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RESUMEN

El gen de proopiomelanocortina (POMC) se expresa en un grupo de neuronas
hipotalamicas, en otras del tallo encefalico y en melanotrofos y corticotrofos hipofisarios.
La expresion en cada uno de estos grupos esta controlada por distintas secuencias
regulatorias. Para estudiar la regulacion transcripcional de POMC en neuronas hemos
producido una serie de ratones transgénicos conteniendo regiones flanqueantes de este
gen. Los resultados obtenidos indican que secuencias 5° distales del gen de POMC
dirigen la expresion al sistema nervioso central de ratones transgénicos bajo un control
temporal y espacial preciso. Las neuronas de POMC liberan B-endorfina (B-EP), un
péptido opioide enddgeno al que le han sido atribuidas una gran cantidad de funciones.
Para determinar mas precisamente la contribucion de B-EP a respuestas opioides, se
utilizaron ratones deficientes en este péptido. Los estudios se dirigieron a investigar la
participacion de la B-EP en los mecanismos de control del peso corporal y la relacion
existente entre este neuropéptido y el consumo de alcohol. Observamos que los ratones
deficientes en B-endorfina (B-EP -/-) alcanzan luego de la pubertad un mayor peso
corporal que sus hermanos normales, y esto se deberia, en parte, a una alteracion en la
liberacion de oxitocina que genera un aumento en la liberacién de leche. Investigamos la
respuesta de los ratones B-EP -/- al etanol analizando el efecto de la droga sobre la
locomocidn horizontal y la coordinaciéon motora. El andlisis de los resultados mostro una
marcada diferencia en la respuesta al etanol, indicando la participacion del sistema
endorfinérgico en esta respuesta.
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INTRODUCCION

1. POMC

El gen de proopiomelanocortina (POMC) codifica para un precursor multipeptidico que a
través de un complejo procesamiento posttraduccional tejido especifico da lugar a una

variedad de hormonas y neuropéptidos entre los cuales se encuentra la hormona
adenocorticotrofica (ACTH), la hormona estimulante de los melanocitos (a-MSH), B-
lipotrofina (B-LPH), las formas opioides y no opioides de B-endorfina y los péptidos N-
terminales N-POMC, 4 y y-MSH (Civelli er al, 1982) (figura). El nombre de esta
prohormona deriva entonces de la actividad opioide de la B-endorfina, melanocitica de

a—-MSH y corticotrofica de ACTH.

ACTH B-LPH
N-POMC| 7-MSH | PC Ja-MsH| CLIP -LPH B-End
49-50 75-76 96-97 112-115 137-138 177-178 206-20"

Figura: Estructura de la prohormona de POMC de raton. El diagrama muestra los sitios
de clivaje (pares de residuos basicos) donde ocurre el procesamiento de la prohormona
para dar los productos peptidicos. Se indican los nimeros de los aminoacidos que
contribuyen a los sitios de clivaje. PC. péptido conector. N-POMC: fragmento
aminoterminal. CLIP: corticotropin-like intermediate lobe peptide.



1.1. Procesamiento

Como la mayoria de las proteinas secretadas, la prohormona POMC tiene un péptido
sefial hidrofobico N-terminal de 26 aminoacidos y es transportada por la membrana del
reticulo endoplasmico rugoso (RER) hasta la cisterna donde se corta el péptido seiial
antes de ser transportada al aparato de Golgi para ser empaquetada en granulos
secretores. La prohormona es cortada por endoproteasas célula-especificas dentro de
estos compartimentos acidos y sus productos son acumulados hasta su liberacion
(dependiente de calcio) en respuesta a diferentes estimulos segun el tipo celular (Tooze et
al., 1987).

El precursor es sintetizado principalmente en las células corticotroficas y melanotroficas
del lobulo anterior e intermedio de la hipofisis, respectivamente, y en neuronas del
nucleo arcuato del hipotdlamo y del nucleo del tracto solitario en el tallo encefalico
(Eipper y Mains, 1980). Contiene 8 pares de aminoacidos basicos y una secuencia de 4
aminoacidos basicos que son los sitios de clivaje de las convertasas recientemente
identificadas PC1 y PC2, que tienen diferentes especificidades (Thomas er al.,1991).

En neuronas el procesamiento posttranscripcional da lugar a la produccion de B-
endorfina y a-MSH mientras que los corticotropos hipofisarios, que poseen unicamente
la convertasa PC1, producen fundamentalmente ACTH (Civelli et al., 1982). El perfil de
procesamiento de los melanotrofos es similar al existente en neuronas ya que ambas
convertasas estan presentes en este tipo celular, pero los péptidos finales presentan un
alto grado de N-acetilacion. La PB-endorfina N-acetilada es incapaz de reconocer al
receptor opioide p y aun se desconce la funcion no opioide de este péptido ( Martin er

al., 1979).



1.2. Secrecion

La secrecion de estos péptidos de POMC es fegu]ada de diferente manera dependiendo
del grupo celular. Los corticotrofos hipofisarios estin sujetos a regulaciéon humoral,
principalmente son estimulados por los factores hipotalamicos arginina -vasopresina
(AVP) y hormona liberadora de corticotrofina (CRH), e inhibidos por glucocorticoides
(Jones y Gillham, 1988). A diferencia de los corticotrofos, los melanotrofos del 16bulo
intermedio presentan una escasa vascularizacion, pero estan inervados por vias
dopaminérgicas, GABA-érgicas y serotoninérgicas tuberoinfundibulares. La secrecion en
estos melanotrofos es controlada principalmente por la liberacion ténica inhibitoria
dopaminérgica (Lindley er al.,1990) a través de la activacion del receptor dopaminérgico
D2 en los melanotrofos (Munerama ef al.,1980). Las catecolaminas circulantes también
podrian participar en esta regulacion actuando igual que la dopamina. El acido v-
aminobutirico GABA ejerce también un efecto inhibitorio sobre la liberacion de los
melanotrofos (Saland er al.,1992).

Muchos tipos de estrés estimulan la liberacion de ACTH, B-endorfina y a-MSH desde las
células hipofisarias de POMC. De todos modos, estresores diferentes pueden afectar la
liberacidon de los péptidos derivados de POMC de diferente manera. Por ejemplo fue
sugerido que estresores con un impacto emocional alto (inmobilizacion) causan
principalmente liberacion de B-endorfina del 1dbulo intermedio, mientras que otros tipos
de estrés (formalina) producen principalmente una liberacion de B-endorfina del 16bulo

anterior (Berkembosch, 1984; Kjaer ef al.,1995).



En la hipofisis los niveles de liberacion de estos péptidos generalmente estan acoplados a

los niveles de biosintesis del precursor.

En el cerebro, la regulacion de la liberacion de los péptidos de POMC estd bastante
menos caracterizada que en la hipéfisis y los resultados son bastante controvertidos. La
liberacion en el hipotalamo estimulada por CRH (Kapcala y Weng, 1992) y AVP (Sweep
y Wiegant, 1982) y es inhibida por esteriodes sexuales (Wardlaw, 1986; Treiser y
Wardlaw, 1992) y péptidos opioides enddgenos (Bronstein ef al.,1993). Los efectos de la
dopamina sobre esta liberacion son contradictorios, estudios in vitro € in vivo mostraron
tanto efectos estimulatorios (Rasmussen et al, 1987, Matera y Wardlaw, 1993) como
inhibitorios (Vermes er al.,1985; Nohtomi, 1984).

Diversos tipos de estrés producen liberacion de B-endorfina de neuronas del hipotalamo
medio basal, aunque no necesariamente esta liberacion estd acompaiiada de una mayor

actividad transcripcional (Millan et al.,1981; Przewlocka er al.,1990; Baubet et al.,1994).

1.3. Péptidos derivados de POMC

ACTH, a, B, y Yy -MSH y las formas opioides y no opioides de B-endorfina secretadas por
estos grupos celulares tienen funciones pleiotropicas en el control del comportamiento,
metabolismo, reproduccion y homeostasis del sodio (Watson et al., 1978).

Recientemente han sido identificadas dos subfamilias de receptores acoplados a proteinas
G que median las acciones de los péptidos opioides (Chen et al.,1993) y de las
melanocortinas (Mountjoy et al.,1992; Roselli-Rehfuss et al 1993; Gantz et al,1994). Los

dos primeros receptores clonados fueron el receptor de a-MSH (MC1-R) (Mountjoy ef
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al,1992) y el de ACTH (MC2-R) (Chajlani y Wikberg, 1992). Tres receptores
adicionales para melanocortinas fueron clonados posteriormente y sus funciones estan
siendo identificadas a través de la creacion de ratones mutantes. Dos de estos receptores
de melanocortinas (MC3-R y MC4-R) son expresados principalmente en cerebro
(Roselli-Rehfuss et al 1993; Gantz et al,1993)mientras que el receptor MC5-R es

expresado principalmente en numerosos organos periféricos (Griffon er al., 1994).

1.3.1. ACTH

La pprimera evidencia experimental que mostré que la secrecion hipofisaria de ACTH
esta regulada por factores hipotalamicos recibio sustento experimental en el aflo 1955
con experimentos de cultivo de tejidos (Gullemin y Rosemberg, 1955). Recién 26 afios
mas tarde fue identificado y caracterizado el péptido hipotaldmico estimulatorio de esta
liberacidon hipofisaria, llamado hormona liberadora de corticptroﬁné (CRH ; Vale et
al.,1981). CRH es un péptido de 41 aminoacidos, amidado en su extremo C-terminal, que
es sintetizado también como parte de una prohormona; y puede actuar sinérgicamente
coti arginina vasopresina (AVP) y probablemente otros factores para regular la secrecién
de ACTH hipofisaria y asi regular la actividad del eje hipofisario-adrénal (Rivier y Vale,
1984). Los roles principales de este neuropéptido son la coordinacion de los componentes
de la respuesta al estrés y la regulacion de las reacciones inmune e inflamatoria (Owens y
Nemeroff, 1991). A su vez, CRH fue implicada en la patofisiologia de un gran nimero de
enfermedades asociadas con autoinmunidad (Chrousos y Gold, 1992) y en trastornos

mentales como depresion severa, ansiedad y anorexia (Holsboer ef al.,1992).



En la hipofisis, CRH actua uniéndose a receptores de membrana (CRHR), presentes en
los corticotrofos del 1obulo anterior. Ademas de estimular la secrecion de ACTH, CRH
también estimula la biosintesis de novo de POMC, demostrado en cultivos primarios de
células del l6bulo anterior de la hipofisis de ratas (Smith y Funder, 1988) y en la linea
celular de origen corticotréfico AtT20 (Reisine et al., 1985).

Otros inductores de la secrecion de ACTH son: AVP, oxitocina y adrenalina (Plotsky
1985). Excepto la adrenalina, que es liberada por el nucleo catecolaminérgico del tronco
cerebral, el resto de los factores de liberacion nombrados son sintetizados y liberados por
neuronas de los nucleos paraventricular (PVN) y supradptico (SON) del hipotalamo.
Estudios inmunohistoquimicos demostraron que las neuronas productoras de CRH se
encuentran principalmente localizadas en la subdivision parvocelular del PVN (Swanson
et al.,1983), mientras que las que la mayor densidad de neuronas conteniendo AVP se
e}icuentra en la subdivision magnocelular del PVN (Sawchenko y Swanson, 1982). En
condiciones basales los niveles de AVP expresados en neuronas parvocelularesson muy
bajos. Sin embargo la remocion de esteroides por adrenalectomia bilateral induce la
expresion de altos nivels de AVP en esa zona (Wolfson er al.,1985) lo que sugiere una

plasticidad transcipcional considerable este tipo neuronal en roedores adultos.

La accion principal de la ACTH es la estimulacion de la secrecion de glucocorticoides
por la corteza adrenal (principalimente cortisol en humanos y corticosterona en ratones y
ratas) y la estimulacion de la expresion de genes codificando enzimas esteroidogénicas
(Waterman, 1994). También se han observado efectos extraadrenales de la ACTH, como

la participacion en el metabolismo de lipidos, glucosa e insulina. A nivel central parece



intervenir en procesos de aprendizaje y memoria (Birnberger 1977) y su accion podria
estar involucrando receptores diferentes del MC2-R.
Ha sido sugerido también un rol de ACTH en la modulacion de la analgesia inducida por

morfina (Smock y Fields, 1981).
1.3.2. a-MSH

La hormona estimulante de los melanocitos, a-MSH, es un tridecapéptido basico cuya
secuencia aminoacidica es idéntica a la secuencia N-terminal de' ACTH, producto del
pré)cesamiemo postraduccional de la prohormona POMC. A pesar de esto la a-MSH casi
no influencia la liberacion de glucocorticoides por la glandula adrenal. La acetilacién de
este péptido es un proceso importante para la regulacion de su actividad bioldgica. La
actividad acetil transferasa presente en los granulos secretorios es regulada por los
mismos estimulos fisiologicos que su liberacion (Millington, 1986).

Este péptido recibié su nombre por sus efectos en la pigmentacion de la piel de anfibios,
aunque su distribucion en otros tejidos en mamiferos pronto sugirié que debia tener otras
funciones adicionales.

La funcién primordial de o-MSH en la periferia es la regulaciéon de la sintesis de
pigmentos, particularmente en roedores del pigmento negro-marrén eumelanina, por los
melanocitos de la piel. Estudios realizados en células provenientes de melanomas
mostraron que actua a través de un mecanismo dependiente de AMP ciclico, activando la
expresion de la enzima tirosinasa, quien convierte la tirosina en dopaquinona (Burchill ef

al.,1986). La dopaquinona da origen a los pigmentos eumelanina o feomelanina (rojo-



amarillo), de acuerdo a las oxidaciones que se produzcan. Mayores niveles de tirosina
determinan la sintesis de eumelanina en vez de feomelanina (Burchill ef a/., 1986).

Se han hallado sitios de union de alta afinidad para «-MSH en varios tipos celulares no
melanociticos (Tatro y Reichlin, 1987), aunque solamente fue observado el mensajero
del receptor MSH-R (MC1-R) en melanocitos (Cone et al.,1993). En roedores se
identificaron sitios de union en un gran numero de glandulas exécrinas y enddcrinas, en

tejido adiposo blanso y pardo, duodeno, piel e hipotalamo.

Los sitios de union en el cerebro, luego identificados como MC3-R, estarian mediando
las acciones antipiréticas ,antiinflamatorias y comportamentales de a-MSH (Catania y
Lipton, 1993).

Los receptores a a-MSH recientemente identificados como MC5-R (Chen et al.,1997) de
las glandulas exdcrinas como la harderiana, la lacrimal, prepucial, clitoral vy
submandibular responden al agregado de este péptido generalmente aumentando la
secrecion (Thody et al.,1976). Esta regulacion mediada por estrés de la funcion de las
glandulas exodcrinas podria ser particularmente interesante teniendo en cuenta que la
mayoria de estas glandulas producen feromonas que median comportamientos en
mamiferos.

Otras funciones caracterizadas de este péptido de POMC hace bastantes aiios son la la
induccidn de lipdlisis en el tejido adiposo blanco (Raben et al.,1961), regulacion de la
secrecion de hormonas como la prolactina y la hormona de crecimiento (Khorram et
al.,1984), estimulacion de la actividad cqncentradora de iodo en la tiroides (Bowers et
al.,1964). a-MSH tiene también capacidad inmunosupresora mediada principalmente por

sus efectos en los monocitos y macrofagos, suprimiendo la produccion de citoquinas



proinflamatorias y moleculas accesorias en células presentadoras de antigenos (Luger es
al.,1997), aunque también estimula la producciéon del factor supresor IL-10 (Bhardwaj ef
alf, 1996).

También es capaz de modular la proliferacion y diferenciacion de queratinocitos y de
regular la produccion de colagenasa (Luger et al.,1997)

Ha sido demostrado recientemente que en células de melanoma la cantidad de receptores
puede ser modulada por el agregado de interferon, lo que explicaria la pigmentacion
postinflamatoria de la piel (Kameyama ef al., 1989).

Se observo también que, luego de una lesion en los nervios periféricos, este neuropéptido
estimula el crecimiento neural, y se postulé que cumple un papel fisioldgico importante
en la regeneracion de nervios periféricos, aunque el mecanismo de accién es
desconocido (Bijsima, 1983; Strand et al.,1993). La hipotesis que establece que la re-
expresion de POMC es parte del repertorio endogeno de respuestas de los nervios
periféricos al dafio fue confirmada y rechazada por varios investigadores. Platinga et al
(1992), utilizando lesiones en el nervio ciatico no vieron incrementada la expresion de
POMC, sin embargo varios autores observaron una expresion aumentada de este gen
luego de cambios en motoneuronas lesionadas o intoxicadas (Gustein ef al,,1992; Hughes

y Smith, 1993; Smith et al., 1994).
1.3.3.y-LPH y y-MSH

La propiedad principal de y-LPH es la de inducir lipdlisis pero también se han descripto
efectos cardiovasculares presores (Gruber y callahan, 1989) y elevados niveles de este

péptido se han observado en ratas en situaciones de estrés psicologico.
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¥-MSH, llamado asi por su homologia con a-MSH, parece sin embargo no estimular los
melanocitos (Ling er al.,1979). El unico receptor identificado que une y-MSH esta
presente en el cerebro (MC3-R, Roselli-rehfus ef al.,1993), pero no se sabe si media sus
efectos hipertensores y natriuréticos (Klein er al.,1985) ni su participacion en la

regeneracion nerviosa (Bijlsma ef al., 1983).

1.3.4. B-endorfina

La principal fuente de B-endorfina perférica circulante es la hipofisis. Aunque casi toda
la B-endorfina producida en el lobulo intermedio estd acetilada en la tirosina
aminoterminal y por eso inactiva para los receptores p, una importante cantidad de -
endorfina activa es liberada por el lobulo anterior y cosecretada con ACTH en respuesta a
la activacion del HPA por estrés. No se conocen las funciones de la B-endorfina
periférica, aunque se le han atribuido propiedades analgésicas en procesos inflamatorios

(Stein er al., 1990).

A nivel central, la p-endorfina es producida por neuronas del nucleo arcuato del
hipotalamo y por neuronas del nucleo del tracto solitario. Las proyecciones desde el
nucleo arcuato inervan un namero diverso de regiones del cerebro, incluyendo varios
nucleos hipotalamicos, el nucleo periventricular del tdlamo, estructuras limbicas como la
amigdala y el septum (Joseph, 1980). Aunque las proyecciones de las neuronas de POMC
del nucleo del tracto solitario no han sido bien documentadas, es posible que compartan

regiones terminales con las neuronas hipotalamicas.
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Mientras que PB-endorfina 1-31 es la forma principal de este neuropéptido, puede
experimentar modificaciones adicionales por clivaje carboxiterminal (Dores et al.,1986).
Alteraciones en las cantidades relativas de estas formas procesadas diferencialmente de

B-endorfina pueden ser fisioldgicamente importantes, ya que las modificaciones

posttraduccionales de la B-endorfina 1-31 alteran las caracteristicas opioides del péptido.

B-endorfina participa en una serie de respuestas fisioldgicas adaptativas mediadas por
estrés. Entre estas funciones las mas estudiadas en mamiferos son la elevacion del umbral
del dolor (analgesia), el mantenimiento de la homeostasia a través del control de la
temperatura corporal y de la presién arterial, la modulacion del eje hipotalamo-
hipofisario-adrenal la regulacion del sistema nneuroinmune, la inhibicién de la
reproduccion y el deterioro de la consolidacion de la memoria (Olson ef al.,1997).

Existe una nutrida cantidad de evidencias experimentales que indican la participacion de
peéptidos opioides endogenos como inhibidores fisiologicos de la secrecion de
gonadotrofinas hipofisarias, tanto en roedores como en primates (Bruni er al., 1977,
Bhanot y Wilkinson, 193). Desde hace varios afios se postula: que los esteroides sexuales
ejercen un efecto de retroalimentacion negativa sobre las hormonas gonadotroficas a
través de los opioides endogenos. Las neuronas hipotalamicas productoras del factor
liberador de gonadotrofinas (GnRH) son incapaces de captar estradiol o testosterona
(Shivers et al., 1983), pero en cambio si lo hacen neuronas opibidérgicas vecinas (Morrel
et al.,1981). El receptor opiopide n parece paticipar en estas sinapsis (Panerai ef
ai,1985) y evidencias inmunohistoquimicas sugieren que estas neuronas son

endorfinérgicas (Thindt y Goldsmith, 1988).
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La participacion de péptidos opioides endégenos en la consolidacion de la memoria,en
particular la  B-endorfina, esta sustentada .por una numerosa serie de evidencias
experimentales (Flood ef al.,1987; Izquierdo y Dias, 1985; Netto er a/.,1985). En general
los antagonistas opioides facilitan la retencion de una tarea aprendida, mientras que los
agnistas inducen amnesia.

Los péptidos opioides endogenos, juntb con neurotransmisores no opiopides, también
media la respuesta analgésica mediada por estrés (Watkins, 1986). La existencia de un
sistema inhibidor del dolor intrinseco fue demostrado, inicialmente, por la induccion de
analgesia por estimulacion eléctrica de nucleos cerebrales (Mayer er al,1951). Los
efectos analgésicos de la estimulacion eléctrica fueron reproducidos por la
microinyeccion de opioides en las mismas regiones del cerebro (Yakhs y Rudy, 1978).
Mas tarde numerosas evidencias farmacoldgicas y neuroanatéomicas implicaron a la 3-
endorfina, las encefalinas y dinorfinas en el control del dolor (Akil et al., 1986; Pasternak,

1993).
1.3.4.1. Efectos de la B-endorfina sobre la liberacion de oxitocina.

La oxitocina (OT) es un nonapéptido producido principalmente en los nucleos
paraventricular (PVN) y supradptico (SON) del hipotalamo. Originalmente fue
caracterizada como una hormona de la neurohipofisis, pero ahora esté claro que las fibras
oxitocinérgicas proyectan hacia varias regiones del cerebro y que la oxitocina funciona
como un neurotransmisor. Los efectos centrales estan mediados por un receptor acoplado

a proteina G (Kimura et al.,1992).
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Este péptido ha sido involucrado en varios aspectos de la reproduccidn, incluyendo el
comportamiento sexual (Witt y Insel, 1991), induccién del parto (Fuchs et al.,1982),
liberacion de leche (Smith, 1989) y comportamiento materno (Pedersen et al.,1994). Sin
embargo ratones deficientes para la produccidn de oxitocina no mostraron alteraciones en
ninguno de esos comportamientos, unicamente fueron incapaces de amamantar a sus
crias pese a producir leche normalmente (Nishimori, 1996).

Los péptidos opioides enddgenos participan en la regulacion fisiologica de oxitocina
(OT) del sistema hipotdlamo-neurohipofisario. En condiciones de deshidratacion,
hemorragia o estimulacion osmotica, los péptidos opioides enddgenos modulan la
liberacidn de oxitocina permitiendo la secrecion preferencial de vasopresina (Summy-
Long etal, 1984). También estos péptidos opioides disminuyen la liberacion de OT
durante el parto, cuando la hormona actua en la expulsion del feto (Hartman et al., 1986).
El rol de los péptidos opioides enddgenos en la regulacion de la liberacion de OT en
respuesta a la succion durante la lactancia es poco claro. La administracion de morfina a
rawas y ratones lactantes disminuye la ganacia de peso de las crias durante el
amamantamiento (Haldar etal, 1988; Russell ef al.,1984), indicando una inhibicion de la
liberacion de OT. Agonistas opioides también bloquearon el reflejo de liberacion de
leche en ratas anestesiadas (Clarke y Wright, 1984). De todos modos el uso de
antagonistas opioides para evaluar el papel de los péptidos opioides endogenos en la
secrecion de OT inducida por succion, mostrd resultados contradictorios. La
administracion de naloxona a ratas anestesiadas aumenta la OT liberada durante el
reflejo de liberacion de leche (Clarke ef al.,1979). Sin embargo en ratas conscientes los

antagonistas opioides parecen no tener efecto sobre la liberacion de OT durante la
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succion (Haldar y Bade, 1981; Hartman et al._, 1985), salvo que éstas esten deshidratadas
(Hartman er al., 1987).

Evidencias electrofisiologicas indican que existen proyecciones desde el nicleo arcuato
hacia el supraoptico (Leng er al.,1988). Esta observacion es interesante porque sugiere
que larelacion entre los sistemas endqerﬂnérgico y oxitocinérgicopodria ser directa.
Ademas, los niveles del menasajero de POMC y del péptido B-endorfina estin
modificados en el nucleo arcuato durante la prefiez, mientras que los niveles de los
opioides proenkefalina y prodinorfina en las neuronas magnocelulares no estan alterados
(Douglas et al., 1995).

La administracién intracerebroventricular de CRH resulta en una disminucion dosis-
dependiente en la cantidad de leche ingerida por las crias, indicando un posible efecto
inhibitorio sobre la secrecion de OT inducida por succion (Almeida et al.,1994). Este
efecto podria estar mediado por la B-endorfina.

En humanos, el estrés psicologico reduce la liberacion pulsatil de OT inducida por
succion , sugiriendo una modulacidn central en el reflejo de liberacion de leche (Ueda er
al.,1994). Aunque la administracion de naloxona no modifico la liberacidn de oxitocina
inducida por succion en mujeres en condiciones normales, revirtid la inhibicion de esta
liBeracién ejercida por la adminisrtacion de etanol (Coiro et al.,1992). Como uno de los
efectos del etanol podria ser la induccion de la liberaccion de B-endorfina, podria ser esta
tltima la responsable de la inhibicion de la liberacion de OT, efecto antagonizado por la
administracion de naloxona.

Otra evidencia que relaciona a la B-endorfina con la inhibicién de la liberaciéon de OT

viene de mediciones realizadas en animales de granja. En vacas y cabras la cantidad de
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leche extraible (y la cantidad de OT liberada) es menor si el ordefie se realiza en lugares
no familiares, y va regresando gradualmente a los valores originales a medida que el

ambiente se va volviendo familiar, por repetidas visitas. Esta adaptacion esta
inversamente relacionada con las concentraciones de [-endorfina en sangre (Bruckmaier

et al.,1996).
1.3.4.2. Relacién entre la (3-endorfina y el consumo de alcohol.

La amplia difusion del etanol como droga de abuso ha determinado que el alcoholismo
sea uno de los problemas mds graves existentes en salud publica.

El alcohol ejerce numeroso efectos farmacologicos a través de'su interaccién con varios
neurotrnsmisores y neuromoduladores. Entre estos, los opioides enddgenos tienen un
papel importante en las propiedades adictivas (rewarding) del etanol. Las propiedades de
ret;uerzo y recompensa de los ligandos de los receptores opiodes p y 6 (enkefalinas) son
mediadas por la activacion del sistema mesolimbico dopaminérgico que asciende desde
el area ventral tegmental (VTA) hasta estructuras rostrales entre las cuales se encuentra
el nicleo acumbens (NAC), de particular importancia en los procesos de adiccion. La
manifestacion neuroquimica de este efecto es un aumento en la liberacion dopaminérgica
enel NAC.

Varias lineas de evidencia indican que el alcohol interfiere con mecanismos opioides
endogenos que estan relacionados con la ‘transmision dopaminérgica en la via
mesolimbica.

Hay mucha informacion sobre los efectos directos de el alcohol (agudos y crénicos) en
las propiedades de unién de los receptores opioides y de la modulacion de la sintesis y
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secrecion de péptidos opioides , mas particularmente un aumento en la liberacion de f3-

endorfina.

Los estudios de auto-administacion de etanol realizados en roedores y primates mostraron
que bajas dosis de morfina aumentan el consumo de alcohol, mientras que altas dosis del
opioide lo disminuyen.

Del mismo modo, antagonistas opioides como la naloxona y la naltrexona disminuyeron
el consumo de alcohol en varias condiciones experimentales. Similares resultados fueron
obtenidos inyectando antagonistas selectivos para los receptores p o §.

Resultados obtenidos en modelos genéticos de preferencia por etanol también apoyan la
ide}‘a que el consumo de alcohol depende de la actividad de recompensa desarrollada por
el sistema opioide endégeno y que la ingesta de etanol podria compensar deficiencias
inherentes a este sistema. Un modelo hipotético propone que la recompensa proviene de
la activacion de receptores opioides u en el VTA y/o receptores & en el NAC, dos
nucleos blanco de la accion de B-endorfina. I-Ia. sido sugerido que el etanol interfiere con

esta via de recompensa directa o indirectamente.

En estudios realizados en humanos se observo que personas con alto riesgo de convertirse
en alcoholicos (historia familiar de alcoholicos), tenian menores niveles plasmaticos de
-endorfina y una mayor liberacion de este péptido opiopide en respuesta al etanol, que
individuos con bajo riesgo de alcoholismo. En estudios utilizando animales se vié que la
actividad basal y la liberacidon de de B-endorﬁha en respuesta al alcohol era mayor en
hipotalamos de ratones seleccionados por su preferencia al etanol que en ratones control.

La pronunciada liberacion de B-endorfina en respuesta al etanol en animales que
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muestran preferencia por alcohol estd asociada con mayor densidad de receptores.. En
regiones involucradas con procesos de refuerzo (NAC, VTA), los receptores & estan
aumentados en ratones y los p en ratas con preferencia por alcohol (Gi;moulakis, 1996).
Los datos experimentales estdan de acuerdo con aquellos obtenidos en estudios clinicos
que indican que antagonistas opioides redujeron la frecuencia y la'severidad de recaidas
erfalcohélicos.

Varias lineas de evidencia indican también que el etanol funcionaria como un sustituto
neuroquimico de reforzadores convencionales ‘como el alimento y el sexo. De echo los
sistemas dopaminérgicos y opioides activados por el etanol también son activados por

estos reforzadores convencionales.

En realidad, la activacion de los sitemas dopaminérgico mesolimbico y opioide serian los
responsables de las propiedades de recompensa, euféricas, moto-estimuladoras y de los
procesos de creacion de habitos de autoadministracion y de adquisicién de reforzadores
secundarios relacionados con el etanol (aprendizaje incentivo). Los efectos sedantes y las
propiedades trofotropicas (pérdida de control) del etanol parecen estar mediados por el

sistema GABAérgico endogeno (Di Chiara et aZ, 1996).

2. Gende POMC

En la mayoria de las especies estudiadas existe un tinico gen de POMC, aunque en el

raton se encontré un pseudogen adicional que no produce un mensajero funcional
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(Lundblad y Roberts, 1988). Este gen contiene 3 exones separados por dos intrones y su
estructura es similar en todas las especies de mamiferos. Se expresa principalmente en la
hipéiisis en los corticotrofos y melanotrofos del ldbulo anterior e intermedio,
respectivamente y en el cerebro en neuronas del nucleo arcuato del hipotdlamo (Watson
et al., 1978) y en neuronas del nucleo del tracto solitario (Shwartzberg y Nakane, 1983) y
constituye un ejemplo paradigmatico de la expresion génica regulada de manera célula-
especifica. Se ha reportado también la presencia de ARN mensajero de POMC en
regiones del cerebro como la amigdala y la coﬂéza (Civelli et al., 1982), en testiculos y
ovarios (Pintar et al.,1984; Chen er al., 1986) y en macrofagos del bazo (Lolait et
al., 1986).

La longitud del transcripto maduro desde el sitio de capping hasta el sitio de corte en la
region 3’es de aproximadamente 1100 bases en la hipdfisis y en macréfagos, mientras
que en el hipotdlamo se observa una mayor extension de la cola de poli A (Jeannotte et
al.,1987). En los tejidos periféricos se detectaron transcriptos mds cortos (~700-900
bases) originados por la iniciacion de la transcripcion a partir de sitios ubicados en las
cercanias del extremo 5° del exon 3 (Lacaze-Masmonteil er al.,1987). De todos modos la
importancia funcional de estos transcriptos no esta clara teniendo en cuenta la ausencia

de un marco de lectura abierto.

2.1. Regulacién trasncripcional del gen de POMC

La expresion célula-especifica de genes depende de la interaccion entre secuencias de
ADN presentes en las cercanias de la unidad transcripcional y factores de transcripcion

nucleares existentes en un subtipo particular de células. La region ubicada hacia el
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extremo 5' del sitio de inicio de la transcripcion es el promotor, que resulta esencial para
ensamblar al complejo mayor de transcripcion formado por la ARN polimerasa 1I e
iniciar la transcripcion. Los promotores de una amplia variedad de genes comparten
secuencias consenso como la TATAA box, la CAAT box y la CG box que reconocen
factores de transcripciéon ubicuos. Sin embargo, esta region sola es ineficiente para
promover la expresion de genes en células transfectadas y en ratones transgénicos.
Secuencias nucleotidicas capaces de interactuar con factores nucleares presentes sélo en
una subpoblacidn restringida de células son los responsables de asegurar un patron de
expresion espacial y temporal tnico para cada gen. Otras secuencias de ADN participan
en la regulacion de los niveles de expresion de acuerdo a particulares estadios
fisiologicos celulares determinando aumentos (enhancers) o disminuciones
(silenciadores) en la actividad transcripcional. Para entender las bases moleculares de
estas interacciones es necesario identificar las secuencias nucleotidicas que, actuando en
cis, son reconocidas por proteinas transactivadoras. Asi, las regiones flanqueantes que
controlan la transcripcion de un gen pueden ser testeadas en sistemas de expresion
adecuados en donde la transcripcion se inicie especificamente a partir del reconocimiento
de secuencias regulatorias por factores presentes en un determinado tipo celular y
proporcionar una herramienta muy atil para el aislamiento de factores de transcripcion.
El sistema de expresion mas apropiado para el estudio de regiones de ADN regulatorias
es el de ratones transgénicos. Este modelo permite analizar las regiones de ADN
deseadas in vivo, en el contexto del animal entero, contrariamente a lo que ocurre cuando
se emplean lineas celulares. Una vez identificadas las regiones de ADN capaces de dirigir
correctamente la expresion del gen estudiado se utilizan varias metodologias

experimentales complementarias que operan en base a la unién especifica entre ADN y
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proteinas, como son los ensayos de retardamiento en geles, in vivo e in vitro
Jootprinting, identificacion de sitios hipersensibles a la ADNsa I y el clonado de genes
por expresion, que permiten la caracterizacion de los motivos de ADN y factores de
transcripcion involucrados en dicha regulacion.

Si bien estos elementos regulatorios que participan en cis (necesarios para que la
expresion de un transgén resulte espacial y cuantitativamente similar a la del gen
enddgeno) se encuentran en la vecindad de la regién codificante de los genes, pueden
existir regiones de control de un locus (LCR) ubicados a grandes distancias de las
secuencias codificantes que resultan esenciales para la correcta expresion de ciertos
genes, como por ejemplo los genes de B-globina humano y de lisozima de pollo
(Grosveld et al., 1987, Blom Van Assendfelt, 1989). Recientemente se han identificado
regiones de asociacion a la matriz nuclear (MARs) en los limites de zonas
transcripcionalmente activas para varios genes y se localizan también a grandes
distancias de la unidad transcripcional. La presencia de LCRs y MARs especificos a
ambos extremos de un transgén garantizaria una entidad transcripcional activa

independientemente del sitio de integraciéon cromosomal del transgén.

El gen de POMC es uno de los precursores de neuropéptidos que comienza a expresarse
en estadios mas tempranos del desarrollo del sistema nervioso central (Japon et al .,1994)
y cada uno de los tipos celulares que lo expresan tiene un programa ontogénico particular
para su expresion. Los péptidos derivados de POMC son también los primeros productos
hormonales maduros producidos por la glandula hipéfisis durante el desarrolio (Elkabes
et al.,1989). Esto sugiere la participacion de péptidos derivados de POMC en la

regulacion del crecimiento y la diferenciacion de los sistemas nervioso y endécrino.
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Otras diferencias en la transcripcion del gen de POMC en los distintos tipos celulares se
encuentran en el complicado conjunto de sefiales hormonales, que incluye
neurotransmisores centrales, neuropéptidos, y hormonas esteroides (Lundblad y Roberts,

1988: Autelitano et al., 1989).

Experimentos de distintos grupos han demostrado que secuencias 5' flanqueantes del gen
de POMC (-706 a +64) son suficientes para inducir niveles moderados de expresion en
células transfectadas de fenotipo corticotropico AtT20 (Jeanotte Les al., 1987). Estas
secuencias también dirigen la expresion de genes reporteros especificamente a hipdfisis

de ratones transgénicos (Tremblay e al., 1988, Rubinstein er al., 1993).

La comparacion de estudios delecionales y mutacionales del promotor de POMC en
células AtT20 transfectadas y en ratones transgénicos revela similitudes y diferencias. La
region 5' flanqueante contenida entre los nucledtidos -408 y -34 se ha caracterizado en su
tercio distal, central y proximal. Deleciones sucesivas de esas regiones resultan en una
pérdida gradual de la actividad promotora en células AtT20,’ aunque aun la region
comprendida por los nucleotidos -43 al +64 mantiene algun nivel de actividad. Drouin ef
al (1991) sugirieron que combinaciones de elementos en los dominios distal y central son
importantes para la expresion especifica de POMC en la hipéfisis. Sin embargo, datos
obtenidos en ratones transgénicos son consistentes con un importante rol de los dominios
proximal y central para la determinacion de la expresion especifica en hipofisis (Liu et
al.,1992). Entre las diferencias encontradas en estudios in vitro e in vivo se incluye la
observacion de Riegel er al (1990), quienes sugieren que un sitio ubicado en la posicion

-15 a -3 del gen de POMC contribuye a la actividad basal del gen en células AtT20.
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Estudios en ratones transgénicos mostraron, sin embargo, que el reemplazo de esta region
por ¢l promotor viral de la timidina kinasa no modifica la expresion célula-especifica de
POMC en la hipofisis (Liu et al.,1992).. Aunque los estudios en ratones transgénicos
usando multiples versiones de transgenes con variadas deleciones o mutaciones del
promotor y diferentes reporteros jamas han disociado la expresién en los corticotrofos y
en los melanotrofos, los transgenes mostraron una tendencia definida a una mayor
expresion en el lobulo intermedio comparada con la del lobulo anterior. Esta
observacion, junto con los dos dias de diferencia en la activacion del gen de POMC
durante el desarrollo sugiere que los 2 tipos de células hipofisarias que expresan POMC
difieren en los mecanismos intimos de control transcripcional (Hammer et al., 1990; Liu

et al., 1992).
2.1.1. Factores de transcripcion que interactian con el gen de POMC

Expgrimentos de footprinting de DNAsa del promotor de POMC y secuencias S
ﬂanciueantes se ha demostrado que multiples elementos de ADN interactuan con
proteinas presentes en extractos nucleares de células AtT20 pero la cantidad e
importancia de esos factores son todavia desconocidas.

La caracterizacion de la union del receptor de glucocorticoides a una regidn del gen de
POMC ubicada en la posicion -60, produciendo .la inhibicién transcripcional, llevo a la
identificacion de el elemento de respuesta negativa a glucocorticoides (nGRE)(Charron y
Drouin, 1986; Drouin et al.,1989). La union del receptor de glucocorticoides al nGRE
tiene propiedades particulares, ya que la estructura del receptor es homotrimérica y

resulta de la union de un homodimero a un lado del ADN vy la posterior union de otro
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monomero al lado opuesto (Drouin et al.,1993). De todos modos el mecanismo preciso
de inhibicion transcripcional no esté ciertamente dilucidado, demostrado por el hecho de
que la porcidn distal de la region 5' flanqueante parece necesaria para la regulacion
negativa independiente del nGRE (Riegel ef a/.,1991).

Igual que para la regulacion negativa ejercida por los glucocorticoides, parece haber
multiples elementos responsables de la activacion por CRH en el promotor de POMC;
aunque ninguno de ellos aparenta ser el .

clasico elemento de respuesta a AMP ciclico (CRE), TGACGTCA, que une la proteina
CREB.

Utilizando deleciones secuenciales en la region 5° del promotor de POMC de rata,
Roberts et al (1987) localizaron un elemento que confiere inducibilidad a CRH sin alterar
la :expresién basal, en la region comprendida entre los nucledtidos -263 y -133. Mas
tarde identificaron un factor presente en extractos de células AtT20 que se unia a este
elemento en respuesta a la induccion por CRH (Jin et al.,1994).

Utilizando ensayos de proteccion a exonucleasas se identificaron sitios de union a AP-1'y
AP-2 en la region comprendida entre los nucledtidos -141 y - 106 del promotor murino,
homoéloga a la region -169 -134 del gen de rata (Bishop et al.,1990). AP-2 transduce las
seflales intracelulares dependientes de AMP ciclico mediadas por las proteinas kinasas A
(PKA) y C (PKC) en varios genes (Imagawa ef.al.,1987) y AP-1 transduce directamente
las sfiales mediadas por PKC (Lee er al.,1987) e indirectamente las mediadas por PKA en
células AtT20 (Bouitillier at al, 1992), pero en el caso del gen de POMC ninguno de estor

factores pareceria estar participando en la transduccion de la acciéon de CRH (Bishop er

al., 1993).



También fue descripto un sitio consenso de unidn al factor AP-1, TGACTCA, centrado
en el nucledtido +43 del exon | (Diamond et al., 1990; Riegel et al.,1991), pero igual que
el sitio de unién a PO-B localizado entre la TATA box y el sitio de iniciacion de la
transcripcion (- Riegel er al,1990), es dispensable para la expresién regulable por
hormonas y célula-especifica en ratones transgénicos (Liu et al.,1992).

Mas recientemente fueron identificados dos sitios de union al factor SP1 y ur sitio de
union a un factor quimicamente no identificado llamado PPI' (putative pituitary
POI;ACI). Estudios en animales transgénicos demostraron que la union del factor PP1 es
requerida para la expresion célula especifica de POMC en la hipdfisis, mientras que el rol
de SPI parece ser menos importante. PP1 fue encontrado inicamente en celulas que
expresan POMC (Liu et al., 1995).

Una proteina llamada CUTE (corticotroph upstream transcription element-binding) se
une a secuencias del tipo caja E, de unidn a factores helix-loop-helix, en el promotor de
POMC (Therrien y Drouin, 1993). Estudios en animales transgénicos mostraron que el
CUTE no es requerido para la expresion correcta de los transgenes (Liu et al.,1992; Liu
et al., 1995).

El factor de transcripcion Brn-3.0, que pertenece a la familia de factores conteniendo
dominios POU, es expresado en células AtT20 y se une a una regién necesaria para la
expresion célula especifica de POMC, aunque su significancia funcional no esta clara
(Gerrero et al.,1993). La observacion que un factor POU se une al promotor de POMC es
interesante ya que un miembro de esa familia de factores de transcripcion, Pit-1, regula la
proliferacion o la supervivencia (0 ambas cosas) de tres tipos celulares de la hipdfisis
anterior (lactotrofos , tirotrofos y somatotrofos) y funciona como activador

transcripcional de los genes de hormona de crecimiento y de prolactina (L1 et al., 1990).
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Sin embargo el sitio de union a Brn-3.0 puede ser deletado sin perder la expresion
hipofisaria especifica en ratones transgénicos (Liu er al., 1995).

Mas tarde fue identificado Ptx| (pituitary homeo box 1), una homeoproteina relacionada
con los genes bicoid y orthodenticle de Drosophila, y Otx-1 y Otx-2 en mamiferos. Ptx1
activa la transcripcion uniendose a una secuencia del gen de POMC relacionada con los
sitios de unidn de bicoid en Drosophila (Lamonerie ef al.,1996). Como es expresado en
todas las células del bolsillo de Rathke (primordio de la hipéfisis) y su expresion es muy
temprana, los autores proponen que interviene en el desarrollo de la glandula y que
posteriormente los corticotrofos lo reclutan para regular la expresion célula especifica del
gen de POMC. En 1997 Poulin et al demostraron que CUTE era un complejo proteico
que contenia NeuroD1 asociado a otros factores ubicuos del tipo HLH y que actuaba
sinérgicamente con Ptx1 en la expresion célula especifica de POMC.

Interacciones proteina-proteina entre distintas clases de factores de transcripcion deben
ser esenciales para la union de alta afinidad de factortes al promotor de POMC y la

activacion transcripcional completa.

2.2. Antecedentes en la busqueda de elementos especificos de neuronas del gen de

POMC

La identificacion de enhancers especificos de neuronas del gen de POMC y de los
factores que a estos se unan puede tener relevancia para muchos otros genes de
neuropéptidos. Se conoce muy poco acerca de los mecanismos que controlan la expresion
de los genes de neuropéptidos en el sistema nervioso central en comparacion con los de

las células de tejidos periféricos. Debido en parte a la falta de lineas celulares neuronales
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de fenotipos definidos. Para comprender completamente el rol fisioldgico de los
neuropéptidos en la funcién neuronal es necesario caracterizar su regulacion génica en el
SNC. Un enhancer neuronal del gen de POMC podria utilizarse para expresar otras
proteinas o transcriptos antisentido de ARN en el nucleo arcuato de ratones transgénicos
como un modo de investigar la neurobiologia de estas células que estan intimamente
ligadas al control neuronal de la reproducciéh, integracion de las respuestas al stress,
termorregulacion, control del peso corporal y otros reflejos autonémos. También es
posible mediante la oncogénesis dirigida obtqner lineas neuronales del nucleo arcuato
analogas a las desarrolladas de neuronas catecolaminérgicas (Suri ef a/.,1993) y de GnRH
(Mellon et al., 1990) .

La manera de identificar regiones del gen de POMC que regulen la expresion célula-
especifica es la de expresar genes reporteros en ratones transgénicos y luego analizar la
expresion en la hipofisis, cerebro y tracto reproductivo. En estudios iniciales se utilizo el
gen lac Z de E. coli porque posee la doble ventaja de ser medible histoquimicamente a
nivel de células individuales y enzimaticamente en extractos de tejidos para estimar la
transcripcion de forma cuantitativa. Estos experimentos demostraron que las secuencias
de POMC localizadas entre los nucleotidos -706 y +64 fueron suficientes para dirigir la
expresion de los transgenes a melanotropos y corticotropos de manera especifica
(Hammer ef al., 1990; Liu et al., 1992). Como resultado de la adrenalectomia bilateral, la
actividad de B-galactosidasa aumento fuertemente en forma paralela a la expresion del
gen de POMC sélo en el I6bulo anterior de la hipéfisis mientras que la administracion
prolongada del antagonista dopaminérgico D2 haloperidol produjo el mismo efecto en los
melanotrofos del lobulo intermedio. La proporcion de lineas independientes que

expresaron este transgén fue baja (2/7) y un alto porcentaje de corticotrofos pudo ser

26



visualizado por histoquimica uUnicamente luego de la adrenalectomia. Se produjo otra
serie de ratones con un transgén POMC-lac Z conteniendo 4 kb de la regién 5'
flanqueante del gen de POMC de rata que también mostré una expresién preferencial en
melanotrofos. Las 7 lineas independientes que expresaron el transgén en la hipofisis
tuvieron expresion ectdpica en varias areas del SNC pero nunca se observé expresion en
el nucleo arcuato (Rubinstein er al., 1993).

Para estudiar mas en detalle las secuencias necesarias para una adecuada expresion
hipofisaria del gen de POMC, se construyd una serie de transgenes delecionales con los
que se obtuvieron varios pedigrés de ratones. El primer grupo de los genes de fusion
contenia cantidades variables de secuencias S' flanqueantes del gen de POMC ligadas a la
posicion +64, dentro de la regién no traducible del primer exdn, a lac Z o a un cassette
reportero del antigeno T del SV40. Por lo tanto cada uno de estos transgenes contenia la
TATA box endogena de POMC. Mientras la ausencia de secuencias entre -4000 a -323
del promotor de POMC no modifico los niveles de expresi(’)n en melanotropos y
corticotropos hipofisarios determinado por histoquimica de inmunofluorescencia, una
delecion mayor, hasta ¢l -166 resulto en una pérdida completa de expresion hipofisaria
(Liu et al.,1992).

En todos los casos anteriores, aiin los transgénicos con fuerte expresion en la hipofisis no
mostraron expresion en el nucleo arcuato del hipotdlamo ni en los 6rganos reproductivos
en ninguna de las lineas obtenidas. A partir de estos datos se concluye que los elementos
regulatorios del gen de POMC suficientes para una expresion_hipofisaria precisa se
encuentran localizados entre los nucledtidos -323 y +64. La falta de expresion en
neuronas del nicleo arcuato ain de la construccion que contiene las 4 kb, sugiere la

existencia de un elemento especifico para neuronas en una region diferente del gen de
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POMC. Esto fue confirmado con la producci6n de 6 lineas de ratones transgénicos con
un clon genoémico de POMC de 10.2 kb, conteniendo la unidad transcripcional completa
y 2 kb flanqueantes a ambos lados, marcado por la insercion de un oligonucleétido dentro
del tercer exon (HAL*). Estos ratones mostraron una expresion normal del gen de POMC
enddgeno en el nicleo arcuato y en la hipdfisis pero la expresion de HAL* en cada una
de las 6 lineas estuvo limitada a la hipofisis, obsevada por hibridizacién in situ de
secciones seriadas de cerebro e hipéfisis utilizando como sonda un oligonucleétido que
reconoce especificamente el oligonuc]e(';tido heterdlogo insertado en el tercer exon del
transgén (Rubinstein et al., 1993).

El nivel de expresion del transgén de 10.2 kb en corticotropos en condiciones basales fue
generalmente mucho menor al del gen enddégeno, y una semana después de la
adrenalectomia las expresiones se correlacionan topolégicamente y en cantidades
estimadas de ARNm. Estas observaciones sugieren que en estos transgenes faltaria al
menos un enhancer necesario para obtener niveles basales normales de transcripcion de
POMC en corticotrofos. Esta disminucién en la actividad transcripcional basal puede ser
compensada aparentemente por la combinacion de sefiales regulatorias producidas como
resultado de la adrenalectomia, incluyendo activacion por el factor liberador de
corticotrofinas (CRF) y posiblemente la liberacion de la inhibicion del gen de POMC por
glucocorticoides. Es interesante que en los corticotrofos de la hipofisis embrionaria los
trar.sgenes también son expresados adecuadamente (M. Rubinstein y M.J. Low,
observaciones no publicadas) sugiriendo que la ausencia de la actividad del enhancer
basal del adulto podria ser substituida por sefiales presentes durante el desarrollo. No hay
otras evidencias experimentales para un elemento represor de expresion basal en el

promotor del gen de POMC en corticotrofos. En los ratones transgénicos la expresion del
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transgén mostro un paralelismo con la del gen enddgeno en respuesta a manipulaciones
endocrinas (adrenalectomia y administracion de haloperidol). La expresion de los
transgenes fue también monitoreada durante el desarrollo en embriones murinos de 10,5
a 17,5 dias después de la fertilizacion. Se detecté primero inmunohistoquimicamente la
expresion de POMC y la expresion del transgén de POMC en corticotrofos en los dias
el3,5 y el4,5 respectivamente. En melanotrofos del 16bulo intermedio se detecto la
expresion del gen normal y del transgén en el dia el5,5 confirmando que la correcta
activacion de la expresion espacial y temporal de POMC requiere los mismos elementos
regulatorios minimos que la regulacion célula-especifica 'y hormonal. La mayor
sensibilidad aportada por las hibridizaciones in situ permitié demostrar inequivocamente
que la expresion neuronal de POMC en el nicleo arcuato esta disociada de la expresion
en la hipofisis. Esto fue confirmado adicionalmente en experimentos recientes usando
una nueva serie de transgenes con mutaciones especificas en los' sitios 1y 2 del promotor
de POMC combinadas con el gen reportero de luciferasa, extremadamente sensible.
Estos datos sugieren que la expresion neuronal auténtica de POMC requiere por lo menos
un elemento distal adicional que no es necesario para la expresion célula-especifica en la
hipofisis. Existen distintos ejemplos, que incluyen al gen de glucagon (Lee et al., 1992),
apolipoproteina E (Simonet et al., 1991) y la subunidad a de la hormona glicoproteica
(Hamemik et al., 1992), en donde enhancers tejido-especificos dentro de un mismo gen
son responsables de dirigir la expresion a cada tipo celular donde estos genes son

expresados.

29



3. Modificacion dirigida de genes por recombinacién homéloga en células de

mamiferos

Avances en el campo de la biologia experimental han permitido la introducciéon de ADN
purificado dentro de células de mamiferos. Estas secuencias de ADN permanecen
extracromosomales por un tiempo corto (48-72 hs), luego del Cl:la] el ADN se pierde o es
integrado dentro del genoma celular. Si el ADN introducido no tiene un homologia
significativa con el ADN celular, la integracion se realiza al azar (transgénicos clasicos).
Cuando el ADN introducido tiene homologia con las secuencias celulares, puede tener
dos destinos. Frecuentemente es integrado al azar, esta integracic';n es independiente de la
homclogia de secuencias (recombinacion no homologa), pero ocas!'ona!mente el ADN
introducido es integrado por un evento de recombinacion basado en la homologia
(recombinaciéon homologa).

La transferencia génica por integracion al azar ha demostrado ser muy util para la
identificacion de elementos de accion en cis importantes para la expresion especifica de
tejidos y de estadios del desarrollo; pero la inprevisibilidad del sitio de integracion ha
sido un obstaculo para muchos experimentos.

La posibilidad de direccionar genes a posiciones definidas en el genoma de mamiferos
posibilita la inactivacién, mutacion o correccion de genes especificos.

Inicialmente, la modificacion del genoma de marpiferos por recombinaciéon homologa se
realizaba en lineas celulares, pero la disponibilidad de células proliferativas
indiferenciadas de embriones de ratén a partir de las cuales es posible generar un raton
aumento muchisimo la utilidad de la recombinacion homologa. Evans y Kaufman (1981)

demostraron que células de la masa interna de blastocistos de ratén pueden ser adaptadas
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para crecer en cultivo y luego estimuladas a continuar con su programa de desarrollo al
ser reintroducidas en el blastocele de blastocitos que luego son implantados en el atero
de hembras pseudoprefiadas. El echo de que estas células se dividan en cultivo hizo
posible u modificacion por recombinacion homéloga y su uso para generar ratones
quiméricos. Si la linea germinal de estas quimeras es colonizada por las células
modificadas, entonces la modificacion introducida in vitro- puede ser transmitida

genéticamente a las generaciones sucesivas (Capecci, 1989).
3.1. Introducciéon de una mutacién dirigida en el gen de POMC

La aplicacion mas ampliamente utilzada de ia recombinacion homologa es la de
identificacion de funciones génicas y la de creacion de modelos de enfermedades
genéticias humanas. La estrategia general es la de inactivar de una copia del gen de
interés, deletando regiones codificantes esenciales de la proteina (Knock out de genes).
Estos alelos nulos son utiles para muchos propdsitos, pero también pueden resultar en
fenotipos letales, lo que impide un estudio compl'eto de su funcidn.

En particular para el gen de POMC ,el anélisis de: un fenotipo resultante de un alelo nulo
seria muy complicado por la diversidad de péptidos generados por el precursor unico.
Para estudiar con detalle funciones fisiologicas del péptido B-endorfina Rubinstein et al
(1993b), disefiaron un nuevo tipo de vector de reemplazo que incluia marcadores de
seleccion y introducia una mutacion puntual en una porcion traducida del gen de POMC
que resulto en la ausencia selectiva de la produccion de este neuropéptido. El codon para
la tirosina amino-terminal de la B-endorfina fue cambiado por un codon stop prematuro

por mutagénesis dirigida en el vector de reemplazo y el cassette de seleccion neomicina
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fue posicionado en el brazo corto del vector en una region 3’ flanqueante del gen de

POMC que no intervendria en la regulacion de la expresion.

4. Antecedentes en el estudio del fenotipo de ratones mutantes para la produccidn

de B-endorfina

Los ratones mutantes no mostraron alteraciones observables durante el desarrollo, ni
comportamentales , ni en el funcionamiento de_i eje hipotdlamo-pituitario-adrenal (HPA).
Los primeros estudios estuvieron dirigidos a investigar la participacion de B-endorfina en
la respuesta analgésica mediada por estrés. Entre los resultados mas destacados se
encuentra la observacion que los ratones déficientes en B-endorfina mostraron una
respuesta analgésica normal luego de recibir morfina, indicando la presencia de
receptores p funcionales. Sin embargo la respeusta analgésica mediada por estrés,
inducida por la liberacion de péptidos opioides endogenos, solo fue observada en los
ratones control mientras que desaparecio en los ratones mutantes demostrando que la f3-
endorfina desarrolla un papel clave en este tipo de respuesta opioide (Rubinstein ef

al., 1995).



OBJETIVOS

1. Estudiar las secuencias regulatorias del gen de POMC capaces de dirigir la expresion
célula-especifica en neuronas utilizando -ratones transgénicos como modelo de
estudio.

2. Caracterizar funciones neuroendocrinas de PB-endorfina utilizando ratones

transgénicos incapaces de sintetizar este péptido.



MATERIALES Y METODOS

Construccion de transgenes

Produccion de una biblioteca genémica de ratén

Una biblioteca césmidica de ratén fue construida digiriendo parcialmente AND
genomico obtenido de células embrionarias indiferenciadas de raton 129/SvEv,
utilizando la enzima Mbol. Los fragmentos fraccionados por tamaiio fueron ligados al
sitio BamHI del vector cosmidico S-Cos 1 y luego empaquetados in vitro utilizando
extractos de empaquetamiento Gigapack II. Los césmidos recombinantes fueron luego
transfectados en bacterias E. coli NM554. El titulo final de esta biblioteca fue de 3.10°
clones independientes con un tamaifio de inserto promedio de 29 kb.

Aislamiento de clones de POMC

Dos fragmentos liberados del clon murino pHAL* con las enzimas de restriccion Eco
RI/Bam HI y Eco RI/Hind II1 de 2 y 0,9 kb respectivamente se utilizaron para buscar
clones de POMC en la biblioteca previamente construida, realizando las hibridaciones
en condiciones de alta estringencia (50 % formamida, 6X SSC (1X SSC (0,15 mM NaCl,
15 mM citrato de sodio), 0,5 % SDS, ImM EDTA, 10X solucion de Denhardt, 100 pg/ml
esperma de salmon, 25 mM buffer fosfato, pH 7,2) a 42 °C por 16 hs. Se aislaron 23
clones doble-positivos que se caracterizaron por mapeo de restriccion usando 1UE/ug de
ADN y compararon con el mapa publicado de pHAL* (Rubinstein ef al, 1993).
Pldsmidos

El plasmido CX11 fue construido subclonando un fragmento Clal / Xmal conteniendo el
exon 3 y 7 kb adicionales hacia el extremo 3', proveniente del clon gendémico #13, en el
vector plasmidico pbluescript (SK+/-). Para obtener CX11* se reemplazé un fragmento
Clal / EcoRI de 4 kb de CX11 conteniendo el exdn 3, por el fragmento correspondiente
del plamido HAL* que contiene el oligonucledtido heterélogo de 30 pb insertado en le

ex¢n 3 perteneciente al gen de POMC. 5'NC16 se construy6 subclonando en pbluescript
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un fragmento Clal / Notl de 16 kb conteniendo los dos primeros exones de POMC.
Ligando el inserto liberado de CX11* con Notl y Clal al liberado de 5NC16 con Clal y
BamH! y subclonando el producto de la ligacién dentro de pbluescript linealizado con
Notl'y BamH], se construyo pPOMC27* (figura 2 ).

El plasmido pP27*5’A es producto de la ligacién entre un fragmento Clal / Clal
proveniente de HAL* conteniendo los dos primeros exones del gen de POMC, y el
plasmido CX11* linearizado

en el unico sitio Clal. El plasmido pP27*3’A fue construido ligando un fragmento Not/ /
Clal conteniendo los exones 1 y 2 del gen de POMC proveniente del cosmido #13, con
un fragmento Not/ / Clal proveniente de pHAL* que contiene el exén 3 y secuencias
pertenecientes al vector (figura 19).

Los tansgenes POMC27* , P27*3’A y P27*5°A se liberaron de las secuencias plasmidicas
con las enzimas Not/ y Sall. Los tres genes se prepararon para la microinyeccion
pronuclear como se describid anteriormente (Low, 1992).

El plasmido rEx3* utilizado para la sintesis de la ribosonda antisentido fue construido
subclonando un fragmento Bglll / Apal conteniendo el exén 3 de pHAL* en el sitio de

clonado multiple del vector bluescript SK (+/-).

Produccion de animales transgénicos

Animales y bioterio

Las cepas endogamicas necesarias para la obtencion de embriones (C57B1/6 y CBA/]) y
la ccpa exogamica Swiss Webster para la obtencion de hembras pseudopreiiadas se
encuentran en una sala exclusiva del bioterio del Instituto de Biologia y Medicina
Exberimcntal (IBYME-CONICET). En esta sala, los animales se mantienen con un
sistema de ventilacion permanente, un ciclo luz/oscuridad de 12 hs (7:00 AM - 7:00 PM)

y una temperatura controlada que se mantiene €ntre 19 y 23 °C. Los ratones reciben una

35



dieta comercial de mantenimiento, salvo las madres en periodo de lactancia que reciben
una dieta mas rica en proteinas y grasas.

Para obtener embriones aptos para la microinyeccién se aparean hembras C57B1/6 y
machos CBA/J y se obtienen hibridos de primera generacién (F1) B6CBF1. Los machos
F1 se mantienen en jaulas individuales y se los utiliza como padrillos para fecundar
hembras F1 superovuladas. La superovulacién se induce en hembras B6CBF1 jovenes
(entre 4 y 5 semanas de edad) mediante un tratamiento hormonal que comienza tres dias
antes de la recoleccion de 6vulos fecundados con una inyeccion de 5 Ul i.p. de PMS
(pregnant mare serum) a las 2 PM. Dos dias mas tarde los animales reciben 5 Ul 1.p.de
hCG (human corionic gonadotrophin) a la 1 PM. Inmediatamente estas hembras se
colocan en jaulas individuales con machos B6CBF1. A la mafiana siguiente, las hembras
que fueron copuladas por el macho (se verifica mediante la presencia de un tapdn vaginal
de semen) son sacrificadas por dislocacion cervical y mediante L:ma incision abdominal se
exponen los tractos reproductivos. Los oviductos son aislados y se colocan en una placa
de 35 mm con medio Whittens precalentado en un incubador a 37 °C y 5 % CO,.
Mediante el uso de una lupa de diseccidon, un par de forceps y un par de agujas de 25 G,
se disocian los oviductos para liberar los ovocitos fertilizados rodeados por una masa de
células del cumulus. Estos son aspirados con una pipeta Pasteur previamente estirada
sobre una llama y se colocan en una gota de medio Whittens con 1% de hialurodinasa por
5 min para separar los embriones de las células del cumulus. Posteriormente los ovocitos
se pasan a través de 4 0 5 gotas de medio Whittens y se guardan en incubador de a grupos
de 20 hasta el momento de la microinyecciéon. La cantidad obtenida de ovocitos
fertilizados aptos para ser microinyectados es-de aproxomadamente 20 por hembra

superovulada.
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Microinyeccion pronuclear

Para la microinyeccion pronuclear se utilizan micropipetas sujetadoras e inyectoras
preparadas a partir de capilares de borosilicato y estiradas con un estirador vertical de
micropipetas. Los ovocitos se colocan en una gota de medio Whithens equilibrado con
Hepes ubicada en el centro de una depresion semiesférica convexa de un portaobjetos, se
observan bajo un microscopio y se seleccionan aquellos que tengan ambos pronucleos
bien visibles. Con la ayuda de la pipeta sujetadora y un micromanipulador se introduce la
pipepa microinyectora en los embriones y se descarga 1-2 pl: de la solucion de ADN
(aproximadamente 500 moleculas del transgén/pl) dentro del pronucleo mas visible
(figura 1). Los embriones microinyectados son colocados en el incubador hasta el
momento de la transferencia. Se calcula que entre el 50 y el 70 % de los embriones

sobrevive a la microinyeccion.

Transferencia embrionaria a hembras pseudopreiiadas

Parg obtener hembras pseudoprefiadas se ponen en contacto la noche anterior a la
recoleccion de embriones varias hembras jovenes (entre 6 y 9 semanas) con machos
vasectomizados. A la maifiana siguiente se seleccionan las hembras con tapon vaginal,
signo de copulacion.

Las hembras pseudopreiiadas son anestesiadas con avertina 300 mg/kg, i.p.. Luego de una
incision lateral de aproximadamente 1 cm y con la ayuda de una lupa, se expone el
oviducto a transferir. Se rompe la membrana que recubre el oviducto, se identifica la
ampula y se inserta a través de ella una pipeta pasteur fina cargada con los embriones. Se
descargan en total unos 10 a 15 embriones por oviducto. Luego de la transferencia se

cierra la incision con sutura .



Figura 1: Microinyeccién pronuclear de ovocitos fertilizados

Fotografia de un embrion de ratéon con ambos pronticleos bien visibles en el instante
previo a la microinyeccion pronuclear. A la izquierda se observa la pipeta sujetadora que
sostiene el embridn por presion negativa. A la derecha la pipeta microinyectora cargada
con una solucion de ADN a punto de penetrar la zona pelicida. Esta fotografia fue
tomada en nuestro microscopio del INGEBI durante una sesion de microinyeccion.

Identificacion de ratones transgénicos. Andlisis de la presencia del transgén
Extraccion de ADN

Los ratones nacidos de embriones inyectados se "apartan de sus madres adoptivas a los 18-
20 dias y se separan por sexo. Luego de anestesiados con avertina 300 mg/kg 1.p., se corta
la porcion terminal de la cola (0,5-1 cm) con un bisturi y se la cauteriza. Los ratones son
marcados en las orejas para su posterior identificacion. Los segmentos de cola se incuban
a 55 °C en buffer de digestion (50 mM Tris-HCI, pH 8; 100 mM EDTA; 0.5% SDS; 0,5
mg/ml proteinasa K) durante 12-14 hs. EI ADN se extrae por métodos comunes (Low,

1992). Cuando el ADN esta en solucion se los cuantifica espectrofotométricamente. La
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presencia del transgén fue detectada por hibridizacion del ADN genémico con una sonda
radiactiva que reconoce selectivamente al ADN foraneo (dot blot hibridization y southern
blot hibridization) o utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con

oligonucleodtidos especificos de secuencias transgénicas.

Sorithern Blot

10 ng de ADN genomico fueron digeridos con 50 UE de EcoRI y Xhol por 12-14 hs.
Luego se realizo una digestion adicional por 2 hs agregando 20 UE de las mismas
enzimas. Las digestiones fueron precipitadas con 2,5 vol. de etanol, resuspendidas en
agua y sembradas en geles de agarosa 0,7 % a 3-5 V/cm. Al finalizar la corrida, los geles
fueron desnaturalizados por 40 min (0,5 N NaOH; 1,5 M NaCl) con agitacion suave.
Posteriormente fueron neutralizados (0,5 M Tris-HCI pH 8; 1,5 M NaCl; | mM EDTA) 2
veces por 30 min y transferidos por capilaridad (Sambrok er al., 1988) a membranas de
nylon no cargadas. Luego de la transferencia se fijo el ADN a las membranas con luz UV

(120 mJ/cm?) y se hibrid6é como se especifica mas abajo.

Dot blot

10 pg de ADN gendémico obtenido de la cola de cada raton fueron desnaturalizados a 100
°C y sembrados sobre una membrana de nylon en forma manual o mediante una cuba de
tipo mini fold conectada a una trampa de vacio. Una vez sembradas todas las muestras,
la membrana se colocé en forma sucesiva sobre papeles wattman 3MM embebidos en
solucion desnaturalizante (5 min) y luego en solucion neutralizante (2 x 5 min.). El ADN

se f1j6 con luz UV (120 mJ/cm?) y se hibridé como se detalla a continuacion.



Hibridacion de ADN

Las sondas radiactivas se marcaron por el método de iniciacion al azar (random priming)
utilizando un kit comercial de GIBCO BRL (Rad-Prime) para el caso de fragmentos de
ADN mayores que 200 pb. En el caso de oligonucledtidos, se utilizé la enzima
nucleotidil transferasa terminal (TdT, GIBCO BRL). Las prehibridaciones e
hibridaciones se realizaron en botellas rotatorias dentro de un homo de temperatura
controlada. Las membranas se prehibridaron entre 1 y 2 hs en una solucién conteniendo
25 mM buffer fosfato, pH 7,2; 6x SSC; 1 mM EDTA; 5 x Denhardt; 0,5 % SDS y 100
pug/ml de ADN de esperma de salmén. Las hibridaciones se efectuaron en la misma
solucion de prehibridacion durante 16 hs con el agregado de la sonda previamente
hervida por 5-10 min y enfriada otros 2 min en hielo. Los lavados de la membrana se
realizaron a alta rigurosidad (lavado final con O'-,l X SSC a 65 °C). Una vez finalizados
los lavados las membranas se expusieron en peliculas autoradiograficas junto con
pantallas intensificadoras de sefial a -70 °C. El tiempo de exposicion de las peliculas

radiograficas vari¢ segun la marca radiactiva detectada en los filtros luego de los lavados.

Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la identificacion de animales portadores de los transgenes de POMC se utilizaron los
primers M329 (5-GAAGTACGTCATGGGTCACT-3") y M330 (5'-AGCTCCCTCTTGA
ACTCTAG-3") que amplifican una banda de 180 pb para el alelo endogeno de POMC y
una banda de 210 pb para el alelo transgénico de POMC (figura 5). Las condiciones de
reaccion fueron: 200 ng de ADN gendmico en buffer PCR 1x (50 mM Tris-HCI, pH 8,3;
0,25 mg/ml BSA; 1ImM tartrazina y 2 mM MgCl); 0,2 mM dNTPs; 2,5 uM de cada
primer y 1 U de Taq polimerasa de GIBCO BRL en un vol. final de 10 ul. Las muestras
se amplificaron en un termociclador de capilares Idaho 1605 como se detalla a
continuacion: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, 35 ci:clos de desnaturalizacién

a 94°C por 0 seg, annealing a 65 °C por 10 seg y elongacion a 72 °C por 15 seg y una
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elongacion final a 72 °C por 10 min. Los productos de elongacion se corrieron en un gel
de agarosa 2 % con bromuro de etidio (0,1 pg de bromuro de etidio por ml de agarosa) y

se visualizaron con luz UV.

Genotipificacion de ratones normales y mutantes para la produccién de B-endorfina

Reaccion en cadena de la polimerasa

La genotipificacion se realizé utilizando en un mismo tubo de reaccién los siguientes
primers: 889 (5’-ACCTCCGAGAAGAGCCAG:-3’) , 187 (5’-GACATGTTCATCTCTA
TACATAC-3’) y 186 (5’-GAGGATTGGGAAGACAATAGCA-3’). El par 889-187
amplifica un producto de 1,4 kb correspondinte al alelo salvaje del gen de POMC, y el
par 889-186 amplifica un fragmento de 1,2 kb que corresponde al alelo mutado de
POMC. Las condiciones de reaccion fueron estandar (94°C por 1 min, 60°C por 1 min,

72°C por 1 min, 35 ciclos)

Extraccion de ARN

Se preparo ARN citoplasmatico de hipotalamos e hipofisis individuales como se indica a
continuacion. El tejido se hogenizé pasandolo por una jeringa de 1 ml con una aguja de
25 G en 10 mM Tris-HCI, pH 7, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1,2 % Nonidet P-40). El
extracto se centrifugé a 10000xg por 5 min a 4 °C y al sobrenadante se le agregé 1 vol de
una solucién conteniendo 10 mM Tris-HCI, pH 7,6, 150 mM NaCl, 5mM EDTA y 1,2 %
SDS. Se extrajo con 1 vol de fenol-isoamilico-cloroformo (50: 1::49) y el ARM se aislo de
la fase acuosa por centrifugacion luego de precipitar con EtOH 70 % y 0,3 M Acetato de

Sodio. La concentracion de ADN se determiné por espectrofotometria (260 nm).

Ensayo de proteccion a ribonucleasas.
El ARN obtenido se incubo con una sonda de ARN antisentido producida por

transcripcion in vitro del plasmido rEx3*, que contiene un inserto genomico de POMC
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que incluye el exdn 3 con el oligonucledtido heterélogo de 30 pb. La transcripcion de la
sonda linealizada con la enzima Xho 1 se realizé con la T7 ARN polimerasa. Para
normalizar entre las muestras se utilizo una sonda antisentido del gen B-actina de raton.
Las mezcla de reaccion se desmanturalizaron por 5 min a 90°C y luego la hibridizacion
se :realiz() incubando durante una noche a 43°C. El ARN simple cadena que no hibridizo
se digirié con mezcla enzimatica de ribonucleasas A y T1 a temperatura ambiente por 30
min. Los fragmentos protegidos de la digestion por los ARNm transcriptos desde el gen
endogeno de POMC (182 bases), desde el transgén (200 bases) y desde el gen de B-actina
(300 pb) se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 5
%. Los geles se expusieron por contacto directo con placas autorradiograficas y las

bandas individuales se cuantificaron determinando la densidad Optica usando un

densitometro LKB (figura 12)

Hibridizacién in situ de ARNm

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical, inmediatamente se extrajeron los
tejidos y se congelaron en recipientes plésticés conteniendo medio de congelamiento.
Para la hibridizacion in situ del desarrollo se aislaron los embriones en el estadio
deseado, se extrajeron las membranas extra-embrionarias y se congelaron a -20 °C. Se
realizaron cortes seriados de los tejidos utilizando un cridstato a -20 °C . Las secciones se
montaron en portaobjetos previamente tratados con vectabond (Laboratorios Vector, Ca,
USA), se fijaron en formalina 10 % por 30 min a temperatura ambiente y luego se
realizaron 3 lavados de 10 min en PBS y 2 lavados en 2X SSC de 10 min cada uno. Los
portaobjetos se dejaron drenar por 5 - 10 min y luego se prehibridaron (50 % formamida,
4X SSC, 1X Denhardt, 250 pg/ml de ARN de transferencia, 10 mM DTT, 500 pg/ml de
ADN de esperma de salmon y 10 % de sulfato de dextrano) cubiertos con cubreobjetos
por 1 hora a 37 °C. Luego se incubaron durante toda la noche a 37 °C con 11000 - 20000

cpm/pl de la sonda oligonucleotidica correspondiente marcada con [a] S dATP.
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Fir;almente se realizaron los siguientes lavados: 1X SSC, ImM DTT (4 X 15 min a
temperatura ambiente); 2X SSC, 50 % formamida (4 X 15 mina 37 °C); 1 X SSC (3 X
20 min a temperatura ambiente). A continuacion los portaobjetos se deshidrataron a
través del pasaje sucesivo por etanol en concentraciones crecientes (70, 95 y 100 %, 5
min en cada pasaje) y se sumergieron en emulsion autorradiografica (Kodal NTB3) y se
expusieron por 14-19 dias las de POMC y por 4 dias las de oxitocina . Por ultimo se
revelaron y se tifiieron con rojo neutral. Para detectar el ARNm endogeno de POMC y el
transcripto transgénico se utilizd un oligonucleptido de 30 pb antisentido de secuencias
pertenecientes al exon 2 (E2- POMC: 5-CCCTGAGCGACTGTAGCAGAATCTCC
GGCAT-3") mientras que para detectar especificamente el ARNm transgénico se utilizd
un oligonucleétido antisentido de la secuencia fdel oligonucleétido heterélogo insertado
en el exon 3 (553-TG: 5’-CGCGATAGCAGACTCGAGAGCGACAGACAG-3') y para
revelar unicamente el mensajero enddgeno. se usé una sonda oligonucleotidica
antisentido de la secuencia del exon 3 que rodea el sitio de insercion del oligonucleétido
heterdlogo (E3-POMC: 5’-CGGAAGTGCTCCATGGAGAGCGCTTG-3’). Para la
hibridizacidn in situ de oxitocina se utilizd un oligonucledtido antisentido marcado con

[a] **S dATP, complementario al mensajero de oxitocina de ratén.

Colocalizacion del ARNm transgénico y la presencia del péptido f-endorfina

La deteccion in situ simultanea de B-endorfina y del ARNm transgénico se realizd por
medio de hibridizacion in situ  utilizando la sonda 553-TG seguida por
inmunohistoquimica utilizando un antisuero anti-B-endorfina. Los portaobjetos ya
hibridados con la sonda radiactiva como se indica en la seccion "Hibridizacion in situ de
ARNm" se lavaron en PBS (2 X 45 min), KPBS (1 X 30 min) y se incubaron en H;O; 1
% en KPBS por 20 min. Luego se lavaron en KPBS (3 veces por 5 min) y se preincubaron
por 2 hs en 0,3 % Triton X-100, 2 % suero normal de cabra en KPBS. Luego se incubaron

durante toda la noche a 4 °C con la dilucion apropriada del antisuero anti-B-endorfina
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(171000 en 0,3 % Triton X-100, 2 % suero normal de cabra en KPBS). El antisuero se
lavo en KPBS (2 x 20 min) y los complejos antigeno-anticuerpo se incubaron con una
solucién de inmunoglobulinas biotilinada anti-conejo hechas en cabras (1/200 en 0,3 %
Triton X-100 en KPBS) por 2 hs a temperatura ambiente, y luego de un lavado de 20 min
en KPBS se incubaron por 1 hora con avidina-peroxidasa (1/1000 en 0,3 % Triton X-100,
0,1 % BSA en KPBS). Finalmente se lavaronz en TBS y se incubaron en una solucion
contenientdo 25 mg/ml de diaminobencidina 'en TBS, 0,05 % H;0;. La reaccion fue
detenida sumergiendo los portaobjetos en TBS. Luego de deshidratar los potaobjetos en
alcohol con concentraciones crecientes (70, 95 y 100 %), se les colocaron cubreobjetos

utilizando permount como adhesivo.

Procedimientos quirurgicos

Las operaciones de cirugia se realizaron bajo anestesia por inyecciones intraperitoneales
de tribromoetanol (300 mg/kg). Los ratones adrenalectomizados (ADX) se suplementaron
con NaCl 0,9% o recibieron una dosis de reemplazo de dexametasona (50pg/ml en NaCl
0,9%) por 5 dias en la bebida, cuando se los sacrificd y se les extrajeron los tejidos de
interés. Los animales castrados se sacrificaron 4 semanas después de la operacion. Para
los estudios ontogénicos, se sacrificaron por dislocacion cervical hembras con tiempo de
prefiez controlado a partir de la presencia de tapon vaginal en la mafiana de lo que se
considera el dia €0,5. Los embriones fueron extraidos a interyalos de 1 dia, a partir del
dia 9,5 y se corroboro la edad por una examinacion macroscopica. La extraccion de los
organos y depdsitos grasos para su posterior pesado se realizé inmediatamente después de

sacrificar los ratones por dislocacion cervical.
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Determinaciones en suero

Cuantificacion de los niveles de leptina en suero

Muestras de suero de 100 pl obtenidas de ratones macho, alimentados ad /ibitum (n=32)
o privados de alimento por 16 hrs (n=32), fueron analizadas por duplicado para medir el
contenido de leptina por radioinmunoensayo, utilizando un equipo adquirido a Linco
Research, que usa anticuerpo fabricado contra leptina de raton purificada. Se utiliz6
leptina de ratén como estandard. El ensayo tiene una sensibilidad de 0,2 ng/ml y
coeficientes de variacion de 7,2 y 7,8 % intra e interensayos, respectivamente. No

presenta reacciones cruzadas.

Cuantificacion de los niveles de insulina en suero
Se determinaron por duplicado los niveles de insulina en muestras de 100 pl de los
mismos grupos de ratones arriba comentados, utilizando un equipo de

radioinmunoensayo con insulina de rata como estandard.

Comportamiento materno
Estudios de adopciones cruzadas
Para el ensayo de cruzamientos reciprocos, se utilizaron unicamente crias nacidas en la

misma noche. Todas las crias fueron colocadas en el “nido” de la hembra receptora.

Recuperacion de crias

Crias de 3, 7 u 11 dias fueron separadas de sus madres por 3 horas y luego 3 de ellas
fueron colocadas cada una en una esquina de la jaula distinta que la ocupada por la
madre. Durante 15 min. se observé el comportamiento de las madres y se registro la
latencia de recuperacion de las crias, cantidad de estas recuperada, latencia de reinicio

del amamantamiento y el tiempo que permanecen apoyadas sobre las crias una vez que
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han sido recuperadas. La recuperacion de las crias fue observada, no inferida ya que las

crias podrian dirigirse al nido por sus propios medios.

Cuantificacion le la ingesta de leche

Se cuantifico la leche ingerida por las crias durante 15 minutos. La succién fue inducida
separando las crias de su madre por 1 hora, al cabo de la cual fueron reubicadas en la
jaula luego de ser pesadas. Se consideré como tiempo O el momento en que al menos 3
de las 5 crias empezaron a amamantarse. Luego de 15 minutos de succion las crias
volvieron a ser separadas de la madre y pesadas nuevamente. La cantidad de leche
ingerida se estimo a partir del aumento de peso alcanzado durante esos 15 minutos. Crias
que no fueron reunidas con su madre fueron pesadas conjuntamente con aquellas que si

fueron reunidas y vueltas a separar.

Paradigma de estrés por inmovilizacion

El estrés se aplicd por inmovilizacion de los ratones manteniendolos dentro de tubos
plasticos de 2,5 cm de diametro durante 1 hr por S dias consecutivos. Los ratones control
se manipularon de la misma manera, es decir que se retiraron de la jaula por el mismo

intervalo de tiempo, pero fueron introducidos en los cilindros plasticos sino en una jaula

diferente.

Administracion de drogas

Los ratones transgénicos para POMC27* se inyectaron subcutaneamente dos veces por

dia (a las 7 y a las 19 hs) con 1mg/kg '~ apomorfina, con 1mg/kg de haloperidol, o con el

vehiculo de las drogas por 5 dias. Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical 1

hr después de la tltima inyeccion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parte 1. Identificacién de las secuencias regulatorias necesarias para

dirigir la expresion especifica neuronal del gen de POMC.

1. Objetivo especifico

Para estudiar la regulacion de la expresion tejido-especifica del gen d¢ POMC se requiere
de un sistema de expresion fidedigno en donde la transcripcidn se inicie especificamente
a partir del reconocimiento de secuencias regulatorias por factores presentes en un
determinado tipo celular. En trabajos anteriores varios grupos habian utilizado
transfecciones en células hipofisiarias de fendtipo corticotrofico (AtT20) y ratones
transgénicos expresando genes reporteros o el propio gen de POMC (ver introduccion).
La falta de expresion de estos transgenes en neuronas del nucleo arcuato del hipotalamo
sugiere la existencia de, al menos, un elemento especifico de expresion neuronal en una
region del gen de POMC alejado de las secuencias codificantes.

Con el objetivo de identificar estas secuencias regulatorias activas en neuronas decidimos
aumentar las secuencias genomicas disponibles del locus del gen de POMC, para ser
utilizadas en la construccion de transgenes de gran tamaiio, que podrian contener los
elementos necesarios para la correcta expresion-de POMC en todos los tipos celulares

incluido el neuronal.
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1.1. Construccion de una biblioteca gendmica de raton

Con este proposito se prepar6 una biblioteca gendmica de raton utilizando ADN células
embrionarias no diferenciadas de ratones 129/SvEv (D3). Se us6 el vector cosmidico s-
cos 1 porque es capaz de albergar fragmentos gendmicos de hasta 45 kb. El vector s-cos 1
contiene un unico sitio de clonado, BamHI , y la mayoria de los insertos genémicos
pueden ser liberados como un Unico gran fragmento de restriccion utilizando los sitios de
restriccion para Not I que flanquean al sitio Bam HI.

El vector fue linearizado con Xba /'y sus extremos defosforilados con fosfatasa alcalina
de intestino bovino para prevenir la autoligacion. El cosmido lineal fue luego digerido
con BamHI, generando dos fragmentos de 1,1 y 6,5 kb.

Para la preparacion del ADN gendmico se tuvo especial cuidado, ya que resulta critico
contar con fragmentos de ADN de gran tamafio (~150 kb) antes de sometetlo a una
dig;stic’m parcial con Mbo [ (deja extremos compatibles con los generados por Bam HI)
par; ser ligado a los extremos del cdsmido producidos por accion de la enzima Bam HI.
Para determinar las condiciones optimas de digestion (fragmentos de 30-45 kb) se
incubaron 10 pg de ADN con 0,5 unidades de Mbo/ durante 5, 11, 20, 30 y 60 min.
Finalmente 100 pg de ADN fueron digeridos durante 5 min. con 5 unidades de Mbo! y
fueron luego defosforilados para evitar la formacion de concatémeros. Los productos de

la ligacion entre estos fragmentos de ADN gendmico y los fragmentos derivados del
vector s-cos 1 fueron empaquetados in vitro utilizando extractos de empaquetamiento

Gigapack II (Stratagene, Ca, USA). La biblioteca fue amplificada en bacterias NM554, y

el titulo final fue de 107 clones independientes de un tamafio promedio de 35 kb.
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1.1.2. Screening de la biblioteca gendmica utilizando sondas de POMC

El rastreo de clones gendomicos de POMC se realizo en esta biblioteca utilizando como
sondas dos fragmentos contenidos en HAL*, uno de 2 kb perteneciente al extremo 5/,
liberado de HAL* con Eco RI'y Bam HI-(A) y otro del extremo 3’ de 900 pb, liberado de

HAL* con LEco Rl 'y Hind IIl (B) (figura 1). Estos fragmentos fueron marcados por el

método de iniciacion al azar con [0)3?P dCTP. La hibridizacion se realizo en

condiciones de alta rigurosidad y se aislaron 23 clones positivos para las dos sondas. No
se hallé ningun clon que hibridara diferencialmente con alguna de ellas. Se confirmé
mediante mapeo de restriccion la presencia de secuencias dei gen de POMC. Luego se
realizé un mapeo intensivo de los clones mediante la técnica de Southern blot, utilizando
las sondas iniciales y otras obtenidas de los fragmentos recientemente clonados y de
secuencias del vector cosmidico. Se identificaron los dos clones que mas se extendian
hacia los lados 5' (clon #13) y 3' (clon #1). Ambos clones se extienden a través de la
unidad transcripcional completa del gen de POMC (6 kb) mas 13 y 26 kb de secuencias

flanqueantes 5'y 3'respectivamente (figura 1).



*
| 5—m—mm— HAL*

l —L___1 Césmido # 13

' L3 N N
1l B ! 1 | Césmido # 1
A B

Figura 1. Esquema de HAL* y de los clones obtenidos en el screening de la biblioteca
genémica.

HAL* es un fragmento gendémico que contiene la unidad transcripcional del gen de
POMC con 2 kb de secuencias flanqueantes a ambos lados, previamente utilizado para
generar ratones transgénicos y su expresion en neuronas hipotalamicas de POMC habia
resultado negativa (Rubinstein et al., 1993).Las cajas negras indican secuencias exonicas.
A y B indican las posiciones de las sondas usadas para el screening. El oligonucleétido
heterdlogo de 30 bp insertado en el Gnico sitio para la enzima Nco [ presente en el exon
3, se representa con un asterisco (*).

1.2. Subclonado de los cosmidos conteniendo secuencias pertenecientes al gen de
POMC

Para la construccion de transgenes se realizo el subclonado del cosmido #13 de tal
manera de poder aprovechar el oligonucleotido heterdlogo de 30 pb insenado en HAL*,
que permite diferenciar al transgén del gen de POMC enddgeno. Para esto subclonamos

el cosmido #13 en HAL*. El subclonado realizado es el esquematizado en la figura 2.
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Figura 2. Subclenado del clon #13 en Bluescript (SK+/-) para generar pPOMC 27*,
Las cajas negras representan los exones de POMC. Las flechas partidas indican los sitios
de corte. N: Not I, C: Cla I, X: Xma I, B: Bam HI.
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2. Generacion de animales transgénicos

Esta estrategia de subclonado permiti¢ obtener };OMC27*, un clon genémico de POMC
de 27 kb "marcado" con un oligonucledtido het:er(’)logo de 30 pb en el tercer exon. El
inserto fue liberado de este plasmido utilizando las enzimas Not I y Sal 1. El transgén
POMC27* separado del vector por electroforesis en agarosa y purificado tal como se
detalla en la seccion Materiales y Métodos se microinyect(’) en uno de los pronucleos de
ovocitos fertilizados obtenidos de hembras B6CBF1, los cuales fueron transferidos al
tracto reproductivo de hembras Swiss Webster pseudopreiiadas por machos
vasectomizados. A los ratones nacidos dg estas hembras se les extrajo el ADN de la
porcion terminal de la cola a las 3 semanas de vida. Uno de estos ratones, el # 12, fue

identificado como portador del transgén mediante la hibridizacion de un dor blot con el

oligonucledtido 553-TG (que reconoce las 30 bp insertadas) marcado con [Y]3 Zp ATP en

el extremo 5’ (Figura 3).

Control Posiivo controt INegauvo

Figura 3 . Dot Blot de ADN genémico obtenido de las colas de ratones provenientes

de cigotas microinyectados.
1-12: ADN proveniente de ratones Fo. Control Positivo: ADN proveniente de HAL*.
Control negativo: ADN de un raton normal. ‘
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La integracion del transgén fue confirmada pdr analisis de Southern blot de ADN
genomico digerido con FLco RI 'y Xho I, u._tilizando la sonda B (figura 4). El
oligonucledtido heterologo insertado en el exén 3 contiene un sitio X/o/, Gnico en la
region de POMC comprendida entre los sitios Eco RI. Esto permite diferenciar por sus
tamaifios a las bandas marcadas por la sonda 3’ provenientes del gen endégeno (10,2 kb) y

del transgén (2,6 kb) luego de la doble digestion. (figura 4 ).

#4 #12 #8 M

=
-
o

Figura 4. Analisis de Southern blot para observar el patrén de integracion.

10 pg de ADN proveniente del raton #12 y de ratones no transgénicos (# 4 y 8) fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Eco RI'y Xho I. La sonda utilizada fue B. M:
Marcadores de peso molecular (1 kb ladder, Gibco BRL).
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Se puede observar en la figura 4 la presencia de una banda de 2,6 kb en la calle
correspondiente al DNA del ratén #12, (también que la digestion de Xho I fue parcial, ya
que la sefial perteneciente al gen enddgeno es mayor en la calle correspondiente al ratén
# li que en el resto de las calles, indicando una sumatoria con la sefial correspondiente a
la hibridacion de las moléculas del transgén que no fueron digeridas por Xho I). Se
confirmo también la existencia de este raton traﬁsgénico con la técnica de PCR usando
los primers M329 y M330 que amplifican la régién del exén 3 de POMC donde fue
insertado el oligonucledtido diferenciador. Esta gmpliﬁcacién genera dos productos cuya
diferencia en tamaiio (30 pb) corresponde a la afnpliﬁcacién de secuencias que incluyen

al oligonucledtido heterologo (figura 5).

#2 #3 #4 #6 #8 #10 #12 #5 #7 #9 #11

- .

Figura 5. PCR de ADN de colas
#1-12 ADN de ratones #1-12. M: Marcadores de peso molecular.

El raton # 12 (Fo) fue apareado con hembras de exocria Swiss Webster para expandir la

linea transgénica. Aproximadamente el 50 % de los ratones F1 heredaron el transgén,
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indicando una herencia mendeliana y que la integracion del transgén se realizé en un
tnico sitio del genoma. Para calcular la cantidad de copias del transgén integradas al
genoma se sembrd una misma cantidad de ADN de ratones homocigotas y heterocigotas
para el transgén y de ratones normales, y se hibridé con una sonda complementaria al
exon 2 del gen de POMC. Por la intensidad de la sefial se determind ciue se integraron

aproximadamente de 4 a 6 copias del transgén (figura 6).

. . POMC27* Homocigota
(73.2:6.6)
3 . POMC27* Heterocigota

(38.3:2.6)

Wild Type (14.3:2.5)

Figura 6. Dot blot cuantitativo.
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3. Caracterizacion de la expresion de POMC27* en ratones transgénicos

El patron de expresion de POMC27* fue establecido por hibridizacion in situ de ARNm

en cortes coronales de 16 um, aprovechando la insercion del oligo de 30 pares de bases

presente en el exon 3 del gen de POMC. Las sondas utilizadas fueron:

a) E3-POMC, un oligonucleétido de 30 bases que hibridiza con la nucleodtidos del exon
3 de POMC que flanquean al sitio de insercion del oligonucleotido heterélogo;

b) 553-TG, un oligonucledtido disefiado para hibridar con la secuencia de 30 bp
insertada en el exon 3; y

c) E2-POMC, una sonda de 30 pares de bases antisentido del exén 2 del gen de POMC
que hibridiza tanto con el ARNm enddgeno de POMC como con el ARNm

transgénico (figura 7).

CeilEx2 T & Y3 ] - POMC mRNA
=] =

CrilEr | & ] . pOMC 27*
= =

Figura 7. Estrategia de hibridizacién utilizada para revelar los mensajeros de
POMC y POMC 27* mediante sondas de oligonucledtidos. La hibridizacion in situ se
realiz6 utilizando los oligonucledtidos E2-POMC (cuadrado azul), E3-POMC (cuadrado
verde) y 553-TG (cuadrado rojo); que hibridizan con secuencias pertenecientes a los
mensajeros de POMC (E2-POMC y E3-POMC) y de POMC27* (E2-POMC y 553-TQG).
Las cajas blancas rotuladas E1, E2 y E3 representan los exones del gen de POMC, las
zonas coloreadas indican las secuencias reconocidas por las sondas. El 6valo rojo con
asterisco representa el oligonucleo6tido de 30 pb insertado en el exon 3.
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E3-POMC fue disefiado para detectar unicamente al mensajero endogeno, y esto fue
confirmado mediante la hibridizacion de ADN proveniente de ratones normales y
transgénicos con este oligonucledtido y con E2-POMC, que reconoce a ambos genes. Se
puede observar en la figura 8 que la intensidad de la seﬁél obtenida luego de hibridar
cantidades comparables de ADN con E3-POMC es equfvalente en ambos genotipos,
indicando que esta sonda no reconoce unv aumento en el numero de copias de este gen,
micntras que la seifal obtenida luego dé hibridar con E2-POMC es mayor cn ¢l caso del

ADN proveniente de ratones transgénicos.

E2-POMC E3-POMC TG-553

Figura 8. Dot blot utilizado para validar la utilizacion de los oligos.
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3.1. Hipdfisis

El patron de expresion de POMC27* en la hipdfisis fue estudiado por hibridizacion in
situ. La sonda 553-TG marca de manera uniforme y completa los melanotrofos del 16bulo
intermedio, patron idéntico al observado para el ARNm enddgeno de POMC (figura 9).
En el lobulo anterior se observa una clara diferencia entre los niveles de expresion de
POMC27* y los del gen endégeno de POMC, ya que utilizando la sonda 553-TG sélo se
detect6 el mensajero transgénico en algunos cotricotrofos mientras que usando la sonda
E2-POMC se marcaron numerosas células corticotroficas én este 16bulo de la hipéfisis

(figura 9). Estos resultados coinciden con lo observado anteriormente para HAL*

(Rubinstein er al, 1993).

Figura 9. Expresion de POMC 27* en la hipoéfisis de ratones transgénicos.
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Esto parece indicar que si bien POMC27* tendria una deficiencia en un enhancer basal
para corticotrofos, contendria igualmente los elementos que le confieren especificidad
hipofisaria. Estos resultados sugieren que las 16 kb adicionadas a HAL*, no aportan
elementos importantes para la expresion de POMC en la hipdfisis, ya que no se
observaron diferencias entre los transgém'cos.. para HAL* y los transgénicos para

POMC27* en cuanto a su expresion en células endocrinas.

3.2. Expresion de POMC27* en el cerebro

3.2.1. Hibridizacion in situ

La hibridizacion in situ en cortes coronales de cerebro de ratones transgénicos para
POMC27* utilizando la sonda 553-TG revelé un namero discreto de neuronas en el
nucleo arcuato del hipotdlamo medio basal expresando el ARNm transgénico que se
correlaciona topograficamente con las neuronas positivas observadas utilizando las
sondas E2-POMC y E3-POMC. (figura 10)

La expresion de POMC27* en el cerebro fue substancialmente diferente a la observada
anteriormente utilizando regiones flanqueantes del gen de POMC de menor longitud, ya
que solo se habia detectado expresion ectopica con HAL* (10.2 kb) en el hipocampo
(Rubinstein et al, 1993). Este resultado sugiere una expresion apropiada del transgén

POMC27* en neuronas de POMC.



E3-POMC 5583-TG E2-POMC

Figura 10. Localizacion de la expresion de POMC y POMC27* en secciones de
cerebro por hibridizacién in situ.

Secciones seriadas de cerebro (16 um) a nivel del hipotdlamo medio basal de ratones
transgénicos (A-D) y no transgénicos (E-H) fueron hibridizadas con las sondas
oligonucleotidicas marcadas en su extremo 3’con una cola de poli [«]*®S dATP. La sonda
E3-POMC detecto tnicamente el mensajero endéogeno de POMC (B, F). La sonda 553-
TG detecto solo al mensajero transgénico (C,G) y la sonda E2-POMC reconocié ambos
mensajeros (D, H). En las microfotografias de campo oscuro se puede observar la
expresion endogena y del transgén en el nucleo arcuato del hipotalamo. La arquitectura
celular de esta region del cerebro se muestra en las fotografias de campo claro coloreadas
con rojo neutral (A,E). Magnificacion: 40 X
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3.2.2. Ensayo de colocalizacion

Los experimentos de hibridizacion in situ mostraron expresion de POMC27* en el
cerebro unicamente en neuronas de la region hipotaldmica. Para confirmar que las
neuronas del nucleo arcuato que expresan el transgén son neuronas que expresan POMC,

se realizaron ensayos de colocalizacion del ARNm de POMC27* y de la presencia del
péptido B-endorfina. Para esto se realizd un andlisis simultaneo de inmunohistoquimica
e hibridizacion in situ de ARNm en secciones de 50 um de cerebro de ratones
transgénicos. Las secciones fueron procesadas para la inmunodeteccion de B—endorfina

por el método de avidina-biotina y luego hibridadas con la sonda 553-TG marcada con

[a]?7S dATP.

Se observé una correlacion perfecta entre la presencia de B-endorfina revelada por
inmunohistoquimica y del ARNm transgénico marcado por su hibridizacién con la sonda
553-TG. Todas las células que resultaron reveladas por la sonda 553-TG fueron positivas
para la inmunohistoquimica, lo que demuestra una auténtica expresion neurona-

especifica de este transgén y ausencia de expresion ectopica. (figura 11).



Figura 11. Colocalizacion de mmunoreactlvndad para B—endorfina y del ARNm de
POMC27* en neuronas de POMC.
Cortes coronales de 50 um de cerebro de ratones,transgénicos a la altura del hipotalamo

medio basal fueron hibridados con la sonda 553-TG y luego incubados con un anticuerpo
policlonal anti B-endorfina. La inmunoreactividad fue detectada mediante
diaminobenzidina como se describe en Materiales y Métodos. Magnificacion: 100 X. Los
recuadros muestran areas representativas del nucleo arcuato. Magnificacion: 400 X

3.3. Andlisis cuantitativo de la expresion de POMC27*

La cuantificacion relativa entre los niveles de expresion del mensajero de POMC vy el
mensajero de POMC27* por hibridizacion in situ no fue definitiva porque como se puede
ver utilizando las sondas E2-POMC y E3-POMC en ratones normales, la accesibilidad al
mensajero de POMC parece no ser la misma en ambos exones. Por esta razon, para poder
comparar los niveles de expresion de estos dos mensajeros en una misma muestra, se
desarrollé un ensayo de proteccion a la RNAsa A y T1, disefiado de forma tal que

permite cuantificar simultaneamente las dos especies de ARNm en una tinica muestra de

tejido, tal como se muestra en la figura 12. La presencia de la secuencia heteréloga de 30
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bp insertada en la region codificante del tercer exon de POMC27* posibilita la
utilizacion de una tUnica ribosonda de 214 nucledtidos que puede ser protegida de la
degradacion por las RNAsas simultineamente por los mensajeros de POMC y de
POMC27*. La diferencia de tamafio de las bandas protegidas ;:)or cada uno de los ARN
mensajeros (15 bases, que corresponden a la presencia o auser;cia de las secuencias del
oligonucleotido heterdlogo) permite su separacion en un gel dé poliacrilamida. El estudio
densitométrico de estas bandas permite realizar un analisis cuantitativo de la expresion

relativa de ambas especies de ARNm (figura 12).

Transgenic tagged oA RNA hybrids  Protected bands

POMC mRNA
! — -3 5 /) /+—3' 5 3
= i a ’—EI (199 nt)
c¢RNA probe
5'-~Jj 3' 214 nt) —= : —

POMC mRNA

" ¥ 5'—’*‘7@**-3' Smss no

Figura 12. Diagrama del ensayo de proteccion a RNasas.

Los cuadrados representan la secuencia heterologa de 30 pares de bases insertada en el
exon 3. :

La cuantificacion por densitometria de las bandas protegidas en este ensayo indicd que la
relacion entre los niveles de expresion del ARNm transgénico y el del ARNm enddgeno

de POMC fue 098 + 0.08 y 0.23 £+ 0.09 en lés lobulos intermedio y anterior de la

hipofisis, respectivamente. Los cocientes observados en hipotdlamos individuales fueron
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variables entre 0.6 y 1.6. Esta variabilidad puede deberse a una contaminacién

involuntaria con células hipofisarias durante el proceso de diseccion de los hipotalamos

(figura 13).

5 : :
~
(o] ol ol
O QO O 0O %’ Q
s S 2 = =
O A
S 9 2 = £ =
Ensayo de proteccion ‘
a la ribonucleasa D . . . . ' '
100% 2 i A &

30 %

Densidad éptica

Lobulo Anterior Lobulo Intermedio  Hipotialamo

[0 ARNm endaogeno de POMC

ARNm de POMC27*
Figura 13. Anilisis comparativo de la expresion del transgén y del gen enddgeno de
POMC por RPA. La cuantificacion se realizd en al mends 5 experimentos
independientes. Se muestran las bandas protegidas de uno de estos ensayos.

3.4. Especificidad tisular de la expresion de POMC27*

El patron de expresion espacial de POMC27* se fealizé mediante el ensayo de proteccion
a la RNAsa con RNA citoplasmatico total obtenido de una variedad de tejidos,
detallados en la figura 14. La expresion de POMC27* coincidié perfectamente con la
expresion endogena en los tejidos testeados, con :excepci(')n de piel, ovario y suero, en los
que se observo Unicamente expresion a partir dei gen endogeno. No se observé ninguna
de estas dos bandas cuando se utiliz6 RNA obténido de higado, musculo esquelético y

corazon. Todas las muestras fueron incubadas simultaneamente con una ribosonda para
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B-actina, como control interno. Los niveles de expresion de ambos genes son
comparables, salvo en testiculo donde se observé una mayor expresion del transgén y en
el I6bulo anterior de la hipofisis donde se observé lo contrario (figura 14). En conclusion,

no se observd expresion ectopica alguna de POMC27*.

POMC27* CwWT

Test Pit BS RB BC Hy Cer AL SerOvaSpl  PitTestHy

POMC27* ' - 'Y TY |
POMC ﬁ - '®'Ss 1 . & n B »
f-actin Ea --.--.-.W - e

Figura 14. Deteccién simultinea de los mensajeros de POMC y POMC27* en
distintos tejidos de ratones transgénicos.

Se realizo el ensayo de proteccion a RNAsas en muestras de RNA citoplasmatico aislado
de distintos tejidos de ratones transgénicos y controles. Una ribosonda de B—actina fue
incluida en todas las reacciones como control interno.

La cuantificacion se realizo en al menos 5 experimentos independientes. Se muestran las
bandas caracteristicas de estos ensayos. '
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3.5. Regulacion hormonal de la expresidn de POMCZ 7%

La regulacion de la expresion del gen de POMC por neurotransmisores y hormonas es
muy importante. Con el objeto de determinar si los elementos presentes en POMC27*
eran capaces de dirigir su expresion de manera regulable, se realizaron los experimentos

que se detallan a continuacion.

3.5.1. Hipdfisis

La expresion de POMC esta tonicamente inhibida en los melanotrofos del l6bulo
intermedio de la hipofisis por la liberaciéon de dopamina tuberoinfundibular. En cambio
en los corticotrofos del lobulo anterior la expresion de POMC es regulada negativamente
por glucocorticoides. Para estudiar la respuesta de POMC27* a la inervacion
dopaminérgica, se tratd a los ratones transgénicos con el antagonista D2 haloperidol en
forma prolongada (2 inyecciones diarias de 5 mg/kg durante 5 dias). Los niveles de
expresion de ambos genes aumentaron dos veces en el Iobulo intermedio. Esta
determinacion se realizo tanto por hibridizacion in situ (figura 15) como por el ensayo de
proteccion a la RNAsa. Sin embargo, la administracion de apomorfina, agonista
dopaminérgico mixto D1/D2, también durante cinco dias (5 mg/kg, 2 veces por dia) no
modificd los niveles de los mensajeros en los melanotrofos. El anélisis densitométrico
determind que los niveles de las bandas protegidas por POMC y POMC27* fueron casi
idénticos en los animales tratados y en los controles. Estos resultados sugieren que la

transcripcion del transgén también se regula por neurotransmision dopaminérgica en los
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melanotrofos. Los niveles de expresion de- las dos formas de POMC no fueron
modificadas en el l6bulo anterior ni en el hipotilamo por los agentes dopaminérgicos
(dns).

A continuacion se analizaron los efectos de la ausencia de glucocorticoides
(adrenalectomia bilateral) y de la administracion exogena de altos niveles de reemplazo
(dexametasona) en la regulacion transcripciona] de POMC y POMC27* en la hipofisis.

A pesar de la diferencia observada en los nivelés basales de expresion de los dos genes en
cl lobulo antcrior, los niveles de POMC27* fucron incrementados (tres veces) en la
misma localizacién topografica y en paralelo con los observados para POMC luego de
practicarles adrenalectomia bilateral. En animales adrenalectomizados (ADX) con
reemplazo de dexametasona en la bebida durante 5 dias (50 pg Dexalergin/ ml solucién
salina) se puede observar una inhibicion casi total de la expresion del transgén en el
lobulo anterior que se correlaciona con la observada para el gen endogeno (figura 16).
Estos resultados indican que la posible falta de un enhancer basal para corticotrofos no

tiene consecuencias en la regulacion transcripcional de este transgén por

glucocorticoides.

3.5.2. Cerebro

Estudiamos también la regulacion de la expresion de POMC 27* en el nucleo arcuato del
hipotalamo. Se sabe que las neuronas hipotalamicas que producen un determinado
péptido son estimuladas por diferentes neurotransmisores dependiendo del circuito
fisiologico en el que estén involucradas. Experimentos bioqﬁimicos y farmacologicos

sugicren que el control negativo de la secrecion hipotalamica del factor liberador de
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gonadotrofinas (GnRH) ejercida por los esteroides gonadales opera a través de un
mecanismo que involucra a los péptidos opioides, mas precisamente a B-endorfina (Li y
Pelletier, 1993). Se ha postulado, a su vez, que estos esteroides modulan la expresion
hipotalamica del gen de POMC (Matera y Wardlaw,1994; Yang y Lim,1995). Para
averiguar si el transgén también presenta una regulacion transcripcional mediada por
esteroides sexuales, se realizo el ensayo de proteccion a la accion de las RNAsas
(descripto en 3.3.) en muestras de ARN hipotalamico de ratones transgénicos para
POMC27* depletados de esteroides gonadales: por castracion. Los animales fueron
castrados 4 semanas antes del sacrificio. A diferencia de lo reportado en ratas, no hemos
observado modificaciones significativas en los niveles de expresion de ninguno de los
dos mensajeros en ratones. Esto no excluye la participacién de los esteroides en la
regulacion hipotalamica de POMC ya que el ARN utilizado fue extraido de hipotalamo
total y dicha regulacion podria ser ejercida solamente por un subconjunto especifico de
neuronas de POMC (figura 17).

Varios tipos de estrés estimulan la liberacion de péptidos hipofisarios derivados de
POMC, ademas se ha visto que la expresion del ARNm de POMC en el hipotdlamo se ve
alterada durante y al finalizar los paradigmas de estrés, y se postula que esta expresion
estaria involucrada en la integracion de la respuesta al estrés (Baubet et al., 1994). Por
esto los niveles de expresion de estos genes se midieron también luego de un tratamiento

de estrés repetitivo usando el ensayo de proteccion a la RNAsa.

El paradigma de estrés utilizado fue el de inmovilizacion, para esto se inmovilizo a los

animales introduciéndolos en un tubo de 2.5 cm de diametro por 10 cm de longitud en el cual

los ratones quedan forzosamente inmovilizados durante una hora. Este procedimiento se

realizé dos veces por dia (a las 10 y a las 19 hs) durante cinco dias. Después del ultimo

68



tratamiento los animales fueron sacrificados y se les extrajeron los tejidos a analizar. Como
control se usaron ratones que fueron manipulados de la misma manera pero no fueron
introducidos dentro de los tubos. Observamos que los niveles de expresion de POMC y
POMC27* no fueron modificados significativamente luego de este paradigma, reflejando una
respuesta diferente entre la rata y el raton (figura 17). Tampoco podemos eliminar la
posibilidad de contaminacion del ARN hipotélémico con ARNm proveniente del lobulo
intermedio que imposibilitaria la correcta cuantificacion de los mensajeros hipotaldamicos,

enmascarando el efecto.
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[[] ARNm endégeno de POMC
B ARNm de POM(27*

Figura 17. Ensayo de proteccion a RNAsa realizado sobre RNA obtenido de

hipotdlamos de ratones POMC27*
La cuantificacion se realizo en al menos 5 experimentos diferentes. ORX: muestra
obtenida de animales castrados. ST: muestra proveniente de animales sometidos a estrés.
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3.6. Andlisis ontogénico de la expresién de POMC

La expresion del gen de POMC durante el desarrollo sigue un programa bastante
complejo. EI ARNm de POMC en el embrién de ratén se observa por primera vez en el
diencéfalo el dia €10.5. En la hipofisis, la primera observacion de ARNm de POMC se
produce en los dias €12.5 y €13.5 en el 1dbulo anterior e intérmedio, respectivamente
(Japon et al, 1994). Con el fin de analizar si el transgén POMC27* conserva el mismo
pat‘\rén temporal de expresion, fue diseflado un esquema de apareos que nos permiti6
aislar embriones desde el dia €9.5 al dia Pl para el seguimiento ontogénico. La
hibridizacién in situ de cortes sagitales y coronales de estos embriones mostré que la
expresion de POMC27* sigue un patron temporal y espacial de expresion idéntico al del
ARNm endégeno del gen de POMC (figura 18). La expresion mds temprana de
POMC27* fue observada en el dia €10.5 en una region del diencéfalo basal, que
posteriormente en el desarrollo dara origen al nicleo arcuato. Esta observacion
concuerda con estudios previos de la expresién: del gen de POMC (Japon et al, 1994).
También se detectdé claramente el mensajero de POMC 27* en la base del cuarto
ventriculo y en el neuro-epitelio del tubo neural, regiones que originardn el tallo
encefalico y la columna vertebral, respectivamente. En el 16bulo anterior primitivo de la
hipofisis la expresion de POMC27* fue observada en el dia €13.5 y un dia mas tarde se
evidenciaron células del 1bulo intermedio. En secciones coronales de hipofisis del dia
el7.5 se observd la expresion del transgén migrando de la region ventro-medial a la
dorso-lateral, caracteristico del reclutamiento de este tipo celular dentro del 16bulo
anterior en desarrollo. En las secciones correspondientes al dia €17.5, se puede observar

una marcacion bilateral con ambas sondas a la altura de la placa cerebelar, a ambos lados
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del 1V ventriculo, que corresponderia al nucleo del tracto solitario en el embrion en

desarrollo (figura 18).

Figura 18 (pdgina 72). Anilisis ontogénico de la expresion de POMC27* por
hibridizacién in situ. ‘

Microfotografias de campo obscuro de los mensajeros de POMC y POMC27* detectados
por hibridizacion in situ usando sondas de oligonucleétidos marcadas con [a]’ ’S dATP
en secciones de embriones aislados los dias €10.5, e13.5, e14.5 y el7.5. La sonda 553-TG
(columna derecha) detecta unicamente la expresion de POMC27*, mientras que la sonda
E2-POMC (columna media) revela los mensajeros transgénico y enddgeno de POMC
simultaneamente. Las secciones fueron cortadas en plano sagital (A-L), coronal (M-O ) u
horizontal (P-R). Como referencia anatomica se muestran fotografias de campo claro de
las secciones tefiidas con rojo neutral en la columna de la izquierda. I11: tercer ventriculo,
IV: cuarto ventriculo, BD: diencéfalo basal, RP: bolsillo de Rathke (Rathke’s pouch) ,
NL: lumen neural, nNT: neuroepitelio del tubo neural, NTS: nucleo de tracto solitario.
Las flechas en H e I identifican células corticotroficas del l6bulo anterior, en K y L
indican células melanotréficas del lobulo intermedio. En Q y R las flechas sefialan
células del nucleo del tracto solitario. Magnificacion: A-C y G-R: 100 X, D-F: 40 X.

Este resultado sugiere que POMC27* contiene toda la informacion necesaria para la
regulacion correcta de su expresion durante el desarrollo.

Contrariamente a lo observado en ratones adultos, durante el periodo embrionario no se
observan diferencias en los niveles de expresion de los ARNm correspondientes al gen
endégeno de POMC y al transgén POMC27* en el l6bulo anterior hipofisario. Esto
podria ser explicado por una compensacion de seflales especificas del desarrollo a la
ausencia de un enhancer basal de corticotrofos, o una estabilidad diferencial del ARNm

transgénico en el estadio embrionario.
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3.7. Andilisis delecional de las secuencias flanqueantes de POMC27*

La comparacion del patron de expresion de POMC27* y de HAL* a nivel del sistema
nervioso central indica la existencia de, al menos, un enhancer neuronal ubicado dentro
de las secuencias flanqueantes presentes en POMC27* y ausentes en HAL *. Para
identificar los elementos distales requeridos para la auténtica expresion neuronal de
POMC se generaron deleciones de las secuencias agregadas a HAL* hacia el extremo 5'(

P27*5'A) y de las agregadas al extremo 3" (P27*3'A) utilizando enzimas de restriccion

segun el esquema que se muestra en la figura 19.

B

N
(14kb)
[
P27%5°A El P27*3°A

(17kb) (20kb)

I Exones de POMC

22 Bluescript E2
B Scos-1 E3*

Figura 19. Esquema del subclonado utilizado para la construccion de los transgenes

delecionales
A: Estrategia para generar P27*5'A. B: Constchién de P27*3'A
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Se generaron ratones transgénicos para estas construcciones, y fueron identificados de la
misma manera que los transgénicos para POM:C27*. La expresion de los transgenes fue
analizada por hibridacion in situ en cortes de cerebro e hipéfisis. La delecion de las
secuencias 5” flanqueantes resulté en una falta total de expresion neuronal en el cerebro
de los ratones transgénicos de las tres lineas independientes analizadas (figura 20),

mientras que la expresion endocrina de este transgén result¢ apropiada. (figura 20).

P27*5'A

Figura 20. Anilisis de la expresion de P27*5’A por hibridizacion in situ. Secciones
coronales seriadas del hipotdlamo medio basal (A-D) o de la hipdfisis (E, F) fueron
hibridizadas con la sonda E2-POMC (izquierda) o con la sonda 553-TG (derecha)
marcadas con [a]**S. Las fotografias de campo claro muestran las secciones tefiidas con
rojo neutral (A, B, E, F).

Esto indica que el control de la expresion del gen de POMC es llevado a cabo por

mecanismos independientes en cerebro y en hipofisis.
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La hibridizacion in situ en cortes coronales de cerebro mostré una expresion correcta de
pP27*3A en neuronas del nucleo arcuato en las dos lineas independientes analizadas
(figura 21), indicando que el elemento que :dirige la expresion del gen de POMC
especificamente a neuronas estaria incluido en secuencias 5° flanqueantes del gen dentro

de estas 11 kb distales.

P27%*3'A

Figura 21. La expresion neurona-especifica del gen de POMC esta controlada por
secuencias distales 5’ flanqueantes. Estudio de la expresion de P27*3°A en ratones
transgénicos por hibridizacion in situ en secciones coronales de cerebro(A-D) e hipofisis
(E,F). Izquierda, secciones incubadas con la sonda E2-POMC. Derecha, secciones
incubadas con la sonda 553-TG. '
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CONCLUSION

Mostramos por primera vez la expresién de transgenes dirigida exclusivamente a
neuronas de POMC en el SNC, bajo un control temporal y eépacial preciso. La
exp:‘resién de los transgenes conteniendo secuencias flanqueantes del gen de POMC
fue detectada inequivocamente en neuronas productoras de POMC del nicleo
arcuato del hipotalamo, asi como en el dien:céfalo en desarrollo, en el niacleo del
tracto solitario y en la médula espinal. Los elementos de accién en cis necesarios
para un direccionamiento eficiente estan locqlizados dentro de 11 kb de sequencias
flanqueantes localizadas rio arriba del promotor de POMC. Este fragmento distal no
fue requerido para la correcta expresion de transgenes en células de origen
endocrino. Hay pocos ejemplos de direccionamiento neurona-especifico de la
expresion de transgenes al sistema nervioso central, que incluyen el gen de
vasopresina (Ang et al, 1993), el gen de tirosina hidroxilasa (Min et al, 1994) y el gen
de colina acetiltransferasa (Lonnerberg et al, 1995).

Todas las lineas independientes producidas con POMC27* o con P27*3’A mostraron

expresion especifica en el SNC, esta penetrancia del 100% sugiere que el fragmento
genémico de POMC utilizado en ambos transgenes tiene suficiente independencia
transcripcional como para aislar la expresion de influencias cromosémicas que
podrian silenciar la expresion de los transgenes.

Los estudios ontogénicos realizados mostraron que el patrén temporal de expresién
de POMC27* es idéntico al observado para el gen de POMC, y permitieron detectar
expresion de POMC en el niicleo del tracto solitario, regién del cerebro donde es

muy dificil observar el mensajero de POMC en roedores adultos (Bronstein et al,
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1992) y en la médula espinal, donde es detectado inicamente luego de su induccion
por condiciones traumaticas particulares (Gutstein et al, 1992).

El direccionamiento preciso de transgenes a neuronas de POMC genera la
posibilidad de explorar con mas profundidad las funciones fisiologicas de estas
neuronas y los mecanismos que regulan el destino de las células de POMC durante la
organogénesis del hipotdlamo. Por ejemplo, el direccionamiento de proteinas
ﬂuqrescentes permitird obtener registros fisiolégicos de ncuronas de POMC
facilmente identificables en cortes de hipotidlamo. Las neuronas de POMC del
nucleo arcuato son un sustrato ideal para estudiar la fisiologia involucrada en el
control de la alimentacion, y particularmente para caracterizar la interrelacién
entre la leptina y las melanocortinas derivadas de POMC, un tema actualmente muy
discutido (Seeley et al, 1997; Boston et al, 1997). La oncogénesis dirigida a este tipo
celular en ratones transgénicos (Alarid et al, 1996) podria servir para producir una
linea celular neuronal con fenotipo endorfinérgico que serviria para estudiar las
propiedades de esta poblacién neuronal in vitro, una herramienta muy itil para

estudios transcripcionales.



Parte 2: Caracterizacion neurocndécrina y central de ratones deficientes en -

endorfina, producto de una mutacion puntual en el gen de POMC

Una gran variedad de funciones han sido atribuidas al péptido opioide B—endorfina a
través de la utilizacion de antagonistas y agonistas de escasa selectividad sobre los
subtipos de receptores a opioides, de la induccidon de la liberacion de péptidos opioides
endogenos mediada por estrés o por estimulacion eléctrica, o de inyecciones in vivo de
este péptido. Con el objetivo de estudiar en forma mas preciéa la contribucién de B-
endorfina en respuestas opioides, utilizamos como modelo de estudio ratones mutantes
incapaces de sintetizar B-endorfina. Estos ratones fueron generados a partir de la
introduccion de una mutacién puntual en el gen de POMC mediante recombinacion
homologa en células embrionarias totipotentes de ratén (Rubinstein et al ,1994).
Animales portadores de esta mutacion en ambos alelos del gen de POMC (B-end -/-)
producen una prohormona truncada capaz de ser procesada a ACTH, a, B y y-MSH en

total ausencia de B—endorfina (figura 22, Rubinstein ef a/,1996). Estos ratones —end -/-

nacen, y se reproducen normalmente.

ACTH p-LPH
N-POMC|] y-MSH | PC |a-MSH| CLIP y-LPH B-End
N-POMC] y-MSH PC [a-MSH| CLIP v-LPH

Figura 22.Estructura de las prohormonas
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1. Identificacion del genotipo

La genotipificacion de los ratones se realizd por anélisis‘de PCR de muestras de ADN
genomico obtenido de la porcion terminal de la cola. Lés reacciones se realizaron en
presencia de tres primers, dos de los cuales aparean con la region 5’y el otro con la 3’ de
la mutacion (primers 5°-889, 5°-186 y.3’-187 de la figura 22 ).:El primer 5°-186 es capaz
de hibridar sdlo con secuencias presentes en el alelo mutado, r:nientras que el 5°-889 y el
3°-187 hibridan con regiones de POMC. La discriminacion de los alelos amplificados se
realizo por los tamaiios de los fragmentos generados, la ampliﬁ‘c‘acién del alelo de POMC
normal da como resultado una banda de 1,2 kb y la del alelo mutado da una banda de 1,4
kb. La amplificacion de ambas bandas indica heterocigocis. én la figura 23 se puede

observar una genotipificacion de estos alelos por PCR.

++ -|- +- +- M

1.6 kb

1 kb

Figura 23. Identificacion de ratones B—end -/-.por PCR.
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2. Fenotipo de los ratones deficientes en f—endorfina

2.1. Mayor peso corporal

Los ratones homocigotas para la mutacion (deficientes en B-endorfina) tienen un peso
normal al nacer, pero observamos que luego de entrar en la pubertad adquieren un peso
corporal mayor que el de sus hermanos normales. Para confirmar y cuantificar esta
observacion se pesaron ratones B—end-/-, heterocigotas y normales una vez por semana
durante 12 semanas. A partir de estos datos se realizaron curvas de crecimiento
comparativas entre los dos genotipos y se confirmé que los ratones mutantes pesan entre
un 15 y un 20% mas que los ratones normales y que los heterocigotas (figura 24). Este
fenotipo es mas evidente en machos que en hembras.

Para identificar el origen de esta diferencia se extrajeron y pesaron individualmente los
depositos grasos y los 6rganos de ratones adultos. No se observaron diferencias en el peso
de drganos tales como el higado, rifion, bazo, y testiculos, ni en los depdsitos de grasa
parda interescapular. Sin embargo se observd un contenido de grasa blanca
significativamente mayor en los animales homocigotas para la mutacion (Figura 25). El
aumento en la cantidad de grasa blanca fue observada tanto en los depdsitos grasos

inguinales (144 £ 30 %) como en los perirrenales (133 £ 23 %).
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Figura 24. Efecto de la deficiencia en B—endorfina sobre el peso corporal. Curvas de
peso de ratones macho normales (3-end +/+, cuadrados negros), heterocigotas (-end +/-,
cuadrados vacios) y homocigotas mutantes (-end -/-, cuadrados rojos). Los puntos
representan el promedio + el error estandar de al menos 36 ratones por genotipo.

81




)000000000000000000000000000000000

Peso corporgl

“0 . -

ke K%

Peso (gr)

Peso (gr)

IE Riion Higado Testis Bazo
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Denositos Grasos *% P<() 01

Figura 25. Los ratones 3—end -/- tienen mayor acumulaciéon de grasa blanca. Se
pesaron los organos y depdsitos grasos de ratones normales y mutantes. Se reporta el
promedio * el error estandar (n=18). PR: Perirrenal, IN: Inguinal, IE: Interescapular.

Numerosos experimentos indican que la leptina, proteina secre'tada por los adipocitos,
juega un papel muy importante en la regulacion del contenido graso corporal (Campfield
et al, 1995; Halaas et al ,1995; Pelleymonter et al ,1995 ). La leptina actuaria a través de
receptores en el hipotalamo donde se inician acciones tendientes a limitar el consumo de

alimentos , aumentar la produccion de calor (termogénesis) y alterar la secrecion y accion

de algunas hormonas (especialmente insulina). Se vio que los niveles plasmaticos de esta
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proteina se correlacionan fuertemente con la adiposidad total (indice de masa corporal) y
que un incremento en el contenido graso produce un aumento en los niveles de leptina.

Para cuantificar los niveles de leptina en suero de ratones f—end-/- y de ratones normales,
se realizd un radioinmunoensayo utilizando un ahticuerpo comercial sintetizado contra
leptina de raton purificada. Los ratones mutantes mostraron elevados niveles de leptina
en suero comparado con los controles, probablemente debido a sh mayor contenido
graso, pero la disminucién normal de estos niveles en condiciones de ayuno (16 hs.)
taml;ie'n se observd en los mutantes, indicando que los mecanismos que regulan dichos

niveles no estan eliminados (figura 26).

20-
g - . [CJp-end +/+
P _ Bl 3-end /-
& E .
g2 T
& @
@ by, s
-
0
Basal Ayuno
Tratamiento

* P<0.05 (vs B-end +/+, mismo tratamiento)
® P<0.05 (vs basal, mismo genotipo)

Figura 26. RIA para la medicién de niveles de leptina en suero de ratones normales y
mutantes.

La insulina es la principal responable de la captacion, utilizacion y almacenamiento de

los nutrientes celulares. Sus efectos anabdlicos incluyen la estimulacion de la utilizacion
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y el almacenamiento intracelular de glucosa, aminoacidos y 4cidos grasos, mientras que
inhibe procesos catabodlicos como la metabolizacion del glucééeno, proteinas y grasas.
Basandonos en que numerosos sindromes de obesidad, particulaqnente aquellos que
inV(_)lucran sefializacion via receptores centrales de melanocortinas, presentan
hiperinsulinemia (Lu et al, 1994; Yen et al., 1994; Huszar et al, 1997), se midieron los
niveles de insulina en los dos genotipos. Los raténes B-end -/- tienen niveles elevados de
insulina en suero (6,0+ 0,5 vs. 2,7+ 0,4), pero la }espuesta al ayuno también es normal en

este caso (figura 27).

7.5+ .
:,9, [1p-end +/+
(I=J = 5.0 . -B-end -
c E .
Q= 2
g2
= ==
3 251
£

0.0

Basal Ayuno

Tratamiento

* P<0.005 (vs p-end +/+, mismo tratamie}wto)
®P<0.0001(vs basal, mismo genotipo)

Figura 27. Cuantificacion de los niveles de insulina en suero de ratones B—end -/- y
normales.

Esos resultados indican que el aumento de peso se produce a expensas de un mayor
contenido de grasa blanca y niveles elevados de leptina e insulina en suero. Esto podria

deberse a una mayor ingesta de alimento, a una menor actividad fisica o a trastornos

85




metabolicos. Para diferenciar entre estas posibilidades realizamos los siguientes
experimentos.

Se cuantificd el alimento pulverizado ingerido por estos ratones durante 48 hs en
condiciones normales, y durante 24 hs. luego de un periodo de 16 hs de ayuno. No se
observaron diferencias significativas en ninguno de los casos en la ingesta de alimento.
Tampoco se observaron diferencias en cuanto al patron de alimentacion, inferido por la
cantidad y duracién de eventos individuales de alimentacion, ni en cuanto a la ingesta de
agua.

Para medir la predisposicion al ejercicio fisico se midi6 la actividad desarrollada por
ratones de ambos genotipos en una rueda giratorié. Los ratones mutantes se comportaron
de la misma manera que los normales frente a este estimulo locomotor, mostrando
bastante interés inicialmente y perdiéndolo gradualmente. No hubo diferencias en el
patrdn de utilizacidn de la rueda, la mayor actividad fue desarrollada por la noche.

Estos datos sugieren que el aumento de peso corporal no es resultado de una mayor

ingesta de comida ni una menor actividad fisica, sino de una alteracion metabolica.

2.1.1 Comportamiento materno

Dado que la diferencia en el peso corporal entre los dos genotipos se hizo evidente recién
cuando los ratones alcanzaron la pubertad, se presumié que este fenotipo deberia ser
independiente de cualquier efecto materno. Para confirmar esto se realizaron
cruzamientos reciprocos de crias neonatas de forma tal que ratones mutantes fueran
criados por madres normales y viceversa. El tamafio y la composiciéon sexual de las

camadas transferidas fue similar para ambos genotipos. Sorprendentemente, los ratones

86



100000000000 0000000000000000000000000O0OCGOCGOOGIOTOOOTS

normales criados por madres mutantes alcanzaron luego de la pubertad un peso cercano
al de los ratones sin B—endorfina criados por sus propias madres; y los ratones mutantes
criados por madres normales alcanzaron un menor peso corporal que sus hermanos

criados por su propia madre B—end -/- (figura 28).

35
D 25
o}
3
o —&— -end +/+ (+/+)
= - B-end +/+ (-/-)
= B-end -/- (--)
" B-end /- (+/+)
5 T T I T 1 1 I 1 1

234567891101111213
Edad (semanas)

Figura 28. El comportamiento de las madres tiene un efecto a largo plazo sobre las
crias. Curvas de crecimiento de machos mutantes (cuadrados negros) y normales
(cuadrados rojos) criados por sus propias madres (cuadrados llenos), o por madres del
otro genotipo (cuadrados vacios). Se graficaron los datos + el error estandard.

Este resultado demuestra que la diferencia del peso que alcanzan los dos fenotipos se
debe, al menos en parte, a un efecto materno. Experimentos realizados hace mas de 40

afios en ratas (Levine et al, 1957) mostraron que una estimulacion sutil realizada en las
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adulta de los animales. Ratas estimuladas mas tardiamente no manifestaban los mismos
cambios. Este fenomeno de imprinting se investigdé con mas detalle recientemente, y se
determiné que el manipuleo de las crias en realidad modificaba la conducta de la madre
hacia las crias (Liu et al, 1997) y este cambio en la conducta materna producia
modificaciones neurohumorales y conductuales irreversibles de largo plazo en las crias.

Para estudiar si el aumento del peso corporal a paim'r de la pubertad de los ratones criados
por hembras B-end -/- era debido a un diferente comportamiento matemno, se examiné la
habilidad de 6 madres de los dos genotipos para fecuperar crias desperdigadas en la jaula
y volver a formar el nido. Para esto se puso una cria en cada esquina de la jaula, menos
en la esquina mas cercana a la posicion de la unica hembra y del macho. Se midi6 el
tiempo de reconstruccion del nido como indice de comportamiento maternal. No se
observaron diferencias en el tiempo de recuperacion (20 + 8 vs 23 + 10 s para las
normales y B—end -/- respectivamente), ni en la cantidad de crias recuperadas (2.7 + 0.25
vs 2.5 £ 0.3). No hubo tampoco diferencias en el comportamiento, las hembras de los dos
genotipos juntaron a las crias una por una levantandolas con la boca y luego se acostaron
sobre ellas para permitir el amamantamiento durante todo el resto del tiempo de
observacion (10 min.). El comportamiento de los machos tamblfén fue similar en ambos

genotipos, los machos normales recuperaron 1,61 + 0,21 crias mientras que los mutantes

recuperaron 1,68 + 0,24 crias.

2.1.2. Lactancia

Estos resultados nos llevaron a pensar en diferencias en produccion, cantidad o calidad

lechera entre las hembras de ambos genotipos. Para investigar esto, crias lactantes de 7 u
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11 dias de edad fueron separadas de sus madres. Luego de 3 horas de separacion fueron
pesadas individualmente y 4 de éstas (aproximadamente la mitad de la camada) fueron
devueltas a la jaula. Luego de 15 min de ser amamantadas por sus madres fueron
retiradas nuevamente y vueltas a pesar. Se deterfm’nc’) la diferencia de peso alcanzada por
las crias en los15 min de amamantamiento lueg6 de pasar 3 horas privadas de alimento.
Esta diferencia de peso se considera como la cantidad de leche ingerida por las crias
durante esos 15 min. Las crias que nunca fueron reintegradas a sus madres también

fueron pesadas como control. Los ratones mutantes de 11 dias aumentaron 0,16 + 0,03 g,

mientras que los normales de su misma edad aumentaron 0,06 + 0,03 g (figura 29).

Aumento de peso luego de 15
min de alimentacion materna

0.2+ , ; C1p-end +/+

- Il 3-end -/-

0.1

Apeso (g)/15 min

W]

n=2 n=3 n=5 n=5 n=16 n=17 n=30 n=30 crias
n=1 n=1 n=6 n=6 madres

-0.14
control lactante control lactante
crias de 7 dias  crias de 11 dias . E:g‘gf
(3.16 +£0.17 g) (6.86 +£ 0.15 g) '
Figura 29.
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Esta diferencia en el peso adquirido durante 15t min. de re-amamantamiento, que refleja
una diferencia en la cantidad de leche ingerida por las crias, podria deberse a que la
capacidad de succion de los mutantes es mayor que la de los normales. Sin embargo, en
los ensayos de cruzamientos reciprocos las crias normales amamantadas por madres
mutantes adquirieron un peso corporal mayor que el control, y lo contrario pasa cuando
los ratones B—end -/- fueron criados por madres normales;. esto indica que la capacidad
succionadora no estd modificada en estos mutantes. Alternativamente, las madres
mutantes podrian tener una mayor liberacion de leche que las madres normales, al menos
durante los primeros minutos de succion. Se sabe que la succion de los pezones activa un
circuito de retroalimentacion positiva que produce la liberacion de oxitocina acumulada
en las neuronas magnocelulares del nicleo paraventricular del hipotilamo (PVN) al
torrente sanguineo. Esta oxitocina actiia sobre la glandula mamaria aumentando la

constriccion de los canales mamarios promoviendo la secrecion de leche.

2.1.3. Oxitocina

Las madres que participaron del experimento anterior fueron sacrificadas por
decapitacion, se les extrajo sangre, cerebro € hipofisis.

Se estudiaron los niveles de expresion de oxitocina en el PVN de hembras normales y
mutantes, por hibridizacién in situ de mRNA utilizando como sonda un oligonucleétido
complementario al mRNA de oxitocina de raton (5’-CTCCGAGAAGGCAGACTCAGG
GTCGCAGGC-3) en cortes coronales del hipotalamo a la altura del PVN. La expresion
de oxitocina durante el parto y en hembras virgenes fue similar para los dos genotipos.

Sin embargo, luego de 3 hs de separacion de sus crias seguidas por 15 min. de
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amamantamiento, los niveles de expresion de oxitocina en el PVN

significativamente mayores en las madres B—end -/~ (figura 30).
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Estos resultados sugieren que uno de los factores involucrados en el control de las

neuronas oxitocinérgicas es la B-endorfina y que este neuropéptido actuaria en el

proceso de reactivacion inducida por succion en estas neuronas. Ha sido reportado que

opioides endogenos inhiben la liberacion de oxitocina a nivel del hipotalamo y del 16bulo

neural ( 34-78, 76-78 del neuroendo 1996;63), péro en la liberacion inducida por succion

esta inhibicion parece ocurrir solo en ciertas condiciones (Summy-Long et al, 1990). Los

péptidos opioides han sido involucrados también en la inhibicion inducida por estrés del

reflejo de liberacion de leche (Negoro HN et al, 1987).
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CONCLUSION: Los resultados obtenidos utilizando ratones mutantes incapaces de

producir B-endorfina indican que esta proteina juega un papel importante en la
regulacion negativa de la expresion de oxitocina, por lo menos luego de una situacion
de estrés como es la separacion de sus crias por un periodo de 3 horas. Esta
conclusion es apoyada por experimentos que demostraron que el bloqueo de
receptores opioides con el antagonista naloxona no altera la liberacién de oxitocina
en ratas normalmente hidratadas, pero que aumenta esta liberacion en ratas
desfhidratadas (Grell et al, 1988; Hartman et al, 1987). Por lo tanto la 3—endorfina
pareceria mediar la inhibicion de la liberacién de oxitocina en respuesta al estrés y
,a su vez la transcripcion del gen, tal como lo demuestra nuestro experimento. La
modificacion del patron de liberacion de oxitocina en ratones deficientes en f3-
endorfina determinaria la diferencia observada en el peso corporal alcanzado por los
ratones amamantados por hembras mutantes. Los animales de bioterio no estdn
sometidos a los mismos estresores que los animales salvajes, sin embargo soportan
diversas situaciones de estrés (cambio de jaulas, presencia de humanos, ruidos
extraios, etc). La interrupcién de la lactancia por estrés es un fenémeno
ampliamente comprobado en roedores (Almeida et al, 1994) y en humanos (Ueda et
al, 1994), y la accion inhibitoria de CRH sobre la liberacién de oxitocina se consideré
como responsable de este efecto (Almeida et al, 1994), Nuestros resultados indican

que la B-endorfina podria estar mediando el efecto de CRH sobre la liberacion de
oxitocina. La alteracion del patrén de amamantamiento en los ratones f-end -/-

tendria un efecto fisiolégico a largo plazo, que derivaria en un aumento del peso
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corporal. Un efecto de este tipo ha sido demostrado en ratas con estimulacién infantil

(Liu et al, 1997).

2.2. p-endorfina y etanol

Evidencias experimentales indican que el etanol -altera la liberacion de f—endorfina en el
hipotalamo e hipéfisis in vitro (Gianoulakis 1990, de Waele et al 1992, Keith et al 1986),
e in vivo (Gianoulakis y Barcomb, 1987, Thiagarajan et al 1989). Algunas respuestas
neurofarmacologicas al etanol y los opioides son similares, por esto se ha sugerido que
alguno de los efectos del etanol podrian estar mediados a través del sistema opioide
endogeno (Kalant, 1977). En 1992 de Waele demostré que la cepa C57BL/6, que tiene
preferencia por el alcohol, tiene una mayor liberacion de PB-endorfina hipotalamica
estimulada por el etanol que la cepa DBA/2, que evita el consumo de alcohol. Esto
sugirio que diferencias en la respuesta del sistema hipotalamico B-endorfinérgico
determinadas genéticamente, podian ser las responsables de las diferencias observadas en

el consumo voluntario de alcohol entre estas dos cepas.

2.2.1. Locomocion

Uno de los efectos medibles del etanol es la induccion de la actividad locomotora,
utilizada como modelo animal de euforia inducida por etanol en humanos (Phillips and
Shen 1996). Este efecto requiere el aumento de la liberacion dopaminérgica en el nicleo
acumbens, proceso crucial para la sensacion de recompensa (Koob, 1992). Algunos
autores proponen que los péptidos opioides liberados el alcohol inducen ia liberacion
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dopaminérgica en los ganglios de la base (Di Chiara et al, 1996). Si esta hipotesis fuera
correcta, los ratones deficientes en B-endorfina podrian exhibir diferencias en sus
respuestas motoras inducidas por el alcohol. Con el objetivo de analizar esta posibilidad
determinamos la actividad locomotora horizontal en ratones luego de recibir solucion
fisiologica o distintas dosis de etanol. Debido a que la B-endorfina se libera en
situaciones de novedad, realizamos un paradigma experimental que permitio a los
animales conocer el recinto en donde se hicieron las mediciones por dos dias
consecutivos. Al tercer dia los ratones recibieron el tratamiento correspondiente. La
actividad locomotora se cuantifico en los ratones de ambos genotipos diariamente los tres
dias, inmediatamente después de recibir una inyeccion de solucion fisiolégi’ca (dias 1 y
2), o una inyeccion de 2 g/kg de etanol (dia 3). Los animales fueron monitoreados
continuamente por 20 min. luego de la inyeccion y se registraron datos cada 5 min. Para
corregir las diferencias dependientes del genotipo en la locomocion basal, se sustrajo la
actividad locomotora registrada (cuentas) del dia 2, a las cuentas correspondientes al dia
3 del ensayo. Este método de substraccion fue utilizado anteriormente con éxito (Phillips
et al 1991).

La administracion de etanol produjo sobre la actividad locomotora efectos diferentes en
los dos genotipos. Los resultados indicarian que dosis que no tuvieron efecto sobre la
actividad locomotora en ratones normales resultaron hiperlocomotoras en ratones
mutantes, sin embargo la observacion de los movimientos realizados por los ratones
mutantes fueron completamente diferentes que los que realizan los ratones normales que
recibieron dosis efectinvas en la induccién de la actividad locomotora. La actividad
desarrollada por los mutantes luego de haber recibido una dosis de 2 g/kg de etanol nos

dio la impresion de ser totalmente involuntaria y falta de control.
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2.2.1.1. Ataxia inducida por etanol

En los experimentos de locomocion arriba comentados obsefvamos que los ratones
mutantes inyectados con etanol parecian tener deficiencias en cuanto a la capacidad de
coordinar los movimientos. Con la intencién de cuantificar y confirmar esta observacion
se utilizo el ensayo del cilindro giratorio (rotarod), que es un test am.pliamente utilizado
para medir la habilidad de los roedores de realizar movimientos complejos coordinados
durante un tiempo. Animales de los dos genotipos fueron entrenados en la tarea un sola
vez durante 9 min., tiempo durante el cual se vol\j/ié a colocar en el cilindro a los ratones
después de cada caida. Dos horas después fueron ensayados durante 3 min. luego de

recibir inyecciones de etanol (0,14; 0,7; 1,4; 1,7 y.2 g/lkg ) o salina. Se registré el nimero
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de caidas, el tiempo de permanecia sobre el cilindro entre caidas y la totalidad del tiempo
que estuvieron sobre el rotarod en los 3 min. Aquellos ratones que no lograron
mantenerse en el cilindro durante la sesion de entrenamiento por al menos 1 minuto sin
caerse fueron descartados. Inesperadamente, fue significativamente mayor la proporcion
de ratones 3—end -/- (45 % vs 12% de ratones control) que fueron eliminados del ensayo
por no haber “aprendido” a mantenerse sobre el rotarod por el tiempo minimo
establecido (1 min.). Inclusive, entre los ratones que Si alcanzaron el minuto de
permanencia sobre el cilindro, el tiempo requerido para esto fue significativamente

mayor en los ratones mutantes (figura 33).
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Esta observacién de una capacidad motbra diferencial, junto con la observacion de una
alteracion en la locomocion del primer dia del ensayo d¢ locomocién en los ratones
deficientes en B—endorfina podria estar involucrando a esta proteina en respuestas no
identificadas a situaciones de estrés, tales como la presentacion de un ambiente
desconocido o a la imposicion de una tarea nueva. También podrian ser fenotipos
independientes. Pese a estas diferencias, este ensayo del cilindro rotante fue utilizado
para medir ataxia dado que, una vez que los ratones aprendieron a mantenerse sobre el
rotarod, el desempeifio de unos y otros durante el test fue similar luego de la inyeccion de

salina (figura 34) o sin haber sido inyectados.
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Figura 34.

Confirmando nuestras observaciones previas, la ataxia inducida por el alcohol fue

significativamente mas profunda en los ratones B—end -/- que en los ratones normales,

97




apoyando la observacion que la ausencia de B—endorfina produce supersensibilidad al

etanol, al menos en sus efectos negativos sobre el control de los movimientos (figura 35).
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Para cuantificar la ataxia por otro método se coloco a estos ratones sobre una parrilla
plastica con barrotes de 0,4 cm de diametro separados cada 1,5 cm, a una distancia de 1,5
cm sobre el nivel del piso, inmediatamente después de inyecciones de alcohol o salina.
Se cuantificé el nimero de veces que los animales fallaron en apoyar sus patas en los
barrotes y tomaron contacto con el piso (error/metida de pata) y simultineamente se
cuantifico la actividad locomotora. La relacion entre la cantidad de metidas de pata y la
actividad locomotora se utilizo para comparar la respuesta ataxica de ratones deficientes
en B—endorfina y de ratones normales. De acuerdo con los experimentos anteriores, los
ratones mutantes tuvieron mayor dificultad para coordinar sus movimientos, demostrado
por el hecho de haber cometido mas errores que los ratones normales luego de recibir

etanol en dosis que superaran los 1,4 g/kg de peso corporal (figura 36).
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Figura 36.
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Esta participacion podria estar involucrando a la B—endorfina directa o indirectamente o
a los receptores opioides que estarian alterados en estos ratones mutantes en su numero,
composicion o en su interaccidon con otros factores, debido a la ausencia de uno de sus
ligandos mas importantes. Podria ser también que los niveles de otros opioides estén
aumentados en estos ratones lo suficiente como para que una minima descarga de alguno

de ellos inducida por el alcohol, produzca esta aparente supersensibilidad al alcohol.
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