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RESUMEN

El mantenimiento de la homeostasis tisular consiste en un complejo balance
entre los procesos de proliferacion y muerte celular, aunque el balance resulta favorable
a la apoptosis durante algunas etapas de la embriogénesis o durante la involucion de
tejidos adultos. La apoptosis es una muerte celular programada fisiologica que afecta a
células individuales y no produce respuesta inflamatoria. Muchas enfermedades estan
asociadas con la induccién o inhibicion de apoptosis, lo que conduce a una pérdida
celular (desordenes neurodegenerativos o dafios isquémicos), o a la acumulacién celular
(cancer o desordenes autoinmunes). En nuestro laboratorio hemos desarrollado un
modelo de células mesenquimales no fibroblasticas, los adipocitos marrones fetales de
rata, que responden al IGF-I/insulina aumentando la proliferacion y la diferenciacion
celular. Nuestros resultados muestran que la ausencia de suero en una linea celular de
adipocitos marrones da lugar a la induccién de apoptosis. Hemos visto que la inhibicion
de caspasas rescata a estas células de apoptosis disminuyendo la expresion de Bel-xg y
aumentando la de Bel-2. La insulina y el IGF-I son factores de supervivencia para estas
células a través de una ruta dependiente de PI 3-quinasa/Akt y de MAP-quinasa.
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The maintenance of tissue homeostasis is a complex balance between the rate of
cell proliferation and the rate of cell death, although the balance favours apoptosis during
some stages of embryogenesis or during the physiological involution of adult tissues.
Apoptosis is a physiological programmed cell death that only affect individual cells and
did not produce inflammatory response. Many diseases are associated with the induction
or inhibition of apoptosis, that leads to cell loss (neurodegenerative disorders or ischemic
injury), or cell accumulation disorders (cancer or autoinmmune disorders). In our
laboratory, we have developed a model of non fibroblastic mesenchymal cell, the foetal
brown adipocytes, that respond to IGF-I/insulin increasing cellular proliferation and
differentiation. Our results show that serum deprivation in a brown adipocyte cell line
induces apoptosis. The inhibition of caspases rescues these cells from apoptosis,
decreasing the expression of Bcl-xg and increasing Bcl-2 expression. Insulin and IGF-I
are survival factors in these cells through a PI 3-kinase/Akt and MAPK-dependent
pathway.
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INTRODUCCION

El mantenimiento de la homeostasis tisular consiste en un
complejo balance entre los procesos de proliferacion y muerte celular,
aunque el balance resulta favorable a la apoptosis durante algunas etapas
de la embriogénesis o durante la involucion de tejidos adultos. La
apoptosis es una muerte celular programada fisiologica que se diferencia
de la necrosis (muerte patoldgica) en que solamente afecta a células
individuales y no produce respuesta inflamatoria. Muchas enfermedades
estan asociadas con la inducciéon o inhibicién de apoptosis, lo que
conduce a una pérdida celular (desdrdenes neurodegenerativos o dafios
isquémicos), o a la acumulacion celular (cidncer o desérdenes
autoinmunes). La apoptosis también tiene lugar en condiciones
anormales, como son la exposicién a radiaciones, a quimioterapicos o
algunas toxinas.

La apoptosis estd caracterizada por una serie de cambios
bioquimicos y morfoldgicos, que incluyen la aparicion de protuberancias
en la membrana plasmatica, externalizacion de la fosfatidilserina, ruptura
de laminas nucleares y de la poli (ADP-ribosa) polimerasa, condensacién
de la cromatina y ruptura del ADN y finalmente fragmentacion de las
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células dando lugar a los cuerpos apoptdticos (1,2). En este sentido, la
técnica mas representativa para el estudio de la apoptosis es el andlisis
bioquimico de las “escaleras” de ADN extranuclear: la apoptosis se
acompafia con frecuencia de la ruptura del ADN celular en multiplos de
180 pb, correspondientes al tamafio de los nucleosomas, y es esta escalera
de 180 pb lo que se puede observar al realizar una electroforesis del ADN
(3). El andlisis por citometria de flujo del ADN celular tras la tincién con
yoduro de propidio permite el analisis de las fases del ciclo celular asi
como de los picos hipodiploides, caracteristicos del proceso apoptotico.
Otros parametros, como la deteccion de la muerte celular in situ mediante
la técnica del TUNEL, o la exposicion de la fosfatidilserina en la
superficie celular mediante la union de Anexina-V también se pueden
medir por citometria de flujo (2)

Los mecanismos moleculares que regulan la apoptosis no se
conocen completamente. Se ha visto la implicacion de dos familias de
proteinas: los miembros de la familia de cistein proteasas relacionadas
con la enzima convertidora de interleuquina 1-f (también denominadas
caspasas), y las proteinas de la familia de Bcl-2. Las caspasas son
ejecutoras de apoptosis, siendo responsables de la ruptura proteolitica de
muchas proteinas clave, como la poli (ADP-ribosa) polimerasa, la actina
asociada a la membrana, o las ldminas de la envoltura nuclear, lo que
precipita los dramaticos cambios morfologicos de la apoptosis (4). Las
caspasas actian jerarquicamente de manera que algunas caspasas rompen
tras residuos especificos de aspartato, activando otras caspasas (5). La
activacion de las caspasas supone un punto principal para el control de la
apoptosis. Para estudiar el papel de las caspasas en el proceso apoptdtico,
se han desarrollado numerosos inhibidores irreversibles como Z-
VAD.fmk (6). Este compuesto inhibe los procesos bioquimicos y
morfoldgicos asociados con la apoptosis en varios sistemas celulares. La
familia Bcl-2 estd compuesta por una serie de genes que juegan un papel
critico en el control de la integridad mitocondrial. Algunos miembros de
la familia como Bax, Bak y Bad son inductores de apoptosis. En cambio,
la expresion de otros miembros como Bcl-2 y Ced-9 pueden prevenir la
apoptosis. Bcl-x, otro miembro de la familia Bcl-2, durante su
procesamiento, da lugar a dos proteinas, Bcl-Xy, antiapoptotica, y Bel-Xs,
apoptdtica (7). Diversos estudios han sugerido que Bcl-X; y Bcl-2 llevan
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a cabo su accidn antiapotdtica en paralelo o antes del procesamiento de
determinadas caspasas a su forma activa, mientras que la expresion
ectopica de Bak induce la apoptosis en fibroblastos a través de
mecanismos que pueden ser inhibidos por Z-VAD.

La mayoria de las células en los animales superiores necesitan una
estimulacion trofica continua para sobrevivir, en consecuencia tras la
retirada de factores de crecimiento la mayoria de las células mueren por
apoptosis, aunque el aporte de factores especificos (principalmente de la
familia de receptores tirosina quinasa) previene este proceso. Factores
como IGF-I, insulina, EGF, PDGF, NGF tienen vias de sefializacién que
previenen la apoptosis, a través de la fosfatidilinositol (PI) 3-quinasa. Por
debajo de la PI 3-quinasa la supervivencia celular parece depender de la
serina treonina protein quinasa Akt/PKB, ya que esta enzima fosforila e
inactiva Bad, una proteina proapoptotica (8,9). Ademas la activacion de
MAP quinasa quinasa (MEK) es necesaria para el rescate de apoptosis por
el IGF-I en células PC-12 privadas de suero (10).

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo de células
mesenquimales no fibroblasticas, los adipocitos marrones fetales de rata,
que responden al IGF-I/insulina aumentando la proliferaciéon y la
diferenciacion celular. El tejido adiposo marron (BAT) esta activo durante
el periodo perinatal, tras la exposicién al frio, tras los periodos de
hibernacidén o como respuesta a determinadas dietas. Los mecanismos que
dan lugar a la desaparicidon del BAT no se conocen claramente, aunque no
se descarta la posibilidad de que se produzca por un proceso de apoptosis.
Utilizando lineas celulares derivadas de adipocitos marrones fetales de
rata, en el presente trabajo nos propusimos estudiar los mecanismos de
induccion de apoptosis, asi como los genes implicados y la posible
actuacion de la insulina/IGF-I como factores de supervivencia.
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RESULTADOS

1.- EFECTO APOPTOTICO DE LA RETIRADA DE SUERO EN LOS
ADIPOCITOS MARRONES INMORTALIZADOS: IMPLICACION DE
LAS CASPASAS

En nuestro laboratorio, disponiamos de distintas lineas celulares
procedentes de adipocitos marrones inmortalizados (11), que se
emplearon para profundizar en el estudio de los mecanismos de
proliferacién y diferenciacion del tejido adiposo marrén (12,13,14). Uno
de los hechos que pudimos observar, fue que, a pesar de que los
adipocitos marrones primarios parecian ser resistentes a la muerte celular
tras el cultivo prolongado en ausencia de suero (15,16), al cultivar los
adipocitos marrones inmortalizados (células MB 4.9.2) en ausencia del
mismo, se despegaban de la placa de cultivo y morian. La deteccion de
determinadas caracteristicas en estas células, como la presencia de células
con contenido en ADN inferior a 2C, o la fragmentacion nuclear y del
ADN, nos permiti6 confirmar que se estaba produciendo un proceso de
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apoptosis. Un ejemplo de ambas técnicas aparece en las Figuras 1y 2.

Tiempo(h)y 0 2 4 6 12 I

Figura 2.- Fragmentacion del ADN de adipocitos marrones inmortalizados en
ausencia de suero: Los adipocitos marrones inmortalizados crecieron en presencia de
suero, y posteriormente se cultivaron en ausencia del mismo durante distintos
tiempos. A continuacion se realizé la extraccion del ADN extranuclear y se procedid
a su analisis electroforético en gel de agarosa. Se muestra un experimento
representativo de cuatro realizados. En el ultimo carril se muestra un marcador de
peso molecular (M) (escalera de ADN de 100 pb).

Se ha podido observar que en determinados tipos celulares, la
ausencia de suero o factores de crecimiento induce la activacion de
caspasas (17). Este es el caso de las células PC12, en las que la retirada de
suero da lugar a un proceso apoptotico en el que se produce la activacion
de la caspasa-2 (18). Para comprobar la importancia de esta activacion en
los adipocitos marrones inmortalizados, empleamos un inhibidor
irreversible de caspasas, el carbobenzoxi-Val-Ala-Asp-fluorometil cetona
(Z-VAD). La disminucidén en el porcentaje de células hipodiploides o en
la fragmentacion del ADN tras el tratamiento con Z-VAD, nos indic6 que
la apoptosis que tenia lugar en las células MB 4.9.2 tras la retirada de
suero, estaba mediada por las caspasas. La medida de otros parametros
como la incorporacion de nucledtidos marcados al ADN (ensayo TUNEL)
o la unién de Anexina-V, corroboro estos resultados.

En un intento de seguir caracterizando la apoptosis que tenia lugar
en los adipocitos marrones inmortalizados, decidimos ver si el proceso era
dependiente de la sintesis proteica o no. La implicacion de la sintesis de
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proteinas de novo, se ha podido estudiar empleando un inhibidor de dicho
proceso, como es la cicloheximida. Nuestros datos demuestran que, en los
adipocitos marrones inmortalizados, el desarrollo de apoptosis no esta
ligado a la sintesis proteica, ya que la cicloheximida fue incapaz de
bloquear el proceso.

m Bclx5 OBck2

Niveles de proteina
(unidades arhitrarias)

5F C ZVAD
Tratamiente

Figura 3.- Niveles de proteinas Bcl-xg y Bcl-2: Los histogramas representan los
niveles de las proteinas Bcl-xs y Bcl-2 en unidades arbitrarias, y son medias + S.E.M.
de tres experimentos independientes.

Los numerosos estudios realizados sobre las caspasas, han
demostrado que estas son capaces de actuar en diferentes puntos del
proceso de muerte celular. Varios autores han propuesto que estas
proteasas podrian actuar sobre reguladores negativos de la apoptosis,
como por ejemplo determinados miembros de la familia Bcl-2 (19,20). El
estudio de la expresion de las proteinas Bel-2 y Bel-x en nuestro sistema,
mostro la induccidn de la proteina Bel-xs (forma pro-apoptdtica de Bel-x)
en ausencia de suero y la disminucidén paralela del contenido de la
proteina Bcl-2. Sin embargo, el tratamiento con el inhibidor Z-VAD,
provoco el proceso inverso, es decir, se produjo una disminucion de Bcl-
Xs y un aumento de Bcl-2. Un ejemplo de la expresion de estas proteinas
se puede observar en la Figura 3. La familia Bcl-2 incluye varios genes
que juegan un papel fundamental en el control de la integridad
mitocondrial. En muchos procesos apoptoticos es caracteristica la
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alteraciéon del potencial de membrana mitocondrial (A%¥m). En este
sentido, nosotros decidimos examinar el AWYm en nuestras células, en
condiciones de crecimiento (presencia de suero) y de apoptosis (ausencia
de suero), asi como bajo el tratamiento con Z-VAD. El potencial de
membrana se midio por la fluorescencia de la Rodamina 123 (rh123). La
ausencia de suero dio lugar a una disminucidén del potencial de un 20% a
las 12h y de un 40% a las 24h, indicando que el proceso apoptdtico estaba
acompafiado de una despolarizaciéon mitocondrial. Sin embargo el
tratamiento con Z-VAD previno totalmente esta pérdida de A¥m.

2.- LA SOBREEXPRESION DE H-RAS INDUCE APOPTOSIS EN LOS
ADIPOCITOS MARRONES EN AUSENCIA DE SUERO: ASOCIACION
DE BCL-2 CON RAS Y RAF-1

Otra linea celular adipocitica con la que trabajamos en nuestro
laboratorio es la denominada MB 1.3.19. Se trata de adipocitos marrones
inmortalizados y transformados por transfeccién con una construccion
permanentemente activa de H-Ras (11). Al realizar nuestros primeros
experimentos con estas células, pudimos observar, que al igual que en las
células MB 4.9.2, la ausencia de suero daba lugar al despegue de las
células de la placa de cultivo. Comparando ambas lineas celulares, vimos
que los efectos de la ausencia de suero eran mas rapidos en las células
transformadas que en las inmortalizadas.

Para comprobar si el mayor indice de apoptosis encontrado en las
células transformadas (MB 1.3.19) era debido a la sobreexpresion del gen
H-ras transformado, procedimos a transfectar transitoriamente por el
método del PO4Ca, las células inmortalizadas (MB 4.9.2) con un
plasmido que contenia un mutante activo del gen H-ras (pMEXneo H-
raslysu) o con el vector vacio (pMEXneo). Los experimentos de
transfecciones transitorias en las células MB 4.9.2, con una construccidn
activa de H-ras, y el posterior andlisis del ciclo celular y de la
fragmentacion del ADN, demostraron que la sobreexpresion de Ras
transformado daba lugar a una apoptosis masiva en los adipocitos
marrones en ausencia de suero.
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Ya que habiamos visto que la sobreexpresion del gen ras
transformado inducia apoptosis en adipocitos marrones transfectados
tanto permanente como transitoriamente, decidimos bloquear la via
Ras/Raf-1/MEK1/MAP-quinasa para intentar rescatar estas células de la
muerte apoptotica. Para ello las células MB 1.3.19 se transfectaron
transitoriamente con construcciones dominantes negativas de Ras (ARas)
y Raf-1 (ARaf), (pMEXneo-H-ras*"'” y pMNC-raf"™”) o con el vector
vacio (pMEXneo). Los resultados obtenidos tras la transfeccion de un
mutante dominante negativo de ras (ARas) y de raf (ARaf) en las células
MB 1.3.19 dio lugar a una disminucién de las células hipodiploides, de la
fragmentacion del ADN.

El siguiente paso fue el bloqueo de la ruta Ras/Raf/MEK/MAP-
quinasa utilizando un inhibidor especifico de la activacion de MEK-1 por
Raf-1, el PD098059 (21). Las células MB 1.3.19 fueron incubadas
durante 6h en medio libre de suero tanto en ausencia como en presencia
de PD098059 30 uM, y posteriormente fueron recogidas para determinar
las células con contenido en ADN inferior a 2C, asi como la existencia de
ADN fragmentado por electoforesis. La presencia de PD098059 aumentd
significativamente el porcentaje de células hipodiploides con respecto a
los adipocitos marrones cultivados simplemente en ausencia de suero. De
la misma manera, el tratamiento con el inhibidor dio lugar a un aumento
en la fragmentacion del ADN, observada al realizar una electroforesis del
ADN extranuclear.

Los mecanismos moleculares que regulan la apoptosis no estan
todavia demasiado claros, aunque se conocen varias proteinas, como los
miembros de la familia Bcl-2, que parecen estar implicadas en el control
de este proceso. Dentro de esta familia, hay proteinas con actividad anti-
apoptdtica, y otras que actuan promoviendo la muerte celular.
Basandonos en trabajos anteriores en los que se habia relacionado a las
proteinas Bcl-2 y Bel-x; con Ras y Raf (22,23,24), decidimos estudiar la
posible interaccion de estas proteinas en nuestro sistema. Nuestros
resultados demostraron que, en condiciones no apoptoticas (presencia de
suero o de ARas o ARaf), en las células MB 1.3.19, la expresion de la
proteina anti-apoptotica Bcl-2 predominaba frente a la expresion de la
proteina pro-apoptdtica Bcel-xs. Sin embargo, en condiciones apoptoticas
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(ausencia de suero), los niveles de la proteina Bcl-xs aumentaban
considerablemente, a la vez que disminuia el contenido en Bcl-2.
Ademas, mediante experimentos de co-inmunoprecipitacion demostramos
que el Bcl-2 presente en la célula tras la retirada de suero, estaba asociado
a Ras y Raf, y que esta asociacion se producia a través de una forma de
Bcl-2 fosforilada en serina/treonina. Por otra parte, mediante
experimentos de inmunoprecipitacion, demostramos la triple asociacion
entre Ras, Raf y Bcl-2, y que ademas, en ausencia de suero, el Bcl-2
asociado a Ras estaba fosforilado en serina/treonina y posiblemente
inactivo.

3.- LA INSULINA Y EL IGF-I RESCATAN DE APOPTOSIS A LOS
ADIPOCITOS ~ MARRONES  IMNORTLIZADOS:  SENALIZACION
IMPLICADA

Para estudiar el posible papel de la insulina/IGF-I como factores
de supervivencia en los adipocitos marrones inmortalizados (células MB
4.9.2), procedimos a cultivar las células durante 6h en medio libre de
suero en presencia de distintas concentraciones de insulina e IGF-I, para
analizar posteriormente la existencia de ADN extranuclear fragmentado.
El tratamiento de los adipocitos marrones inmortalizados con insulina e
IGF-I, fue capaz de revertir la apoptosis inducida por la ausencia de suero,
lo que se comprobd tanto por la disminucién del nimero de células
hipodiploides, como por la desaparicion de la fragmentacion del ADN.
Ademads los dos factores permitieron a las células entrar en el ciclo
celular, que habia quedado parado en Gy/G; tras la retirada de suero.

En cuanto a la sefalizacion implicada en los efectos anti-
apoptoticos de los factores de supervivencia, hay muchos trabajos que
indican que el inhibidor de la PI 3-quinasa, wortmanina, bloquea la
proteccion de NGF, PDGF o IGF-I/insulina en células PC-12 privadas de
suero. En nuestro laboratorio hemos demostrado recientemente la
estimulacidon de la actividad enzimatica de la PI 3-quinasa en adipocitos
primarios e inmortalizados tratados con IGF-I e insulina (13,25). Para
determinar si el efecto de la insulina y del IGF-I en la inhibicién de
apoptosis implicaba a la via de la PI 3-quinasa, utilizamos el inhibidor
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especifico wortmanina, que se une a la subunidad catalitica p110 de la PI
3-quinasa, inhibiéndola, asi como un inhibidor estructuralmente no
relacionado, como es el LY294002 (26,27). Ambos inhibidores
bloquearon la estimulacion de la actividad PI 3-quinasa por la insulina en
los adipocitos marrones inmortalizados, a las mismas dosis que se habian
observado anteriormente en los adipocitos marrones primarios (32).

El siguiente paso fue comprobar si la wortmanina inhibia la accién
de la insulina y del IGF-I en la prevencion de la fragmentacion del ADN.
Se pudo observar que la wortmanina bloqueaba el efecto anti-apoptotico
de la insulina de una forma dependiente del tiempo, alcanzando su efecto
maximo a la misma concentraciéon que producia la total inhibicion de la
actividad PI 3-quinasa. A esa misma dosis, la wortmanina también inhibid
la accion anti-apoptdtica del IGF-1. Ademas, el otro inhibidor, LY294002
10 uM, fue capaz de anular también el rescate de apoptosis de la insulina.

Por otra parte, basandonos en el hecho de que la insulina/IGF-I
necesitan la activacion de la ruta Ras/Raf/MEK/MAP-quinasa para
inducir la proliferaciéon de los adipocitos marrones, y que los factores
mencionados rescatan de apoptosis aumentando el nimero de células en
ciclo, estudiamos el papel de la activacion de MAP-quinasa en este efecto
anti-apoptotico. El bloqueo de la fosforilacion de p42/p44 MAP-quinasa,
mediante la inhibicion de MEK con el inhibidor PD098059, bloqued el
efecto protector de la insulina, aumentando la fragmentacion del ADN y
el porcentaje de células hipodiploides, y disminuyendo las células en
ciclo.

Ya habiamos visto que, en concreto en nuestro sistema, la proteina
Bclxs, estaba estrechamente relacionada a la induccion de apoptosis en
ausencia de suero. Considerando este hecho, estudiamos la expresion de
Bel-xp y Bel-xg por Western blot en lisados de adipocitos marrones
inmortalizados tratados en las mismas condiciones anteriores. Nuestros
resultados mostraron que la inhibicion de la muerte celular por insulina en
los adipocitos marrones inmortalizados, estaba asociada a una
disminucién en la expresion de Bcel-xs, disminucion que resultaba anulada
por el bloqueo de la PI 3-quinasa y de la MAP-quinasa.

Continuando con la cascada de sefializacion que conducia a la
supervivencia de los adipocitos marrones cultivados en ausencia de suero,
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tras la estimulacion con insulina, estudiamos el efecto de dos de las dianas
de la PI 3-quinasa: la p70S6-quinasa (p7056k), y la proteina quinasa B
(PKB/Akt). Nuestros resultados mostraron que, aunque la p70°* resultaba
fosforilada, y por tanto activada tras la estimulacién con insulina, su
inhibicion mediante el uso del inhibidor especifico rapamicina, no
impedia el efecto protector de la insulina. Esto quedd comprobado tanto
por el estudio de la fragmentacion del ADN, como por el porcentaje de
células hipodiploides.

Para estudiar el efecto de la Akt/PKB en nuestro sistema celular,
recurrimos a las transfecciones transitorias con construcciones
dominantes negativas o activas de Akt. Tras la realizacion de las
transfecciones, llevamos a cabo distintos ensayos que nos permitieron
confirmar la implicacién de la Akt/PKB en la via de sefalizacion que
conduce a la supervivencia celular. Por una parte, la transfeccion con la
construccién permanentemente activa de Akt (PKBgag), produjo efectos
similares a los observados en presencia de insulina: disminuciéon del
porcentaje de células con contenido en ADN inferior a 2C, y disminucién
del nimero de nucleos apoptdticos. Sin embargo, la transfeccion con la
construcciéon dominante negativa de Akt (PKB-CAAX), bloqued el
rescate inducido por la insulina, de una forma similar a como lo hacia el
inhibidor de PI 3-quinasa, LY294002, o la transfeccion con un dominante
negativo de la subunidad reguladora de la PI 3-quinasa, Ap85.

DISCUSION

El BAT esta especializado en la produccién de calor por un
mecanismo denominado “termogénesis sin tiriteo”. Este tejido estd activo
durante el periodo perinatal, tras la exposicion al frio, tras los periodos de
hibernacién o como respuesta a determinadas dietas. El desarrollo
embrionario del BAT requiere la existencia de un balance entre los
procesos de proliferacion y apoptosis. No se conoce mucho sobre los
reguladores negativos del BAT, y de las sefales implicadas en la
inactivacion o desaparicion del tejido. Recientemente se ha visto que el
TNF-a, capaz de inhibir la diferenciacion del tejido adiposo blanco, tiene
un papel importante como regulador negativo del BAT por diferentes
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mecanismos. Asi, se ha demostrado que el TNF-a induce apoptosis e
inhibe el crecimiento celular en adipocitos marrones de rata (16,28).

En el suero hay numerosos factores y citoquinas que permiten la
proliferacién y la supervivencia de las células, de manera que la supresion
del aporte de estas sustancias, puede dar lugar a la muerte celular. La
induccion de un proceso apoptotico en células privadas de suero o de
factores de crecimiento especificos, se ha comprobado en numerosos
sistemas celulares (29,30,31,32). Nuestros datos demostraban que los
adipocitos marrones inmortalizados eran sensibles a la retirada de suero, a
diferencia de los adipocitos marrones primarios, donde la ausencia de
suero era incapaz de inducir el proceso apoptdtico. Ademas, en nuestro
caso, la muerte celular programada parecia estar estrechamente
relacionada con una parada del ciclo celular. Aunque, en principio, la
progresidn a través del ciclo celular no es necesaria para la muerte celular
programada, la tendencia de las células a morir por apoptosis depende
frecuentemente de su estado de diferenciacion.

Para estudiar la posible participacion de las caspasas en nuestro
sistema, decidimos intentar prevenir la apoptosis inducida en ausencia de
suero empleando un inhibidor irreversible de caspasas, como es Z-
VAD(6). Nuestros datos nos hacen pensar que la inhibicion de caspasas
es capaz de bloquear determinadas caracteristicas bioquimicas y
morfoldgicas asociadas con la apoptosis, como son la fragmentacion del
ADN o la pérdida de la asimetria de la fosfatidilserina, lo que esta de
acuerdo con los trabajos aparecidos recientemente de McCarthy y col.
(1997) (33). Ademas, los resultados parecen indicar que la activacion de
caspasas a través de un mecanismo inhibible por Z-VAD, es un suceso
temprano en el desarrollo de apoptosis en los adipocitos marrones
inmortalizados. Por otra parte, en los adipocitos marrones inmortalizados,
la cicloheximida no previene la muerte celular programada, ni la
supresion de la actividad proteésica en estas células, lo que parece indicar
que todo el proceso es independiente de la sintesis de novo de proteinas, y
que por tanto la maquinaria apoptotica existe previamente en la célula,
posiblemente en un estado de inactivacion, a la espera de un estimulo
adecuado que fuera capaz de activarla, en este caso, la retirada de suero.
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En nuestro sistema celular, se vio claramente, que las caspasas
actuaban por encima de proteinas como Bcl-2 y Bcl-xg, regulando su
expresion, lo que parecia estar de acuerdo con lo expuesto recientemente
por Xue y Horvitz (1997) (18). En este trabajo se proponia que las
caspasas serian capaces de romper la proteina Bcl-2, dando lugar a
fragmentos que a su vez inducirian apoptosis. Recientemente se ha
publicado un trabajo en el que se sugiere la existencia de una cisteina
proteinasa capaz de romper Bcl-2, lo que podria regular la funcién de Bcel-
2, contribuyendo a la induccién de apoptosis (34). Tanto las proteinas de
la familia Bcl-2 como las caspasas, tienen una estrecha relacién con la
mitocondria (39). Pudimos comprobar, que en los adipocitos marrones
inmortalizados, el cultivo en ausencia de suero, daba lugar a una
disminucion del potencial mitocondrial, disminucidon que podia evitarse
mediante la inhibicién de caspasas con Z-VAD.

Por tanto, todo parecia indicar que, en el contexto de los
adipocitos marrones inmortalizados, la apoptosis inducida por la ausencia
de suero, era dependiente de la activacion de caspasas. Estas, por otra
parte, daban lugar a alteraciones en la membrana mitocondrial, lo que a su
vez, por la liberacion de otros factores, podria provocar la activacion de
nuevas caspasas, creando asi un mecanismo de retroalimentacion. En
nuestro sistema celular, la presencia de Bcl-xg en ausencia de Bcl-2/Bcl-
XL, podria contribuir también a la despolarizacion mitocondrial.

La sefalizacion intracelular implicada en la induccion de
apoptosis tras la retirada de suero/factores de crecimiento, no se conoce
claramente, debido principalmente a la gran variabilidad existente entre
unos sistemas celulares y otros. Los experimentos que llevamos a cabo en
la linea celular de adipocitos marrones transformados por H-ras (células
MB 1.3.19), nos mostraron la implicacién de las proteinas Ras/Raf-1 en la
sefializacidon que conduce a la apoptosis en estas células. Al comparar las
células inmortalizadas (MB 4.9.2) con las transformadas (MB 1.3.19), el
aumento en el porcentaje de células hipodiploides, en la fragmentacion
del ADN y en la presencia de nicleos apoptdticos, nos indicd que en las
células transformadas habia una mayor incidencia de apoptosis.

El papel que juega Ras en el proceso apoptdtico es muy
controvertido, pudiendo realizar funciones opuestas dependiendo del
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sistema celular o del estimulo inductor de la muerte celular. Los
mecanismos por los que Ras protege de apoptosis se han relacionado con
la activacién de la ruta PI 3-quinasa/Akt, de la ruta Raf/MAP-quinasa y
con la expresion de Bcl-2. Por otra parte, los trabajos que implican a Ras
en la induccidn de apoptosis son cada vez mds abundantes. La
implicacion de Raf en apoptosis resulta tan controvertida como la de Ras.
Parrizas y col. (1997) (24), demostraron que la apoptosis inducida en
células que sobreexpresaban la proteina Crk-II, estaba mediada por Ras,
pero era independiente de Raf. Sin embargo, los experimentos de
Kauffmann-Zeh y col. (1997) (37) y Liu y col. (1998) (38), proponian un
mecanismo de muerte celular en el que estaban implicados Ras y Raf.

Al realizar la transfeccidn transitoria en las células MB 1.3.19 con
ARaf, comprobamos que nuestro sistema celular, se comportaba segun el
segundo modelo propuesto. Asi, pudimos observar que la presencia de
ARaf, daba lugar a los mismos efectos que ARas, es decir, se produjo una
disminucién en el porcentaje de células con contenido en ADN inferior a
2C, asi como un descenso de la fragmentaciéon del ADN, todo lo cual
indicaba que se habia producido una reversion del proceso apoptdtico. Sin
embargo, el bloqueo de la via MEK/MAP-quinasa con el inhibidor
PD098059, no dio lugar a la desaparicion de la muerte celular
programada lo que parecia sugerir la existencia de dos rutas de
sefializacion distintas a partir de Raf, una anti-apoptotica (MEK/MAP-
quinasa) y otra apoptotica, hasta el momento desconocida. El balance de
las dos vias, estaria regulado por el suero y/o factores de crecimiento, de
manera que en presencia de los mismos, el efecto anti-apoptdtico de
MEK/MAP-quinasa, predominaria frente a la sefializacion apoptdtica en
la que estarian implicadas Ras/Raf. Pero la ausencia de suero y/o factores
de crecimiento, potenciaria esta ultima via, dando lugar a la muerte
celular.

Si nos fijamos en la bibliografia aparecida en los ultimos afios,
podremos encontrar numerosas evidencias de la interaccion entre Ras, Raf
y Bcl-2 (22, 23, 39). De acuerdo con nuestros resultados, diversos autores
han presentado datos que demuestran la asociacién de Bcl-2 con Raf-1,
p21™ o p23"Re (22, 23), relacionando la asociacion de p21™ y Raf con
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Bcl-2, con la fosforilacién de este, y con el bloqueo de la proteccion
frente a la apoptosis inducida por esta proteina (23) (Figura 4).

Ausencia
suero/factores de crecimiento

( \ caspasas
Bcl-z—i—b B2 P
/
Raf

B2 ¢

X BclxS 4

MEK/MAPK \

&

] v

l Potencial membrana

mitocondrial
LN B
~—~
APOPTOSIS

Figura 4.- Representacion del modelo de apoptosis inducido por la ausencia de
suero en las lineas celulares de adipocitos marrones
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El balance entre la vida y la muerte requiere la presencia de
sefales extracelulares (hormonas, citoquinas, factores de crecimiento). La
mayoria de las células en cultivo mueren por apoptosis en ausencia de
suero y/o factores de supervivencia, pero es posible prevenir esta muerte
celular mediante el aporte de factores especificos, como la insulina, IGF-
I, IGF-II, NGF, EGF (32,40,41,42). Considerando el alto numero de
receptores de insulina e IGF-I presentes en las células MB 4.9.2 (25),
estudiamos el posible efecto de supervivencia que podrian ejercer estos
factores frente a la apoptosis inducida por retirada de suero.

La unién de la insulina/IGF-I a su receptor, da lugar a la
activacion de distintas cascadas de sefializacion, a través de las cuales es
capaz de mediar en los procesos de proliferacion, diferenciacion y
apoptosis. La estimulacién de la actividad PI 3-quinasa por insulina en los
adipocitos marrones primarios e inmortalizados, ya habia sido demostrada
previamente (13,25). Nuestros resultados demostraron ademas que
wortmanina y LY294002 eran capaces de bloquear esta estimulacion en
las células MB 4.9.2, a las mismas dosis que lo hacian en las células
primarias (25), y que este bloqueo impedia a la insulina ejercer su efecto
de proteccion frente a la apoptosis inducida por la retirada de suero. Tanto
la wortmanina como el LY294002 en presencia de insulina, disminuyeron
el porcentaje de células en ciclo, indicando que esta ruta era necesaria
para la progresion del ciclo celular y para la supervivencia de los
adipocitos marrones inmortalizados.

El papel de la ruta de Ras/Raf/MEK1/MAP-quinasa en apoptosis,
como sucede en otros casos es contradictorio. En lineas generales, se
implica a las MAP-quinasas en las rutas de supervivencia. Nuestros
resultados mostraron que el PD098058, inhibiendo la fosforilacion de
MAP-quinasa, bloqueaba el rescate inducido por la insulina de una forma
similar a la wortmanina/LY294004, inhibidores de PI 3-quinasa. Dado
que la wortmanina no inhibe la estimulacion de MAP-quinasas por
insulina, y que el PD098059 no afecta la actividad PI 3-K estimulada por
insulina, nuestros resultados demuestran claramente que la insulina lleva
a cabo su funciéon como factor de supervivencia en los adipocitos
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marrones inmortalizados, por medio de dos rutas alternativas, como son la
PI 3-quinasa y MAP-quinasas.

La importancia de la expresion de Bcl-x en el control de apoptosis
por IGF-I/insulina, es un tema controvertido. La inhibicién de apoptosis
por IGF-I en células PC12, parece estar asociado a un aumento en la
expresion de la proteina Bcl-xp (24), aunque por otra parte, la supresion
de la apoptosis mediada por ICE, inducida por IGF-I en células COS, es
independiente de la expresion de Bel-x. Por lo tanto, vemos que, si bien la
proteina Bcl-xp no esta claramente expresada en este sistema celular, y
por tanto no juega ningun papel relevante en él, se puede observar una
regulacion de la forma pro-apoptotica, Bel-xs en todos los procesos
relacionados con la muerte celular inducida por la ausencia de suero o con
el rescate de dicha muerte por factores especificos.

Dos de los principales efectores de la PI 3-quinasa son la PKB/Akt
y la p70°% . En trabajos muy recientes se ha sugerido que la PKB/Akt esta
implicada en la regulaciéon de la supervivencia celular en diferentes tipos
celulares (38,44,45). Sin embargo, la participacion de la p70°®* en los
procesos de supervivencia no parece estar tan clara (38). La
superviviencia inducida por la insulina, demostré ser independiente de
p70°% en los adipocitos marrones inmortalizados ya que su inhibicion por
rapamicina no impedia el efecto protector de la insulina.

Los efectos de PKB/Akt en apoptosis parecen estar mucho mas
claros. En los ultimos afios ha aparecido un gran nimero de trabajos
implicando a esta quinasa en la regulacion de la supervivencia celular en
diferentes sistemas celulares (38,44,45). Nuestros resultados mostraron
que la PKB, en los adipocitos marrones inmortalizados, estaba claramente
activada por la insulina. Ademas, esta activacion se producia a través de
la PI 3-quinasa, pero no a través de p7056k. Estos resultados estan de
acuerdo con otros aparecidos en la bibliografia, en los que se considera a
la PKB como un mediador de la cascada de sefializacion de la PI 3-
quinasa (46,47,48). Recientemente, Somwar y col. (1998) (49), han
propuesto un mecanismo bifdsico para la activacion de la p70°%* por
insulina, segun el cual la estimulacién inicial de la insulina daria lugar a
la activacion de la p70°®* por una via PI 3-quinasa-dependiente, mientras
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que en una segunda fase de la estimulacidn, la activacion de la quinasa
continuaria, pero esta vez por una via independiente de PI 3-quinasa.

En resumen, los datos aqui expuestos, muestran que la
insulina/IGF-I, ademds de ser fundamentales en los procesos de
proliferacion y diferenciacion en los adipocitos marrones, constituyen
importantes sefiales de supervivencia. Estos factores ejercen su efecto
protector frente a la apoptosis inducida por la ausencia de suero a través

Insulina/IGF-1

/N

LY Pl3quimsa

l / \llp}[]‘ll(lnl

PKB/AKt p7S6 quimsa

=/

SUPERVIVENCIA

+ BdxS

Figura 5.- Modelo de supervivencia inducido por insulina/IGF-I en las lineas celulares
de adipocitos marrones

de dos rutas principales: la MEK/MAP-quinasa y la PI 3-quinasa/Akt,
siendo capaces de regular a través de estas rutas los niveles de la proteina
Bcl-xg (Figura 5).
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PIES DE FIGURAS

Figura 1.- Analisis por citometria de flujo de adipocitos marrones tefiidos con
yoduro de propidio: Tras crecer las células en medio suplementado con 10% SF, se les
retir6 el suero durante 6 6 12h. Pasado este tiempo, se recogieron las células, y se
procesaron para el analisis del ciclo celular por citometria de flujo. M, representa el
porcentaje de células con un contenido en ADN inferior a 2C. Los resultados son medias
+ S.E.M. de cuatro experimentos distintos.

Figura 2.- Fragmentacion del ADN de adipocitos marrones inmortalizados en
ausencia de suero: Los adipocitos marrones inmortalizados crecieron en presencia de
suero, y posteriormente se cultivaron en ausencia del mismo durante distintos tiempos. A
continuacion se realizo la extraccion del ADN extranuclear y se procedié a su analisis
electroforético en gel de agarosa. Se muestra un experimento representativo de cuatro
realizados. En el ultimo carril se muestra un marcador de peso molecular (M) (escalera
de ADN de 100 pb).

Figura 3.- Niveles de proteinas Bcl-xs y Bel-2: Los histogramas representan los niveles
de las proteinas Bcl-xg y Bcl-2 en unidades arbitrarias, y son medias £ S.E.M. de tres

experimentos independientes.

Figura 4.- Representacion del modelo de apoptosis inducido por la ausencia de
suero en las lineas celulares de adipocitos marrones

Figura S5.- Modelo de supervivencia inducido por insulina/IGF-I en las lineas
celulares de adipocitos marrones
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