismo molecular que controla la
disolucién de las uniones estrechas, un evento temprano involucrado en la transicién
epitelio-mesenquima, el grupo de Wrana observo que el TBRII fosforila directamente a
Par6, el cual interactda directamente con la ligasa de ubiquitina Smurfl. Esta
interaccién permite a Smurfl la degradacién de RhoA cuyo efecto dltimo es la pérdida
de uniones estrechas (Ozdamar et al., 2005).

Respecto a las funciones de la familia de los TGFfs durante el desarrollo
neuronal, durante los tltimos afios se ha estudiado ampliamente el papel del TGFp
sobre el fenotipo dopaminérgico. El grupo de Poulsen ha observado que TGFp2 y
TGFB3 promueven de manera importante la sobrevivencia de neuronas
dopaminérgicas de rata en cultivos de mesencéfalo (E14) (Poulsen et al., 1994). Otros
estudios sugieren que el TGFp por sf sélo no es un factor neurotréfico, sino que actia
en concierto con otras moléculas como FGF2, FGF8 y el factor neurotréfico derivado
de la glia (GDNF) induciendo la sobrevivencia neuronal (Krieglstein et al., 1998;
Roussa et al., 2004). Recientemente, el grupo de Krieglstein reporté que el TGFp
induce la especificacién neuronal y sobrevivencia de neuronas TH+ en el cerebro
medio, actudndo de manera sinérgica con Shh (Farkas et al., 2003).

Otros estudios reportan que las tres isoformas inducen de igual manera la
expresién de marcadores serotoninérgicos en cultivos de romboencéfalo de rata (E12-
E14) (Galter et al., 1999). Por otro lado, los patrones de expresién de TGFpB2 y B3,
sugieren un papel importante en la regulacién de la migracién neuronal y
diferenciacién tanto en la corteza telencefdlica como en el cerebelo (Flanders et al.,
1991).

Aunque el papel de TGFP durante la neurogénesis no se ha estudiado
directamente, un estudio reciente en el que se analizé el transcriptoma de células

troncales diferenciadas a fenotipos neuronales, muestra que la expresién de las

isoformas TGFB2 y P3, los receptores TPRI, II y III, asf como del factor Smad 3, se
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encuentran significativamente incrementados desde el estadio 3 (progenitores
neurales) hasta el estadio 5 (neuronas diferenciadas) (Ahn et al., 2004). Dado que la
salida del ciclo celular es una condicién indispensable para el proceso de
diferenciacién, estos datos apuntan a que TGFp pudiese participar en la regulacién del
ciclo celular de progenitores neurales.

En este sentido, el grupo de Almeida identificé -al utilizar medio condicionado
de cerebelo de adulto-, que la interaccién de TGFP y BDNF regula la salida del ciclo
celular de progenitores neurales hipocampales de cerebro adulto (Lu et al., 2005).

Si bien estudios previos indican que TGF1 regula negativamente la expresién
de los genes pro-opiomelanocortina (POMC) (Bouret et al., 2001) y GnRH (Bourret
et al., 2004) en el cerebro adulto, su papel durante el desarrollo de los fenotipos
neuroendécrinos hipotaldmicos atin no se ha determinado, por lo que resulta
sumamente prometedor el estudio de TGFf y particularmente su gen blanco més

obvio: el gen inducido tempranamente por TGFf durante el desarrollo.

2.2 EL GEN INDUCIDO TEMPRANAMENTE POR TGFf (TIEG-1 o
KLF10)

El factor TIEG] pertenece a la familia de los factores de transcripcién similares
a kriippel (KLFs) filogenéticamente relacionada con la familia de los factores de
transcripcién SP1 (Figura 3), y que de manera general se caracterizan por la presencia
de tres dedos de zinc tipo C2H2 en el extremo carboxilo terminal, a través de los
cuales interactian con el DNA; ademds poseen gran homologia con el gen de
segmentacién kriippel de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Dang et al.,
2000).

El gen de TIEGI -8kb- esta formado por cinco exones, sin embargo, el andlisis
informdtico no muestra la presencia de una caja TATA o secuencia de iniciacién en su
extremo 5’, aunque si existen secuencias consenso para factores de transcripcién como
Spl o JunB. Como se muestra en la Figura 4, TIEG] posee ademés del dominio de
unién a DNA, tres dominios de represién (R1-R3), un dominio SH3 importante para
su interaccién con protefnas que poseen dominios ricos en prolinas as{ como un

dominio de unién para la ligasa de ubiquitina SIAH -Seven In Absentia Homologue-1-
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(Subramaniam et al., 2007).
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Figura 3. Clasificacién de los factores similares a kruppel humanos. TIEG1 (KLF10) y las protefnas
relacionadas fueron identificadas mediante el BLAST y alineadas mediante el programa PileUp. La linea
horizontal de la izquiera representa cambios en 100 amino4cidos. (Tomado de Dang et al., 2000)
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Figura 4. Estructura de la proteina TIEG1. Diagrama donde se representan los principales dominios
presentes en la proteina de TIEGI. La caja verde representa el dominio de unién al DNA, mientras que
las tres cajas en rojo representan los tres dominios de represién. También se esquematizan el dominio
Siah (azul) y la regién rica en prolinas (naranja) (Tomado de Subramaniam et al., 2007)

Descrito originalmente en el humano como un gen de induccién temprana en
respuesta a TGFp, el transcrito de TIEGI codifica para una protefna de 480
aminodcidos (72 kDa) cuya expresién es rdpidamente inducida -30 minutos- en
osteoblastos de humano tratados con TGFf, alcanzando un méaximo de
aproximadamente diez veces respecto al control 120 minutos post-tratamiento

(Subramaniam et al., 1995a). Ademas del efecto inductor de las tres isoformas de

TGFp se ha observado que otros miembros de la superfamilia como BMP-2 y BMP-4

25



(Hefferan et al., 2000b) asi como el factor de crecimiento epidermal -EGF-
(Subramaniam et al., 1995a) y los estrégenos (Tau et al., 1998), pero no otras citocinas
(PDGF, IGFs, FGF, TNF-a, IL-6, y IL-1B) (Subramaniam et al., 1995a) regulan
tanto los niveles de expresién del mRNA de TIEGI como los de proteina. Asimismo,
se ha observado mediante microscopia confocal que en osteoblastos de humano la
proteina se localiza principalmente en el citoplasma de células no tratadas, y que los
niveles de TIEGI en el nicleo se incrementan tras el tratamiento con TGFf. Por otra
parte, el andlisis de queratinocitos de humano no tratados revela que TIEGI se localiza
fundamentalmente en el citoplasma y que el tratamientro con H,O, induce su
traslocacién hacia el nicleo (Subramaniam et al., 1998).

TIEG] es capaz de regular la tasa de transcripcién positivamente (Noti et al.,
2004) o negativamente (Johnsen et al., 2002b) al unirse a secuencias tipo 5-CACCC-
3’ o cajas GC 5-GGGCGGG-3 0 5-GGTGTG-3’ presentes en la regién promotora de
sus genes blanco (Ou et al., 2004; Chrisman y Tindall, 2003). La capacidad represora
de TIEG se atribuye a la interaccién de TIEG] con mSin3A, el cual media la represién
de sus genes blanco (Zhang et al., 2001).

Respecto al papel que TIEG] juega en la via de sefializacién de TGFf, estudios
realizados con células MG-63 -osteosarcoma humano- y PANCI —carcinéma
pancreético- demuestran que la sobre-expresién de TIEG] mimetiza los efectos de
TGFP (Tachibana et al., 1997; Cook y Urrutia, 2000) los cuales son Smad
dependientes, ya que en ausencia de Smad4 o en presencia de Smad7 la sobre-
expresién de TIEG] no tiene ningtin efecto (Johnsen et al., 2002a).

Como se esquematiza en la Figura 5, se ha demostrado que los efectos de
TIEGI1 sobre la via de TGFP se pueden dar a tres niveles: 1) incrementando la
induccién de genes endégenos regulados por TGFf como p21 (inhibidor de CDKs) y
PAI-1 (involucrado en angiogénesis); 2) incrementando la tasa de transcripcién y la

fosforilacién de Smad2 o bien 3) reprimiendo la expresién del gen inhibitorio Smad?7

(Johnsen et al., 2002a y 2002b).
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Figura 5. Papel de TIEGI en la regulacién de la via de sefializacién TGFB-Smad. Los principales
efectos mediados por la sobre-expresién de TIEGI en diferentes sistemas se representan en este
esquema: 1) aumento en la actividad transcripcional y fosforilacién de Smad2; 2) inhibicién de la
protefna inhibitoria Smad7; 3) induccién de genes blanco de la via TGFf (Tomado de Subramaniam et

al., 2007)

Estudios diversos indican que TIEGI participa en la regulacién de diferentes
procesos celulares sumamente importantes durante el desarrollo como la progresién
del ciclo celular y la apoptosis (Hefferan et al., 2000b; Tachibana et al., 1997), adema4s
se ha observado una correlacién inversa entre los niveles de expresién de TIEG] y la

severidad de ciertos tipos de cédncer (revisado en Subramaniam et al. 2007).

Para dilucidar el papel que este factor de transcripcién pudiese jugar durante el
desarrollo, recientemente se generc’) el ratén mutante tieg] "/", el cual muestra un
aumento en el nimero de osteoblastos pero sin contribuir a la formacién nueva de
hueso, asi como una disminucién en el nimero de osteocitos, lo cual se atribuye a
problemas en la diferenciacién de osteoblastos, y que de manera interesante se observa
exclusivamente en hembras (Subramaniam et al., 2005); mientras que los machos,
muestran problemas de hipertrofia cardiaca la cual incluye un incremento en el tamafio
de los ventriculos, en el peso y grosor de las paredes cardiacas e hipertrofia septal
(Rajamannan et al., 2007). Sin embargo, datos sobre el fenotipo del sistema nervioso
no fueron reportados en estos estudio, por lo que una vez mas resulta interesante el

papel de este factor de transcripcién durante el desarrollo del SNC.
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En este sentido, datos preliminares en nuestro laboratorio indican que la
expresién de TIEG] es regulada durante el desarrollo del hipotdlamo de rata. Ensayos
de RT-PCR muestran que el mRNA de TIEG] es detectable desde el dfa E14, con
picos de expresién a los dfas E15, E19 y alcanzando un méximo al dfa del nacimiento
(P0) disminuyendo en la etapa adulta (Figura 6). Asimismo, se observé que en cultivos
primarios de hipotdlamo fetal de rata (E17) el tratamiento con TGFf-2 incrementa la

expresién del mRNA de TRH (Datos no mostrados).
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Figura 6. Expresién de TIEG] durante el desarrollo del SNC. Los niveles del mRNA de TIEGI se
determinaron por RT-PCR a partir de RNA total de hipotdlamo de rata. Como control interno se
determinaron los niveles del mRNA de ciclofilina. (E) etapa embrionario, (P) post-natal y (5m) adulto
(Pérez-Martinez, datos no publicados).

2.3 ANALISIS DE LA REGION PROMOTORA DEL GEN DE TRH

El andlisis informdtico de la regién promotora del gen de TRH de la rata con
ayuda del programa MATINSPECTOR de GENOMATIX (Cartharius et al., 2005)
ha permitido identificar cuatro posibles sitios de unién para los factores del tipo KLF:
dos cajas tipo CACCC y dos cajas GC (Figura 7). El hecho de que adem4s dichos
sitios se conserven en ratén y humano, nos lleva a pensar que los KLFs pudiesen
efectivamente jugar un papel importante en la expresién del gen de TRH.

En base a que i) se ha reportado que TGFP promueve la diferenciacién
neuronal dentro del SNC induciendo la salida del ciclo celular de progenitores
neurales; i1) la expresién del mRNA de TIEGI coincide con el nacimiento de neuronas

TRHérgicas hipotaldmicas; 1ii) a que los niveles de expresién de TIEGI] se
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encontraron incrementados al analizar el transcriptoma de células TRHérgicas
hipotaldmicas en etapas embrionarias; y iv) a la presencia de elementos de unién para
protefnas del tipo Klf, proponemos a TIEG] como un posible regulador en el

establecimiento del fenotipo TRHérgico hipotaldmico.
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Figura 7. Elementos de unién para factores tipo KLF en la regién promotora de TRH. Esquema
que representa los elementos de respuesta a distintos factores de transcripcién presentes en la regién
regulatoria del gen de TRH de rata, ratén y humano. Los sitios posibles de reconocimiento para
elementos tipo KLF estdn representados en rojo, mientras que los elementos con cajas tipo GC est4dn
representados en morado. Se representan también las secuencias consenso CRE, elemento de respuesta
a cAMP, TRE elemento de respuesta a hormona tiroidea y GRE, elemento de respuesta a
glucocorticoides; asf como la caja TATA y el N. Enh., “enhancer neuronal”.
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3.  HIPOTESIS

TGFP a través de TIEGI, promueve la diferenciacién de neuronas hipotaldmicas
TRHérgicas durante el desarrollo.

4. OBJETIVOS

GENERAL

Demostrar que TGFf induce la expresién del gen de TRH durante la diferenciacién
terminal de este fenotipo hipotaldmico.

ESPECIFICOS
1. Demostrar que TGFP regula la expresién del mRNA del gen de TRH.

Para lo cual:

1.1 Se analizard la ontogenia de las diferentes isoformas de TGF-f y de sus

receptores 1 vivo e in vitro.

1.2 Se determinaré si TGF-f regula la expresién del mRNA de TRH en cultivos

primarios de hipotdlamo fetal (E17).
1.3 Se evaluar4 si TGFf regula la actividad transcripcional del gen de TRH in vitro.

2. Demostrar que TGFf a través de TIEGI] regula la diferenciacién del
fenotipo TRHérgico hipotaldmico en etapas tempranas del desarrollo.

Para ello se determinari si:

2.1 La expresién de TIEGI se regula en respuesta a TGFP durante el desarrollo
hipotaldmico.

2.2 TIEGI regula in vitro la expresién del mRNA de TRH.

2.3 TIEG] se une al promotor del gen de TRH 2 vivo durante el desarrollo

embrionario.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MUESTREO DE HIPOTALAMOS

Para todos los experimentos se emplearon ratas de la cepa Witar mantenidas
en el bioterio del Instituo de Biotecnologfa-UNAM. Los procedimiento utilizados
fueron evaluados y aprobados por el Comité de Bioética del mismo Instituto. Para el
estudio ontogénico durante el desarrollo del hipotdlamo de rata, utilizamos tejidos
desde el dfa embrionario 14 (E14) hasta E21, los dfas post-natales (P) 0, 7, 14 y 21, asf
como en adulto (5 meses de edad). Las ratas gestantes y animales post—natales, se
mantuvieron bajo condiciones controladas de luz-oscuridad (12 hr/12 hr), temperatura
(17°C) y alimentadas ad libitum hasta el momento de su decapitacién alrededor de las
12:00 hrs. Las hembras gestantes se anestesiaron con pentobarbital (40 ul/250 g peso
Sedalphorte) y los embriones fueron extraidos uno a uno. Bajo el microscopio
estereoscépico, se realizé un corte a través de la linea imaginaria que une el borde
superior del ojo y el ofdo, disecando el hipotdlamo, regién comprendida por detrds del
quiasma 6ptico, entre los surcos laterales y por delante de los cuerpos mamilares a una
profundidad aproximada de 3 mm. Los hipotdlamos fueron congelados en hielo seco y

almacenados a —70°C hasta su uso (Joseph-Bravo et al., 2002).

5.2 CuLTIVO PRIMARIO HIPOTALAMICO

Los cultivos se realizaron empleando hipotdlamos de embriones de rata de 17
dias de gestacién los cuales fueron disectados como se describié previamente. Los
hipotdlamos fueron colectados en solucién Hank’s, lavados, cortados e incubados
durante 15 minutos con una mezcla de DNAsa tipo I (0.28 mg/ml) y Tripsina tipo 111
(0.26 mg/ml). La reaccién se detuvo con suero fetal bovino (FBS) y DNAsa tipo 1
(0.28 mg/ml) dispersando posteriormente de manera mecénica con pipetas Pasteur de
diferentes didmetros. La suspensién celular fue centrifugada a 1500 rpm (Centrifuga
5403, Eppendorf) por 4 min a temperatura ambiente y resuspendida en 5 ml de medio
DMEM (Gibco-BRL) suplementado con 10% FBS (Terracell International), 0,56 mM
de glutamina y 1% de una mezcla de antibiético-antimicético. La densidad celular se

determiné en un hemocitometro, obteniendo un rendimiento promedio de 1.0 x 10°
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células/hipotdlamo. La viabilidad (<98%) fue determinada mediante tincién por
exclusién con azul tripano. Cajas de cultivo con pozos de 15 mm previamente cubiertas
con poli-D-lisina (1.5 pg/ml) fueron sembradas con 1.5-2.0x10° células en un volumen
final de 0.5 ml de medio neurobasal (NB) suplementado con B27 (Gibco-BRL), 0,5
mM glutamina, 1% antibiético-antimicético y 3 x 10’ M 17f-estradiol, en presencia o
ausencia de las diferentes isoformas de TGF-, a una concentracién de 2.5 ng/ml. Los
cultivos fueron mantenidos a 37°C con 7% CO,, 95% de humedad y cosechados en los
fiempos requeridos. Para el andlisis de los niveles basales de expresién del mRNA, las

células se sembraron en medio DMEM suplementado con 10% FBS.

5.3 CULTIVO DE CELULAS CA77

La linea CA77 (carcinoma de tiroides) fue crecida en un medio compuesto
DMEM/F10 (Gibco-BRL) en una relacién 1:1 (vol/vol) suplementado con 10% FBS y
1% de antibiético-antimicético. Las células (0,5 x 104/cm2) fueron sub-cultivadas cada
semana y el medio cambiado después de 4 DIV. Los cultivos se mantuvieron en una

incubadora REVCO a 37°C con 5% CO, y 95% de humedad. La transfeccién se

realizé como se describe posteriormente y cosechados en los tiempos requeridos.

54 EXTRACCION DE RNA

El RNA total fue extraido a partir de células en cultivo, tejido o explantes
congelados por el método de isotiocianato de guanidina (Chomczynski y Sacchi,
1987), el cual consistié en homogenizar las muestras en 400 ul de solucién D (4 M
tiocianato de guanidina, 25 mM citrato de sodio pH 7.0, 0.5% sarcosil, 0.1 M p-
mercaptoetanol), 40 ul acetato de sodio 2 M (NaOAc) y mezclar en vortex
vigorosamente. Posteriormente se afiadieron 400 ul de fenol saturado con agua
agitando de la misma forma. A la mezcla anterior se le agregaron 100 ul de
cloroformo:isoamil-alcohol (49:1), centrifugando los tubos a 4°C y 13,000 rpm
(Microcentrifuga 5415, Eppendorf) durante 17 minutos. El sobrenadante se mezclé
con 450 ul de isopropanol y se incubé durante 30 minutos en hielo seco,

posteriormente se centrifugé a 13,000 rpm/4°C durante 22 minutos. Se deseché el
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sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 300 ul de solucién D y 300 ul de
isopropanol, incubando toda la noche a —20°C.

Al dfa siguiente las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm/4°C durante 22
minutos. Posteriormente la pastilla se lavé con 400 ul de etanol al 70% centrifugando
bajo las mismas condiciones. Finalmente, el sobrenadante se deseché dejando secar el
botén a temperatura ambiente durante 5 a 10 minutos. El RNA se resuspendié en agua
desionizada tratada con dietilpirocarbonato (DEPC 0,1%).

Para la cuantificacién del RNA total de las muestras se tomé una alicuota (2 ul
RNA + 98 ul H,0) para medir la densidad éptica con luz ultravioleta a 260 y 280 nm
en un espectrofotémetro (Eppendorf). Sélo se utilizaron aquellas muestras cuya
relacién 260/280 fuera mayor a 1.5. La concentracién del RNA se calculé mediante la

fé6rmula:

(densidad éptica) (factor de dilucién) (40) = ug/ul
1000

La calidad del RNA se verificé por electroforesis en gel de agarosa, tefiido con
bromuro de etidio (EthBr). Las bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S

debian guardar una proporcién 2:1 y no mostrar barridos que indicasen degradacién.

5.5 ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE RT-PCR.

Las condiciones éptimas para la determinacién de los niveles de expresién de
un mRNA mediante RT-PCR consisten badsicamente en: (1) obtener oligonucleétidos
con una secuencia que corresponda sélo al cDNA para el cual se disefiaron; (2)
conocer la cinética de la reaccién para seleccionar un ciclo en que el producto de PCR
se encuentre en la fase logaritmica, de forma que las mediciones reflejen fielmente la
cantidad del mRNA y; (3) seleccionar la temperatura de hibridacién adecuada, para
amplificar de manera especifica el mRNA de interés (Ambion, 2006).

Con base en la secuencia del mRNA de TGFB1, TGFp2, TGFp3, TPRI,
TPRRII, TIEGI, nestina, enolasa y p-tubulina se disefiaron pares de oligonucleétidos
especificos (Tabla 2) para cada transcrito utilizando el programa PRIMER 3 (Rozen y

Skaletsky, 2000). Posteriormente, para verificar la ausencia de estructuras secundarias
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y la formacién de dimeros entre los oligonucleétidos se utilizé el programa Oligo 4
(National Biosciences, Plymouth, MN, USA), mientras que la especificidad de cada
par fue verificada mediante el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search) del
NCBI (Altschul et al., 1997).

La estandarizacién de las condiciones de PCR se realizé utilizando hipotdlamos
de embriones de rata de 18 dias de gestacién (E18). Las condiciones de transcripcién
reversa fueron las que previamente se estandarizaron en el laboratorio (Pérez-
Martinez et al., 1998). Brevemente, consistié en adicionar 1 ug de RNA total a un
volumen final de reaccién de 32 ul que contenfan por cada tubo 8.9 ul de agua
bidestilada estéril tratada con DEPC, 6 ul de buffer RT 5X (250 mM Tris-HCI pH
8.4, 3756 mM KCl, 15 mM MgCl,), 3 ul de dithiothreitol (DTT) 0.1 M, 0.6 ul de
deoxinucleétidos (ANTPs) 10 mM, 1 ul de oligodeoxinucleétido de timidina (oligo
dT) 0.5 ug/ul y 0.5 ul de transcriptasa reversa M-MLV (200 U/ul; Invitrogen). El
RNA fue preincubado durante 5 minutos a 65°C antes de la sintesis del ¢cDNA y
transferido inmediatamente a hielo. La reaccién de transcripcién reversa se realizé
durante 2 hrs a 37°C. Las muestras fueron mantenidas a 4°C para realizar la PCR
inmediatamente o almacenadas a -20°C hasta su uso. Para la optimizacién de la PCR
se utilizé un volumen fijo del templado (6 ul cDNA). Este se amplificé por diferentes
ciclos (20-30) junto con un gradiente de temperatura (55-65°C) utilizando un
termociclador (Mastercicler de Eppendorf).

Se tomaron alicuotas de 10 ul de los productos de PCR para someterlos a
electroforésis a través de geles de agarosa 2% durante 90 minutos a 110 volts, los
cuales fueron posteriormente tefiidos con EthBr. Los geles fueron iluminados con una
ldmpara de luz ultravioleta (UV), fotogratiados y cuantificados mediante densitometria
asistida por computadora (Fluor-S Multimager) segin el protocolo previamente
descrito (Pérez-Martinez et al., 2001). La migracién de los productos de PCR fue
comparada con una escalera de DNA en el rango de 100-1200 pares de bases (pb)
(NEBiolabs).

Después del anélisis, determinamos que bajo nuestras condiciones de reaccién,
las condiciones de temperatura y ntimero de ciclos enlistadas en la tabla 2 son

adecuadas para amplificar los transcritos correspondientes.
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Secuencia oligonucleotidos Tamafio T hibridacion No. Ciclos
(5° > 3') (pb) (°c)

TGFp1 Up ATA CGC CTG AGT GGC TGT CT 153 64 30
Dwn TGG GAC TGA TCC CAT TGA TT

TGFp2 Up GGA AAT CAA AAT CAA AGG AGT GG 287 56 28
Dwn AGT TGG CAT AGT AAC CCT TAG G

TGFB3 Dwn TGC AGG AGC AAA AAG GTT CT 287 56 28
Dwn GTC AGA GGC TCC AGG TCT TG

TPRI Up TTT GAG GAG GGC AGC TTT TA 204 60 32
Dwn ACC AGT GAG GAG ACC CAA TG

TRRII Up TCA CTA GGC ACG TCA TCA GC 195 64 30
Dwn AGG ACA ACC CGA AGT CAC AC

TIEGL Up CCG GAG AAG AAC CCA CAT AA 155 56 28
Dwn GAG GAA GGC ACA GCA AAG TC

TRH Up GAC AGC TAG TGA AGG GAA CAG G 300 64 30
Dwn CCC TGG ATG GAG TCT GAT GT

CRH Up GCT AAC TTT TTC CGC GTG TT 175 60 27 y 30
Dwn GGT GGA AGG TGA GAT CCA GA

TH Up TCC TGC ACT CCC TGT CAG AG 175 60 27 y 30
Dwn CCA AGA GCA GCC CT CAA AGG

Nestina Up AAC CAC AGG AGT GGG AAC TG 219 58 27
Dwn TCT GGC ATT GAC TGA GCA AC

B-Tubulina III Up TGC GTG TGT ACA GGT GAA TGC 240 62 29
Dwn AGG CTG CAT AGT CAT TTC CAA G

Enolasa Up ATG CTG GAG TTG GAT GGG ACT GAG 477 63 28
Dwn GTA AAA CTC AGA GGC AGC CAC ATC

G3PDH Up TGA AGG TCG GTG TCA ACG GAT TTG 984 64 24
Dwn CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC CAC

Ciclofilina Up GGG GAG AAA GGA TTT GGC TA 259 64 24
Dwn ACA TGC TTG CCA TCC AGC C

Tabla 2. Secuencias de oligonucleotidos disefiadas a partir del banco de genes para los blancos respectivos y condiciones para RT-

PCR.

5.6 SEMICUANTIFICACION DE mRINA MEDIANTE RT-PCR

Los cambios relativos en los niveles del mRNA de TRH, TIEGI, TGF-B1,
TGFB2, TGFB3, TPRI, TPRRII, CRH, Nestina, Enolasa y p-tubulina III se
determinaron por PCR semicuantitativa, utilizando el mRINA de ciclofilina o G3PDH
como controles internos. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 50 ul
conteniendo: 6 ul del producto de RT (4 ul para el caso de los controles endégenos), 5
ul de buffer para Taq DNA polimerasa 10X (100 mM Tris-HCI pH 8.3, 500 mM KClI,
gelatina 10 ug/ml), 2.5 ul de MgCl, 30 mM, 1 ul de dNTPs 10 mM, 1 ul de los
oligonucleétidos -sentido y antisentido- correspondientes para los genes de interés (25
pmol/ul) y ciclofilina/G3PDH (50 pmol/ul), 0.5 ul de Tag DNA polimerasa
(Amplificasa 5 U/ul; Biogénica) y agua para llevar al volumen final de 50 ul.
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5.7 TRANSFECCION Y ENSAYO DE LUCIFERASA EN CULTIVO PRIMARIO

Cultivos primarios hipotaldmicos mantenidos durante 24 hrs en cajas de cultivo
con pozos de 15 mm y sembradas a una densidad celular de 2.0 x 10° fueron
transfectados de manera transitoria utilizando polietilenimina (Guerra-Crespo et al.,
2003). Para las transfecciones se utilizaron 800 ng del vector de expresién pNASS-
rTRH-Luc (TRH-Luc) el cual contiene la regién promotora del gen de TRH de rata (-
776/+85) unido al gen reportero de luciferasa (Balkan et al., 1998) y 80 ng de pCH110
(B-galactosidasa) (donado por la Dra. Susana Castro; IBT-UNAM) utilizado como
control interno de eficiencia de transfeccién. Las co-transfecciones se realizaron con
800 ng del vector de expresion pcDNA4/TO-Flag-TIEG para el factor de
transcripcién TIEG] (Donado por el Dr. Malayan Subramaniam, Clinica Mayo),
junto con el 800 ng del pldsmido reportero TRH-Luc, 80 ng de p-gal u 800 ng de
PUCIS (Fermentas) para un total de 1.68 pg de DNA plasmidico por pozo.

Protocolo A: Después de 3 horas, la mezcla de transfeccién fue sustituida por 0.5
ml de DMEM suplementado con 10% FBS (GIBCO) o NB suplementado con B27
(GIBCO) para ser cosechadas 4 dfas después.

Protocolo B: Tras 3 horas de transfeccién los cultivos se mantuvieron durante 72
horas en presencia de DMEM suplementado con 10% FBS (GIBCO) para
posteriormente ser tratadas durante 24 horas con 2.5 ng/ml de TGFf3 en NB-B27.

Transcurrido el tiempo, las células fueron cosechadas con 30 wl de buffer de
lisis (Applied Biosystems), siguiendo las especificaciones del fabricante para
determinar la actividad enzimdtica de luciferasa en el luminémetro Monolight 2020
(Analytical Luminiscence Laboratory). Los valores de luciferasa fueron normalizados
respecto a los valores obtenidos para P-galactosidasa y contenido de protefna. Los

datos se expresaron como actividad relativa de luciferasa.

5.8 WESTERN BLOT

Se prepararon extractos totales de protefna a partir de hipotdlamos de

diferentes edades, tal y como se describié previamente (Pérez-Martinez y Jaworski,

2005), utilizando buffer de lisis (0.5 mM PMSF, 20 mM Hepes (pH 7.4), 0.4 M NaCl,

36



I mM EDTA, 1 mM EGTA) suplementado con una mezcla de inhibidores de
proteasas (Complete, Roche Applied Science) e incubando 15 min a 4°C.
Posteriormente, los extractos se centrifugaron a 10000 x g por 30 min a 4°C. Se
recuperaron los sobrenadantes y se cuantificaron a 594 nm utilizando el ensayo de
Bradford. Los extractos se almacenaron a -70°C hasta su uso.

Cantidades iguales de proteina (30 ug) se resolvieron por electroforesis en gel
de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) al 12% y se transfirieron a
membranas de PVDF (Milipore) durante 2 hrs a TA utilizando buffer de transferencia
pH 83 (39mM glicina, 48mM TRIS base, 0,037% SDS, 20% metanol). Las
membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en Tris buffer salino con 0.1%
de Tween-20 (TBST). Los anticuerpos anti-Smad2/3 (1:500, Santa Cruz
Biotechnology), anti-TIEG] (3ug/ml), anti-Flag (1:1500, Stratagene) y anti-actina
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology) se incubaron en 3% de BSA en TBST toda la
noche en agitacién a 4°C. Posteriormente las membranas se lavaron 3 veces en TBST
durante 10 minutos y se incubaron durante 2 hrs a TA con el anticuerpo secundario
correspondiente acoplado a peroxidasa (1:3000, Santa Cruz Biotechnology) utilizando
leche al 5% en TBST. Finalmente las membranas se lavaron 3 veces durante 10
minutos con TBST, se revelaron con el reactivo quimioluminiscente Luminol (Perkin

Elmer) y se expusieron a peliculas radiograficas Kodak.

5.9 TRANSFECCION DEL SIRNA PARA TIEG] EN CULTIVOS

PRIMARIOS

El  siRNATIEG] disefiado por Dharmacon tiene la  secuencia
GCAAACAACUCUCUCGUUAUU (sentido) UAACGAGAGAGUUGUUUGCUU
(antisentido) correspondiente a los nucleétidos 887 a 908 del gen de TIEG] de rata
(ndmero de acceso: NM_031135). La transfeccién se realizé con el kit Nucleofector
para células neurales primarias (Amaxa) de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Una vez disociado el tejido (ver arriba cultivo primario), para cada
transfeccién se utilizaron 5.0 x 10° células, las cuales fueron centrifugadas a 1200 rpm
(Microcentrifuga 5415, Eppendorf) durante 5 minutos y tras la adicién del siRNA,

resuspendidas en 100 ul de solucién de nucleofeccién. Las células fueron
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electroporadas y resuspendidas en 400 ul DMEM-Advanced (GIBCO) y sembradas a

la densidad apropiada. La eficiencia de transfeccién se determiné con el vector

pmaxGFP (Amaxa) y analizada por citometria de flujo (FACSort, Becton Dickinson).

5.10 ENSAYO DE INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA (CHIP)

El ensayo de inmunoprecipitacién de cromatina se realizé siguiendo el
protocolo previamente descrito (De la Rosa-Veldzquez et al., 2007) con algunas
modificaciones. Preparamos células -2x10"- a partir de hipotdlamos fetales (E17) tal y
como se describié para el cultivo primario. Tras fijar las células durante 10 min a TA
con 1% de formaldehido, se afiadié 1.256 M de glicina para detener la reaccién de
entrecruzamiento agitando suavemente y centrifugando 5 min a 1200 rpm/4°C
(Centrifuga 5403, Eppendorf) y lavando dos veces con PBS 1X frio. Las células se
resuspendieron en 1 ml de buffer de lisis (1% SDS, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-Hcl pH
8,1) conteniendo inhibidores de proteasas (Complete, Roche Applied Science) y se
incubaron 10 min en hielo. Las muestras se sonicaron en un ultrasonicador (Cole
Parmer) durante 20 segundos con una amplitud de 35% para obtener fragmentos de
cromatina entre 300 y 600 pb. Los lisados se centrifugaron a 4°C por 10 min a 13000
rpm. Se recuperé el sobrenadante asegurando de tomar una alicuota a la que se refiere
como INPUT. Con el fin de disminuir las uniones inespecificas entre el anticuerpo y la
cromatina, ésta se diluyé 1:10 en buffer de dilucién (1% Tritén X-100, 2 mM EDTA,
20 mM Tris-Hel pH 8,1, 150 mM NaCl) y se incubé 3 hrs a 4°C con 20 wl de esferas
de agarosa acopladas a proteina A/G. Transcurrido ese tiempo las muestras se
centrifugaron a 4°C por 5 min a 3000 rpm y se recuperé el sobrenadante en alicuotas
de 1 ml. A cada alicuota se le afiadieron 4 ug de los anticuerpos anti-TIEG1 o IgG
como anticuerpo irrelevante y se incubaron toda a noche a 4°C con agitacién
constante.

Al dfa siguiente se afiadieron 20 ul de protefna A/G-agarosa incubando 4 horas
en agitacién a 4°C. Se recuperd la fraccién inmunoprecipitada mediante centrifugacién

y se realizaron lavados secuenciales con los buffers paro 1 (0,1% SDS, 1% Tritén X-
100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH 8,1, 150 mM NaCl) paro 11 (0,1% SDS, 1%
Tritén X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH 8,1, 500 mM NaCl), paro I1I (0,25
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M LiCl, 1% NP-40, 1% Deoxicolato, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8,1) y dos
veces con buffer TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8,0).

Las muestras se incubaron con 500 ul de RNAsa A y proteinasa K durante 30
min a 37°C y posteriormente a 65°C durante toda la noche. Al dfa siguiente, el DNA se
purificé con un kit de QIAGEN siguiendo las instrucciones del fabricante, para
posteriormente analizarlo mediante PCR semicuantitativa. Para esto, se disefiaron a
partir del promotor de TRH, tres juegos de oligonucleétidos denominados P1, P2 y P3
cuyas secuencias se muestran en la tabla 3, donde adema4s se indican las regiones que

flanquean, los elementos presentes en dichas regiones y los productos de PCR

esperados.
Oligonucleétido Secuencia Regién Elementos de Producto PCR
& —3) flanqueada | unién presentes
PI Up | ACGTCT CTCCCT CCC TTT GT -125/-20 GCy CACCC 232 pb
Dwn | AGGC GGG GGG TGAGGCTTAT
P2 Up | TCA CAG GTC CCC ATT TTT GT 586/-257 CACCC 330 pb
Dwn | GAGTAG TCC GCG ATG GAA AG
P53 Up | CGTTTT CCA CAG AAG CCA GT 767/-566 GC 201 pb
Dwn ACA AAA ATG GGG ACC TGT GA

Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados para en andlisis de inmunoprecipitacién de cromatina mediante
PCR semecuantitativa.

5.11 ESTANDARIZACION DEL CULTIVO DE EXPLANTE

El cultivo de explante se realizé6 de acuerdo a lo reportado previamente
(Echavarria D. et al. 2000). Los embriones de 12 dias de gestacién se extrajeron al
igual que para cultivo primario, colectandolos en PBS 1X. Las cabezas se cortaron a
nivel del primer rombomero, para posteriormente disectarlos a lo largo de la linea
media dorsal simulando un libro abierto. El explante se transfirié -con la cara
ventricular hacia abajo- a una membrana de policarbonato de 0,45 um (Millipore)
para colocarlo en flotacién en una caja de cultivo de 35 mm con DMEM suplementado
més 10% FBS. Los explantes se mantuvieron durante 48 o 72 horas a 37°C, con 7%
CO, y 95% de humedad. Todo el procedimiento se realiz6 en condiciones de

esterilidad.
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5.12 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos representan la media + EE (error estdndar) de por lo menos tres
experimentos independientes. El andlisis estadistico para comparaciones miltiples se
realizé6 mediante ANOVA utilizando la prueba post-hoc de Bonferroni o bien utilizando

la prueba de ¢ de Student. Se tomaron como significativos valores de p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 EXPRESION DE TGFB1, 2 Y 3, LOS RECEPTORES TRRI, TRRII,
LAS PROTEINAS SMAD2/3 Y TIEG] DURANTE EL DESARROLLO
HIPOTALAMICO DE RATA.

Para determinar si una molécula tiene un efecto o no sobre un fenotipo
especifico durante el desarrollo, el primer paso consiste en determinar si dicha
molécula es producida o se expresan en el micro-ambiente en que se localiza la
poblacién neuronal de interés. En este estudio, como primer acercamiento analizamos
mediante RT-PCR semicuantitativa, los niveles de expresién del mRNA para las tres
isoformas de TGFf y los receptores TBRI y II durante el desarrollo en hipotdlamo de
rata, a partir del dfa embrionario (E) 14 y hasta el dfa E21, en la etapa post-natal (P) a
los dfas 0, 7, 14y 21, y en la edad adulta (A) representada por machos de cinco meses
de edad y utilizando como control interno al gen de ciclofilina, cuyos niveles de
expresién no varfan a lo largo del desarrollo (Botte et al., 1998).

Nuestros resultados revelan que TGFf1 se expresa, con niveles bajos respecto
a las isoformas TGFP2 y TGFP3, en el hipotdlamo de rata desde etapas muy
tempranas (E14) y hasta la etapa adulta, adem4s de que dichos niveles son
relativamente constantes a lo largo del desarrollo (Figura 8A). La posible relevancia de
este patrén de expresién se discutird mds adelante.

El mismo tipo de anélisis en por lo menos dos ensayos independientes, muestra
un patrén de expresién mds dindmico para las isoformas TGFB2 y 3. Como podemos
observar en la Figura 8B el mRNA de TGFB2 muestra niveles detectables desde el
inicio y a lo largo del desarrollo hipotaldmico, sin embargo destacan los bajos niveles
de expresién observados a los dias E15, E18 y P7.

De igual forma, el anélisis del mRNA de TGFB3 (Figura 8C) presenta niveles
detectables en el hipotélamo de rata a lo largo del desarrollo. Sin embargo, destacan los
niveles de expresién tan bajos observados para esta isoforma en la etapa embrionaria
tardfa y cuyo patrén tiende a revertirse justo antes del nacimiento para mantenerse
relativamente constante en la vida post—natal. Este patrén de expresién resulta

especialmente Interesante ya que al dfa El5 se observa un incremento -
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estadisticamente significativo- de aproximadamente 50 veces respecto al control, en los

niveles de expresién de TGFB3. Como recordaremos esta etapa coincide con la

ventana de tiempo en que nacen las neuronas TRHérgicas, ademds, correlaciona de

manera inversa con los niveles
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Por otro lado, el andlisis de la expresién del mRINA de TPRII indica que los
niveles del mRINA de este receptor son detectables desde etapas muy tempranas (E14)
manteniendo niveles relativamente constantes a lo largo del desarrollo hipotaldmico
(Figura 9A). Asimismo, detectamos que durante el desarrollo, la expresién del mRNA
de TPRI es detectable y constante entre los dfas E14-E17, perfodo en que culmina el
nacimiento e inicia la diferenciacién terminal de neuronas TRHérgicas, sin embargo,
dichos niveles tienden a disminuir —aunque no de manera significativa- a partir del dia
E18 manteniendose hasta la etapa adulta. (Figura 9B). Este patrén de expresién, en el
cual TBRII y TRRI se expresan de manera constitutiva a lo largo del desarrollo, parece
ser un mecanismo eficiente para que la célula propague una sefial en respuesta a
TGF.

Es importante destacar que la expresién del mRINA de las tres isoformas y los
dos receptores analizados son también detectables en cultivos primarios de hipotdlamo
fetal (E17) desde el inicio del cultivo y hasta los cuatro dias del mismo todos ellos con

niveles relativamente constantes (datos no mostrados).

Como mencionamos anteriormente, las principales moléculas ejecutoras
involucradas en la transduccién de sefiales activada por TGFf desde la membrana
hasta el nicleo para regular la expresién de sus genes blanco son las protefnas Smad,
por lo que decidimos analizar los niveles de expresién de las R-Smad (Smad2 y
Smad3) a lo largo del desarrollo. Como podemos observar en la Figura 10, ambas
proteinas se expresan a lo largo de la ontogenia hipotaldmica, sin embargo, los niveles
de Smad2 son mucho menores que los de Smad3 siendo casi imperceptibles a los sietes

dias de nacimiento.

Figura 8. Patrén de expresién del mRNA de las isoformas TGFP1, 2 y 3 durante el desarrollo en el
hipotdlamo de rata. Los niveles del mRNA de las diferentes isoformas TGFf1 (A) TGFB2 (B) y
TGFB3 (C) fueron determinadas mediante RT-PCR. En las graficas cada punto representa un estadio
en etapas embrionarias (E) desde el dfa 14 hasta el 21, post-natales (P) a los dfas 0, 7, 14 y 21 as{ como
el adulto de 5 meses de edad (A). Para cada isoforma el control (100%) corresponde al estadio con
niveles m4s bajos. En la parte superior se muestra una imagen representativa del gel de agarosa (2%)
tefiido con EthBr. Cada valor representa la media de por lo menos tres experimentos independientes =
EE, con excepcién de TGFB2 en donde solo se representa el promedio de dos experimentos
independientes. El anilisis estadistico se realizo mediante una prueba de ANOVA seguido de una
comparacién LSD considerando como significativo un valor *,P<0,05 .
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Figura 9. Patrén de expresién del mRNA de los receptores TB-RI y TB-RII durante el desarrollo en
el hipotdlamo de rata. Los niveles del mRNA del TRRII (A) y TB-RII (B)) fueron determinados
mediante RT-PCR. Se emplearon hipotdlamos en etapas embrionarias (E) desde el dfa 14 hasta el 21,
post-natales (P) alos dfas 0, 7, 14 y 21 asf como el adulto de 5 meses de edad (A). Arriba se muestra una
imagen representativa del gel de agarosa tefiildo con EthBr. Las barras representan la media de tres a
cinco experimentos independientes + EE. El andlisis estadistico se realizo mediante una prueba de
ANOVA seguido de una comparacién miltiple LSD considerando un valor P<0,05 como significativo.

Por otro lado, los niveles de expresién de Smad3 son sumamente elevados
durante el desarrollo embrionario, sobre todo en etapas muy tempranas (E14)

comenzando a disminuir al dfa E17 y manteniendo niveles relativamente constantes
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hasta la vida post-natal. Estos datos sugieren que el efecto de TGFp en el hipotdlamo

esté mediado basicamente por Smad3
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Figura 10. Patrén de expresién de las proteinas Smad 2/3 durante el desarrollo hipotaldmico. El
andlisis por Western blot se realizé utilizando extractos nucleares de hipotdlamo en diferentes estadios
embrionarios (E) (14-20 dfas) y post-natales (P) (0y 7) tal y como se describié en materiales y métodos.
En la gréfica cada valor representa la relacién entre la sefial densitométrica para Smad2/3 corregida
contra actina. El panel superior muestra la imagen representativa de Western blot utilizando anticuerpos
anti-Smads2/3 y anti-actina.

Finalmente, debido a que el andlisis del transcriptoma de las células
TRHérgicas (Guerra-Crespo, 2004) realizado previamente en el laboratorio, muestra
que el factor de transcripcién TIEGI] se encuentra enriquecido en estas células en
etapas embrionarias, decidimos determinar los niveles de expresién del mRNA de
dicho factor. Al analizar cuatro experimentos independientes detectamos niveles
significativos del mRINA de TIEG]1 en hipotdlamo fetal no sélo al dia (E14) sino desde
etapas més tempranas (E12) que ademds, coinciden con la ventana de nacimiento de
neuronas TRHérgicas. Dichos niveles se mantienen relativamente constantes hasta el
dfa P7, y muestran una tendencia a disminuir alrededor del 50% a partir de la segunda

semana de vida permaneciendo asf hasta la edad adulta (Figura 11).
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Figura 12. Patrén de expresién de la proteina TIEG1 durante el desarrollo hipotaldmico. El anilisis
por Western blot se realizé utilizando extractos nucleares de hipotdlamo en diferentes estadios
embrionarios (E) (15-21 dfas) y post-natales (P) (0 y 7) tal y como se describié en materiales y métodos.
En la gréfica cada valor representa la relacién entre la sefial densitométrica para TIEG]1 respecto a los
niveles de actina, utilizada como control de carga. El panel superior muestra la imagen representativa de
Western blot utilizando anticuerpos anti-TIEG y anti-actina.

De igual forma, al analizar mediante Western blot los niveles de expresién de
TIEGI en extractos nucleares de hipotdlamo, encontramos que durante el desarrollo

embrionario y en la primer semana de vida post-natal, los niveles de expresién de
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TIEG] a nivel de protefna se mantienen relativamente constantes (Figura 12) tal y
como sucede a nivel de mRNA.

Dado que componentes de la via de sefalizacién mediada por TGFf se
expresan desde etapas tempranas durante el desarrollo hipotaldmico (E14), y que
TIEG] esta presente en la ventana de tiempo en que nacen las neuronas TRHérgicas
(E12-14), estos datos sugieren que el TGF-f juega un papel importante en la
diferenciacién de neuronas hipotaldmicas y que probablemente este efecto esté

mediado por el factor de transcripcién TIEG].

6.2 EFEcTO DEL TGFB EN CULTIVOS PRIMARIOS DE HIPOTALAMO
FETAL

Estudios diversos han demostrado que las diferentes isoformas de TGFf son
capaces de regular la expresién del factor de transcripcién TIEG] (Subramaniam et
al., 1995a, Tachibana et al., 1997) en fenotipos no neurales, por lo que quisimos
determinar si en nuestro sistema esta citocina es capaz de regular la biosintesis de
TIEGI1 in vitro. Utilizando cultivos primarios de hipotdlamo fetal (E17), evaluamos
mediante RT-PCR la expresién del mRINA de TIEGI en respuesta al estimulo con 2.5
ng/ml de las isoformas TGFP2 y TGFP3, concentracién e isoformas con las cuales
previamente observamos un efecto de TGF[ en cultivos primarios hipotaldmicos sobre
los niveles del mRINA de TRH (datos no mostrados).

Nuestros datos muestran que la isoforma TGFP2 incrementa aproximadamente
3 veces los niveles de expresién de TIEG] al primer dia de cultivo (dfas iz vitro: DIV),
disminuyendo al segundo dfa para nuevamente aumentar y alcanzar un incremento de
8 veces respecto a su control con la misma isoforma al 3 DIV (Figura 13). Estos datos
coinciden con reportes previos (Subramaniam et al., 1995a), en donde se observo que
en osteoblasto de humano, los niveles de expresién del mRNA de TIEG] en respuesta
al estimulo con TGFf se incrementan a las 24 horas descendiendo posteriormente. Sin
embargo, también observamos que en nuestros cultivos a las 72 horas se observa un
segundo incremento y de mayor intensidad al primero, el cual ademds es
estadisticamente significativo. Estos datos demuestran que al igual que en otros

fenotipos, los niveles de expresién del mRNA de TIEGI en cultivos de hipotdlamo
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fetal son regulables por TGFp y en particular por la isoforma TGFp2, mientras que la
isoforma TGFf3 no tiene ningun efecto, por lo menos en la misma ventana de tiempo.
Debido a que como se menciono anteriormente, los tres factores de
transcripcién incrementados en el andlisis de los microarreglos de las células
TRHérgicas son regulables por TGFp (King et al., 2003; Hefferan et al., 2000a; Kang
et al., 2003), quisimos determinar si la adicién exégena de las diferentes isoformas de
TGFp, a una concentracién de 2,5 ng/ml, es capaz de regular la biosintesis de TRH,

para lo cual utilizamos nuevamente cultivos primarios de hipotdlamo fetal (E17) y

evaluamos los niveles del mRINA de TRH mediante RT-PCR.
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Figura 13. Cinética de expresién de TIEGl bajo el efecto de TGFf en cultivo primario
hipotaldmico. Niveles de expresién del mRNA de TIEG en respuesta al tratamiento con 2.5 ng/ml de
las isoformas II: [l y IIT: [l de TGFB. Cada barra representa una de las isoformas a los diferentes
DIV. Los niveles del mRINA se determinaron por RT-PCR y se cuantificaron por densitometria asistida
por computadora en unidades arbitrarias. Los valores se corrigieron contra los niveles del mRINA de
G3PDH como control interno y se expresan como porcentajes respecto al control (100% [l de células
sin tratar. El andlisis estadistico se realizé mediante una prueba de ANOVA seguido de una prueba
LSD. Valores de p<,0,05 (*) se consideraron como significativos (n=3)

Nuestros datos indican que las isoformas TGFB2 y TGFB3 inducen un
incremento de aproximadamente el 100% en la expresién del mRNA de TRH al
primer dfa de cultivo, mientras que al 3 DIV es tnicamente el TGFpB2 el que
incrementa —de manera estadisticamente significativa- en aproximadamente 3 veces los
niveles de expresién del mRNA de TRH respecto a su control (Figura 14). Estos datos
demuestran que tanto la isoforma TGFP3 pero sobre todo el TGFB2 regulan los
niveles del mRNA de TRH con un efecto mucho mayor al 3 DIV, la correlacién entre

este incremento y los niveles detectados en la expresién del factor de transcripcién
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TIEGI en respuesta al tratamiento con TGFB2 al mismo dfa, apuntan nuevamente a
que el efecto de TGFp pudiese estar mediado por el factor TIEG].
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Figura 14. Cinética de la expresién del mRINA TRH en respuesta al estimulo con TGFp en cultivos
primarios hipotaldmicos. Respuesta del mRNA de TRH a una concentracion de 2.5 ng/ml de las
isoformas 2: : [l y 3: [l de TGFB. Cada barra representa una de las isoformas a los diferentes DIV.
Los niveles del mRNA se determinaron por RT-PCR en los tiempos indicados y se cuantificaron por
densitometria asistida por computadora en unidades arbitrarias. Los valores se corrigieron contra los
niveles del mRNA de g3pdh como control interno y se expresan como porcentajes del control =100% [l
(n=3). En la parte superior de la Figura se muestra una fotografifa representativa del gel tefiido con
bromuro de etidio para los productos de PCR (*) p<0,05.

Dado el espacio y tiempo de formacién de los diferentes fenotipos
hipotaldmicos (Markakis, 2002), con el fin de identificar si el efecto observado con
TGFP es exclusivo sobre el fenotipo TRHérgico, o incluye otros fenotipos
hipotaldmicos, decidimos analizar en los mismos cultivos la expresién del neuropéptido
CRH, cuyas neuronas co-existen con TRH en el PVN y que adem4s nacen en el mismo
periodo. Como se observa en la Figura 15, los niveles de expresién del mRNA de CRH
respecto a su control de células sin tratar se mantienen constantes durante los cuatro
dfas que duré el cultivo con ambas isoformas de TGFp, lo cual demuestra que el
incremento observado en los niveles de expresién del mRNA de TRH es especifico
para este fenotipo y que no abarca a otros fenotipos hipotaldmicos, o por lo menos no a

las neuronas CRHérgicas generadas en la misma ventana de tiempo que las neuronas

TRHérgicas.
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Figura 15. Cinética de CRH bajo el efecto de TGFf en cultivo primario hipotaldmico. Respuesta
del mRNA de CRH a una concentracion de 2.5ng/ml de las isoformas 2: [l y 3: de TGFB. Cada
barra representa una de las isoformas a los diferentes DIV. Los niveles del mRNA se determinaron por
RT-PCR y se cuantificaron por densitometria asistida por computadora en unidades arbitrarias. Los
valores se corrigieron contra los niveles del mRNA de G3PDH como control interno y se expresan
como porcentajes del control =100% [l (n=3).

6.3 EFECTO DE TIEGI SOBRE LA EXPRESION DEL MRNA DE TRH

De acuerdo a los datos obtenidos en los microarreglos, en donde uno de los
transcritos incrementados en las neuronas TRHérgicas es TIEG]1, quisimos determinar
el papel de dicho factor de transcripcién en los niveles de expresién del mRINA de
TRH. Para lo cual, utilizamos el vector pCDNA-TIEG1 (Jonhnsen et al., 2002) que
expresa TIEG] fusionado a una etiqueta de Flag. Debido a la baja eficiencia con que
se pueden transfectar cultivos primarios, decidimos utilizar la linea celular CA77 -un
carcinoma que expresa de manera constitutiva TRH (Sevarino et al., 1988), la cual fue
transfectada de manera transitoria con el vector de expresién de TIEG]I.

Tal y como observamos en la Figura 16, la sobre-expresién de TIEGI induce
un incremento del 50%, respecto al control de células no transfectadas, en los niveles
de expresién del mRNA de TRH desde las 48 hrs, alcanzando niveles méximos (300%)
96 hrs post-transfeccién. En el panel superior derecho de la misma figura, podemos
observar una Imagen representativa del Western blot, en el que mediante un
anticuerpo anti-Flag se corrobora la sobre-expresién de TIEG] desde las 48 hrs. Estos
datos apuntan nuevamente, a que TIEGI juega un papel importante en la regulacién

de la expresién del gen de TRH.
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Figura 16. Determinacién de los niveles del mRNA de TRH en respuesta a la sobre-expresién de
TIEGI en las células CA-77. Las células CA-77 fueron transfectadas con el vector pcDNA-Flag-
TIEG1 y los niveles del mRNA de TRH se determinaron por RT-PCR a los tiempos que se indican. En
paralelo se prepararon extractos totales a partir de células transfectadas bajo las mismas condiciones y se
determiné la expresién de TIEG] por Western-blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-flag.
Como control de carga se utilizé un anticuerpo anti-actina (panel superior derecho). En el panel
superior izquierdo, micrograffa de células CA-77 expresando la protefna verde fluorescente (control de
transfeccién) cuatro dfas post-transfeccién. . El andlisis estadistico se realizé mediante una prueba de
ANOVA seguido de una prueba LSD. Valores de p,0,001 (*) se consideraron como significativos (n=3).

6.4 REGULACION DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE TRH Inv
VITRO

Con el fin de dilucidar si el efecto observado con TIEG] es debido a que este
factor regula la transcripcién del gen de TRH utilizamos nuevamente cultivos
primarios de hipotdlamo fetal (E17), en donde realizamos ensayos de co-transfeccién
con los vectores TRH-Luc (Balkan et al., 1998) que expresa el gen reportero de
luciferasa bajo la regién promotora minima de TRH y el vector de expresién pCDNA-
TIEGI.

Como observamos en la Figura 17A, en presencia de suero, la actividad de
luciferasa se incrementa hasta cinco veces al sobre-expresar TIEG1 comparado con las
células transfectadas unicamente con el vector TRH-Luc. Debido a que para el
tratamiento con TGFf debe impedirse la interferencia del TGFP y otros factores
solubles presentes en el suero, analizamos el efecto de la sobre-expresién de TIEG] en
su ausencia. En esta condicién TIEGI incrementa la actividad del promotor de TRH
hasta 15 veces respecto a su control (Figura 17B). Estos datos demuestran que el
factor de transcripcién TIEGI es capaz de regular de manera positiva la actividad
transcripcional del promotor minimo de TRH, en el cual encontramos cuatros posibles

elementos de unién para factores del tipo KLF como TIEG] (Figura 7).
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Para definir si los incrementos observados con TGFf2 a nivel del mRNA de
TRH se deben a que esta citocina regula la actividad transcripcional del promotor de
TRH, determinamos la actividad de luciferasa en cultivos tratados con TGFf . Como
se puede observar en la Figura 18A, la isoforma TGFP2 duplica -de manera
estadisticamente significativa- la actividad de luciferasa respecto a la actividad
observada en las células no tratadas. Por su parte, en cultivos tratado con TGFB3 la
actividad de luciferasa no presenta variaciones respecto al mismo control (Figura
18A). Estos datos correlacionan con lo observado previamente en donde los
principales efectos sobre el mRNA de TRH (Figura 14) y TIEG1 (Figura 13) se
observan fundamentalmente con la isoforma TGFp2 y no con TGFp3.

Finalmente quisimos determinar si en nuestro sistema, el TGFf es capaz de
regular la actividad de TIEG1 como factor de transcripcién, para lo cual el mismo tipo
de cultivo, tres dfas post-transfeccién, fue tratado con las isoformas 2 y 3 de TGFf
durante 24 hrs para posteriormente monitorear la actividad de luciferasa. Como
podemos observar en la Figura 18B, observamos nuevamente que la sobre-expresién
de TIEGI induce un aumento de aproximadamente 3 veces la actividad de luciferasa,
respecto a las células control, sin embargo, también observamos que a diferencia de lo
esperado, el tratamiento con TGFB2 y TGFB3 en células que sobre-expresan TIEG1
no incrementa la actividad de luciferasa observada respecto a las células que solamente
sobre-expresan dicho factor de transcripcién, lo cual podemos atribuir a dos causas
principales: a) que en estas condiciones, TIEG] se encuentre en concentraciones
saturantes y el tratamiento con TGFf no sea suficiente para inducir un incremento en

la actividad de luciferasa; o bien b) que el efecto de TGFf no este mediado por TIEGI.
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Figura 17. Regulacién de la actividad del promotor de TRH por el factor de transcripcién TIEG].
Células hipotaldmicas a una densidad de 2x10° (1DIV) fueron transfectadas transitoriamente con TRH-
Luc solo o en combinacién con el vector de expresién TIEG, tal y como se describié en materiales y
métodos. La actividad de luciferasa se determiné 96 hrs después de la transfeccién (a) en presencia o (b)
en ausencia de suero y fue normalizada con la actividad de B-galactosidasa por pug de proteina. Los datos
graficados corresponden al promedio de dos experimentos independientes + E.E. (n=4) (c) La sobre-
expresién de TIEG] fue determinada tanto en presencia como en ausencia de suero mediante Western
blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-Flag. El anélisis estadistico se realizo mediante ANOVA
(*) p<0,05 comparado conta TRH-Luc.

6.5 SILENCIAMIENTO DE TIEG]1 MEDIANTE SIRNA

Para confirmar que el efecto observado con TGF2 sobre la expresién del gen
de TRH es mediado por TIEG], transfectamos diferentes concentraciones del siRNA
dirigido contra TIEG] en cultivos primarios de hipotdlamo fetal (E17), para
posteriormente ser tratados con 2.5 ng/ml de TGFB2 y monitorear la expresién del
mRNA de TIEG] endégeno, el cual esperabamos disminuir al aumentar la
concentracién del siRNA. En paralelo analizamos la expresién del mRNA de TRH, asf
como la de G3PDH y/o ciclofilina como control de especificidad del interferente,
ademds de utilizar dichos genes para normalizar la expresién de TIEG] y TRH.

Si bien, tuvimos algunos problemas técnicos para lograr introducir el siRNA a
las células, asi como para determinar la eficiencia de transfeccién, 48 hrs post-
transfeccién con 100 nM del siRNA, conseguimos un silenciamiento a nivel de mRNA
de TIEG] de aproximadamente el 60% respecto a los cultivos no transfectados (datos
no mostrados). Sin embargo, estos datos son esencialmente identicos a los obtenidos
con la transfeccién, de manera independiente, de dos siRNAs irrelevantes, a las
mismas concentraciones y durante el mismo perfodo, por lo que atin es necesario

refinar esta técnica a fin de determinar el papel de TIEGI en la expresién de TRH.
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Figura 18. Regulacién de la actividad del promotor de TRH por TIEG1 y TGFf. Cultivos primarios
(E17) fueron transfectados con el gen reportero TRH-Luc y TIEG1, como se describié en materiales y
métodos. 72 h después de la transfeccién las células fueron tratadas con TGF 2.5 ng/ml. La actividad
de luciferasa se determiné a las 24 hrs a partir de extractos totales. Los datos fueron corregidos contra la
actividad de P-Gal por ug de protefina y graficados como porcentaje respecto al control. Los datos
corresponden a un experimento por triplicado. El an4lisis estadistico se realizo mediante la prueba t de
Student para datos no pareados (A) o mediante ANOVA (B) considerando un valor p<0,05 como
significativo (*) respecto a TRH-Luc.

6.6 INTERACCION DEL PROMOTOR DE TRH CON EL FACTOR DE
TRANSCRIPCION TIEGI1 v vivo

La habilidad de TIEG] para trans-activar el gen de TRH de manera especifica
en cultivos primarios de hipotdlamo fetal, asi como el patrén de expresién de dicho
factor en estos cultivos sugiere una interaccién directa entre TIEG] y el promotor de
TRH in vivo. Para corroborar esta hipétesis, realizamos ensayos de ChIP (a partir de
hipot4dlamos E17) utilizando un anticuerpo policlonal anti-TIEG]1. Tras la purificacién
del DNA éste fue amplificado mediante PCR utilizando tres juegos de oligonucleétidos
(Figura 19A) disefiados a partir del promotor minimo de TRH, denominados P1, P2 y
P3 los cuales se ha demostrado que ¢ vivo unen proteinas de la familia KLLF como Klf4
y Spl (Pérez-Monter, manuscrito en preparacién); asimismo, se emplearon
oligonucleétidos para amplificar el TBRII como control de especificidad.

En la Figura 19B observamos que TIEGI se une indistintamente a los cuatro
posibles sitios de unién presentes en la regién promotora minima de TRH. Si bien no

es posible diferenciar entre la unién a las primeras cajas GCy CACCC (P1) destaca un
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mayor enriquecimiento de la fraccién inmunoprecipitada con la segunda caja GC (P3).
Adicionalmente se demostré que la unién de TIEG]1 es especifica para sus secuencias
consenso, ya que el uso del anticuerpo para TIEG] es incapaz de unirse al gen de Tp-
RII. Estos experimentos demuestran que TIEG]1 se une iz vivo a la regién promotora

de TRH al dfa E17, perfodo en que comienza la diferenciacién terminal del fenotipo

TRHérgico.

A) -767 -566 -586 -257 -251 -20
—» - —» - —» -

P3=201pb P2=330pb P1=232pb TB-RII
- ): N O A% ~ - /\6 ~ .
GRS & N
e LS RPN & 8
B) - — - - - — -

Figura 19. Interaccidn in vivo del TIEGI con el promotor de TRH. Para confirmar la interaccién de
TIEGlcon los posibles sitios de unién en el promotor de TRH, realizamos ensayos de
inmunoprecipitacién de cromatina. A) Oligonucleétidos disefiados a partir del promotor de TRH. P1 -
flanquea la regién -125/-20 que contiene una caja GC y la secuencia consenso CACCC-, P2 -flanquea la
regién -586/-257 que contiene la segunda caja CACCC- y P3 -flanquea la regién -767/-566 y que
contiene la segunda caja GC- y generan productos de 232, 330 y 201 pb respectivamente. B) Ensayos de
ChIP utilizando hipotdlamos de rata de 17 dfas de gestacién y 4 ug del anticuerpo policlonal anti-
TIEG]l. La amplificacién por PCR se realizé tomando como templados: Input-DNA no
inmunoprecipitado; KIf10-DNA recuperado de la inmunoprecipitacién, Perlas-DNA control procesado
sin anticuerpo; e [gG-DNA control procesado con un anticuerpo irrelevante.

6.7 CULTIVO DE EXPLANTE DE CEREBRO DE RATA

Si bien los datos presentados hasta el momento, se enfocan a la etapa de
diferenciacién terminal del fenotipo TRHérgico, el patrén de expresién de TIEG] en
etapas tempranas durante el desarrollo (Figura 11), asf como datos preliminares en los
que se observa que este factor se une 2 vivo al promotor de TRH, sugieren fuertemente
que TIEG] juega un papel importante en el establecimiento del fenotipo TRHérgico.

Con el fin de corroborar el papel de este factor de transcripcién temprano en el
desarrollo, estandarizamos las condiciones del cultivo de explante de diencéfalo-
telencefalo de rata al dfa E12, el cual se mantuvo durante 2 o 3 DIV, para
posteriormente monitorear la expresién de algunos marcadores mediante RT-PCR.

Como observamos en la Figura 20, la expresién del mRINA de nestina, un marcador de
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progenitores neurales, es detectable desde el inicio del cultivo y durante el tiempo que
duré el mismo. Asimismo, observamos que la expresién de f-tubulina III y enolasa,
ambos marcadores de células neuronales jévenes y maduras,respectivamente, es
también detectable desde el inicio del cultivo, y que su expresién se incrementa al
transcurrir el tiempo, patrones de expresién semejantes a lo que sucede a lo largo del
desarrollo, y que se puede constatar con la expresién de dichos marcadores en
hipotalamos de etapas embrionarias y en el adulto.

Monitoreamos la expresién de marcadores para fenotipos neuronales
especificos hipotaldmicos y no hipotaldmicos, como TRH, CRH y TH, los cuales son
también detectables y se incrementan a través del tiempo de cultivo, lo cual indica que
este cultivo se desarrollo de manera similar a lo que sucede durante el desarrollo. De
igual forma, determinamos si en estas condiciones se expresan las diferentes isoformas
de TGF, los receptores TBRI, TPRII y el factor de transcripcién TIEGI, como se
observa en la Figura 20, es nuevamente la isoforma TGFP2 la que se expresa con
mayor abundancia al tercer dia de cultivo, lo cual correlaciona con el incremento
observado en la expresién de TIEGI] en el mismo periodo, todo esto tomando la
expresién de G3PDH como control interno.

A través del cultivo de explante expresamos altos niveles de marcadores, tanto
de progenitores neurales como de fenotipos especfﬁcos, dentro y fuera del hipotélamo,
por lo que éste constituye una excelente herramienta para dilucidar no sélo el papel de

TIEG1 y TGFp, sino de otras moléculas en procesos de desarrollo y regulacién.
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Figura 20. Caracterizacién del cultivo de explante. Los explantes realizados a partir de embriones de

rata (E12) se mantuvieron durante 2 o 3 DIV, para posteriormente ser analizados mediante RT-PCR,

utilizando hipotdlamos de E14, E17 y Adulto (5 meses) como controles de expresién asf como gipdh.
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7 DISCUSION

El hipotdlamo integra multiples sefiales tanto de la periferia como del propio
cerebro controlando la sintesis y liberacién de hormonas requeridas para el
crecimiento, reproduccién, conducta y metabolismo de los organismos. Sin embargo, a
pesar del papel que juegan en el mantenimiento de la homeostasis, poco se sabe acerca
de los mecanismos moleculares que participan durante el establecimiento y/o
mantenimiento de los diferentes fenotipos neuronales hipotaldmicos.

Este trabajo resulta novedoso al proponer a TGFP como una molécula
involucrada en el desarrollo de las neuronas TRHérgicas hipotaldmicas, en base a: 1)
que el patrén de expresién de las isoformas y receptores de TGFf coincide con la
etapa de establecimiento-diferenciacién terminal del fenotipo TRHérgico; 2) que en el
mismo perfodo se expresan las protefnas Smad2/3, principales ejecutoras en la via de
sefializacién cldsica de TGFp; 3) que el tratamiento con TGFf2 incrementa los niveles
de expresién del mRNA de TRH 2 vitro al regular la tasa de trascripcién del promotor
minimo de TRH. M4s adn, a fin de dilucidar el mecanismo a través del cual esta
citocina pudiese estar actuando, observamos que en nuestro sistema el TGFf regula la
expresién del factor de transcripcién TIEG], el cual no sélo transactiva al gen de TRH

sino que se une ¢ vivo al promotor de TRH.
7.1 TGFB Y LA DIFERENCIACION DEL FENOTIPO TRHERGICO

El TGFf constituye una superfamilia de citocinas multifuncionales, implicadas
en procesos como la morfogénesis, diferenciacién celular y remodelacién de tejidos.
Durante el desarrollo, se ha demostrado que el TGF es un importante regulador del
ciclo celular de progenitores neurales en el SNC (Lu et al., 2005). Ademds, regula la
migracién celular en la corteza cerebral (Siegenthaler y Millar, 2004), asf como la
especificacién y sobrevivencia de neuronas TH" en el cerebro medio (Farkas et al.,
9003, Poulsen et al., 1994). A nivel del hipotdlamo, se ha demostrado que TGFBI
regula la expresién de los genes POMC y GnRH en la edad adulta (Bouret et al.,
2001, Bourret et al., 2004). Sin embargo el papel de esta molécula en el
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establecimientio y/o mantenimiento de fenotipos neuronales hipotaldmicos atin se
desconoce.

En este estudio demostramos no sélo que las tres isoformas de TGFp se
expresan en el hipotdlamo de la rata a lo largo del desarrollo, sino que ademés lo hacen
con patrones bien definidos. Si bien el TGFf1 se expresa de manera casi constante
desde etapas embrionarias y hasta la vida adulta, las isoformas TGFp2 y TGFB3
tienen patrones de expresién mucho m4s dindmicos. Destaca especialmente un pico
méximo de expresién de TGFB3 al dfa E15 el cual disminuye drésticamente a niveles
casi imperceptibles durante el resto de la etapa embrionaria. Este incremento, adem4s
de ser opuesto a los niveles de expresién de TGFP2 en el mismo estadio, coincide con
el perfodo de nacimiento de las neuronas TRHérgicas hipotaldmicas. El aumento
observado en la expresién de TGFP3 y su subsecuente descenso nos hacen pensar que
muy probablemente TGFP3 sea una molécula necesaria durante el nacimiento, cuya
funcién sea activar a otras moléculas importantes para el desarrollo del fenotipo
TRHérgico.

Asimismo, observamos que el incremento observado, tanto en los niveles del
mRNA de TRH en cultivos primarios de hipotdlamo fetal (E17) como en la actividad
del gen reportero de luciferasa, ambos en respuesta al tratamiento con TGF2 pero no
con TGF3 correlacionan con la expresién de TGFB2 en éste estadio del desarrollo i
vivo asi como con la casi nula expresién TGFPB3 en el mismo perfodo. Estos datos
resultan interesantes si consideramos que en el hipotdlamo adulto, la expresién de
GnRH y POMC se regula por el TGFP1 y no por las isoformas TGFB2 y TGFf3, lo
cual apunta a que estas citocinas actian de manera regulada alo largo del desarrollo
(Bouret et al., 2004, Bouret et al., 2001).

De igual forma, el patrén de expresién de los receptores, en donde el TBRII se
mantiene relativamente constante, mientras que el TBRI sea aquel que muestra niveles
mas elevados durante las etapas mas tempranas del desarrollo (E14-E17) perfodo en
que atin estdn naciendo las neuronas TRHérgicas, nos llevan a pensar nuevamente que
TGFPB pudiese este participando de manera importante durante el desarrollo

hipotaldmico, inclusive con un papel doble, ya sea en el mantenimiento del fenotipo
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TRHérgico o bien como una molécula inductora del mismo tal y como sucede para las

neuronas TH" del mesencefalo (Farkas et al., 2003).

7.2 POSIBLES MECANISMOS DE ACCION DE TGFQ PARA REGULAR
EXPRESION DEL mRNA DE TRH?

El andlisis de ratones nulos para la expresién de las diferentes isoformas de
TGFP o sus receptores no muestra un fenotipo sobre el desarrollo del SNC (Letterio et
al., 1994; Oshima et al., 1996; Sanford et al., 1997). Lo anterior ha sido asociado a un
efecto compensatorio entre las diferentes isoformas, por lo que serd necesario utilizar
otras estrategias como anticuerpos neutralizantes (para bloquear el efecto de las tres
isoformas) o siRNA (en combinaciones especificas, vg. TGFB2 y TGFP3) a fin de
determinar el papel de TGFf durante el desarrollo hipotaldmico. Sin embargo,
nuestros datos proveen fuerte evidencia acerca de tres probables mecanismos a través
de los cuales TGFP pudiese regular la expresién del gen de TRH en la fase de

diferenciacién terminal.

La via de sefializacién cldsica: las proteinas Smad

Las protefnas de la familia Smad han sido identificadas como las principales
mediadoras de la sefial de TGFf desde el citoplasma hasta el nticleo. Tras la
fosforilacién directa a través del TPRI, las Smad2 y/o Smad3 se unen a Smad4 para
formar un complejo trimérico y traslocarse al nicleo, regulando la transcripcién de sus
genes blanco (Béttner et al., 2000).

Los altos niveles de expresién de Smad3, y no de Smad2, en etapas tempranas
durante el desarrollo hipotaldmico, resultan especialmente interesante ya que entre
ambas moléculas, solamente Smad3 es capaz de unirse al DNA (Yagi et al., 1999), por
lo que el incremento en Smad3 nuevamente sugiere que la via de sefializacién de TGFf}
esta presente y probablemente activa en células hipotaldmicas. Estos datos junto con el
incremento observado en los niveles del mRNA de TRH y en la actividad de luciferasa
tras el tratamiento con TGFP2, apuntan a que TGF a través de la via canénica regula

la expresién del gen de TRH, no sélo en la etapa de diferenciacién terminal, sino
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inclusive en etapas mucho mé&s tempranas, en donde se da la especificacién del
fenotipo, tal y como lo sugiere la expresién de estas moléculas en el cultivo de explante.

La presencia de dos elementos de unién para proteinas Samd (SBE) (5'-
GTCTAGAC-3’) en la regién promotora del gen de TRH (-1167/-1175 y -1807/-1816),
sugiere que TGFf regula de manera directa la actividad del gen de TRH, sin embargo,
es importante destacar que estos elementos se encuentran fuera de la regic')n promotora
minima empleada en los ensayos de luciferasa, no obstante, podemos observar un
incremento de aproximadamente 100% respecto al control, tanto en los niveles del
mRNA de TRH como en la actividad de luciferasa, ambos tras el tratamiento con
TGFp. Estos datos proponen varios escenarios -ninguno mutuamente excluyente- a
través de los cuales TGFf puede ejercer su efecto: a) que la unién de TGFf a sus
receptores active a las protefnas Smads y estas acttien como las principales ejecutoras
regulando directamente la expresién del gen de TRH a través de la unién a los SBE, lo
cual explica el incremento en los niveles del mRNA de TRH; b) que las proteinas
Smad activas funcionen sélo como transductoras de la sefial regulando la expresién de
factores de transcripcién que actien directamente sobre el gen de TRH como Brn2,
Sim1/2 o Arnt, cuya funcién es determinante para el desarrollo hipotaldmico
(Schonemann et al., 1995; Michaud et al., 1998; Michaud et al., 2000) o bien TIEG] y
Klf4, los cuales son blancos de la via de TGFf (King et al., 2003) y ademds resultaron
incrementados en el anélisis del transcriptoma de células TRHérgicas (Guerra-Crespo,
2004), siendo este mecanismo responsable del incremento observado a nivel de
actividad transcripcional de TRH; c) que las Smads sean activadas por otras vias de
sefializacién distintas a TGFP y que estas ejerzan su efecto por alguno de los
mecanismos anteriores tal y como sucede en neuronas hipocampales, donde BDNF
activa la via de las MAPK induciendo la fosforilacién de Smad3 (Lu et al., 2005) o
bien; d) que el efecto de TGFP sea la activacién -mediante un mecanismo
independiente de Smads- de otros factores de transcripcién como TIEGI. Este se
apoya en observaciones recientes hechas en queratinocitos de humano y células de
hepatoma, en donde el TGFp activa a la protefna cinasa Ca. (PKCa), la cual a su vez

fosforila a la protefna regulatoria SI00C/A11, que al traslocarse al nicleo se une a Sp1
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reclutdndolo en el promotor de los genes p/5 y p2/, ambos importantes reguladores del

ciclo celular (Miyazaki et al., 2004; Sakaguchi et al., 2004).

El gen inducido tempranamente por TGF@ (TIEGI1)

El incremento observado en la expresién del mRNA de TIEG] en respuesta al
tratamiento con TGFﬁ, aunado al efecto observado al sobre—expresar este factor de
transcripcién tanto en los niveles del mRNA como en la actividad de luciferasa,

apuntan a que uno de los factores que pudiesen regulan el efecto de TGFf sobre la

actividad del gen de TRH es TIEGI.

Estudios previos han demostrado que en células de osteosarcoma la
sobreexpresién de TIEG] mimetiza los efectos observados con TGFf (Tachibana et
al., 1997; Cook y Urrutia, 2000) y que dicho efecto esta mediado, en parte, por la
regulacién negativa que ejerce sobre la protefna inhibitoria Smad?, lo cual concuerda
con su papel de represor transcripcional (Johnsen et al., 2002a). Asimismo se ha
observado que TIEGI también es capaz de regular la expresién y grado de
fosforilacién de Smad2 (Johnsen et al., 2002b).

Dentro del sistema nervioso, estudios recientes han demostrado que en
respuesta a BMP2, TIEGI regula la expresién del gen N-myc induciendo asf la salida
del ciclo celular y promoviendo la apoptosis en precursores neurales de cerebelo; sin
embargo, la sobre-expresién de TIEGl no afecta el proceso de diferenciacién
(Alvarez-Rodriguez et al., 2007).

Al igual que otros miembros de la familia de los KLFs, el efecto de TIEG] ya
sea como inhibidor o transactivador de sus genes blanco esta mediado basicamente por
la unién de este factor de transcripcién a las secuencias CACCC o bien a cajas ricas en
GC (Ou et al.,, 2004; Chrisman y Tindall, 2003) como las presentes en la regién
promotora minima del gen de TRH (Figura 7).

En el presente trabajo, demostramos que la sobre-expresién de TIEGI
incrementa los niveles del mRNA de TRH en la linea celular CA77 y que este efecto es
a través de regular la tasa de transcripcién del promotor minimo de TRH. M4s atn,
demostramos que TIEG]1 es capaz de unirse iz vivo a los cuatro posibles sitios de unién

del tipo CACCC o cajas GC dentro de la regién promotora minima del gen de TRH,
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tanto en la etapa de diferenciacién terminal como en el establecimiento del fenotipo; sin
embargo, esta unién es mucho mayor en la segunda caja GC. El alto grado de
conservacién de algunas de estas cajas en otras especies (ratén y humano) sugiere que
dichas secuencias son criticas para la regulacién del gen de TRH a través de TIEGI -o
bien de otros miembros de la familias de los KLFs-, ademds de representar un
mecanismo de regulacién mucho m4s general y conservado a lo largo de la evolucién.
A pesar de que en nuestros ensayos no observamos un efecto sinérgico entre
TGFP y TIEG] sobre la actividad transcripcional del gen TRH, probablemente por la
cinética de expresién de TIEG] o bien por el tiempo al que TGF ejerce su efecto, atin
es necesario dilucidar si el principal regulador tanto de la expresién como de la
actividad de TIEGI es el TGFfB. Sin embargo, datos previos generados en el
laboratorio sugieren que otro posible regulador de la expresién del mRINA de TRH es
el EGF, el cual induce respuestas rdpidas y de igual magnitud a las observadas con
BDNF en cultivos primarios de hipotdlamo fetal tratados con este factor (Pérez-
Martinez, datos no publicados). Estas observaciones, aunadas a reportes previos en
que se observé que EGF regula los niveles de mRNA y proteina de TIEGI
(Subramaniam et al., 1995a), sugieren a este factor de crecimiento como otro posible

regulador de la expresién de TIEG] durante el desarrollo hipotaldmico.

El factor neurotréfico derivado del cerebro: BDNF

Estudios muy preliminares realizados en el laboratorio sugieren que el BDNF
es blanco de TGFp en cultivos primarios de hipotdlamo fetal (Pérez-Martinez, datos
no publicados). Asimismo, hemos observado que si bien los niveles de expresién del
mRNA de BDNF en el hipotdlamo son detectables desde etapas muy tempranas
durante el desarrollo, estos tienden a incrementarse a partir del dia E19 disminuyendo
dristicamente en el adulto (Pérez-Martinez, datos no publicados). Estos datos,
aunados a reportes previos de nuestro laboratorio en donde se demostré que el BDNF
es capaz de regular la expresién del gen de TRH en cultivos primarios de hipotdlamo
fetal, (Guerra-Crespo et al., 2001) sugieren que TGFf puede estar actuando en etapas

tempranas durante el desarrollo, en el establecimiento del fenotipo TRHérgico, pero al
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mismo tiempo, puede estar regulando la expresién de BDNF cuyo efecto se observa

posteriormente, durante la etapa de diferenciacién terminal del fenotipo TRHérgico.

7.3 MODELO DE ACCION PROPUESTO PARA LA DIFERENCIACION DEL
FENOTIPO TRHERGICO

Estudios muy recientes realizados dentro del laboratorio, en los cuales se
realizaron mutaciones en los elementos de respuesta CACCC o cajas GC, presentes en
el promotor minimo de TRH, de manera individual o en distintas combinaciones,
demuestran la importancia que dichas secuencias tienen para la expresién del gen de
TRH (Pérez-Monter, manuscrito en preparacién). Asimismo, se ha demostrado que
los factores Klf4 y Spl, ambos miembros de la familia de los KLF's, actdan de manera
sinérgica en la regulacién de la expresién del promotor minimo de TRH, al cual
también son capaces de unirse 7 vivo.

Estos datos en conjunto con los generados en el presente trabajo, sugieren que
los KLFs (TIEGI1, Klf4 y Spl) pudiesen formar un complejo programa de
diferenciacién durante el desarrollo del fenotipo TRHérgico hipotaldmico, en donde
protefnas KLF con idénticas capacidades de unién al DINA pero distintas propiedades
bioquimicas compiten por la ocupacién del promotor de TRH a fin de regular su
actividad transcripcional, tal y como se propone para la diferenciacién de células
troncales (Bruce et al., 2007)

Desde que el EKLF fue clonado en 1993 se han identificado hasta el momento
15 factores de transcripcién del tipo KLF, los cuales regulan una amplia gama de
procesos biolégicos incluyendo proliferacién celular, apoptosis, diferenciacién, y
tumorigenesis (Dang, 2000). Recientemente, se ha demostrado que la expresién de
KIf4 en conjunto con Oct4, Sox2 y c-Myc es capaz de reprogramar fibroblastos a un
estado pluripotente (Jiang et al., 2007).

Asimismo, se ha demostrado que tanto KIf4 (Evans et al., 2007), KlIf6 (Li et al.,
2005) y KIf1 (Zhang et al.,, 2001; Lee et al., 1999) interactdan con remodeladores de
cromatina, como p300/CBP o SWI/SNF modificando el grado de acetilacién de sus
genes blanco regulando asf su tasa de transcripcién. Si bien esta evidencia plantea

nuevas interrogantes acerca del mecanismo molecular a través del cual la via TGFf—
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TIEG] pudiese estar regulando la expresién del gen de TRH durante el desarrollo, el
presente trabajo contribuye de manera importante a enriquecer el conocimiento
existente sobre la regulacién de la expresién del gen de TRH, proponiendo a TGFp y
TIEG] como dos nuevos reguladores que pueden actuar de manera coordinada o

independiente durante el desarrollo hipotaldmico (Figura 20).
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CONCLUSIONES

Las tres isoformas de TGF, los receptores TRRI y TPRI], las proteinas Smad2/3

y el factor de transcripcién TIEGI se expresan desde etapas tempranas y a lo largo
del desarrollo hipotaldmico

La isoforma TGFP2 regula positivamente los niveles de expresién del mRNA de
TRH en cultivos primarios de hipotdlamo fetal.

El TGFp2 es capaz de regular los niveles de expresién del mRINA de TIEG en este

mismo sistema
La sobre expresién de TIEGI y el tratamiento con TGFP2 es capaz de regular la
actividad transcripcional del gen de TRH; sin embargo no se observa un efecto

sinérgico o aditivo

El factor de transcripcién TIEGI se une al promotor de TRH in vivo en el
hipotdlamo E17.
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9

PERSPECTIVAS

Dilucidar si el TGFP endégeno juega un papel importante en la expresién del
mRNA de TRH mediante el uso de anticuerpo anti-TGFp.

Determinar el papel del factor de transcripcién TIEGI en el establecimiento del
fenotipo TRHérgico, mediante el uso de siRINA.
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